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  摘 要:目的 探究白藜芦醇诱导白念珠菌凋亡的机制。方法 将不同浓度的白藜芦醇(终浓度0.256、
0.128、0.064

 

mg/mL)和作为阳性对照的两性霉素B(AmB,终浓度0.5
 

μg/mL)分别加入指数生长期的白念珠

菌悬液,同时设置空白对照组,检测白念珠菌的凋亡率、细胞内活性氧和线粒体膜电位等指标。结果 与空白

对照组比较,白藜芦醇处理后的白念珠菌凋亡率、活性氧水平明显升高,线粒体膜电位明显降低,差异均有统计

学意义(P<0.05)。结论 白藜芦醇具有诱导白念珠菌凋亡的作用,这可能与活性氧积累和线粒体损伤相关。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

resveratrol
 

induced
 

apoptosis
 

of
 

Candida
 

albicans.
Methods Different

 

concentrations
 

of
 

resveratrol(final
 

concentrations
 

were
 

0.256,0.128,0.064
 

mg/mL)
 

and
 

amphotericin
 

B(AmB,final
 

concentration
 

was
 

0.5
 

μg/mL)
 

which
 

was
 

used
 

as
 

the
 

positive
 

control
 

were
 

added
 

into
 

the
 

bacterial
 

suspension
 

at
 

exponential
 

growth
 

stage
 

respectively,meanwhile,the
 

blank
 

group
 

was
 

set
 

up.
Then

 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

Candida
 

albicans,intracellular
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

and
 

mitochondrial
 

mem-
brane

 

potential
 

were
 

measured.Results Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,the
 

apoptotic
 

rate
 

of
 

Candida
 

albi-
cans

 

treated
 

with
 

resveratrol,the
 

level
 

of
 

intracellular
 

ROS
 

increased
 

significantly,and
 

the
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

decreased
 

significantly(P<0.05).Conclusion Resveratrol
 

can
 

induce
 

the
 

apoptosis
 

of
 

Candida
 

albicans,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

accumulation
 

of
 

ROS
 

and
 

mitochondrial
 

damage.
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  近年来的流行病学研究表明,一些植物来源化学

成分的摄入水平与肿瘤、感染的发生、发展密切相

关[1]。这些成分因为具有高效、低毒的特性而备受关

注。白藜芦醇是虎杖的有效成分之一,是一种天然多

酚化合物,具有广泛的药理活性,生物利用度较高。
红葡萄皮中有高水平的白藜芦醇。本课题组的前期

研究表明,白藜芦醇具有一定的抗白念珠菌活性,但
其作用机制不详[2]。有研究表明,白藜芦醇可通过诱

导真菌细胞凋亡发挥抗菌作用[3]。本研究探讨了白

藜芦醇通过诱导凋亡发挥抗白念珠菌活性的机制。
1 材料与方法

1.1 菌株 白念珠菌ATCC
 

90028,由北京协和医院

惠赠。
1.2 仪器与试剂

1.2.1 仪器 流式细胞仪为美国BD公司产品;恒温

培养箱为上海博迅公司产品。
1.2.2 试剂 白藜芦醇购自Sigma公司,两性霉素

B(AmB)购自Solarbio公司。PBS缓冲液pH 值为

7.0;RPMI-1640培养基为Solarbio公司产品;蜗牛酶

为Solarbio公司产品;Annexin
 

Ⅴ-FITC/PI试剂盒为

凯基公司产品;活性氧检测试剂盒为Solarbio公司产

品;线粒体膜电位(MMP)检测试剂盒为Solarbio公

司产品。
1.3 方法

1.3.1 菌株的活化及菌液配制 从4
 

℃保存的沙氏

葡萄糖琼脂培养基(SDA)上挑取白念珠菌 ATCC
 

90028单菌落接种于沙氏液体培养基中,35
 

℃摇床振

荡(200
 

r/min)过夜培养,使菌株处于对数生长期,离
心收集菌体,PBS洗涤两次后,用RPMI-1640稀释至

2×106
 

CFU/mL备用[4]。
1.3.2 菌株的凋亡诱导 将2

 

mL 指数生长期

(A600=0.5)的白念珠菌悬液(密度为2×106
 

CFU/
mL)接种于24孔培养板中,同时将白藜芦醇分别加

入孔板中,使终浓度分别为0.256、0.128、0.064
 

mg/
mL,另设不加药的空白对照组和加 AmB(终浓度为

0.5
 

μg/mL)的阳性对照组。37
 

℃静置孵育2
 

h,离心

后无菌PBS洗3次,然后用 Annexin
 

Ⅴ-FITC和PI
的标记液混匀(密度为106

 

CFU/mL)。室温避光37
 

·8791· 检验医学与临床2020年7月第17卷第14期 Lab
 

Med
 

Clin,July
 

2020,Vol.17,No.14



℃孵育10
 

min,流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
 

1.3.3 白藜芦醇对白念珠菌活性氧(ROS)的影响 
对指数生长期的白念珠菌悬液进行不同的加药处理

后(同1.3.2),37
 

℃孵育12
 

h,离心收集白念珠菌细

胞,PBS缓冲液洗涤3次后调整密度为5×106
 

CFU/

mL。利 用 探 针 2,7-二 氯 二 氢 荧 光 素 二 乙 酸 酯

(DCFH-DA)进行ROS检测,DCFH-DA可自由通过

细胞膜进入细胞内被酯酶水解,而DCFH则不能透过

细胞膜,从而使探针易被装载到细胞内。细胞内的活

性氧可氧化无荧光的DCFH生成有荧光的DCF。检

测DCF荧光即可得知细胞内活性氧水平。按照试剂

盒说明加入DCFH-DA试剂,37
 

℃孵育20
 

min,流式

细胞仪检测白念珠菌ROS水平[5]。

1.3.4 白藜芦醇对白念珠菌 MMP的影响 对指数

生长期的白念珠菌悬液进行不同的加药处理后(同
1.3.2),孵育、离心收集白念珠菌细胞、PBS缓冲液洗

涤、调整浓度同1.3.3。JC-1为检测 MMP的荧光探

针。当 MMP较高时,JC-1聚集在线粒体基质中,形
成聚合物产生红色荧光;而 MMP较低时,JC-1不能

聚集在线粒体的基质中,产生绿色荧光。通过JC-1
从红色荧光到绿色荧光的转变(红色和绿色荧光强度

的比值)可反映细胞膜电位的变化。参照 MMP检测

试剂盒说明书加入JC-1染色工作液,于细胞培养箱

30
 

℃避光孵育15
 

min后,PBS洗涤3次,用流式细胞

仪检测荧光强度[6],然后计算。

1.4 统计学处理 采用SPSS21.0软件进行数据处

理,组间比较采用方差分析,P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 白藜芦醇对白念珠菌细胞凋亡的影响 在

0.064~0.256
 

mg/mL范围内,随着白藜芦醇浓度的

升高,白念珠菌细胞凋亡率逐渐升高,见图1。

  注:与空白对照组比较,*P<0.05。

图1  不同加药处理组白念珠菌的细胞凋亡率

2.2 白藜芦醇对白念珠菌ROS阳性率的影响 空

白对照组的荧光强度弱,ROS阳性率为0.8%,不同

浓度白藜芦醇(0.064、0.128、0.256
 

mg/mL)处理后,
荧光强度呈剂量依赖性增强,ROS阳性率分别提升至

1.9%、5.1%、8.7%和16.4%,与空白对照组比较差

异有统计学意义(P<0.05),见图2。

  注:与空白对照组比较,*P<0.05。

图2  不同加药处理组白念珠菌细胞的ROS阳性率

2.3 白藜芦醇对白念珠菌 MMP的影响 与空白对

照组比较,不同浓度(0.064、0.128、0.256
 

mg/mL)白
藜芦醇可显著降低白念珠菌 MMP,红色和绿色荧光

强度比值分别为2.14、1.86、1.64(P<0.05),见图3。

  注:与空白对照组比较,*P<0.05。

图3  不同加药处理组白念珠菌 MMP的检测

3 讨  论

3.1 白藜芦醇诱导白念珠菌凋亡的机制 细胞凋亡

是生物体普遍存在的现象———细胞自主有序的死亡

过程,诱导细胞凋亡对真菌研究有重要意义。在所有

诱导细胞凋亡的因素中,凋亡的早期表 现 之 一 为

MMP的下降[7-8]。线粒体是真核细胞内能量产生的

中心场所,对维持细胞能量代谢和正常功能起重要作

用,诱发凋亡的因素会导致细胞色素C的释放激活

caspase,破坏电子传递,降低 MMP参与调节等[9]。
若 MMP耗 尽,细 胞 将 进 入 不 可 逆 的 凋 亡 转 归 途

径[10]。在凋亡信号的刺激下,细胞凋亡导致一系列损

伤相关的异质性分子的释放,如线粒体DNA、ROS、
n-甲酰化肽及心磷脂,导致细胞通透性会增加[11-12]。
作为酵母菌属细胞凋亡中的第二信使--不同水平的

ROS决定了细胞的转归途径,包括凋亡、坏死、凋亡转

变坏死等[13-14]。
坏死及凋亡细胞均释放具有炎症特性的线粒体,

以往的研究表明白藜芦醇可通过阻滞细胞S期从而

影响白念珠菌的活性[15]。本实验采用FCFH-DA和

JC-1荧光试剂,检测白念珠菌 ROS和 MMP水平。
白藜芦醇的作用机制可能与降低白念珠菌的 MMP
水平、提高ROS水平、扰乱线粒体功能等凋亡进展中

与线粒体损伤有关的进程有关。
3.2 白藜芦醇诱导白念珠菌凋亡的意义 白念珠菌

常存在于人类上呼吸道、口腔、肠道及阴道等黏膜腔

中,是临床上重要的条件致病菌[16-18]。临床上的治疗

主要采用AmB及唑类抗真菌药物,其长期应用引起
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不良反应的报道日益增多[19],因此寻找和发现新的药

物以抑制白念珠菌的活性成为亟待解决的问题之一。
白藜芦醇作为近年中药研究中的热点,其广泛的生物

学活性受到关注。本研究中通过测定不同加药处理

组白念珠菌的ROS、MMP水平,证实了白藜芦醇具

有诱导白念珠菌凋亡的作用,中药成分诱导念珠菌属

凋亡是当今抗真菌治疗的新策略,为临床治疗白念珠

菌感染提供了重要的实验基础,具有潜在的应用

价值。
3.3 相关研究的比较 WEBER等[20]研究证明,白
藜芦醇对于常见的念珠菌属并未有明显的抑制作用,
而有报道指出白藜芦醇衍生物可能影响念珠菌属[21]。
LEE等[3]的研究证实白藜芦醇可诱导白念珠菌的

凋亡。
3.4 本研究的局限性 本实验中选取白念珠菌

ATCC90028的标准株作为研究对象,结果尚有代表

性,但还需大样本的临床分离株及动物体内试验做进

一步的证实;其次,在研究方法方面除了用流式细胞

仪进行检测外,还应该结合其他分子水平的实验来对

凋亡机制进行深入分析。
综上所述,白藜芦醇可以通过诱导细胞凋亡发挥

对白念珠菌的抑制作用,为白藜芦醇用于临床治疗白

念珠菌感染提供了有效的实验室依据,进一步丰富了

中药抗真菌的理论,但其更深入的作用机制还有待进

一步研究。
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