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【摘要】 目的 采用琼脂平板扩散法
 

(打孔法)和微量液基稀释法两种体外药敏实验方法,观察域发喷剂敷料及其主要成

分(微生物源性抗菌肽)对头皮脂溢性皮炎常见的马拉色菌体外抑菌活性。方法 不同浓度域发喷剂敷料、微生物源性抗

菌肽为实验组,采乐洗剂(浓度2%酮康唑洗剂)、域发喷剂敷料空白溶剂为对照组,用琼脂平板扩散法
 

(打孔法)和微量液基

稀释法测试体外对马拉色菌的抑制作用,同时测定 MIC(最小抑菌浓度)值。结果 域发喷剂敷料、微生物源性抗菌肽、采
乐洗剂均对马拉色菌有不同程度的体外抑制作用,其抑菌效果与药物浓度呈正相关。域发喷剂敷料的 MIC值为0.977

 

μL/mL、微生物源性抗菌肽的 MIC值为3.907
 

μL/mL。结论 域发喷剂敷料安全性高,不易产生耐药性,副作用少,有较

好地抑制马拉色菌作用,使用方便,可用于临床上头皮脂溢性皮炎的治疗。
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【Abstract】 Objective
 

Two
 

in
 

vitro
 

drug
 

sensitivity
 

test
 

methods,
 

ager
 

plate
 

diffusion
 

method
 

(punch
 

method)
 

and
 

microliq-
uid-based

 

dilution
 

method,
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

in
 

vitro
 

antibacterial
 

activity
 

of
 

Medi
 

hair
 

spray
 

dressing
 

and
 

its
 

main
 

components(Microbial
 

antimicrobial
 

peptide)
 

against
 

common
 

Malassezia
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

seborrheic
 

dermatitis
 

lesions
 

of
 

the
 

head.
 

Methods Medi
 

Hair
 

Spray
 

Dressing
 

with
 

different
 

concentration,
 

microbial
 

antimicrobial
 

peptide
 

were
 

used
 

as
 

the
 

experimental
 

group,
 

and
 

Caile
 

lotion
 

(concentration
 

2%
 

ketoconazole
 

lotion)
 

,
 

blank
 

solvent
 

of
 

Medi
 

Hair
 

Spray
 

Dressing
 

were
 

used
 

as
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

diameters
 

of
 

the
 

inhibition
 

zone
 

were
 

compared
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

Malassezia
 

in
 

vitro
 

was
 

tested
 

by
 

agar
 

plate
 

diffusion
 

method
 

(punch
 

method)
 

and
 

microdilution
 

method,
 

and
 

the
 

MIC
 

(minimum
 

inhibitory
 

concentration)
 

values
 

were
 

also
 

determined.
 

Results Medi
 

Hair
 

Spray
 

Dressing
 

and
 

microbial
 

antimi-
crobial

 

peptide
 

inhibited
 

Malassezia
 

to
 

varying
 

degrees
 

in
 

vitro,and
 

the
 

effect
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

drug
 

concentra-
tion.

 

Medi
 

Hair
 

Spray
 

Dressing
 

MIC
 

was
 

0.977
 

μL/mL;microbial
 

antimicrobial
 

peptide
 

MIC
 

was
 

3.907
 

μL/mL.
 

Conclusion
Medi

 

Hair
 

Spray
 

Dressing
 

is
 

safe,and
  

has
 

a
 

better
 

inhibition
 

of
 

Malassezia
 

effect.
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  脂溢性皮炎(seborrheic
 

dermatitis,SD)是临

床上常见的慢性炎症性皮肤病,反复发作,可伴有
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不同程度的瘙痒。确切病因及发病机制尚未完全

阐明,目前研究表明,发病机制可能与遗传因素、免
疫缺陷、真菌感染、激素水平、神经及环境因素等有

关,马拉色菌是引起脂溢性皮炎的一种常见病原

菌。治疗头皮脂溢性皮炎的常用方法包括抗真菌
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治疗。抗菌肽在医学、食品、养殖等众多领域具有

远大的发展前景及应用价值,尤其在医学领域备受

关注。域发喷剂敷料主成分为一种新型高分子聚

合复合物,它的核心成分为抗菌肽,是微生物来源,
针对头皮脂溢性皮炎具有抑菌、控油、修复皮损,改
变局部微生物生长环境,起到缓解和治疗的作用,
临床应用前景良好。本文拟通过域发喷剂敷料对

马拉色菌体外抑菌活性的实验研究,对域发喷剂敷

料的抑菌活性及有效性进行初步探讨,为临床治疗

头皮脂溢性皮炎提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验菌株

马拉色菌标准株(Malassezia
 

furfur),菌种编

号:BNCC
 

337308,购买于北京北纳创联生物技术

研究院,中国普通微生物菌种保存中心。

1.2 实验药物

域发喷剂敷料(粤顺械备20190023号)、域发

喷剂敷料空白溶剂、微生物源性抗菌肽:博汇美萃

生物工程技术(广东)有限公司;采乐洗剂(浓度

2%酮康唑洗剂):国药准字:H20000588西安杨森

制药公司。

1.3 培养基(自己配制)
固体培养基:琼脂60

 

g,牛胆汁(干燥)20
 

g,吐
温40

 

10
 

g,单油酸甘油酯2.5
 

g,蒸馏水1.0
 

L;液
体培养基:麦芽汁60

 

g,牛胆汁(干燥)20
 

g,吐温40
 

10
 

g,单油酸甘油酯2.5
 

g,蒸馏水1.0
 

L。

1.4 琼脂平板扩散法(打孔法)
培养基的制备 按以上比例称取各成分,待其

充分融化后高压灭菌15
 

min,制成马拉色菌平皿

培养基。
马拉色菌标准株活化 吸取适量无菌水溶解

菌粉,均匀涂布于平皿培养基上,置于29℃培养箱。
菌悬液的制备 将马拉色菌标准株接种于固

体培养基上,每72
 

h传代培养1次,传代2次,制
成 菌 悬 液,菌 含 量 大 概 为 (1.0~2.0)×
106CFU/mL。

抑菌活性的测定 将0.5
 

mL菌液均匀涂布

在培养基上,用直径10
 

mm无菌打孔器打孔;将域

发喷剂敷料、微生物源性抗菌肽、采乐洗剂、域发喷

剂敷料空白溶剂原液及稀释成不同浓度的药液分别

加入到不同孔内,加满为止,放入37℃恒温孵育箱。
结果判读 用数显游标卡尺测量抑菌圈直径,

分别计算出每种药液不同浓度的抑菌圈直径平均

值与标准差。
 

质控 阳性对照为接种菌悬液,不含药液,阴
性对照为不接种菌悬液。

1.5 微量液基稀释法

参考NCCLS-M27A
 

方案,将含单油酸甘油酯

作为药敏试验的液体培养基。
药液加样 高压灭菌马拉色菌液体培养基,在

超净工作台上,96孔板中每孔加100
 

μL液体培养

基,在第1孔内分别加100
 

μL浓度为125
 

μL/mL
的域发喷剂敷料、微生物源性抗菌肽、采乐洗剂、域
发喷剂敷料空白溶剂反复吹打后从第1孔中吸取

100
 

μL到第2孔,连续倍比稀释至第10孔,并从

第10孔吸取100
 

μL弃掉;第11孔为加液体培养

基和菌悬液的阳性对照,第12孔为仅含液体培养

基的阴性对照。最后在每孔中加入马拉色菌菌悬

液各100
 

μL,此时从第1孔至第10孔药物的终浓

度分别为62.5
 

μL/mL、31.25
  

μL/mL、15.625
 

μL/

mL、7.813
 

μL/mL、3.907
 

μL/mL、1.954
 

μL/mL、

0.977
 

μL/mL、0.489
 

μL/mL、0.245
 

μL/mL、0.123
 

μL/mL。将96孔板放入37℃恒温孵育箱。
 

结果判读 48
 

h后观察菌落生长情况,观察到

马拉色菌菌落漂浮在液体培养基中,菌落非常清

晰,呈乳白色,采用读取结果。用移液枪分别吸取

各孔内的培养物20
 

μL,点种于马拉色菌平皿培养

基上,48
 

h后观察菌落生长情况。最终的 MIC值

为点种于平皿培养基后没有菌落生长所对应的药

物浓度。
质控 以不含药液,加100

 

μL液体培养基、

100
 

μL生理盐水、100
 

μL菌悬液作为阳性对照;以
不含菌悬液,加100

 

μL药液、100
 

μL液体培养基、

100
 

μL生理盐水作为阴性对照。

1.6 统计学处理

应用统计学软件SPSS20.0进行数据分析、处
理,统计学方法为t检验和单因素方差分析,P<
0.05认为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 琼脂平板扩散法
 

(打孔法)
不同浓度域发喷剂敷料、微生物源性抗菌肽、

采乐洗剂、域发喷剂敷料空白溶剂对马拉色菌的抑

菌直径见表1~4及图1~4;比较不同稀释倍数的

抑菌圈直径的大小见表5及图5。
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表1 域发喷剂敷料体外马拉色菌的抑菌直径结果

Tab.1 Antifungal
 

diameter
 

results
 

of
 

Medi
 

Hair
 

Spray
 

Dressing
 

in
 

vitro

组别
质量浓度/

mg·g-1

抑菌圈直径/mm
标准菌株

􀭺x±s
平均值

域发喷剂敷料 0.8 31.87±0.51 31.87

域发喷剂敷料 0.2 30.11±0.27 30.11

域发喷剂敷料 0.04 21.47±0.90 21.47

域发喷剂敷料 0.008 19.89±1.31 19.89

域发喷剂敷料 0.0016 14.53±0.22 14.53

域发喷剂敷料 0.00032 0 0

阳性对照组 0 0 0

阴性对照组 0 0 0

表2 微生物源性抗菌肽体外马拉色菌的抑菌直径结果

Tab.2 Antifungal
 

diameter
 

results
 

of
 

microbial
 

antimicrobial
 

pep-
tide

 

in
 

vitro

组别
质量浓度/

mg·g-1

抑菌圈直径/mm
标准菌株

􀭺x±s
平均值

微生物源性抗菌肽 0.8 24.59±1.29 24.59

微生物源性抗菌肽 0.2 20.10±0.98 20.10

微生物源性抗菌肽 0.04 16.17±0.44 16.17

微生物源性抗菌肽 0.008 0 0

微生物源性抗菌肽 0.0016 0 0

微生物源性抗菌肽 0.00032 0 0

阳性对照组 0 0 0

阴性对照组 0 0 0

表3 采乐洗剂体外马拉色菌的抑菌直径结果

Tab.3 Antifungal
 

diameter
 

results
 

of
 

Caile
 

lotion
 

in
 

vitro

组别
质量浓度/

mg·g-1

抑菌圈直径/mm
标准菌株

􀭺x±s
平均值

采乐洗剂 20 32.07±0.39 32.07

采乐洗剂 5 30.49±0.40 30.49

采乐洗剂 1 25.53±2.38 25.53

采乐洗剂 0.2 22.42±1.13 22.42

采乐洗剂 0.04 17.38±0.85 17.38

采乐洗剂 0.008 0 0

阳性对照组 0 0 0

阴性对照组 0 0 0

表4 域发喷剂敷料空白溶剂体外马拉色菌的抑菌直径

结果

Tab.4 Antifungal
 

diameter
 

results
 

of
 

blank
 

solvent
 

of
 

Medi
 

Hair
 

Spray
 

Dressing
 

in
 

vitro

组别
质量浓度/

mg·g-1

抑菌圈直径/mm
标准菌株

􀭺x±s
平均值

域发喷剂敷料空白溶剂 562.5 13.55±0.81 13.55

域发喷剂敷料空白溶剂 140.625 0 0

域发喷剂敷料空白溶剂 28.125 0 0

域发喷剂敷料空白溶剂 5.625 0 0

域发喷剂敷料空白溶剂 1.125 0 0

域发喷剂敷料空白溶剂 0.225 0 0

阳性对照组 0 0 0

阴性对照组 0 0 0

表5 不同稀释倍数下的抑菌圈平均直径

Tab.5 Mean
 

diameters
 

of
 

inhibition
 

zone
 

at
 

different
 

dilutions
(mm)

样品 原液 稀释4倍 稀释20倍 稀释100倍 稀释500倍 稀释2500倍

域发喷剂敷料 31.87 30.11 21.47 19.89 14.53 0

采乐 32.07 30.49 25.53 22.42 17.38 0

微生物源性抗菌肽 24.59 20.10 16.17 0 0 0

域发喷剂敷料空白溶剂 13.55 0 0 0 0 0

域发喷剂敷料/采乐洗剂 99.38% 98.75% 84.1% 88.7% 83.6% 0

微生物源性抗菌肽/采乐洗剂 76.68% 65.92% 63.34% 0 0 0

域发喷剂敷料空白溶剂/采乐洗剂 42.25% 0 0 0 0 0

2.2 微量液基稀释法

实验得出:域发喷剂敷料作用于马拉色 菌

MIC值为0.977
 

μL/mL;微生物源性抗菌肽作用

于马拉色菌 MIC值为3.907
 

μL/mL(见图6)。
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图1 域发喷剂敷料对马拉色菌的体外抑菌:琼脂平板扩散法
 

(打孔法)培养72
 

h 图2 微生物源性抗菌肽对马拉色菌的体外抑菌:琼脂

平板扩散法
 

(打孔法)培养72
 

h 图3 采乐洗剂对马拉色菌的体外抑菌:琼脂平板扩散法
 

(打孔法)培养72
 

h 图4 域发喷剂敷料空白溶

剂对马拉色菌的体外抑菌:琼脂平板扩散法
 

(打孔法)培养72
 

h 图5 比较不同稀释倍数下每种药物的抑菌圈直径 图6 域发喷剂敷

料、微生物源性抗菌肽和采乐洗剂体外抑制马拉色菌:微量液基稀释法培养48
 

h

Fig.1 In
 

vitro
 

antifungal
 

activity
 

of
 

Medi
 

Hair
 

Spray
 

Dressing
 

against
 

Malassezia:
 

ager
 

plate
 

diffusion
 

method(punch
 

method)culture
 

for
 

72
 

h Fig.2 In
 

vitro
 

antifungal
 

activity
 

of
 

microbial
 

antimicrobial
 

peptide
 

against
 

Malassezia:
 

ager
 

plate
 

diffusion
 

method(punch
 

method)
culture

 

for
 

72
 

h Fig.3 In
 

vitro
 

antifungal
 

activity
 

of
 

Caile
 

lotion
 

against
 

Malassezia:
 

ager
 

plate
 

diffusion
 

method(punch
 

method)culture
 

for
 

72
 

h Fig.4 In
 

vitro
 

antifungal
 

activity
 

of
 

blank
 

solvent
 

of
 

Medi
 

Hair
 

Spray
 

Dressing
 

against
 

Malassezia:
 

ager
 

plate
 

diffusion
 

method
(punch

 

method)culture
 

for
 

72
 

h Fig.5 The
 

inhibition
 

zone
 

diameters
 

of
 

each
 

drug
 

at
 

different
 

dilutions
 

were
 

compared Fig.6 In
 

vitro
 

inhibition
 

of
 

Malassezia
 

by
 

Medi
 

Hair
 

Spray
 

Dressing、microbial
 

antimicrobial
 

peptide
 

and
 

Caile
 

lotion:
 

microliquid-based
 

dilution
 

method
 

cul-
ture

 

for
 

48
 

h

3 讨  论

马拉色菌属于嗜脂性酵母,是人体皮肤正常菌

群的一部分,广泛存在于人类和动物皮肤上,在头

皮、外耳道、面部、胸背部等皮肤表面可分离出。作

为一种常见的条件致病菌,马拉色菌在某些致病因

素的作用下,可引起各种相关性皮肤病[1],如花斑

糠疹、脂溢性皮炎、马拉色菌毛囊炎、特应性皮炎、
银屑病、甲真菌病等[2-3],这些疾病均与马拉色菌的

定植密切有关。
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市面上有许多去屑洗发水和医用洗发剂用于

治疗头皮脂溢性皮炎,这些洗剂中大多数含有酮康

唑、二硫化硒、硫氧吡啶锌等活性成分。对于许多

头皮屑和脂溢性皮炎的患者来说,现有的去屑产品

使用几个周期后便会出现不满意的效果,容易

复发。
域发喷剂敷料是一种新型高分子聚合复合物

为主成分的抗菌敷料,主要是由基质和主成分两部

分组成,基质是由甘油、卡波姆和丁二醇等组成;主
成分为一种新型高分子聚合复合物,也由基质和核

心成分两部分组成,基质是季铵盐类高分子聚合

物,核心成分为抗菌肽。其中季铵盐类高分子聚合

物为核心成分载体,不仅起到载体作用,还发挥清

洁去脂的功能,间接达到控油抑菌的疗效;核心成

分抗菌肽,为微生物来源抗菌肽,具有抑菌功能。
该新型高分子聚合复合物是通过季铵盐类高分子

聚合物和抗菌肽的协同实现增效作用,从控油、抑
菌、修复皮损3个方面缓解脂溢性皮炎的主要

症状。
抗菌肽又称抗微生物肽或者宿主防御肽,是抗

生素的理想替代品之一[4],在生物体内广泛存在。
抗菌肽作用机制与抗生素不同[5],其具有抗细菌、
抗真菌、抗病毒、抗肿瘤、免疫调节等功能[6-8],抗菌

肽是一种新型抗感染药物多肽,不易引起微生物耐

药性,其抗真菌作用机制可能为:①阻断和破坏真

菌细胞壁的合成;②作用与真菌细胞内线粒体等细

胞器,抑制真菌细胞呼吸;③作用于真菌细胞膜,增
加细胞通透性[9],不易产生耐药性[10],具有热稳定

性、耐受性、pH值稳定性、消化酶稳定性等生物学

特征[11],具有良好的发展前景,临床应用日益广

泛。其来源可分为天然抗菌肽和人工抗菌肽。天

然抗菌肽又分为动物源性抗菌肽、植物源性抗菌肽

和微生物源性抗菌肽等,与动植物源抗菌肽及其他

AMPs相比,微生物源抗菌肽的研究应用相对缓

慢,但具有种类多、功能多样、易大规模获取、生产

时限短等优点[12],因此,微生物源抗菌肽更具发展

前景,深受研究者们的关注[13]。
本研究通过琼脂平板扩散法(打孔法)证实了

域发喷剂敷料、微生物源性抗菌肽及采乐洗剂在体

外均对马拉色菌有不同程度的抑制作用,其抑菌效

果与药物浓度呈正相关,三组比较未见明显差异

(P>0.05);随着域发喷剂敷料浓度的递减,即原

液稀释的倍数增加(原液至稀释4倍),抑菌圈直径

有所变小,但下降幅度不大,其对马拉色菌的抑制

作用与采乐洗剂相当,两组比较未见明显差异(P
>0.05);域发喷剂敷料浓度更低,即原液稀释的倍

数更大(稀释20~2500倍),抑菌圈直径明显变

小,到稀释至2500倍时失去抗菌活性,其对马拉色

菌的抑制作用弱于采乐洗剂,相当于采乐洗剂抑菌

作用的80%~90%,两组比较差异有统计学意义

(P<0.05);微生物源性抗菌肽对马拉色菌的抑制

作用弱于域发喷剂敷料、采乐洗剂,每组间比较差

异有统计学意义(P<0.001)。通过微量液基稀释

法证实了域发喷剂敷料的 MIC值为0.977
 

μL/

mL;微 生 物 源 性 抗 菌 肽 的 MIC 值 为 3.907
 

μL/mL。
本实验中,域发喷剂敷料、微生物源性抗菌肽

及采乐洗剂对马拉色菌均有不同程度的抑制作用,
抑菌试验结果采乐洗剂组抑菌作用最强,其次是域

发喷剂敷料组、微生物源性抗菌肽组。采乐洗剂是

含有酮康唑的治疗头皮脂溢性皮炎的常用洗剂,效
果显著。但域发喷剂敷料是一种新型高分子聚合

物复合物为主成分的抗菌敷料,其主要成分微生物

源性抗菌肽也具有较强的抗真菌作用,通过阻断和

破坏真菌细胞壁的合成、抑制真菌细胞呼吸、增加

真菌细胞通透性等发挥作用,从而抑制马拉色菌的

生长,其次域发喷剂敷料是一种混合物,各物质间

相互协同,促使主要成分最大限度地发挥抗真菌

作用。
综上,域发喷剂敷料安全性高,不易产生耐药

性,不良反应少,使用方便,值得推广应用。
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