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过氧化氢对白色念珠菌超微结构及通透屏障影响的研究

俞晓峰 涂 浪 (流行病学教研室 )

提 要 本文用电镜观察和对同位素标记物漏出检测的方法
,

研究了一定浓度的 H 么0 2 对C
。

al b i c
an

s超微结构及其通透屏障的影响
。

电镜观察到经 H : 0 2处理的 C
.

al b i c a sn 超微结构及表面

形态发生改变
,

并伴有内容物漏出的征象
。

漏出物 d p m值检测进一步证明
,

H : O :
可引起 C

. a l b i c a
ns

D N A 漏出
,

且 D N A漏出的量与细胞存活数间呈负相关
,

提示 H : O : 对 C
.

a l b i “ a n , 通透屏障的破

坏
,

造成其内D N人漏出是细胞致死的重要原因之一
。

关匆词 过氧化氢类一药效学 , 白念珠菌一药物作用 , 白念珠菌一超微结构

过氧化氢 ( H : O :
) 对真核微生物 的 杀

菌机理迄今国内外未见报道
。

本文用电镜观

察和同位素标记物测定法研究 了 一 定 浓 度

H
: O :
对白色念珠菌 ( C

. a l bi e a n s ) 超微 结

构及其通透屏障的影响
,

旨在为深 入 探 讨

H : O :
的作用机理提供线索

。

材 料 和 方 法

一
、

菌种及培养 C
. a lb呈e a n s (A S

.
2

,
5 5 5中国

科学院微生物学研究所提供 ) 在 37 ℃下于沙氏培养

基培养 48 h
,

并制备成浓度 为 3
.

0~ 4
.

5 又 l o C F U /

m l的悬液
。

二
、

H : 0 :
的配 制 H : O :

为市售的 3 0 % H : 0 ,

溶

浓 (上海桃浦化工厂产 )
。

实验前用灭菌蒸馏水将

已标定的 H : O : 溶液配成浓度分别为 6 %
,

12 %
、

和 2。%的溶液
。

三
、

C
. a

l b王
e a n s

电镜样品 制备及观 察 ( i )扫

描 电镜 ( S E M ) 样品的制备及观察
. C

.

al b i ca ns 悬

液与等量的H : O , 作用后
,

用 3%戊二醛低温 ( O ℃ )

固定约 1
.
5h

,

细胞涂 片
,

并用 1 邪饿酸 ( 0 5 0 ` )

低温固定 Z h
,

以下按 常 规法 制 备
` 1)

。

用 S E M

( A M R l o 6 0一 A型
,

美国 A M R A Y公司
,

分辨 率

. 0入) 观察 C
. a lb i c a n s 形态改变

。
( 2 )透射 电镜

( T乙M )样品的制备及观察
: H : O :

处理同S E M
,

经

8 %戊二醛和 1 % 0 5 0 ` 低温下分别固定一定 时 间

后
,

离心收集细胞
,

并按常规法制备超薄切片
` l)

。

在 T E M ( D X B Z
一

12 型
,

上海新跃仪表厂
,

分辨串

2
.

04 人) 下观察 C
.

al b i o a sn 超微结构及其改变
。

四
、 3 H

一

胸 睐 嘴 吮 核 替 ( 3H
一

T d R ) 标 记 C
。

a lb i 。 a n : D N A 及其渴出的检 测 ( i )合成培养基 配

制
,
称取一定量的 10 种氨基酸

`: ’
与基础 培 养 基 成

份
` 3 〕混合

,

过滤除菌 (滤膜孔径。 ,

22 u m )
,

并配成一

定浓度的合成培养基
。

(2 ) 3 H
一

T d R参入
:

取浓度为

l tt C i / m l的 3 H
一

T d R ( 放射性比 度 2 5 C i / m M
,

放

化纯度 > 95 %
,

中国原子能科学研究院 ) 溶液 3口 1

与合成培养基 1 m l
、

C
. a l b i o a sn 悬液。 .

7m l混合
,

37 ℃下培养 3 天
,

离心沉淀清洗 6 次
,

配成浓度为

3
.

0~ ` .

o x i o 吕C F U / m l的悬液
。

( 3 ) H : O : 处理 及

滤液收集
:

用上述悬液与等量一定浓度H : O : 分别

于25 ℃和 37 ℃水浴中作用一定时间
,

抽滤 收 集 滤

浓
。

对照以无菌蒸馏水代替H Z O : 处理
,

重复 5 次
。

( 4) 样品每分钟衰变数 d( P m ) 测定
:

取上述滤液各
。 .

2m l
,

加至 10 m l闪烁液中“ ’ ,

用 自动液体闪烁计

数器 ( R a e k
,

B e t a 1 2 1了型
,

F i n l a 二 d ) 作各样品

复管测定
,

直接求出其 d p m值
。 `

五
、

活 菌计数 经H : O : 处理的C
. a l b i e a n s 悬

液用平板涂布法
` 10 、

活菌计数
,

重复 4 次
.

六
、

统计处理 检测的 d p m 值数据输人计算机

( S a k a t a ,

s G
一
1 0 0 0型 )进行方差分析

。

结 果

一
、
电镜观察C

.

al b i c a n “
超微结构改变

( i ) S E M观察
:

在 S E M下
,

正常 C
. a lb i 一
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。 as n表面呈光滑似球形
,

有以芽生方式出现在母体

细胞表面的子体细饱
,

细胞间多有小便连接 (图 1 )
。

经 H , O :

处理后
,

C
,

al b i
c

an s 立体形态 改变
,

出

现凹陷 及萎缩
:
有的表面 可见似小孔 样改变

.

严

重破坏 者可完全夫去细胞形态 (图 2 )
。

` 2 ) T E M 观察
:

在 T E M下
,

正常 C
.

al b主
-

c a
sn 细胞壁结构完整

,

细胞膜清晰
,

胞核和空 泡

明显
,

胞浆内可见线拉体 (图 3 )
。

经 H
: O : 处理

后
,

细胞壁完整结构破坏
,

中间电子疏密层出现电

子致密颗粒
,

细咆膜结构消失
,

胞浆内 客物 混 乱

(图 工 ) ; 有灼可见内冬物闹月的 正 象 (图 5 )
气

图 1 正常 C
.
a
ll) ic

a 。 , :

表下 光 滑
.

形
,

可 见芽生子细胞及细胞间的通
“
使

。 义 13

是 下食

0 0 0

国 2 6 乡百 H : f ) : 处 于:R的 C
.

:
`

1b i e a n s

( 3了℃ ,
1 5 m i

。 ) :

翔 饱农而
「

{现从 卜孔样 改变
。

X 1 0 0 0 0

ù污叮呀妒

日 3

结与完整
,

汉 ,
2 0 0 0

正 常 C
.
a
l b i

e a n s :

胞浆 {’少
细 咆 壁

、

匆 饱
丁见线粒体

、

绷 饱
`乡和 空

.

傀

二 4 3 % I
一

丁: 门 z 处胜 ,,勺`
. ` 、

l b i
e a n ,

( 3了℃
,

30 m 而 )
:

细胞壁
、

细胞膜间出现 电子

致密颗拉
.

胞浆结构混乱
。 只 16 00 0

图 5 2 0 乡̀ H : 。 1
丸理的 C

. a 土u i e a n s ( 3 7 ℃
,

5

m i n)
,

可见有细胞内容物漏出的现象
。
( x 1 2 。。。 )

二
、

C
.

a l b i
e a n s 3 H

一

T d R
一

D N A 漏出

经 H : 0 :
处理后

, “ H
一

T d R标记的 C
.

a l b i e a n s D

N A 漏出
,

其漏出的 d p m 值高低与H : O :
浓度及作用

时 间有关 (附表 ) , 且在 37 ℃下漏 出
“ H

一

T d R
一

D N A

的 d p m值较在 25 ℃下漏出的 d p m值高
。

F检验结果

表明
,

在同一处理温度下
,

处理组与对照 组 之 间
3 H

一

T d R
一

D N A漏出的 d p m值的差异均有非常
。
显著

的意义 ( p < 0
.

0 1 )
。

三
、

C
.

al b ic a
ns 存活数与其内容物 漏出的关 系

由图 6表明
,

H
: O :

引起的 C
.

al b主c a n s 存活 数

的下降与其引起的3 H
一

T企R
一

D N A 漏出 d P 。 值的增



2 2 4

加均呈对应关系
, 3H

一

T d R
一

D N A 漏出量与存活 数

间为负相关 ( r = 一 0
.

5 3 9 2一 一 0
.

9 9 1 5 )
,

提示 C
.

al b i c a n s 3 H
一

T d R
一

D N A漏出的增加与其死亡的增

加是一致的
。

附表 H
Z
O

: ;寸C
. a l b i e a n s “ H

一
T d R

一
D N A 漏 出的 d p m 位影响 ( x 士 S D )

时 间
( m i

n )

对 照

2 5七
`

3 7℃

3 % H : 0 : 6 % H : 0 2 1 0 % H : O :

2 5 ℃ 3 7℃ 2 5℃ 3 7℃ 2 5 ℃ 3 7 ℃

1 5

3 0

2 4 4士 1 3 3 2 0士 2 3 3 4 5士 2 5 6 9 7士 5 9 . 4 5 7士 3 3 7 5 1士 6 4命 6凌4士 8 7 1 0 4 5土 9 3 < 0
.

0 1

2 5 3士 1 8 3 3 0士 1 4 3 9 5士 4 6 . 9 2 4土 5 6 5 1 5土连3 . 1 1 6 7土 7次带 7这7士 7 8 1 2 5 7士 1 2 0令 < 0
.

0 1

2 6 3士 2 4 3 5 7士 1 2 4 5 7士 4 4寮 2 1 1 5土 1 0 5 5 4 6士 3 6带 1 4 9 7士 1 0 9* 5 7 0士 1 0 2 1 5 5 5士 9 1 . < 0
.

0 1

2 9 2士 2 1 3 6 4士 1 5 4 9 2士 2 6 1 2 5 3士 5 2 6 4 5士 6 4 1 8 0 3士 1 4 9 1 1 0 2士 9 9 1 9 7 2士 1 5 7 < 0
.

0 1

> 0
.

0 5 > 0
。
0 5 < 0

。
0 5 < 0

。
0 1 < 0

.

0 1 < 0
。
0 1 < 0

.

0 1 < 0
。
0 1

对照组各时相点差异无显著意义 (P > 。 .

05 )

对照组与各处理组各时相点差异均有非常显著意又 (P < 0
.

0 1)

处理组内各时相点差异育显著意义 (P < 0
.

0 5 )
,

但
*
两时相点 ( 25 ℃下 ) 差异无显著 意义印 > 。

.

。劝

处理组间同一时相点差异有非常显 普意 及 (P ( 。 .

0 1)
,

但气丙址理组间 ( 3了℃ 下 ) 左异无显着意人

( P > 0
。
0 5 )

玛̀会娜卫吸

恤彻娜恤娜O0S如400枷讨 论

本文电镜观察 发 现 C
.

al b i c
an

s
经 3 %

H
Z
O

Z

处理后
,

即出现细胞超 微 结 构 的 破

坏
,

并伴有细胞 内 容 物 漏出 的 征 象 (图

5 )
,

而且 H
Z
O

:

的破坏作用随其处理浓度

和时间的增加而明显 加 强
。

S a m o i l e n k o `“ ’

等曾用电镜观察 到 H
Z
O :
对大肠 杆 菌 和 葡

萄球菌的超微结构有类似的破坏
。

W ie t e r 〔”

等发现在 H
:
O

:

对细菌芽胞超微结构破坏 的

同时
,

伴有大量钙离子 的丢失
。

含有双硫键

和 S H 基的氨基酸所构成的蛋白质在维持 细

胞壁结构完整性上起着重要 的作用
,

而这类

蛋 白质对过氧化物 的氧 化作用极为敏感
,

并

引起细胞壁的破坏 〔” 〔吕〕 。

本文用 S EM 观察

到的 C
。

al ib c a n 。
表面形态的改变

,

如 凹陷
、

萎缩及似小孔样改变 等
,

可 能 与 H
Z
O

Z

对

C
.

al ib c a sn 表面结构的氧化
,

造成内 容物漏

出或溶解有 关
。

H
:
O

:

对 C
. a l b i e a n s 细胞通

透屏障的直接破坏
,

不仅使 细胞内大分子物

质易于漏出
,

而且也有利于 H
Z
O

:

进入细胞

内敏感部位
,

发挥协同作用 (。 ) 。

在 T E M下所

见的 C
.

ia b i o a n s
胞浆电子低密度或无 密度 区

{匕
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图 6 C
. a l b i e a n s存活数与漏 出的

3 H
一 T d R

一
D N A 的 d p m 值的 关 系

a 、

b
,
2 5 ℃下 H : O : 处理 , e 、

d
,
3了℃下 H : 0 :

处理
·

一 对照 , ·

一
3% H

: O 幻

口一口 1 0写H : 0 :

△一△ 6 写 H : O ”



域
,

以及混乱无序现象
,

可能与H
:

O
:
进入

胞浆内使其组份氧化溶解有关
。

为进 一步证明 H
:
O

:

对 C
. a l bi e a n s

通 透

屏障的破坏
,

本文用
3 H

一
T d R标 记 C

. a
lb i

。 a n :

D N A
,

并检测经 H
:
O

:

处理后
,

滤液中漏出

物 ( 3H
一 T d R

一
D N A ) 的 d p m值

。

结果表 明
,

H : O
:

可引起 C
. a

l b s
a n s D N A 漏出

,

且漏出的

量与 H
:
0

2

浓度
、

处理时间及温度有关
,

证明

H
Z
O

:

能破坏 C
. a l d呈e a n s 通透屏障

,

造成细

胞 内大分子物质 漏出
。

分析 D N A漏出量与细

胞存活数的关系发现两者间呈负 相 关 (r =

一 0
.

8 3 9 2 ~
一 0

.

9 9 1 5 )
,

提示 H
Z
O : 引起 C

.

al ib o a sn D N A 的漏出是细胞致死的重 要 原

因之一
。

至于 H
Z

O
:

在杀菌过程中对 D N A结

构的破坏作用
,

则有待于进 一步研究
。

(本文承蒙校电镜室刘萍
、

朱师和 以及同位素
室傅国君

、

张广运同志的帮助
.

特致谢意 !)
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。
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7
.

牟希亚
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等
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。

国外医学微生物学分册 1 9 8 2 ,
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8
.
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。
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抑菌机理
。

袱M
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9
.

N a d i n e J R
.

W a t e r d i s i n fe
e t i o n w i t h t h e

五 y d r o g 心n P e r o x i d e 一 a s e o r b元e a e i d
一 e o p P e r

( 1 1 ) s y s t e m A p p l
.

E n v i r o n ` M i e r o b i o l

1 9 8 2
: 4 4 : 5 5 5 ~ 5 6 0

10
.

《 消毒杀虫灭 鼠手册 》 编写组编
。

消毒

杀虫灭鼠手册
。

北京
:

人民卫生出版社

1 9 7 9 2 1 6 2~ 1 8 0

S t u d i e s o f t h e E f f e e t s o f H y d r o g e n P e r o x i d e o n t h e

U l t r a s t r u e t u r e a n d P e r m e a b i l i t y o f C a n d i d a A l b i e a n s

Y u X i a o f e n g a n d T u Y i n g ( D
e P a r tm

e n t o r 石 P id e
m i o l o g y

.

T h l r d M i l i t a r y M
e d i e a l C o l l e g e

)

T h e E f f e e t s o f 飞y d r o g e n p e r o x i d e ( H : O :
)

o n t h e u l t r a s t r u e t u r e , e e l l u l a r p e a -

m e a b i l i t y b a r r i e r a n d
习
H

一
T d R

一
D N A l

e a k a g e o f C
.

a lb i e a n s w e r e s t u d i e d
.

D a m a g e o f

th e e e l l
, e s p e e i a l ly l e a k a g e o f e y t o p l a s m w e r e f o u n d u n d e r t r a n s m i s s i o n e l e e t r o n m i

-

e r o s e o p e .

M o r p h o l o g i e a l e h a n g e s a n d s m a l l h o
l
e l i k e s t r u e t u r e s w e r e a l: 0 f o u n d u n d e r

s e a n n i n g e l e e七r o n m i e r o s e o p e
.

R a d i o a e t i v i t y a s s a y o f t h e
l
e a k a g e o f 3 H

一
T d R

一
D N A

l
e a k a g e o f C

.

a
l b i

e a n s f u r t h e r s 以 g g e s t e d t h a t t h e “
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