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番木瓜籽提取物对白色念珠菌及菌丝特异性基因表达的研究
易国辉，张菁芸，姚孟霞，陈锦萍，何小稳

海南医学院科学实验中心，海南 海口 571199

【摘要】 目的 研究番木瓜籽提取物对游离态白色念珠菌的抑制效果，并探讨对其相关菌丝特异性基因表达

的影响。方法 采用微量稀释法测定番木瓜籽提取物对白色念珠菌标准株SC5314的最小抑菌浓度(MIC)与最小

杀真菌浓度(MFC)；采用荧光定量 PCR 法检测不同浓度的番木瓜籽提取物对白色念珠菌相关菌丝特异性基因

Efg1、Als3与Ece1的表达水平。结果 番木瓜籽提取物对白色念珠菌的MIC为 8 μg/mL，MFC为 8 μg/mL；不同浓

度下的番木瓜籽提取物能抑制白色念珠菌相关菌丝基因Efg1、Als3与Ece1的表达，在1 μg/mL时，使其分别下调了

1.7倍、2.1倍和 0.20倍，2 μg/mL时，分别下调了3.4倍、2.8倍和1.35倍。结论 番木瓜籽提取物能抑制白色念珠菌

的生长，并能下调白色念珠菌相关菌丝特异性基因的表达。
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【Abstract】 Objective To study inhibiting effect of Carica papaya seed extract on free Candida albicans and to

explore the impact on the expression of related hyphae-specific gene. Methods Minimal inhibitory concentration

(MIC) and minimal fungicidal concentration (MFC) of Carica papaya seed extract against Candida albicans standard

strain SC5314 were determined by microdilution method. Fluorescence quantitative PCR was used to detect the expres-

sion levels of Candida albicans-specific hyphae-specific genes Efg1, Als3, and Ece1 in different concentrations of Carica pa-
paya seed extracts. Results MIC and MFC of Carica papaya seed extract against Candida albicans were both 8 μg/mL.

Carica papaya seed extract at different concentrations can inhibit the expression of hyphae-specific genes in Candida al-
bicans (Efg1, Als3, and Ece1). The expression levels of the three genes were down-regulated by 1.7 times, 2.1 times, and

0.20 times with the concentration of Carica papaya seed extract at 1 μg/mL, and by 3.4 times, 2.8 times, and 1.35 times

with the concentration of Carica papaya seed extract at 2 μg/mL, respectively. Conclusion Carica papaya seed extract

can inhibit the growth of Candida albicans and down-regulate the expression of related hyphae-specific genes.
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fungicidal concentration (MFC)
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白色念珠菌(Candida albicans)广泛存在于正常人

口腔、阴道、上呼吸道等部位，是条件性致病菌[1-2]。当

机体免疫力下降时，条件性致病菌就会大量繁殖引起

感染从而导致机体致病。在临床致病真菌感染中，白

色念珠菌检出率位列第一位[3-4]。目前，已有研究表明

白色念珠菌具有较高耐药性，而且临床治疗中抗真菌

药物不良反应较多，耐药程度也有增高趋势，因此寻

找新型高效性、低毒性抗真菌药物迫在眉睫[5-6]。番木

瓜(Carica papaya L.)是木瓜酶的原材，且在医药、美

容、食品、纺织等都有广泛应用[7-8]。番木瓜籽提取物

中含有丰富的异硫氰酸苄酯(Benzyl Isothiocyanate，

BITC)，属异硫氰酸酯类 (Isothiocyanata，ITCs) [9-10]。

ITCs是防癌、抗癌的有效物质[11-12]。目前，异硫氰酸苄

酯主要用于抗癌研究[13-14]，在抗真菌方面研究较少，其

抗菌机制有待进一步研究。

本研究通过微量稀释法检测了番木瓜籽提取物

对游离态白色念珠菌的抑制效果，并利用荧光定量

PCR法检测了不同浓度下番木瓜籽提取物对白色念

珠菌相关菌丝特异性基因Efg1、Als3与Ece1的表达水

平，期望能为临床研发一种高效低毒的抗真菌药物提

供一定的实验验证和理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料 白色念珠菌 SC5314 (北京百欧博生

物技术有限公司)；番木瓜籽提取物(海南医学院科学

实验中心何小稳提供)；沙氏液体培养基，沙氏固体培

养基(广东环凯微生物科技有限公司)；RPMI-1640培

养基(Gibco)；Yeast RNAiso Kit试剂盒(大连宝生物工

程有限公司)；反转录试剂盒，SYBR Green试剂盒(天

根生化科技有限公司)；引物(上海生工生物工程有限

公司)；Mx3005P荧光定量PCR仪(Agilent)。
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1.2 方法
1.2.1 菌悬液配制 活化白色念珠菌标准株

SC5314，并接种于沙氏固体培养基，(29.5±0.5)℃，24 h，
温箱培养。后取单克隆菌株，接种于沙氏液体培养基中，
(29.5±0.5)℃，24 h，摇床培养，收集菌液并分装。磷酸盐
缓冲液(PBS)洗2~3 次后，用WGZ-2-XJ细菌浊度仪将菌
液浓度调至1McFarland (1×107 CFU/mL)，4℃保存备用。

1.2.2 药液的制备 番木瓜籽提取物为海南医
学院科学实验中心何小稳老师提供，并经GC-MS分析
其异硫氰酸苄酯含量在 99%以上，提取物用 2%吐温
80溶液溶解后用无菌水配制成10 mg/mL的母液放于
4℃冰箱保存备用；工作液用RPMI-1640液体培养基
将挥发油母液稀释成128 μg/mL。

1.2.3 实验分组 实验组(番木瓜籽提取物组)：含
浓度分别为 64 μg/mL、32 μg/mL、16 μg/mL、8 μg/mL、
4 μg/mL、2 μg/mL、1 μg/mL和 0.5 μg/mL药液、白色念
珠菌菌液和RPMI-1640液体培养基；阴性对照组：白
色念珠菌菌液和 RPMI-1640 液体培养基；空白组：
RPMI-1640液体培养基。

1.2.4 最小抑菌浓度(MIC)与最小杀真菌浓度
(MFC)的测定 参照 NCCLSM27-A 方案中的微量液
基稀释法，每个梯度设置 4个复孔，在 96孔细胞培养
板中(A~D，1~10)加入100 μL RPMI-1640液体培养基，
向2号A-D孔加入100 μL番木瓜籽挥发油工作液(浓度
为 128 μg/mL)，然后依次往后进行倍比稀释至 9号孔
(每孔挥发油浓度为：64 μg/mL、32 μg/mL、16 μg/mL、
8 μg/mL、4 μg/mL、2 μg/mL、1 μg/mL 和 0.5 μg/mL)，1

号孔为空白组，加入 100 μL RPMI-1640液体培养基，
10 号孔为阴性对照组，用 RPMI-1640 液体培养基将
1McFarland 菌液稀释成 1×106 CFU/mL 菌液，接种
100 μL菌液于96孔细胞培养板中(A~D，2~10)，(29.5±

0.5)℃，24 h培养，肉眼观察MIC值，吸取MIC值前后
孔菌液涂至沙氏固体培养基继续培养，观察有无菌落
生长，以计数少于5个菌落作为MFC值。

1.2.5 荧光定量PCR法检测番木瓜籽提取物对白
色念珠菌相关菌丝特异性基因Efg1、Als3与Ece1的影响

1.2.5.1 总 RNA 提取及逆转录 选取番木瓜籽
提取物浓度为 1 μg/mL、2 μg/mL和 0 μg/mL作用白色
念珠菌 24 h 后的菌液，按照 Yeast RNAiso Kit 试剂盒
操作说明提取白色念珠菌总RNA，检测总RNA质量
合格后，使用First Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒，
制备模板cDNA。

1.2.5.2 荧光定量 PCR 按照 SuperReal PreMix

Plus (SYBR Green)试剂盒选用二步法 PCR 反应程序
进行荧光定量PCR反应，每组设定3个重复，选取白色
念珠菌相关菌丝特异性基因Efg1、Als3与Ece1作为目
的 基 因 ，18s rRNA 作 为 内 参 基 因 ，NCBI Prim-

er-BLAST设计，引物(上游、下游)序列见表 1，由上海
生工生物工程有限公司合成。

1.3 统计学方法 基因荧光定量数据采用 2-ΔΔCT

法处理，并应用 SPSS 17.0 进行统计学分析，采用
Student's t test检验，所有的实验数据均采用 3次相同
条件下的独立实验结果，以均数±标准差(x-±s)表示，以
P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 番木瓜籽提取物对白色念珠菌作用的 MIC

和MFC 肉眼观察，通过对比空白组与阴性对照组，发
现随着药物浓度增大，抑菌作用逐渐增强，在5号孔白色
念珠菌的生长受到明显抑制，该孔的药物浓度8 μg/mL

即为MIC。取4，5，6，7号的C，D菌液于沙氏固体培养
基继续培养观察，MFC值为8 μg/mL，见表2和图1。

2.2 番木瓜籽提取物对白色念珠菌菌丝特异性
基因表达水平的影响 提取总RNA后进行琼脂糖凝胶
电泳，见图2，可见两条清晰明亮的带，28S与18S，A260/

A280范围为1.8~2.2，RNA浓度为400~800 ng/μL，表示总
RNA质量稳定，无降解，符合后续实验要求。

表1 引物序列

基因

18s rRNA(内参)

Efg1

Als3

Ece1

引物序列(5'-3')

F：GCCAGCGAGTATAAGCCTTG

R：AGGCCTCACTAAGCCATTCA

F：TATGCCCCAGCAAACAACTG

R：TTGTTGTCCTGCTGTCTGTC

F：CTAATGCTGCTACGTATAATT

R：CCTGAAATTGACATGTAGCA

F：GCTGGTATCATTGCTGATAT

R：TTCGATGGATTGTTGAACAC

表2 番木瓜籽提取物对白色念珠菌的MIC观察结果

菌液

A

B

C

D

1

-

-

-

-

2

-

-

-

-

3

-

-

-

-

4

-

-

-

-

5

-

-

-

-

6

+

+

+

+

7

+

+

+

+

8

+

+

+

+

9

+

+

+

+

10

+

+

+

+

注：“-”表示培养液澄清、肉眼不可见；“+”表示培养液浑浊，肉眼可见；

1号为空白组，2~9号为番木瓜籽提取物浓度梯度组，10号为阴性

对照组，A，B，C，D为重复。

图1 4~7号番木瓜籽提取物浓度(16μg/mL、8μg/mL、4μg/mL和2μg/mL)

图2 总RNA电泳图

注：1~2：0 μg/mL，3~5：1 μg/mL,6~8：2 μg/mL。
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2.3 荧光定量PCR结果显示，以番木瓜籽提取物
浓度为 0 μg/mL时作为参照，番木瓜籽提取物浓度分
别在 1 μg/mL和 2 μg/mL时对白色念珠菌菌丝特异性
基因Efg1、Als3与Ece1相对表达情况进行两两比较，差
异具有统计学意义(P<0.05)，见表3。与番木瓜籽提取物
浓度为0 μg/mL比较，番木瓜籽提取物浓度在1 μg/mL

和 2 μg/mL时，白色念珠菌菌丝特异性基因Efg1、Als3
与Ece1基因的表达量降低：在1 μg/mL时，分别下调了
1.7倍、2.1倍和 0.20倍；在2 μg/mL时，分别下调了3.4

倍、2.8倍和1.35倍。

3 讨论

白色念珠菌具备酵母-菌丝两相，正常情况下白
色念珠菌在机体内以酵母相形态存在，一般不引起疾
病，当机体出现免疫能力下降、防御力下降或正常菌
群间相互制约失调的情况，机体内的白色念珠菌则大
量繁殖，同时通过形态转变形成芽生菌丝相，对机体
宿主细胞造成损害。有研究发现芽生菌丝相白色念
珠菌其黏附、侵袭力均增强，同时也参与白色念珠菌
生物被膜的形成，而生物被膜的形成极大地提高了白
色念珠菌的致病性和耐药性。白色念珠菌两相形态
的转变主要通过改变菌丝特异性基因的表达而实现，
因此抑制菌丝特异性基因的表达就能抑制白色念珠
菌酵母-菌丝两相形态的转化，从而达到防治白色念
珠菌的目的。Efg1是真菌菌丝形成时重要的转录调
控因子，在 c AMP/PKA 信号通路中，外界信号刺激启
动 c AMP/PKA途径，激活转录因子Efg1，进而引起基
因 Als3 与 Ece1 的转录表达，调控菌丝发育生长 [15]。
Als3是白色念珠菌黏附的主要基因家族Als成员，是至
关重要的黏附素，主要与宿主的相互黏附有关，一般
在生物被膜中期有高表达，当Als3缺失时会明显抑制
其与宿主上皮细胞的黏附[16]。Ece1是菌丝诱导基因，
参与编码一种细胞膜蛋白，该蛋白可刺激菌丝的形
成，促进菌丝的延长，维持菌丝的形态及功能[17]。

本实验用微量稀释法测定了番木瓜籽提取物对
白色念珠菌的 MIC 与 MFC，并通过荧光定量 PCR 法
检测番木瓜籽提取物浓度在 1 μg/mL和 2 μg/mL时对
白色念珠菌菌丝特异性基因Efg1、Als3与Ece1的相对
表达水平，结果显示番木瓜籽提取物浓度在 8 μg/mL

时对白色念珠菌具有明显抑制生长作用，而且番木瓜
籽提取物浓度在 1 μg/mL和 2 μg/mL时能明显下调白
色念珠菌菌丝特异性基因Efg1、Als3与Ece1的表达，且
各基因表达下调程度与番木瓜籽提取物的浓度呈正
相关，差异具有统计学意义(P<0.05)。

综上所述，番木瓜籽提取物对白色念珠菌具有很
好的生长抑制效果，由于番木瓜籽为食用番木瓜的废
弃物，来源广泛，作为开发新型的高效性、低毒性抗真
菌药物具有良好的应用前景。
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表3 白色念珠菌菌丝特异性基因Efg1、Als3与Ece1的相对表达情况(x-±s)

番木瓜籽提取物浓度(μg/mL)

Efg1
Als3
Ece1

1

0.369±0.041a

0.323±0.027a

0.830±0.038b

2

0.229±0.035a

0.265±0.030a

0.425±0.026a

注：aP<0.01，bP<0.05。
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