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浅部真菌病是指限于皮肤最外层、甲板、毛发和黏

膜的感染，主要包括皮肤癣菌病、浅表念珠菌病和花斑

癣等［1-2］。红色毛癣菌是最常见的一种皮肤癣菌，可引起

各种癣病，且病程持久、难治愈、易复发，在免疫系统受

损的人群中尤为显著［3］。然而，由于各种因素，例如逐年

来耐药率的上升、由于疗程长导致的患者依从性差和肝

肾功能损伤的副作用等［3-4］，有必要寻找一种快速、安全

的治疗方法。目前已有不少光疗用于真菌病治疗的报

道。研究显示使用艾拉光动力（ALA-PDT）、1064 nm

钇铝石榴石晶体（Nd：YAG）激光治疗难治性趾间真菌

病、甲癣，安全有效［5-6］。强脉冲光（IPL）420 nm可通过

类似光动力疗法的机制杀灭细菌及消炎［7］，并应用于治

疗痤疮丙酸杆菌感染的疾病［8］，但目前仍没有其治疗红

色毛癣菌感染的相关报道。研究发现无论是否使用光

敏剂，光疗对微生物产生杀灭作用的同时伴有大量胞内

活性氧（ROS）产生［9-10］。本文拟使用IPL420 nm照射红

色毛癣菌作体外研究，观察IPL420 nm对红色毛癣菌的

生长影响，检测相应氧化应激指标的变化，进一步探讨

强脉冲光对真菌治疗的作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 沙堡氏培养基（江门凯林），蛋白胨（杭

州滨和）、葡萄糖（国药）、蒸馏水，灭菌生理盐水，噻唑蓝

（MTT）（Sigma），DCFH-DA荧光探针以及 MDA测定

试剂盒（南京建成生物工程研究所），BCA蛋白浓度测
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Effect of intense pulsed light on Trichophyton rubrum growth in vitro
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摘要：目的 探讨强脉冲光420 nm滤光片在体外对红色毛癣菌的抑制作用及其机制。方法 实验所用红色毛癣菌落及菌悬液各

分为处理组（强脉冲光照射）和对照组（未照射），在照射前、照射后第2天、第3天，拍摄各组菌落，使用Photoshop cx7软件以像素

计算菌落的面积观察菌落生长曲线变化，以及在照射6 h后，通过噻唑蓝检测真菌菌悬液的活力；2'，7'-二氯荧光黄双乙酸盐荧光

探针检测各组真菌内活性氧变化，硫代巴比妥酸法检测各组真菌丙二醛含量改变。结果 IPL420 nm对红色毛癣菌具有损伤作

用，其最适有效治疗参数为12 J/cm2 12脉冲，处理后6 h后菌株活力下降约30%（P<0.05），而处理后平板菌落停止生长，生长曲

线趋于直线；同时 IPL处理后真菌内活性氧水平升高（P<0.05），伴随丙二醛含量上升（P<0.05）。结论 IPL420 nm可在体外通过

诱导红色毛癣菌内产生氧化应激，导致真菌损伤和死亡。

关键词：红色毛癣菌；强脉冲光；活性氧；氧化应激

Abstract: Objective To investigate the inhibitory effect of 420 nm intense pulsed light on Trichophyton rubrum growth in vitro
and explore the mechanism. Methods The fungal conidia were divided into treatment group with intense pulse light
irradiation and control group without irradiation. The surface areas of the fungal colonies were photographed before
irradiation and on the 2nd and 3rd days after irradiation to observe the changes in fungal growth. The viability of the fungus
in suspension was detected at 6 h after irradiation using MTT assay. The intracellular reactive oxygen species (ROS) level in the
fungus was determined using DCFH-DA fluorescent probe, and the MDA content was detected using TBA method. Results
Intense pulse light (420 nm) irradiation caused obvious injuries in Trichophyton rubrum with the optimal effective light dose of
12 J/cm2 in 12 pulses. At 6 h after the irradiation, the fungus in suspension showed a 30% reduction of viability (P<0.05), and
the fungal colonies showed obvious growth arrest without further expansion. Compared to the control group, the irradiated
fungus showed significant increases in ROS level and MDA content (P<0.05). Conclusion Intense pulse light (420 nm)
irradiation can induce oxidative stress in Trichophyton rubrum to lead to fungal injuries and death.
Keywords: Trichophyton rubrum; intense pulsed light; reactive oxygen species; oxidative stress
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定试剂盒（碧云天公司）。

1.1.2 菌株来源 红色毛癣菌标准菌株ATCC4438购自

美国菌种保藏中心（American type culture collection,

ATCC）。

1.1.3 主要仪器 IPL仪器（Profile超级平台），使用420 nm

滤光片，脉宽150 ms，温度10 ℃，由美国Sciton提供。

1.2 方法

1.2.1 标准株形态的观察 将红色毛癣菌在新鲜配制的

沙保氏培养基上连续转种两次，28 ℃培养7 d，用洁净透

明胶布贴取平板上菌落，乳酸酚棉兰染色，显微镜观察

真菌形态。

1.2.2 平板菌落、菌悬液的制备 取生长良好的菌落用

于本实验并作如下处理：（1）在接受IPL干预前，将菌株

传代培养在新的沙堡氏平板上（每个平板两个菌落）；

（2）取生长良好的菌落，通过使用无菌玻璃棒用3 mL灭

菌生理盐水刷洗培养物表面，将所得到的孢子及菌丝悬

浮液通过40 μmol/L过滤器过滤，离心，用无菌PBS清

洗两遍，用沙氏葡萄糖蛋白胨液体（蛋白胨10 g，葡萄糖

40 g，1000 mL蒸馏水）重悬。使用血细胞计数器计数

使菌悬液浓度为5×104 cfu/mL，在28 ℃下培养，并加入

96孔板中，每孔100 μL，备用。

1.2.3 真菌分组、IPL干预、菌落生长曲线变化及MTT

检测真菌活力 分别以12 J/cm2 6、8、10、12及14脉冲，

11 J/cm2 12脉冲，10 J/cm2 12脉冲作用于平板菌落和菌

悬液，另设正常对照组和空白对照。（1）在照射前（作为

第1天）、照射后第2天、第3天，用数码相机对沙保氏平

板上的处理和对照菌落的表面积进行拍照。使用

Photoshop cx7软件以像素计算菌落的面积；（2）在 IPL

照射后6 h，通过MTT测定法测定菌悬液的活力。向每

个孔中加入10 μL MTT试剂（5 mg/mL），并在28 ℃下

孵育 4 h。孵育4 h后，离心，随后除去上清液并加入

150 μL DMSO，振荡 10 min。酶标仪于波长490 nm 测

各孔吸光度（A）值，计算细胞活力［11］。

选择最佳治疗参数，将实验分为处理组（强脉冲光

照射）和对照组（未照射），光学显微镜下观察各组真菌

形态变化，并进行以下实验，检测相应氧化应激指标。

1.2.4 真菌内活性氧检测 真菌悬液 IPL处理后使用

10 μmol/L的DCFH-DA荧光探针在28 ℃孵育30 min，

并在生理盐水中洗涤两次。使用流式细胞仪在488 nm

的激发波长和525 nm的发射波长下检测荧光信号强度。

1.2.5 真菌MDA含量检测 真菌悬液 IPL处理后收集

并离心获得真菌，在冰水浴中使用超声波破碎机中匀

浆，使用丙二醛（MDA）试剂盒，根据说明说步骤操作，

检测真菌MDA含量。

1.2.6 统计学分析 SPSS 20.0进行统计分析。所有数

据均采用均数±标准差表示，两组间均数比较如方差齐

性，采用两样本 t检验；如方差不齐，采用Satterthwaite

法。多组间均数比较采用单因素方差分析，如方差齐

性，采用 LSD-t 法进行两两比较；如方差不齐，采用

Dunnett's T3法进行两两比较，P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 标准株红色毛癣菌ATCC4438形态

光学显微镜下可见大量的分支、分隔的菌丝，小分

生孢子侧生于菌丝两侧，偶见大分生孢子和厚壁孢子

（图1）。

2.2 IPL420 nm对菌落生长曲线以及真菌活力的影响

菌落在IPL420 nm照射能量为 12 J/cm2 12脉冲和

14脉冲时，菌落停止生长，第2、3天的生长曲线趋于直

线，偏离对照组生长曲线，并呈剂量和时间依赖（图2A、

B）。而照射剂量分别为12 J/cm2 6、8、10脉冲、11 J/cm2

12脉冲和10 J/cm2 12脉冲时，与对照组相比，生长曲线

基本一致（图2A、B）。另外，菌悬液作相应能量处理后，

接受12 J/cm2 12脉冲和14脉冲照射6 h后，其活力较对

照组下降30%，差异有统计学意义（P<0.05，图2C）。而

其余照射能量参数干预后，与对照组相比，真菌活力无统

计学差异（P>0.05，图2C）。最低有效能量剂量为12 J/cm2

12脉冲。光镜下示照射剂量12 J/ cm2 12脉冲处理24 h

后，菌丝部分扭曲、萎缩，分生孢子少见，菌丝壁与对照

组无明显差异（图2D）。

2.3 真菌内ROS变化

经 IPL420 nm 12 J/cm2 12 脉冲照射后，真菌内

ROS含量与对照组相比明显增多，差异有统计学意义

（P<0.05，图3）。

2.4 IPL处理对真菌MDA含量的影响

与对照组相比，IPL组真菌内MDA含量明显增多，

差异有统计学意义（P<0.05，图4）。

3 讨论

很少有研究报道使用IPL治疗真菌感染的疾病，仅

见Ghavam等［12］运用强脉冲光535 nm，872 nm 20 J/cm2，

图1 ATCC4438形态
Fig.1 Morphological observation of
ATCC4438 (Original magnification: ×1000).
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图2 IPL420 nm对菌落生长曲线、真菌活力及形态的影响
Fig.2 Effects of intense pulse light (420 nm) irradiation on colony growth curve, fungal viability and
morphology. A: Fungal colonies on SDA plates; B: Fungal growth curve; C: Viability of T.rubrum 6 h after
irradiation (*P<0.05 vs control group); D: Morphological changes of irradiated fungus (×1000).
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80 J/cm2体外干预红色毛癣菌，但其并没有明显的抑制

作用，而我们本次研究首次表明IPL420 nm对红色毛癣

菌有生长抑制作用，此差异考虑为滤光片选择不同导致

的不一样的治疗效果。我们的研究使用12 J/cm2 6、8、

10、12及14脉冲，11 J/cm2 12脉冲，10 J/cm2 12脉冲不同

参数能量进行干预，标准株ATCC4438无论是菌悬液还

是平板菌落在接受12 J/cm2及以上能量治疗后，真菌都

受到明显抑制，并随着能量的增加，形成能量剂量依

赖。另一方面随着时间的增长，观察各组平板菌落面积

变化，形成时间依赖。再者，光镜下显示，真菌菌丝萎

缩、皱瘪、粗细不一，提示IPL干预后真菌显微结构有一

定损害；但光镜下真菌壁表面与对照组无明显差异，需

进一步进行扫描电镜及透射电镜观察真菌超微结构。

同 时 在 临 床 已 有 不 少 光 治 疗 真 菌 病 的 报 道。

Calzavara-Pinton等［6］使用ALA-PDT治疗9例由白色念

珠菌、癣须菌、红色毛癣菌引起的难治性趾间真菌病，取

得良好疗效。Sotirou等［13］也报道了ALA-PDT治疗30

例甲癣，治愈率为43.3%。陆晟等［14］应用长脉宽1064 nm

Nd：YAG激光治疗甲真菌病患者共79甲，临床有效率

为67.1%，真菌学有效率为73.4%，复发或再感染率为

19.0%。这提示单独使用光疗技术也可对皮肤浅表真

菌病有一定疗效。综上可见，光疗法可抑制多种真菌的

生长，用于治疗真菌相关性皮肤疾病，而根据我们研究

表明IPL420 nm同样具有抑制真菌生长的作用。

Hyun等［15］单独使用发光二极管（LED）（370~630 nm）

照射球形马拉色菌时，发现菌量明显下降，活性氧ROS

和脂质过氧化物显著升高。Baltazar等［11］发现甲苯胺蓝

和红色毛癣菌混合培养后可以被LED 630 nm杀灭，引

起ROS氧化应激应激指标显著性上升，另外应用姜黄

素作为光敏剂，应用波长为417±5 nm的蓝光照射，也可

以抑制真菌的生长，同时引起活性氧显著上升［16］。我们

可以推测各类光疗照射刺激胞内产生大量活性氧造成

氧化损伤是光疗对真菌产生抑制作用的主要原因之

一。很多研究也已经表明ROS在细胞死亡中发挥重要

作用［17-20］。在本次研究中，我们试图找出 IPL抑制真菌

的作用机制。本实验中，红色毛癣菌接受 IPL处理后，

真菌孢内ROS的水平增高，与其损伤相一致，与正常组

相比高出3.7倍以上。我们的研究结果表明，ROS的大

量产生造成的氧化损伤可能是 IPL对红色毛癣菌抗真

菌作用的主要原因之一。

膜脂质对氧自由基非常敏感，并且容易被氧化［21］。

而过量的ROS导致细胞内一系列氧化应激级联反应，

可导致产生膜脂过氧化反应，导致细胞生物膜完整性损

失也可以造成细胞的功能不可逆的损害［22］。而丙二醛

（MDA）作为脂质过氧化的主要产物之一，其含量的测

定被公认为是一个反映脂质过氧化反应的重要标准，以

评估氧化应激的严重程度［23-24］。本实验结果显示IPL处

理后，伴随ROS的大量增加，MDA含量也明显升高（P<

0.05）。由此我们推测红色毛癣菌接受IPL 420 nm干预

后，ROS大量产生积聚，造成孢内氧化应激，而同时

MDA作为是细胞膜脂质被大量ROS物质氧化后的副

产物也大量产生，导致红色毛癣菌损伤甚至死亡。我们

可以推测IPL抑制红色毛癣菌的作用机制之一，是通过

激发真菌内ROS大量产生，进一步诱导脂质过氧化从

而导致真菌损伤和死亡。

综上所述，我们的研究首次表明IPL420 nm对体外

红色毛癣菌干预后，可能使真菌孢内产生大量ROS，损

伤真菌生物膜产生脂质过氧化反应，从而导致真菌活力

下降甚至死亡。但目前 IPL420 nm对红色毛癣菌的作

用机理还没有被完全研究清楚，结合本研究可以推断活

性氧的大量产生及其诱发的一些列级联反应是重要的

作用之一。虽然 IPL420 nm作用于体内红色毛癣菌情

况如何我们尚未清楚，仍需进一步实验探究，但由此次

实验结果仍可得出，IPL420 nm有望成为我们治疗红色

毛癣菌引起的浅表真菌病甚至其余浅表真菌病的一种

新的有潜力的治疗方法。
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图3 真菌内ROS变化
Fig.3 Changes of intracellular ROS in the fungus. *P<
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图4 IPL处理对真菌MDA含量的影响
Fig.4 Effect of IPL treatment on MDA content. *P<
0.05 vs control group.
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