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【摘　要】　目的:电镜观察白色念珠菌与多酚类化合物作用后形态和超微结构的改变 , 进一步评价该类化

合物的抗真菌作用 ,探讨其抗真菌作用机制。方法:将临床新分离的白色念珠菌与多酚类化合物共同培养 24 h

后 ,分离菌体 , 按常规方法进行样品处理 ,在扫描电镜与透射电镜下观察其细胞表面形态结构变化与细胞内超微

结构变化。结果:扫描电镜下观察可见酚类化合物作用后的白色念珠菌 ,细胞表面皱缩不平 , 细胞壁膜有严重皱

折 、变薄 、剥脱等现象 ,并且质地变脆 , 有裂纹形成。透射电镜下可见 , 细胞壁不完整 ,局部有缺损 ,质地疏松 , 厚

薄不均;细胞膜轮廓不清 , 不连续 ,有凸起;胞质不均匀 ,细胞内成分聚集固缩成电子密度较高的团块 , 且形成大

量电子密度高的光亮区 ,间成有电子光点和空胞状物。结论:酚类化合物与白色念珠菌作用后 , 可使其超微结构

发生明显的改变 ,此改变表明了其抗真菌作用 , 并为其抗真菌作用机制的研究提供了线索。
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　　白色念珠菌(Candida albicans)又称白假丝酵

母 ,是常见的条件致病性真菌[ 1] 。近年来 ,随着原

发及继发性免疫功能低下的人群不断扩大 ,全身性

真菌感染 ,尤其是念株菌感染日益增多 ,而且真菌

感染的增多是各种疾病患者死亡率增加的主要原

因[ 2-4] 。抗真菌药物的广泛应用 ,又使真菌耐药现

象不断产生 , 使真菌感染的治疗变得更加困

难
[ 5 ,6]
。上述原因大大增强了新抗真菌药物的活

性筛选与开发的迫切性。

本实验室自苔藓植物中提取分离得到一系列

天然植物多酚类化合物 ,对其结构进行改造得到一

系列衍生物 。对所得到的化合物进行抗真菌活性

测定发现 ,酚类化合物具有良好的抗白色念珠菌的

活性。其中两种天然多酚类化合物 Albicanyl caf-

feate 及 Resveratrol和氟取代衍生物 3 ,4′-Difluorostil-

ben 抗白色念珠菌的作用尤为明显。本实验旨在

通过扫描电子显微镜和透射电子显微镜显微观察

了这三种化合物与白色念珠菌作用后其超微结构

的变化 ,从而从另一方面证实其抗真菌活性。

1　材　料

1.1　仪　器

扫描电子显微镜(日立 S-570型);透射电子显

微镜(日本电子 JEOL JEM-1200EX 型);超净工作台

(北京半导体一厂);离心机(美国雅培公司)。

1.2　菌　株

白色念珠菌为山东省千佛山医院临床新近分

离菌 ,经山东省卫生防疫中心微生物室按标准的真

菌鉴定方法鉴定[ 7-9] 。此菌株于-70 ℃保存 ,用前

于沙氏葡萄糖琼脂培养基上至少传代两次 。

1.3　药品与培养基

实验用化合物其结构及名称见图 1。培养基

为沙氏葡萄糖琼脂培养基及 RPMI 1640 液体培养

基 (Dulbecco ' s Modified Eagle Medium , lot

No.1095479 , 24 h Chemical Hazard Emergency

No.USA.(301)431-8585),含 L-谷氨酸 ,不含碳酸氢

钠 , pH 6.3 , 加葡萄糖至 2%, 加吗啉代丙磺酸

(MOPS)至 0.165 mol/L ,以 0.1 mol/L NaOH溶液调

pH 至7.0 ,所用试剂均为分析纯 。
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Fig 1.Structures of the phenolic compounds

2　实验方法

2.1　酚类化合物溶液的制备

分别精密称取一定量的 Albicanyl caffeate ,

Resveratrol ,3 ,4′-Difluorostilbene ,用二甲基亚砜(DM-

SO)溶解配成一定浓度的溶液 ,以 RPMI 1640空白

培养液稀释至其终浓度分别为 32 , 128 ,128μg/ml。

DMSO 的终浓度低于 2%。

2.2　菌液的配制及与药物的混合培养

取多次传代后的白色念珠菌 ,以 0.85%的氯

化钠溶液稀释 ,参照真菌浊度标准调节一定浊度

(相当于菌液浓度 1.0×108 cfu/ml),然后分别取适

量接种到上述含药培养液中 ,作为实验组 ,菌液最

终浓度为 2.5×107 cfu/ml。将相同量的菌液接种

到不含药物的 RPMI 1640培养液中 ,作为阴性对照

组。将实验组及阴性对照组培养液于 35 ℃振摇

培养 24 h 。

2.3　扫描电子显微镜观察

取液体培养基中培养 24 h的阴性对照组及实

验组的新鲜培养液 ,用 2.5%戊二醛(用 0.1 mol/L

的磷酸盐缓冲液配制 , pH 6.8 ～ 7.0)固定 12 ～ 24

h ,以 0.1 mol/L 的磷酸盐缓冲液清洗;再用 1%锇

酸固定1.5 h ,用重蒸水洗至无锇酸气味 ,乙醇梯度

脱水 ,醋酸异戊酯置换 ,常规临界点干燥;IB-5离子

溅射仪中镀铂 ,扫描电子显微镜下观察并拍照 。

2.4　透射电子显微镜观察

阴性对照组及实验组的混合培养液(培养方法

同上)于10 000 r/min离心5 min ,吸弃上清液 ,沉淀

物用 3%戊二醛及 1%锇酸双重固定 ,按常规脱水 ,

618包埋 ,电镜超薄切片 ,以铀铅双染色 ,于透射电

子显微镜下观察并拍照。

3　结　果

3.1　白色念珠菌正常细胞的超微结构

未经任何药物处理的白色念珠菌细胞对照组 ,

在扫描电镜下可见形态规则 ,细胞壁膜光滑 、致密 ,

生长良好 。透射电镜下可见细胞壁质地致密 、厚薄

均匀 、规则 ,细胞膜完整 ,胞质均匀(见图2)。

Fig 2.The ultrastructure of normal C.albicans cells under scanning elec-

t ronic microscope (left) and under transmission electronic microscope

(right)

3.2　Albicanyl caffeate处理组白色念珠菌的超微结构

扫描电镜下可见 ,细胞变成长椭圆形 ,细胞表

面皱缩不平 ,细胞壁外膜变薄 、边缘有细裂纹。透

射电镜下可见 ,经 Albicanyl caffeate 作用后的白色

念珠菌细胞与正常菌细胞比较 ,细胞壁不完整 ,局

部有缺损 ,细胞膜不连续 ,有凸起。细胞内成分固

缩成电子密度较高的团块 ,期间有电子光点和空胞

状物(见图3)。

Fig 3.The ultrastructure of C.albicans cells treated with albicanyl caffeate

under scanning electronic microscope (left)and under transmission elec-

t ronic microscope (right)

3.3　Resveratrol处理组白色念珠菌的超微结构

该处理组的白色念珠菌细胞在扫描电镜下可

见 ,细胞形态有所改变 ,细胞壁仿佛分层 ,细胞壁外

膜有严重皱折 、剥脱及裂纹等现象 。透射电镜下可

见 ,细胞壁有缺损 ,质地疏松 。细胞膜不完整 ,胞质

不均匀 ,有空胞状物及光亮区形成(见图4)。
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Fig 4.The ult rastructure of C.albicans cells treated with resverat rol under

scanning electronic microscope(left)and under transmission electronic mi-

croscope(right)

3.4　3 ,4′-Difluorostilben处理组白色念珠菌的超微

结构

经3 ,4′-Difluorostilben处理组白色念珠菌细胞 ,

在扫描电镜下可见 ,细胞壁膜皱缩不平 ,质地变脆

有裂纹 。透射电镜下可见 ,细胞壁质地松散 、厚薄

不均 。细胞膜轮廓不清 ,细胞质不均匀 ,聚集固缩

且形成大量电子密度高的光亮区(见图 5)。

Fig 5.The ult rastructure of C.albicans cells treated with 3 , 4′-difluorosti l-

ben under scanning electronic microscope (left) and under transmission

electronic microscope(right)

4　讨　论

对植物多酚类化合物进行抗真菌活性评价 ,并

探讨其作用机理是本实验室近年来进行的重要研

究课题之一 。我们自苔藓植物中提取分离得到一

系列天然植物多酚类化合物 ,对其结构进行改造形

成一系列衍生物 ,其结构均已由波谱法确证[ 10] 。

对所得到的化合物进行抗真菌活性测定发现 ,酚类

化合物具有良好的抗白色念珠菌的活性 。其中两

种天然多酚类化合物 Albicanyl caffeate 及 Resvera-

trol 和氟取代衍生物 3 , 4′-Difluorostilben 抗白色念

珠菌的作用尤为明显 。本实验于扫描电子显微镜

和透射电子显微镜下观察了这三种化合物与白色

念珠菌作用后其超微结构的变化 ,从另一方面证实

了其抗真菌活性 ,并为探讨其作用机理提供了线

索。

电子显微镜下观察到的这些超微结构的改变 ,

表明这三种酚类化合物具有抗真菌作用 ,这与我们

在抗真菌活性评价中的结果相一致。细胞膜的不

连续 ,提示这些化合物的作用机制和靶细胞膜密切

相关 。在另一项抗真菌作用机理研究中发现 ,这三

种酚类化合物能使白色念珠菌细胞膜的主要成分

———麦角甾醇的合成降低 ,这与本实验观察到的现

象相吻合 。麦角甾醇是真菌细胞特有的脂质 ,又是

其重要的结构组成部分 ,它在膜结构的完整性 、膜

流动性 、细胞活力及物质运输等方面起着重要的作

用[ 11] 。目前临床常用的抗真菌药物主要就是通过

作用于麦角甾醇生物合成通路中的不同环节 ,使真

菌的麦角甾醇生物合成受阻 ,细胞膜结构完整性受

损 ,从而抑制真菌的生长繁殖[ 12 , 13] 。

研究发现 ,真菌细胞壁是真菌特有的一种细胞

器 ,在维持细胞的生长和正常的生理功能中起到了

重要的作用 ,已成为一个新的作用靶点[ 14] 。而实

验用的酚类化合物是否能抑制真菌细胞壁的主要

成分葡聚糖 、苷露糖蛋白及几丁质的合成以及它们

与氟康唑联合用药后所表现出的协同作用机制正

在研究之中。本研究超微结构的观察结果所提供

的形态结构变化的信息将为进一步揭示酚类化合

物抗真菌作用的机制奠定基础。
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Effect of Phenolic Compounds on the Ultrastructure of Candi-
da albicans
SUN Shu-Juan1 , 2 , LOU Hong-Xiang1 ,LI Hong-Jian2 ,SU Le-Qun2 ,MA Bin1 ,GE Wei-Ying1 , LING Xiao1

(1School of Pharmacy ,Shandong University , Jinan 250012 ;2Qianfoshan Hospital , Jinan 250014 , China)

【ABSTRACT】　AIM:To observe the effects of phenolic compounds on the ultrastructure of Candida albicans and to

find out the potential mechanism of their antifungal action.METHOD:The mixtures of phenolic compounds and Can-

dida albicans were incubated at 35 ℃ in ambient air with agitation for 24 h.The ultrastructure of Candida albicans

was observed under scanning electron microscope (SEM)and under transmission electron microscope (TEM).RE-

SULT:After exposing to phenolic compounds ,profound cell wall changes such as cell surface wrinkles , excoriation and

fracture were noted under scanning electron microscope.The density of the cell wall decreased and the cell membrane

became discontinuous with TEM observation.The cytoplasma aggregated and some high density electron light areas as

well as vacuoles were formed.CONCLUSION:Phenolic compounds exerted potent impact on the ultrastructure of

Candida albicans.The ultrastructural changes demonstrated the antifungal effects of tested compounds and provided

the hint of the most potential mechanism of antifungal activities.

【KEY WORDS】　Phenolic compounds;Candida albicans;Scanning electron microscope;Transmission electron mi-

croscope
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