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摘  要：【背景】白色念珠菌(Candida albicans)属于条件致病性真菌，可引起严重的黏膜真菌感染

及全身系统性真菌感染，是导致患者高发病率和高死亡率的主要菌群之一。【目的】探究百里香精油

对白色念珠菌的抑菌活性及抑制机理。【方法】测定 5 种百里香精油对白色念珠菌的抑菌圈直径，分

析具有高抑菌活性的精油成分。在此基础上，通过扫描电子显微镜(scanning electron microscope, SEM)
观察精油对白色念珠菌菌体细胞形态的影响。测定碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, AKP)含量、胞外

溶液电导率并进行碘化丙啶(propidium iodide, PI)染色分析，探究精油对白色念珠菌生物膜的形成与

黏附及磷脂酶活性的影响，并通过实时荧光定量 PCR 法分析与白色念珠菌生物膜形成相关基因(凝
集素样序列基因 ALS4，从酵母型向菌丝型细胞的形态转变基因 HWP1、磷脂酶基因 PLB1)的表达水

平，探究该精油对白色念珠菌的抑菌机制。【结果】筛选出了对白色念珠菌高度敏感的有机栽培龙脑

百里香精油(Thymus vulgaris CT borneol essential oil, TBEO)，其抑菌圈直径为(36.0±4.8) mm。TBEO
的主要成分有 α-松油醇(43.43%)、莰烯(8.97%)、丁香烯(7.70%)、香芹酚(5.81%)和芳樟醇(5.19%)等，

约占 TBEO 总含量的 70%。扫描电子显微镜的结果表明 TBEO 改变了白色念珠菌的表观形态，菌体

表面凹陷、扭曲变形。胞外 AKP 含量、溶液电导率和碘化丙啶(PI)染色分析结果表明 TBEO 增大了

白色念珠菌细胞膜及细胞壁的通透性。TBEO 对白色念珠菌生物膜的形成有抑制作用，对已形成的

生物膜有良好的清除作用。TBEO 减少菌丝形成、影响黏附和降低磷脂酶活性。实时荧光定量 PCR
试验显示 TBEO 可显著下调 HWP1、ALS4 和 PLB1 基因的表达量。【结论】TBEO 对白色念珠菌有

良好的抑制作用，本研究为 TBEO 在白色念珠菌感染防控中的应用提供了理论依据。 
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Abstract: [Background] Candida albicans is a conditional pathogenic fungus capable of causing 
severe mucosal and systemic fungal infections and one of the major fungi leading to high morbidity 
and mortality in patients. [Objective] To study the inhibitory activity and mechanism of thyme 
essential oil against C. albicans. [Methods] The inhibitory zone diameters of 5 thyme essential oils 
against C. albicans were determined, and the components of the essential oils with high inhibitory 
activity were identified. Scanning electron microscope (SEM) was employed to observe the effect 
of essential oils on the morphology of C. albicans. The alkaline phosphatase (AKP) content and 
extracellular solution conductivity were determined, and propyl iodide (PI) staining was performed, 
on the basis of which the effects of essential oil on the biofilm formation and adhesion and the 
phospholipase activity of C. albicans were determined. In addition, real-time fluorescence 
quantitative PCR was conducted for the lectin-like sequence gene ALS4 involved in the biofilm 
formation, HWP1 involved in the switch from yeast growth to hyphal growth, and the 
phospholipase gene PLB1 to reveal the inhibitory mechanism of this essential oil on C. albicans. 
[Results] The Organic Thymus vulgaris CT borneol essential oil (TBEO) with the strongest 
inhibitory effect on C. albicans was selected, which showed the inhibition zone diameter was 
(36.0±4.8) mm. The main components of TBEO were α-terpineol (43.43%), camphene (8.97%), 
caryophyllene (7.70%), carvacrol (5.81%), and linalool (5.19%), which accounted for about 70% of 
the total TBEO. The results of SEM showed that TBEO caused concave surface and distorted cells 
of C. albicans. TBEO increased the permeability of the cell membrane and cell wall of C. albicans, 
causing the leakage of intracellular substances. TBEO inhibited the biofilm formation and exerted a 
scavenging effect on the formed biofilm of C. albicans. TBEO reduced mycelium formation, 
affected adhesion, and decreased phospholipase activity. Real-time fluorescence quantitative PCR 
results showed that TBEO significantly down-regulated the expression levels of HWP1, ALS4, and 
PLB1. [Conclusion] TBEO exerts an inhibitory effect on C. albicans. This study provides a 
theoretical basis for the application of TBEO in the prevention and control of C. albicans infection. 
Keywords: Candida albicans; essential oil; organic Thymus vulgaris CT borneol; antifungal 
 

白色念珠菌(Candida albicans)是一种条件

性致病菌，它是全球高发病率和高死亡率真菌感

染病的最常见食源性致病菌之一[1]，在人体口腔、

胃肠道和生殖道等部位都有定殖，并且可与其他

微生物共生[2-3]。当外界环境(营养或 pH)或人体

免疫系统发生改变，白色念珠菌可能迅速增殖，
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形成菌丝态和生物被膜，并侵袭宿主细胞、组织，

造成黏膜和真皮感染，增加如口腔念珠菌病、食

道念珠菌病等疾病的感染机会，进而引起口腔、

舌头疼痛，味觉障碍和吞咽困难等[4-6]。现有唑

类(如氟康唑)等抗真菌药物被用于治疗念珠菌

感染，但这些药物的长期使用容易导致耐药   
性[7]。此外，口服唑类药物可能会使人产生消化

不良、头痛和皮肤瘙痒等反应。因此，有必要针

对不同情形采用不同的生物形态控制策略，避免

耐药性白色念珠菌的过度增殖，确保现有抗真菌

药物的有效性[8-9]。精油(essential oils, EOs)是存

在于芳香植物体内具有特殊香味的次生代谢物，

具有较强的抑菌特性，可作为克服微生物耐药性

的有效替代药物[10]。 
百里香是常用的食品香料，其精油具有良好

的抑菌活性，能抑制包括白色念珠菌在内的多种

微生物的生长[11]。Alves 等[12]研究证实两种伊比

利亚百里香对白色念珠菌生物膜的形成具有较

强抑制作用；Rajkowska 等[13]发现丁香精油、百

里香精油通过抑制生物膜的形成，改变细胞油脂

分布情况进而达到抑菌效果。郭罕星等 [14]将

0.8%柑橘油和百里香油组合饲喂患病肉鸽，证

实该组合有防治肉鸽白色念珠菌病的潜力。由此

可见，百里香精油可能成为替代、辅助抑制白色

念珠菌的候选药物原料。然而精油的成分及其活

性会因种质资源、栽培地域和管理、提取方式而

有所差异。因此，本文对来自西班牙的常见 5 种

百里香精油，即有机栽培龙脑百里香 (organic   
T. vulgaris CT borneol)精油、有机栽培沉香醇百

里香(organic T. vulgaris CT linalool)精油、沉香

醇百里香(T. vulgaris CT linalool)精油、香芹酚百

里香(T. vulgaris CT carvacrol)精油和百里酚百

里香(T. vulgaris CT thymol)精油的抑菌活性进行

比较，并对抑菌效果最好的有机栽培龙脑百里香

精 油 (organic Thymus vulgaris CT borneol 

essential oil, TBEO)的抑菌机制进行探讨，以期

为百里香精油在生物安全领域的应用提供理论

和研究基础。 

1  材料与方法  
1.1  材料 

白色念珠菌(C. albicans) ATCC 10231 标准

菌株，中国普通微生物菌种保藏管理中心。 

有机栽培龙脑百里香(organic T. vulgaris CT 

borneol)精油、有机栽培沉香醇百里香(organic 

T. vulgaris CT linalool)精油、沉香醇百里香(T. 

vulgaris CT linalool)精油、香芹酚百里香 (T. 
vulgaris CT carvacrol)精油和百里酚百里香(T. 

vulgaris CT thymol)精油，颇黎芳香医药科技(上

海)有限公司。 

酵母粉，Oxoid 公司；胰蛋白胨，北京奥博

星生物技术公司；氟康唑、百里香酚等，梯希爱

(上海 )化成工业发展有限公司；碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase, AKP)试剂盒、钾离子(K+)

试剂盒，南京建成生物工程研究所；RPMI 1640

培养液，Gibico 公司；碘化丙啶、2-壬基酮和结

晶紫溶液，Sigma-Aldrich 公司；反转录试剂盒，

东洋纺(上海)生物科技有限公司；SYBR Green，

北京索莱宝科技有限公司。 

气相色谱仪、气相质谱仪，安捷伦科技有

限公司；电导率仪，上海精密科学仪器有限公

司；扫描电镜，HITACHI 公司；荧光定量 PCR

仪， ABI 公司；超微量紫外分光光度计，

Quawell 公司。 

酵母膏胨葡萄糖 (yeast peptone dextrose, 

YPD)琼脂培养基(g/L)：酵母粉 10.0，胰蛋白胨

20.0，葡萄糖 20.0，琼脂 20.0。YPD 液体培养

基：不加琼脂，其余成分与固体培养基相同。

培养基于 121 ℃灭菌 20 min 后分装备用。 
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1.2  方法  
1.2.1  菌悬液的制备 

取白色念珠菌接种于 YPD 液体培养基中，

37 ℃、180 r/min 恒温摇床活化厌氧培养 24 h，
使用接种环蘸取活化后的白色念珠菌菌液于固

体培养基中划线厌氧培养 48 h。挑取长势较好的

单菌落至 YPD 液体培养基中，37 ℃、180 r/min
厌氧培育 24 h。如未特殊说明，后续试验中使

用的菌液终浓度均为 1×106 CFU/mL。 
1.2.2  抑菌圈直径的测量 

抑菌圈直径测量方法参考Humphries等[15]的方

法并稍作修改，将菌悬液稀释至 1×106 CFU/mL，
取 100 μL 菌悬液均匀涂布在 YPD 固体培养基，

将 10 μL TBEO 滴入灭菌后的滤纸片 (6 mm×    
6 mm)中并放置在涂布好的含菌平板上，37 ℃
恒温厌氧培养 24 h 后观察并测量抑菌圈直径。

试验重复 3 次，取平均值。 
1.2.3  最 小 抑 菌 浓 度 (minimum inhibitory 
concentration, MIC)及最小杀菌浓度(minimal 
fungicidal concentration, MFC)测定  

参考 Haddouchi 等[16]报道的方法，将菌悬

液稀释至 1×106 CFU/mL，采用倍半稀释法，将

精油分散于含 0.1% (体积分数)吐温-80 的 YPD
液体培养基中，配制不同浓度的精油乳化液，

将其与等量菌悬液混合，使待测精油乳液终浓

度范围为 0.1‒10.0 μL/mL。氟康唑为阳性对照

组，同时设置空白对照组和只加菌液的模型组，

每组 3 个平行。37 ℃培养 24 h。MIC 为明显抑

制白色念珠菌生长的最低浓度，MFC 为细菌两

次培养中均不能生长的最低浓度。 
1.2.4  气相色谱-质谱联用(GC-MS)成分分析  

采用气相色谱仪和配备 DB-WAX 色谱柱

(30 m×0.25 mm×0.25 μm)的质量选择检测器进

行分析。取 1 μL TBEO 和 1 μL 2-壬基酮(标准品)
溶于 998 μL 二氯甲烷，充分混合，用微量注   
射器过滤。进样温度与检测温度为 250 ℃，分

流比为 5:1，载气为纯度 99.99%的氦气，流量

为 3.1 mL/min。质谱使用电子轰击(electron impact, 
EI)离子源(70 eV)，离子源温度：230 ℃，质量扫

描范围为 m/z 50−500。色谱操作条件：40 ℃保

持 1 min，随后 5 ℃/min 升至 57 ℃，2 ℃/min
升至 78 ℃；4 ℃/min 升至 88 ℃；3 ℃/min 升至

92 ℃；1 ℃/min 升至 107 ℃；6 ℃/min 升至

129 ℃；4 ℃/min 升至 137 ℃；6 ℃/min 升至

159 ℃；4 ℃/min 升至 163 ℃；1 ℃/min 升至

169 ℃；6 ℃/min 升至 230 ℃。比较美国国家标

准技术研究院(National Institute of Standards and 
Technology, NIST)数据库中与标准品色谱峰保

留时间及保留指数，判定有机龙脑百里香精油

中单体的组成。将样品的保留指数和质谱与

NIST 库进行比对，定性样品中的成分。 
1.2.5  扫描电镜(scanning electron microscope, 
SEM)观察  

向 1×106 CFU/mL 的菌悬液中加入不同浓度

(1/2MIC、MIC 和 MFC)的 TBEO 溶液，以无菌水

作为空白对照，37 ℃培养 4 h 后，8 000 r/min、
4 ℃离心 5 min，弃掉上清液，使用 0.1 mol/L 的

无菌 PBS 冲洗 2 次，沉淀物重悬于体积分数为

2.5%的戊二醛溶液，4 ℃固定 2−3 d。无菌 PBS
洗涤 3 次后再次弃去上清液，分别用体积分数为

30%、50%和 70%乙醇溶液逐级脱水，6 000 r/min
离心 2 min 后取沉淀物即菌体细胞，冷冻干燥

24 h 后均匀涂在金属箔片上并固定喷金，置于

扫描电子显微镜下观察菌体细胞形态结构。 
1.2.6  白色念珠菌胞外 AKP 泄露的测定  

将菌悬液 5 000 r/min 离心 10 min，弃去上

清液，收集菌体后使用无菌 PBS 冲洗并重悬，

加入含有 1/2MIC、MIC 的 TBEO 溶液，无菌

PBS再次冲洗并充分重悬作为待测样本，等体积

无菌水作为空白对照。将待测样本置于 37 ℃水

浴温育，分别于温育 1、2、4、6、8、10 和 24 h
后在 4 ℃、5 000 r/min 离心 5 min，取上清液，
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按照 AKP 试剂盒说明书的方法测定 AKP 含量。 
1.2.7  白色念珠菌细胞膜相对电导率的测定 

用细胞膜外相对电导率表示细胞膜渗透率

变化，实验方法参考 Ye 等[17]并稍作改动。将菌

悬液于 5 000 r/min 离心 10 min，用无菌 PBS 反

复洗涤沉淀并重悬至电导率接近 PBS 溶液，该

菌悬液即为菌液样品。将 1/2MIC、MIC 浓度的

TBEO 溶液分别加入制备好的菌液样品中，完

全混合后，测定其电导率标记为 L1，分别在

37 ℃水浴孵育的 2、4、6、8、12、18 和 24 h
后取样，测得电导率记为 L2。对照组为将菌液

样品沸水浴5 min后测得的电导率L0。细胞膜渗

透率计算如公式(1)所示。 

渗透率(%) 2 1

0
100L L

L
−= ×             (1) 

1.2.8  碘化丙啶(propidium iodide, PI)染色分析 
PI 染色分析实验参考 Calabrese 等[18]的方

法。将菌悬液 5 000 r/min 离心 10 min，弃掉上

清液，无菌 PBS 冲洗并重悬菌体，加入含有

1/2MIC、MIC 和 MFC 的 TBEO 溶液后使用无菌

PBS 冲洗并重悬作为待测样本，等体积无菌水作

为空白对照。将待测样本置于37 ℃水浴5 h后，加

入PI荧光染料使其终浓度为3.0 μL/mL，避光孵育

30 min，取适量被染色菌液制片，置于荧光倒

置显微镜下观察荧光染色情况，并拍照记录。 
1.2.9  TBEO 对白色念珠菌生物膜形成的影响 

试验参考 Leite 等[19]的方法并稍作修改。使

用 96 孔板培育生物膜，每孔加入 100 μL 菌悬

液，37 ℃、100 r/min 恒温振荡 90 min。无菌

PBS 洗去未黏附细胞，每孔中加入一定量 RPMI 
1640 培养液培育生物膜。在生物膜形成的 4、
8、24 和 48 h 过程中，加入不同浓度 TBEO 溶

液孵育 6 h，以等体积无菌水为空白对照。除去

孔中的培养液，用无菌 PBS 清洗一次，每孔加

入 20%的甲醇固定 10 min，吸出甲醇，孔液室

温下干燥 15 min。随后每孔加入 200 μL 0.02%

结晶紫水溶液，染色 10 min，吸出结晶紫溶

液，无菌水洗涤至无色。加入体积比 3:7的乙醇

与丙酮的混合溶液 200 μL 溶解结晶紫，使用紫外

分光光度计测定 590 nm 下每孔溶液的吸光度。 
1.2.10  TBEO 对白色念珠菌菌丝转化的影响  

参考 Yousuf 等[20]的方法对菌丝形成进行观

察。将菌悬液与 RPMI 1640 培养液混合在 96 孔

板中，加入不同浓度(1/2MIC、MIC 和 MFC)的
TBEO 溶液，等体积无菌水作为空白对照，37 ℃
培育菌丝 24 h 后，显微镜下观察菌丝形态。 
1.2.11  TBEO 对白色念珠菌黏附作用的影响  

结晶紫法分析精油对白色念珠菌黏附作用

的影响。96 孔板每孔中加入 100 μL 菌悬液，加

入不同浓度(1/2MIC、MIC 和 MFC) TBEO 溶液

后在 37 ℃、100 r/min 条件下培育 90 min。使用

无菌 PBS 冲洗，随后吸出培养液，并用 PBS 清

洗一次。20%甲醇固定 10 min，吸出甲醇，孔

液室温下干燥 15 min。各孔加入 0.02%结晶紫

水溶液 200 μL，染色 10 min，吸出结晶紫溶液

并用无菌水洗涤。加入体积比 3:7的乙醇与丙酮

的混合溶液 200 μL溶解结晶紫，测定 590 nm处

每孔溶液的吸光度。 
1.2.12  TBEO 对白色念珠菌水解作用的影响  

参考 Ellepola 等[21]的方法测定磷脂酶的活

性，判断精油对白色念珠菌水解作用的影响。

向制备好的菌悬液中加入配制好的不同浓度

(1/2MIC、MIC 和 MFC)的 TBEO 溶液，吸取 2 μL
滴于凝固的卵黄培养基上，以无菌水处理的菌

悬液为空白对照。37 ℃温育 48 h 后测量沉淀圈

直径及菌落直径，计算菌落沉淀相对比 (zone 
ratio of precipitation, PZ)值，PZ 值计算如公式(2)
所示。 

(mm)PZ
(mm) (mm)

=
+

菌落直径

菌落直径 沉淀圈直径
 (2) 

1.2.13  TBEO 对白色念珠菌相关致病基因的调控  
测定经 TBEO 处理后形态转变相关基因
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(HWP1)、黏附相关基因(ALS4)和磷脂酶相关基

因(PLB1)的表达水平变化。样品准备如 1.2.3，
制备含不同浓度(1/2MIC、MIC 和 MFC) TBEO
的菌悬液，37 ℃、180 r/min 恒温振荡厌氧培

养 24 h，4 ℃、12 000 r/min 离心 2 min 除去培

养基，加入 1 mL 无菌 PBS，再次离心弃掉上

清液，收集菌沉淀，置于−80 ℃冷冻干燥 24 h
后研磨捣碎。 

按照 RNA 提取试剂盒步骤说明提取菌体总

RNA：取研磨后的样品加入 1 mL 裂解液，枪头

吹打均匀使细胞完全破碎后，吸取上清液至

RNase-free 离心管，放置 5 min 后，加入氯仿去

除蛋白质，颠倒混匀后静置5‒10 min，10 000×g、

4 ℃离心 15 min，随后取上清液，加入等量乙

醇颠倒混匀沉淀 RNA，12 000×g、4 ℃离心  

30 s，弃下液。随后使用 CB9 冲洗两次，WB9

冲洗两次。室温干燥 10 min 后，加入适量

RNase-free 水溶解 RNA 沉淀。 

以提取的总 RNA 为模板，使用逆转录试

剂盒合成 cDNA。取 1 μg RNA 样品于 PCR 管

中，置于 PCR 仪中 65 ℃预变性 5 min。反转录

反应体系为 4×DN Master Mix 2 μL，5× RT-Mix    

2 μL，Nuclease-free 水补足 10 μL，在冰上进行

试验操作。加完各种试剂后，振荡混匀，将

PCR 管置于离心机中使反应液沉聚管底，随后

置于 PCR 仪中进行反转录，反应条件：37 ℃   

15 min，50 ℃ 5 min，98 ℃ 5 min。 

反转录成 cDNA后进行实时荧光定量 PCR 

(real-time quantitative PCR, RT-qPCR)分析。

目的基因及内参基因(ACT1)的引物序列如表 1

所示。 

PCR 反应体系：SYBR Green 3 μL，上、下

游引物(5 mmol/L)各 0.5 μL，DNA 模板(5 mmol/L) 

0.5 μL，无菌水补足 10 μL。 

表 1  引物信息 
Table 1  Primer information 
Primer 
name 

Primers sequence (5′→3′) Size 
(bp) 

ALS4-F TCCGAGTCCATTCCAGTACTAA 190 
ALS4-R GTTACAGCATCACTAGAAGGAATATC 190 
PLB1-F GCAATGTTGACTGGAGCAGGT 125 
PLB1-R AACCACGATCCACCTGATAACC 125 
HWP1-F ATGACTCCAGCTGGTTC 503 
HWP1-R TAGATCAAGAATGCAGC 503 
ACT1-F GCCGGTGACGACGCTCCAAGAGCTG 158 
ACT1-R CCGTGTTCAATTGGGTATCTCAAGGTC 158 

 

PCR 反应条件： 
(1) ACT1：94 ℃ 2 min；94 ℃ 30 s，63 ℃   

30 s，72 ℃ 30 s，32 个循环；72 ℃ 10 min。 
(2) HWP1：94 ℃ 2 min；94 ℃ 30 s，59 ℃  

30 s，72 ℃ 30 s，32 个循环；72 ℃ 10 min。 
(3) ALS4：94 ℃ 2 min；94 ℃ 30 s，59 ℃   

30 s，72 ℃ 30 s，32 个循环；72 ℃ 10 min。 
(4) PLB1：94 ℃ 2 min；94 ℃ 30 s，60 ℃   

30 s，72 ℃ 30 s，32 个循环；72 ℃ 10 min。 
反应结束后，计算各基因的相对表达量，

见公式(3)。以不加精油为空白对照，每组试验

重复 3 次。 

2 Ct−ΔΔ=相对定量值                  (3) 
式中，Ct=(Ct 目的基因-Ct 内参基因)样品组‒(Ct 目的基因-Ct 内参基因)标品组 

1.3  数据处理  
所有试验均做 3 次重复。采用 SPSS17.0 软件

进行单因素方差分析和多重比较(least-significant 
difference, LSD)，P<0.05 表示数据之间差异显

著。使用 OriginPro 2022 软件绘图。 

2  结果与分析  
2.1  五种百里香精油对白色念珠菌的抑菌

圈活性  
抑菌圈直径小于 7 mm 为无抑菌效果，7−9 mm

为不敏感，10−15 mm 为中度敏感，15 mm 以上
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为高度敏感[22]。本试验中，通过测定 5 种精油

对 C. albicans ATCC 10231 的抑菌圈直径并测

量它们对白色念珠菌的 MIC 与 MFC 发现，

TBEO 抑菌圈直径最大，为 (36.0±4.8) mm，

MIC 为 0.4 μL/mL。结果也显示，当阳性对照氟

康唑的浓度达到 100 µg/mL 时仍有大量菌生长，

抑菌活性远不如 TBEO (表 2)。因此，试验选择

抑菌效果最佳的 TBEO 进行后续机制研究。 
2.2  TBEO 主要成分  

对 TBEO 进行 GC-MS 成分分析，如表 3 所

示，TBEO 总共鉴别出 25 种主要成分，α-松油

醇含量最高(43.43%)，其次是莰烯(8.97%)、丁

香 烯 (7.70%) ， 此 外 ， 还 含 有 少 量 香 芹 酚

(5.81%)、芳樟醇(5.19%)等成分，其他成分如 α-
蒎烯、对位伞花烃和乙酸冰片酯等都有微量存

在。测定 α-松油醇对白色念珠菌的抑菌活性，α-
松油醇 MIC 为 0.6 μL/mL，MFC 为 1.0 μL/mL。 
2.3  TBEO 对白色念珠菌微观形态的影响  

图 1 可见 TBEO 对白色念珠菌的微观形态

影响明显。未经精油处理的对照组菌体(图 1A)
表面光洁平整、折光性好，大小比较整齐。经

1/2MIC 的精油处理后(图 1B)，部分细胞表面粗

糙，菌体表面凹陷，个别细胞发生黏连现象。

精油浓度达到 MIC (图 1C)时，大部分细胞外观

形态发生显著变化，菌体明显皱缩，部分细胞

形态受损严重。经 MFC 的精油处理后(图 1D)，

菌体表面发生溶解、黏连现象，TBEO 对菌体

结构的破坏程度与精油浓度成正比。 
2.4  TBEO 对白色念珠菌细胞壁和细胞膜

完整性的影响  
2.4.1  TBEO 对白色念珠菌细胞壁完整性的影响 

碱性磷酸酶(AKP)存在于真菌细胞壁与细

胞膜之间，当细胞壁通透性增大或破损，AKP
泄露至胞外。因此，胞外 AKP 量越多，表明细

胞壁破损程度越大。如图 2 所示，与对照组比

较，TBEO 处理后的白色念珠菌胞外 AKP 含量

远高于空白对照组，且 TBEO MIC 组胞外 AKP
含量明显高于 1/2MIC 组。试验结果表明，在精

油处理白色念珠菌 1 h 后，1/2MIC、MIC 组白

色念珠菌胞外 AKP 含量均迅速上升，随后逐步

增大，在 8 h后趋于平稳状态并保持稳定，表明

白色念珠菌细胞壁在短时间内接触 TBEO 后被

破坏。 
2.4.2  TBEO 对白色念珠菌细胞膜完整性的影响 

PI染色分析中，PI作为一种 DNA荧光染料

会进入 DNA 双链释放红色荧光，它不能通过活

细胞完整的细胞膜，但能进入受损细胞使细胞

核染色，因此通常可用于检测细胞膜完整性。

本试验通过 PI 染色分析观察结果如图 3 所示。

白色念珠菌在 1/2MIC 浓度的精油处理下(图
3B)，部分细胞膜受损而显现出微弱红色荧光。

随着精油浓度增大，红色荧光点增多，当精油 
 

表 2  五种百里香精油及氟康唑对白色念珠菌(Candida albicans) ATCC 10231 抑菌圈直径及 MIC/MFC 
Table 2  Inhibition zone diameters and MIC/MFC of 5 thyme essential oils and fluconazole against Candida 
albicans ATCC 10231 
Samples Diameters of inhibitory zone (mm) MIC (μL/mL) MFC (μL/mL) 
Fluconazole / >100.0 >100.0 
Organic T. vulgaris CT borneol 36.0±4.8 0.4 1.0 
Organic T. vulgaris CT linalool 24.7±2.2 0.4 1.0 
T. vulgaris CT linalool 12.7±2.0 0.6 1.0 
T. vulgaris CT carvacrol / / / 
T. vulgaris CT thymol / / / 
/表示该精油抑菌圈直径小于 7 mm 
/ indicates that the diameter of the inhibitory zone of the essential oil is less than 7 mm. 
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表 3  TBEO 成分及含量 
Table 3  Compositions and contents of TBEO 
Compositions RT (min) RI Content (%) 

α-pinene 6.82 1 028 3.92 

Camphene 7.55 1 071 8.97 

β-pinene 8.24 1 112 1.09 

β-myrcene 9.32 1 161 0.25 

α-terpinene 9.70 1 180 0.49 

Limonene 10.13 1 200 1.36 

Eucalyptol 10.33 1 213 1.29 

γ-terpinene 11.18 1 246 1.17 

p-cymene 11.82 1 272 3.47 

Terpinolene 12.12 1 283 0.27 

α-cubebene 18.06 1 463 0.25 

α-copaene 18.91 1 492 0.26 

Camphor 19.04 1 518 1.73 

Linalool 19.76 1 547 5.19 

Bornyl acetate 20.71 1 581 3.67 

Bornyl formate 20.85 1 588 0.84 

Methyl thymyl ether 21.14 1 590 1.29 

Caryophyllene 21.39 1 595 7.70 

Terpinen-4-ol 21.55 1 602 3.61 

Pinocarveol 23.01 1 654 0.23 

γ-muurolene 24.03 1 692 0.52 

α-terpineol 24.40 1 697 43.43 

Caryophyllene oxide 31.31 1 989 0.39 

Thymol 35.04 2 189 3.40 

Carvacrol 35.63 2 236 5.81 

Total amount   99.36 
 

浓度达到 MFC 时红色荧光点数量骤增。试验结

果表明，当精油浓度增大时，细胞膜受损的菌

的数量也随之增加，TBEO 可能会通过破坏细

胞膜的完整性来抑制白色念珠菌活性。 
细胞膜渗透率测定：为研究抑菌机制与细

胞膜通透性的关系，试验测量了 TBEO 处理后

的 C. albicans ATCC 10231 相对电导率的变化。

从图 4 中看到，在加入精油的 2−24 h ，

1/2MIC、MIC 组细胞膜渗透率分别上升至

68.08%和 80.77%，渗透率及渗透率上升速率均

高于对照组。在加入 TBEO 后的短时间内，白

色念珠菌的细胞膜渗透率迅速增大，表明 TBEO
对于C. albicans ATCC 10231的抑菌机制可能是通

过增大单个细胞的细胞膜的通透性来实现的。 
 

 
 

图 1  不同浓度 TBEO 对白色念珠菌 (Candida 
albicans) ATCC 10231 形态影响的扫描电镜图  
Figure 1  SEM photography of the effect of 
different concentrations of TBEO on the 
morphology of Candida albicans ATCC 10231. A: 
Control (0 μL/mL). B: 1/2MIC (0.2 μL/mL). C: 
MIC (0.4 μL/mL). D: MFC (1.0 μL/mL). 

 

 
 

图 2  不同浓度 TBEO 对白色念珠菌 (Candida 
albicans) ATCC 10231 胞外 AKP 含量的影响  
Figure 2  Effects of different concentrations of 
TBEO on the extracellular AKP content of Candida 
albicans ATCC 10231.  
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图3  不同浓度TBEO对白色念珠菌(Candida albicans) 
ATCC 10231 细胞膜完整性影响的PI 染色荧光显微图 
Figure 3  PI fluorescence microscope photography 
of different concentrations of TBEO on cell 
membrane integrity of Candida albicans ATCC 
10231. A: Control (0 μL/mL). B: 1/2MIC (0.2 μL/mL). 
C: MIC (0.4 μL/mL). D: MFC (1.0 μL/mL). 
 

 
 

图 4  不同浓度 TBEO 对白色念珠菌(Candida 
albicans) ATCC 10231 细胞渗透率的影响  
Figure 4  Effects of different concentrations of 
TBEO essential oil on cell permeability of Candida 
albicans ATCC 10231.  
 

2.5  TBEO对白色念珠菌生物膜形成的影响

结果 
在白色念珠菌生物膜形成的 4、8、24 和

48 h 后加入 TBEO，在 96 孔板共培养 6 h，采

用结晶紫分析法测定白色念珠菌生物膜的形成

量，结果如图 5 所示。与对照组相比，在不同

时间段经多浓度精油处理后，最终生物膜形成

量减少了 40%−80%，说明精油可有效抑制白

色念珠菌生物膜的形成。而且从图 5 中可以看

出，在生物膜形成过程中，精油加入时间越

早，抑制效果越强。 

2.6  TBEO对白色念珠菌菌丝转化的影响结果 
白色念珠菌菌丝的形成影响着生物膜的结

构与体系，其菌丝具有对宿主更强的黏附及入

侵能力。显微镜下观察经不同浓度精油处理后

白色念珠菌的菌丝形态，可探究 TBEO 对白色

念珠菌菌丝转化的影响，试验结果如图 6 所

示。未加精油处理的对照组(图 6A)在培育之

后，大部分菌形成较长菌丝且结聚成团。与对

照组相比，经精油处理后的 3 个试验组，生成

的菌丝数量明显减少，MFC 浓度组(图 6D)中
几乎无菌丝的形成。试验结果表明，TBEO 能

够抑制白色念珠菌菌丝的形成且抑制作用随精

油浓度的增大而增强。 

 

 
 

图 5  不同浓度 TBEO 对白色念珠菌(Candida 
albicans) ATCC 10231 生物膜生物量的影响  
Figure 5  Effects of different concentrations of 
TBEO on biofilm formation of Candida albicans 
ATCC 10231.  
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2.7  TBEO对白色念珠菌黏附作用的影响结果 
黏附作用在早期白色念珠菌生物膜的形

成过程中十分重要，因此抑制黏附对抗菌尤

为关键 [23]。通过结晶紫分析法检测经精油处

理后黏附的真菌数量，试验结果如图 7 所示。

与未加精油处理的对照组相比，加入不同浓度

精油处理后，菌黏附数量显著减少(P<0.05)， 

 
图 6  不同浓度 TBEO 对白色念珠菌(Candida 
albicans) ATCC 10231 菌丝形成的影响  
Figure 6  Effects of different concentrations of 
TBEO on hyphae formation of Candida albicans ATCC 
10231. A: Control (0 μL/mL). B: 1/2MIC (0.2 μL/mL). 
C: MIC (0.4 μL/mL). D: MFC (1.0 μL/mL). 
 

 
 

图 7  不同浓度 TBEO 对白色念珠菌(Candida 
albicans) ATCC 10231 黏附作用的影响 
Figure 7  Effect of different concentrations of TBEO on 
adhesion of Candida albicans ATCC 10231. *: P<0.05. 

当精油浓度达到 MFC 时几乎无黏附。由此结

果猜测，白色念珠菌黏附作用能够被精油抑制，

精油浓度越高，抑制作用越强。 
2.8  TBEO对白色念珠菌水解作用的抑制能力 

磷脂酶作为白色念珠菌的一类水解酶可水

解宿主细胞，加速对宿主的侵袭，进而导致组

织损伤[24]。通过测定磷脂酶活性判断抑菌机制与

白色念珠菌水解能力的关系，试验结果如图 8 所

示。除 1/2MIC 处理组外，其余精油处理组的 PZ
值均显著高于对照组(P<0.05)。随着精油浓度增

大，PZ 值增大，MFC 浓度组 PZ 值接近 1，磷脂

酶几乎无活性。试验结果表明 TBEO 可有效降低

白色念珠菌磷脂酶活性，磷脂酶活性随着精油浓

度增大而减小。 
2.9  TBEO对白色念珠菌相关基因的调控作用 

HWP1、ALS4和 PLB1在白色念珠菌生物膜

的形成过程中发挥着重要作用，控制 3 种基因

的表达可以有效抑制生物膜的形成，达到高效

除菌的效果。前期试验结果也证明 TBEO 确实

对白色念珠菌形态转变、黏附和磷脂酶活性有

抑制作用。因此本试验通过实时荧光定量 PCR
法进一步探究 HWP1、ALS4 和 PLB1 的表达水

平，试验结果如图 9 所示。由图 9A 可知，基因 

 
图 8  不同浓度 TBEO 对白色念珠菌 (Candida 
albicans) ATCC 10231 磷脂酶分泌的影响     
Figure 8  Effect of different concentrations of 
TBEO on phospholipase secretion of Candida 
albicans ATCC 10231. *: P<0.05. 
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图 9  不同浓度 TBEO 对白色念珠菌(Candida albicans) ATCC 10231 相关基因相对表达量的影响  
Figure 9  Effects of different concentrations of TBEO on the relative expression of genes in Candida albicans 
ATCC 10231. *: P<0.05.  
 
HWP1 表达量经 MIC 和 MFC 的精油处理后均有

所下调，表达水平下调程度大于 50%。由图 9B
和图 9C 可知，经 1/2MIC、MIC 和 MFC 浓度的

精油处理 6 h 后，ALS4 及 PLB1 两个基因表达量

显著下调(P<0.05)。 

3  讨论与结论 
本试验首先评价 5 种百里香精油对白色念

珠菌的抑菌活性，筛选出的 TBEO 对白色念珠

菌具有最佳抑菌作用。在 Pozzatti 等[25]的研究

中，百里香精油、牛至精油对真菌、酵母菌以

及革兰氏阴性菌和阳性菌均具有良好的杀菌作

用。这与本试验中 TBEO 展现出的良好抑菌活

性相符，植物精油对白色念珠菌具有较好的抑

菌功效，且符合人们追求绿色自然的理念，具

有良好的应用前景和实用价值。此外，从试验

结果中可以看出，同种精油的抑菌活性差异较

大，如 TBEO 相较于其他种类的百里香精油展

现出更高的抑菌活性。这可能是由于精油的植

物来源、植物种植时间和提取效率等差异，导

致精油成分差异较大，抑菌功效不同。 
在张妤[26]的研究中，同一时期不同种百里

香精油存在一定的成分差异，东北百里香精油

相较于其他百里香精油，其成分以芳香族化合

物、氧化萜类化合物为主，含量最多为百里香

酚；而兴凯百里香精油中百里香酚含量仅为

4.11%；兴安百里香精油中含量最多的是烷烃类

化合物(36.74%)。百里香酚为百里香属植物共

同含量较高的成分，但各地区百里香属植物精

油的成分在组成和相对含量上有明显的不同，

这表明了百里香属植物的多样性。本研究气质分

析试验结果显示，TBEO 的主要成分 α-松油醇

(43.43%)，MIC为0.6 μL/mL，MFC为1.0 μL/mL，
抑菌效果接近 TBEO 本身，初步推测含有更多

α-松油醇可能是 TBEO 对白色念珠菌的抑菌活

性优于其他百里香精油的主要原因。 
为阐明 TBEO 抑制白色念珠菌的机制，首

先评估了 TBEO 对白色念珠菌细胞壁膜及细胞

膜的损伤能力。经扫描电镜观察，未处理的白

色念珠菌表面光滑，形态清晰，结构良好；处

理后的念珠菌细胞凹陷皱缩，表面不规则，这

可能是细胞膜受损、细胞内压力变化的结果。

PI 染料很难穿透活细胞的细胞膜，除非细胞膜

产生破洞损伤。与 Adhavan 等[27]的研究结果相

似，在加入 TBEO 后，短时间内 C. albicans 
ATCC 10231 的 AKP 浓度、细胞膜渗透率迅速

增大，表明 TBEO 使白色念珠菌的细胞壁发生

破裂，细胞壁的完整性受到损伤，并增大了白
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色念珠菌细胞膜的通透性。 
研究表明，白色念珠菌在形成生物膜后对抗

真菌药物的耐受性将提高 1 000 多倍[28]。生物膜

的抗药能力增强与多种因素相关。例如，影响黏

附过程、影响部分基因的改变以及细胞外基质阻

止药物渗透等。在本研究中，TBEO 对 C. albicans 
ATCC 10231 生物膜的形成有良好的抑制作用，

并且对与白色念珠菌生物膜相关的 3 个毒力因

子(黏附、形态转变和水解酶)有抑制作用。黏附

是白色念珠菌致病的首要因素[29]，RT-qPCR 结

果显示，TBEO 处理后白色念珠菌的黏附相关基

因 ALS4 的相对表达量显著下降；而且通过结晶

紫染色分析发现，MIC 组的精油可减少 70%的

白色念珠菌黏附。菌丝的转换是白色念珠菌致病

的初始阶段。结果表明，TBEO 能显著下调形态

转变相关基因 HWP1 的相对表达量，通过显微

镜观察发现 TBEO 可抑制白色念珠菌菌丝的形

成，从而在致病过程的初始阶段起到预防作用。

通常情况下，宿主细胞的细胞膜由蛋白质和脂质

组成，白色念珠菌能够分泌多种水解酶，如蛋白

酶和磷脂酶水解宿主细胞表面，加快侵袭，引起

组织损伤。TBEO 下调了磷脂酶相关基因 PLB1
的相对表达量，对磷脂酶的活性有明显的抑制作

用，表明精油能抑制白色念珠菌对宿主细胞的水

解。但精油在 1/2MIC 组，基因表达量略微上调，

需要进一步研究探明原因。精油的成分种类多

样，可同时从多方面作用于菌体，不仅可以减少

白色念珠菌对宿主的黏附，阻止菌体向致病性更

强的菌丝形态转变，也可以降低白色念珠菌对宿

主的侵袭和损伤，从而产生抑菌功效。 
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