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核素掺入研究布替萘芬对真菌麦角 甾醇生物合成的影响

王科兵 张璐璐 程 滨 刘 洪 涛 曹永兵 ，姜远英 丨 解放军第 医院药械科 湖 南 衡阳 丨 ； 第二军医 大学

药学 院 ， 上海 第 二军医大学科研部 ， 上海 首 都医科大学附属 北京 口 腔 医院药 剂科 北京

摘要 目 的 研究抗真菌药物布替萘芬对 真菌麦 角 甾 醇生物合成的影 响 。 方 法 通过 真菌 活细胞 乙酸钠掺

人 和离 细胞液 甲 羟戊酸 掺人实验 ， 考察 布替萘芬对真菌 麦 角 甾 醇 生物合成 的影响 。 结果 布 替萘 芬能使 真菌 中麦 角

甾 醇的合成减 少 ，而增加 角 鲨烯的 含量 ，两种方法测 得布 替萘芬对真菌 细胞 麦角 甾醇生物合成的 分别为 和

结论 布替萘芬为角 鲨烯环氧化酶抑制 剂 ， 核素掺人 法能定量考 察布 替萘芬对角 鲨烯环 氧化酶 的 抑制 活性 ，

且效 果优于薄层色谱扫描法 。

关键词 布 替萘 芬 ；
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布替萘芬对包括烟 曲霉菌在 内 的霉菌均有较强 的抑 制 作用 的 不 同 ， 氟康 唑 等羊 毛 甾 醇 去 甲

的抗菌活性 ， 且作用强 于 氮唑类抗真菌药氟康唑 和 基化酶抑制 剂能 引 起羊 毛 留 醇及其上游成分 的 累

酮康唑 ，对酵母菌 的作用则相 对较弱 ， 因此适用于各 积 ，布替萘芬则能使真菌 中 的 角 鲨烯 含量增 加 ， 而

类霉菌引起 的 皮肤真菌感染 。 布替萘芬在较低浓度 其下游成分 （ 包括麦 角 甾 醇 ） 的 含 量 下 降 ，
从而 证

时 即能抑制 真菌角 鲨烯环氧化酶活 性 ， 致真 菌体 内 明 布替 萘 芬 作用 机制 不 同 于 氮唑 类药物 ， 为 角 鲨

麦角 留醇合成不足及角 鲨烯积聚 。 角 鲨烯对真菌细 烯环 氧化酶的抑 制 剂 。 但薄层 色谱法不能定量 检

胞有直接的毒性作用 ，
可致真菌快速死亡 ，

因此布替 测 药物 对 不 同靶酶 的抑 制 活性 。 本研究利 用 真

萘芬具有 杀真菌活性 。 菌活 细胞 乙酸钠 掺人实验和离细 胞液

笔者前 期研 究 表 明 ， 薄 层 色谱 法能很 好地分
甲 羟戊酸掺人实验 ， 定量考察了 布替萘芬 对真

不同 类别 ■ 麦角■生 物 合成
菌 麦 角贿生物 合成 的抑 制 作用 ， 为筛选 不 同 麦

基金项 目 醜 自 然科学基 金 丨
角 甾 醇生物合成 抑 制 剂 ，

开 发 新型抗真 菌 药物提
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材料 方 法

菌株 标准株 为 白 念珠菌 （ 乙 酸 掺 入 实 验 取 新 生 隐 球 菌

及 新隐球 菌 （ 标准株
，

经 两次活化
，
取 接种

均 由 长征 医 院 菌 种保 存 中 心 至 振荡培养

赠送 。 离心 ， 去上清 ， 用 洗两次 ，
至上清

实验用菌株均于沙堡葡萄糖琼脂培养基 （ 液无色 去上清 称菌重 ，
用 配成 菌

划板 活化
，
深部真菌于 尤 培养一周

， 浅 部真 菌于 液 。 于 试管内 分别加 菌液 及相应浓

培养 周后
，
分别挑取单 克 隆再 次划 板活 化 ， 度 药物溶液 振荡 ， 预培养

取第二次所得单克隆置 斜面 ， 用 上述方法培养 后 各加 醋酸钠 加 盖 ，

后于 保存备用 。 振荡培养 ，
加新鲜 配制 的皂化剂

培养 液 沙堡 氏葡萄糖琼脂培养液 （ 加盖 皂化 加石油 醚 （ 沸程

酵母 浸膏 蛋 白 胨葡 萄糖 培 养 液 （ 及 提取 次 合并提取液 ，挥至 ， 加三蒸水

培养 液分别按文献方法配制
“

。 洗涤 ，取醚层挥干 ， 加环 已烷 溶解 ， 即得

试剂 布替萘芬 （
、氟康唑 （ 样品 。 取 样品 于高效硅胶板上点样 ，每

由本院药物化学教研 室提供 ，
分别 用 个样品点 于 宽的条带上 ，各样品间 间隔 。

配成 溶液 ，

尤 保存 ，实验前 ，将 麦角 甾醇 、羊毛 甾 醇和角鲨烯对照品点于 同
一

高效硅

药物贮存液取 出 置 温箱融化 ，各取 胶板用 于定位 。 按文献方法薄层展开 挥干展开液

用 培养液稀释 倍 ，
充分混匀 ，

制成 后放射 自显影 。 薄层板于碘蒸气 中显色定位 ， 挥

叫 后 备 用 。 麦 角 甾 醇 （ 、 羊毛 甾 尽碘后将各斑点处硅胶刮下 ，
置闪烁瓶中

，
加闪烁液

醇 （ 和角 鲨烯 （ 对照 品 （ 进行液体闪烁计数 ， 测定各样 品 中 不同斑点 的

分别 用环 己 烷配成 溶液
，

尤 保存 ；
皂 值 。

化剂 ： 新鲜 配制 的 含 的 乙醇溶液
；

甲 羟戊酸 掺人实验 取 白 念 珠菌

其余试剂均为 国产 级 ， 其中 于 用前重蒸 。 标准株 ，
经 两次活化

，
取 接种

掺人试剂 ：取 醋酸钠水溶液加 三蒸水稀 至 振荡 培养 ，

释成 取 甲羟戊酸内 酯 甲 苯溶 离心 去上清 。 以下操作均在 弋

液用 氮气 吹干 ，加 三蒸水制成 ；

以下进行 菌体用冰浴预冷过 的 洗两次 ， 至上清

辅酶溶液 ：使 用前用三蒸水新鲜配制辅酶溶液 ，
液无色 ，

去上清 再用 混悬 ，
加人等体积预先于

使溶液 中各成 分浓 度 分别 为 ： 辅酶 烟 酰胺腺嘌 尤保存的玻璃珠 （直径为 转人专用匀 浆杯

呤 二 核 苷 酸
，

中 ， 补充 使液面与杯 口持平 旋紧杯盖 ，使杯中空

辅酶 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 气尽 可能少 置 细胞破碎机上 ， 冰盐浴降

憐 酸 ， 温 ，破菌 ，重复 次 ，每次 间隔 。 破碎的菌液

还原型辅酶 还原型烟酰胺腺 离心 取上清即 为离细胞酶液 。 用考

嘌呤二核苷酸磷酸 ， 葡萄糖 马 氏亮兰测定其蛋 白 质含量 加 调整浓度至蛋 白

磷酸盐 三 磷 酸 腺 苷 （ 质含量为 保存 ， 当天使用 。

还原型 谷光甘肽 。 用 于 试管 中分别加人上述离细胞酶液

调 至 。 ⋯ 、
新鲜 配制 的辅 酶 溶液 含

二价 阳离子溶液 ： 用三 蒸水分别配制 和 ； 葡萄糖 磷酸盐

溶液
， 使用前用 调节 分 别为 还原型谷光甘肽

和 。 、 甲 羟戊 酸

仪器 隔 水式 电热恒温培养箱和 及 不 同浓度药物 溶液 混匀 ，

台式恒温振荡器 （ 上 海跃进 医疗 器械 厂 ） ； ， 振荡培养 。 加 新鲜配制 的

型离心 机 （ 型酶标分析仪 （ 上海第 皂化液 中止反应 ，
按

“

乙酸掺人实验
”

方法皂

三分析仪器厂 ）
； 高效硅胶 板 烟 台芝罘黄 化 、提取 样品 ， 薄层 色谱 法分离 并放射

务硅胶开发试验厂 ）
；

细胞破碎机 （ 自 显影 ， 液 体 闪 烁计 数测量各 样 品 中 不 同 斑点 的

；
液体 闪烁计数器 （ 上海核福 光电 仪 值 。

器有 限公司 ） 。 统计 学 处理 液体闪烁计数器对 的检测效
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率为 空 白 计数为 各成分 液

体闪烁计 数测 定 值经下式转换 ， 则 得 在 各 成分 ；

中 的掺入量 ：
另

丨 丨

“

在 各 成分 中 的 掺人量 （ 各

成分液 体 闪烁计数测定值 （
；

以〃
： 各 样 品

：

总体积和 薄层点样用 体积比
；

°
°

布 替 芬 丨

组 间差异用 《 检验 。
丨 ：

。用第 四军医大学卫生统 图 布 替 萘芬对 乙 酸掺入真菌

计学教研室所编线性拟合统计软件 （ 计算 。

整体 的影 响

总 麦 角 甾醇 ； 羊 毛甾 醇 ；

结 果 环氧化角 鲨烯 ，
角鲨烯

布 替 萘 芬对 乙 酸掺 入 的 影 响 在 不 布 替 萘 芬对 甲 羟 戊酸掺入 的 影 响 在

加药物 的 空 白 对照 组 中
，

乙 酸 主 要掺入麦 离细胞酶反应体系 中 ， 随 着反应 的进行 ， 甲 羟

角 甾 醇
， 而 在 其 它成分 中 很 少积 累

， 掺 入 到 戊酸作 为麦角 甾 醇生物合成 的原始底物
，
可 以逐步掺

麦 角 甾 醇 中 的 乙 酸 占其总掺人 的 人到 的各个成分 中 。 随着药物的改变和药物浓

布 替萘芬为 角 鲨烯环 氧化 酶抑 制 剂
，
角 鲨烯 环 氧 度的增加 考察 甲 羟戊酸在 各个成分中 的掺

化的阻断使 乙 酸 难 以 掺人 其下 游 成分 ， 因 人变化情况便可 确切判断麦角 甾醇生物合成抑制 剂

此 ， 随 着药 物 浓 度 的 增 加 ， 在 角 鲨 烯 中 积 累 增 的作用机制 。 本研究测 定 了 角 鲨烯环氧化酶抑制 剂

力口 ， 在 麦 角 甾 醇 中掺人减少 ， 而 在羊毛 甾 醇 和 角 鲨 布替萘芬对 甲 羟戊 酸掺人 的影响 （ 图 布

烯环 氧 化物 中 未能 测 到 ： 的掺 人 （ 图 。 布 替 替萘芬能 抑制 在麦 角 甾 醇 中 的掺人
，但只 引 起角

萘芬对真菌 整 体 细 胞 麦 角 甾 醇生物 合 成 的 为 鲨烯中 的积 累 。 利 用真菌离细 胞酶测得布 替萘芬

抑制麦角 留 醇生物合成的 ：
。 为 。

■

一

：

丁

！

■

垂
； 垂 ；

■

布替萘芬 （ 氟康唑浓度 （

图 氟康唑 和 布 替 萘芬对 甲 羟戊酸掺入 真 菌 离细 胞 液 的影 响 （

总 麦 角 留 醇 ； 羊毛 销醇 ； 〇 环 氧化角 鲨烯 ； 角 鲨烯

快速死亡 。 布 替萘芬 的双重作用 引起真菌细胞膜的

破裂 ，表现出 强大 的杀 真菌活性
⑴

。

布替萘芬 为 苄 甲 胺衍生物 ， 是在萘替芬基础上 本实验室前期利用 薄层色谱扫描法研究抗真菌

发展起来 的广谱抗真菌药 。 其化学结构 和作用模式 药物对真菌麦 角 留 醇生物合成 的 影响 ，
发现麦 角 甾

类似 于丙烯胺类抗真菌药 ，
为 角 鲨烯环 氧 化酶抑 制 醇 和羊毛 留 醇的 值适 中 ， 斑点清晰 ，

用 扫 描

剂 ， 在较低 浓度 时能抑 制真菌角 鲨烯环氧化酶活性 ，
法能快速 、 准确地 测 定其 含量 ， 便 于考察羊毛 甾 醇

致真菌体 内 麦 角 甾 醇合成不足 及 角 鲨烯积聚 ，
兼具 去 甲 基化酶抑制 剂 的生物 活性 。 但 由 于角 鲨烯

抑菌 及杀菌作用 麦 角 甾 醇是真菌细胞膜结构 的重 和 甾 醇的极性相 差较大 ，
无法将其 值调整到适 当

要组成成分 ，
麦 角 留 醇 合成不足 使真菌 生长受 到 抑 范 围 内 ， 不能 对其进行准确 的定 量测定 ，

故无法比较

制 ； 角 鲨烯对真菌细胞有直接的毒性作用 ， 可致真菌 （ 下 转 第 页 ）
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的 倍
⋯

。 大豆磷脂作 为
一种特殊 的纯天然营养 凌沛学 汤游 王凤 山 ， 等 药物与磷 脂复合物研究近况

物质 为机体提供能量 的 同 时 ， 还可 以为 机体补充一
巾

定 必需脂肪酸及其他机体所必需的营 养成分 ， 将两
国 家食品 药品 监督管理局 抗氧化 功能评 价方法

者科学 、合理 、有效 的 合在
一起 ， 使其开 发为具有 左巨 波 ， 尚 京川 中 药隣脂 复合 物 的 研究进展 中 国 药

抗氧化功 能的 营 养补充剂 、保健食品或药品 ， 对许多 房

疾病的防治有着重要的意 义 。
戴 伟 尹晓晨 蜂胶 对乙 醇所致化学性 肝损伤的保护作 用

研究 实用预防医学

【 参考 文献 】 段丽菊 刘英帅 朱 燕 等 比色法 ：

一种 简 单的 蛋 白

质羰基含量测定方法 毒理学杂志 ：

⑴ 毕 玲 傅柏平 葡 原花青素提取 職 进展⑴ 中
■展 大学学报 ’ ’

随药杂志 厕
，

丨 刚

剧红梅 ， 曲梓怡 ， 王 召令 ，等 原花青素的抗 氧化作 用 中

收稿 日期
国组织工程研究与 临床康复

修 回 日期
黄 进 ， 杨丹丹 ， 郝 书颖 ， 等 大豆磷脂 对 肉仔鸡抗 氧化性能

影响 的研究 饲料工业 ：

上接第 瓦 ） 阻造成 的直接后果广 掺 人总量的减少除 了 与用

角鲨烯环氧化酶抑 制剂 的生物活 性 。 因此
， 建 立 药后真菌 生长受抑有关外 ， 还可 能 与 真菌在药物作

能对真菌中麦角 甾醇 、羊毛 甾 醇 和角 鲨烯同 时定量 用下功 能紊乱 ， 对 乙 酸 的摄取 能力下降有

检测的方法 ，
有利于筛选 比较作用于不 同靶酶 的真 关 。

菌麦角 留醇生物合成抑制剂 。 为减少细胞活性 、
底物摄取能力等 因素的干扰 ，

本实验室利用 乙 酸掺人 结合薄层色谱 本研究还利用前期建立 的真菌离 细胞液 甲

分析 、
放射 自 显影和液体闪烁计数方法 研究了 氟康 羟戊酸掺人实验 研究 了布替萘芬对真菌离 细胞

唑对真菌 整体细胞 中 麦角 甾醇生物合成的影响 。 表 酶的麦 角 留醇生物合成功 能 影响 。 结果显示 ， 在离

明该方法能同 时检测 在羊 毛 甾 醇和麦 角 甾 醇等 细胞酶中 ， 氟康唑不会影响 的 总掺人 ， 而布 替萘

各成分中 的掺人量 ， 并能定量计算药物对真菌麦 角 芬对 的总掺人仍有 抑制作用 。 这是 因 为角 鲨烯

甾 醇生物合成的半数抑制浓度 （ 。 ） 。 为进
一步 在 麦角 留醇合成通路的上游 其过度积累可造 成

研究该方法是否 能定量考察 比较角鲨烯环氧化酶抑 的前期掺入受阻 。 可见 用离细胞液 」 甲 羟戊

制剂 的活性 ， 本研究利 用该方法考察了 布替萘芬对 酸掺人实验 可以 更加直接地考察抗真菌药物对真

在 麦角 甾 醇生物合成通路各成分 中 ， 尤其在 角 菌麦 角 醇生 物合成酶系 的作用 ， 有利 于定量考察

鲨烯中 的掺人量 。 药物 的抑酶活性 ， 为抗真菌药物 的作用机 制和 抑酶

前期研究显 示 ， 氟康唑在抑 制 掺人麦 角 留 活性研究提供了 新方法 。

醇的同时
， 只 引 起其在羊 毛 甾醇和 角 鲨烯环氧化物

中 的掺人增加 ，
未见 在 角 鲨烯中 的 累积 。 本研

究结果显示 ， 随着 布替萘芬药物浓度的增 加： 在

麦角 甾 醇中 的掺人也逐渐减 少 ， 但能定量检测到
‘ “

气

在角 鲨烯 中 的掺人呈剂量依赖性地增加 ， 而在羊毛
「 ， ，

‘

「
，

， 。。

甾醇和 角 鲨烯环氧 化物 中 未 见掺人 。 这一结果证
（ 〉

。

明
，
布替萘芬是角鲨烯环氧化酶的抑制剂 ，

它的作用 曹永兵 ， 孙福红 薄层色谱 扫描法检测氟康哩对真菌麦 角 面

可使该酶的直接底物——角鲨烯的累积增加 。 同 时 醇生物合成的 影响 第二军 医 大学学报 ， 丨

表明 ，该方法可定量考察布替萘芬 等 角 鲨烯环氧化

酶抑制剂 的生物活性 。

曹永兵 ’ 高平挥 ， 张军东 ， 等 核素掺人研 究氣康哩对真菌

麦角 甾醇生物合成 的影响 第二军医大学学报 ，

该方法研究 结果显示 ， 氟康唑和 布 替萘芬在抑
（

制
〗

掺入 麦角 甾 醇的 同 时 ， 都能不 同 程度地抑 制 晏秀伟 ， 刘洪涛 ， 曹永兵 ， 姜远 英 同位 素掺人法测定 耐药

的总 掺人 。 由 于氟康唑在抑制 酶时
，
可 白念珠菌 酶活性 中 国新 医药

：

引 起羊毛 甾醇积累 的同时 并未造成角鲨烯的堆积 ，

因此
，
推测 」 乙酸掺人的减少并不是酶反应受


