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新型白念珠菌生物被膜抑制剂 IMB-H12的活性和作用机制研究
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摘要: 白念珠菌是真菌感染疾病中的主要病原菌, 生物被膜的形成是白念珠菌毒力特征, 同时也是重要的耐药

机制, 开发具有生物被膜抑制活性的抗真菌药物具有重要的意义。本研究对前期获得的新型的具有生物被膜抑制

活性的化合物 1-(cyclopentylamino)-3-(4-(2,4,4-trimethylpentan-2-yl)phenoxy)propan-2-ol (简称 IMB-H12) 进行了深

入的研究。IMB-H12对生物被膜的形成具有良好的抑制活性, 并且对成熟的生物被膜具有一定的清除作用; 初步作

用机制研究发现 IMB-H12能够抑制酵母−菌丝相的转换、抑制菌丝体的形成, 降低白念珠菌的黏附活性和疏水性; 

IMB-H12能够诱导生物被膜菌细胞壁成分含量的改变, 下调多个与黏附和菌丝形成相关的基因的表达。因此, 对该

化合物的进一步研究, 有望发现新型的具有抗真菌活性的先导化合物。
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Abstract: Candida albicans (C. albicans) stands as the primary opportunistic fungal pathogen responsible for 

fungal infections. The formation of biofilms constitutes a key virulence trait of C. albicans and a pivotal factor in 

drug resistance. Consequently, the development of antifungal drugs possessing biofilm inhibitory properties holds 

importance in the treatment of fungal infectious diseases. This study conducted in-depth research of the novel 

biofilm inhibitor named 1-(cyclopentylamino)-3-(4-(2,4,4-trimethylpentan-2-yl)phenoxy)propan-2-ol (IMB-H12). 

IMB-H12 showed good inhibitory activity on the formation of biofilms and a certain scavenging effect on mature 

biofilms. Preliminary research on the mechanism of action has found that IMB-H12 can inhibit the transformation 

from yeast to hyphal phase, inhibit the formation of mycelium, and reduce the adhesion activity and 

hydrophobicity of Candida albicans. IMB-H12 could also induce changes in the content of cell wall components, 

downregulate the expression of multiple genes related to adhesion and hyphal formation. Therefore, further 
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research on this compound is expected to discover new lead compounds with antifungal activity.

Key words: Candida albicans; biofilm; 1- (cyclopentylamino) -3- (4- (2, 4, 4-trimethylpentan-2-yl)phenoxy)
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随着癌症化疗、器官移植、艾滋病患者的增加和免

疫抑制剂的长期广泛使用, 真菌感染, 尤其是深部真菌

感染的发生率急剧升高, 侵袭性真菌感染已经成为免

疫功能低下患者的主要死亡原因之一[1]。世界卫生组

织 (WHO) 在 2022年首次将真菌列入“优先病原体”名

单, 列举了对公共卫生构成最大威胁的 19种真菌, 作

为真菌感染性疾病中的主要病原菌, 白念珠菌被列在

严重级别组[2]。但是目前临床所用抗真菌抗生素种类

少, 毒副作用较大, 常用氟康唑也因为大量使用产生了

耐药性, 因此新型抗真菌药物的研发具有重要的意义。

白念珠菌通常定植在胃肠道、生殖道、口腔和皮

肤。在正常人体中, 白念珠菌通常是无害的。但是当

人体免疫功能低下或者局部环境的改变可能会导致白

念珠菌过度生长甚至产生侵袭性感染, 生物被膜的形

成是白念珠菌的侵袭性感染的毒力特征之一[3]。在此

过程中, 酵母相菌首先定植在介质或者宿主组织表面, 

以助于组织渗透和宿主免疫的逃避; 然后形成菌丝体, 

菌丝体细胞能够分泌多种毒力因子, 造成宿主组织损

伤和侵袭性感染, 酵母−菌丝相的转换被认为是白念

珠菌关键毒力因素。同时, 生物被膜形成也是白念珠

菌产生耐药性的重要原因之一[3-5]。生物被膜是由酵

母样细胞、菌丝体和孢子被胞外基质包裹形成的聚集

体, 与浮游状态的菌细胞不同, 形成生物被膜的菌细胞

难以清除, 对抗真菌药物的耐药性也明显增加。同时, 

成熟生物被膜中的细胞游离出来, 散播定植到其他区

域, 会形成新的病灶[6]。这些问题给真菌感染的治疗

带来了极大的困扰, 具有生物被膜抑制活性的抗真菌

药物的发现也受到越来越多的关注。

XTT 即 2,3-双(2-甲氧基-4-硝基-5-磺基苯基)-5-

[(苯基氨基)羰基]-2H-四唑氢氧化铵是一种四唑盐, 也

是线粒体脱氢酶的底物。它可以被呼吸链细胞质中的

酶还原成水溶性甲臜。XTT 测定法可以高效地测量

活细胞中水溶性甲臜的还原从而反映生物被膜中的活

细胞量[7]。在前期工作中, 通过XTT方法筛选到化合

物 1-(cyclopentylamino)-3-(4-(2,4,4-trimethylpentan-2-yl)

phenoxy)propan-2-ol (IMB-H12) 能够抑制生物被膜的

形成, 其结构为图 1所示。目前, 尚未有该化合物对白

念珠菌生物被膜抑制活性的报道, 本研究深入评价了

该化合物对生物被膜形成和已经形成的生物被膜的抑

制活性; 并且通过酵母−菌丝相转换的抑制、菌丝体的

形成、疏水性和黏附性的改变以及相关基因的表达等

方面的研究, 初步探索了 IMB-H12可能的生物被膜抑

制作用机制。

材料与方法

实验菌株 白念珠菌ATCC 10231来自中国医学

科学院医药生物技术研究所国家新药 (微生物) 筛

选室。

实验试剂和培养基 DMSO (D8371)、蛋白胨 

(P8450)、结晶紫染料 (G1063)、NaHCO3 (S5240)、胰

蛋白酶-EDTA消化液 (20210910) (中国 Solarbio公司); 

荧光增白剂 28 (910090, 美国 Sigma 公司); RPMI1640 

(31800105)、DMEM 培 养 基 (8121446)、胎 牛 血 清 

(2304529)、酵母提取物 (LP0021)、葡萄糖 (G8150)、

ConA-Alexa 594 (C11253) (美国Thermo Fisher Scientific

公司); XTT (N812)、3-吗啉基丙磺酸 (MOPS, 0670, 美

国Amresco公司); 甲萘醌 (M813096, 上海麦克林生化

科技有限公司); 酵母RNA试剂盒 (CoolaberRE781, 北

京 Coolaber 公 司); cDNA 合 成 超 级 混 合 试 剂 盒 

(Hifair® V one-step RT-gDNA digestion SuperMix for 

qPCR11142ES60, 上海翌圣生物科技公司); 快速通用

SYBR 绿色大师 (04913914001, 瑞士罗氏公司); Cell 

Counting Kit-8 (CCK-8) (103873, 美国MedChemExpress

生物科技公司)。

化 合 物 IMB-H12 以 20 mg·mL-1 溶 于 DMSO, 

 −20 ℃储存、YPD液体培养基 (1%酵母提取物、2%蛋

白胨、2% 葡萄糖 , 115 ℃高压灭菌 20 min, 4 ℃保存); 

XTT 工作液 (0.5 mg·mL-1 XTT、1 μmol·L-1 甲萘醌 , 

 −80 ℃储存); RPMI1640培养基 (1% RPMI1640, 0.2% 

NaHCO3、0.165 mol·L-1 MOPS、2% 葡萄糖 , pH 6.5, 

0.2 μm过滤器过滤除菌, 4 ℃保存)。

实验仪器 多功能微孔板检测仪（EnVision2104-

0010, 美国 PerkinElmer 公司）; 倒置显微镜 (DM2500

倒置)、荧光显微镜 (DM2500) (德国徕卡公司); 扫描电

镜 (Crossbeam340, 德国ZEISS公司); 实时定量热循环

Figure 1　Structure of IMB-H12

·· 949



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(4): 948−956

仪 (FTC-3000, 加拿大Funglyn Biotech Inc公司)。

菌悬液的配置 从 4 ℃保存的 YPD 固体培养板

上挑取 ATCC 10231 单菌落接种到 YPD 培养液中 , 

37 ℃震荡培养至对数生长期。使用RPMI1640培养基

稀释至2×106 CFU·mL-1, 备用。

XTT方法 190 μL菌悬液加入到 96孔细胞培养

板中。为了检测 IMB-H12对菌黏附过程的影响, 同时

加入 10 μL RPMI1640 稀释的 IMB-H12; 为了检测

IMB-H12对黏附后菌生物被膜形成的影响, 在加入菌

悬液 2 h后用 PBS 轻轻洗掉未黏附菌, 然后按照每孔

200 μL 加入 RPMI1640 倍比稀释的 IMB-H12; 为了检

测化合物对成熟生物被膜的影响, 200 μL菌悬液加入

到 96 孔板中 , 37 ℃静置培养 24 h 形成生物被膜 , 用

PBS 轻轻洗掉未黏附菌 , 然后加入 RPMI1640 稀释的

IMB-H12。所有实验组 IMB-H12 的终浓度为 1.56～

6.25 μg·mL-1, 以0.6‰ DMSO处理孔为无药对照。96孔

板在37 ℃静置培养, 分别在2、12、24和48 h使用PBS轻

轻地清洗 3次, 去除未黏附菌。然后, 每孔加入 100 μL 

XTT工作液, 避光孵育2 h后测A490。每个浓度设置3个

复孔 , 实验重复 3 次。以无药对照组生成率为 100%, 

IMB-H12处理组相对生物被膜生成率 (biofilm forma‐

tion rate/%) 计算公式如下: (A490 IMB-H12/A490 DMSO) × 100%。

结晶紫染色 菌悬液按照每孔 4 mL 加入到 6 孔

细胞培养板中。加入 10 μL RPMI1640 倍比稀释的

IMB-H12, 使其终浓度为 1.56～6.25 μg·mL-1。 0.6‰ 

DMSO处理孔为无药对照。37 ℃静置培养 24 h后, 使

用 PBS轻洗 3次以洗去悬浮真菌。倒置沥干, 每孔加

1 mL 0.1%结晶紫染液, 避光染色 20 min, 弃去孔内染

液 , 用 PBS 冲洗 3 次。倒置沥干 , 倒置显微镜×10 倍

观察。

IMB-H12对白念珠菌酵母−菌丝相转换的影响 菌

悬液按照每孔 200 μL 加入到 96 孔细胞培养板中。

37 ℃静置培养 2 h后, PBS轻洗去除未黏附的菌细胞, 

然后加入 200 μL RPMI1640 倍比稀释的 IMB-H12, 浓

度为 1.56～6.25 μg·mL-1, 0.6‰ DMSO 处理孔为无药

对照。在 2、4、6、8 h使用倒置显微镜 40倍观察菌的形

态变化。

菌落形态 制备含 3.13～12.5 μg·mL-1 IMB-H12

的固体 YPD 培养基平板 , 接种 0.5 μL 菌悬液 , 0.6‰ 

DMSO处理孔为无药对照。37 ℃静置培养7天。使用

倒置显微镜10倍观察菌落边缘的菌丝形态。

扫描电镜 菌悬液 4 mL接种至 60 mm细胞培养

皿中 , 然后加入倍比稀释的 IMB-H12, 使其终浓度为

0.39～3.13 μg·mL-1, 0.6‰ DMSO 处理孔为无药对照。

37 ℃静置培养 24 h后, 使用 PBS冲洗 3次以洗去悬浮

真菌。加入电镜固定液固定过夜。在一系列乙醇溶液

中脱水 (30%、50%、70%、90%和 100%); 在叔丁醇梯度

置换干燥 (50%、70%、90% 和 100%)。离子溅射仪喷

金, 扫描电镜随机选取视野拍照。

细胞疏水性 (cell surface hydrophobicity, CSH) 

的 检 测 使 用 碳 氢 黏 附 法 (microbial adhesion to 

hydrocarbons, MATH) 测定 CSH[8,9]。菌悬液按照每孔

4 mL接种至 6孔细胞培养板。加入RPMI1640倍比稀

释的 IMB-H12, 终浓度为 0.78～3.13 μg·mL-1, 0.6‰ 

DMSO 处理孔为无药对照。37 ℃静置培养 24 h 后 , 

PBS清洗 3次去除悬浮细胞。然后PBS冲洗生物被膜

成悬液, 检测该悬浮液的A600, 该值为A1。取 800 μL上

述悬液加入 200 μL甲苯, 涡旋 2 min, 静置 10 min。取

下层水相检测A600值为A2。每个浓度设置 3个复孔, 实

验重复 3 次。疏水性计算公式如下所示: (1−A2/A1) × 

100%。

人口腔上皮细胞 (human oral epithelial cells, HOEC) 

的培养 冻存细胞自液氮中取出后 1 000 r·min-1离心

4 min, 去掉上清后细胞重悬于DMEM培养基 (10%胎

牛血清), 接种于细胞培养瓶中传代 1次后, 使用胰酶

将细胞消化成单个细胞, 使用 RPMI1640培养基调整

细胞为105 CFU·mL-1备用。

细胞黏附实验 从 4 ℃保存的 YPD 固体培养板

上挑取单菌落接种到YPD培养液中, 37 ℃震荡培养至

对数生长期。使用YPD培养菌稀释至1×105 CFU·mL-1, 

加入 IMB-H12, 使其终浓度为 1.56～6.25 μg·mL-1, 以

0.6‰ DMSO处理孔为无药对照。30 ℃培养 12 h离心

去掉上清 , 然后使用 RPMI1640 调整菌浓度为 1×

107 CFU·mL-1。取 0.1 mL 细胞和 0.1 mL 菌悬液混匀 , 

37 ℃温育 1 h, 150 r·min-1离心后 PBS 洗涤。弃上清 , 

取沉淀涂片, 随机镜检 100个细胞上黏附的菌的数量, 

实验重复3次, 菌黏附数量为3次平均数。以无药对照

组的菌黏附量为100%, IMB-H12处理组的菌黏附数相

对百分率 (relative adhesion rate/%) 按照如下公式计

算: 相对黏附率% = (菌数 IMB-H12/菌数无药对照组) × 100%。

细胞壁染色 菌悬液按照每孔 4 mL 加入至 6 孔

细胞培养板中 , 然后加入 IMB-H12, 使其终浓度为

1.56～6.25 μg·mL-1, 0.6‰ DMSO 处理孔为无药对照。

37 ℃静置培养 24 h后弃去培养液, 使用 PBS轻洗 3次

以洗去悬浮真菌。加入 4%多聚甲醛组织固定液固定

30 min后, 用 PBS洗涤, 分别进行染色后涂片, 在荧光

显微镜下使用 100×油镜观察并拍照。100 μg·mL-1荧

光增白剂 28 (calcofluor white, CFW) 避光染色 3 min

后, 使用紫外荧光观察; ConA-Alexa 594避光染色15 min

后, 使用绿色荧光观察。
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实时荧光定量 PCR (qRT-PCR) 菌悬液按照每

孔 4 mL接种至 6孔细胞培养板中, 加入 IMB-H12使其

终浓度为 0.78 μg·mL-1, 0.6‰ DMSO 处理孔为无药对

照。37 ℃静置培养 24 h后弃去培养液, 使用PBS轻洗

3次以洗去悬浮真菌。1 500 ×g离心 5 min收集细胞, 

采用 RNA 试剂盒提取及纯化白念珠菌的 RNA, 

NanoDrop分光光度仪测定RNA浓度。实时荧光定量

RT-PCR 反应体系如下 : DEPC 水 6 μL, PCR Master 

Mix-Plus 10 μL, Plus Buffer 2 μL, 上下游引物各 1 μL, 

cDNA 1 μL。反应条件如下: 95 ℃预变性60 s, 95 ℃变

性 15 s, 60 ℃退火 60 s, 40 个循环 , 72 ℃延伸 10 min; 

最后 65～95 ℃熔解曲线分析判断产物的特异性。内

参基因为 18S RNA, 目的基因如表 1 所示 , 基因表达

量差异计算方法为 2-△△Ct 法 , 2-ΔΔCt 即为待测基因在

IMB-H12 加药处理组菌株的表达量相较于无药对照

组菌株的比值。引物序列见表1。

白念珠菌 MIC 测定 按照 CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institute) 所 描 述 的 方 法 检 测

IMB-H12对浮游状态的白念珠菌抑制活性, 具体检测

方法有所改进。取上述菌悬液每孔 190 μL 加入到

96孔细菌培养板中, 然后每孔加入 10 μL RPMI1640倍

比稀释的 IMB-H12, 使其终浓度为 0.78～100 μg·mL-1, 

以 1% DMSO处理菌作为对照。同时做两性霉素B对

照。每个浓度设置 3个复孔, 实验重复 3次。96孔板

在 37 ℃静置培养 24 h, 以不出现肉眼可见的生长最低

浓度为MIC值。

细胞毒性评价 冻存的人正常肝细胞 L-02 自液

氮中取出, 离心收集细胞后重悬于含有 20%胎牛血清

的DMEM培养基, 接种于细胞培养皿, 37 ℃、5% CO2

细胞培养箱中培养, 传代 1次。传代后细胞使用胰酶

消化, 离心收集细胞后重悬于 20%胎牛血清DMEM培

养基, 按照每孔 5 000个 (100 μL) 接种于 96孔细胞培

养板。细胞生长至对数期后, 吸出培养基, 然后加入

DMEM 培养基倍比稀释的 IMB-H12, 药物浓度为

0.39～100 μg·mL-1, 同时做 1‰ DMSO 无药对照。

37 ℃、5% CO2细胞培养箱中培养 48 h 后 , 吸出培养

基, PBS轻洗两遍后加入DMEM培养基稀释的CCK-8

试剂 (1∶10 稀释), 每孔 100 μL, 无药对照孔中加入不

含CCK-8的培养基, 作为空白对照。然后将 96孔板放

入细胞培养箱中 2 h, 酶标仪检测A450。每个浓度设置

3 个复孔 , 实验重复 3 次。抑制率%=[1− (A450IMB-H12− 

A450空白) / (A450DMSO − A 450空白) ] ×100%, 使 用 GraphPad 

Prism 5处理数据, 拟合计算半数抑制浓度 (IC50)。

统计学分析 每组数据均进行 3 次独立重复实

验, 数据表示为mean ± SD, 不同处理组间的比较采用

单因素方差分析 (one-way ANOVA), P < 0.05 表示差

异有统计学意义。

结果

1　IMB-H12抑制白念珠菌生物被膜的形成

1.1　XTT方法评价化合物对生物被膜的抑制活性 评

价 IMB-H12对不同时期的生物被膜形成的抑制活性。

IMB-H12与白念珠菌同时加入到 96孔板中, 分别在 2、

12、24和 48 h检测生物被膜的形成, 观察化合物对黏

附和不同生物被膜形成阶段的抑制。结果如图 2A所

示, 在 2 h时, 相对于无药对照菌, 1.56 μg·mL-1化合物

作用下菌黏附到孔中的量明显减少, 形成率为对照菌

的 21.76% ± 7.22%, 随着浓度的增加, 黏附量呈现浓度

依赖性的降低, 在6.25 μg·mL-1时, 形成率仅为5.697% ± 

3.25%。同时 , IMB-H12 能够持续地抑制生物被膜的

形成, 与无药对照组相比, 各个检测时间 IMB-H12处

理组的生物被膜形成率均呈现明显剂量依赖性的下

降, 6.25 μg·mL-1时, IMB-H12几乎能够完全抑制生物

被膜的形成。为了检测化合物对黏附后的白念珠菌生

物被膜形成的抑制活性, 在菌加入 2 h后, 洗去未黏附

的菌, 再加入 IMB-H12。结果如图 2B所示, 与同时加

Table 1　Primers used for real-time PCR. 18S: 18S ribosomal-RNA; CHS1: Chitin synthase 1; FKS1: 1,3-Beta-D-glucan synthase; CHT1 

Chitinase 1; ALS3: Agglutinin-like sequence 3; HWP1: Hyphal wall protein 1; EFG1: Enhanced filamentous growth 1; PLB2: Phospholipase 

B 2; ECE1: Extent of cell elongation 1; ERG11: Sterol 14-demethylase; ERG20: Bifunctional (2E,6E)-farnesyl diphosphate synthase

Gene
18S
CHS1
FKS1
CHT1
ALS3
HWP1
EFG1
PLB2
ECE1
ERG11
ERG20

Forward primer
CGGGCTCTTTGATGATTC
CTGACAAGAGCCAACACTGC
CGTGAAATTGATCATGCCTGTAC
GCACCAAATACGTCACCATTG
TAATGCTGCTACGTATAATT
TGGTGCTATTACTATTCCGG
TATGCCCCAGCAAACAACTG
TGAACCTTTGGGCGACAACT
GCTGGTATCATTGCTGATAT
AAGAATCCCTGAAACCAA
TTACCCGTGGCATTAGCAATGTA

Reverse primer
CTGCCTTCCTTGGATGTG
CGCCTCTTGATGGTGATGAT
AACCCTTCTGGGCTCCAAA
CCTGAAATTGACATGTAGCA
CCTGAAATTGACATGTAGCA
CAATAATAGCAGCACCGAAG
TTGTTGTCCTGCTGTCTGTC
GCCGCGCTCGTTGTTAA
TTCGATGGATTGTTGAACAC
CAGCAGCAGTATCCCATC
TCCCAAGGGAATCAAAATGTCTC
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入相同, IMB-H12依旧能够剂量依赖性地抑制生物被

膜的形成。已经形成生物被膜的白念珠菌对抗真菌药

物具有明显的拮抗作用, 也是白念珠菌耐药机制的重

要因素之一。为了评价 IMB-H12是否对已经形成生

物被膜的菌具有杀伤活性, 将白念珠菌接种到 96孔板

中 24 h 形成生物被膜 , 然后加入 IMB-H12, 结果如图

2C 所示 , IMB-H12 具有一定的剂量依赖性的清除作

用, 6.25 μg·mL-1 IMB-H12在 12和 24 h时, 生物被膜形

成率仅为无药对照组的 54.79% ± 7.23% 和 15.42% ± 

2.72%。

1.2　结晶紫染色 结晶紫能够与细胞核结合从而将

细胞染成蓝色, 结晶紫染色也是生物被膜形成的评价

方法之一[10], IMB-H12对生物被膜形成的抑制活性通

过该方法进一步评价。如图 3所示, 无药对照菌染色

呈现深蓝色, 生物被膜密度很高, 细长的菌丝纵横交错

形成致密的网状结构。而 1.56 μg·mL-1 IMB-H12处理

组的染色和网状结构密度明显降低, 并且随着浓度的

增加, 染色和网状结构密度呈现剂量依赖性的降低, 在

6.25 μg·mL-1时染色成为点状 , 几乎观察不到长菌丝

生成。

2　 IMB-H12 能够抑制白念珠菌的酵母−菌丝相的

转换

假菌丝体是白念珠菌生物被膜形成的重要形态变

化, 在白念珠菌黏附 2 h后, 加入 IMB-H12通过光学显

微镜观察化合物对白念珠菌形态的影响。如图 4 所

示, 从2～8 h, 无药对照菌逐渐形成芽管和长菌丝体, 并

且进一步增殖形成菌丝体和酵母相细胞缠绕的微菌

落。而1.56和3.13 μg·mL-1 IMB-H12处理菌的菌丝体较

短, 微菌落的形成也受到抑制, 6.25 μg·mL-1 IMB-H12

则能够将菌细胞完全抑制在酵母相。

3　IMB-H12能够抑制菌落菌丝的形成

菌落菌丝的形成也进一步证实了 IMB-H12 对白

念珠菌菌丝形成的抑制活性[11]。如图 5所示, 在不含

有 IMB-H12的固体培养基上, 培养 7天后, 白念珠菌形

Figure 2　Effect of IMB-H12 against Candida albicans (C. albicans) biofilm. C. albicans cells in polystyrene 96-well cell plate were 

treated with IMB-H12 or DMSO (0.6‰) for different time and biofilm formation was detected by XTT reduction assay. A: Biofilm 

inhibitory activity of IMB-H12 when IMB-H12 and C. albicans cells were added simultaneously; B: Biofilm inhibitory activity of IMB-H12 

when IMB-H12 added after cells adherence; C: Inhibitory activity of IMB-H12 on mature biofilm. n = 3, x ± s. ***P < 0.001 vs control

Figure 3　 Biofilm inhibitory activity of IMB-H12 with crystal 

violet staining. The biofilm treated with IMB-H12 or DMSO 

(0.6‰) for 24 h were stained with 0.1% crystal violet for 20 min 

and observed by light microscope at a magnification of 10× , and 

scale bar is 5 μm

Figure 4　 IMB-H12 inhibited the transformation of yeast-to-

hypha phase of C. albicans cells. C. albicans cells were treated 

with IMB-H12 or DMSO (0.6‰) for 2, 4, 6 and 8 h, and the 

morphology of cells were observed by light microscope at a 

magnification of 40×, scale bar is 1.25 μm
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成的菌落边缘在显微镜下呈现浓密的长菌丝, 而在含

有 6.25 μg·mL-1 IMB-H12 的培养基上 , 丝状物明显稀

疏和变短, 并且呈现明显的剂量依赖性。

4　IMB-H12影响生物被膜的形态

IMB-H12 对生物被膜形态的影响进一步通过扫

描电镜进行了观察 , 结果如图 6 所示 , 在无药对照菌

中, 生物被膜以致密的菌丝体交联形态存在, 其间夹杂

有酵母样菌。而随着 IMB-H12浓度的增加, 菌丝体变

得疏松, 酵母样细胞明显增多。此外, IMB-H12 处理

的菌出现明显的皱缩, 菌体表面出现明显损伤。

5　IMB-H12能够降低白念珠菌的疏水性和对细胞的

黏附

CSH是白念珠菌重要的毒力因素之一, 对菌在介

质上的黏附和生物被膜形成具有重要作用, CSH值越

高, 白念珠菌黏附和生物被膜形成的能力越强[12]。对

IMB-H12的白念珠菌CSH的抑制活性进行评价, 结果

发现 IMB-H12能够呈剂量依赖性地下调白念珠菌生

物被膜细胞的疏水性。如图7A所示, 无药对照菌CSH

值为 57.18% ± 2.20%, 0.78 μg·mL-1 IMB-H12处理菌的

疏水性明显下降 , 为 41.77% ± 1.08%, 在 3.13 μg·mL-1

时, CSH下降至 18.73% ± 4.45%。同时, 进一步应用口

腔上皮细胞评价了 IMB-H12 对白念珠菌黏附的影

响[13], 结果如图 7B所示, 与无药对照菌相比, IMB-H12

处理12 h后, 随着化合物浓度的增加, 白念珠菌对细胞

的黏附显著下降, 相对黏附率分别为 80.05% ± 1.69%、

70.61% ± 1.46%和38.92% ± 6.51%。

6　IMB-H12影响细胞壁多糖成分

细胞壁是白念珠菌重要的结构, 在细胞形态的维

持、宿主识别和免疫识别方面发挥重要的作用, 与白念

珠菌黏附、菌丝形成和交联方面密切相关。几丁质、葡

聚糖和甘露聚糖是细胞壁重要的组成成分[14], IMB-H12

对生物被膜细胞壁的影响通过这些成分的染色进行评

Figure 6　Effect of IMB-H12 against C. albicans biofilm observed 

by scanning electron microscope (SEM). C. albicans cells in 

polystyrene cell culture dish were treated with IMB-H12 or DMSO 

(0.6‰). The biofilm were fixed for 24 h and dehydrated in ethanol 

solutions. Then, the samples were treated with tert-butanol 

solutions, coated with gold-palladium and examined on ZEISS-

SEM. The magnification was 2 000×, 5 000× and 10 000×

Figure 7　 IMB-H12 reduced the hydrophobicity and adhesion of 

C. albicans cells to human oral epithelial cells (HOEC). A: IMB-

H12 reduced the hydrophobicity of C. albicans biofilm. The 

working suspension in 6-well cell culture plates was treated with 

IMB-H12 or DMSO (0.6‰) for 24 h. The biofilm cells were 

resuspended in PBS buffer and cell surface hydrophobicity (CSH) 

was determined by water-hydrocarbon two phase method; B: IMB-

H12 inhibited the adhesion of C. albicans cells to HOEC cells. C. 

albicans cells were treated with IMB-H12 or DMSO (0.6‰) for 

12 h at 30 ℃ , and then mixed with HOEC cells. After incubating 

at 37 ℃ for 1 h, the number of C. albicans cells adhering to 

randomly selected 100 HOEC cells was calculated. n = 3, x ± s. 
***P < 0.001 vs control

Figure 5　 IMB-H12 inhibited the mycelial formation of C. 

albicans colonies. The working suspension drop (0.5 μL) was 

transferred to the YEPD solid plate containing IMB-H12 or 

DMSO (0.6‰) and incubated at 37 ℃ for 7 days. The hyphae of 

colony were observed with light microscope at a magnification of 

10×, scale bar is 5 μm
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价。CFW能够结合在通过 β-连接聚合而成的多糖如

几丁质和 β-葡聚糖 , CFW 染色发现与无药对照组相

比, IMB-H12 处理的菌染色明显降低, 尤其是酵母样

细胞的母细胞和子细胞的连接处以及子细胞染色降低

更为明显。ConA是能够与甘露聚糖结合的蛋白, 使用

荧光标记的ConA蛋白可以用来标记甘露聚糖及相关

糖蛋白[15]。使用 ConA-Alexa 594 染色发现 IMB-H12

处理的菌染色明显增强 (图8)。

7　IMB-H12影响生物被膜形成相关基因的表达

IMB-H12对多个与黏附、菌丝形成和毒力等生物

被膜形成的相关调控基因表达的影响通过 qRT-PCR

进行评价[16]。基因编码蛋白功能描述来自 CGD 

database (http://www.candidagenome.org/; access on 18 

February 2021)。相较于对照组, 在 0.78 μg·mL-1 IMB-

H12处理的生物被膜中, 与黏附、菌丝形成和细胞膜脂

质合成相关的多个调控基因的表达明显下降。基因编

码蛋白功能描述和变化见表2。

8　IMB-H12对浮游白念珠菌的抑制活性和细胞毒性

为了评价 IMB-12 是否是特异性的生物膜抑制

剂 , 检测了 IMB-H12 对浮游白念珠菌的抑制活性 , 

其MIC为 12.5 μg·mL-1, 同样条件下两性霉素B的MIC

为 0.78 μg·mL-1。 IMB-H12 对 L-02 细 胞 的 IC50 为 

21.91 ± 1.083 μg·mL-1。

讨论

鉴于生物被膜形成在白念珠菌毒力和耐药方面的

重要作用, 能够抑制生物被膜形成和清除生物被膜中

菌细胞的先导物在抗真菌药物研究中受到越来越多的

关注[17]。在前期工作中, 本课题组应用XTT方法筛选

到的化合物 IMB-H12能够抑制生物被膜的形成, 在本

研究中进一步对它进行了评价。IMB-H12 能够抑制

生物被膜的形成 , 对成熟的生物被膜在较高的浓度 

(6.25 μg·mL-1) 下也表现出良好的抑制活性。形态学、

菌落菌丝形成和扫描电镜结果显示, IMB-H12能够抑

制酵母−菌丝相的转换和菌丝体的形成; IMB-H12能

够抑制白念珠菌的黏附功能和降低生物被膜菌细胞的

疏水性, 这些结果表明 IMB-H12对生物被膜的抑制活

性与其抑制黏附和菌丝形成密切相关。细胞壁染色结

果显示, IMB-H12处理的菌细胞壁多糖成分明显改变, 

甘露聚糖成分在高浓度处理菌中增加, β-连接聚合而

成的多糖 (如几丁质和 β-葡聚糖) 减少, 与黏附和菌丝

形成相关的多个基因表达下调, 这些结果初步提示了

IMB-H12抑制黏附和菌丝形成的可能机制。

在白念珠菌生物被膜形成过程中, 酵母样菌细胞

Table 2　Gene expression changes of biofilm formation related genes

Gene
CHS1
FKS1
CHT1
ALS3

HWP1
EFG1

PLB2
ECE1
ERG11
ERG20

Relative fold change
1.489
1.117
0.751
0.218
0.075
0.130

0.466
0.077
0.374
0.360

SD
0.408
0.184
0.110
0.084
0.022
0.029

0.036
0.112
0.026
0.105

Description and function
Chitin synthase; regulation of synthesis of primary septa in yeast and mycelial phases
Beta-1,3-glucan synthase subunit
Chitinase, GPI protein, required for normal filamentous growth
Cell adhesins; mycelium-specific correlation
Mycelial cell wall proteins; mycelium-specific genes
Genetic restriction factor 1; regulation of mycelial growth and cell wall genes; adhesion and virulence 
related
Phospholipase B; tissue degradation, mycelium formation and host invasion, hydrolytic activity
Candida, mycelium-associated regulatory factor, cytolytic peptide toxin essential for mucosal infection
Lanosterol 14-alpha-demethylase; regulation of ergosterol biosynthesis
Farnesian pyrophosphate synthase regulating isoprenoid and sterol biosynthesis

Figure 8　 IMB-H12 influenced the polysaccharide of cell wall. C. albicans cells were treated with IMB-H12 or DMSO (0.6‰) for 24 h 

and stained with calcofluor white (CFW) or ConA-Alexa594. The samples were observed by fluorescence microscope at a magnification of 

100×, scale bar is 2.5 μm
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首先黏附于介质表面 (1～4 h), 形成假菌丝相细胞, 然

后大量增殖形成微菌落, 微菌落之间进一步通过胞外

多糖等介质交联, 菌丝相细胞和酵母相细胞进一步交

叉连接, 形成成熟的生物被膜[18]。为了评价 IMB-H12

是抑制黏附还是抑制后面的菌丝体形成, 在本研究中

评价了 IMB-H12与菌同时加入和黏附后 (2 h) 加入两

种情况下 IMB-H12的抑制活性, 结果发现, 不管是同

时加入还是黏附后加入, 生物被膜的相对形成率仅仅

在 1.56 μg·mL-1处理 12 h时有比较小的差异, 在 12 h的

其他浓度和其他处理时间, 两种方式的 IMB-H12处理

组的生物被膜相对形成率并没有明显的差异; 而在后

续的机制评价中, 酵母−菌丝相转换受到抑制、疏水性

降低、化合物处理后的菌黏附性降低以及菌丝黏附和

形成相关的多个基因明显的下降, 这些结果表明 IMB-

H12对黏附和菌丝体形成的抑制在其抗生物被膜活性

中可能均发挥着重要的作用。IMB-H12 对于已经形

成生物被膜的白念珠菌 (24 h) 依然具有较好的杀伤活

性, 在 6.25 μg·mL-1处理 24 h时, 生物被膜形成率下降

至 15.423% ± 2.727%, 但是与同时或黏附 2 h加入时相

比, IMB-H12 的抑制活性降低, 说明菌丝状态的生物

被膜对 IMB-H12具有了一定的拮抗。

真菌的细胞壁是白念珠菌维持形态、保持内外平

衡和细胞生存的基本结构, 同时在生物被膜形成的黏

附和菌丝生长阶段发挥着重要的作用。细胞壁主要成

分几丁质、葡聚糖和甘露聚糖也是抗真菌药物研发的

重要靶标[19]。在本研究中, IMB-H12对细胞壁的主要

成分具有一定的影响作用, 其作用下的CFW染色明显

降低表明几丁质或葡聚糖的合成量减少, ConA-Alexa 

594染色发现甘露聚糖成分略有增加, 但是仍然需要

更加确切的证据来证实, 比如各种糖类具体含量的测

定等。在 IMB-H12作用下, 与黏附和菌丝形成等多个生

物被膜形成的关键调控因子表达量下降, 这与 IMB-H12

作用下黏附能力下调和酵母−菌丝相转换等表观结果

相一致, 但是这仅仅是RNA水平上的结果, 具体蛋白

表达水平是否也与此相一致, 哪个靶蛋白在其中发挥

关键的作用, 这些尚需要进一步的研究来证实。

为了评价 IMB-H12 的生物被膜抑制活性是否与

其对白念珠菌抑制活性相关, 本研究也考察了同样菌

量和培养基条件下 IMB-H12对浮游状态的白念珠菌

的生长抑制活性, 结果发现其MIC为 12.5 μg·mL-1。在

低于该浓度时, 白念珠菌的生长与无药对照无明显差

异。而在 6.25 μg·mL-1或者更低的浓度时, IMB-H12已

经能够显著地抑制生物被膜的形成, 同时对成熟的生

物被膜有一定的清除作用。这说明 IMB-H12对生物

被膜的抑制活性具有一定的特异性, 而并非完全与其

抗菌活性相关。

目前, 临床上用于治疗侵入性真菌感染的标准药

物两性霉素B毒性大, 唑类药物杀菌活性弱, 耐药性严

重, 棘白霉素类药物半衰期短、口服生物利用率低也使

得这类药物的临床应用受到限制[20-22]。另一方面, 抗

真菌药物的研发进展比较缓慢, 自 2006年以来, 未有

新型的抗真菌药物被批准应用于临床[23,24]。因此 , 新

型抗真菌药物的研发依然具有重要的意义。 IMB-

H12 能够抑制白念珠菌生物被膜的形成和清除已经

形成的生物被膜, 为新型抗真菌先导物的发现提供了

有益的参考。同时 , 考虑到 IMB-H12 对哺乳动物细

胞也具有一定的毒性 , 与 IMB-H12 的抗白色念珠菌

活性相比没有很大的差异性, 因此其抗白念珠菌活性

尚需在动物体内进一步验证, 作用机制也需要进一步

的阐明。
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