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摘　要:目的　探讨抗菌肽 MAFＧ１A 衍生物体外抗白念珠菌生物膜活性及潜在机制.方法　采用微量稀释法检测

MAFＧ１A衍生物对白念珠菌的 MIC、MFC;通过扫描电镜等方法观察 MAFＧ１A 衍生物对白念珠菌生物膜形态学的影响;以

XTT法测定 MAFＧ１A衍生物对不同阶段生物膜活性的影响及生物膜８０％ 抑制浓度(SMIC８０);采用流式细胞术、激光共聚焦

显微技术、qRTＧPCR等分析 MAFＧ１A衍生物抗白念珠菌生物膜的作用机制.结果　MAFＧ１A 衍生物对白念珠菌的 MIC、

MFC及SMIC８０均低于模板肽,分别为６２．５μg/mL、１２５μg/mL和６２．５~１２５μg/mL.MAFＧ１A衍生物可明显抑制白念珠菌

的黏附和菌丝形成,且抑制作用呈剂量依赖性;可使菌细胞黏附及菌丝形成相关基因(ALS３、HWP１、SUN４１、UME６)的 mRＧ
NA表达量降低(tUME６＝１２．４２,P＜０．００１;tALS３＝１２．２０,P＜０．００１;tSUN４１＝７．２０６,P＜０．００１;tHWP１＝２２．５２,P＜０．００１);可使形

成中的生物膜和成熟生物被膜活性明显降低(t２５０＝３．６８０,P＜０．０５;t５００＝４．１５３,P＜０．０５;t１０００＝４．９３４,P＜０．０５;t２５０＝０．５３３５,

P＜０．０５;t５００＝１．５０４,P＜０．０５;t１０００＝６．４３１,P＜０．０５).６２．５μg/mL浓度的 MAFＧ１A 衍生物即可直接破坏白念珠菌成熟生

物膜结构,引起成熟生物膜的细胞凋亡、ROS含量明显增加,线粒体膜电位显著降低.结论　MAFＧ１A 衍生物具有较好的体

外抗白念珠菌生物膜活性,不仅能通过抑制细胞黏附、菌丝形成来干扰生物膜的早期形成,还能通过直接损伤以及ROS累积、

线粒体膜电位去极化所引发的细胞凋亡来破坏成熟生物膜.
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Abstract:Thepurposeofthisstudywastoinvestigatetheeffectandtheunderlyingmechanismsofantimicrobialpeptide
MAFＧ１AderivativesagainstCandidaalbicansbiofilmsinvitro．Inthisresearch,MICand MBCofMAFＧ１AderivativesaＧ

gainstC．albicanswasdeterminedwithmicrodilutionmethod;themorphologicalchangesofC．albicansbiofilmwereobserved
byscanningelectronmicroscopy(SEM)andinvertedmicroscope;theeffectsofMAFＧ１AderivativesonbiofilmactivityatdifＧ
ferentstagesand８０％inhibitoryconcentrationonbiofilm (SMIC８０)weredeterminedbyXTTassay．Flowcytometry,laserconＧ

focalmicroscopeandqRTＧPCRwereusedtoinvestigatethe
mechanismforitsantiＧC．albicansbiofilmactivities．The
MIC,MFCandSMIC８０ofMAFＧ１AderivativesagainstC．
albicanswerelowerthanthoseoftemplatepeptides,which
were６２．５μg/mL,１２５μg/mLand６２．５~１２５μg/mL,reＧ
spectively．MAFＧ１A derivativescouldsignificantlyinhibit
C．albicansadhesionandhyphaldevelopmentinadoseＧdeＧ

pendentmanner．TheexpressionofbiofilmＧrelatedgenes
(ALS３,HWP１,SUN４２,UME６)inC．albicans deＧ
creasedaftertreatmentwithMAFＧ１Aderivatives(tUME６＝
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１２．４２,P＜０．００１;tALS３＝１２．２０,P＜０．００１;tSUN４１＝７．２０６,P＜０．００１;tHWP１＝２２．５２,P＜０．００１)．MAFＧ１AderivativescansignifiＧ
cantlyreducetheactivityofboththeformingandmaturebiofilms(t２５０＝３．６８０,P＜０．０５;t５００＝４．１５３,P＜０．０５;t１０００＝４．９３４,P
＜０．０５;t２５０＝０．５３３５,P＜０．０５;t５００＝１．５０４,P＜０．０５;t１０００＝６．４３１,P＜０．０５)．MAFＧ１Aderivativeswithaconcentrationof６２．
５μg/mLcouldnotonlydirectlydestroythematurebiofilmstructureofC．albicans,butalsosignificantlyincreasethecellapＧ
optosisandROScontent,andsignificantlydecreasethemitochondrialmembranepotential．ThisstudysuggeststhatMAFＧ１A
derivativeshaveremarkablyinhibitoryeffectsonC．albicansbiofilm,themechanismsmaybeassociatedwiththeinhibitingC．
albicansadhesionandhyphaldevelopment,biofilmdamage,promotingcellapoptosis．
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　　白念珠菌(Candidaalbicans)是常见的条件致

病性真菌,当机体菌群失调、免疫功能降低或机体处

于应激、严重感染时,可导致皮肤黏膜感染或侵袭性

真菌感染的发生.据统计,C．albicans所致的侵袭

性感染的死亡率高达６０％[１Ｇ２].抗真菌药物的使用

对真菌感染性疾病的控制起到了重要作用,但随着

耐药菌株的不断增加,耐药性已成为临床抗真菌感

染治疗失败的重要原因.C．albicans 在生长繁殖

的过程中,不但能以浮游状态存在,还可以形成生物

膜(biofilm)[３Ｇ４],而生物膜的形成是导致C．albiＧ
cans产生耐药性的主要因素之一.文献[５Ｇ６]报道,
生物膜状态C．albicans对临床常用抗菌药物的耐

受性较浮游菌显著增强.因此,寻找新型药物抑制

或破坏生物膜已成为临床抗真菌治疗的必然要求.
抗菌肽(antimicrobialpeptides,AMPs)是机体

抵抗细菌、真菌、病毒等多种病原体感染的小分子先

天免疫功能多肽.由于 AMPs抗病原微生物范围

广、不易产生耐药性、低毒等特性,具备新型抗菌药

物开发的潜力[７Ｇ８].家蝇抗真菌肽Ｇ１A (MuscadoＧ
mesticaantifungalpeptideＧ１A,MAFＧ１A)是来源于

家蝇 幼 虫 的 小 分 子 阳 离 子 活 性 多 肽,课 题 组 以

MAFＧ１A的氨基酸序列为基础,采用氨基酸分子突

变法设计获得了一个 MAFＧ１A 衍生物.前期研究

表明[９],MAFＧ１A 衍生物是一种稳定性高、抗菌活

性强的人工合成 AMPs,其不仅对C．albicans浮游

菌的抑杀效果优于其模板肽 MAFＧ１A,且对C．alＧ
bicans生物膜也具有明显抑制作用,但该衍生物对

C．albicans生物膜抑制活性及作用机制尚不清楚.
本文在此基础上,进一步探讨 MAFＧ１A衍生物的抗

C．albicans生物膜活性和作用机制,为抗生物膜药

物研究奠定基础.

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　MAFＧ１A 衍生物的化学合成　MAFＧ１A 衍

生 物 的 氨 基 酸 序 列 为 KKFLKTAKLLIKＧ
SALLLLKSLALKMK,委托生工生物工程(上海)
股份有限公司采用FMOC固相合成法合成,高效液

相色谱(HPLC)纯化、液相色谱Ｇ质谱(LCＧMS)验

证,多肽合成纯度≥９８％.

１．１．２　 菌 株 　 白 念 珠 菌 (Candidaalbicans,

ATCC１０２３１)由贵州医科大学病原生物学特色重点

实验室保存.

１．１．３　主要试剂　四甲基偶氮唑盐(methylthiaＧ
zolyltetrazolium,MTT)购自北京博奥拓达科技有

限公司;RNAisoPlus试剂盒、逆转录试剂盒(PriＧ
meScriptTM RT MasterMix)、荧光定量 PCR 试剂

盒(SYBRPremixExTaqTMⅡ)均购自 TaKaRa
(大连)有限公司;沙氏葡萄糖琼脂培养基 (SabＧ
ouraudDextroseAgar,SDA)、酵母浸出粉胨葡萄

糖(YeastPeptoneDextrose,YPD)液体培养基、氟
康唑(FLC)、两性霉素 B(AMB)、活性氧(ROS)检
测试剂盒、FITCＧAnnexinＧV/PI细胞凋亡检测试剂

盒均购自Solarbio(北京)有限公司;JCＧ１线粒体膜

电位测定试剂盒购自 MCE(上海)有限公司.

１．１．４　引物合成　使用SnapGene软件设计引物序

列,并在 NCBI上进行引物序列比对,选择特异性引

物序列,委托生工生物工程(上海)股份有限公司合

成生物膜形成相关基因(ALS３、HWP１、SUN４１、

UME６)和内参基因(ACT１)引物,相关引物序列见

表１.
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表１　荧光定量PCR引物

Tab．１　PrimersforQuantitativeRealＧtimePCR

目的基因 引物序列(５′Ｇ３′)
片段大小/

bp
Tm/
℃

ALS３
F:TTACTGGACCACCAGGＧ
AAACA

１９６ ５８

R:GATTCTGACCAGTACTＧ
CGGTAG

HWP１
F:ACTGGTGTTGTTGTTGＧ
TTAC

１５０ ５６

R:GGCAGGCATGGATGGTＧ
TCT

SUN４１
F:TGATTTCCCTTCAGGTCＧ
AAGG

１５０ ４７

R:GTCTTGGACATACCACＧ
TTTGGCA

UME６
F:TGCAGCAAACCCATCATＧ
CAATC

１７５ ５９

R:CGATGCATTACTGAATＧ
TCCAAATCAT

ACT１
F:TCCCCTTTTTCAAAGTTＧ
CACG

１５９ ５６

R:CACAAGTACACGTAGGＧ
AAAAC

１．２　方法

１．２．１　菌株活化及菌悬液制备　无菌操作下取C．
albicans冻存物划线接种于SDA 平板,置于３７ ℃
温箱培养１８~２４h后,挑取菌株单菌落接种于５
mLYPD液体培养基中,于３７ ℃、１８０r/min震摇

培养１６h;离心收集菌体,用无菌PBS洗涤２次,以
RPMI１６４０培养基制成２×１０６CFU/mL菌悬液备用.

１．２．２　MAFＧ１A 衍生物抗C．albicans活性检测　
参考 CLSI(ClinicalandLaboratoryStandardsInＧ
stitute)M２７ＧA３ 方 法[１０],采 用 微 量 稀 释 法 检 测

MAFＧ１A衍生物的抗 C．albicans 最小抑菌浓度

(minimalinhibitconcentration,MIC)以及最小杀

菌浓度(minimumfungalconcentration,MFC);参
考文献[１１],用 XTT法检测 MAFＧ１A衍生物对C．
albicans生物膜８０％的抑制浓度(SMIC８０),同时以

FLC(４μg/mL)为药物对照.

１．２．３　MAFＧ１A衍生物对生物膜形成的影响

１．２．３．１　衍生物对C．albicans黏附的影响　将衍

生物与菌液(２×１０６CFU/mL)各１００μL混合于９６
孔板中,使 MAFＧ１A衍生物终浓度分别为０、６２．５、

１２５、２５０、５００和１０００μg/mL;混合液３７℃孵育２
h后,于倒置显微镜下观察白念珠菌黏附情况;参考

文献[１２],采用 XTT 法检测其生物活性.同样方

法作FLC(４μg/mL)为药物对照.

１．２．３．２　MAFＧ１A 衍生物对C．albicans菌丝形成

的影响　将１００μL菌液(２×１０６CFU/mL)置于９６
孔板中,３７℃恒温培养２h后,用无菌PBS洗去浮

游菌;加入终浓度分别为０、６２．５、１２５、２５０和５００

μg/mL的 MAFＧ１A衍生物１００μL,继续培养１６h
后,弃上清液,无菌PBS洗涤２次,倒置显微镜下观

察菌丝形成情况.同样方法以FLC(４μg/mL)为药

物对照.

１．２．４　MAFＧ１A 衍生物对生物膜形成相关基因转

录水平的影响　将１mLMAFＧ１A衍生物与等体积

菌悬液(２×１０６ CFU/mL)混匀,使 MAFＧ１A 衍生

物的终浓度分别为０、６２．５、１２５和２５０μg/mL,将混

合液于３７℃培养２４h后,５０００r/min离心５min
收集菌体;参照 RNAisoPlus和逆转录试剂盒使用

说明书,提取菌细胞 TotalRNA 并逆转录为cDＧ
NA;参考文献[１３],使用 qRTＧPCR 反应试剂盒以

管家基因 ACT１为内参,采用２ＧΔΔCt法对C．albiＧ
cans生物膜形成相关基因 mRNA 水平进行相对定

量.反应条件为:９５℃１５s,５５℃１５s,７２℃４５s,
共４０个循环.

１．２．５　MAFＧ１A衍生物抗成熟生物膜活性　将２００

μL菌液(２×１０６CFU/mL)置于９６孔板中,３７℃恒

温培养２h后,无菌 PBS洗去浮游菌,加入 RPMI
１６４０培养基２００μL,３７℃培养２４h后,弃上清液,
无菌PBS洗涤３次,获得C．albicans成熟生物膜;
向成熟生物膜加入终浓度分别为０、６２．５、１２５、２５０、

５００和１０００μg/mL的 MAFＧ１A衍生物２００μL,培
养２４h后,弃上清液,无菌PBS洗涤２次,参考文献

[１２],以 XTT法检测生物膜活性;采用扫描电镜观

察衍生物对成熟生物膜结构的影响.同样方法以

FLC(４μg/mL)为药物对照.

１．２．６　生物膜细胞凋亡检测　将 MAFＧ１A 衍生物

(终浓度分别为０、６２．５、１２５和２５０μg/mL)处理２４
h后的C．albicans成熟生物膜细胞重悬于４００μL
AnnexinV 结合液,加入 AnnexinVＧFITC 染液５

μL,混匀后于３７℃避光孵育１５min,再加入PI染

液１０μL继续孵育５min;采用激光共聚焦扫描显

微镜观察生物膜细胞凋亡.同样方法以 AMB(２

μg/mL)为药物对照.

１．２．７　活性氧(Reactiveoxygenspecies,ROS)水
平检 测 　 以 终 浓 度 为 ０、６２．５、１２５、２５０ 和 ５００

μg/mL的 MAFＧ１A衍生物分别处理C．albicans成

熟生物膜２４h后,按试剂盒说明加入DCFHＧDA荧

光试剂,于３７℃避光孵育２０min后,无菌 PBS洗
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涤２次,流式细胞仪检测荧光强度.

１．２．８　线粒体膜电位检测　以终浓度为０、６２．５、

１２５、２５０和５００μg/mL的 MAFＧ１A 衍生物分别处

理C．albicans成熟生物膜２４h后,按试剂盒说明

加入JCＧ１染色工作液,３７℃避光孵育１５min,无菌

PBS洗涤２次,多功能酶标仪检测JCＧ１的荧光转

变,通过计算 FL２/FL１比值得出线粒体膜电位的

变化.

１．３　统计学处理　所有的实验重复３次,数据以

(x±s)表示,采用 Graphpadprism８．０软件采用t
检验检验各组的统计学差异,检验水准α＝０．０５.

２　结　果

２．１　MAFＧ１A 衍生物抗C．albicans ATCC１０２３１

活性　检测结果显示,MAFＧ１A 衍生物对C．albiＧ
cans 浮游菌的 MIC 为６２．５μg/mL,MFC 为１２５

μg/mL;对C．albicans生物膜的SMIC８０为６２．５~
１２５μg/mL.而其模板肽对C．albicans 的 MIC、

MFC和SMIC８０值均高于 MAFＧ１A 衍生物,分别为

６００μg/mL、８００μg/mL以及１０００μg/mL.

２．２　 MAFＧ１A 衍 生 物 减 少 C．albicans ATCCＧ
１０２３１的黏附 　 镜下可见,当浓度达 ２５０μg/mL
时,MAFＧ１A衍生物可明显降低C．albicans的黏附

(图１)及其生物活性(t＝３．６８０,P＜０．０５),并且这

一作用随 MAFＧ１A 衍生物浓度增加而更加明显

(图２).

MAFＧ１A衍生物浓度为 A:０μg/mL;B:６２．５μg/mL;C:１２５μg/mL;D:２５０μg/mL;E:５００μg/mL;F:为FLC对照

４μg/mL

图１　MAFＧ１A衍生物对白念珠菌黏附的影响(×２００)

Fig．１　EffectsofMAFＧ１AderivativesontheadhesionofC．albicans(×２００)

２．３　MAFＧ１A 衍生物对C．albicans ATCC１０２３１
菌丝形成的影响　镜下可见,阴性对照组的C．alＧ
bicans可以正常形成菌丝,其菌丝较多,菌丝细长、
纵横交错;但６２．５μg/mL的 MAFＧ１A 衍生物即可

明显抑制C．albicans菌丝的形成,且随着浓度的增

加,C．albicans菌丝明显变短、稀疏,甚至不能形成

菌丝(图３).

２．４　MAFＧ１A衍生物下调白念珠菌生物膜形成相

关基因的表达　qRTＧPCR结果显示(图４),与未经

处理的对照组相比,６２．５μg/mL 的 MAFＧ１A 衍生

物即可 使 生 物 膜 形 成 相 关 基 因 UME６、ALS３、

SUN４１、HWP１的 mRNA 表达量明显下调(tUME６

＝１２．４２,P＜０．００１;tALS３＝１２．２０,P＜０．００１;tSUN４１＝
７􀆰２０６,P＜０．００１;tHWP１＝２２．５２,P＜０．００１).

２．５　MAFＧ１A 衍生物抗C．albicans ATCC１０２３１
成熟生物膜活性　通过扫描电镜观察可见,未经

MAFＧ１A衍生物处理的成熟生物膜结构完整,生物

膜细胞未出现破损现象,细胞外基质丰富;但浓度为
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注:①代表与阴性对照相比P＜０．０５,②代表与阴性对照相比P
＜０．０１
图２　MAFＧ１A衍生物对白念珠菌黏附期生物活性的影响

Fig．２　EffectofMAFＧ１AderivativesonthebiologicalacＧ
tivityofC．albicansintheadhesionstage

注:①与阴性对照相比P＜０．００１
图４　MAFＧ１A衍生物对白念珠菌生物膜形成相关基因

mRNA表达的影响

Fig．４　EffectsofMAFＧ１AderivativesonmRNAexpresＧ
sionofgenesrelatedtobiofilmformationinC．alＧ
bicans

６２．５μg/mL的 MAFＧ１A 衍生物作用后,即可导致

生物膜结构被破坏,生物膜细胞皱缩溶解,菌丝断

裂,细胞外基质减少(图５).成熟生物膜活性检测

发现,当 MAFＧ１A衍生物浓度为５００μg/mL时,与
未经处理组相比,成熟生物膜的生物活性明显降低

(t＝１．１９,P＜０．０５)(图６).

２．６　MAFＧ１A 衍生物诱导C．albicansATCC１０２３１
成熟生物膜细胞凋亡　激光共聚焦显微镜检测结果

显示:与阴性对照相比,经不同浓度的 MAFＧ１A 衍

生物处理之后,生物膜细胞磷脂酰丝氨酸外翻,生物

膜细胞细胞膜的通透性发生改变,细胞膜的完整性

被破坏,成熟生物膜中凋亡细胞的数量明显增多

(图７).

２．７　MAFＧ１A 衍生物对C．albicans ATCC１０２３１
生物膜细胞内 ROS的影响　经不同浓度的 MAFＧ
１A衍生物处理后,生物膜细胞内 ROS的含量较阴

性对照均明显增加,且随着 MAFＧ１A衍生物浓度的

增加,生物膜细胞内的ROS含量不断增加(图８).

２．８　对C．albicansATCC１０２３１生物膜细胞线粒

体膜电位的影响　经不同浓度的 MAFＧ１A 衍生物

处理之后,线粒体膜电位较阴性对照组明显降低

(t６２．５＝１７．５９、t１２５＝３３．２６、t２５０＝３５．４８、t５００＝４１．２７,
均P＜０．０００１)(图９),且随着 MAFＧ１A 衍生物浓

度的增加,线粒体膜电位也随之降低,呈浓度依

赖性.

MAFＧ１A衍生物浓度为 A:０μg/mL;B:６２．５μg/mL;C:１２５μg/mL;D:２５０μg/mL;E:５００μg/mL;F:为FLC对照

４μg/mL
图３　MAFＧ１A衍生物对白念珠菌菌丝形成的影响 (×２００)

Fig．３　EffectofMAFＧ１AderivativesontheformationofC．albicanshypha(×２００)
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MAFＧ１A衍生物浓度为 A:０μg/mL;B:６２．５μg/mL;C:１２５μg/mL;D:２５０μg/mL;E:５００μg/mL;F:为FLC对照４

μg/mL;１表示:×５００;２表示:×５０００

图５　MAFＧ１A衍生物对白念珠菌成熟生物膜形态结构的影响

Fig．５　EffectofMAFＧ１AderivativesonthemorphologicalstructureofmaturebiofilmofC．albicans

注:①与阴性对照相比P＜０．０５;②与阴性对照相比P＜０．０１

图６　MAFＧ１A衍生物对白念珠菌成熟生物膜活性的影响

Fig．６　EffectofMAFＧ１AderivativesonthematurebioＧ
filmactivityofC．albicans

３　讨　论

C．albicans在机体内及物体表面常以生物膜

的形式存在,生物膜的形成可以提高C．albicans的

环境适应能力和耐药性,导致C．albicans疾病治疗

的难度增加,目前临床抗C．albicans治疗失败的一

个重要原因是生物膜的形成[１４].因此,迫切需要能

够有效抑制生物膜的新型抗真菌药物.实验研究发

现,AMPs除具有广谱高效的抗菌活性外,对多重耐

药微生物的生物膜也表现出很强的抑杀活性[１５Ｇ１７],
因此,AMPs作为新型抗生物膜制剂的研究已引起

国内外学者的普遍关注[１６Ｇ１８].本研究结果显示,

MAFＧ１A 衍生物对 C．albicans 的 MIC、MFC 及

SMIC８０为６２．５μg/mL、１２５μg/mL和６２．５μg/mL
均小于模板肽,结果表明 MAFＧ１A衍生物对C．alＧ
bicans浮游菌和生物膜具有抑杀活性,且抑杀效果

优于模板肽,提示其具有抗生物膜药物开发的研究

价值.

C．albicans生物膜是由细胞外基质包裹菌体、
假菌丝、菌丝形成的具有三维立体结构的微生物群

落,其形成大致分为黏附(１~２h)、菌丝形成(２~１８
h)、成熟(２４~７２h)３个阶段[１９Ｇ２０].由此可见,C．
albicans细胞对物体表面的粘附和菌丝的形成是生

物膜形成的关键.倒置显微镜下观察其形态学改变

发现,MAFＧ１A衍生物可明显减少C．albicans的黏

附和菌丝的形成,且作用呈剂量依赖性,表明 MAFＧ
１A衍生物可以通过抑制菌体黏附和菌丝形成而阻

止生物膜形成.文献报道,ALS３、HWP１所编码的

蛋白 与 C．albicans 细 胞 的 黏 附 密 切 相 关,而

SUN４１,UME６的编码产物有促进C．albicans 菌

丝形成的作用[２１Ｇ２４].本实验用qRTＧPCR 方法检测

了 MAFＧ１A衍生物上述基因在转录水平的表达,结
果表明,相较于阴性对照,MAFＧ１A 衍生物可使上

述基因的 mRNA表达水平明显下调(P＜０．０００１),
从而影响相应蛋白的表达,提示 MAFＧ１A衍生物可

能通过降低C．albicans细胞黏附及菌丝形成相关
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MAFＧ１A衍生物浓度为 A:０μg/mL;B:６２．５μg/mL;C:１２５μg/mL;D:２５０μg/mL;E:为 AMB对照２μg/mL

图７　CLSM检测白念珠菌成熟生物膜细胞凋亡

Fig．７　DetectionofcellapoptosisinmaturebiofilmsofC．albicansbyCLSM

基因的表达来抑制生物膜的形成.
实验研究证明,AMPs不仅能通过抑制微生物

细胞黏附等方式以干扰生物膜的早期形成,少数

AMPs还能通过杀死生物膜细胞或使生物膜细胞脱

落的方式来破坏成熟生物膜[２５Ｇ２６].扫描电镜结果显

示,MAFＧ１A衍生物作用后,生物膜细胞皱缩溶解,

菌丝断裂,细胞外基质稀少,当 MAFＧ１A 衍生物的

浓度为５００μg/mL时,C．albicans成熟生物膜的生

物活性明显降低(t＝１．１９,P＜０．０５),表明 MAFＧ
１A衍生物可杀伤生物膜内的C．albicans细胞,提
示 MAFＧ１A衍生物可以破坏成熟生物膜.

文献报道,AMB等抗真菌化学药物及 AMPs
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MAFＧ１A衍生物浓度为 A:０μg/mL;B:６２．５μg/mL;C:１２５μg/mL;D:２５０μg/mL;E:５００μg/mL;F:为 AMB对照

２μg/mL

图８　白念珠菌成熟生物膜细胞内活性氧检测

Fig．８　DetectionofROSinmaturebiofilmcellsofC．albicans

注:cccp 为 氧 化 磷 酸 化 解 偶 联 剂 (阳 性 对 照 ),分 子 式 为

C９H５ClN４,④与阴性对照相比P＜０．０００１

图９　MAFＧ１A衍生物对成熟生物膜细胞线粒体膜电位

的影响

Fig．９　Effectof MAFＧ１Aderivativeson mitochondrial
membranepotentialofmaturebiofilmcells

均可诱导C．albicans细胞凋亡[２７Ｇ２９].本研究在进

一步探讨 MAFＧ１A 衍生物破坏成熟生物膜的机制

时发现,MAFＧ１A 衍生物作用后,C．albicans 成熟

生物膜细胞磷脂酰丝氨酸外翻,生物膜细胞细胞膜

的通透性发生改变,细胞膜的完整性被破坏,而在细

胞凋亡过程中,细胞膜磷脂酰丝氨酸外翻是细胞早

期凋亡的标志[３０Ｇ３１],结果表明 MAFＧ１A衍生物可以

诱导成熟生物膜细胞凋亡.细胞内 ROS失衡已被

证明是细胞凋亡的关键步骤之一,细胞内ROS的积

累在酵母细胞凋亡中起着重要作用[３０,３２].本实验

研究发现,经 MAFＧ１A 衍生物作用后,成熟生物膜

细胞内的 ROS明显增加,且呈剂量依赖性,表明

MAFＧ１A衍生物能通过提高成熟生物膜细胞内

ROS含量,进而诱导细胞凋亡.线粒体在C．albiＧ
cans的正常代谢活动中起着至关重要的作用,由于

细胞氧化应激可引起线粒体膜去极化,导致线粒体

功能障碍,功能受损的线粒体可以通过caspase等

途径引起细胞凋亡[３３].本研究发现,相较于阴性对

照,MAFＧ１A衍生物可明显降低线粒体膜电位(t６２．５

＝１７．５９、t１２５＝３３．２６、t２５０＝３５．４８、t５００＝４１．２７,P＜
０．０００１),使线粒体膜电位去极化,提示 MAFＧ１A衍

生物可能通过线粒体损伤机制引起细胞凋亡.
综上所述,MAFＧ１A衍生物不仅可以通过抑制

细胞黏附、菌丝形成来干扰C．albicans生物膜的早

期形成,还能通过直接损伤及 ROS累积、线粒体膜

电位去极化所引发的细胞凋亡来破坏C．albicans
成熟生物膜,提示 MAFＧ１A衍生物是通过多途径发

挥抗生物膜效应,但其抗生物膜作用的关键机制及
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具体途径尚需进一步探讨.本实验研究为该衍生肽

的深入研究和开发、利用奠定了基础,为抗生物膜药

物的研发提供参考.
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