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文章亮点： 

1此问题的已知信息：白色念珠菌生物膜是一种可黏附并生长于根管充填材料具有高度耐药特性的膜样

生物集落，其在根管内形成生物膜结构，对外界因素有较强抵抗作用，可造成根管治疗失败和根管内感

染源的持续存在，对患者产生不良的影响。 

2文章增加的新信息：为深入了解白色念珠菌生物膜的相关特征，首先应该对其形成的生物膜进行形态

学观察，文章通过体外形成白色念珠菌生物膜结构，观察白色念珠菌生物膜形成过程中不同时期形态特

征。根管充填材料加入茶多酚对白色念珠菌生物膜具有抑制作用，为临床治疗根管内白色念珠菌感染的

牙周病和难治性根尖周感染性疾病提供理论依据。 

3临床应用的意义：白色念珠菌生物膜高度耐药的特点使临床根管充填治疗遇到阻碍，其耐药的机制尚

未完全弄清楚，这方面的研究还有待深入，而在根管充填材料中加入茶多酚对白色念珠菌生物膜抑制作

用方面的研究，还需要通过更多的体内外和临床试验来验证。 
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摘要 

背景：白色念珠菌生物膜是根管充填治疗预后的影响因素，茶多酚体外可能对白色念珠菌生物膜有抑菌

作用，其抑菌机制可能通过影响或干扰相关耐药基因的表达而实现。 

目的：探讨根管充填材料加入茶多酚对白色念珠菌生物膜的抑制作用。 

方法：采用常量肉汤稀释法确定茶多酚体外对白色念珠菌生物膜的最小抑菌浓度，以此判断抑菌效果，

然后用逆转录聚合酶链反应方法检测白色念珠菌耐药基因 CDR1、CDR2和 MDR1受茶多酚作用后的表

达水平的变化。 

结果与结论：茶多酚对白色念珠菌生物膜的最小抑菌浓度为 11.5 g/L，反转录聚合酶链反应结果表明，

相关耐药基因 CDR1、CDR2 的表达水平随着药物浓度的梯度增加而降低，在浓度为 23 g/L 及更高时

mRNA 的表达水平受到完全抑制，而药物浓度变化对耐药基因 MDR1 的表达影响较小。茶多酚体外对

白色念珠菌生物膜起到了抑制作用，并对实验所选相关耐药基因 CDR1、CDR2的表达过程明显产生了

抑制作用。 
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Abstract 

BACKGROUND: Candida albicans biofilms can influence the prognosis of root canal filling, and tea polyphenols 

can in vitro inhibit the Candida albicans biofilm, while the antibacterial mechanism may play the role through 

influencing or interfering the expression of resistance gene. 

OBJECTIVE: To investigate the inhibitory effect of root canal filling material added with tea polyphenols on 

Candida albicans biofilm.  

METHODS: Constant broth dilution method was used to determine the minimal inhibitory concentration of tea 

polyphenols in vitro inhibited Candida albicans biofilms, in order to identify the inhibitory effect. Then the 

expressions of Candida albicans resistance genes CDR1, CDR2 and MDR1 were detected with reverse 

transcriptase polymerase chain reaction after inhibited with tea polyphenols.  

RESULTS AND CONCLUSION: The minimum inhibitory concentration of tea polyphenols used to inhibit Candida 

albicans biofilm was 11.5 mg/mL. Reverse transcriptase polymerase chain reaction results showed that 

expressions of related resistance genes CDR1 and CDR2 were decreased with the gradient increasing of drug 

concentration, and when the concentration reached to 25 mg/mL or above, the mRNA expression level was 

completely inhibited, while the concentration of the resistance drug has less effect on the expression of resistance 

drug MDR1. Tea polyphenols has inhibitory effect on Candida albicans biofilm, and has significant inhibitory effect 

on the expressions of experimental selected resistance genes CDR1 and CDR2.  

Key Words: biomaterials; biomaterial clinical practice; Candida albicans; biofilm; drug resistance; bacteria; tea 

polyphenols; tea pigment; root canal filling material; performance; endodontic sealers; antibacterial drugs; 

antibacterial effect; oral diseases; polymerase chain reaction; genotype 
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0  引言 

 

牙髓病及根尖周病是根管内多种微生物混合感染引起的一种口腔常见疾病。常规的根管

治疗，可以使牙髓病及根尖周病变炎症缓解和改善
[1-2]
。根管系统的充填治疗，一方面是消除

死腔和炎症原发病，预防微生物的进入，阻断再感梁的途径；另一方面是材料本身对根尖周

组织的病变有恢复作用，并且促进根尖孔的钙化闭合
[3]
。根管治疗过程中，根管预备、消毒

固然重要，但根管充填材料更是根管治疗能否成功的关键。成功的根管治疗是用生物相容性

良好的充填材料对根管系统进行完善的充填，根管充填材料的性能又直接影响根管充填的完

善程度。 

 

理想的根管充填材料应具备的性能包括
[4-5]
：①无气孔且不可渗透。②不刺激根尖组织。

③体积稳定不收缩，凝固后与根管壁无间隙。④能长期保存在根管中而不被组织液破坏、溶

解或吸收。⑤不使牙体或牙龈变色。⑥具有X射线阻射，便于检查根管是否充满及根管充填

材料吸收情况
[6]
。⑦操作简单，便于充入根管，有充分的充填时间，如有必要，容易从根管

中取出。⑧根管充填后能抑菌，有持续的消毒作用。 

 

根管充填材料的抑菌作用是影响根管治疗预后的关键，但由于根管生物膜的存在，根管

内感染无法彻底清除。近几年来研究发现白色念珠菌生物膜的存在是根管治疗失败的根源之

一
[7]
。根管生物膜的存在是牙髓感染性疾病久治不愈、根管充填治疗失败的重要原因。慢性

根尖周炎根管内白色念珠菌可以生物膜式存在根管内，与顽固性根尖炎密切相关。以生物膜

形式存在的微生物可降低抗菌药物的敏感性，甚至产生耐药，这是临床上感染性疾病难以治
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疗的原因之一。由于生物膜的组成及结构非常复杂，并

且能够抵抗机体的免疫防御，致使常规的根管预备、根

管冲洗和药物消毒都难将其彻底清除，并且产生耐药

性，导致根管治疗的失败。氟化物是迄今为止在临床上

被应用最多的口腔抑菌药物，但由于存在着安全风险问

题，限制了其在临床上的广泛应用，而茶叶是中国的传

统国饮，具有降血压血脂，增强免疫等功效，茶叶中所

含的茶多酚由于能够抑制多种口腔致病菌的产酸生长

而开始应用于对白色念珠菌生物膜的抑制的研究
[8]
。实

验比较茶多酚与次氯酸钠对白色念珠菌生物膜的抑菌

作用来验证茶多酚对白色念珠菌生物膜的抑菌能力，为

根管充填材料加入茶多酚对白色念珠菌生物膜的抑制

作用研究提供实验依据。 

 

1  根管充填材料加入茶多酚对白色念珠菌生物膜抑制

作用的实验研究 

 

1.1  材料   

1.1.1  药材和菌株  选用云南勐库大叶种普洱茶，购于

云南双江勐库原生大叶茶厂。白色念珠菌ATCC 10231， 

购于广东省微生物菌种保藏中心。 

 

1.1.2  试剂和仪器  茶多酚对白色念珠菌生物膜及其

相关耐药基因CDR1、CDR2、MDR1的抑制作用。   

实验所用试剂和仪器： 

Main reagents and instruments: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.3  菌液的制备  复苏菌株接种于脑心浸液肉汤琼

脂培养基上，恒温培养箱培养24 h后，取生长良好的单

菌落接种于脑心浸液肉汤液体培养基中，37 ℃恒温摇

床培养24 h，血球计数板计数，调整菌悬液浓度为     

1 ×10
9
 L

-1
，A520 nm= 0.38，待用。 

 

1.2  方法   

1.2.1  茶多酚的制备  大叶种普洱茶，粉碎，称取10 g

放入乘有150 mL水的烧杯中，加热30 min后过滤，滤渣

再用50 mL水继续加热10 min，合并2次滤液；用三氯甲

烷萃取滤液。分液漏斗中溶液分两层，上层溶液再用乙

酸乙酯进行萃取，分为两层，放出下层溶液，将上层的

乙酸乙酯层倒入盛有活性炭的烧杯中，以便脱色。然后

将含有乙酸乙酯的滤液转入烧瓶中进行蒸馏，剩余的残

留物经过干燥即可得到茶多酚
[9]
。将提取物溶于二甲基

亚砜，并稀释为6个质量浓度，药物终质量浓度分别为

92.0，46.0，23.0，11.5，5.75，2.88 g/L，二甲基亚砜

终体积分数为2.5%。 

 

1.2.2  纯度测定  茶多酚在酸性条件下与钼酸钠反

应生成黄色钼酸酯，在341 nm处有最大吸收，间接

测定茶多酚的含量，根据反应生成的钼酸酯在最大波

长下的吸光度间接得出茶多酚的含量
[10]
。在10 mL比

色管中分别加入0.1 g/L钼酸钠溶液1 mL，不同体积

的茶汤测试液，剩余的体积用乙酸-乙酸钠溶液补齐，

然后混合均匀，用紫外分光光度计测量，参比溶液选

用钼酸钠与乙酸-乙酸钠缓冲溶液。 

 

1.2.3  实验分组  实验组为浓度校正后的菌悬液，加入

达到要求的各浓度梯度药物稀释液。菌液对照组为浓度

校正后的菌悬液，加入等体积脑心浸液肉汤液体培养基

替代药物稀释液。阴性对照组为达到要求的药物稀释

液，不加入菌悬液。空白组为只含脑心浸液肉汤液体培

养基。 

 

1.2.4  抑菌实验  取白色念珠菌菌液涂布于脑心浸液

琼脂培养基表面，再分别将浸有茶多酚液、52.5 g/L 次

氯酸钠液以及生理盐水(阴性对照组) 的滤纸片(D：    

10 mm)贴于脑心浸液肉汤培养基表面，置于恒温培养

箱中37 ℃过夜，观察抑菌圈大小。建立白色念珠菌24 h

生物膜，参照Tong等
[11]
的研究方法，通过微孔板滴定法

检测茶多酚对白色念珠菌生物膜的最小抑菌浓度和最

小杀菌浓度。 

试剂及仪器 来源 

脑心浸液肉汤液体培养基、脑心浸液琼

脂培养基 

乙酸乙酯、三氯甲烷、活性炭、钼酸钠、

醋酸、醋酸钠、次氯酸钠、0.2 mol/L

磷酸缓冲液、戊二醛、叔丁醇、生理

盐水、四唑盐、总 RNA提取试剂盒

聚合酶链式反应试剂 

引物 

BSA 2245 电子分析天平 

 

SKP-02300恒温培养箱、无菌操作台

SMART SPECTMPLUS超微量分光光

度计、BIO-RAD S1000  

ThermalCycler PCR扩增仪、 

BIO-RAD Wide Mini-SubCell-TG 电

泳仪、BIO-RAD Chemi Doc XRS 凝

胶成像仪 

光学显微镜 

Sigma-15PK 高速冷冻离心机 

激光共聚焦显微镜 U-TB190型 

青岛高科技工业园海博 

生物技术有限公司 

大连宝生物工程有限公司

 

 

 

大连宝生物工程有限公司

海生工生物工程有限公司

赛多利斯科学仪器(北京)

有限公司 

苏州市百神科技有限公司

美国 

 

 

 

 

 

上海宙山光学仪器厂 

德国 

日本 Olympus公司 
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1.2.5  相关耐药基因CDR1、CDR2和 MDR1表达的检

测 

总RNA的提取：选取药物作用24 h，终浓度为92.0，

46.0，23.0，11.5，5.75 mg/mL的菌悬液及阳性对照组，

血球计数板调整浓度，取等量细菌进行总RNA的提取，

操作方法遵照总RNA提取试剂说明书，测定提取总RNA

浓度并调节RNA浓度，使细菌模板量一致。 

引物及聚合酶链式反应扩增：见表1。由生工生物工程

(上海)有限公司设计并合成。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

琼脂糖凝胶电泳及分析：取10 µL聚合酶链式反应

产物与2 µL含溴酚兰的载样缓冲液混匀，加入1%的琼

脂糖凝胶小孔中，90-100 V电压下电泳40 min。电泳完

毕，溴化乙锭染色后，将琼脂糖凝胶置于UVI凝胶成像

仪中，紫外灯下观察结果，凝胶成像系统成像保存及分

析。 

 

1.3  结果 

1.3.1  茶多酚的质量检测  茶多酚质量浓度与吸光度

值的线性回归为 y=0.244 8c-7.07×10
-4
，线性范围

4×10
-6
-36×10

-5
 g/mL，重现性=1.3%符合分析要求。经

检测茶多酚有效含量达到对照品含量的90%以上，符合

国家有关中药原药材提取物质量标准的相关规定。 

 

1.3.2  茶多酚的抑菌效果  纸片扩散法显示2种根管冲

洗液均有明显的抑菌圈，其中52.5 g/L次氯酸钠液抑菌

圈较大，茶多酚较小，作为空白对照的生理盐水组没有

出现抑菌圈。根据微孔板滴定法测得茶多酚对白色念珠

菌生物膜最小抑菌浓度为11.5 g/L，最小杀菌浓度为   

23 g/L。四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法测定不同浓

度茶多酚对24 h白色念珠菌生物膜的吸光值，计算其抑

制率，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.3  茶多酚对耐药基因CDR1、CDR2和 MDR1表达水

平的影响  如图1所示，选取作用24 h后阳性对照组及药

物终浓度分别为 5.75，11.5，23 g/L的菌药混悬液测定耐

药基因CDR1、CDR2和MDR1的表达水平。①阳性对照组

及药物终浓度为5.75 g/L时聚合酶链式反应扩增的耐药基

因CDR1、CDR2和MDR1电泳条带较清晰；药物终浓度

11.5 g/L时CDR1、CDR2的聚合酶链式反应扩增基因的电

泳条带亮度变淡，耐药基因MDR1电泳条带仍较清晰；药

物终浓度为23.0 g/L时，耐药基因CDR1、CDR2特异性条

带亮度更加暗淡，耐药基因MDR1电泳条带依然较清晰。

②4组平行组同等条件下多次重复实验操作，凝胶成像系

统软件对图像进行电泳条带吸光度值测定。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方差分析耐药基因CDR1和CDR2，P < 0.05，差异

有显著性意义，耐药基因MDR1，P > 0.05，无显著性

意义。说明各浓度药物对白色念珠菌耐药基因CDR1和

表 1  引物及聚合酶链式反应扩增的检测 

Table 1  Primers and polymerase chain reaction amplification

注：遵照 TaKaRa RNA PCR Kit(AMV) Ver.3.0试剂盒说明的反应条件，将

提取的总 RNA反转录成 cDNA。 

基因 引物序列 产物长度(bp)

 

CDR1 

 

 

F:5'-CGG TCA ACT TGT AAT GGG-3' 

R:5'-ACA ACA CGG TAG CAG GAG-3' 

 

431 

 

CDR2 

 

F: 5'-AGA TAA AGT GCC AAG AAC-3' 

R:5'-CAG ATG GAC GAT AAA GAG-3' 

479 

MDR1 F:5'-TTG TCA TAC TAC AAA TTC CCA CTG C-3' 

R:5'-ATA ACG GTG ATT TCT AAT GGT CTC C-3' 

466 

表 2  不同质量浓度茶多酚对 24 h白色念珠球菌生物膜的 

抑制率 

Table 2  Inhibition rate of different concentrations of tea 

polyphenols on Candida albicans biofilm cultured for 

24 h 

注：组内两两之间比较，P < 0.05，抑制率结果与浓度正相关，92 g/L茶多

酚对白色念珠菌生物膜的抑制率可达 93.87%。组内两两之间比较差异均有

显著性意义，P < 0.05。 

 

茶多酚质量浓度(g/L) 吸光度(x
_

±s) 抑制率( % ) 

 

92.00 

46.00 

23.00 

11.50 

 5.75 

阴性对照组 

空白对照组 

 

0.341±0.028
 

0.552±0.048 

0.718±0.086 

0.958±0.147 

1.275±0.182 

1.962±0.151 

0.264±0.034 

 

93.87 

81.82 

71.84 

56.72 

39.96 

 

 

图 1  茶多酚对耐药基因 CDR1、CDR2和 MDR1表达水平

的影响 

Figure 1  Effect of tea polyphenols on the expression levels of 

resistance genes CDR1, CDR2 and MDR1 

1-4 为 CDR1 基因标本；5-8 为 CDR2基因标本；9-12 为

MDR1 基因标本；1，5，9为菌液对照组；2-4，6-8，10-12

为茶多酚 5.75，11.5，23 g/L的菌药混悬液组。 

 
 

注：由 2-4，6-8 可知：随着药液浓度增加，电泳条带逐渐

暗淡，说明茶多酚影响CDR1和 CDR2的基因表达；而 10-12

表明药液浓度虽然增加，但电泳条带近似相同，说明茶多酚

对 MDR1的影响较小或者无影响。 

Marker 1                   2                      3                        4                     5                        6                      7                       8                       9                     10                 11               12 
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CDR2表达产生不同程度的抑制或干扰，见表3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

2  白色念珠菌生物膜对根管充填治疗的抑制与影响 

 

2.1  资料来源  文章采用检索CNKI数据库和pubmed

数据库的方法获取研究文献
[12-13]

，检索时间范围1990

至2012年，检索词为“白色念珠菌(candida albicans)；

生 物 膜 (biological membrane) ； 耐 药 性 (drug 

resistance)；茶多酚(tea polyphenols)；根管充填材料

(root canal filling material)；根管糊剂 (root canal 

paste)；抑菌药物 (antibacterial drugs)；抑菌作用

(bacteriostatic action)”，检索出相关文献43篇，纳入研

究的文献共28篇
[14-41]

。 

 

2.2  入选标准  ①研究的主题包括白色念珠菌生物膜

对根管充填治疗的抑制与影响、白色念珠菌生物膜的形

成及其耐药机制。检索的文献中排除与研究主题无关的

文献12篇。②研究所撰写的文章类型包括原著、实验分

析及病例分析等。检索文献中排除综述类文章3篇。③

文献内容筛选如下，检索的文献中白色念珠菌生物膜形

成过程与形态学特点的研究文献共10篇，均为英文文

献，其中涉及2篇文献为同一实验项目，且为同一组实

验人员进行的研究，定为重复研究文献，选取其中1篇

进行深入分析。在影响白色念珠菌生物膜形成的相关因

素研究中检索文献3篇，同样检索出重复的2篇研究文

献，选取其中1篇进行深入分析。白色念珠菌生物膜耐

药机制研究文献19篇，3篇文献为重复文献，选取其中1

篇进行深入分析。④文章的筛选和提取由第一作者进

行，与其他作者讨论后通过阅读标题和摘要进行初步筛

选，最终保留英文文献22篇，中文文献6篇进行分析总

结。 

 

2.3  质量评估  符合纳入标准的28篇研究文献中，文

献[14-21]探讨了白色念珠菌生物膜形成过程与形态学

特点；文献[22-23]分析了干影响白色念珠菌生物膜形成

的相关因素；文献[24-41]探讨了白色念珠菌生物膜耐药

机制。 

 

2.4  白色念珠菌生物膜的形成及其耐药机制  了解生

物膜形成过程的特点及其机制对研究根管充填材料加

入茶多酚对白色念珠菌生物膜的抑制作用具有重要意

义
[14]

。以下总结了白色念珠菌生物膜的形成及其分子生

物学机制和耐药机制的最新进展，为根管充填材料加入

茶多酚对白色念珠菌生物膜的抑制作用的研究及临床

应用提供参考。 

 

2.4.1  白色念珠菌生物膜形成过程与形态学特点  生

物膜对抗抗生素和机体免疫吞噬作用的特征是生物材

料相关感染性疾病的重要原因
[15]

。感染部位一旦形成生

物膜或植人体内的生物材料表面一旦形成了生物膜，由

于其难以被特异性抗体、大多抗真菌药物等物质所彻底

杀灭，白念菌生物膜引起的感染性疾病因而大都是慢性

和难治性的。白念菌生物膜逐渐成为许多学者关注的热

点，为了深入了解白色念珠菌生物膜的相关特征，首先

应该对其形成的生物膜进行形态学观察
[16]

。 

 

Chandra等
[17]

使用荧光显微镜观察白色念珠菌生

物膜的形成过程，发现生物膜的形成通过三个不同的发

展阶段，分为早期(0-11 h)、中期(12-30 h)和成熟期

(31-72 h)。用倒置显微镜可以观察到培养2 h在培养孔

的底面形成由酵母细胞组成的微菌落；2-4 h可见酵母

细胞出芽并开始形成菌丝；8 h微菌落互相融合，形成

酵母细胞及菌丝密集排列的网状结构；24-48 h酵母细

胞沿着菌丝团块样聚集，形成多层的膜状结构。成熟的

白念珠菌生物被膜是一个在细胞外基质包裹下的由孢

子、菌丝体或假菌丝组成的致密网状系统，呈一个具有

不均质性和水道分支的有机三维立体小菌落结构。 

 

目前对生物膜进行形态学研究的方法主要是使用

荧光显微镜、扫描电镜、激光共聚焦显微镜观察。扫描

电镜的优点是能直接观测生物膜中细胞情况，但是需要

对标本进行脱水、固定、包埋、染色等处理，导致观察

表 3  不同质量浓度茶多酚作用后耐药基因 CDR1、CDR2、

MDR1 的转录表达的水平 

Figure 3  Transcriptional expression levels of resistance genes 

CDR1, CDR2 and MDR1 after induced with different 

concentrations of tea polyphenols        (x
_

±s, g/L)

 药物浓度(g/L)  

基因 
23.00      11.50 5.75 

 

- 

 

274.36±5.39 

 

216.76±5.08 

 

246.79±5.12 

CDR1 

CDR2 

MDR1 

235.81±6.36 

192.09±6.14 

117.98±7.89 

204.39±6.98 

125.58±3.49 

101.35± 6.28 

246.86±5.09 

245.98±5.10 

245.73±4.98 

 

注：耐药基因 CDR1 和 CDR2，P < 0.05，差异有显著性意义，耐药基因

MDR1，P > 0.05，无显著性意义。 
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结果与实际有差异。而激光共聚焦显微镜可做到原位、

实时、动态观察生物膜结构，不会破坏生物膜的结构，

可得生物膜的三维信息
[18]

。Kuhn等
[19]

利用激光共聚焦

显微镜与荧光染色方法可观察到在附着于生物材料的

基底层是一两个细胞厚度的具有代谢活性的芽孢层，位

于其上的是厚度为450-550 µm相互交织的大量具有代

谢活性的菌丝体以及生物膜外表面的多糖基质层，各层

间有大小不等的间隙及孔道相贯通。正是这种三维空间

网状结构为细胞营造了一个便于物质交换及细胞间信

号交流的生存环境
[20-21]

。 

 

2.4.2  影响白色念珠菌生物膜形成的相关因素   

接触物质表面的性质
[22]
：一方面是接触物表面的物理

性质如粗糙与否会影响真菌附着难易及生物被膜的均

一性，另一方面是接触物的化学性质也会影响生物被膜

的形成。 

 

    其他：对于白色念珠菌生物被膜的形成还存在许多

其他的影响因素，如白色念珠菌的形态种型、温度﹑营

养等环境因素、白色念珠菌生物被膜的密度感应系统  

等
[23]

。 

 

2.4.3  白色念珠菌生物膜耐药机制  国内外一些研  

究
[24-25]

，指出生物膜状态下的细菌相对其浮游状态具有

显著增强的耐药性。生物膜是一种黏附于非生物或生物

表面的微生物菌落，它们包裹于它们自身产生的细胞外

基质中，是微生物在生长过程中为了适应生存环境而形

成的一种与浮游细胞相对应的存在形式，其最主要的特

点是对临床常规抗真菌药物明显耐药，而且对宿主免疫

防御机制有很强的抗性
[26]

。 

 

生物膜基质阻碍药物的渗透：生物膜基质对抗生素的

不敏感是由于生物膜内细菌分泌的胞外多聚物被膜形

成了屏障，阻止了抗生素的穿入。形成生物膜的菌株，

细菌密度较高，细菌间空隙狭小并且含有大量的不溶水

性蛋白多糖，使抗生素的渗入变得异常困难
[27]

。

Thurnheer等
[28]

利用荧光探针发现这种细胞外基质在生

物被膜外形成的是高度迂曲孔道样的结构，可能是阻止

或延迟某些分子直径较大的物质渗入的原因。有实验证

实，从生物被膜中衍生出的游离菌体同样会具有耐药

性，其程度却低于其在生物被膜内的耐药性。因此，生

物被膜中的细胞外基质有阻碍或延缓药物渗入生物被

膜的作用，但是这也并不是白色念珠菌耐药的关键，其

中还必有其他机制参与作用。 

 

生物膜细胞生长速度和营养受限：由于药物效力通常和

细胞生长力密切相关，生长旺盛的细胞对药物的吸收更

多更快，而生物膜内的细胞由于受营养供给的限制，生

长缓慢从而对抗生素不敏感
[29]

。Baillie等
[30]

用灌注生物

膜发酵桶去评价白色念珠菌生物膜对两性霉素B的敏感

性是否依赖生长速度，结果显示完整的生物膜在测试所

有速率中对两性霉素B都耐药，而浮游细胞则只在低速

率时耐药。从生物膜中分离出来的细胞比完整生物膜细

胞耐药性低，但比浮游细胞的耐药性强。这些研究表明，

白色念珠菌生物对两性霉素B的耐药性不仅仅由于低生

长率，还依赖生物膜的一些其它特点
[31-32]

。 

 

生物膜耐药基因的表达：当生物体接触在某一表面形

成生物膜时，在一定程度上与细菌表达了一种特殊的具

有保护性的生物表型，是由独特基因所控制的。目前有

的研究者开始检测白色测念珠菌形成生物膜时被激活

或抑制的基因，这些基因很有可能与生物膜耐药有   

关
[33]

。Mukherjee等
[34]

利用基因敲除对比了生物被膜在

3个时期中这3个基因的mRNA的表达水平及表达产物

的功能活性，结果证实在中期和成熟期它们均有表达和

产生外排药物的活性，且均强于早期。这与耐药性的变

化不一致，提示这3个基因很可能只在早期的生物被膜

的耐药中起作用，而成熟生物被膜的耐药机制目前仍不

是很清楚。同时，用RNA印迹技术分析游离白色念珠菌

细胞和生物被膜细胞显示在生物被膜上有不同于游离

菌株的基因表达。这些提示其耐药性可能与某些基因表

达有关
[35]

。 

 

生物膜内细胞膜的基质成分影响：Kohli等
[36]

发现，游

离状态的白色念珠菌随着耐药性增加，细胞膜的麦角甾

醇含量有所降低，质膜的流动性也随之递减。Khot等
[37]

发现，生物膜底部芽生孢子层的细胞的耐药性要比上层

的菌丝相和酵母相的细胞高出10倍以上，在对生物膜孢

子层细胞的麦角甾醇合成相关酶的基因进行反转录-聚

合酶链反应的定量分析时也发现，它们与高耐药性存在

相关。目前尚不清楚这种变化是否影响到细胞膜对药物

通透性及与药物的结合能力
[38]

。 

 

总之，白色念珠菌生物膜的耐药性是一个复杂的过

程，不能单独用一种分子机制来解释，可能是两种或更

多种机制共同作用的结果。 
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3  讨论 

 

    茶多酚对近百种细菌均有抑制作用，其抑菌能力与

浓度呈正相关。茶多酚对革兰阴性需氧杆菌和球菌、兼

性厌氧细菌、球菌及球杆菌、革兰阳性球菌、产芽胞杆

菌都有明显的抑制作用
[39]

。实验采用微量肉汤稀释法进

行抑菌实验，致力于定量测定茶多酚抑制白色念珠菌生

物膜生长的能力。该实验在肉眼观察的基础上，对培养

物进行吸光度测定及统计学分析，保证了结果的可靠

性。得出茶多酚在其药物质量浓度达11.5 g/L时即对白

色念珠菌表现出极为明显的抑菌作用，而终质量浓度达

23.0 g/L时即可完全杀死白色念珠菌。白色念珠菌是重

要的人体致病真菌，在机体免疫功能、一般防御力下降

或正常菌群相互制约作用失调，就会大量繁殖并改变生

长形式侵入细胞引起疾病。 

    

白色念珠菌生物膜耐药机制由多药耐药蛋白介导，

多药耐药蛋白包括ATP结合转运蛋白及易化扩散载体超

家族两种类型。ATP结合转运蛋白家族中的念珠菌耐药

基因CDR1、CDR2及MDR1已被证实与白色念珠菌耐药

性密切相关
[40]

。CDR1、CDR2和MDR1的过度表达是游

离态白色念珠菌对抗真菌类药物耐药的重要原因之一，

CDR1及CDR2增加药物的外排，MDR1抑制药物摄人，

从而降低细胞内药物浓度
[41]

。 

 

随着茶多酚药物浓度的梯度增加，致病因子 CDR1

和 CDR2的PCR 产物电泳图谱亮度逐渐变暗，表明其

表达量呈明显下降趋势。可以推断，茶多酚对白色念珠

菌生长的影响是由于其抑制或干扰了致病因子CDR1和 

CDR2基因片段转录过程中的表达，从而导致菌丝无法

形成以及细胞壁的破裂。另外，临床使用的根管充填材

料，是白色念珠菌生物膜形成的良好介质。由于基于茶

叶易于获得，茶多酚制作成本低廉，毒副作用小，不易

产生耐药性，因此，根管充填材料通过加入茶多酚，使

用抗菌材料会有效降低生物膜感染发生的概率，为开发

研制一种理想的根管充填材料加入新型高效消毒药物

提供了新的思路。 
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