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要"目的
!

研究山苍子精油在体外对白色念珠菌生物被膜芽管形成初始阶段的抑制作用!为预防由白色念珠菌生物被膜

引起的难治性感染提供新思路&方法
!

通过血清芽管实验!观察不同浓度山苍子精油对白色念珠菌出芽生长现象的抑制作用&

结果
!

(

"

-

#

6

#

.6

的山苍子精油对白色念珠菌出芽生长的抑制率为
',,+,P

!但不具有杀菌作用!

,+(-

#

6

#

.6

的山苍子精油对

白色念珠菌芽管生长的抑制率为
?-+,P

&结论
!

(

"

-

#

6

#

.6

的山苍子精油可完全抑制白色念珠菌初始阶段生物被膜的形成!

但不能杀灭酵母细胞&

,+(-

#

6

#

.6

几乎不能抑制芽管生长&

关键词"山苍子精油$

!

白色念珠菌$

!

生物被膜$

!

血清芽管实验
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白色念珠菌生物被膜是一种黏附于有生命或无生命物质

表面的微生物群落#包裹于它们自身产生的细胞外基质

$

U;J

&中#是微生物在生长过程中为了适应生存环境而形成

的一种与浮游菌相对应的存在形式)

'

*

'

[4I3"E

等)

(

*发现#与

浮游菌相比#抑制生物被膜所需要的药物浓度要高出
-

"

?

倍#

最小抑菌浓度$

JQ;

&增加了
),

"

(,,,,

倍'目前临床上尚无

专门针对白色念珠菌生物被膜的药物#因此#抑制生物被膜的

形成对临床抗菌治疗意义重大'

山苍子又称山鸡椒(木姜子(山胡椒#中药名为荜澄茄#为

樟科木姜子属植物#山苍子精油是从山苍子中提炼出来的挥发

油#山苍子果实(花(叶(树皮均含有芳香油#不同部位所含成分

存在很大差异#其中以果实的提取物最佳'山苍子精油化学成

分复杂#主要的有效成分为柠檬醛$

5,P

"

?,P

&和柠檬烯

$

'-P

&'研究表明#山苍子精油具有广谱抗菌活性#对真菌(细

菌均有很好的抑制或杀菌作用)

)

*

'本文主要研究了山苍子精油

对白色念珠菌生物被膜芽管形成阶段的抑制作用#报道如下'

A

!

材料与方法

A+A

!

材料
!

收集从临床标本中分离的白色念珠菌
*,

株#转种

于沙保罗斜面培养基上#保存在
V(,Y

冰箱'

A+B

!

主要试剂
!

0OJQ$'5*,

培养液!用
0OJQ$'5*,

干粉

$

Z/&97

&配置#每
',

8

0OJQ$'5*,

溶解于
',,,.6

蒸馏水#用

14:[

调节
F

[

为
%+,b,+'

#

,+((

#

.

滤过膜过滤消毒#

*Y

避光保存'酵母浸出粉蛋白胨葡萄糖培养基$

ÙO\

&培养液!

酵母浸膏
',

8

(蛋白胨
'-

8

(葡萄糖
(,

8

#溶于
',,,.6

蒸馏

水#高压灭菌#

*Y

保存备用'结晶紫染液$珠海贝索&'山苍

子精油是山苍子果实经水蒸气蒸馏提取出的黄色油状物#柠檬

醛含量为
5,P

"

?,P

'

A+C

!

方法

A+C+A

!

将冻存于沙保罗斜面培养基的菌株转种于
W\2

#

)-Y

培养
(*G

#挑取单个菌落转种于
ÙO\

液体培养基中#

)-Y

%-E

"

./>

摇床培养
'?G

'离心弃去上清液#用
OHW

洗涤
)

次

收集菌体备用'将灭菌盖玻片置于细胞培养板中#取
(.6

预

先配好的浓度为
'X',

%

9DC

"

.6

的菌液加入培养孔内#空白对

照组只加入等量不含细菌的
0OJQ$'5*,

培养液#

)%Y

培养
(*

G

#取出盖玻片在
OHW

中漂洗#洗去浮游菌#自然风干#滴加结

晶紫染液#

-./>

后漂洗#肉眼观察是否有膜状物生成#并在光

学显微镜下观察其形态#筛选能形成生物被膜的白色念珠菌'

参照唐书谦等)

*

*的方法#用微量移液器取
'.6

血清于液体培

养管中#然后分别加入
-
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,+(-6

山苍子精油'

阴性对照管为生理盐水与血清
'f'

混匀'将能形成生物被膜

的白色念珠菌用生理盐水配成
*X',

%

9DC

"

.6

#在加有山苍子

精油的液体培养管中每管接种菌液
(,

#

6

并混匀#置
)-Y

温

箱孵育
)G

#牛鲍计数板观察芽管生长现象'将无芽管生长的

培养管#分别取样接种于
W\2

平板#

(-Y

培养
(*G

#观察有无

菌落生长'芽管生长的判断标准!观察芽管数(芽管生长的长

度与对照管比较#超过菌体直径
(

倍以上为正常生长芽管%无

+
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芽管形成者#为芽管受抑制'用牛鲍计数板分别计算出不同浓

度山苍子精油出现的正常芽管和受抑制芽管数量'判断标准!

敏感#无芽管生长%中度敏感#芽管受抑制率为
-,P

以上%轻度

敏感#芽管受抑制率为
,

"

-,P

%耐药#与对照组芽管长度基本

一致者'芽管长度和比率的判断由
(

位有经验的工作人员在

镜下分别计数
',,

个酵母细胞取均值'

B

!

结
!!

果

!!

*,

株临床分离白色念珠菌中有
'*

株可以形成生物被膜'

观察
,+(-

"

-

#

6

"

.6

不同浓度山苍子精油对
'*

株白色念珠

菌芽管生长的抑制作用#见表
'

'将不同浓度山苍子精油作用

于芽管生长呈阴性的培养管#取样接种于
W\2

平板#

(-Y

培

养
(*G

发现有菌落生长#说明浓度为
-

(

*

(

)

(

(

#

6

"

.6

的山苍

子精油仅对白色念珠菌芽管有抑制生长作用#没有杀菌作用'

表
'

!!

不同浓度山苍子精油对
'*

株白色念珠菌芽管

!!!

形成的抑制作用(
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浓度$
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临床上生物被膜广泛存在于各种生物医学材料#诸如支

架(假肢(分流器(气管内插管(起搏器(人工心瓣膜(静脉插管(

导尿管等植入物表面)

-

*

'调查显示#

5,P

的
Q;]

患者生物被

膜相关感染是由于使用导管所致)

5

*

#白色念珠菌在医院感染败

血症中占
'-P

#其主要感染来源是医疗设备)

%

*

'研究表明白

色念珠菌生物被膜的形成分为
*

个阶段!$

'

&酵母细胞的细胞

壁蛋白质介导黏附于介质表面%$

(

&酵母细胞在表面生长成薄

薄的一层细胞%$

)

&假菌丝(菌丝和细胞代谢产生的基质材料形

成
U;J

#组成成熟的生物被膜%$

*

&生物被膜上酵母细胞的传

播可能导致其在身体各个部位的定植)

?

*

'因此#生物被膜形成

的必经之路是黏附#阻止细胞黏附就能有效阻碍生物被膜的形

成%同时抑制酵母细胞的出芽生长#可以使其无法形成坚固的

生物被膜'

血清芽管试验是一种传统的方法#主要用于鉴定真菌#利

用血清芽管实验可以判断山苍子精油是否能抑制白色念珠菌

的出芽生长#从而阻断白色念珠菌生物被膜的初始形成阶段'

若芽管不能形成则酵母细胞黏附不牢固#没有菌丝也不能交织

成坚固的生物被膜'本研究显示#

(

"

-

#

6

"

.6

的山苍子精油

可以完全抑制白色念珠菌的出芽生长#但没有杀菌作用#

,+(-

#

6

"

.6

几乎不能抑制芽管生长'说明
(

"

-

#

6

"

.6

苍子精油

可以抑制初始阶段生物被膜的形成#但不能杀灭真菌细胞'

生物被膜中的微生物和浮游状态有很大的不同#主要是药

物难以有效地进入生物被膜对微生物起到抑制作用)

<

*

#还有生

物被膜中微生物在营养限制的条件下处于休眠状态)

',

*

#代谢

不活跃#因此抗菌药物起不到作用'另外#一些耐药基因的表

达也是其强耐药性的原因之一)

''

*

#比如编码药物外排泵的基

因
;\0'

和
J\0'

)

'(

*

#还有一些控制真菌细胞黏附(菌丝和胞

外基质形成的基因#

2!3'

(

2!3)

(

[I

F

'

(

UD

8

'

(

@"9'

(

1B#?,

(

07&'

等)

')$'*

*

'本研究用芽管试验初步判断山苍子精油能够抑

制白色念珠菌生物被膜的形成#通过抑制初始阶段生物被膜芽

管的形成而发挥抑菌作用#其机制尚不明确'
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