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摘要：研究了肉桂醛、柠檬醛对烟曲霉色素及其关键基因 !"#!’()* 表达的影响。结果表明随着肉桂醛、柠檬醛浓

度的增加，菌苔逐渐变稀、薄且烟绿色色素逐渐变淡，甚至白化；肉桂醛、柠檬醛对 !"#! 基因 ’()* 表达有明显抑制

作用，随着药物浓度的降低这种抑制作用亦相应呈现不同程度的减弱，肉桂醛、柠檬醛可能通过抑制 +,-!’()* 的

表达导致烟曲霉缺失烟绿色色素。
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烟曲霉菌广泛存在于自然界，通过高度分散的

分生孢子繁殖并传播，经呼吸道侵入宿主呼吸系

统，主要影响免疫受损人群，引起致死性的侵袭性

曲霉感染，是重要的条件致病真菌［!］。目前临床用

于治疗曲霉感染的化学类药物极为有限，且多数毒

副作用大、易产生耐药等。从上世纪 "$ 年代开始现

已发现许多中药有抗真菌活性，但对中药活性成分

抗曲霉作用的深入研究极少。本实验室从 "$$! 年

开始便开展了中药活性成分的抗曲霉作用及机理

研究。

柠檬醛、肉桂醛分别是中药肉桂和山苍子的主

要成分。谢小梅等［"］实验表明二者具有良好的抗曲

霉菌作用。烟曲霉色素存在细胞壁上且是目前已

明确的关键毒力因子。该两种药物是否影响烟曲

霉色素形成？本实验分别从宏观和基因转录水平

研究了肉桂醛、柠檬醛对烟曲霉色素的影响。

! 材料与方法

!A! 材料

!A!A! 烟曲霉菌株：1111?<Z*T ! 购自中国医学真

菌中心（南京）。

!A!AB 药物：肉桂醛（J:CC+’+,O@HWO@，J:CCT）中国上
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海双喜香料制剂厂（生产批号：!""!"#"$，纯度 %
&’(），比重 $)"#* + $)"’$；柠檬醛（,-./01）德国进口

（批 号：""!#2& 3!""2’45!， 纯 度 % &2(），比 重

")22* + ")22&。

!"!"# 培养基：670809’: 培养基按文献［5］配制。

!"!"$ ;<= 提取 及 ;>?@6; 试 剂［#］：>0A0;0 ;<=
@6; A-.（=BC）试剂盒，为宝生物工程公司 产品；

D<= 酶!为 @/EFGH0 公司产品；B0/9G/ DI!"""：片段

长 度 分 别 !"""J8，$"""J8，*’"J8， ’""J8，!’"J8，

$""J8 宝生物工程公司生产。@6; 引物：上海生物

工程技术公司。

!"!"% 仪 器：BK?$4" 霉 菌 培 养 箱，L1./E:8G,#5""
紫外M可 见 分 光 光 度 计，@>6?!"" 梯 度 热 循 环 仪；

3NOB=!A?$’ 高速冷冻离心机；P;?!"" 复日凝胶图

象分析系统；DQQ?"?’ 型稳压稳流型电泳仪等。

!"& 方法

!"&"! 菌液制备：见参考文献［’］。

!"&"& 固体培养基上观察不同浓度药物对烟曲霉

色素的影响：参考文献［’］在冷却至 ’"R左右的蔡

氏固体培养液中分别加入不同剂量的药物，混匀后

迅速倒入直径为 $’,F 的平皿内，使药物终浓度分

别 为：柠 檬 醛，")$4#HMFI、")$$#HMFI、")"2#HMFI、

"#HMFI；肉桂醛，")!##HMFI、")$4#HMFI、")"2#HMFI、

"#HMFI，培养基凝固后，将制备的孢子悬液均匀涂

布于含不同浓度药物的蔡氏培养皿中（孢子终浓度

为 $"# 个MFI），同时设不加药物的为空白对照组。

置 !4)’R真菌培养箱中恒温静止培养 #S + *S，观察

烟曲霉的生长情况。

!"&"# 用药前后烟曲霉总 ;<= 的提取：见文献［#，

4］。（$）烟曲霉总 ;<= 的提取：采用异硫氰酸胍改

进法。（!）;<= 完整性测定：甲醛变性凝胶电泳。

（5）总 ;<= 纯 度 测 定：分 别 测 定 样 品 在 !5"TF，

!4"TF，!2"TF 处的 !" 值，通过计算 !"!4" M!"!2" 和

!"!4" M!"!5"比值，确定总 ;<= 的产量和纯度。

!"&"$ 烟曲霉总 ;<= 的 ;>?@6;
（$）,D<= 合成：按 >0A0;0 ;<= @6; A-.（=BC）

试剂盒使用说明进行，样品反转录重复 5 次，反转

录物 U 2"R保存备用。

（!）目的基因 @6; 扩增：@6; 引 物 合 成 参 照

HGTGJ0T9 中$?.LJ1-T、#$%$ 的基因序列，应用 @/-FG/
@/GF-G/4)" 分子生物学软 件分别设计上、下游引物。

$?.LJ1-T HGTG OGTV0T9 序列号：=P$5!!!!，@6; 产物长

度为 &4J8；#$%$ HGTG OGT V0T9 序列号：=P"!’’#$，

@6; 产物长度为 #4$J8。以$?.LJ1-T HGTG 作为内参。

@6; 反应管中分别加入$?.LJ1-T HGTG 及待测目的基

因引物进行 @6;，实验重复 5 次。

（5）@6; 产物的半定量：@6; 产物于 $(琼脂糖

凝胶电泳。电泳后凝胶于 WV 溶液中染色，条带直

接经凝胶图象分析系统进行灰度扫描。$?.LJ1-T 作

为内参，目的条带的积分密度值与同时扩增的$?
.LJ1-T 条带的积分密度值的比值进行半定量分析。

!"&"% 统计学处理：结果以均数 X 标准差表示。应

用 3@33&)" 统计分析软件进行数据处理。

& 结果

&"! 固体培养基上两种药物对烟曲霉色素的影响

结果显示随着肉桂醛、柠檬醛浓度的增加，菌

苔逐渐变稀薄，色素逐渐变淡。见图 $、图 !。

图 $ 不同浓度柠檬醛对烟曲霉菌色素形成的影响

柠檬醛浓度分别为 ")$4#HMFI，")$$#HMFI，")"2#HMFI，"#HM FI，培

养条件：!4)’R培养 4S

图 ! 不同浓度肉桂醛对烟曲霉菌色素形成的影响

肉桂醛 浓 度 分 别 为 ")!##HMFI，")$4#HMFI，")"2#HMFI，"#HMFI，

培养条件：!4)’R培养 4S

&"& 用药前后烟曲霉总 ’() 的完整性和纯度

&"&"! 用药前后烟曲霉总 ;<= 的完整性：甲醛变

性凝胶电泳测定 ;<= 完整性，结果见图 5。凝胶电

泳结果显示，除少数条带模糊拖尾外，大多数泳道

的 !23 /;<= 和 $23 /;<= 条带清晰，!23 /;<= 条带
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亮度约为 !"# $%&’ 条带亮度的 ( 倍，表明总 %&’
分子完整、无降解。

图 ) 烟曲霉总 %&’ 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳图

! 未 用 药 组 烟 曲 霉，) 柠 檬 醛 浓 度 *+*,!-./0，1 柠 檬 醛 浓 度

*+*)2!-./0，, 柠檬醛浓度 *+*(!-./0（培养 !*3），4 柠檬醛浓度

*+*)2!-./0，" 柠檬醛浓度 *+*(!-./0（培养 13），2 柠檬醛浓度

*+*)2!-./0，5 柠檬醛浓度 *+*(!-./0（培养 ,3）

!"!"! 用药前后烟曲霉总 %&’ 的纯度：将提取的

烟曲霉总 %&’ 经一定比例稀释后，置紫外分光光度

扫描仪上扫描。测定样品在 ()*6/、(1*6/、("*6/
处的 !" 值，得到 !"(1* .!"("* 和 !"(1* .!"()* 比值，

图略。结 果 显 示：样 品 !"(1* .!"("* 比 值 为 !+" 7

(+*，说明样品无蛋白质污染，无抽提液成分残留；

!"(1* .!"()* 8 (+*，说明无小分子或盐等干扰杂质存

在［1］。

!"# 肉桂醛、柠檬醛处理前后烟曲霉总 $%& 的

$’()*$
选取总 %&’ 纯度及完整性好的样品进行反转

录合成 9:&’，用 #$%! 基因的特异性引物以 9:&’
为模板分别进行 ;<% 扩增，同时以"=>?@AB6 -C6C 为

内参（用药前后"=>?@AB6 -C6C 的 %D=;<% 结果表明"=
>?@AB6 -C6C 的转录不受药物影响）。扩增产物经琼

脂糖凝胶电泳，电泳图谱扩增条带与预先设计一

致，结果见图 4、图 2，条带经凝胶图象分析系统进行

灰度扫描，以目的条带的积分密度值与同时扩增的

"=>?@AB6 -C6C 条带积分密度值的比值进行半定量分

析，组间比较用 & 检验，结果见表 !。

结果表明：肉桂醛（*+*(2!-./0）作用 )3、13、,3
后，烟曲霉 #$%! 基因的 /%&’ 表达均较未用药组降

低，差异有极显著性意义（ ’ E *+*!）；柠檬醛在低浓

度（*+*(!-./0）作用 13 后，对烟曲霉 #$%! 基因的

/%&’ 表 达 无 抑 制（ ’ 8 *+*2）；较 高 浓 度（*+*)2

!-./0、*+*,!-./0）作用 ,3、!*3 后，烟曲霉 #$%! 基因

的 /%&’ 表达量较未用药组降低，差异有极显著性

意义（’ E *+*!）。

表 + 不同浓度肉桂醛、柠檬醛作用不同时间后

烟曲霉 !"#+ 基因的 ,$%& 表达情况

药物
浓度

（!-./0 ）

时间

（3）

组别

未用药组 用药组

) (+12! F *+**! *+))5 F *+*)!

肉桂醛 *+*(2 1 (+,*2 F *+**1 !+"5, F *+*(!

, *+2!" F *+*( *+)(5 F *+**!!

柠檬醛 *+*( 1 (+,*2 F *+**1 !+,*5 F !+*1!!

*+)2 , *+2!" F *+*( *!

!* 4+*, F *+(!( !+2*( F *+!25!

*+*, !* 4+*, F *+(!( *!

注：与相应的未用药组比较，! ’ E *+*!；!! ’ 8 *+*2

图 4 肉桂醛与柠檬醛作用 13 后烟曲霉 #$%!
基因 %D=;<% 产物电泳图

! /G$HC$ :0(***，( 未用药组，) 柠檬醛（*+*)2!-./0），4 肉桂醛

（*+*(2!-./0），2 柠檬醛（*+*(!-./0）

图 2 肉桂醛（*+*(2!-./0）作用 )3 后烟曲霉 #$%! 基因

%D=;<% 产物电泳图。! /G$HC$:0(***，( 未用药组，) 用药组
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! 讨论

目前临床应用的抗真菌药主要有两大类：多烯

类与唑类药物，均作用于真菌细胞膜，因其毒副作

用大、抗菌谱窄、易产生耐药等原因，在临床上应用

受到限制。细胞壁是真菌细胞特有的，为其生存必

需，有固定细胞外形和保护细胞等多种生理功能。

而哺乳动物没有细胞壁，作用于真菌细胞壁的药物

可以选择性的作用于真菌而对人类几乎没有毒性，

近年来真菌细胞壁已经成为了新的抗真菌的靶点。

中药因来源广泛、毒性小，本实验室研究表明肉桂

醛和柠檬醛具有良好的广谱抗真菌作用，并已分别

从细胞水平、分子水平和基因转录水平探讨了肉桂

醛、柠檬醛抗烟曲霉、黄曲霉的部分作用机理，认为

肉桂醛、柠檬醛抗曲霉菌作用机理复杂且多方面。

!"#"$"%& 在研究活力康唑（’(#&)($"*(+,，!-.）抑

制曲霉菌分生孢子形成的实验中发现，黄曲霉、烟

曲霉菌的色素仅局限在分生孢子上，!-. 在低浓度

（/0123!4567）时，对烟曲霉、黄曲霉菌丝生长几乎无

抑制作用，但完全抑制了分生孢子的形成而产生了

白色的菌苔，该实验同时还发现，其它的唑类药物

或多烯烃类药物，在相同浓度时对菌丝有很强的抑

制作用，但对分生孢子形成的抑制作用却很小，因

此 !"#"$"%& 认为药物抑制分生孢子的形成并不是因

为它们抑制了菌丝的形成［8］。

烟曲霉分生孢子的色素和毒力密切相关，烟曲

霉色素阻碍了哺乳动物宿主防御系统，从而使其在

宿主体内得以生存引发疾病。资料表明烟曲霉菌

!"#1 基因的缺失致使分生孢子白化，扫描电镜见

"!"#1 株分生孢子表面修饰性棘状突起消失而呈现

光滑表面，对鼠模型毒力显著减弱，小鼠死亡率明

显降低，存活时间显著延长；体外实验中孢子分散

能力降低但疏水性并未改变，与补体 -9 结合能力

增加，更容易被人体嗜中性粒细胞吞噬；而回复突

变株的表型和对鼠模型的毒力均得到还原［:］。

;%"& 已经克隆出烟曲霉中调控烟灰色色素生物

合成的由 < 个基因组成的一个 1=>? 的基因族，其中

!"#1，!$%1 是关键基因。这些基因并非烟曲霉生存

的必须基因，但与烟曲霉致病力高度相关［=］。因而

本实验选择了色素合成的关键基因 !"#1，用 @;AB-@
方法检测其用药前后 !"#16@CD 的表达差异，进一

步从基因转录水平探讨柠檬醛、肉桂醛对烟曲霉色

素合成的影响。本研究结果表明：与未用药组比

较，肉桂醛、柠檬醛作用后烟曲霉菌苔稀薄，特征性

烟绿色色素减少甚至缺失；柠檬醛、肉桂醛均可抑

制烟曲霉色素合成的关键基因 "+?16@CD 的表达，

烟曲霉缺失烟绿色色素可能与 "+?16@CD 的表达抑

制有关。已证明烟曲霉 !"#1 基因与毒力高度相关，

本实验将为肉桂醛、柠檬醛应用于临床治疗烟曲霉

感染提供强有力的依据。
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