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爱媛类芽孢杆菌抗菌肽对白色念珠菌生物膜的
抑制作用机制

王志新1，黄玉清1，刘亚慧1，刘丹丹1，宁亚维1，贾英民2,*
（1.河北科技大学食品与生物学院，河北 石家庄 050018；2.北京工商大学食品与健康学院，北京 100048）

摘  要：研究爱媛类芽孢杆菌抗菌肽对白色念珠菌生物膜的抑制作用，采用微量二倍稀释法和时间-杀菌曲线测定

抑制效果，显微镜观察对白色念珠菌芽管和菌丝形成的影响，2,3-二(2-甲氧基-4-硝基-5-磺酸基苯基)-2H-四唑-5-甲

酰苯胺法研究对生物膜、预成型生物膜形成和成熟生物膜清除率的影响，荧光探针观察对生物膜结构和膜内菌体状

态的影响，平板涂布法和实时聚合酶链式反应测定生物膜内活菌数量和相关基因表达水平。结果表明，抗菌肽对白

色念珠菌的最小抑菌浓度为8.28 AU/mL。抗菌肽能降低白色念珠菌的芽管形成率，阻止菌丝的生成，使其以酵母

形式存在。抗菌肽对生物膜的形成和清除产生影响，能在较短时间内破坏生物膜的结构完整性，导致菌体受损和

死亡，减少膜内菌落数量。在基因水平上，抗菌肽可降低多个生物膜形成相关的基因（如ALS1、ALS3、HWP1、

EFG1、ECE1和UME6）的表达水平，从而抑制生物膜的形成。研究证明抗菌肽能够有效抑制白色念珠菌生物膜形

成、成熟膜清除、成膜基因表达等，结果可为白色念珠菌新型抑菌物质的开发奠定理论基础，为食品病原微生物污

染防治和食品质量安全保障提供依据。
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Antimicrobial Mechanism of Antimicrobial Peptide from Paenibacillus ehimensis against Candida albicans Biofilms
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Abstract: This study investigated the inhibitory effect of antimicrobial peptide from Paenibacillus ehimensis on the biofilms 

of Candida albicans by the microdilution and time-kill curve assays. Microscopic observation was conducted to assess the 

impact of the peptide on the formation of C. albicans germ tube and hyphae. Additionally, the 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-

5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) assay was employed to investigate the influence on the formation of 

C. albicans biofilms, pre-formed biofilms, and the clearance rate of mature biofilms. Fluorescent probes were utilized to 

observe the alteration in the structure of biofilms and the status of intracellular fungal entities. The number of viable cells 

in biofilms was measured by the spread plate method, and real-time polymerase chain reaction (PCR) was employed to 

determine the expression levels of genes associated with biofilm formation. The results showed that the minimum inhibitory 

concentration of the antimicrobial peptide against C. albicans was 8.28 AU/mL. This peptide reduced the rate of germ tube 

formation in C. albicans, and prevented the formation of hyphae, making it exist in the form of yeasts. Furthermore, the 

antimicrobial peptide influenced both the formation and eradication of biofilms and disrupted the structural integrity of 

biofilms after a short duration, leading to damage and even death of C. albicans, and reducing cell counts in biofilms. The 

antimicrobial peptide reduced the expression levels of multiple genes related to biofilm formation (such as ALS1, ALS3, 

HWP1, EFG1, ECE1 and UME6), therefore inhibiting biofilm formation. The above findings demonstrated that antimicrobial 

peptide effectively inhibited the biofilm formation, mature biofilm clearance and the expression of biofilm-forming genes in  
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C. albicans. This study lays a theoretical foundation for the development of novel antimicrobial agents against C. albicans 

and provides a basis for the prevention and control of foodborne pathogen contamination to ensure food quality and safety.
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乳制品的质量在很大程度上取决于原料奶的质量，

微生物尤其是致病菌的含量是影响鲜奶质量的重要因

素。原料奶一旦被致病菌污染，不仅影响乳制品的营养

和感官质量，还会给消费者的健康带来隐患[1]。研究表

明，奶牛如感染乳腺炎念珠菌会导致其产生的鲜奶被污

染，这种受感染的牛奶与正常牛奶混合增加了原奶中念

珠菌的污染率，进而影响食品品质。引起奶牛乳腺炎的

主要病原体是白色念珠菌，这是一种常见于人类和动物

的深层条件致病酵母[2-3]。临床上常见的真菌侵袭性念珠

菌病主要是由白色念珠菌引起的，表现为急性、亚急性

或慢性感染，常侵犯皮肤和黏膜，也可引起内脏或全身

感染。白色念珠菌的感染使得奶牛的乳房常受到影响，

对奶牛的健康带来了显著问题。念珠菌性乳腺炎会导致

乳房发炎、肿胀和疼痛，这不仅影响了奶牛的舒适度，

还降低了它们的乳汁生产效率。乳腺感染可能使乳汁中

含有细菌和炎症物质，对乳制品的质量和卫生安全构成

潜在威胁。

白色念珠菌在应对多种复杂的环境时会形成耐药

性更强的生物膜。生物膜是由附着在生物或非生物基质

上的微生物组成的一个联盟，其会嵌入胞外聚合物基质

中，显示出与浮游细胞不同的生活方式。生物膜的形成

被认为是念珠菌的一个重要污染和致病机制[4]。生物膜

形成分为4 个阶段：黏附、增殖、成熟和分散。黏附阶

段白色念珠菌通过黏附素附着在基质上以形成细胞基底

层。细胞增殖阶段涉及菌丝的形成，白色念珠菌开始拉

伸并发育成丝状菌丝。成熟阶段菌丝的产生伴随着细胞

外聚合物的分泌，提供结构支持和保护，使其能够抵抗

抗真菌药和宿主免疫系统的攻击。分散阶段酵母细胞从

成熟的生物膜中释放出来，并可以扩散到远处，开始新

的生物膜形成周期。这些细胞与最初的浮游细胞不同，

它们的毒性更强，更有可能形成生物膜[5-6]。生物膜对抗

真菌药物和宿主免疫系统具有高度耐药性[7-8]，但目前消

除方法有限。常见的真菌治疗药物如两性霉素B和氟康

唑，由于潜在的副作用、高毒性和耐药性菌株的出现，

其应用受到了很大影响。生物膜的形成会增加对现有抗

生素和免疫反应的抵抗力，防止白色念珠菌生物膜的形

成是抵抗白色念珠菌生物膜感染的有效策略，因此迫切

需要开发有选择性和有效抑制白色念珠菌生物膜形成的 

抑菌物质。

抗菌肽是一类小分子多肽，是生物体抵御外源病原

微生物入侵而产生的一类物质，其在体外的抑菌研究已

经相当成熟，越来越多的抗菌肽被发现，并表现出抑菌

性强和抑菌谱广等特点[9-11]。抗菌肽对细菌、真菌以及癌

细胞都具有良好的杀伤作用，可通过多种途径和不同机

制发挥抑制作用，不仅降低了菌株的耐药性，还可以更

大程度发挥抑菌作用。因此，若要将其作为抗生素的替

代品，对抗菌肽抑菌机制的研究非常有必要。

爱媛类芽孢杆菌（Paenibacillus ehimensis）是类芽孢

杆菌属中的一个种，具有拮抗作用和广谱抑菌性，对革

兰氏阳性细菌、革兰氏阴性细菌和病原真菌具有较好的

抑制作用。Eltokhy等[12]通过土壤初筛，筛选出一株经16S 
rRNA基因测序鉴定为革兰氏阳性的菌株——爱媛类芽孢

杆菌MZ921932，该菌株对多重耐药性革兰氏阳性菌、

革兰氏阴性菌和念珠菌具有广泛的抗菌活性。爱媛类芽

孢杆菌可通过产生抗菌肽发挥抑制作用，相比研究较多

的多黏类芽孢杆菌抗菌肽，对爱媛类芽孢杆菌抗菌肽的

研究较少。Aktuganov等[13]研究发现P. ehimensis IB-X-b培
养上清液可以抑制多种植物病原真菌和木材腐朽菌，经

提取纯化发现其抗真菌活性是由于产生了属于杆菌霉素

L-C15、fengycin/plipastatin A-C16及其同系物的环脂肽。

Naing等[14]从P. ehimensis MA2012的培养上清液中纯化得

到的一种新型脂肽，可以抑制胶孢炭疽菌菌丝的生长，

影响菌丝形态。Huang Zhaohui等[15]从P. ehimensis B7中分

离出2 种阳离子脂肽（PE1和PE2），对耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌、大肠杆菌、铜绿假单胞菌等多种致病菌具

有抑菌活性。但目前鲜有关于爱媛类芽孢杆菌抗菌肽对

白色念珠菌抑制的研究报道。
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本课题组前期从爱媛类芽孢杆菌（P. ehimensis）HD
中分离纯化出具有广谱抑菌性的抗菌肽ehimensin，其对

真菌具有良好的抑制效果[16]。本研究以白色念珠菌为指

示菌，考察爱媛类芽孢杆菌抗菌肽ehimensin对其生物膜

形成的抑制作用，从芽管、菌丝、生物膜形成、生物膜

清除、生物膜内菌体状态以及成膜基因等方面研究抗菌

肽对白色念珠菌生物膜的影响，以期为新型抗菌剂的开

发提供一定参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

爱媛类芽孢杆菌抗菌肽ehimensin由本课题组制备，

呈粉末状，易溶于水，保藏于－20 ℃。抗菌肽效价为 

21.24 AU/mg。指示菌白色念珠菌（Candida albicans）ATCC 
10231，由河北科技大学酶工程实验室保藏于－80 ℃。

SYTOX-9、碘化丙啶（propidium iodide，PI）、

RPMI 1640培养基、LIVE/DEAD试剂盒 美国Thermo 
Fisher Scientific公司；胎牛血清 浙江天杭生物科技

股份有限公司；2,3-二(2-甲氧基-4-硝基-5-磺酸基苯

基)-2H-四唑-5-甲酰苯胺（2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide，XTT）、甲

萘醌 上海麦克林生化科技股份有限公司；柱式酵母总

RNA抽提纯化试剂盒 生工生物工程（上海）股份有限

公司；PrimeScriptTM RT定量聚合酶链式反应（polymerase 
chain reaction，PCR）专用反转录试剂盒、SYBR® Premix 
Ex TaqTM（Tli RNaseH Plus）试剂盒、ROX plus试剂盒 
大连宝生物工程有限公司。

1.2 仪器与设备

ZSD-A1160恒温培养箱 上海智诚分析仪器制造公司； 

3-18K高速冷冻离心机 德国Sigma公司；96 微孔板 
美国Costar公司；BX53荧光显微镜  日本奥林巴斯 

株式会社；Spectramax Plus 384酶标仪 美谷分子仪器

有限公司；Ti2-U荧光倒置显微镜 日本尼康株式会社；

ABI7500荧光定量PCR仪 美国Applied Biosystems公司。

1.3 方法

1.3.1 白色念珠菌活化培养

从甘油管中取出保藏的白色念珠菌，接种于新鲜的

YPD培养基中，37 ℃、160 r/min培养24 h，作为一代菌

悬液，再以2%的接种量接种于YPD培养基中培养12 h制
成二代菌悬液用于后续实验。

1 . 3 . 2  最小抑菌浓度（ m i n i m u m  i n h i b i t o r y 
concentration，MIC）测定

采用微量二倍稀释法测定抗菌肽对白色念珠的

MIC。使用YPD培养基在96 孔板中对抗菌肽进行二倍梯

度稀释，使其形成不同质量浓度（50、25、12.5、6.25、

3.13、1.56、0.78、0.39、0.20、0.10 mg/mL）的抗菌肽，

再加入等体积白色念珠菌悬液（5×106 CFU/mL），设置

真菌生长孔和空白对照孔。置于37 ℃培养24 h，以孔底

无可见菌体生长的最低抗菌肽质量浓度为MIC，实验重

复3 次。

1.3.3 时间-杀菌曲线的绘制

将5×106 CFU/mL的白色念珠菌菌悬液等量添加至用

YPD培养基稀释的抗菌肽溶液中，使抗菌肽终质量浓度分

别为0、0.5、1 MIC和2 MIC。37 ℃、160 r/min振荡培养，

定时取样，稀释涂布，计算活菌数。以时间为横坐标，菌

落数为纵坐标，绘制时间-杀菌曲线，实验重复3 次。

1.3.4 芽管形成测定

白色念珠菌用RPMI 1640培养液（含15%胎牛血

清）清洗重悬至5×106 CFU/mL，等体积添加抗菌肽并

使其终质量浓度分别为0、0.5、1 MIC和2 MIC，37 ℃、 

160 r/min培养3 h，显微镜下观察并随机计数100 个细胞

中产生芽管的数量。实验重复3 次，按照式（1）计算芽

管形成率：

100/% 	 （1）

1.3.5 菌丝形成测定

白色念珠菌用RPMI 1640培养液（含15%胎牛血

清）清洗重悬至5×106 CFU/mL，等体积添加抗菌肽并

使其终质量浓度分别为0、0.5、1 MIC和2 MIC，37 ℃、 

160 r/min培养24 h，显微镜下观察并拍照。

1.3.6 生物膜形成分析

白色念珠菌用RPMI 1640培养基（含15%胎牛血

清）清洗重悬至5×106 CFU/mL，等体积添加抗菌肽并

使其终质量浓度分别为0、0.5、1 MIC和2 MIC。对照

组（0 MIC）加入菌悬液和RPMI 1640培养基，空白组

加入RPMI 1640培养基。37 ℃培养24 h，使用无菌PBS
（0.01 mol/L，pH 7.2）洗涤2 次，加入XTT钠盐-甲萘醌

溶液，避光孵育3 h，用酶标仪测定490 nm处的OD值。实

验重复3 次，按照式（2）计算生物膜形成率：

100/%
A1 A2

A3 A2
	 （2）

式中：A1为处理组OD490 nm值；A2为空白组OD490 nm

值；A3为对照组OD490 nm值。

1.3.7 预成型生物膜形成分析

白色念珠菌用RPMI 1640培养基（含15%胎牛血清）

清洗重悬至2.5×106 CFU/mL，取菌悬液至96 孔板中黏

附1.5 h。用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，
PBS）（0.01 mol/L、pH 7.2）洗涤后加入等体积不同质

量浓度的抗菌肽，对照组（0 MIC）加入未添加抗菌肽的

RPMI 1640培养基，空白组在新孔中加入RPMI 1640培养

基。37 ℃培养24 h，再次用PBS清洗后加入XTT钠盐-甲
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萘醌溶液，避光孵育3 h，用酶标仪测定490 nm处的OD值。

实验重复3 次，按照式（3）计算预成型生物膜形成率：

100/%
A1 A2

A3 A2
	 （3）

式中：A1为处理组OD490 nm值；A2为空白组OD490 nm

值；A3为对照组OD490 nm值。

1.3.8 生物膜清除率测定

白色念珠菌用RPMI 1640培养基（含15%胎牛血清）

清洗重悬至2.5×106 CFU/mL，在96 孔板中加入菌悬液，

37 ℃培养24 h。使用无菌PBS（0.01 mol/L、pH 7.2）洗

涤后加入等体积抗菌肽溶液，使抗菌肽终质量浓度分别

为0.5、1 MIC和2 MIC，对照组（0 MIC）和空白组加

PBS。分别在培养0、0.5、1、2、3、6、9、12 h和24 h后
用PBS清洗，再加入XTT钠盐-甲萘醌溶液，避光孵育3 h
后用酶标仪测定490 nm处的OD值。实验重复3 次，按照

式（4）计算生物膜清除率：

1/%
A1 A2

A3 A2

100	 （4）

式中：A1为处理组OD490 nm值；A2为空白组OD490 nm

值；A3为对照组OD490 nm值。

1.3.9 生物膜形态观察

白色念珠菌用RPMI 1640培养基（含15%胎牛血清）

清洗重悬至2.5×106 CFU/mL，37 ℃培养24 h使其形成

生物膜。使用PBS（0.01 mol/L、pH 7.2）洗涤后加入抗

菌肽溶液，使抗菌肽终质量浓度分别为0、0.5、1 MIC
和2 MIC，37 ℃作用1 h后用PBS洗掉生物膜上的浮游菌

体，使用倒置荧光显微镜进行观察。

1.3.10  生物膜内菌体状态观察

白色念珠菌用RPMI 1640培养基（含15%胎牛血清）

清洗重悬至2.5×106 CFU/mL，37 ℃培养24 h使其形成

生物膜。使用PBS（0.01 mol/L、pH 7.2）洗涤后加入抗

菌肽溶液，使抗菌肽终质量浓度分别为0、0.5、1 MIC和
2 MIC，37 ℃作用1 h后用PBS洗掉生物膜上的浮游菌体。

然后加入PI/SYTO-9荧光染料，避光孵育30 min。再用PBS
洗涤，使用倒置荧光显微镜进行观察。

1.3.11 生物膜内菌落总数测定

取白色念珠菌用RPMI 1640培养基（含15%胎牛血

清）清洗重悬至2.5×106 CFU/mL，37 ℃培养24 h形成

生物膜。使用PBS（0.01 mol/L，pH 7.2）洗涤后加入抗

菌肽溶液，使抗菌肽终质量浓度分别为0、0.5、1 MIC和
2 MIC，37 ℃作用1 h后用PBS洗掉浮游菌体。使用细胞

刮刀将生物膜转移至离心管中，稀释并进行涡旋振荡，

使生物膜内包裹的菌体游离至液体中，采用稀释涂布平

板法测定白色念珠菌生物膜内活菌数量，实验重复3 次。

1.3.12 生物膜成膜基因表达量

采用实时PCR测定抗菌肽对白色念珠菌生物膜形成

相关基因表达水平的影响。白色念珠菌用RPMI 1640培养

基（含15%胎牛血清）清洗重悬至浓度为5×106 CFU/mL， 

等量添加质量浓度为0.5 MIC的抗菌肽至6 孔板中，

空白组加入等量未添加抗菌肽的RPMI 1640培养基，

37 ℃培养24 h。PBS溶液洗去浮游菌后收集生物膜，使

用柱式酵母总RNA抽提纯化试剂盒提取RNA，再使用

PrimeScriptTM RT定量PCR专用反转录试剂盒进行反转录

合成cDNA。白色念珠菌生物膜形成相关基因的引物序

列如表1所示，由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成。按照SYBR® Premix Ex TaqTM（Tli RNaseH Plus）试

剂盒、ROX plus试剂盒配制反应液，以18S rRNA作为内

参基因进行实时PCR。实验重复3 次，数据采用2－ΔΔCt法

进行分析。

表 1 目标基因引物序列

Table 1 Primer sequences used for amplification of target genes

引物名称 引物序列（5’-3’） 基因功能 编码蛋白
18S rRNA-F CGATGGAAGTTTGAGGCAATA

内参基因
18S rRNA-R CTCTCGGCCAAGGCTTATACT

HWP1-F TCTACTGCTCCAGCCACTGA 菌丝特异性
细胞壁蛋白

HWP1HWP1-R CCAGCAGGAATTGTTTCCAT
ALS3-F AATGCTGTTTTGGGTTGGTC 编码细胞壁

蛋白
ALS3ALS3-R TCACCTGCCTGAAATTGACA

EFG1-F TATGCCCCAGCAAACAACTG 编码重要的
转录因子

EFG1EFG1-R TTGTTGTCCTGCTGTCTGTC
ALS1-F TTGGGTTGGTCCTTAGATGG 编码细胞表面相关

糖蛋白
ALS1ALS1-R ATGATTTCAAAGCGTCGTTC

ECE1-F CCAGAAATTGTTGCTCGTGTTGCCA 编码细胞生长相关
蛋白

ECE1ECE1-R TCCAGGACGCCATCAAAAACGTTAG
UME6-F AGCACCAAATTCGCCTTATG 编码与生物膜形成

相关蛋白
UME6UME6-R AGGTTGAGCTTGCTGCAGTT

注：HWP1.菌丝壁蛋白1（hyphal wall protein 1）；ALS3.凝集素样序
列蛋白3（agglutinin-like sequence protein 3）；EFG1.增强菌丝生长
蛋白1（enhanced filamentous protein growth 1）；ALS1.凝集素样序列蛋
白1（agglutinin-like sequence protein 1）；ECE1. elongation-specific cell 
elongation protein 1；UME6. unscheduled meiotic gene expression protein 6。

1.4 数据分析

结果以 ±s形式表示。数据用SPSS 17.0进行统计分

析，利用Origin 8.0进行绘图。

2 结果与分析

2.1 抗菌肽对白色念珠菌的抑菌活性

采用微量二倍稀释法测定抗菌肽对白色念珠菌的抑

制作用，其MIC为8.28 AU/mL。
通过时间-杀菌曲线进一步探究抗菌肽对白色念珠菌

的抑菌活性，结果如图1所示，添加0.5 MIC抗菌肽对白色

念珠菌抑制作用微弱，添加1 MIC和2 MIC抗菌肽则对白

色念珠菌具有明显的抑菌和杀菌作用，最终菌落数与初始

菌落数相比，分别降低了2.79、3.46（lg（CFU/mL））。 
Guevara-Lora等[17]使用2 种合成肽（ΔM3、ΔM4）作用于

白色念珠菌，在合适条件下2 种合成肽都降低了白色念珠

菌的菌落总数。Li Dedong等[18]通过时间-杀菌曲线发现，

1 MIC（32 μg/mL）紫檀芪对白色念珠菌具有很强的抑制

活性，在作用6 h时菌落总数为104 CFU/mL左右。
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图 1 抗菌肽对白色念珠菌的时间-杀菌曲线

Fig. 1 Time-kill curves of the antimicrobial peptide against C. albicans

2.2 抗菌肽对白色念珠菌芽管形成的影响

抗菌肽对白色念珠菌芽管形成的影响如图2和图3所
示，对照组芽管形成率为99.33%，白色念珠菌多以菌丝

相形式存在。添加0.5 MIC抗菌肽对白色念珠菌芽管的形

成影响不明显。添加1 MIC抗菌肽时芽管形成率下降为

82.67%，白色念珠菌处于酵母相和芽管共存的状态，且

与对照组相比，芽管长度较短，芽管的形成受到了很大

程度的抑制。添加2 MIC抗菌肽时芽管形成率为0.33%，

白色念珠菌以酵母相形式存在。Lv Quanzhen等[19]报道，

2 MIC（0.125 μg/mL）肼类抗真菌剂31C作用白色念珠菌

3 h后，才对芽管有部分抑制作用，但不及本研究中抗菌

肽的抑制效果。
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小写字母不同表示差异显著（P＜0.05），下同。

图 2 抗菌肽对白色念珠菌芽管形成率的影响

Fig. 2 Effects of the antimicrobial peptide on the germ tube formation 

rate of C. albicans 
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A. 0 MIC；B. 0.5 MIC；C. 1 MIC；D. 2 MIC。图4、8、9同。

图 3 抗菌肽对白色念珠菌芽管形成的影响

Fig. 3 Effects of the antimicrobial peptide on the germ tube  

formation of C. albicans

2.3 抗菌肽对白色念珠菌菌丝形成的影响

如图4所示，RPMI 1640培养基（含15%胎牛血清）

会诱导白色念珠菌生成菌丝，0 MIC处理组中，白色念珠

菌由酵母相转变为菌丝相，菌丝之间大量缠绕。0.5 MIC

处理组在抗菌肽作用3 h后对芽管形成的影响不明显，但

在作用24 h后可观察到白色念珠菌菌丝生长受到了很大

的抑制，酵母相和菌丝相共存。结合2.2节结果，推测

1 MIC处理组中部分白色念珠菌可能在前期形成芽管，但

由于抗菌肽持续高效的抑制作用，导致菌体死亡或形成

芽生孢子，以酵母相的形式存在。2 MIC处理组白色念珠

菌不仅是酵母相，菌体生长繁殖也受到了严重的抑制，

多数为单个菌体。

Yue Huizhen等[20]研究发现，存在中药抑菌剂CHGX

的情况下观察到菌丝细胞的百分比明显较小，且呈剂量

依赖性，菌丝细胞的比例随着孵育时间的延长而逐渐降

低，作用24 h后，CHGX能有效抑制菌丝的形成，菌株

以酵母形式存在。Manoharan等[21]使用2 μg/mL的1,8-二
羟基蒽醌作用白色念珠菌24 h后，部分菌体长出芽管且

未看到较长的菌丝，抑制了酵母相向菌丝相的转变。

Song Yuanyuan等[22]发现2-乙基蒽醌不但能减少生物膜形

成，还能抑制菌丝的形成，40 μg/mL的2-乙基蒽醌处理

组中菌丝发育很少，可观察到酵母细胞和假菌丝相，与

本研究结果相似。
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图 4 抗菌肽对白色念珠菌菌丝形成的影响

Fig. 4 Effect of the antimicrobial peptide on the hyphal formation of  

C. albicans

2.4 抗菌肽对白色念珠菌生物膜形成的影响

XTT可被细胞内的线粒体脱氢酶还原成水溶性有色

的甲臜产物，在480～490 nm波长处有最大吸收。如图5
所示，0.5 MIC处理组生物膜形成率为51.17%，而1 MIC
和2 MIC抗菌肽处理不能使白色念珠菌形成生物膜。

Raber等[23]研究发现多肽Pom-1可抑制白色念珠菌生物膜

的形成，当Pom-1的质量浓度为10 μg/mL时白色念珠菌生

物膜的形成减少12%。本研究结果显示抗菌肽也可以有

效的抑制白色念珠菌生物膜的形成，降低其致病性。
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图 5 抗菌肽对白色念珠菌生物膜形成的影响

Fig. 5 Effects of different concentrations of the antimicrobial peptide on the 

biofilm formation of C. albicans

2.5 抗菌肽对白色念珠菌预成型生物膜形成的影响

如图6所示，0.5 MIC处理组预成型生物膜形成率

为81.57%，而1 MIC和2 MIC处理组不仅不能形成生物

膜，还对预成型生物膜有一定的清除能力。根据先前

报道，0.25 μg/mL（4 MIC）的抗真菌剂31C仅可抑制

约30%的生物膜的形成[19]。肽C18以质量浓度依赖的方

式显著降低生物膜活性百分比，与对照组相比，质量

浓度为32（1 MIC）、64 μg/mL（2 MIC）和128 μg/mL 
（4 MIC）的C18对生物膜生物膜形成的抑制率分别为

87%、91%和92%[24]。本研究结果表明爱媛类芽孢杆菌抗

菌肽可以有效抑制白色念珠菌预成型生物膜的形成。
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图 6 抗菌肽对白色念珠菌预成型生物膜形成的影响

Fig. 6 Effects of the antimicrobial peptide on the formation of 

preformed biofilms of C. albicans

2.6 抗菌肽对白色念珠菌生物膜清除率的影响

如图7所示，在抗菌肽作用生物膜1 h后，0.5 MIC处

理组清除率到达48.08%，1 MIC和2 MIC处理组清除率分

别为64.10%和77.56%。随着抗菌肽作用时间的延长，不

同处理组对白色念珠菌生物膜的清除率均达到100%。

已有报道显示，肽LfcinB15对白色念珠菌MIC为

6.25，采用25 μg/mL的LfcinB15作用生物膜1 h后，清除

率在30%左右[25]。肽C18在作用白色念珠菌生物膜24 h
后，128（4 MIC）、256 μg/mL（8 MIC）和512 μg/mL
（16 MIC）的C18分别使成熟生物膜减少了39%、48%和

57%[24]。本研究结果显示，短时内抗菌肽对白色念珠菌

的清除率高于之前的报道，说明本研究中的抗菌肽有较

高的清除效率。
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图 7 抗菌肽对白色念珠菌生物膜清除率的影响

Fig. 7 Effect of the antimicrobial peptide on the clearance rate of  

C. albicans biofilms

2.7 抗菌肽对白色念珠菌生物膜内菌体的影响

爱媛类芽孢杆菌抗菌肽与白色念珠菌生物膜作用

后，生物膜的完整性遭到破坏。如图8所示，0 MIC处理

组生物膜结构较致密，随着抗菌肽质量浓度的增高，生

物膜逐渐稀疏，结构遭到破坏。

100 µm 100 µm

A B

100 µm 100 µm

C D

图 8 抗菌肽对白色念珠菌生物膜形态的影响

Fig. 8 Effect of the antimicrobial peptide on the morphology of  

C. albicans biofilms

SYTO-9能够透过所有细胞的细胞膜与细胞核内基

因结合发出绿色荧光，PI只能穿透受损细胞的细胞膜与

核酸结合发出红色荧光。采用SYTO-9和PI双染法观察抗

菌肽对白色念珠菌生物膜内的菌体情况。如图9所示，

0 MIC处理组呈现绿色，且颜色较暗，说明生物膜内菌体

的细胞膜比较完整，且生物膜结构较致密，透光性差。

0.5 MIC处理组呈橘黄色，同时能看到很多绿色亮点，此

时生物膜内部分细胞膜已经破损并且相比于0 MIC处理组

生物膜结构变得稀疏。1 MIC处理组呈橘红色，生物膜内

菌体破损加剧，生物膜呈网状结构，空隙增大。2 MIC处
理组呈红色，说明生物膜内大部分菌体的细胞膜呈破损

状态，生物膜也变得更加稀疏。

Braga等[26]用麝香草酚处理白色念珠菌生物膜24 h，经

SYTO-9和PI染色后，0.5 MIC处理组未见明显变化，1 MIC
孵育抗菌肽引起可见的变化，如细胞密度和丝状形式的降

低以及红色细胞的广泛存在，2 MIC抗菌肽孵育导致所有

指标的数量进一步减少，没有活力的红色丝状形式和细

胞清晰可见，只有少数有活力的绿色细胞。Roscetto等[27] 
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使用LIVE/DEAD FungaLight酵母细胞活力检测试剂盒对

生物膜进行染色后，发现抗菌肽VLL-28可导致白色念珠

菌生物膜中大部分细胞死亡，降低了近平滑念珠菌和热

带念珠菌生物膜的细胞活力和生物量。
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图 9 抗菌肽对白色念珠菌生物膜内菌体的影响

Fig. 9 Effects of the antimicrobial peptide on fungal cells in  

C. albicans biofilms

2.8 抗菌肽对白色念珠菌生物膜内菌落总数的影响

抗菌肽作用白色念珠菌生物膜后，对生物膜内菌体

存活情况进一步测定。如图10所示，生物膜内菌落总数随

着抗菌肽质量浓度的增加而减少，且1 MIC和2 MIC处理组

和对照组相比差异显著（P＜0.05）。0.5、1、2 MIC抗菌

肽处理组与对照组相比，生物膜内的菌落总数分别下降了

0.21、1.48（lg（CFU/mL））和3.54（lg（CFU/mL））。

由此可知，抗菌肽可通过减少白色念珠菌生物膜内活菌

数量发挥抑制作用。

0.5 MIC 1 MIC 2 MIC0 MIC
0
1
2
3
4
5
6
7

a

b

c

a

lg
C

FU
/m

L

图 10 抗菌肽对白色念珠菌生物膜内菌落总数的影响

Fig. 10 Effects of the antimicrobial peptide on the total number of 

colonies in C. albicans biofilms

2.9 抗菌肽对白色念珠菌生物膜成膜基因的影响

本研究中抗菌肽可通过影响白色念珠菌生物膜形成

相关基因的表达从而抑制生物膜的形成。如图11所示，

抗菌肽作用白色念珠菌细胞膜后，ALS1、ALS3和HWP1
基因表达水平分别降低了44.28%、28.03%和94.92%，

EFG1、ECE1和UME6基因表达水平分别降低了53.73%、

42.77%和43.50%。抗菌肽通过降低黏附素水平、干扰由

于环腺苷酸-蛋白激酶A（cyclic adenosine monophosphate-
protein kinase A，cAMP-PKA）途径的破坏而导致的菌丝

形成以及限制菌丝的长期维持来影响生物膜的形成。关

于抑菌物质对白色念珠菌生物膜的抑制作用机制，也有

很多类似的报道，如臭氧超细气泡水通过调控黏附和菌

丝形成相关基因（ALS1、ALS3、RAS1、EFG1、CPH1
等）的表达发挥抗生物膜作用[28]。紫嘌呤通过降低菌丝

特异性基因（ALS3、ECE1、HWP1和HYR1）的表达来抑

制菌丝的生成[29]。7-苄氧基吲哚通过调节菌丝特异性和

生物膜相关基因（HWP1、ALS3、ECE1和RBT1）表达，

减少菌丝发育，从而抑制生物膜的形成[30]。
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图 11 抗菌肽对白色念珠菌生物膜成膜基因表达的影响

Fig. 11 Effects of the antimicrobial peptide on the expression of biofilm 

formation-related genes in C. albicans

3 讨 论

白色念珠菌是乳制品污染的一种病原真菌，常用的

巴氏杀菌不能彻底清除其产生的孢子，进而影响了产品

质量，给消费者带来了严重安全风险。临床上白色念珠

菌作为常见的真菌病原体，当宿主免疫功能或防御能力

下降时，可引起局部或全身性疾病，形成的生物膜耐药

性和毒力十分强盛。预防和治疗白色念珠菌感染的药物

较少，随着白色念珠菌耐药性的增加，迫切需要寻找新

的抗真菌方法和药物来解决这一复杂的问题。生物防治

被认为是一种更有效、更安全的策略。因此，自然界中

无毒害且高效的新型生物抗真菌剂成为了研究方向，其

中抗菌肽在应对真菌防治方面受到了极大关注。抗菌肽是

一种高效广谱的抑菌剂，其在体外的抑菌研究已经相当成

熟，越来越多的抗菌肽被发现，并表现出抑菌性强和抑菌

谱广等特点。抗菌肽作为新型的抑菌物质对细菌的抑菌机

理报道较多，而对白色念珠菌的抑制机理报道较少，对其

生物膜的抑制机理更加少。白色念珠菌产生的生物膜非常

致密，之前的报道对生物膜的清除均不彻底，所以要寻找

清除更加彻底的安全性更高的替代物质。

本研究以新型的抑菌物质抗菌肽作为抑菌剂，探

究其对白色念珠菌生物膜的抑制作用。白色念珠菌的生

长方式为出芽繁殖，但当机体免疫能力下降或抵抗力降

低时，芽生孢子可发育为芽管进而形成菌丝，具有致病

性。抑制芽管的形成可防止其进一步发育为菌丝，从而

降低白色念珠菌的致病性。白色念珠菌的菌丝是其重要

的病理机制，在致病过程中发挥着关键作用。菌丝是支

持生物膜结构完整性的基本成分，并为附着额外的酵母
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细胞、假菌丝、其他菌丝以及多物种生物膜中的细菌提

供支架。本研究结果表明爱媛类芽孢杆菌抗菌肽可以很

好地抑制芽管的形成，阻止白色念珠菌酵母相向菌丝相

转化，不能进一步形成耐药性较强的生物膜结构，从而

在白色念珠菌生物膜形成的初始阶段成功地实施阻断，

降低其致病性。

白色念珠菌的致病性与其形成生物膜的能力密切相

关，生物膜对抑菌剂的耐受性比浮游细胞高得多。本研

究结果表明爱媛类芽孢杆菌抗菌肽对白色念珠菌生物膜

形成的黏附有较强的抑制效果。抗菌肽能在较短的时间

内降低生物膜的黏附能力，将其清除。由此可知，爱媛

类芽孢杆菌抗菌肽不仅能抑制生物膜的形成，还能破坏

成熟生物膜的维持。

本研究结果还表明爱媛类芽孢杆菌抗菌肽破坏了白

色念珠菌生物膜结构的完整性，使其生物量减少，还影

响生物膜内菌体的活性，造成菌体破损和死亡。Jafri等[31]

研究发现未经处理的白色念珠菌和热带念珠菌生物膜含

有大量的细胞外基质，经过1.56 μg/mL和3.12 μg/mL的麝

香草酚处理后生物膜形成受到不同程度的抑制，生物膜

细胞解聚、基质产生减少、菌丝量减少。

生物膜形成是一个循序渐进的过程，爱媛类芽孢杆

菌抗菌肽通过影响白色念珠菌生物膜成膜基因来抑制生

物膜的形成。白色念珠菌首先黏附在基质上，然后开始

生长菌丝[29]。白色念珠菌生物膜形成的第一个关键步骤

是黏附，这个过程依赖于几种称为黏附素的细胞壁蛋白。

这些蛋白通过与特定的氨基酸或糖残基结合来促进与其他

细胞的附着，包括上皮细胞和其他微生物细胞或非生物表

面[32]。白色念珠菌中黏附素家族有凝集素样序列（Als）
家族，菌丝壁蛋白（Hwp）家族和单个蛋白质文件家族F/

菌丝调节（Iff/Hyr）家族。菌丝特异性基因ALS1编码细胞

表面相关糖蛋白，ALS3编码细胞壁蛋白，是菌丝特异性基

因。HWP1是一种黏附基因，编码白色念珠菌的细胞表面

蛋白，对菌丝发育和细胞黏附至关重要[33]，帮助白色念珠

菌细胞强烈附着在上皮细胞上，引起黏膜念珠菌病[34]。本

研究所用抗菌肽使菌丝特异性基因ALS1、ALS3和HWP1表
达水平下调，从而影响白色念珠菌的黏附。

EFG1是一种与cAMP-PKA通路相关的转录因子，可

直接或间接调节一定数量的菌丝特异性基因（HWP1、
ALS1、ALS3和ECE1）。EFG1参与细胞形态的调节，

是不同形态开关的主要调节因子，是生物膜发育和毒力

所必需的 [35]。HWP1和ALS3是cAMP-PKA通路的下游

组分，与EFG1调控相关联[36]。ECE1是细胞伸长相关的

基因，编码菌丝细胞伸长和生物膜形成所需的蛋白质。

UME6是与生物膜分散相关的基因，可以增强白色念珠菌

的生物膜形成。ECE1和UME6是长期维持菌丝生长和细

胞伸长所需的基因。本研究中抗菌肽使转录因子表达水

平下调从而影响菌丝的形成，同时使基因UME6和基因

ECE1表达水平下调以影响菌丝的形成和长期维持。

4 结 论

爱媛类芽孢杆菌抗菌肽对白色念珠菌生物膜具有较

好的抑制效果，可以有效抑制芽管、菌丝、生物膜的形

成，提高生物膜的清除率，破坏生物膜结构的完整性；

影响生物膜内菌体的活性，造成菌体破损和死亡，导致

膜内菌落总数减少；通过降低成膜基因的表达量来抑制

白色念珠菌生物膜的形成。本实验结果为白色念珠菌生

物膜的抑制研究提供了参考，也为抗真菌物质的开发奠

定了一定基础。
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