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植物乳杆菌HB13-2抑制白假丝酵母菌作用及机制
宁亚维，孙 颖，张东春，张雅娟，司海山，康亚朋，王志新，王世杰*

（河北科技大学食品与生物学院，河北 石家庄 050018）

摘  要：探究植物乳杆菌HB13-2上清液对白假丝酵母菌的抑制作用及机制。首先，通过二倍稀释法测定了上清液

对白假丝酵母菌的最小抑菌浓度。继而，通过荧光增白剂对细胞壁染色观察，结果表明上清液处理使荧光强度增

强，细胞壁出现损伤。通过流式细胞术检测结合荧光显微镜观察，结果显示植物乳杆菌HB13-2上清液改变了白假

丝酵母菌细胞膜通透性；利用DiSC3(5)检测跨膜电势，结果显示荧光强度增强，表明上清液导致跨膜电势消散。通

过扫描电镜观察其微观结构，发现植物乳杆菌HB13-2上清液使菌体发生形变并伴随内容物的泄漏。采用2’,7’-二氯

二氢荧光素二乙酸酯以及罗丹明-123荧光染色检测活性氧积累和线粒体膜电位，结果显示上清液使细胞内活性氧大

量积累，线粒体膜电位升高。综上，植物乳杆菌HB13-2上清液可通过破坏细胞壁和细胞膜使细胞发生形变，并导致线

粒体损伤，从而对白假丝酵母菌发挥抑制作用。本研究可为植物乳杆菌HB13-2作为口腔益生菌开发提供科学依据。
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Inhibitory Effect and Mechanism of Lactiplantibacillus plantarum HB13-2 on Candida albicans
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Abstract: This study explored the inhibitory effect and mechanism of the culture supernatant of Lactiplantibacillus 

plantarum HB13-2 on Candida albicans. The minimum inhibitory concentration was determined by the double dilution 

method. Then, the fluorescent dye calcofluor white (CFW) was used to stain the cell wall and observe it. The results showed 

that the supernatant enhanced the fluorescence intensity and damaged the cell wall. Flow cytometry and fluorescence 

microscopy showed that the supernatant changed the membrane permeability of C. albicans. The transmembrane potential 

was detected using the fluorescent probe DiSC3(5), and it was found that the fluorescence intensity was enhanced, 

indicating that the supernatant caused dissipation of the transmembrane potential. Through microstructural observation by 

scanning electron microscopy (SEM), it was found that the supernatant of Lactobacillus plantarum HB13-2 caused cellular 

deformation and leakage of intracellular contents. As detected by fluorescence staining with 2’,7’-dichlorodihydrofluorescin 

diacetate (DCFH-DA) and Rhodamine-123, the supernatant resulted in accumulation of a large amount of intracellular reactive 

oxygen species (ROS) and increased mitochondrial membrane potential. In conclusion, the supernatant of L. plantarum HB13-2 

can deform cells by destroying the cell wall and membrane and lead to mitochondrial damage, thereby inhibiting C. albicans. This 

study will provide a scientific basis for the development of L. plantarum HB13-2 as an oral probiotic.
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白假丝酵母菌是一种条件致病菌，通常存在于正常

人口腔黏膜、上呼吸道、肠道及阴道，当机体免疫功能

下降或菌群失调时则大量繁殖侵入细胞引起疾病。在口

腔中白假丝酵母菌感染可引起鹅口疮[1]，还会感染口腔黏

膜炎病变，导致口咽黏膜炎症[2]，并且与龋齿、牙周炎等

口腔疾病也密切相关[3]。白假丝酵母菌生物膜的形成是

导致和加深口腔疾病的重要原因，因为与浮游细胞相比

生物被膜细胞具有更大的耐药性，并且能更加持久的黏

附在牙齿或口腔黏膜表面。在口腔中白假丝酵母菌可以

与口腔致病菌形成混合生物膜并互相利用，例如与致龋

菌变异链球菌的相互作用可以增强细菌-真菌的结合，使

得形成的双物种生物膜具有更大的三维复杂性，增加抵

抗应激条件的能力，同时增强变异链球菌生物膜的致龋 

性[4-5]；白假丝酵母菌与牙菌斑形成相关的口腔链球菌协

同可以增加彼此的数量，口腔链球菌还能促进白假丝酵

母菌菌丝的形成；白假丝酵母菌与牙周炎致病菌伴放线

放线杆菌聚集杆菌也具有协同的作用，可明显增强毒力

从而破坏牙周组织[6]。

目前对口腔念珠病感染的治疗方法包括使用抗真菌

药物、天然植物衍生物、光动力疗法等，其中对于治疗

白假丝酵母菌常用的抗生素类药物包括氟康唑、两性霉

素B等。近年来抗真菌药物的大量使用使越来越多的耐药

菌株出现并传播[7]。为了应对白假丝酵母对抗生素的耐药

性，目前运用植物中提取的化合物替代传统药物得到广

泛研究。研究较多的植物衍生物包括提取物、精油、萜

烯、生物碱、黄酮类化合物、多酚、凝集素等[8]。光动力

疗法主要是利用光敏剂被光源激活并与氧气反应，导致

细胞死亡，对耐药性白假丝酵母也具有效果，但这种疗

法更适用于深度感染且有术后不良反应[9-10]。

白假丝酵母菌数量的增加会引起多种口腔疾病，

造成口腔菌群失衡，细菌与白假丝酵母的特定相互作用

可以促进其向致病菌的转变。因此对于口腔疾病，调节

菌群失衡的防治手段对维护口腔环境健康十分重要。近

几年益生菌在口腔中的使用和研究越来越受到关注，在

各项研究中均表明常见的几种乳酸菌如鼠李糖乳杆菌、

干酪乳杆菌、嗜酸乳杆菌等对白假丝酵母菌在口腔中的

发展均有抑制作用[11-12]。而益生菌的作用机制也多种多

样，其中包括通过黏附竞争、产生有机酸、细菌素、生

物表面活性剂等抑制病原体[13-14]。因此选取实验室前期

筛选出的对口腔致病菌具有较好抑制作用的植物乳杆菌

HB13-2，研究其对白假丝酵母菌的细胞壁、细胞膜、跨

膜电势、微观结构、活性氧（reactive oxygen species，

ROS）积累以及线粒体膜电位方面影响，分析植物乳杆

菌HB13-2上清液对菌体的抑菌作用机制，旨在为植物乳

杆菌HB13-2作为口腔益生菌开发提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

植物乳杆菌HB13-2分离自农家自制酸菜，白假丝酵

母菌ATCC10231由河北科技大学食品生物技术与安全实

验室保藏。

无水乙醇、戊二醛、乙酸异戊酯、异丙醇 天津

永大化学试剂公司；Hepes 北京科博生物技术有限 

公司；Nigericin、Valinomycin、DiSC3(5)、罗丹明-123、

2,’7’-二氯二氢荧光素二乙酸酯（2’,7’-dichlorodihydrofluo

rescein diacetate，DCFH-DA）、荧光增白剂（calcofluor 

white，CFW）荧光染料 美国Sigma公司；碘化丙啶

（propidium iodine，PI）、SYTO-9 美国Thermo Fisher

公司。

1.2 仪器与设备

YXQ-LS-5S立式蒸汽灭菌锅 上海博讯有限公司；

3-18K高速冷冻离心机 德国Sigma公司；ZSD-A1160恒

温培养箱 上海智诚分析仪器制造公司；BX53荧光显

微镜 日本奥林巴斯株式会社；F-7000-FL 220荧光分光

光度计、S-4800-1扫描电镜 日本日立公司；AccuriC6 

Plus流式细胞仪 美国Becton Dickinson公司；Alpha 2-4 

L Dplus冷冻干燥机 德国CHRIST公司。

1.3 方法

1.3.1 植物乳杆菌HB13-2上清液的制备

将植物乳杆菌HB13-2接种于MRS肉汤中于37 ℃恒

温培养48 h。 然后，将菌悬液8 000 r/min离心15 min，以

使植物乳杆菌与上清液分离。取出上清液后在－40 ℃预

冻12 h后置于冷冻干燥机30 h，将冻干后的上清液贮存 

在－40 ℃，实验进行前按照不同质量浓度制备上清液并

经0.22 μm无菌滤膜过滤处理。

1 . 3 . 2  最小抑菌浓度（ m i n i m u m  i n h i b i t o r y 

concentration，MIC）的测定

采用二倍稀释法测定植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵

母菌的MIC。将植物乳杆菌HB13-2上清液冻干配制成质

量浓度为640 mg/mL的上清液，白假丝酵母菌用YPD调

节浓度为106 CFU/mL。在96 孔板中先加入100 μL YPD，

再将质量浓度为400 mg/mL植物乳杆菌HB13-2上清液

加入第1个孔中，吸打混匀后取100 μL加入第2个孔，

依次重复，最终实验组终质量浓度100～5 mg/mL。以

200 μL YPD作为阴性对照组，以白假丝酵母菌液与YPD

各100 μL作为空白对照组。放入37 ℃培养箱24 h用光密

度法观察，以被抑制的最低抑菌剂浓度作为MIC。

1.3.3 时间-抑菌曲线的测定

将白假丝酵母菌活化后培养至对数期，调节菌浓度

为106 CFU/mL，配制不同质量浓度的植物乳杆菌上清液

与菌悬液等体积混合，使终质量浓度分别为1/2 MIC、
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MIC以及2 MIC，以不加入上清液作为空白对照。分别在

0、2、4、6、8、10、12、24 h用平板计数法进行活菌数

计数，并绘制时间-抑菌曲线。

1.3.4 细胞壁完整性的测定

用K O H和C F W染色检测上清液对白假丝酵母

菌细胞壁的影响 [ 15 ]。白假丝酵母菌悬液调整浓度为 

106
 CFU/mL，并在37 ℃与终质量浓度为1/2 MIC、MIC、

2 MIC、4 MIC的植物乳杆菌上清液孵育6 h。8 000 r/min

离心10 min后弃上清液，用0.85%生理盐水清洗菌体

3 次后，将菌体取1 环放置在载玻片上，用10% KOH和

0.1% CFW溶液染色，并用荧光显微镜观察，在每个质量

浓度的处理组中至少选择3 个随机视野观察。

1.3.5 细胞膜完整性的测定 

采用PI和SYTO-9染色法分析白假丝酵母菌细胞膜完

整性[16]。将培养至对数生长期的白假丝酵母菌用0.85%

生理盐水重复清洗3 次，重悬为浓度106 CFU/mL的菌

悬液，将用生理盐水配制的不同质量浓度植物乳杆菌

上清液与菌悬液等体积混合，使上清液终质量浓度为

1/2 MIC、MIC、2 MIC、4 MIC，未经过上清液处理的菌

体作阴性对照，用70%异丙醇溶液处理的样品用作阳性

对照，并在37 ℃恒温培养箱孵育6 h。离心后收集细胞，

清洗3 次以去除上清液，重悬在生理盐水中，在黑暗条件

下用2 μmol/L SYTO-9和12 μmol/L PI染色15 min。再次清

洗3 次探针，重悬后用荧光显微镜观察，并用流式细胞仪

分析。

1.3.6 细胞膜跨膜电势的测定

采用DiSC3(5)考察菌体细胞膜跨膜电势变化[17]。将

培养至对数生长期的白假丝酵母菌用含有10 mmol/L葡

萄糖的Hepes缓冲液（5 mmol/L）重复清洗3 次，重悬

为浓度106 CFU/mL的菌悬液，向菌液中加入DiSC3(5)使

其终浓度为1 μmol/L，37 ℃避光孵育30 min，加入终浓

度100 mmol/L KCl溶液。在比色皿中加入等体积菌悬液

和不同质量浓度抑菌剂，使抑菌剂终质量浓度分别为

1/2 MIC、MIC、2 MIC、4 MIC，以0.85%生理盐水作空

白对照。以Valinomycin作为阴性对照，以Nigericin作为

阳性对照（终浓度5 mmol/L），以Hepes缓冲液为空白对

照组，用荧光分光光度计进行时间扫描，测定荧光强度

变化（激发波长650 nm，发射波长672 nm）。

1.3.7 扫描电镜分析

收集对数期的白假丝酵母菌，清洗、重悬，调整菌

浓度为106 CFU/mL，将等体积菌悬液与不同质量浓度植

物乳杆菌上清液混合作用6 h。离心，用0.1 mol/L磷酸盐

缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）清洗菌体后，

在4 ℃下用体积分数2.5%戊二醛溶液固定过夜。之后，样

品经0.1 mol/L PBS清洗除去戊二醛，然后用乙醇（30%、

50%、70%、85%、90%、100%）进行逐级梯度脱水，每

次15 min，无水乙醇脱水2 次。最后用乙酸异戊酯将乙醇置换

2 次，每次20 min，干燥后通过扫描电子显微镜观察。

1.3.8 细胞内ROS的测定

DCFH-DA用于测定白假丝酵母菌中细胞内ROS

水平 [18]。将培养至对数期的白假丝酵母菌用0.1 mol/L  

PBS清洗3 次，重悬在PBS中并将菌悬液浓度调节为 

106 CFU/mL，将植物乳杆菌上清液与菌悬液等体积混

合，使终质量浓度分别为1/2 MIC、MIC、2 MIC以及

4 MIC，以不加上清液组为对照组，于37 ℃孵育6 h。然

后，用PBS清洗细胞3 次以除去上清液，再重悬在1 mL

的PBS中，加入DCFH-DA使其终浓度为10 μmol/L，避

光孵育30 min。再次用PBS清洗探针3 次，以PBS为空白

对照组并通过荧光分光光度计测定荧光强度（激发波长

488 nm，发射波长520 nm）。

1.3.9 线粒体膜电位

采用罗丹明-123考察菌体线粒体膜电位的变化[19]。

将培养至对数期的白假丝酵母菌用0.1 mol/L PBS清洗

3 次，重悬在PBS中并将菌悬液浓度调节为106 CFU/mL，

用PBS配制植物乳杆菌上清液与菌悬液等体积混合，使

终质量浓度分别为1/2 MIC、MIC、2 MIC以及4 MIC，

以不加上清液组为对照组，于37 ℃孵育6 h。用PBS清洗

菌体以除去上清液，加入罗丹明-123，于37 ℃避光染色

30 min。再次清洗探针3 次，以PBS为空白对照组，通过

荧光分光光度计测定荧光强度（激发波长486 nm，发射

波长525 nm）。

1.4 数据处理

所有实验均重复3 次取其平均值。采用Origin 9.0软

件通过单因素方差分析法对实验结果进行统计分析并作

图，P＜0.05，差异显著。

2 结果与分析

2.1 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌的抑菌活性

MIC可以反映植物乳杆菌HB13-2上清液对浮游白假

丝酵母菌的抑制活性，测定得到其MIC值为50 mg/mL。

进一步进行时间-抑菌曲线的测定，以考察植物乳杆菌

HB13-2上清液对白假丝酵母菌生长和繁殖的抑制情况。

如图1所示，与没有加入植物乳杆菌上清液的细胞相比，

1/2 MIC、MIC、2 MIC处理对白假丝酵母菌均有抑制作

用，且呈质量浓度依赖性。在1/2 MIC处理组中植物乳杆

菌HB13-2上清液延缓了白假丝酵母菌的生长速度，MIC

处理组完全抑制了白假丝酵母菌的生长繁殖，在作用24 h

后白假丝酵母菌处于生长停滞状态，数量与0 h相比基本

保持不变，2 MIC处理组则在作用2 h后无活菌检出，表

明在此质量浓度下植物乳杆菌HB13-2上清液对白假丝酵

母菌显示出致死作用。
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图 1 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌的抑菌曲线

Fig. 1 Inhibitory curves of L. plantarum HB13-2 against C. albicans

2.2 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌细胞壁完整性

的影响

白假丝酵母菌的细胞壁起到渗透屏障、维持细胞完

整性并赋予结构刚性的作用，主要是由几丁质和β-1,3-

葡聚糖组成[20]。荧光染料CFW与组成细胞壁的成分几丁

质具有亲和力，两者结合可发出蓝光，蓝光强度越强则

证明几丁质越密集，结合的越紧密，因此采用荧光染料

CFW对白假丝酵母进行染色，考察了植物乳杆菌上清液

对白假丝酵母菌细胞壁的作用[21]。图2荧光显微镜观察

结果显示，未经上清液处理过的细胞与经上清液处理后

的细胞均呈蓝色荧光，但未经上清液处理过的细胞荧光

强度较弱，1/2 MIC与MIC处理组仅观察到荧光强度的增

强，而2 MIC处理组可以观察到部分菌体的端部出现亮荧

光，这种现象在4 MIC处理组中明显增多，大部分菌体都

带有明显的亮点。Rueda等[22]研究证明，利用能有效杀灭

念珠菌的药物——卡泊芬净处理白假丝酵母后，发现细

胞壁中的几丁质积累，并使其他细胞壁成分重排，这可

能是药物引起细胞壁修复机制的信号通路的激活，但并

不足以使细胞免受药物的攻击。Da Silva等[21]发现，从石

榴果皮中提取的凝集素PgTeL经荧光染料CFW染色后酵

母壁中CFW荧光强度增强，并且出现在细胞质中扩散的

现象，表明细胞壁完整性丧失。因此，在本研究中上清

液处理后观察到荧光强度增强可能是由于几丁质的积累

造成，而细胞中出现荧光斑点可能是由于细胞壁成分的

重排导致荧光沾染率的差异，这表明上清液使细胞壁产

生了损伤，从而导致几丁质的补偿性增加。

50 µm 50 µm 50 µm

A B C

50 µm 50 µm

D E

A.对照组；B. 1/2 MIC处理；C. MIC处理；

D. 2 MIC处理；E. 4 MIC处理。图3、4同。

图 2 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌细胞壁完整性的影响

Fig. 2 Effect of L. plantarum HB13-2 on the cell wall integrity of C. albicans

2.3 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌细胞膜完整性

的影响

采用PI和SYTO-9对白假丝酵母菌进行染色，并通

过荧光显微镜观察植物乳杆菌HB13-2上清液对其细胞膜

完整性的影响。PI不能通过完整的细胞膜对DNA进行染

色，但当细胞膜破损使可以进入胞内对DNA染色并发出

红色荧光[23]，而SYTO-9能够通过细胞膜对DNA进行染色

发出绿色荧光[24]，因此对细胞进行双染后从荧光显微镜

观察菌体的颜色呈现绿色、黄色、橙色、红色，红色荧

光强度越强则表明菌体细胞膜受损越严重。如图3所示，

未经上清液处理过的细胞呈现绿色表明菌体细胞膜完整

未出现破损，1/2 MIC处理组菌体仍以绿色为主，少数菌

体呈现黄色，表明在此质量浓度处理下对大部分白假丝

酵母菌细胞膜损伤不大；MIC处理组少部分菌体呈现黄

色荧光强度较弱；2 MIC处理组中呈现黄色的菌体数量增

加，少数菌体呈现橙色；4 MIC处理组红色荧光强度明显

增加，菌体呈现红色表明菌体细胞膜损伤严重。

50 µm 50 µm 50 µm

A B C

50 µm 50 µm

D E

图 3 植物乳杆菌HB13-2上清液对白假丝酵母菌细胞膜完整性的影响

Fig. 3 Effect of the culture supernatant of L. plantarum HB13-2 on the 

cell membrane integrity of C. albicans

为了进一步考察上清液对细胞膜的破坏，采用流式

细胞术对破损程度进行定量分析。如图4所示，未经处理

的白假丝酵母菌膜受损率为0.2%，1/2 MIC处理组膜受损

率为2.3%，MIC处理组膜受损率为13.9%，2 MIC处理组

膜受损率为56.8%，4 MIC处理组膜受损率为84.3%。因

此，流式细胞仪结果表明1/2 MIC和MIC处理组对细胞膜

的破坏作用均不明显，2 MIC与4 MIC处理组则显示出显

著的破坏作用。荧光显微镜观察结果与流式细胞仪检测

结果一致，均表明上清液处理可以破坏细胞膜完整性。
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图 4 流式细胞术分析植物乳杆菌HB13-2上清液对白假丝酵母菌 

细胞膜完整性的影响

Fig. 4 Flow cytometry analysis of the effect of the culture supernatant of  

L. plantarum HB13-2 on the cell membrane integrity of C. albicans

2.4 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌细胞膜跨膜电

势的影响

DiSC3(5)是一种亲脂性的荧光探针，由于其疏水性

和阳离子性质可以穿透脂质双层并在极化细胞中积累到

高水平[25]。膜去极化后，染料迅速从细胞中释放，随后

可通过荧光分光光度计检测其荧光强度从而判断细胞膜

膜电势水平[26]。如图5所示，未经上清液处理的细胞荧

光强度为28.97，经Nigericin处理过的阴性对照组荧光强

度为26.325，而经1/2 MIC、MIC、2 MIC、4 MIC处理

后的细胞最终荧光强度分别达到54.57、66.12、86.305、

100.48，随着上清液质量浓度的增加，DiSC3(5)荧光强度

增大，呈现质量浓度依赖性。细胞内电化学梯度的破坏

与质膜通透性的增加相关[27]，上清液可能通过导致白假

丝酵母菌细胞膜的去极化及通透性增加，从而起到抗真

菌作用，这一结果与杜仲抗菌肽EuCHIT1对白假丝酵母

菌的抑菌机制类似均可破坏膜电势[28]。
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图 5 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌跨膜电势的影响

Fig. 5 Effect of L. plantarum HB13-2 on the transmembrane  

potential of C. albicans

2.5 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌超微结构的影响

如图6所示，未经上清液处理的白假丝酵母菌菌体完

整、饱满、边缘清晰，且表面光滑呈球状，而用不同质

量浓度植物乳杆菌HB13-2上清液处理6 h后白假丝酵母菌

的形态发生了不同程度改变。经MIC处理后，白假丝酵

母菌菌体表面变的粗糙，并出现皱缩，部分菌体表面出现

凹陷，并伴有少量附着在菌体上的泄漏内容物。经2 MIC

处理后，白假丝酵母菌菌体表面皱缩，出现严重凹陷并产

生空洞，大量泄漏的内容物与溶解的细胞以及细胞碎片出

现，并出现附着团聚的现象。

10.0 µm3.0 kV 8.8 mm 4.00 k 10.0 µm3.0 kV 8.6 mm 4.00 k 10.0 µm3.0 kV 8.6 mm 4.00 k

A B C

A.对照组；B. MIC处理；C. 2 MIC处理。

图 6 扫描电镜观察植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌 

形态结构的影响

Fig. 6 Effect of L. plantarum HB13-2 on the morphological structure of 

C. albicans observed by SEM

2.6 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌ROS的影响

ROS是在细胞氧化呼吸过程中产生，还原酶可以消
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除产生的ROS，以达到细胞内氧化还原的平衡，当ROS

水平较高时可能会扰乱细胞正常代谢，破坏细胞器和细

胞膜，从而进一步导致细胞的死亡[29]。DCFH-DA能够

进入细胞，并通过酯酶脱乙酰化为2’,7’-二氯二氢荧光素

（2’,7’-dichlorodihydrofluorescein，DCFH），DCFH不能

通过细胞因此留存在细胞内部，DCFH无荧光但当ROS存

在时能够被氧化为有荧光的2’,7’-二氯荧光素，因此通过

测定荧光强度可以测定细胞内ROS的积累水平[30]。如图7

所示，未经处理的细胞荧光强度为9.41，而经1/2 MIC、

MIC、2 MIC、4 MIC处理后的细胞最终荧光强度分别达

到15.78、30.86、56.68、83.995，荧光强度的增强表明

植物乳杆菌HB13-2上清液能显著增加白假丝酵母菌细胞

内ROS水平，并呈现质量浓度依赖性。ROS积累是许多

抗真菌药物以及化学物质发挥抑制和致死作用的机制之

一，伊曲康唑是对白假丝酵母十分有效的杀菌剂，其主

要杀菌机制是引起白假丝酵母菌ROS的积累诱导细胞的

凋亡[31]。经香芹酚处理后的白假丝酵母，ROS水平增加

并且改变了线粒体膜电位，并影响了线粒体形态[32]。因

此ROS的积累可能是上清液的抑菌机制之一，并有可能

对白假丝酵母菌的线粒体产生影响。
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图 7 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌ROS的影响

Fig. 7 Effect of L. plantarum HB13-2 on intracellular ROS levels in C. albicans

2.7 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌线粒体膜电位

的影响

线粒体膜电位作为细胞能量状态的指标，可以反

映线粒体中的质子负荷、电子转运蛋白的活性和线粒体

膜的通透性[33]，因此膜电位的改变也是抗真菌的重要机

制。罗丹明-123是一种阳离子亲脂性染料，渗透到带负

电荷的线粒体中，并反映线粒体膜电位[19]。如图8所示，

植物乳杆菌HB13-2以质量浓度依赖的方式显著增强了罗

丹明-123荧光强度，未经处理过的细胞荧光强度为9.26，

而经1/2 MIC、MIC、2 MIC、4 MIC处理后终荧光强度分

别达到13.36、15.495、25.57、45.96，显著增加了白假丝

酵母菌线粒体膜电位水平。线粒体膜电位的增加表明上

清液可以诱导白假丝酵母菌线粒体膜电位的超极化，并

诱导线粒体损伤，使线粒体功能出现障碍。线粒体是细

胞凋亡过程中最常见的ROS来源，ROS积累会导致线粒

体膜性能改变，最终改变膜电位[34]。ROS研究结果表明

上清液处理会导致细胞内ROS的积累，因此推测这是导

致白假丝酵母菌线粒体膜电位改变的原因之一。
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图 8 植物乳杆菌HB13-2对白假丝酵母菌线粒体膜电位的影响

Fig. 8 Effect of L. plantarum HB13-2 on mitochondrial membrane 

potential of C. albicans

3 结 论

植物乳杆菌HB13-2上清液能够抑制白假丝酵母菌的

生长，并能破坏细胞壁的完整性，改变细胞膜通透性并

导致跨膜电势消散。从微观结构观察也发现经上清液处

理后菌体产生明显的皱缩、形变，引起内容物的泄漏。

另外，上清液处理也会导致菌体内ROS积累以及线粒体

膜电位的改变并出现超极化。总之，植物乳杆菌HB13-2

上清液可通过破坏细胞壁和细胞膜完整性、影响膜电

势、改变菌体形态、导致ROS积累、损伤线粒体功能对

白假丝酵母菌产生抑制效果。本研究可为植物乳杆菌

HB13-2开发成为口腔益生菌提供科学依据。
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