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诃子水提物对球形马拉色菌及其生物被膜的抑制作用  
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摘  要：目的  探究诃子水提物（water extract of Terminalia chebula，TRW）对球形马拉色菌的体外抗菌活性及对生物被膜

的抑制作用，并初步探讨其抗菌机制。方法  采用微量稀释法测定 TRW 对马拉色菌的体外抗菌活性；活菌计数法测定 TRW

对球形马拉色菌作用的时间-杀菌曲线。通过微板法构建球形马拉色菌生物被膜体外模型，用 XTT 法测定生物被膜代谢活

性；采用活菌计数法和扫描电子显微镜分别检测 TRW 对球形马拉色菌生物被膜活菌量以及微观形态的影响。采用山梨糖醇

保护实验、碘化丙啶（PI）染色分别测定 TRW 对球形马拉色菌细胞壁和细胞膜的作用影响。结果  TRW 对 7 株马拉色菌的

最低抑菌质量浓度为 0.90～4.59 mg/mL，其中对 TRW 敏感性最强的是球形马拉色菌 MC14。时间-杀菌曲线结果显示 TRW 对

MC14 整个生长周期均有抑制作用。球形马拉色菌 MC14 生物被膜的初黏附期、聚集期和成熟期分别为 0～24 h、24～96 h 和

96～168 h。TRW 可降低 MC14 各个阶段生物被膜的活菌量，作用效果由强到弱排列为聚集期＞黏附期＞成熟期；且对 MC14

各个阶段的生物被膜均有清除作用，可减少 MC14 生物被膜中的细菌量和胞外基质，破坏生物被膜的结构。TRW 可以通过

改变细胞壁通透性、破坏细胞膜完整性产生抗菌作用。结论  TRW 不仅对糠秕马拉色菌、球形马拉色菌和限制性马拉色菌

有较好的体外抗菌效果，而且对球形马拉色菌不同阶段的生物被膜有清除作用，其抗菌机制与影响细胞膜通透性、细胞壁完

整性有关，为 TRW 在新型抗菌药物研究和应用提供了一定的基础理论和依据。 
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Abstract: Objective  To investigate the antibacterial activity and anti-biofilm effect of water extract of Terminalia chebula (TRW) 

against Malassezia globosa, and preliminary explored its antibacterial mechanism. Methods  Microdilution method was used to 

determine the antibacterial activity of TRW against Malassezia in vitro; The time-kill curve of TRW against M. globosa was determined 

by viable count method. An in vitro model of M. globosa biofilm was constructed by microplate method; The metabolic activity of 

biofilm was measured by XTT method. The effect of TRW on the number of viable bacteria in biofilm of M. globosa and the 

microscopic morphology of biofilm were detected by means of viable bacteria counting method and scanning electron microscopy. 

Sorbitol protection test and PI staining were used to determine the effect of TRW on cell wall and membrane of M. globosa. Results  

The minimum inhibitory concentration of TRW to seven Malassezia strains were ranged from 0.90 to 4.59 mg/mL, and the most 
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sensitive to TRW was M. globosa MC14. The results of time-kill curve showed that TRW inhibited the entire growth cycle of MC14. 

The initial adhesion period, aggregation period and mature period of MC14 biofilm were 0—24 h, 24—96 h and 96—168 h, 

respectively. TRW could reduce the number of viable bacteria in biofilm at each stage of MC14, and the effect was as following: 

aggregation stage > adhesion stage > mature period. TRW could clear the biofilm at all stages of MC14, reduce the number of bacteria 

and extracellular matrix in MC14 biofilm, and destroy the structure of biofilm. TRW could produce antibacterial effect by changing 

the permeability of cell wall and destroying the integrity of cell membrane. Conclusion  TRW not only has a good antibacterial effect 

on M. furfur, M. globosa and M. restricta in vitro, but also can remove the biofilm of M. globosa at different stages. Its antibacterial 

mechanism is related to the influence on cell membrane permeability and cell wall integrity, which provides a certain basic theory and 

basis for the research and application of TRW in new antibacterial drugs. 

Key words: Terminalia chebula Retz.; antifungal activity; Malassezia globose; biofilm; cell membrane permeability 

头皮屑亦被称为轻型脂溢性皮炎，头皮微生态

失衡与其发病原因密切相关，其中马拉色菌为主要

致病真菌[1-2]。研究显示，在头皮屑/脂溢性皮炎患者

头皮中分离出球形马拉色菌 Malassezia globosa、限

制性马拉色菌 M. restricta 和糠秕马拉色菌 M. furfur

的定植率分别为 36.2%、31.3%、15.7%[3]。为了抑制

致病菌，对真菌有显著抑制或杀灭作用的吡啶硫酮

锌（zinc pyrithione，ZPT）在日化领域被广泛应用。

但长期使用 ZPT 会对皮肤产生毒性，且反复使用易

导致耐药[4-5]。ZPT 已被欧盟委员会移入化妆品禁用

物质清单。因此，日化领域急需找到能替代 ZPT 的

天然无毒、无耐药性的抗菌添加剂。国内外研究表

明，球形马拉色菌等会在头皮表面定植并形成生物

被膜，真菌生物被膜的形成会大大增加其对抗菌剂

的耐药性[6-7]。 

本课题组前期探讨了 30 种中药提取物对限制

性马拉色菌的抗菌活性，发现诃子提取物对其具有

显著的抗菌活性[8-9]。诃子 Terminalia chebular Retz.

是使君子科榄仁树属的干燥成熟果实，属于藏药的

基础药物，被视为“药中之王”，临床药理研究表明

诃子具有抗菌、抗过敏等作用[10-12]。但目前尚未有诃

子对马拉色菌抗生物被膜形成作用和抗菌机制的相

关报道。因此，本研究继续深入探讨诃子提取物对球

形马拉色菌、糠秕马拉色菌、限制性马拉色菌的体外

药敏作用，并进一步构建球形马拉色菌不同阶段的

生物被膜，探究诃子水提物对球形马拉色菌生物被

膜形成的作用及其抗菌机制。以期为诃子在预防和

治疗马拉色菌生物被膜相关耐药性感染的药物研发

和在日化领域中的应用提供有价值的理论基础。 

1  材料 

1.1  菌株 

 球形马拉色菌临床株 MC14 和糠秕马拉色菌临

床株 Y17d、Y19a、Y19b 以及标准株 Y17c、Y17e

均购自中国医学科学院皮肤研究所。限制性马拉色

菌标准株 CICC 33081 购自中国工业微生物菌种保

藏中心。 

1.2  药材 

 诃子（产地云南，批号 181120）购自北京同仁

堂，经广东药科大学严寒静教授鉴定为君子科植物

诃子 T. chebular Retz.的干燥成熟果实。 

1.3  药品与试剂 

 改良 Dixon 培养基（批号 20190401）购自海博

生物技术有限公司；对照品诃黎勒酸（质量分数＞

95%，批号 PS1730-0010MG）购自成都普思生物科

技股份有限公司；ZPT（质量分数为 96%，批号

C10319727）；酮康唑（质量分数≥98%，批号

C10097279）购自上海麦克林生化科技有限公司；

XTT（批号 CX30182035）购自北京酷来搏科技有限

公司；结晶紫（批号 20181202）购自美国 Amresco

公司；山梨糖醇（批号 C11391323）购自上海麦克

林生化科技有限公司；碘化丙啶（PI）细胞凋亡试

剂盒（批号 20201118）购自江苏凯基生物技术股份

有限公司。 

1.4  仪器 

 JSM-7610F 型 Plus 场发射扫描电子显微镜

（SEM，日本电子株式会社）；iMark 酶标仪（美国

Bio-Rad 公司）；DHP-9032B 型电热恒温培养箱（上

海一恒科学仪器有限公司）；Lab-1A-80E 型冷冻干

燥机（北京博医康实验仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  样品制备 

2.1.1  诃子水提物和醇提物制备  干燥诃子果肉粉

碎后过 80 目筛，准确称取 50 g，加溶剂提取 2 次，

第 1 次加入 10 倍量水或 95%乙醇提取 1.5 h，第 2

次加入 8 倍量水或 95%乙醇提取 1 h；分别合并 2

次滤液，浓缩冷冻干燥，置于 4 ℃冰箱备用。经测
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定，诃子水提物冻干粉的生药量为 1.53 g/g，其中含

诃黎勒酸以生药量计 54.47 µg/mg；诃子醇提物冻干

粉的生药量为 3.01 g/g，其中含诃黎勒酸以生药量

计 83.68 µg/mg。 

2.1.2  药液制备  诃子水提物与诃子醇提物冻干

粉，分别用二甲基亚砜溶解配制成质量浓度为 600 

mg/mL 的药物贮备液。ZPT 和酮康唑分别用二甲基

亚砜溶解配制成质量浓度为 10 mg/mL 的药物贮备

液，备用。 

2.1.3  菌悬液制备  将受试菌菌液分别活化培养至

对数生长期时，挑取单菌落接种于改良 Dixon 液体培

养基中，于 220 r/min 摇床中 32 ℃恒温孵育 48 h。采

用菌液倍比稀释法配成终浓度为 1×106 CFU/mL菌

液，作为实验菌悬液。 

2.2  诃子提取物对马拉色菌体外抑菌活性测定 

2.2.1  最 低 抑 菌 浓 度 （ minimum inhibitory 

concentration，MIC）和最低杀菌浓度（minimal 

fungicidal concentration，MFC）的测定  参照美国

临床实验室标准化协会（CLSI）制定的 M27-A4 方

案的微量稀释法测定马拉色菌的 MIC 和 MFC[13]。

在无菌 96 孔板中加入药物，稀释质量浓度为

0.023～12.000 mg/mL（即诃子水提物含生药量

0.04～18.36 mg/mL、诃子醇提物含生药量 0.07～

36.12 mg/mL），再加入“2.1.3”项下所制菌悬液混

合，同时设置生长对照孔和空白对照孔。置于恒温

培养箱中 32 ℃恒温孵育 7 d。肉眼观察无菌生长的

各孔中，浓度最低者即为 MIC。吸取无菌生长所在

孔的培养液 10 μL 接种于固体培养基上，32 ℃恒温

孵育 7 d 后无菌落生长的最低药物浓度即为 MFC。 

2.2.2  时间-杀菌曲线  将诃子水提物组和 ZPT 组

分别设置 3 个反应浓度（1/2 MIC、MIC 和 2 MIC），

与菌液混匀，同时设置生长对照组，32 ℃下恒温振

荡培养。各组每隔 2 h 取培养液合理稀释后，取 20 

µL 均匀涂布在固体培养基上，32 ℃孵育 18～24 h

后计算菌落数。根据实验结果，以时间为横坐标，

lg 活菌量为纵坐标绘制时间-杀菌曲线[14]。 

2.3  诃子水提物抗球形马拉色菌生物被膜活性的

测定 

2.3.1  XTT 法检测球形马拉色菌生物被膜体外模

型的建立  将 MC14 菌液接种至平底 96 孔板中，

于 32 ℃分别培养 0、12、24、48、72、96、120、

144、168 h，以改良 Dxion 培养基作空白对照组。

在相应的时间段，弃去培养基后用 PBS 冲洗，每孔

加入 100 μL 的 XTT 工作液（现配现用），37 ℃避

光孵育 2 h，取 100 µL 用酶标仪检测 490 nm 处的

吸光度（A）值，以时间为横坐标，A490 为纵坐标，

绘制生物被膜内真菌生长曲线。 

2.3.2  活菌计数法测定药物对生物被膜活菌量的影

响  根据“2.3.1”项下生物被膜体外模型建立结果，

确定黏附期、聚集期、成熟期的生物被膜并建立后，

用 PBS 漂洗；分别加入 5 个梯度浓度药物 200 µL

（1/2～8 MIC 的诃子水提物和 ZPT）。生长对照组只

加空白培养基，32 ℃培养 5 d，吸弃培养基和药液，

PBS 漂洗，用作后续测定。 

生物被膜用药物处理后，用无菌生理盐水稀释

后取 100 µL 在固体培养基上均匀涂布，分别放置在

32 ℃培养箱中培养 5 d 后，观察并计算平板上菌落

数目，以 lg 活菌量推算出每毫升菌液的活菌数。 

2.3.3  SEM 观察药物对不同阶段生物被膜的微观

形态结构  将 1×106 CFU/mL 的 MC14 菌液接种至

放置有细胞爬片的 48 孔板中，分别培养 24、96、

168 h 后，用 PBS 漂洗；分别加入 5 个梯度浓度药

物 200 µL（1/2～8 MIC 的诃子水提物和 ZPT）。生

长对照组只加空白培养基，32 ℃培养 5 d，吸弃培

养基和药液，取出爬片，用 PBS 漂洗；加入 2.5%戊

二醛固定液于 4 ℃固定过夜；随后使用系列梯度乙

醇对样品进行梯度洗脱，最后以 100%叔丁醇置换

乙醇。室温挥干，喷金进行 SEM 观察[15]。 

2.4  诃子水提物抗马拉色菌机制的研究 

2.4.1  诃子水提物对球形马拉色菌 MC14 细胞壁通

透性的影响  在 96 孔板中加入药物倍比稀释液（诃

子水提物终质量浓度为 0.035～18.360 mg/mL、ZPT

终质量浓度为 0.19～100.00 µg/mL）各 100 µL，山

梨糖醇组加 50 µL 山梨糖醇溶液（终浓度为 0.8 

mol/L），并设置无山梨糖醇对照，随后加入菌液，

同时设置阴性对照和生长对照。于 32 ℃静置孵育，

读取 MIC 值时，没有可见真菌生长的孔对应的浓度

为 MIC 值，实验重复 3 次。 

2.4.2  诃子水提物对球形马拉色菌 MC14 细胞膜完

整性的影响  取 1 mL 菌液与 1 mL 终浓度分别为

0、1/2 MIC、MIC、2 MIC 的诃子水提物和阳性对照

药 ZPT 于 12 孔板中混合，32 ℃恒温培养 24 h 后

取出离心收集菌体并用 PBS 洗涤，每 95 µL 悬液中

加入 5 µL 碘化丙啶（PI）染液，4 ℃避光染色 5 min，

滴加于载玻片上，用激发波长和发射波长分别为

536 nm 和 617 nm 的绿色荧光显微镜观察并拍照。 
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2.5  统计学分析 

 所有实验数据均在相同的条件下重复 3 次，数

据分析采用 graphpad 14.0 统计学软件，计量资料以

x s 表示，两组之间比较采用独立样本 t 检验，多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA）。 

3  结果 

3.1  诃子提取物对马拉色菌体外抑菌活性测定 

3.1.1  诃子提取物对马拉色菌 MIC 和 MFC 的测定  

如表 1 所示，诃子水提物、诃子醇提物和 ZPT 对马

拉色菌的 MIC 分别为 0.90～4.59 mg/mL、2.09～

18.06 mg/mL 和 0.95～3.12 μg/mL；MFC 分别为

3.03～60.2 mg/mL、2.09～18.06 mg/mL 和 1.30～

5.72 μg/mL。表明诃子水提物和醇提物对 7 株马拉

色菌均具有良好的抗菌作用，其中球形马拉色菌

MC14 对诃子水提物和醇提物的敏感性最强，且诃

子水提物 MIC 值（0.90±0.59）mg/mL＜诃子醇提物

MIC 值（2.09±0.85）mg/mL，ZPT MIC 值（0.97±

0.47）μg/mL＜酮康唑 MIC 值（4.29±2.03）μg/mL。 

表 1  诃子对马拉色菌的 MIC 和 MFC ( x s , n = 8) 

Table 1  MIC and MFC of T. chebular against Malassezia ( x s , n = 8) 

菌株 

编号 
菌种 

诃子水提物/(mg·mL−1) 诃子醇提物/(mg·mL−1) ZPT/(μg·mL−1) 酮康唑/(μg·mL−1) 

MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC 

MR 限制性马拉色菌 1.12±0.64 6.25±1.63 3.94±2.52 31.01±7.17 0.95±0.30 2.62±1.13 0.63±0.54 4.22±1.35 

MC14 球形马拉色菌 0.90±0.59 3.03±1.04 2.09±0.85 6.01±2.13 0.97±0.47 2.21±1.28 4.29±2.03 10.41±3.68 

Y17c 糠秕马拉色菌 4.53±3.17 9.18±4.59 12.04±4.25 26.08±10.08 1.30±0.36 1.30±0.36 2.76±1.18 3.41±1.09 

Y17d 糠秕马拉色菌 4.59±0.00 36.72±0.00 12.04±4.25 72.24±0.00 3.12±0.00 5.72±3.33 145.83±77.95 187.50±62.50 

Y17e 糠秕马拉色菌 4.59±0.00 36.72±8.65 15.05±4.25 60.20±17.02 2.08±0.73 2.60±0.73 1.95±0.00 1.95±0.00 

Y19a 糠秕马拉色菌 4.59±0.00 22.95±10.26 15.05±4.25 42.14±22.52 1.56±0.00 2.60±0.73 2.92±0.97 4.22±1.75 

Y19b 糠秕马拉色菌 4.59±0.00 36.72±6.84 18.06±0.00 48.16±17.02 1.56±0.00 2.34±0.78 4.87±2.18 4.87±2.18 

由此可知，诃子水提物和 ZPT 对球形马拉色菌

MC14 的敏感性优于其他菌株，因此，后续实验药

物均采用诃子水提物，阳性对照药物选用 ZPT。 

3.1.2  时间-杀菌曲线  根据体外抗菌活性的筛选结

果，选球形马拉色菌 MC14 作为杀菌曲线的实验受

试菌。如图 1 所示，MC14 在 24～72 h 达到对数生

长期，72～96 h 达到稳定生长期。给药组中 lg 活菌

量下降 1～2 CFU/mL 时判定为具有抑菌活性，lg 活

菌量下降≥3 CFU/mL 时判定为具有杀菌活性[16]。因

此，1/2 MIC、MIC 的诃子水提物作用 24、72、96 h 

 
MC14-生长对照组  TRW-诃子水提物组  ZPT-吡啶硫酮锌组，下

图同 

MC14-control group  TRW-water extract of T. chebular group  

ZPT-zinc pyrithione group, same as below figures 

图 1  诃子水提物对球形马拉色菌 MC14 的时间-杀菌曲线 

Fig. 1  Time-kill growth curves of water extract of T. 

chebular to M. globosa MC14 

时显示为抑菌作用（0.31～2.73 CFU/mL），2 MIC 的

诃子水提物作用 72、96 h 时显示为杀菌作用（3.28、

3.41 CFU/mL），1/2 MIC、MIC 的 ZPT 作用 24、72、

96 h 时显示为抑菌作用（0.03～2.02 CFU/mL），2 

MIC 的 ZPT 作用 72、96 h 时显示为杀菌作用（4.42、

6.87 CFU/mL），其作用效果呈现剂量相关性。与生

长对照组相比，诃子水提物对球形马拉色菌 MC14

的对数生长期和稳定生长期均具抑制作用，且在整

个作用时期，1/2 MIC 和 MIC 的诃子水提物作用效

果与 ZPT 相当。 

3.2  诃子水提物对球形马拉色菌不同阶段生物被

膜的影响 

3.2.1  XTT 法检测生物被膜代谢活性  通过 XTT

实验来测定不同时间段球形马拉色菌 MC14 生物被

膜代谢活性，由此对生物被膜中活菌量进行定量，

从而绘制生物被膜内细菌生长曲线，如图 2 所示，

MC14 生物膜基质生长曲线主要分为 3 个阶段：黏

附阶段（0～48 h），活菌量略有增加，表明菌开始少

量聚集并黏附在表面；聚集生长阶段（48～120 h），

活菌量斜率比初黏附阶段高，此时菌开始大量聚集

并黏附；成熟阶段（120～168 h），生物被膜内活菌

量基本保持不变。 

3.2.2  活菌计数法测定药物对不同阶段生物被膜活

菌量的影响  如图 3 所示，在 MC14 生物被膜黏附 
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图 2  生物被膜内活菌量的生长曲线 ( x s , n = 8) 

Fig. 2  Growth curve of viable biomass in biofilm ( x s , 

n = 8) 

期（24 h）、聚集期（96 h）和成熟期（168 h），与生

长对照组相比，诃子水提物能降低 MC14 生物被膜

内活菌量（P＜0.05、0.01），且呈剂量相关性，5 个

质量浓度的诃子水提物在黏附、聚集和成熟期生物被

膜活菌量分别减少 21.89%～51.62%、4.37%～46.93%

和 16.74%～48.93%，作用效果依次为黏附期＞成熟

期＞聚集期，且 1/2～8 MIC 剂量下的诃子水提物对

黏附期与聚集期的生物被膜活菌量减少与阳性对照

ZPT 作用效果相当，成熟期时 1/2～2 MIC 的诃子水

提物对生物被膜活菌量减少与相应浓度的 ZPT 作

用效果相当。 

3.2.3  SEM 观察药物对不同阶段生物被膜微观形

态结构的影响  诃子水提物和阳性药 ZPT 对球形

马拉色菌 MC14 生物被膜在黏附期（24 h）、聚集期

（96 h）和成熟期（168 h）的部分微观形态分别见图

4～6。 

 诃子水提物的作用效果黏附期＞成熟期＞聚集

期，诃子水提物对 MC14 生物被膜的作用呈剂量相

关性。黏附期时，诃子水提物从 1/2 MIC 即发挥效

用，随着药物浓度的增加，细胞数量依次减少，胞

外聚合物的分泌减少，可见细胞从凹陷到破裂皱缩 

 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 3  诃子水提物对黏附期 (A)、聚集期 (B) 和成熟期 (C) 生物被膜中活菌量的影响 

Fig. 3  Effect of water extract of T. chebular on viable count in biofilm at adhesion period (A), aggregation period (B) and 

maturity period (C) 

 

图 4  诃子水提物对球形马拉色菌生物被膜黏附期的清除作用 (×3000) 

Fig. 4  Scavenging effect of water extract of T. chebular on M. globosa biofilm at adhesion period (× 3000) 
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图 5  诃子水提物对球形马拉色菌生物被膜聚集期的清除作用 (×3000) 

Fig. 5  Scavenging effect of water extract of T. chebular on M. globosa biofilm at aggregation period (× 3000)

 

图 6  诃子水提物对球形马拉色菌生物被膜成熟期的清除作用 (×3000) 

Fig. 6  Scavenging effect of water extract of T. chebular on M. globosa biofilm at maturation period (× 3000)

变形，生物被膜被严重破坏。聚集期时，4 MIC 的

诃子水提物作用后，生物被膜结构分布相对松散，

出现明显的细胞破裂内容物泄漏。8 MIC 的诃子水

提物作用后，细胞数量显著下降，细胞形态被破坏，

生物被膜结构分布松散。成熟期时，随 2～8 MIC 的

诃子水提物浓度增加，细胞数量逐渐减少，胞外聚

合物大部分消失且细胞变形，生物被膜明显被破坏。

阳性对照 ZPT，随药物浓度增加菌体散在分布越发

明显，胞外聚合物减少生物被膜被破坏。SEM 结果

表明诃子水提物和 ZPT 对生物被膜黏附期、聚集期

和成熟期的清除作用无明显差异。 

3.3  诃子水提物抗马拉色菌机制的研究 

3.3.1  诃子水提物对球形马拉色菌 MC14 细胞壁通

透性的影响  含有山梨醇的生长对照组培养孔菌落

生长状态良好，说明山梨糖醇对球形马拉色菌的正

常生长没有影响。如表 2 所示，山梨糖醇的加入，

能显著提高诃子水提物和 ZPT 对球形马拉色菌的 

表 2  山梨糖醇对抗真菌剂作用于球形马拉色菌 MIC 值的

影响 

Table 2  Effect of sorbitol on MIC of antifungal agents 

against M. globosa 

药物 
MIC 

含山梨糖醇 无山梨糖醇 

诃子水提物 2.002 5 mg·mL−1 1.000 0 mg·mL−1 

ZPT 2.340 0 μg·mL−1 1.365 0 μg·mL−1 
 

MIC 值。说明通过细胞壁通透性的影响是诃子水提

物可能的抗真菌机制之一。 

3.3.2  诃子水提物对球形马拉色菌 MC14 细胞膜完

整性的影响  荧光染料 PI 能穿过破损的细胞膜而

对核染色，因此可通过荧光显微镜观察 DNA 染色

量的多少来判断药物对细胞膜完整性的影响。如图

7 所示，诃子水提物和 ZPT 分别与 MC14 作用 24 h

后，生长对照组在 PI 荧光染色下只有微弱的红色，

说明细胞膜的完整性较好，99%的细胞仍具活性。

通过荧光显微镜观察可知，随诃子水提物和 ZPT 浓

MC14            1/2 MIC TRW           MIC TRW            2 MIC TRW           4 MIC TRW          8 MIC TRW 

MC14            1/2 MIC TRW           MIC TRW            2 MIC TRW           4 MIC TRW          8 MIC TRW 

1/2 MIC ZPT            MIC ZPT            2 MIC ZPT             4 MIC ZPT           8 MIC ZPT 

1/2 MIC ZPT            MIC ZPT            2 MIC ZPT            4 MIC ZPT           8 MIC ZPT 
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A1-1/2MIC TRW 组  B1-MIC TRW 组  C1-2MIC TRW 组  D1-生长对照组  E1-1/2MIC ZPT 组  F1-MIC ZPT 组  G1-2MIC ZPT 组  A2～G2为

对应组别明场视野下的成像 

A1-1/2MIC TRW group  B1-MIC TRW group  C1-2MIC TRW group  D1-control group  E1-1/2MIC ZPT group  F1-MIC ZPT group  G1-2MIC ZPT 

group  A2—G2 are imaging of corresponding group in bright field 

图 7  诃子水提物对球形马拉色菌细胞膜通透性的影响 (×100) 

Fig. 7  Effect of water extract of T. chebular on cell membrane integrity of M. globosa (× 100)

度的增加红色荧光的强度逐渐减弱，1/2 MIC 药物

组 MC14 产生红色荧光最多且最强。由此推测诃子

水提物和 ZPT 可以通过破坏细胞膜的完整性来抑

制或杀灭细胞。 

4  讨论 

生物被膜的形成会使得抗菌治疗或宿主免疫反

应的清除变得异常顽固。近些年从天然产物中发现

了许多生物被膜抑制剂如粉防己碱、厚朴酚等[17]。

诃子作为天然藏药，除了具有抗菌作用外，通过本

研究还发现其对球形马拉色菌的生物被膜有显著的

清除作用，真菌生物被膜抑制剂的发现和开发正为

治疗与生物被膜相关的耐药性感染提供了机会。 

生物被膜的形成过程与真菌耐药程度密切相

关，形成时间越长对药物的耐受性越强。真菌的

生物被膜形成过程主要有黏附期、聚集期和成熟

期[18]。本研究通过 XTT 法验证成功建立了球形马

拉色菌黏附、聚集和成熟期的体外生物被膜模型，

进而采用活菌计数法和 SEM 观察发现诃子水提物

可以减少 MC14 黏附期、聚集期和成熟期的生物被

膜的活菌量、胞外基质，破坏生物被膜的形态结构；

以此共同验证了诃子水提物对球形马拉色菌不同生

长阶段的生物被膜均具有良好的清除作用，同时与

阳性对照 ZPT 相比，作用效果相当。此外，诃子水

提物对形成时间较长的成熟生物被膜仍表现出显著

的清除作用，提示其可以有效降低真菌对药物的耐

受性。 

完整的细胞结构对菌体生长代谢具有重要的意

义，细胞膜与细胞壁已成为抗真菌剂筛选的理想靶

标。一旦细胞膜被破坏，细胞内容物包括大分子物

质DNA、RNA 和大分子蛋白等发生外泄，通过DNA

的泄露情况可反映细胞膜的完整性状况[19]。本研究

结果表明，经诃子水提物处理后，受试菌株 DNA 的

泄露量明显增加，说明其细胞膜完整性被破坏。其

中，随药物浓度增加，受试菌株 DNA 泄漏量反而

降低的现象，推测由于细胞受到外界胁迫时，会上调

相关基因表达以抵抗不利环境；药物浓度越高，环境

越不利，细胞的抵抗机制越被激发，进而细胞泄露物

反而越少[20-21]，有关此现象，拟后续进一步探讨。 

完整的真菌细胞壁通过控制细胞内的膨胀压力

以维持菌体的完整性，若细胞壁通透性被破坏，没

有渗透压保护将直接导致真菌死亡。山梨糖醇作为

真菌细胞壁的渗透保护剂，其保护作用可以使真菌

在细胞壁抑制剂存在的情况下生长，若缺乏则真菌

生长会受到抑制，常被用来测试药物是否作用于真

菌的细胞壁[22]。加入真菌细胞壁保护剂的 MC14 经

诃子水提物给药后 MIC 值增大，说明诃子水提物会

改变 MC14 细胞壁通透性。提示诃子水提物发挥抗

真菌作用的机制与其破坏真菌细胞膜完整性和改变

细胞壁通透性有关。 

本研究发现，诃子水提物对球形马拉色菌、限制

性马拉色菌、糠秕马拉色菌均有良好的体外抗菌活

性，对球形马拉色菌不同生长阶段的生物被膜均具

有显著的清除作用。此外，诃子水提物对供试菌的作

用效果与阳性药 ZPT 相当，说明天然的诃子水提物

具有替代 ZPT 的潜力。本研究为将诃子水提物开发

成一种新型真菌生物被膜抑制剂提供了理论基础。 

A1 B1 C1 D1 E1 F1 G1 

C2 B2 D2 E2

1
 

F2 A2 G2 
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