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昆仑雪菊挥发油化学成分及对新生隐球菌抗菌作用 
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(新疆生产建设兵团塔里木盆地生物资源保护利用重点实验室 塔里木大学生命科学学院 

新疆 阿拉尔  843300) 

 
 

摘  要：【目的】探究昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌抗菌活性及细胞膜的影响。【方法】采用水蒸

气蒸馏法提取昆仑雪菊挥发油并用 GC-MS 分析挥发油中的化学成分，采用微量稀释法测定昆仑

雪菊挥发油对新生隐球菌的最低抑菌浓度(MIC)，研究昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌生物量和芽

管萌发的影响，以及昆仑雪菊挥发油对细胞膜中麦角固醇合成和细胞膜渗透性的作用。【结果】

昆仑雪菊挥发油对隐球菌的最小抑菌浓度为 0.781 µL/mL，昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌的生物

量和芽管萌发都有一定的抑制作用，其抑制作用与浓度呈正相关的趋势。昆仑雪菊挥发油能减少

新生隐球菌细胞膜中麦角固醇的合成，并使新生隐球菌细胞膜的渗透性发生改变。【结论】昆仑

雪菊挥发油通过破坏新生隐球菌细胞膜而对其达到抑制作用。 
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Essential oil composition of Coreopsis tinctoria Nutt. and 
anti-Cryptococcus activity 

ZHANG Yan-Mei  FENG Zi-Kai  ZENG Hong* 
(Xinjiang Production & Construction Corps, Key Laboratory of Protection and Utilization of Biological Resources in 

Tarim Basin, College of Life Sciences, Tarim University, Alar, Xinjiang 843300, China) 

Abstract: [Objective] Essential oil (EO) composition of Coreopsis tinctoria Nutt., together with The 
their anti-Cryptococcus activity and influence on the cell membrane of Cryptococcus neoformans 
present study were evaluated in this study. [Methods] EO from Coreopsis tinctoria Nutt. was extracted 
team distillation and the main chemical components of it was identified by GC-MS. The micro-dilution 
method was used in acquiring the minimal inhibitory concentration (MIC). The cell weight of C. 
neoformans and germ tube germination of C. neoformans were also determined to evaluate the anti-C. 
neoformans activity in vitro. The effect on membrane permeabilization was measured by monitoring 
the influx of Propidium iodide (PI) using flow cytometry and further verified through the inhibition of 
ergosterol synthesis in the cell membrane. [Results] The MIC value of EO against C. neoformans was 
0.781 µL/mL. Cell weight and germ tube germination of C. neoformans were inhibited in a 
dose-dependent manner. As shown in the results ergosterol production was reduced and propidium 
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iodide penetrated C. neoformans through a lesion in its cell membrane upon treatment with EO. 
[Conclusion] Inhibitory effect of EO against C. neoformans relying on the cell membrane lesion. 

Keywords: Coreopsis tinctoria Nutt., Essential oil, Chemical composition, Cryptococcus neoformans, 
Anti-Cryptococcus activity, Cell membrane 

近年来，随着癌症放疗、化疗和器官移植治疗

患者人数的增加，临床上抗生素、免疫抑制剂和皮

质激素的广泛使用[1]，以及艾滋病的迅速蔓延，使

临床深部真菌感染病例急剧增加[2]。真菌感染中以

假丝酵母菌属[3]感染最高，其次为曲霉菌属[4]、毛

霉菌属[5]和新型隐球菌属[6]。目前，全球范围内的

真菌感染发病率呈逐年上升的趋势[7]。 

新生隐球菌(Cryptococcus neoformans)是临床

上常见的条件致病真菌之一[8]，易发生于免疫功能

低下的人群，尤其是 AIDS 病人；其可侵犯人或动

物诸多组织器官，引起严重的隐球菌病，如脑膜

炎[9]，病死率高达 30%。目前，临床上常用氟康唑

和两性霉素 B 治疗新生隐球菌病[10]，但由于现有抗

真菌药物的毒副作用、耐药菌株的不断出现，使得

寻找新的抗真菌药物成为微生物学领域的一个研

究热点。挥发油是植物体内次生代谢物之一，现代

药理学研究表明，挥发油具有清热解毒、化瘀活血、

抗炎、降血压、降血脂、抗病毒、抗氧化等独特功

效[11]。近年来，不同研究学者发现天然植物源挥发

油具有较强抗真菌作用[12]。 

昆仑雪菊(Coreopsis tinctoria Nutt.)，系菊科

(Compositae)金鸡菊属(Coreopsis)，其主要分布在海

拔 3 000 m 的新疆和田昆仑山北麓，研究报道昆仑

雪菊具有降血压、降血糖、降血脂、抑制 α-糖苷酶

活性和抗肿瘤等多种生物活性[13]。近年来，国内外

关于昆仑雪菊研究多集中于栽培技术、药理活性和

化学成分等方面[14-17]，针对昆仑雪菊挥发油抗细菌

活性[18]有零星报道。本文通过研究昆仑雪菊挥发油

对新生隐球菌的抗菌活性及细胞膜的作用，为进一

步将昆仑雪菊挥发油开发为临床抗新生隐球菌药

物奠定理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料及菌株 
野生昆仑雪菊 (Coreopsis tinctoria Nutt.)于

2013 年 6 月采自新疆和田地区皮山(海拔 2 000 m− 
3 000 m)，由塔里木大学胡建伟教授鉴定，并保存于

塔里木大学生物研发中心野生植物资源库。 
栽培昆仑雪菊(Coreopsis tinctoria Nutt.)由农

十四师一牧场提供，昆仑雪菊，于 60 °C 烘干，粉

碎，过 40 目筛，备用。 
标 准 菌 株 ： 新 生 隐 球 菌 (Cryptococcus 

neoformans CGMCC 2.3160)购买于中国科学院微

生物研究所菌种保藏中心。 
临 床 分 离 菌 株 ： C. neoformans 49997 、 C. 

neoformans 09-305 和 C. neoformans 09-1681 这 3 株

菌分离于血液，由华中科技大学同济医学院协和医

院皮肤科郑岳臣教授鉴定和惠赠。 

1.2  培养基 
SDB 培养基(g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 10。 
SDA 培养基(g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 10，琼

脂 18。 

1.3  主要试剂和仪器 
两性霉素 B (AmB)、制霉菌素(Nys)，Sigma 公

司 。 气 相 色 谱 - 质 谱 联 用 仪 GC-MS (Agilent 
7890A-5975C) ， 美 国 安 捷 伦 公 司 ； 流 式 细 胞 仪

(FACSCalibur)，美国 BD 公司。 

1.4  昆仑雪菊挥发油的提取及成分分析 
采用水蒸气蒸馏法提取昆仑雪菊挥发油，昆仑

雪菊粉碎，称取 500 g，使料液比为 1:20，浸泡过

夜，使用挥发油提取器提取，蒸馏，微沸 4 h，冷

却读数，收集挥发油，并用 0.1%的无菌吐温 20 配

制成体积分数为 25 µL/mL 的储备液，于 4 °C 密封

避光保存。用 GC-MS 进行成分分析，其条件为
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HP-5MS 毛细管柱(30 m×0.25 mm× 0.25 μm)，程序

升温(起始温度为 50 °C，保持 2 min；以 5 °C/min
的速率程序升温至 200 °C；保持 2 min 以 10 °C/min
的速率程序升温至 300 °C，保持 5 min)，进样量为

0.5 μL；分流比为 20:1，载气为氦气，进样口温度

为 300 °C。质谱条件：离子源为 EI 源；电子能量

70 eV；接口温度 280 °C；离子源温度 230 °C；

溶质量范围 30−600 AMU。根据保留时间，同时对

各化合物质谱在图谱经质谱数据系统(NIST)数据库

进行相似检索，各峰的鉴定主要通过质谱数据库检索

并与有关标准图谱资料并参照文献[17]进行比较鉴

定，其相对含量采用面积归一化法进行计算。 

1.5  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌的 MIC、

MFC 的测定 
采用美国临床实验室标准化委员会(NCCLS)制

定的真菌敏感性测定方案(M27-A3)微量稀释法测

定 雪 菊 挥 发 油 对 新 生 隐 球 菌 的 最 小 抑 菌 浓 度

(MIC)[19]。96 孔板第 1 孔中加入 100 µL 昆仑雪菊挥

发油储备液，第 2 孔至第 10 孔中分别加入 100 µL

的 SDB 培养基，第 2 孔再加入 100 µL 挥发油储备

液，混匀，吸取 100 µL 至第 3 孔，依次进行二倍

稀释至第 10 孔，第 10 孔弃去 100 µL。1−10 孔

每孔接种 100 µL 浓度为 1×107 CFU/mL 的 C. 

neoformans 菌悬浮液。第 11 孔只加入 200 µL 的 SDB

培养基，作为培养基对照孔，第 12 孔加入 100 µL

的 SDB 培养基和接种 100 µL 的菌悬液作为生长对

照孔，最终使每孔终体积为 200 µL。25 °C 静置培

养 48 h。肉眼观察无菌生长孔所含最低药物浓度即

为最小抑菌浓度(MIC)，实验独立重复 3 次。MFC

的判定：从每个无菌生长的孔内取 100 µL 接种于

SDA 培养基，再次 25 °C 静置培养 3 d，无菌落形

成的孔所对应的最低药物浓度为其 MFC 值。两性

霉素 B (AmB)和制霉菌素(Nys)为阳性对照，其储备

液浓度分别为 20 mg/L 和 100 mg/L，MIC 和 MFC

的判定同上。 

1.6  昆仑雪菊挥发油对隐球菌生物量的影响 
将 C. neoformans 2.3160 接种于 SDB 培养基中，

25 °C、180 r/min 培养 2 d，调整菌悬液浓度为

1×107 CFU/mL。取 15 个 5 mL 离心管，分别加入

1.6 mL SDB 培养基、100 µL 菌悬液、100 µL 不同

体积分数的昆仑雪菊挥发油，混匀，使昆仑雪菊挥发

油终体积分数分别为 0.391、0.781、1.562 µL/mL，阳

性对照组为 AmB (3.906 mg/L)和 Nys (12.500 mg/L)，

不加挥发油组为生长对照组。25 °C、160 r/min 振

荡培养 3 d，过滤收集菌体，蒸馏水冲洗 3 次。用

分析天平准确称量菌体质量，平行 3 次重复。 

1.7  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌芽管萌发的

影响 
将 C. neoformans 2.3160 接种至 SDB 培养基中，

25 °C 培养 2 d，调整菌悬液浓度为 1×107 CFU/mL。

取 6 个 5 mL 离心管，分别加入 1. 6 mL SDB 培养基、

100 µL 菌悬液、100 µL 不同体积分数昆仑雪菊挥发

油，混匀，使其终体积分数分别为 0.391、0.781、

1.562 µL/mL，阳性对照组为 AmB (3.906 mg/L)和

Nys (12.500 mg/L)，不加挥发油组为生长对照组。

将制备完毕的培养体系于恒温振荡培养箱中，

25 °C、160 r/min 振荡培养 8 h，以每个样品 100 个

细胞为单位，用血球计数板计数，并按如下公式计

算芽管萌发率。孢子萌发率(%)=发芽孢子数/检查孢

子总数×100。 

1.8  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌甾醇含量降

低的影响 
将 C. neoformans 2.3160 接种于 SDB 培养基

中，25 °C、160 r/min 培养 2 d，调整菌悬液浓度

为 1×107 CFU/mL。50 mL 离心管中，加入 8 mL 

SDB 培养基和 1 mL 不同体积分数的昆仑雪菊挥

发油，混匀，使昆仑雪菊挥发油终体积分数分别为

0.391、0.781、1.562 µL/mL。AmB 浓度为 3.906 mg/L，

Nys 浓度为 12.500 mg/L，不加挥发油的组为空白对

照组。麦角固醇含量计算参阅文献[20]。 

1.9  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌细胞膜渗透

性的影响 
将 C. neoformans 2.3160 接种于 SDB 培养基

中，25 °C、160 r/min 培养 2 d，调整菌悬液浓度
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为 1×107 孢子/mL，取 6 个 5 mL 离心管，分别加

入 1. 8 mL PBS-2%葡萄糖、100 µL 菌悬液、100 µL
不同体积分数挥发油，混匀，使昆仑雪菊挥发油终

体积分数分别为 0.391、0.781、1.562 µL/mL，阳性

对照组为 AmB (3.906 µg/mL)和 Nys (12.500 mg/L)，
不加挥发油组为生长对照组。25 °C、160 r/min 振荡

培养 48 h，5 000 ×g 离心 5 min，收集沉淀，用 PBS
洗 2 次，细胞重悬于 1 mL PBS 中，加入 10 µL PI，
使 PI 终浓度为 1 mg/L，避光 30 °C、160 r/min 培

养 30 min，用 PBS 洗 3 次，重新悬于 500 µL PBS
中，于流式细胞仪检测，激发波长 488 nm，发射

波长为 620 nm[21]。 

1.10  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌细胞膜内容

物的影响 
将 C. neoformans 2.3160 接种至 SDB 培养基中，

25 °C 培养 2 d，调整菌悬液浓度为 1×107 CFU/mL。

于 5 mL 离心管中加入 100 µL 昆仑雪菊挥发油，使挥

发油终体积分数分别为 0.391、0.781、1.562 µL/mL。

不 加 挥 发 油 组 为 对 照 组 ， 阳 性 对 照 组 为 AmB 
(3.906 mg/L)和 Nys (12.500 mg/L)。再向试管中加入

1.8 mL PBS 和 100 µL 菌悬液，25 °C、160 r/min 振

荡培养，分别于 3、6、9 h 取样，5 000 ×g 离心 3 min，

测定上清液 OD260 值(上清液用 PBS 稀释)。 

2  结果与分析 

2.1  昆仑雪菊挥发油成分分析 
昆仑雪菊挥发油，颜色微黄，是具有芳香气味

的油状液体。昆仑雪菊挥发油通过 GC-MS 分析，

结果由表 1 可知，野生种和栽培种昆仑雪菊挥发油

中有 22 个主要化合物，这 22 个化合物占总挥发油

成分相对含量的 97%。其中野生种昆仑雪菊挥发油

中柠檬烯、α-蒎烯和姜烯 3 种成分为雪菊挥发油的

主要成分，含量分别为 52.56%、11.70%和 7.63%；

栽培种昆仑雪菊挥发油中这 3 种主要成分含量分别

为 40.21%、8.30%和 2.42%。 

2.2  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌 MIC、MFC
的测定 

野生和栽培种昆仑雪菊挥发油及其主要成分

柠檬烯、α-蒎烯对隐球菌的 MIC、MFC 如表 2 所示。

野生种昆仑雪菊挥发油和柠檬烯对新生隐球菌标

准菌株和临床菌株 MIC 均为 0.781 µL/mL；栽培种

昆仑雪菊挥发油和 α-蒎烯对新生隐球菌的最小抑

菌浓度均为 1.562 µL/mL；野生种昆仑雪菊挥发油

抗菌效果强于栽培种昆仑雪菊挥发油；实验以 AmB
和 Nys 为阳性对照，NyS 对测试新生隐球菌的 MIC
为 12.500−100.000 mg/L，其中对一株临床分离新生

隐球菌耐药菌株的 MIC 为 100.000 mg/L；而 AmB
对所测试的新生隐球菌的 MIC 均为 3.906 mg/L，说

明野生种和栽培种昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌

效果优于 Nys 和 AmB 阳性对照，且昆仑雪菊对新

生隐球菌抑制作用取决于主要成分柠檬烯和 α-蒎
烯，因为野生种昆仑雪菊挥发油抗新生隐球菌效果

优于栽培种昆仑雪菊挥发油，后续抗菌实验用野生

种昆仑雪菊挥发油。 

2.3  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌生物量的

影响 
昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌生物量的影响

由图 1 可知，药物组与空白对照相比能使新生隐球

菌的生物量有所降低。随着昆仑雪菊挥发油体积分

数度的增大，其对新生隐球菌生物量形成抑制率与

挥发油体积分数呈正相关趋势。当昆仑雪菊挥发油

浓度为 0.391、0.781、1.562 µL/mL 时，其对新生隐

球菌的生物量抑制率为 28.59%、65.45%、94.04%。

阳性对照 AmB (3.906 mg/L)和 NyS (12.500 mg/L)
对新生隐球菌生物量形成抑制率与昆仑雪菊挥发

油中体积分数为 0.781 µL/mL 时生物量抑制率相

当。因此，昆仑雪菊挥发油在一定程度上抑制了隐

球菌生物量的形成，且当昆仑雪菊挥发油与阳性药

物生物量抑制率相当时，其浓度远小于阳性药物的

浓度。 

2.4  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌芽管萌发率

的影响 
昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌芽管萌发率的

影响如图 2 所示。由图 2 可知，加药物组与空白对

照相比能使隐球菌的芽管萌发受到一定的抑制。随 
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表 1  昆仑雪菊挥发油主要成分分析 
Table 1  Composition of the essential oil from Coreopsis tinctoria   

出峰编号 
Peak No. 

保留时间 
Retention time 

中文名称 
Chinese name 

英文名称 
English names 

野生种 

相对含量 

Wild species 
relative content 

(%) 

栽培种 

相对含量 
Cultivated species
relative content 

(%) 

1 6.711 α-蒎烯 1R-alpha-Pinene 11.70 8.30 

2 7.786 β-水芹烯 Beta-Phellandrene 0.51 2.51 

3 8.288 β-月桂烯 Beta-Myrcene 1.86 2.83 

4 8.661 α-水芹烯 Alpha-Phellandrene 1.92 3.05 

5 9.260 1-甲基-2-异丙基苯 1-Methyl-2-(1-methylethyl)benzene 1.09 2.21 

6 9.414 柠檬烯 Limonene 52.56 40.21 

7 9.672 3-蒈烯 3-carene 1.44 2.55 

8 12.298 烯烃 (4E,6Z)-2,6-Dimethyl-2,4,6-octatriene 0.59 1.32 

9 12.761 马鞭烯醇 Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-ol,4,6,6-trimethyl 0.83 1.54 

10 13.405 1,3-环庚二烯 1,3-Cycloheptadiene 0.61 2.03 

11 18.290 长叶烯 Longifolene-(V4) 3.67 4.03 

12 20.266 石竹烯 Caryophyllene 1.45 2.56 

13 20.653 三环烯 Tricyclene 1.22 4.02 

14 21.129 桧烯 Sabinene 0.61 1.36 

15 21.824 姜烯 Zingiberene 7.63 5.21 

16 22.082 龙脑烯 Campholenic aldehyde 1.79 2.59 

17 24.251 石竹烯氧化物 Caryophyllene oxide 0.59 2.03 

18 24.354 芹菜脑 Apiole 0.39 1.25 

19 24.495 莰烯 Camphene 0.78 1.06 

20 26.626 9-芴甲醇 9-Fluorenemethanol 4.28 4.23 

21 27.829 3-亚甲基-环己烯 3-Methylcyclohexene 0.76 1.32 

22 27.829 2-氨基-6-甲基苯并噻唑 2-Amino-6-methylbenzothiazole 1.20 1.25 

Total    99.40 97.46 

 
着昆仑雪菊挥发油浓度的增大，其芽管萌发率与浓

度呈负相关的趋势。当昆仑雪菊挥发油浓度为

0.391、0.781、1.562 µL/mL 时，其对新生隐球菌的

芽管萌发率分别为 56.33%、20.33%、5.67%，昆仑

雪菊挥发油对新生隐球菌的抑制作用很明显。阳性

对照 AmB (3.906 mg/L)、NyS (12.500 mg/L)和挥发

油中体积分数(0.781 µL/mL)对新生隐球菌芽管萌

发率的影响差异不显著。 

2.5  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌甾醇合成的

影响 

昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌甾醇合成的影

响如图 3 所示，加药物组与空白对照相比对细胞

膜甾醇降低率的影响较为显著。随着昆仑雪菊挥

发油浓度的增大，其甾醇降低率与浓度呈正相关 
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表 2  药物对新生隐球菌的最小抑菌浓度 MIC 和最小杀菌浓度 MFC 
Table 2  The MIC and MFC values of against C. neoformans of EO 

C. neoformans  
2.3160 

C. neoformans 
49997 

C. neoformans 
09-305 

C. neoformans 
09-1681 样品 Samples 

MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC 

两性霉素 B 
AmB (mg/L) 

3.906 7.812 3.906 7.812 3.906 7.812 3.906 7.812 

制霉菌素 
Nys (mg/L) 

12.500 25.000 100.000 >100.000 12.500 25.000 12.500 25.000 

野生昆仑雪菊挥发油 
EO1 (µL/mL) 

0.781 1.562 0.781 1.562 0.781 1.562 0.781 1.562 

栽培昆仑雪菊挥发油 
EO2 (µL/mL) 

1.562 3.124 1.562 3.124 1.562 3.124 1.562 3.124 

柠檬烯 
Limonene (µL/mL) 

0.781 1.562 0.781 1.562 0.781 1.562 0.781 1.562 

α-蒎烯 
Pinene (µL/mL) 

1.562 3.124 1.562 3.124 1.562 3.124 1.562 3.124 
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图 1  昆仑雪菊挥发油新生隐球菌生物量的影响 
Figure 1  Effect of EO on biomass of C. neoformans 2.3160 

注：不同字母(a–d)表示差异显著(P<0.05)；相同字母表示差异不显著(P<0.05). 
Note: Bars with different superscripts (a–d) differ significantly (P<0.05). Bars with same superscripts (a–d) not significant difference 
(P<0.05). 
 
的趋势。昆仑雪菊挥发油浓度为 0.391、0.781、

1.562 µL/mL，降低麦角固醇合成百分率分别为

32.78%、46.74%、73.26%，实验以 AmB 和 Nys 为

阳性对照，AmB (3.906 mg/L)和 NyS (12.500 mg/L)
对新生隐球菌甾醇降低率相当。由实验结果可知，

不同浓度的昆仑雪菊挥发油和阳性药物都能降低

麦角固醇的含量，从而破坏细胞膜的完整性，继而

导致细胞死亡。 

2.6  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌细胞膜渗透

性的影响 
碘化吡啶(PI)是一种与细胞核结合的染色剂，

当细胞膜遭到严重的破坏时，PI 可以进入细胞，与

细胞核内物质结合发出荧光，可用流式细胞仪、荧

光显微镜和荧光分光光度计检测荧光强度，根据荧

光强度可以判断细胞膜破坏程度。本实验用流式细

胞仪检测荧光强度实验结果见图 4。实验结果表明： 
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图 2  昆仑雪菊挥发油新生隐球菌芽管萌发的影响 
Figure 2  Effect of EO on Germ tube germination rate of C. neoformans 2.3160 

注：不同字母(a–e)表示差异显著(P<0.05)；相同字母表示差异不显著(P<0.05). 
Note: Bars with different superscripts (a–e) differ significantly (P<0.05). Bars with same superscripts (a–e) not significant difference 
(P<0.05). 
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图 3  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌细胞膜麦角固醇含量的影响 
Figure 3  Inhibition of ergosterol biosynthesis in C. neoformans 2.3160 by EO 

注：不同字母(a–d)表示差异显著(P<0.05)；相同字母表示差异不显著(P<0.05) 
Note: Bars with different superscripts (a–d) differ significantly (P<0.05). Bars with same superscripts (a–d) not significant difference 
(P<0.05). 
 
与空白对照组相比，药物组能够破坏新生隐球菌，

从而使阳性细胞显著增加，荧光强度明显变强。随

着昆仑雪菊挥发油浓度的增大，其对新生隐球菌的

破坏程度越大。当昆仑雪菊挥发油体积分数为

0.391、0.781、1.562 µL/mL 时，被着色的新生隐球

菌 的 数 量 为 24.33%±3.12% 、 59.79%±3.46% 、

95.75%±5.41% (图 4 散点图)，Nys 和 AmB 为阳性

对照分别为 0.71%±0.04%和 5.36%±1.23%。由荧光

强度电压值也可知昆仑雪菊挥发油体积分数 0.391、

0.781、1.562 µL/mL 处理组分别是空白对照组的

19.39、37.14 和 50.22 倍(图 4 柱形图)，着色细胞和

荧光强度数据都能说明昆仑雪菊挥发油对新生隐

球菌细胞膜损坏严重。 

2.7  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌细胞膜通透

性的影响 
昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌细胞通透性的

影响如图 5 所示。由图 5 可知，用不同体积分数的

昆仑雪菊挥发油(0.391、0.781、1.562 µL/mL)、阳

性对照 AmB (3.906 mg/L)和 NyS (12.500 mg/L)分
别处理新生隐球菌。处理 3−9 h 后，挥发油体积 
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图 4  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌细胞膜损伤的影响 
Figure 4  Effect of EO on the lesion of cell membrane of C. neoformans 2.3160 

注：A 和 A′：空白对照组；B 和 B′：Nys 12.500 mg/L；C 和 C′：AmB 3.906 mg/L；D 和 D′：挥发油体积分数为 0.391 µL/mL；E 和
E′：挥发油体积分数为 0.781 µL/mL；F 和 F′：挥发油体积分数为 1.562 µL/mL 第一和三行为散点图；第二和四行为柱形图. A–F：
PI 着色细胞分别为 0.06%±0.01%、0.71%±0.04%、5.36%±0.01%、24.33%±3.12%、59.79%±0.01%和 95.75%±0.01%. A′–F′：电压值分
别为 27.7±2.14、250±5.16、1 928±2.45、5 357±5.78、10 288±4.76 和 13 913±6.31. 
Note: A and A′: Control; B and B′: Nys 12.500 mg/L; C and C′: AmB 3.906 mg/L; D and D′: EO at 0.391 µL/mL; E and E′: EO at 
0.781 µL/mL; F and F′: EO at 1.562 µL/mL, respectively. The first and third row was scatter diagram; The second and fourth row was bar 
chart. A–F: PI-stained cells was 0.06%±0.01%, 0.71%±0.04%, 5.36%±0.01%, 24.33%±3.12%, 59.79%±0.01% and 95.75%±0.01%, 
respectively. A′–F′: Voltage value was 27.7±2.14, 250±5.16, 1 928±2.45, 5 357±5.78, 10 288±4.76 and 13 913±6.31, respectively. 
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图 5  昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌细胞内容物的影响 
Figure 5  Effect of EO on cellular content of C. neoformans 2.3160 

 
分数(1.562 µL/mL)处理新生隐球菌上清液的 OD260

值分别是阳性对照 AmB、NyS 的 1.21−1.61 倍和

1.52−1.91 倍。可见，昆仑雪菊挥发油活性成分导致

OD260 特征吸收值物质的泄露，且与时间和浓度呈

正相关性，说明昆仑雪菊挥发油能使新生隐球菌重

要物质核酸或核酸合成相关物质泄漏，从而导致新

生隐球菌细胞活力降低，甚至死亡。 

3  结论与讨论 

临床常用抗真菌药物有多烯类抗生素、咪唑

类、三唑类、丙烯胺类等，其中以多烯类抗生素中

AmB 和 Nys 应用最为广泛，本文实验结果表明野

生种和栽培种昆仑雪菊挥发油对新生隐球菌抑制

作用优于 AmB 和 Nys 阳性对照，从 GC-MS 分析

挥发油化学成分的结果来看，野生种昆仑雪菊挥发

油主要成分为柠檬烯(52.56%)、α-蒎烯(11.70%)和姜

烯(7.63%)；栽培种昆仑雪菊挥发油主要成分为柠檬

烯(40.21%)、α-蒎烯(8.30%)和姜烯(5.21%)，野生种

昆仑雪菊挥发油和栽培种昆仑雪菊挥发油主要成 
分一致，但野生种昆仑雪菊挥发油主要成分含量高

于栽培种昆仑雪菊挥发油主要成分，可能是因为海

拔因素导致两者主要成分含量有所差异。而张彦丽

等 [22] 报 道 昆 仑 雪 菊 挥 发 油 主 要 成 分 为 柠 檬 烯

(63.50%)、3-蒈稀(7.05%)、β- 繖对 花烃(5.23%)；

Gaspar 等[23]报道其主要成分为 α-蒎烯(45.2%)，与

本文报道昆仑雪菊挥发油成分有所不同，其差异的

原因可能是不同地域、采收期、微环境、提取方法 

等都可能造成所提取挥发油的成分种类与含量有

所差异。野生种和栽培种昆仑雪菊挥发油抗菌活性 

有所差异，可能与其主要成分含量差异有关。昆仑

雪菊挥发油对新生隐球菌生物量形成和芽管萌发

有影响，可见其作用效果与昆仑雪菊挥发油剂量成

依赖性关系，从而表现出一定的抗真菌活性，这可

能与昆仑雪菊挥发油中的柠檬烯、α-蒎烯、姜烯有

关[24-25]。昆仑雪菊是一种药食两用植物，民间常用

作花茶，长期饮用可降低三高症，本文实验结果表

明昆仑雪菊的次生代谢产物挥发油具有抗真菌作

用，且抗菌效果优于阳性对照，这为进一步开发其

作为天然、无毒、无副作用的抗真菌药物奠定了

基础。 

不同类型抗真菌药物作用靶点也有所不同，而

作用于真菌细胞膜的药物最多，且使用最为广泛，

因为细胞膜是细胞保证胞内各种生化反应有序进

行、防止胞内物质外流的重要屏障。本文用流式细

胞仪检测经昆仑雪菊挥发油处理的新生隐球菌细

胞膜是否有损伤，实验结果可知，PI 着色新生隐球

菌随挥发油体积分数增大而增多，说明昆仑雪菊挥

发油能严重破坏新生隐球菌细胞膜。一些相关文

献[26-27]报道，不同种类植物源挥发油通过损坏病

原菌细胞膜而达到抗菌作用，可能是因为病原菌经

挥发油处理后，细胞发生膨胀导致细胞膜结构不完

整，胞内内容物泄漏。例如丁香油对念珠菌、癣菌、

曲霉菌，小茴香挥发油对癣菌细胞膜损坏而达到
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抗菌作用。 

麦角固醇是真菌细胞质膜组成成分之一，其在

维持细胞膜结构完整性、降低细胞流动性等方面起

重要作用。临床多烯类(AmB)抗菌药物主要是其大

环内酯部分与麦角固醇结合，形成固醇-多烯复合

物，使麦角固醇含量降低，破坏细胞膜结构而达到

抗菌作用[28-29]，当然也可以通过抑制或阻止合成麦

角固醇途径中的某个环节或某几个环节，使麦角固

醇合成受阻，以至破坏病原菌细胞膜结构，抑制真

菌生长，达到抗菌作用。本文考察昆仑雪菊挥发油

对新生隐球菌细胞质膜麦角固醇合成的影响，由实

验结果可证实，不同体积分数昆仑雪菊挥发油通过

抑制新生隐球菌细胞质膜麦角固醇合成而达到抗

菌作用，与已报道的其他植物源挥发油通过抑制真

菌细胞质膜中麦角固醇合成而达到抗菌作用的结

果相一致[30-31]。本文只是研究了昆仑雪菊挥发油对

新生隐球菌的抗菌活性及对细胞膜的作用，表明其

抗菌作用的靶点可能是细胞膜。 
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