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藠头中活性物质对白色念珠菌的抑制作用

及其机理研究
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摘   要 藠头(Allium chinense)活性物质对白色念珠菌(Candida albicans)的生长有较强的抑制作用 其活性物质洗脱

液的最低抑菌浓度(MIC)值为 0.2%(V/V) 用藠头活性物质洗脱液处理白色念珠菌可导致细胞内OD260nm物质泄漏

且呈浓度和时间依赖性 藠头活性物质洗脱液可抑制白色念珠菌培养基的酸化 对细胞活性的影响也呈浓度和时间依

赖性 通过红光图谱发现 藠头活性物质破坏了白色念珠菌细胞壁 -(1-3)-D葡聚糖的糖苷键而改变了细胞壁结构
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Abstract The bioactive components of Allium chinense inhibited multiplication of Candida albicans and its minimal inhibiting

concentrations(MIC) was 0. 2%(V/V). The leakage of 260nm absorbing materials was increased in a dose-dependent manner after

C.albicans treated by the bioactive components.  The bioactive components inhibited glucose-induced acidification of the medium

and increased Methylene Blue staining,  also in a dose-dependent manner. The structure of -(1-3)-D-glucan , which is a main

composition of C.albicans cell wall,  was changed by the bioactive components, analyzing by FT-Infrared spectrometer.
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百合科葱属(Allium)植物藠头(Allium chinense) 大

蒜(Allium sativum L)和洋葱(Allium cepa L)等中含有抗菌

活性物质 被称为天然抗生素[ 1 , 2 ] 本实验室已从藠头

中分离了抗菌活性物质 其主要成分是甲基烯丙基硫化
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物 抑菌实验发现其对多种细菌和真菌的生长有抑制作

用[3] 其中对白色念珠菌(Candida albicans)的抑制作用

具有很好的效果

白色念珠菌是一种人类常见的条件致病真菌 寄生

在人体粘膜表面 正常情况下不引起病症 但在人体

免疫力低下或免疫系统遭到破坏时 白色念珠菌能够引

起皮肤 呼吸道 消化道 生殖系统等严重感染 甚

至危及生命 临床上称为念珠菌病[ 4 ]

目前临床使用的抗真菌药物中多烯类药物毒性较

大 而唑类药物仅有抑菌作用而无杀菌活性[5] 临床使

用都不够理想 本文较为深入地研究了藠头活性成分对

白色念珠菌的抑制作用及其机理 为研究开发天然的抗

真菌药物资源提供依据

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

1.1.1 鲜藠头(Allium chinense)    湖南湘阴藠头出口基地

提供

1.1.2 菌株与培养基

白色念珠菌(Candida albicans)由中南大学湘雅医学

院夏忠弟教授惠赠 培养基为沙保氏培养基( 4 % 葡萄

糖 1 % 蛋白胨 m / V ) Y P D 培养基( 2 % 葡萄糖 2 %

蛋白胨 1 % 酵母提取物 m / V )

1.1.3 试剂

Sephadex G-25凝胶    Phamacia公司 蛋白胨    上海

东海制药厂 亚甲基蓝    Sigma 公司 葡萄糖 氢氧

化钠等其它试剂均为国产分析纯试剂

1.1.4 主要仪器

NEXVS670傅立叶变换红光谱仪    美国 紫外/可

见光分光光度计Lambda40    美国PE公司 HD-97-1紫

外监测仪    上海康华生化仪器厂 SBS-100 部分收集

器    上海沪西分析仪器厂 LGJ0.5冷冻干燥机    北京四

环科学仪器厂 HZQ-Q恒温培养箱    东联电子技术开发

有限公司 BH-2 显微镜    OLYMPUS 公司

1.2 方法

1.2.1 藠头中活性物质的分离

按柏建山[1]报道的方法分离藠头中的活性物质 分

离后将洗脱液OD 237nm值调至2.000 备用

1.2.2 藠头活性物质对白色念珠菌的最低抑菌浓度

(MIC)的测定

分别向10ml 沙保氏培养基中分别加入0 10 20

40 60 80 l 藠头洗脱液 然后各接入活化的白色念

珠菌1ml 在 37 180r/min 培养 24h 后分别测菌液

O D 6 0 0 n m 值

1.2.3 藠头活性物质对白色念珠菌细胞通透性的影响

将培养18h后的白色念珠菌6000r/min离心10min收

集菌体 PBS 洗三次 用含0.001% Tween80 的 PBS 悬

浮细胞 菌体浓度调至10 9cfu/ml

向悬浮细胞中分别加入0 0.1% 0.2% 0.5%(V/

V)藠头洗脱液 37 180r/min 培养 分别于0 1

2 4 6h 取样 6000r/min 离心后测上清液OD 260nm值

1.2.4 藠头活性物质对白色念珠菌培养基酸化的影响

按1.2.3 的方法收集菌体 用无菌水悬浮细胞 菌

体浓度调至109cfu/ml

在一组含0.01%Tween80(V/V)的 10%(m/V)的葡萄糖

溶液中加藠头洗脱液0.2%(V/V) 另一组不加藠头洗脱

液做对照

将上述无菌水悬浮的菌体在 3 7 培养箱中放置

5min 然后向两组葡萄糖溶液(30ml)中各加入菌液1ml

分别于 0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 m i n 时测溶液

的 p H 值 重复三次实验

1.2.5 藠头活性物质对白色念珠菌细胞活性的影响

将收集的菌体 用无菌水悬浮 菌体浓度调至

107cfu/ml 向10ml无菌水中分别加入藠头洗脱液0 10

2 0 5 0 l 再各接入无菌水悬浮的菌液 1ml 3 7

1 8 0 r / m i n 培养 分别于 0 1 2 4 6 h 取样

每份样取80 l与20 l 0.05%(m/V)亚甲基蓝溶液混

合 5min 后用血球计数器计算一个连续视野中100 各细

胞中被染色的细胞数 重复三次实验

1.2.6 藠头活性物质对白色念珠菌细胞壁葡聚糖合成的

影响

用一组YPD 培养基加入0.1%(V/V)藠头洗脱液 另

一组做对照 各接入活化后的白色念珠菌 30 180r/

min 培养24h 然后将菌于121 20min 灭活 6000r/

min 离心 10min 收集菌体 用PBS 洗两次 无菌水洗一

次 冻干 称重

按文献[6]报道的方法提取细胞壁 -(1-3)-D 葡聚

糖 称重并按 葡聚糖 / 细胞干重 计算提取率 将

提取的 -(1-3)-D 葡聚糖用KBr 压片做红光图谱

2 结果与分析

2.1 藠头活性物质对白色念珠菌的最低抑菌浓度(MIC)

图 1 所示 随着藠头活性物质洗脱液含量的增加

其对白色念珠菌的生长抑制能力也逐渐加大 当洗脱液

的含量大于 0 . 2 % 时 白色念珠菌的生长被完全抑制

可见 藠头活性物质洗脱液对白色念珠菌的 M I C 值为

0.2%(V/V)

2.2 藠头活性物质对白色念珠菌细胞通透性的影响

用0 0.1% 0.2% 0.5% 藠头洗脱液分别处理白
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蕌头洗脱液含量(% V/V)

图1    藠头活性物质洗脱液对白色念珠菌的MIC值测定

Fig.1    The MIC of bioactive components of Allium chinense on

Candida albicans

色念珠菌1h后 上清液OD260nm值分别是0.0495 0.0835

0.0725 0.1205 处理4h后分别增至0.0735 0.1025

0.1230 0.1635 可见 藠头活性物质导致白色念珠菌

OD 260nm 特征吸收值物质的泄露 且呈时间和浓度依赖性

(图 2)

对 照 0.１ ％ 洗 脱 液 处理

0.２ ％ 洗 脱 液 处理0.５ ％ 洗 脱 液 处理

对照

0.2%洗脱液处理

0.4%洗脱液处理

0.5%洗脱液处理

2.3 藠头活性物质对白色念珠菌培养基酸化的影响

加入了藠头洗脱液的葡萄糖溶液的pH 值经过1h 后

由pH6.259 下降至pH4.775 而未加藠头洗脱液的葡萄糖

溶液的pH 值经过1h 后由 pH6.315 下降至pH3.750 可

见藠头活性物质对白色念珠菌以葡萄糖为碳源的培养基

酸化有抑制作用(图 3)

2.4 藠头活性物质对白色念珠菌细胞活性的影响

用0 0.1% 0.2% 0.5% 藠头洗脱液分别处理白

色念珠菌 1h 后 被亚甲基蓝染色的细胞分别为 4.5 %

14% 15.5% 23.5% 6h 后分别增至 28.5% 27%

65.5% 9 7 % 可见 藠头活性物质抑制白色念珠菌细

胞的活性 且呈时间和浓度依赖性(表 1 )

2.5 藠头活性物质对白色念珠菌细胞壁 -(1-3)-D葡聚

糖合成的影响

图3   藠头洗脱液抑制白色念珠菌培养基酸化

Fig.3    The bioactive components of Allium chinense inhibit the

medium acidification of Candida albicans

表1    藠头洗脱液对白色念珠菌细胞活性的影响

Table 1    The effect of cell activity of bioactive components on

Candida albicans

时间                             每100个细胞中被染色的细胞数

(h) 对照 0.1%洗脱液处理 0.2%洗脱液处理 0.5%洗脱液处理

0 1.5 0.5 2.0 1.0 2.5 0.5 1.5 0.5

1 4.5 0.5 14.0 2.0 15.5 3.5 23.5 1.5

2 17.5 2.5 34.5 4.5 46.0 4.0 41.0 15.0

4 11.0 2.0 40.0 10.0 83.5 3.5 85.5 4.5

6 28.5 3.5 27.0 8.0 65.5 11.5 97.0 3.0

用 1%(V/V)藠头洗脱液处理的白色念珠菌和对照菌

的细胞壁葡聚糖的提取率分别为17.71% 和 18.27% 无

显著差异 说明藠头中活性物质对白色念珠菌细胞壁

-(1-3)-D葡聚糖的合成量无明显影响

红光图谱显示从处理菌所提取的 -(1-3)-D葡聚糖

与对照菌的比较 17 0 0 c m -1 处的 C = O 震动吸收峰

和2900cm -1 处 C H 震动吸收峰增加 而850cm -1

处表征糖苷键的谱带吸收值有所降低 其他基团吸收峰

无明显变化(图 4 图 5 图中箭头所指为差异峰) 说

明藠头洗脱液中的活性物质改变了白色念珠菌细胞壁上

-(1-3)-D葡聚糖结构

Wavenumbers(cm-1)

图4  白色念珠菌细胞壁 -(1-3)-D葡聚糖的红光图谱

Fig.4    Infrared spectrum of -(1-3)-D-glucan of Candida

albicans
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3 讨  论

3.1 藠头中活性物质对白色念珠菌的抑制

藠头活性物质对啤酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)

的生长也有较强的抑制作用[3] 本研究发现其对条件致

病真菌白色念珠菌的抑制 显示出利用藠头开发天然抗

真菌药物成为可能 目前化学合成的抗真菌药物的作用

靶位主要是细胞壁 而藠头活性物质正是通过改变细胞

壁的结构从而抑制白色念珠菌的生长 这种抑制作用与

藠头中的甲基烯丙基二硫化物(Propenyl methyl disulfide)

等有机硫化物有密切关系

3.2 藠头活性物质对白色念珠菌细胞通透性及细胞活性

的影响

藠头中抑菌活性物质主要是甲基烯丙基二硫化物

其中反-甲基烯丙基二硫化物占7.83% 顺 -甲基烯丙基

二硫化物占14.69%[1] 抗真菌药物丙烯胺类化合物可抑

制真菌角鲨烯环氧化酶(EC1.14.99.7 SE) 丙烯胺分子

中的反式双键和一端的烷基对该作用起到至关重要的作

用[7] 另有报道大蒜中的有机硫化物如二烯丙基二硫化

物(Diallyl sulfide DADS) 二烯丙基三硫化物(Diallyl

trisulfide DATS)对人类鲨烯环氧化酶有抑制作用[8] 白

色念珠菌中也存在鲨烯环氧化酶 其作用是催化角鲨烯

生成环氧角鲨烯 后者进一步生成细胞膜上的成分麦角

固醇 因此 藠头中的甲基烯丙基二硫化物可能对白

色念珠菌的鲨烯环氧化酶起抑制作用 从而阻断了由角

鲨烯合成麦角固醇的过程 造成角鲨烯在细胞内积累和

细胞膜上麦角固醇的缺乏 角鲨烯在细胞内积累可导致

细胞死亡 而麦角固醇的缺乏则导致细胞膜不完整 使

胞内重要物质泄漏[9 ] 生理代谢受阻甚至死亡

柏建山 夏立秋[10]等在研究藠头活性物质的抑癌作

用时发现其对一些含巯基的酶的活性有抑制作用 用藠

头活性物质处理后白色念珠菌细胞的活性降低和葡萄糖

的利用率下降 可能与细胞内相关的含巯基酶的活性下

 

Wavenumbers(cm-1)

图5   用 0.1%(V/V)藠头洗脱液处理的白色念珠菌细胞壁 -(1-3)-D

葡聚糖的红光图谱

Fig.5    Infrared spectrum of -(1-3)-D-glucan of Candida

albicans after treated by 0.1% bioactive components

降有关

3.3 藠头活性物质对白色念珠菌细胞壁结构的影响

 -(1-3)-D葡聚糖是白色念珠菌的细胞壁组成的主

要成分 结构异常会导致其细胞破裂 红光图谱显示

处理菌 -(1-3)-D 葡聚糖结构中 C=O 和 C H

键有所增多 糖苷键有所减少 较为合理的解释是部

分糖苷键断裂形成 C = O 和 C H 键 或者

被处理后的菌体在生长时葡聚糖分子结构中糖苷键合成

受阻 形成结构不完整的葡聚糖分子(图 6) 糖苷键的

减少会降低葡聚糖的交联程度 导致白色念珠菌的细胞

壁结构异常 细胞脆弱 容易破裂 Georgo padakou

NH 等也报道了类似的研究结果[11]

另外 促有丝分裂源活化蛋白激酶(mitogen -acti-

vated protein kinase MAPK)级联途径存在于所有真核

生物中 而且从酵母到哺乳动物细胞高度保守 对胁

迫 饥饿等胞外信号作出应答 调控细胞分裂周期[12]

维持细胞的完整性等方面起着重要作用[13] 在 DADS 的

抑癌研究中发现 DAD S 处理癌细胞后 Erk 1 / E r k 2 等

MAPK 蛋白的磷酸化水平下降[14] R as 蛋白的表达量也

有降低[15] 细胞周期蛋白p34 受到抑制[16] 从而抑制癌

细胞的增殖 在酵母细胞中存在有与哺乳动物细胞高度

同源的 MAPK 蛋白[17] 藠头中的甲基烯丙基二硫化物通

过对作用MAP K 蛋白而抑制白色念珠菌的生长和破坏其

细胞结构的完整性值得深入研究
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图6   -(1-3)-D葡聚糖结构的可能变化

Fig.6    The possiblly change of structure of -(1-3)-D-glucan
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琥珀酰化度大小对改性小麦面筋蛋白

性质影响的研究

钟昔阳 1,2 姜绍通 1,2 孙汉巨 1,2 潘丽军 1,2 陈国强 1

(1.合肥工业大学生物与食品工程学院 安徽 合肥      230009

2.教育部农产品生物化工重点实验室 安徽 合肥      230069)

摘   要 本文采用琥珀酸酐对小麦面筋蛋白进行酰化改性 讨论了琥珀酰化度大小对面筋蛋白的溶解性 乳化性

乳化稳定性 起泡性和起泡稳定性影响 并对最佳改性条件下改性小麦面筋蛋白进行了在面条加工中的应用研究

结果表明 琥珀酰化度为66.1% 时改性效果最好 改性面筋蛋白的溶解度 乳化及乳化稳定性 起泡及起泡稳定

性分别为5.09mg/ml 56.8% 56.4% 44.8% 25% 利用最佳改性条件下的琥珀酰化面筋蛋白生产面条 面条

的综合性能均比未改性的面筋蛋白品质高

关键词 小麦面筋蛋白 琥珀酰化 改性 面条
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