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摘  要：目的  探讨 gomisin M1（从五味子科植物中提取的木脂素类成分）联合氟康唑抗耐药白念珠菌的作用及其机制。

方法  采用倍比微量稀释法检测 gomisin M1 联合氟康唑对白念珠菌的最小抑菌浓度；通过时间-生长曲线动态观察 gomisin 

M1 联合氟康唑对白念珠菌的抑制作用；采用倒置显微镜观察 gomisin M1 联合氟康唑在 Spider 和 SD＋10%胎牛血清（fetal 

bovine serum，FBS）液体培养基中对白念珠菌菌丝生长的影响；采用卵黄琼脂平板法测定 gomisin M1 联合氟康唑对白念珠

菌胞外磷脂酶活性的影响；采用 qRT-PCR 法检测 gomisin M1 联合氟康唑对白念珠菌菌丝相关基因及水解酶相关基因表达的

影响。结果  Gomisin M1 联合氟康唑对耐药白念珠菌具有明显的抑制作用，并能明显抑制耐药白念珠菌菌丝的生长；Gomisin 

M1 联合氟康唑能够降低白念珠菌胞外磷脂酶活性，显著下调菌丝相关基因 RAS1、CDC35、增强丝状生长蛋白 1（enhanced 

filamentous growth protein 1，EFG1）、细胞伸长蛋白 1（cell elongation protein 1，ECE1）、凝集素样蛋白 3（agglutinin-like protein 

3，ALS3）、菌丝壁蛋白（hyphal wall protein，HWP1）和水解酶相关基因分泌型天冬氨酸蛋白酶 1（secreted aspartyl protease 

1，SAP1）、SAP2、SAP3 以及磷脂酶 B1（phospholipase B1，PLB1）的表达（P＜0.05、0.01）。结论  Gomisin M1 协同氟康

唑能够抑制耐药白念珠菌菌丝形成相关蛋白和胞外磷脂酶等毒力因子的表达，从而发挥抗菌作用。 
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Abstract: Objective  To explore the effect and mechanism of gomisin M1 (lignans extracted from  Schisandraceae plants) combined 

with fluconazole against drug-resistant Candida albicans. Methods  Multiple microdilution method was used to detect the minimum 

inhibitory concentration of gomisin M1 combined with fluconazole against C. albicans. Time-growth curve was used to observe the 

inhibitory effect of gomisin M1 combined with fluconazole on C. albicans. Inverted microscope was used to detect the effect of gomisin 
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M1 combined with fluconazole on hyphae formation in Spider and SD + 10% fetal bovine serum (FBS) liquid medium. Yolk agar plate 

method was used to determine the effect of gomisin M1 combined with fluconazole on extracellular phospholipase activity of C. 

albicans. qRT-PCR method was used to detect the effect of gomisin M1 combined with fluconazole on gene expressions of mycelium-

related proteins and hydrolase. Results  Gomisin M1 combined with fluconazole had a significant inhibitory effect on drug-resistant 

C. albicans and significantly inhibited the hyphae growth of drug-resistant C. albicans. Gomisin M1 combined with fluconazole 

reduced C. albicans extracellular phospholipase activity, significantly inhibited hypha-related genes RAS1, CDC35, enhanced 

filamentous growth protein 1 (EFG1), cell elongation protein 1 (ECE1), agglutinin-like protein 3 (ALS3), hyphal wall protein (HWP1) 

and hydrolase-related genes secreted aspartyl protease 1 (SAP1), SAP2, SAP3 and phospholipase B1 (PLB1) expressions (P < 0.05, 

0.01). Conclusion  Gomisin M1 combined with fluconazole can play an antifungal role through inhibiting the expression of virulence 

factors including hyphae formation related proteins and extracellular phospholipase of drug-resistant C. albicans. 

Key words: gomisin M1; fluconazole; Candida albicans; resistance; virulence factors 

白念珠菌 Candida albicans 是一种与人体共生

的机会性致病真菌，存在于宿主皮肤、口腔、胃肠

道、泌尿生殖道的黏膜上。在健康宿主中不引起疾

病，但是当宿主免疫力、内环境菌群和其他因素改

变时，可导致白念珠菌过度生长，进而引起浅表黏

膜感染，甚至发展成为侵袭性念珠菌病[1]。白念珠

菌引起的侵袭性真菌感染的发病率逐年上升，死亡

率超过 40%[2]。目前抗真菌药物效率低、可利用度

低、对宿主的不良反应多，加之临床用药的不合理

导致耐药等问题，真菌防治面临严峻的挑战[3-4]。因

此，寻找新型、有效、低毒的抗真菌药物或新靶点

的协同增效真菌药物具有重要的意义。 

五味子科植物是一类重要的药用植物，历史悠

久、药效良好、分布广泛，主要成分为木脂素类、

萜类、挥发油类和有机酸类[5]。其中木脂素类化合

物药理作用广泛，涉及消化系统、心血管系统、中

枢神经系统、生殖系统等方面 [6]。Gomisin M1

（GM1，图 1）是从五味子科植物中提取的木脂素类

化合物[7]，具有清除自由基、抗艾滋病等作用[8-9]。

本课题组前期研究发现 GM1 具有协同氟康唑抑制

耐药白念珠菌的活性，本研究旨在阐明 GM1 协同

氟康唑抗白念珠菌的机制，为进一步开发联合抗耐

药真菌药物提供靶点和研究思路。 

 

图 1  GM1 结构式 

Fig. 1  Structural formula of GM1 

1  材料 

1.1  菌株 

白念珠菌 SC5314（ACTT®MYA-2876TM）购自

美国 ATCC 菌种保藏中心；SC5314 氟康唑耐药菌

（SC5314-FR）：用氟康唑诱导敏感菌 SC5314 使其对

氟 康 唑 耐 药 ； ATCC10231 氟 康 唑 耐 药 菌

（ ATCC10231-FR ）： 用 氟 康 唑 诱 导 标 准 株

ATCC10231 使其对氟康唑耐药， ATCC10231

（ACTT®10231-MINI-PACKTM）由中科院昆明植物

研究所白雪工程师惠赠；CA23、CA187、CA381、

CA808、CA4508 均为临床分离菌株，由昆明医科大

学第一附属医院皮肤性病科李玉叶教授惠赠。 

1.2  药品与试剂 

GM1 由云南大学教育部自然资源药物化学重

点实验室肖伟烈研究员提取所得，质量分数为

99.044%；氟康唑分散片（批号 200117）购自南昌

弘益药业有限公司；二甲基亚砜（DMSO，批号

EZ6789B127）购自天津市化学试剂一厂；沙氏液体

培养基（批号 1097061）、沙氏固体培养基（批号

1106401）购自环凯微生物科技有限公司；无菌 PBS

溶液（批号 GP20060700911）购自武汉塞维尔生物

科技有限公司； cDNA 逆转录试剂盒（批号

0000499195）、qRT-PCR 试剂盒（批号 0000497768）

购自美国 Promega 公司；Trizol（批号 252612）购

自上海罗氏制药有限公司；氯仿（批号 20191015）

购自汕滇药业有限公司；营养肉汤 Nutrient Broth（批

号 531F031）购自北京索莱宝科技有限公司；甘露

醇（批号 20181010）购自北京博奥拓达科技有限公

司；磷酸氢二钾（批号 181024）购自西陇科学股份

有限公司； Yeast Nitrogen Base （ YNB ，批号

PM291712100）购自北京酷来搏科技有限公司；葡

萄糖（批号 EZ2811F128）购自广州赛国生物科技有
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限公司；胎牛血清（fetal bovine serum，FBS，批号

2148169CP）购自美国 Gibco 公司；环磷腺苷（cycle 

adenosine monophosphate，cAMP，批号 66069）购

自美国 MCE 公司。 

1.3  仪器 

生物安全柜（新加坡 ESCO 公司）；HWS-250 型

恒温恒湿培养箱（上海双旭电子有限公司）；AR24CN

型电子分析天平（美国奥豪斯实验室仪器有限公

司）；Plus 384 酶标仪（美国 Molecular Devices 公司）；

血细胞计数板（上海求精生化试剂仪器有限公司）；

96 孔细胞培养板（无锡耐思生命科技股份有限公

司）；低温高速离心机（德国 Eppendorf 公司）；倒置

生物显微镜（德国卡尔蔡司公司）；Nanodrop 超微量

分光光度计（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；

LihgtCycler qRT-PCR 仪（上海罗氏制药有限公司）。 

2  方法 

2.1  菌悬液的制备与培养基的配制 

2.1.1  菌悬液的制备  实验所用白念珠菌菌种采

用 30%甘油保存于 −80 ℃冰箱，用接种环取适量

菌液稀释后在沙氏琼脂培养基上复苏，37 ℃恒温培

养 24 h 后，挑取单一菌落在沙氏琼脂培养基继续培

养 24 h，连续传代 2 次，使菌株处于最佳生长状态，

血细胞计数板计数，沙氏液体培养基稀释至 1×105 

CFU/mL 备用。 

2.1.2  Spider 液体培养基的配制  称取营养型肉汤

Nutrient Broth 3 g，加入 300 mL 纯水，115 ℃高压

灭菌 30 min，冷却至 60 ℃，加入甘露醇 3 g、磷酸

氢二钾 0.6 g，混匀，冷却后于 4 ℃冰箱保存备用。 

2.1.3  SD 液体培养基的配制  分别量取 255、15、

30 mL纯水于3个试剂瓶中，115 ℃高压灭菌15 min，

纯水冷却至 60 ℃，将 2.01 g 1×YNB 倒入装有 10 

mL 纯水的试剂瓶中，4 g 葡萄糖倒入装有 20 mL 纯

水的试剂瓶中，分别混匀后，再将 3 种不同溶液混在

一起，摇匀，冷却至室温后置于 4 ℃冰箱备用。 

2.2  最 小 抑 菌 浓 度 （ minimum inhibitory 

concentration，MIC）的测定[10] 

精密称取 50 mg GM1 溶于 0.5 mL DMSO，配

制成质量浓度为100 mg/mL的GM1储备液，于4 ℃

保存备用；取 1 片氟康唑分散片研成粉末后加入 1 

mL DMSO，配制成质量浓度为 50 mg/mL 的氟康唑

储备液，于 4 ℃保存备用。 

用沙氏液体培养基将 GM1 和氟康唑储备液分

别稀释为 400 µg/mL，作为初始最大质量浓度，接

着采用 5 倍倍比稀释法进行稀释，设置空白组（无

药无菌）、对照组（无药有菌）、氟康唑组、GM1 组

及 GM1 联合氟康唑组。各孔中 DMSO 的含量均低

于 1%。将制备好的培养板置于 37 ℃恒温恒湿培养

箱中培养 24 h，用酶标仪测定 625 nm 处的吸光度

（A）值，计算抑制率、抑菌 80%的最小浓度（MIC80）

和 部 分 抑 菌 联 合 指 数 （ fractional inhibitory 

concentration index，FICI），上述实验重复操作 3 次。

其中 FICI≤0.5 为协同作用，0.5＜FICI≤4 为无相

互作用，FICI＞4 为拮抗作用。 

抑菌率＝1－(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

FICI＝MICAB/A＋MICAB/B 

A、B 分别为 2 药单用时的 MIC 值，MICAB 为 2 药联用时

的 MIC 值；药物单用时若无 MIC 值，则使用药物最大浓度

的 2 倍代替 MIC 值进行计算 

2.3  时间-生长曲线 

取对数生长期的白念珠菌置于沙氏液体培养基

中，调整菌悬液浓度为 1×105 CFU/mL，制备含药

或不含药的白念珠菌细胞悬浮液，设置对照组（无

药有菌）、氟康唑（24 μg/mL）组、GM1（12、24 μg/mL）

组及GM1联合氟康唑组，恒温摇床 37 ℃、150 r/min

振荡培养 48 h。分别于 0、2、4、6、8、12、16、

24、36、48 h，于超净工作台下取样 200 μL，检测

625 nm 波长下的 A 值。以时间为横坐标，所测得的

A 值为纵坐标绘制曲线，得到不同质量浓度药物对

白念珠菌的生长曲线。 

2.4  倒置显微镜观察真菌形态 

设置对照组（无药有菌）、氟康唑（24 μg/mL）

组、GM1（24 μg/mL）组及 GM1 联合氟康唑组，

分别用 SD＋10% FBS 和 Spider 液体培养基制备含

药或不含药的白念珠菌细胞悬浮液，菌悬液浓度为

1×105 CFU/mL，37 ℃恒温恒湿培养箱中孵育，于 2、

4、8 h 采用倒置显微镜拍照，观察各组菌丝生长情况。 

2.5  GM1 联合氟康唑对白念珠菌细胞外磷脂酶活

性的影响 

设置对照组（无药有菌）、氟康唑（24 μg/mL）

组、GM1（24 μg/mL）组及 GM1 联合氟康唑组，取

对数生长期的白念珠菌置于沙氏液体培养基中，制

备含药或不含药的白念珠菌细胞悬浮液，菌悬液浓

度均为 1×105 CFU/mL。吸取 10 μL 菌液滴加至卵

黄培养基上，每组设计 3 个重复样本，于 37 ℃恒

温恒湿培养箱中培养 72 h。观察到菌落周围产生大

小不同的沉淀圈，用尺子测定菌落直径和沉淀圈直
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径，两者的比值称为 Pz，磷脂酶活性由 Pz 值表示。

其中，Pz＝1，表明磷脂酶阴性；Pz＝0.90～0.99，

表明磷脂酶活性极低；Pz＝0.80～0.89，表明磷脂酶

活性低；Pz＝0.70～0.79，磷脂酶活性高；Pz≤0.69，

表明磷脂酶活性极高。 

2.6  GM1 联合氟康唑对白念珠菌菌丝相关基因、

水解酶相关基因表达的影响 

2.6.1  菌株样品的制备  取对数生长期的白念珠

菌置于沙氏液体培养基中，制备含药或不含药的白

念珠菌细胞悬浮液，设置对照组（无药有菌）、氟康

唑（24 μg/mL）组、GM1（24 μg/mL）组及 GM1 联

合氟康唑组，菌悬液浓度均为 1×105 CFU/mL。各

组在 37 ℃、150 r/min 恒温摇床培养 16 h，离心，

用 PBS 溶液清洗 3 次，收集细胞沉淀备用。 

2.6.2  液氮研磨法提取总 RNA 和 cDNA 的合成  

液氮研磨法将“2.6.1”项下的菌沉淀提取 RNA，用

超微量紫外分光光度仪测定 RNA 浓度，并用 1%琼

脂糖凝胶电泳测定 RNA 纯度，然后按反转录试剂

盒说明书将 RNA 反转录为 cDNA，采用 20 µL 的体

系，加入 RNA 的总量为 1000 ng。 

2.6.3  qRT-PCR 分析   菌丝相关基因 RAS1、

CDC35、增强丝状生长蛋白 1（enhanced filamentous 

growth protein 1，EFG1）、细胞伸长蛋白 1（cell 

elongation protein 1，ECE1）、凝集素样蛋白 3

（agglutinin-like protein 3，ALS3）、菌丝壁蛋白（hyphal 

wall protein，HWP1）和水解酶相关基因分泌型天冬

氨酸蛋白酶 1（secreted aspartyl protease 1，SAP1）、

SAP2、SAP3 以及磷脂酶 B1（phospholipase B1，

PLB1）、PLB2 引物序列见表 1，将引物稀释为 10 

µmol（现配现用），设计 96 孔板上样顺序，每个样

品设 3 个复孔，用水为模板作阴性对照。qRT-PCR

反应体系为 20 µL，采用 3 步法进行 PCR 扩增。扩

增反应结束后，以各基因的表达情况 2−ΔΔCt 值法进

行相对定量分析。 

2.7  外源性 cAMP 实验 

 设置对照组（无药有菌）、氟康唑（24 μg/mL）

组、GM1（24 μg/mL）组及 GM1 联合氟康唑组，分

别用 SD＋10% FBS 和 Spider 液体培养基制备 8 份

含药或不含药的白念珠菌细胞悬浮液，其中 4 份加

入终浓度为 10 mmol/L 的 cAMP，其余 4 份不加

cAMP，调整菌量为 1×105 CFU/mL，于 37 ℃恒温

恒湿培养箱中孵育 8 h 后，采用倒置显微镜拍照，

观察各组菌丝形态。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

引物 序列 (5’-3’) 长度/bp 
RAS1 F: GTGGTGTTGGTAAATCCGCTT 178 
 R: TCATGGCCAGATATTCTTCTTGTC 
CDC35 F: ACTTGGTGACTGCAGACTGG 110 
 R: ACCCATACGAACCGACAACC 
EFG1 F: AATGTGGCCCAAATGACACG 131 
 R: GCCATGGCCAATGCTCTTTC 
ECE1 F: GCCACTGGTGTTCAACAATCC 123 
 R: AGTTTCCAGGACGCCATCAA 
ALS3 F: TGTTCCTGCCGGTTATCGTC 124 
 R: GAAAGGTGCACGTTGCCAAT 
HWP1 F: CCGGAATCTAGTGCTGTCGT 185 
 R: GCAGCACCGAAAGTCAATCTC 
SAP1 F: GCTACGCTAACGGTCAACCT 170 
 R: AGCAGCAATGTTTGAAGCAGA 
SAP2 F: CAATGAAGCCGGTGGTAG 108 
 R: GTGGCAGCATCTGGAGAA 
SAP3 F: TCAAGCTGGTCAAGGACAAGA 196 
 R: ATCGGCAAATTGTTGCTTTGTG 
SAP4 F: TGCCGATGGTTCTGTTGC 154 
 R: CCTGGTGGCTTCGTTGCT 
PLB1 F: CATTCAGTGGCGGAGGGTAT 155 
 R: TCCAACTAACCACGATCCACC 
PLB2 F: TGGGAGAGCTTTGAGTCACC 154 
 R: GAGCACAGTGTTTGGTTCCC 
ACT1 F: ACGGTGAAGAAGTTGCTGCT 180 
 R: TGGATTGGGCTTCATCACCA 

2.8  统计学方法 

实验数据采用 x s 表示，采用 Graphpad prism 

8 软件进行数据处理，数据采用独立样本 t 检验方

法分析。 

3  结果 

3.1  GM1 联合氟康唑对耐药白念珠菌的抑制作用 

采用微量稀释法测定 GM1 联合氟康唑对耐药

白念珠菌的抑制作用，如表 2 所示，GM1 和氟康唑

单用对多株耐药白念珠菌均无效，但二者联用抑菌

效果明显，FICI 均小于 0.5，表现出显著协同作用。 

3.2  时间-生长曲线 

7 株耐药株的 MIC 值都相差不大，且 CA23 菌

相比其他 6 株较稳定，易于培养，故选定 CA23 为

研究菌株。绘制不同质量浓度的药物作用于白念珠

菌的时间-生长曲线，如图 2 所示，对照组、氟康唑

组和 GM1 组的菌体生长周期大致相同，而 GM1 联

合氟康唑组在 8～36 h 的 A 值均低于对照组，说明

GM1 联合氟康唑组在 8～36 h 对 CA23 的生长具有

显著的抑制作用。 



 中草药 2022 年 2 月 第 53 卷 第 3 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 February Vol. 53 No. 3 ·747· 

   

表 2  GM1 联合氟康唑对耐药白念珠菌的抑制作用 

Table 2  Inhibitory effects of GM1 combined with fluconazole on drug-resistant C. albicans 

菌株 
MIC/(μg·mL−1) 

FICI 
氟康唑 GM1 氟康唑＋GM1 

CA23 ＞200 ＞200 24.30±1.87 0.12 
CA187 ＞200 ＞200 22.92±0.76 0.11 
CA381 ＞200 ＞200 25.93±1.22 0.13 
CA808 ＞200 ＞200 24.57±1.08 0.12 
CA4508 ＞200 ＞200 25.37±0.04 0.13 
SC5314-FR ＞200 ＞200 24.15±2.35 0.12 
ATCC10231-FR ＞200 ＞200 26.02±1.01 0.13 

 

 

FLC-氟康唑，下同 

FLC-fluconazole, same as belows 

图 2  时间-生长曲线 

Fig. 2  Time-growth curve 

3.3  GM1 联合氟康唑对耐药白念珠菌菌丝形成的

影响 

通过倒置显微镜观察 GM1 联合氟康唑对耐药

白念珠菌菌丝形成的影响，如图 3 所示，在 Spider

和 SD＋10% FBS 液体培养基中，对照组的白念珠

菌在 2 h 能形成较长且交错的菌丝，随着时间的推

移，8 h 能形成致密、错综复杂、相互缠绕重叠的菌

丝；氟康唑单用对耐药白念珠菌菌丝的形成无明显

的抑制作用；GM1 单用在 SD＋10% FBS 液体培养

基无抑制作用，而在 Spider 液体培养基中有一定的 

          

图 3  GM1 联合氟康唑对 SD＋10% FBS (A) 和 Spider 液体培养基 (B) 中耐药白念珠菌菌丝形成的影响 (×200) 

Fig. 3  Effect of GM1 combined with fluconazole on hyphae formation of drug-resistant C. albicans in SD + 10% FBS (A) and 

Spider liquid medium (B) (× 200)

抑制作用；但 GM1 联合氟康唑后，在 2 种液体培

养基中都能显著抑制耐药白念珠菌菌丝的形成。 

3.4  GM1 联合氟康唑对白念珠菌细胞外磷脂酶活

性的影响 

采用卵黄琼脂平板法测定 GM1 联合氟康唑对

白念珠菌胞外磷脂酶的活性，Pz 值越低，表明磷脂

酶产生越多，活性越强。如表 3 所示，对照组磷脂 

表 3  GM1 联合氟康唑对白念珠菌细胞外磷脂酶活性的影响 

Table 3  Effect of GM1 combined with fluconazole on 

extracellular phospholipase activity of C. albicans 

组别 剂量/(μg·mL−1) Pz 磷脂酶活性 

对照 — 0.67±0.02 极高 

FLC 24 0.77±0.03 高 

GM1 24 0.69±0.03 极高 

GM1＋FLC 24＋24 0.88±0.03 低 

对照 

FLC 24 μg·mL−1 

GM1 12 μg·mL−1 

GM1 24 μg·mL−1 

GM1 (12 μg·mL−1)＋ 
 FLC (24 μg·mL−1) 
GM1 (24 μg·mL−1)＋ 
 FLC (24 μg·mL−1) 

2.5 
 

2.0 
 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 

A
值

 

0           20           40           60 
t/h 

对照     FLC 24 μg·mL−1 GM1 24 μg·mL−1  GM1＋FLC 对照     FLC 24 μg·mL−1 GM1 24 μg·mL−1  GM1＋FLC 

2 h 
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A                                                               B 
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酶活性极高，加入氟康唑后可轻微抑制磷脂酶活性，

加入 GM1 未影响磷脂酶活性，但当二者联用时，白

念珠菌胞外磷脂酶活性显著降低。表明 GM1 联合

氟康唑可以抑制白念珠菌胞外磷脂酶的活性，从而

发挥抗真菌作用。 

3.5  GM1 联合氟康唑对白念珠菌菌丝相关基因和

水解酶相关基因表达的影响 

采用 qRT-PCR 法检测 GM1 联合氟康唑对耐药

白念珠菌菌丝相关基因表达的影响，如图 4 所示，

与对照组相比，GM1 联合氟康唑组 RAS1、CDC35、

EFG1、ECE1、ALS3、HWP1 基因表达水平显著下

调（P＜0.01）。 

为了评价GM1联合氟康唑对耐药白念珠菌水解

酶的作用，采用 qRT-PCR 法测定 SAP1、SAP2、SAP3

和 PLB1、PLB2 的表达。如图 5 所示，与对照组相

比，GM1 联合氟康唑组胞外磷脂酶活性相关基因

PLB1 和分泌型天冬氨酸蛋白酶相关基因 SAP1、

SAP2、SAP3 的表达水平显著降低（P＜0.05、0.01），

说明GM1与氟康唑联用可以抑制白念珠菌磷脂酶和

分泌型天冬氨酸蛋白酶活性，从而发挥抗真菌作用。

                      

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，图 5 同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group, same as fig. 5 

图 4  GM1 联合氟康唑对白念珠菌菌丝相关基因表达的影响 

Fig. 4  Effect of GM1 combined with fluconazole on mycelium-related genes expressions of C. albicans 

 

图 5  GM1 联合氟康唑对白念珠菌水解酶相关基因表达的影响 

Fig. 5  Effect of GM1 combined with fluconazole on hydrolase-related genes expressions of C. albicans 

3.6  外源性 cAMP 实验 

cAMP为菌丝生长相关Ras1/cAMP/蛋白激酶A

（protein kinase A，PKA）信号通路的第二信使，通

过向白念珠菌菌悬液中添加外源性的 cAMP，研究

外源性 cAMP 是否会逆转 GM1 联合氟康唑对白念

珠菌菌丝形成的抑制作用，从而验证菌丝抑制的机

制是否与 Ras1/cAMP/PKA 信号通路有关。如图 6

所示，加入外源性 cAMP 后，白念珠菌菌丝的形成

更加密集，并且药物联合组在 SD＋10% FBS 和

Spider 液体培养基中，菌丝的形成相比未加外源性

cAMP 都有一定的恢复，表明外源性 cAMP 的加入

可以部分逆转 GM1 联合氟康唑对白念珠菌所产生

的抑制作用。 

4  讨论 

白念珠菌是念珠菌病的主要病原体，在机体免

疫功能受损情况下，白念珠菌可以引起危及生命的

全身感染[11]。白念珠菌的毒力特征取决于酵母菌和

菌丝体之间的形态转换、黏附素和侵袭素的表达、

生物膜的形成、表型转换、水解酶的分泌等[12]。毒

力因子指病原体表达或分泌的与致病性相关的物

对照 
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图 6  外源性 cAMP 对 SD＋10% FBS (A) 和 Spider 液体培养基 (B) 中白念珠菌菌丝形成的影响 (×200) 

Fig. 6  Effect of exogenous cAMP on hyphae formation of C. albicans in SD + 10% FBS (A) and Spider liquid medium (B) 

(× 200)

白念珠菌的毒力因子包括上述毒力特征表现过程中

分泌的念珠菌素、黏附素、水解酶、耐药蛋白、蛋

白酶及其他相关蛋白和分子等[13]。伴随着念珠菌病

的高发病率和高死亡率以及耐药性，新型治疗策略

的开发愈发重要，毒力因子在白念珠菌病发病机制

中尤其重要，因此，以毒力因子为靶点是抗真菌药

物开发的一种极具吸引力的新途径[14]。 

本研究结果显示，GM1 联合氟康唑对 5 株临床

耐药白念珠菌（CA23、CA187、CA381、CA808、

CA4508）和 2 株耐氟康唑白念珠菌（SC5314-FR、

ACTT10231-FR）均具有协同抗菌作用，MIC80 值为

22～26 μg/mL，表明 GM1 联合氟康唑对于唑类耐

药菌株具有普遍的协同抗菌作用，且效果显著。后

续实验选取 CA23 为研究对象，探讨 GM1 协同氟

康唑对白念珠菌的作用及机制。通过时间-生长曲

线，发现 GM1（24 μg/mL）联合氟康唑（24 μg/mL）

组在 8～36 h 动态抑菌效果最佳，具有良好的协同

抑制效果，并以此药物质量浓度处理后续实验菌株，

进一步验证其协同作用。 

白念珠菌酵母和菌丝之间的形态转换在白念珠

菌的毒力中发挥着重要的作用[14]。研究发现，白念

珠菌的菌丝形态是其主要的致病形式，且在感染过

程中起着关键作用，可以促进组织穿透和免疫细胞

的逃逸[12,14]。因此，抑制白念珠菌菌丝的形成，可

能会抑制其对宿主的致病性。本研究采用 Spider 和

SD＋10% FBS 2 种菌丝诱导液体培养基，发现 8 h

后，GM1 组和氟康唑组白念珠菌形成大量密集细长

的菌丝，GM1 联合氟康唑组的菌丝很少，仅有少量

的假菌丝形，其余大部分多为酵母形态，表明 GM1

联合氟康唑能够有效抑制白念珠菌菌丝的形成。 

Ras1/cAMP/PKA 信号通路在白念珠菌的生长、

酵母-菌丝转换、白色-不透明转换、有性繁殖、生物

膜形成等发面发挥重要的作用[15-16]。在胞外因子（如

N-乙酰葡糖胺、血清、pH、温度等）的刺激下，Ras1

蛋白转化为活性形式，并激活腺苷酸环化酶合成第

二信使 cAMP，进而激活 Ras1/cAMP/PKA 信号通

路调节菌丝的生长[17-18]。EFG1 参与 Ras1/cAMP/ 

PKA 信号通路的调控，其表达上调能迅速激活一

系列菌丝特异性基因如 HWP1、ECE1、ALS3 的表

达[19-21]。为了明确 GM1 与氟康唑联用对白念珠菌

菌丝抑制作用的信号通路，采用 qRT-PCR 法检测了

菌丝相关基因的表达情况，结果显示，GM1 联合氟

康唑能够显著下调上述信号通路中关键基因 RAS1、

CDC35、EFG1、ECE1、ALS3、HWP1 的表达水平。

为了进一步验证 GM1 联合氟康唑对白念珠菌菌丝

的抑制作用是否与 Ras1/cAMP/PKA 信号通路有

关，通过加入外源性 cAMP 观察菌丝的形成情况，

结果显示，加入外源性 cAMP 后，GM1 联合氟康

唑组的菌丝部分恢复，表明 GM1 联合氟康唑抑制

白念珠菌菌丝形成的作用与 Ras1/cAMP/PKA 信号

通路有关。 

水解酶如分泌型天冬氨酸蛋白酶、磷脂酶和脂

肪酶是白念珠菌最重要的毒力因子之一[22]，这些酶

的缺失或表达减少可能导致念珠菌的毒力降低[23]。

本研究通过卵黄琼脂培养基测定 GM1 和氟康唑单

用及联用对白念珠菌胞外磷脂酶活性的影响，发现

GM1 与氟康唑联用时，白念珠菌的胞外磷脂酶活性

显著降低。qRT-PCR 实验结果显示，GM1 联合氟康

唑组的胞外磷脂酶活性相关基因 PLB1 和分泌型天

冬氨酸蛋白酶相关基因 SAP1、SAP2、SAP3 的表达

A                                                               B 
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水平下降，表明 GM1 与氟康唑联用时可以抑制白

念珠菌磷脂酶和分泌型天冬氨酸蛋白酶活性，从而

发挥抗真菌作用。 

综上所述，本研究发现 GM1 协同氟康唑可通

过抑制白念珠菌毒力因子而发挥抗真菌作用，为

GM1 的进一步开发以及毒力因子作为潜在药物靶

点的临床应用奠定了基础，对治疗白念珠菌感染具

有重要的意义，其更深入的作用机制和内在关系有

待进一步研究。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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