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摘要: 用体外药敏试验评价了丁香酚抗马拉色菌的活性, 并通过棋盘微量稀释法研究了丁香酚与传统去屑剂联合用药

的相互作用, 丁香酚的最低抑菌浓度(Minimum Inhibitory Concentration, MIC)为312.50 μg/mL, 最低杀菌浓度(Minimum
Fungicidal Concentration, MFC)为625.00 μg/mL; 与酮康唑联用表现为协同作用, 与吡啶硫酮锌 (Zinc Pyrithione, ZPT)、
氯咪巴唑、吡啶酮乙醇胺盐 (Piroctone Olamine, OCT)分别联用表现为相加作用；用四甲基偶唑盐 (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid，MTT)法评价了丁香酚对角质形成细胞的毒性, 其半抑制浓度

(50% Inhibitory Concentration，IC50)为320.93 μg/mL, 高于传统去屑剂；最后通过扫描电子显微镜 (Scanning Electron
Microscope, SEM) 和透射电子显微镜 (Transmission Electron Microscope, TEM) 初步研究了丁香酚对马拉色菌的作用机

制, 结果表明丁香酚通过破坏细胞壁和细胞内部膜结构达到杀菌的效果。
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Abstract: The in vitro susceptibility test was used to evaluate the activity of eugenol against Malassezia, and the
interaction between eugenol and traditional antidandruff drugs was studied by the checkerboard microdilution
method. The minimum inhibitory concentration (MIC) of eugenol was 312.50 μg/mL and the minimum fungicidal
concentration was 625.00 μg/mL. Eugenol combined with ketoconazole showed a synergistic effect, and combined
with zinc pyrithione (ZPT), climbazole, and piroctone olamine (OCT) respectively showed additive effects.
Combined use can reduce the minimum effective concentration of each drug by 50%~75%. The toxicity of eugenol
to keratinocytes was evaluated by MTT (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromid) assay. The
results showed that the IC50 of eugenol was 320.93 mg/L, which is higher than that of traditional antidandruff
agents. This indicated that eugenol has higher safety at the cellular level. The mechanism of eugenol against
Malassezia was studied by Scanning Electron Microscopy (SEM) and Transmission Electron Microscopy (TEM).
It was found that eugenol achieves fungicidal ability by destroying cell wall and internal membrane structure of
Malassezia. These results provided a theoretical basis for the application of eugenol in antidandruff products.
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头皮屑是一种常见问题，典型的头皮屑是指头

皮上或头发里出现薄片状皮屑，且大多情况下伴有

明显的瘙痒。各种内在和环境因素，如皮脂分泌、马

拉色菌定植、个体易感性以及这些因素之间的相互
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作用，都是导致产生头皮屑的原因[1-3]。

马拉色菌是一种寄生于人和动物皮肤表面的嗜

脂性真菌，能够分泌多种具有广谱活性的脂肪酶，将

皮脂中的甘油三酯水解成脂肪酸。由于马拉色菌缺

少Δ9去饱和酶，只能代谢饱和脂肪酸并由此产生促

炎性不饱和脂肪酸的聚集，刺激皮肤屏障进而引起

角质层脱落，因此一直认为该菌是头皮屑及脂溢性

皮炎的病原菌[4-5]。

去除头皮屑需要抑制马拉色菌的过度增殖，抑

制马拉色菌的传统去屑剂主要有酮康唑、氯咪巴唑、

ZPT、OCT等[6]。酮康唑对马拉色菌相关感染的治疗

效果不佳，复发率较高，临床安全性较低，我国已禁

止其在化妆品中使用。氯咪巴唑长期使用会产生一

定程度的耐受性，且唑类杀菌剂对藻类、鱼类等水生

生物有毒害作用。ZPT有较强的脱脂作用，但因其难

以溶解，配制去屑产品时必须保证其不发生沉淀[7-9]。

植物成分是合成药物的可行替代品，在过去的几十

年里，化妆品中天然产物的使用急剧增加[10]，人们对

含有植物成分的化妆品的认知和需求正在上升。因

此，开发具有副作用小、环保、来源广并且适合长期

及预防性应用的植物来源去屑成分具有重要意义。

丁香酚主要来源于丁香挥发油等富含丁香酚的

精油，具有抗菌、抗炎、镇痛、抗氧化和抗癌等药理活

性，在医药、农业、香料、香精、化妆品等多个行业得

到应用[11]。目前已有研究发现丁香精油对马拉色菌

有较好的抑菌活性[12-13]，但尚未应用于去屑，丁香酚

与传统去屑剂的相互作用和对表皮角质形成细胞的

毒性尚不明确，对马拉色菌的作用机制也未见报道。

为了研究丁香酚与传统去屑剂的相互作用和安全

性，以及对马拉色菌的作用机制，本文通过体外药敏

实验评价了丁香酚及其联用传统去屑剂对糠秕马拉

色菌(Malassezia furfur，M. furfur)的抑菌活性，用

MTT法评价了对HaCaT细胞的毒性，并通过SEM和

TEM初步研究了丁香酚对于糠秕马拉色菌的作用机

制，为丁香酚在去屑产品中的应用提供了理论依据。

1     材料与方法

1.1     材料与设备

丁香酚，上海麦克林生化科技有限公司，纯度

99%；酮康唑，上海阿拉丁生化科技股份有限公司，

纯度98%；ZPT，上海麦克林生化科技有限公司，纯度

96%；OCT，氯咪巴唑，上海阿拉丁生化科技股份有

限公司，纯度98%；改良Dixon培养基 (mDixon)，青岛

海博生物技术有限公司；DMEM(高糖)培养液，胎牛

血清，胰蛋白酶，双抗(青霉素-链霉素)，PBS缓冲液，

美国Gibco；MTT，上海阿拉丁生化科技股份有限公

司；2.5%戊二醛固定液，北京索莱宝科技有限公司。

糠秕马拉色菌 (ATCC 44 344)购于广东省微生

物菌种保藏中心。

人永生化表皮角质形成细胞(Immortal Keratinocytes，
HaCaT)，购于上海中乔新舟生物科技有限公司。

生化培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；CO2

培养箱，赛默飞世尔科技有限公司；超净工作台，苏

州净化设备有限公司；多功能酶标仪，德国Berthold
公司；光学显微镜，明美光电技术有限公司；离心机，

湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；聚焦离子束场

发射扫描电子显微镜(LYRA 3 XMU)，捷克Tescan；
透射电子显微镜(Tecnai Spirit)，美国FEI公司。

1.2     实验方法

1.2.1    溶液配制

将丁香酚、酮康唑、OCT、氯咪巴唑用95%乙醇

溶解，分别配至400，10，40，40 mg/mL；将ZPT用
95%乙醇分散至20 mg/mL，超声分散，使用前振荡均匀。

MTT用PBS溶解配至5 mg/mL，置于–20 ℃冰箱中备用。

1.2.2    最低抑菌浓度 (MIC) 和最低杀菌浓度 (MFC)
的测定

将马拉色菌冻干粉活化，在32 ℃培养72 h后，用

接种环挑取若干菌落至无菌生理盐水，吹吸数次，将

浊度调整至麦氏1#比浊管，经平板计数其菌液浓度

为(2~4)×106 CFU/mL，将菌悬液用mDixon培养基稀

释100倍。将丁香酚、酮康唑、ZPT、OCT、氯咪巴唑用

无菌培养基稀释至实验浓度，备用。

参照NCCLS提出的标准(M27-A3方案)，采用微

量稀释法在96孔板的1~11列分别加入100 μL无菌培

养基，将稀释后的丁香酚、酮康唑、ZPT、OCT、氯咪巴

唑取100 μL加至第1列，倍比稀释至第10列，1~11列
每孔加入100 μL菌液，第 11列设生长对照，第12列加

入200 μL培养基作为空白对照。32 ℃培养72 h后，测

600 nm波长处的光密度(Optical Density，OD)值，计算

每孔的抑制率，取抑制率≥80%的孔的最低药物浓度

作为该药的MIC。抑制率计算公式为

抑制率(%) =
生长对照组OD600−实验组OD600

生长对照组OD600−空白组OD600

×100%

(1)

取孔内培养液涂布平板，培养3 d后无菌生长的

平板对应的最低药物浓度作为MFC。
1.2.3    联合抑菌指数值测定

丁香酚与酮康唑、ZPT、OCT、氯咪巴唑的相互
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作用按照棋盘微量稀释法进行测定[14]。根据各去屑

剂的MIC值将其连续稀释后分别加至96孔板，然后

将连续稀释的丁香酚加入各板，最后将稀释后的菌

悬液加入孔板使其终浓度为(1~2)×104 CFU/mL。将
孔板置于32 ℃培养箱培养3 d后，用酶标仪测600 nm
波长处的OD值。实验重复3次。

实验结果以联合抑菌指数 (Fractional Inhibitory
Concentration, FIC) 来评价两者的联合效应。

FIC =
MICA联用

MICA
+

MICB联用

MICB
(2)

A和B分别为丁香酚和传统去屑剂，MICA和

MICB分别为A和B单用时的MIC值。MICA联用是A和
B联用时A的MIC值，MICB联用是A和B联用时B的
MIC值。当FIC≤0.5时为协同作用；0.5<FIC≤1时为相

加作用；1<FIC≤2时为无关作用；当FIC>2时为拮抗

作用。

1.2.4    细胞毒性实验

取对数生长期的HaCaT细胞用DMEM完全培养

基调整至1×105个/mL，并以100 μL每孔接种至96孔
板，置于37 ℃，体积分数为5%的CO2培养箱中培养

24 h。弃去培养基，用DMEM完全培养基将丁香酚稀

释至实验浓度，取100 μL加至每孔，每组药物设5个
复孔，同时设控制组和空白组。分别培养12，24，36和
48 h，弃去上清液，每孔加入0.5 mg/mL的MTT 100 μL，
继续培养4 h后弃去上清液，每孔加入DMSO 150 μL，
用酶标仪测490 nm处的OD值。

细胞活力计算公式为

细胞活力(%) =
实验组OD490−空白组OD490

控制组OD490−空白组OD490

×100%

(3)

1.2.5    SEM和TEM对细胞形态的观察

将M. furfur传代2次后，转移到无菌生理盐水中，

用mDixon培养基稀释至(2~4)×105 CFU/mL。将黏附

载玻片切割成边长5 mm大小正方形，酒精清洗后干

燥，并放入24孔板中，每孔加1 mL稀释好的含菌培养

液，32 ℃培养24 h后，将载玻片转移到加药培养基中

继续培养48 h。取出载玻片，用生理盐水冲洗，2.5%
戊二醛固定，经30%，50%，70%，90%，100%乙醇梯度

脱水，每次5 min，用100%乙醇再处理20 min，冷冻干

燥。喷金5 min，将载玻片黏附于样品台上，在加速电

压为5 kV的扫描电子显微镜下观察。

将M. furfur菌悬液用mDixon培养基稀释至

(2~4)×105 CFU/mL，32 ℃摇床培养24 h后，加入丁香

酚至MIC浓度，并设酮康唑对照组和空白组，继续培

养48 h后，以3 000 r/min离心，用PBS漂洗，分别用

2.5%戊二醛和1%锇酸溶液固定，后经30%，50%，

70%，90%，100%乙醇梯度脱水，再用100%乙醇处理

20 min。用包埋剂与丙酮的混合液(V包埋剂/V丙酮=1/1)
处理样品1 h，再用包埋剂与丙酮的混合液(V包埋剂/
V丙酮=3/1)处理样品3 h。将经过渗透处理的样品包埋

起来，70 ℃加热过夜，即得到包埋好的样品。样品在

超薄切片机中切片，切片经柠檬酸铅溶液和醋酸双

氧铀50%乙醇饱和溶液各染色10 min，用加速电压为

80 kV的透射电镜观察。

2     结果与讨论

2.1     药敏试验

丁香酚、酮康唑、ZPT、OCT、氯咪巴唑对M. furfur
的抗菌活性结果见表1。丁香酚的MIC为312.50 μg/mL，
MFC为625.00 μg/mL，酮康唑、ZPT和氯咪巴唑表现

出较强的抗菌活性。
 

表 1   各药物单独用药对糠秕马拉色菌的MIC和MFC
Table 1       MIC and MFC of each drug against M. furfur μg/mL

药物 MIC MFC

丁香酚 312.50 625.00

酮康唑 6.25 12.50

ZPT 7.50 30.00

OCT 62.50 125.00

氯咪巴唑 6.25 12.50
 
 

确定了各药物的MIC后，对二元组合的潜在协

同作用进行了测试，结果如表2所示。丁香酚与酮康

唑联合用药时，FIC值为0.50，表现为协同作用；与ZPT
联用时，FIC值为0.75，表现为相加作用；与OCT联用

时，FIC值为1.00，表现为相加作用；与氯咪巴唑联用

时，FIC值为0.75，表现为相加作用。各药物的联用

MIC值相比于MIC值降低了50%~75%，这说明在联

合用药时，降低各药物的浓度可以达到相同的抑菌

效果。
 

表 2   丁香酚与各药物联合用药对糠秕马拉色菌的FIC
Table 2   The FIC of eugenol combined with each drug against

M. furfur

联合用药 MIC联用/ (μg·mL–1) FIC

丁香酚-酮康唑
丁香酚 78.13

0.50
酮康唑 1.56

丁香酚-ZPT
丁香酚 156.25

0.75
ZPT 1.88

丁香酚-OCT
丁香酚 156.25

1.00
OCT 31.25

丁香酚-氯咪巴唑
丁香酚 78.13

0.75
氯咪巴唑 3.13
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2.2     细胞毒性实验

丁香酚对HaCaT细胞增殖的影响如图1所示，在

31.25~500 μg/mL剂量范围内培养12, 24, 36, 48 h，随
作用时间的延长，HaCaT细胞的存活率呈现浓度−时
间依赖关系。丁香酚作用12 h，随丁香酚浓度增加至

250 μg/mL，细胞增殖未受到明显的影响，浓度大于

250 μg/mL时，细胞存活率骤减；丁香酚分别作用24，
36，48 h时，细胞存活率随浓度增大不断降低；在相同

的丁香酚浓度下，随着作用时间的延长，细胞存活率

降低；分别作用24，36，48 h时，细胞存活率差异不明

显。通过双因素方差分析，P<0.01,浓度和作用时间对

细胞存活率有非常显著(**)的影响。

同时评价了酮康唑、ZPT、OCT、氯咪巴唑对

HaCaT细胞的毒性。分别作用24 h后，细胞活力与药

物浓度的关系如图2所示。
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图 2   酮康唑、ZPT、OCT、氯咪巴唑对HaCaT细胞增殖的影响

Fig.2   Effect of ketoconazole, ZPT, OCT and climbazole on proliferation of HaCaT cells
 

用SPSS Statistics进行Probit分析，计算得到各药

物对HaCaT细胞的半抑制浓度IC50，如表3所示。结果

显示，丁香酚的IC50为320.93 μg/mL，与其他传统去

屑剂相比，在细胞水平上有较高的安全性。

根据药敏实验和细胞毒性的结果，丁香酚(MIC:
312.5 μg/mL, IC50: 320.93 μg/mL)与ZPT (MIC: 7.50 μg/mL，
IC50: 0.662 μg/mL)、OCT (MIC:62.50 μg/mL, IC50:
33.10 μg/mL)相比，安全窗口较大。酮康唑由于长期

表 3    丁香酚和各传统去屑剂对HaCaT细胞的IC50值

Table 3    IC50 values of eugenol and traditional antidandruff agents on
HaCaT cells

药物 IC50/ (μg·mL–1)

丁香酚 320.93

酮康唑 34.37

ZPT 0.66

OCT 33.10

氯咪巴唑 97.97
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图 1    丁香酚对HaCaT细胞增殖的影响

Fig.1    Effect of eugenol on proliferation of HaCaT cells
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使用会引起断发等副作用已禁止用于洗发水，氯咪

巴唑由于易产生耐药性和环境污染问题也较少使用[7-8]。

本研究发现丁香酚有效抑菌浓度值高于传统传统去

屑剂，但与传统去屑剂联用时可将各药物的有效浓

度降低50%~75%，因此可以通过联用来提高抑菌效

果，降低细胞毒性和副作用。

2.3     SEM和TEM对细胞形态的观察

图3是经MIC浓度的丁香酚处理后的M. furfur细
胞和酮康唑对照组以及正常细胞的SEM图。图3(a)是
不加药物的空白对照组，可见较厚的细胞外基质组

成的生物膜结构覆盖在细胞上，细胞完整，表面平

滑。图3(b)是经过MIC浓度的酮康唑处理的细胞，可

见细胞发生皱缩，生物膜明显减少。图3(c)是经MIC

浓度的丁香酚处理的细胞，细胞出现皱缩和塌陷，芽

孢断裂，细胞破损，生物膜的合成明显减少。

图4是M. furfur细胞的TEM图。图4(a)是正常细

胞，细胞壁厚度均一，细胞核呈圆形，核膜清晰，粗面

内质网表面可见核糖体附着，脂滴相对较多。图4(b)
是MIC浓度的酮康唑处理48 h后的细胞，可见其细胞

膜破损、溶解，胞内基质游离。细胞核呈不规则形，线

粒体重度肿胀，膜溶解、消失，其内基质变淡；液泡膜

溶解。图4(c)是MIC浓度的丁香酚处理48 h后的细胞，

细胞壁局部破损，胞内膜结构消失，溶解，细胞膜凹

陷，局部质壁分离。细胞核呈不规则形，染色质溶解，

核膜模糊；线粒体肿胀，膜结构模糊，其内基质变淡；

粗面内质网轻度扩张，脱颗粒，脂滴减少。

 

(a) 空白对照组 (b) 酮康唑对照组 (c) 丁香酚处理组

2 μm 2 μm 2 μm

 

图 3   M. furfur细胞的SEM图像

Fig.3   SEM images of M. furfur cells
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图 4   M. furfur细胞的TEM图像

Fig.4   TEM images of M. furfur cells
 

已有研究表明丁香酚对真菌的抑菌机理与破坏

细胞壁、细胞膜的完整性和通透性有关。Cai R等[15]认

为丁香酚破坏鲁氏酵母细胞膜的完整性和通透性，

对细胞壁和细胞膜造成不可逆损伤。de Oliveira Pereira

等[16]认为丁香酚作用于红色毛癣菌的机制涉及抑制

麦角甾醇的合成，由于麦角甾醇是真菌细胞膜的重

要组成部分，低麦角甾醇含量干扰细胞膜的完整性

和功能。Darvishi[17]等通过研究发现，丁香酚干扰了酿

酒酵母细胞质膜的两种通透酶，Tat1p和Gap1p，它们

都参与通过酵母细胞质膜的芳香族化合物和支链氨

基酸的双重转运。但是迄今为止还未见丁香酚与M.

furfur作用机制的研究报道，根据SEM和TEM测试结
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果，丁香酚会破坏M. furfur细胞壁，使其凹陷、皱缩，

并且破坏细胞内膜结构，使细胞膜凹陷，发生质壁分

离，引起核膜和线粒体膜的溶解。可以看出，丁香酚

对M. furfur的抗真菌活性是通过破坏细胞壁结构和

细胞内膜结构实现的，其与化学去屑剂的协同作用

可能由于对M. furfur细胞壁、细胞膜的破坏而加速了

化学去屑剂的作用。丁香酚对M. furfur的进一步作用

机制有待于更深入的研究。

3     结论

(1) 本文通过体外药敏实验研究了丁香酚对糠

秕马拉色菌的抑菌活性，其MIC值为312.50 μg/mL，MFC
值为625.00 μg/mL。通过棋盘微量稀释法药敏实验评

价了丁香酚联用传统去屑剂的相互作用，丁香酚与

酮康唑联合使用对马拉色菌有协同作用，与ZPT、OCT、
氯咪巴唑联用有相加作用。联合使用可以将各药物

的最低有效浓度降低50%~75%。

(2) 通过对HaCaT细胞毒性实验，计算丁香酚的

IC50为320.93 μg/mL，在细胞水平上安全性高于传统

去屑剂，与传统传统去屑剂联用可提高抑菌能力，降

低细胞毒性。

(3) 通过SEM和TEM的观察，丁香酚会破坏

M. furfur细胞壁，使其凹陷、皱缩，并且破坏细胞内膜

结构，使细胞膜凹陷，发生质壁分离，引起核膜和线

粒体膜的溶解。
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