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２０种四氢萘类抗真菌化合物体外抑菌活性测定
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［摘要］　目的：考察２０种四氢萘类化合物体外抗真菌活性。方法：采用 ＮＣＣＬＳ的 Ｍ２７Ａ方案，以不同氟康唑敏感性的念

珠菌及非念珠菌为供试菌进行体外药敏试验。对化合物２２１、３１１及其盐酸盐２２、３１，还有化合物３４１、２６１及其溴酸盐３４、

２６进行时间生长曲线实验以及与其他结构抗真菌药进行体外联合药敏试验。结果：该类化合物均具一定抗真菌活性，尤其是

化合物３１１对氟康唑敏感白念珠菌的抑菌活性明显强于氟康唑，持续抑菌时间超过５４ｈ；化合物２２和２２１对氟康唑耐药白

念珠菌及近平滑念珠菌和红色毛癣菌作用强大，ＭＩＣ５０值均＜０．１２５μｇ／ｍｌ，对于氟康唑耐药的白念珠菌抑菌活性强于酮康唑。

此类药物与小檗碱或特比萘芬联用可产生协同作用。结论：四氢萘类化合物结构新颖，体外抗真菌活性显著，值得进一步研

究开发。
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　　真菌感染是免疫缺陷患者发病和死亡的重要原

因，在美国院内感染患者中白念珠菌成为血液系统

感染的第四大最常见病原菌。同时随着氮唑类药物

广泛应用，白念珠菌耐药现象也快速发展，已出现药

物间交叉耐药，因此开发新型抗真菌药物已成为临

床彻底治疗真菌感染的迫切要求。近年来许多药物

作用新靶点被相继提出，如以真菌细胞壁为靶点成

功开发并上市的卡泊芬净；以细胞膜为靶点人工合

成的质子泵 ＡＴＰ酶非共价抑制剂ＢＭ２［１］；通过改

变细胞膜成分［２］、改变某些基因［３］、利用光灭活作

用［４］等方式开发新的抗真菌药。

　　第二军医大学药学院天然药化教研室经广泛的

构效关系研究，针对白念珠菌羊毛甾醇１４α去甲基

酶三维空间结构［５］，设计和合成出具有新型结构的

四氢萘类抗真菌化合物。理论上，该类化合物作用

机制主要干扰ＣＹＰ５１活性部位的氨基酸残基，而不

与血红素铁原子结合，具专一性特点，从而可避免因
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结合人肝细胞、肾脏组织细胞等细胞色素Ｐ４５０酶系

的血红素铁原子导致严重副作用。本研究初步考察

了四氢萘类化合物药体外抗真菌活性，为新药的进

一步研发提供证据。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　四氢萘类化合物由第二军医大

学药学院药物化学教研室及有机化学教研室共同合

成，化合物２２１、２６１、３４１、３１１为单体，其余化合

物为盐酸盐或溴酸盐（图１）。该类化合物均为人工

合成纯品，常温下多数为白色粉末，２２１、２２、３１、３１

１为淡黄色油状液体。两性霉素Ｂ由华北制药集团

新药研究开发有限责任公司提供，氟康唑注射液由

上海信谊金朱药业有限公司提供，伊曲康唑、特比萘

芬由上海医工院提供，酮康唑由第二军医大学药学

院有机化学教研室合成，盐酸小檗碱由上海利生制

药厂提供。

图１　四氢萘类化合物结构式
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ｐｏｕｎｄ３１ｉｓｔｈｅｉｒｒａｃｅｍｉｃ

　　临床标准白念珠菌 ＳＣ５３１４由 Ｗｉｌｌｉａｎｍ Ａ．

Ｆｏｎｚｉ教授惠赠，白念珠菌 Ｙ０１０９由北京医科大学

真菌和真菌病研究中心提供，并经形态学和生化学

鉴定；临床白念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ，Ｃａ）１６株、
近平滑念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ，Ｃｐ）、红色毛
癣菌 （Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎｒｕｂｒｕｍ，Ｔｒ）、热 带 念 珠 菌

（Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ，Ｃｔ）、烟曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ

ｆｕｍｉｇａｔｕｓ，Ａｆ）和新生隐球（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅｏｆｏｒ
ｍａｎｓ，Ｃｎ）各１株，由第二军医大学长海医院真菌室

提供，分别采自长海医院不同科室临床样本，并经形

态学和生化学鉴定。

　　ＲＰＭＩ１６４０液体培养液：ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ

ＢＲＬ）１０ｇ，ＮａＨＣＯ３２．０ｇ，吗啡啉丙磺酸（ＭＯＰＳ）

（Ｓｉｇｍａ）３４．５ｇ（０．１６５ｍｏｌ），加三蒸水９００ｍｌ溶解。

１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 调ｐＨ至７．０（２５℃），加三蒸水定容

至１０００ｍｌ，０．２２μｍ微孔滤膜过滤除菌，分装后于

４℃保存备用。

　　沙堡葡萄糖琼脂固体培养基（ＳＤＡ）：蛋白胨１０

ｇ，葡萄糖４０ｇ，琼脂１８ｇ，加三蒸水９００ｍｌ溶解，加

入２ｍｇ／ｍｌ氯霉素水溶液５０ｍｌ，调整ｐＨ 至７．０，

以三蒸水定容至１０００ｍｌ，高压灭菌（１２１℃，１５

ｍｉｎ）后于４℃保存备用。

　　ＹＥＰＤ培养液：酵母浸膏１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，葡

萄糖２０ｇ，加三蒸水９００ｍｌ溶解，加入２ｍｇ／ｍｌ氯

霉素水溶液５０ｍｌ，三蒸水定容至１０００ｍｌ，高压灭

菌（１２１℃，１５ｍｉｎ）后于４℃保存备用。ＹＥＰＤ培养

液中加入２％琼脂即得ＹＥＰＤ固体培养基。

１．２　四氢萘类化合物最小抑菌浓度（ＭＩＣ）测定　
采用ＮＣＣＬＳ推荐ＲＰＭＩ１６４０液培养基稀释法［６］测

定，计算各药物的 ＭＩＣ５０及 ＭＩＣ８０值（与阳性对照孔

比，以Ｄ值下降５０％及８０％以上的最低浓度孔中的

药物浓度为 ＭＩＣ５０及 ＭＩＣ８０值）。

１．３　琼脂平皿纸片扩散实验（ａｇａｒｄｉｓｋｄｉｆｆｕｓｉｏｎ

ｔｅｓｔ）　采用ＮＣＣＬＳ推荐的纸片扩散法敏感实验。

从ＳＤＡ平板上挑选单克隆，加入 ＹＥＰＤ液体培养

基，在摇床上２００ｒ／ｍｉｎ，３０℃振荡培养１６ｈ，连续活

化２次，使其处于指数生长期后期，用ＹＥＰＤ培养液

调整真菌浓度至（１～５）×１０６个／ｍｌ，混匀后取３ｍｌ
于ＳＤＡ固体培养基平板上涂布均匀，放置１ｈ后将平

板上的液体吸净。为测定菌株对药物的敏感性，分别

将含不同剂量药物的直径５ｍｍ圆形滤纸片以及只

含相应溶剂的对照滤纸片放置于ＳＤＡ固体平板上，

放置１５ｍｉｎ后，倒置于３０℃培养箱中培养２４ｈ，观察

抑菌圈的大小以评估不同菌株对药物的敏感性。

１．４　时间生长曲线实验（ｔｉｍｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｔｅｓｔ）　对

化合物２２１、３１１及其盐酸盐２２、３１；３４１、２６１及其溴

酸盐３４、２６进行时间生长曲线实验。从ＳＤＡ平板上挑

选单克隆，加入ＹＥＰＤ液体培养基，在摇床上２００ｒ／

ｍｉｎ，３０℃振荡培养１６ｈ，连续活化２次，使其处于指数

生长期后期，血细胞计数板镜下计数，ＹＥＰＤ培养液调

整真菌浓度至（１～５）×１０６ｃｆｕ／ｍｌ，分别加入不同浓度
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的药物，２００ｒ／ｍｉｎ，３０℃条件下培养，６００ｎｍ处分别测

定不同时间点各培养液的光密度。

１．５　四氢萘类与特比萘芬或小檗碱联合抑菌作用

考察　采用棋盘式微量液基稀释法［６］、琼脂平皿纸

片扩散法［８］及单药纸片搭桥法测定［７］。棋盘式微量

液基稀释法药物终点浓度均在８０％真菌被抑制时

的浓度，ＦＩＣ（联合抑菌分数）值为联合用药时各药的

最低抑菌浓度分别除以各药的 ＭＩＣ值的商之和［７］。

联合用药效果评价标准，联合抑菌分数（ＦＩＣ）被定义

为［７］：ＦＩＣ≤０．５，协同；０．５＜ＦＩＣ≤４，无关；ＦＩＣ＞４，

拮抗。联合抑菌琼脂平皿纸片扩散方法基本同单药

纸片扩散法，不同之处为含药纸片置于含１６μｇ／ｍｌ
特比萘芬或小檗碱的ＹＥＰＤ平皿上，根据抑菌圈直

径大小判断联合抑菌结果；单药纸片搭桥法根据两

抑菌圈相互作用显示的不同图形判读。

１．６　统计学处理　时间生长曲线实验重复２次，

结果采用ｔ检验（ｓｔｕｄｅｎｔｔｅｓｔ）进行统计分析。

２　结　果

２．１　四氢萘类化合物ＭＩＣ的测定　２０种化合物均

表现出较明显抑菌活性（表１），尤其化合物３４、２２、

２６、３１、２２１、３１１活性最强，对于白念珠菌 Ｙ０１０９

ＭＩＣ８０值均＜０．１２５μｇ／ｍｌ。但该类药物似乎对于氟

康唑敏感剂量依赖性白念珠菌（ＳＤＤ）的活性一般。

仅化合物３１１，２２，２２１对４株氟康唑耐药白念珠菌

表现出强大的抗菌活性（表２）。结果还显示化合物

２２及２２１活性对大多数氟康唑耐药白念珠菌均具

有显著活性，甚至优于酮康唑（表３）。该类化合物

对非白念珠菌也有一定作用（表４），尤其化合物２２

１及２２对近平滑念株菌和红色毛癣菌抑菌活性相

当明显。

表１　四氢萘类对于氟康唑敏感及敏感剂量依赖性白念珠菌的 ＭＩＣｓ值

Ｔａｂ１　ＭＩＣｓｏｆｔｅｔｒａｌｉｎｓｆｏｒｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｏｒｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ
（ρＢ／μｇ·ｍｌ－１）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｙ０１０９

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０

ＳＣ５３１４
ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０

０５１１４７９
ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０

０５１２６４４
ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０

２１ ２ ４ １６ １６ １ ４ ８ １６
２３ ０．５ １．０ ２ ４ ４ ８ ２ ４
２４ ４ ８ １６ １６ １６ １６ ８ １６
２８ ８ ８ １６ ３２ ０．５ ０．５ １６ １６
２９ ２ ４ ８ ８ ４ ８ １６ １６
３２ ４ ４ ８ ８ １６ １６ ８ ８
３３ ４ ４ ３２ ３２ ３２ ３２ ３２ ３２
３６ ４ ８ １６ １６ １６ １６ １６ １６
３１ ０．５ １．０ ４ ８ ２ ４ ２ ８
３１１ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．２５ １ ０．５ ２ １ ２
２６ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ２ ＜０．１２５ １ ０．５ ８
２６１ ＜０．１２５ ０．２５ ０．１２５ ２ ０．１２５ １ １ ２
２２ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．２５ ０．２５ ０．５ ＜０．１２５ １
２２１ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．１２５ ＜０．１２５ １ ＜０．１２５ ４
３４ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．５ １．０ ０．５ ２ ０．２５ ２
３４１ ＜０．１２５ ０．２５ １ ４ ０．２５ ２ ２ ２
１１４Ａ ０．２５ ０．５ ４ ８ ２ ８ １ ２
１１５Ｂ ０．５ １．０ ４ ８ ８ ８ ２ ８
１１６Ａ ０．２５ ０．５ １ ２ １ ２ １ ２
１１３Ｂ １ ２ ８ １６ １ １６ ８ ８
ＦＬＣ ４ ８ ０．１２５ ０．５ ４ １６ ８ ３２
ＴＥＲ ２ ８ ８ １６ ＞６４ ＞６４ ８ ＞６４
ＡＭＢ ＜０．１２５ ０．２５ ０．１２５ ０．２５ ０．５ ０．５ ０．２５ ０．５
ＩＣＺ ＜０．１２５ ０．２５ ＜０．１２５ ４ ０．２５ ８ ０．２５ ４
ＢＥＲ ５０ １００ ３２ ３２ １６ ３２ １６ ３２
ＫＣＺ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ８ ＜０．１２５ ０．２５

　ＦＬＣ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ；ＴＥＲ：Ｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅ；ＡＭＢ：ＡｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎＢ；ＩＣＺ：Ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ；ＢＥＲ：Ｂｅｒｂｅｒｉｎｇ；ＫＣＺ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ；Ｙ０１０９ａｎｄＳＣ５３１４ｗｅｒｅ

ＦＬＣｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ；０５１１４７９ａｎｄ０５１２６４４ｗｅｒｅＦＬＣｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ
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表２　四氢萘类化合物对氟康唑耐药白念珠菌的 ＭＩＣｓ

Ｔａｂ２　ＭＩＣｓｏｆｔｅｔｒａｌｉｎｓｆｏｒｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ
（ρＢ／μｇ·ｍｌ－１）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
０１０１０

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０
０５１１６５５

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０
１８

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０
２５

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０
２１ ８ １６ ８ １６ ８ １６ ８ ８
２３ １ ４ １ ４ ２ ８ ２ ４
２４ １６ １６ １６ １６ ８ １６ ８ １６
２８ １６ １６ ３２ ３２ ３２ ３２ ３２ ３２
２９ ４ ８ ８ ８ ４ １６ １６ １６
３２ ８ １６ ８ ８ ８ ８ ８ １６
３３ １６ １６ ３２ ３２ １６ ３２ ３２ ３２
３６ １６ １６ １６ １６ １６ １６ １６ １６
３６１ １６ １６ ４ ８ ４ ８ ３２ ６４
３１ ２ ４ ２ ４ ０．２５ ４ ０．５ ２
３１１ ＜０．１２５ １６ ＜０．１２５ １．０ ＜０．１２５ ０．５ １．０ ２．０
２６ ８ ６４ ０．２５ ４ ０．５ ４ ＜０．１２５ ２
２６１ ＜０．１２５ ２ ０．２５ ２ ０．５ １ ０．５ １．０
２２ ＜０．１２５ ０．５ ＜０．１２５ ０．２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５
２２１ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．５
３４ ０．５ ４ ０．５ ２ ０．５ ２ ＜０．１２５ ２
３４１ ＜０．１２５ ２ ＜０．１２５ ０．５ ０．５ ４ ０．２５ ２．０
１１４Ａ ２ ４ １ ４ ２ ８ ２ ４
１１５Ｂ ２ ４ １ ８ １ ４ １ ８
１１６Ａ １ ４ １ ２ １ ２ １ ２
１１３Ｂ ４ ８ ２ ８ ２ ８ ２ ８
ＦＬＣ ０．２５ ＞６４ ０．２５ ＞６４ ０．５ ＞６４ ０．５ ＞６４
ＴＥＲ １６ ３２ ０．１２５ ８ ８ ８ １ ４
ＡＭＢ ０．３２ ０．６４ ＜０．１２５ ０．２５ １ ２ ０．２５ ０．５
ＩＣＺ ＜０．１２５ ＞６４ ＜０．１２５ ＞６４ １ ＞６４ ＜０．１２５ ＞６４
ＢＥＲ ＞６４ ＞６４ １６ １６ ３２ ６４ １６ ３２
ＫＣＺ ＜０．１２５ ２ ＜０．１２５ ８ ＜０．１２５ ４ ＜０．１２５ ８

　ＦＬＣ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ；ＴＥＲ：Ｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅ；ＡＭＢ：ＡｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎＢ；ＩＣＺ：Ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ；ＢＥＲ：Ｂｅｒｂｅｒｉｎｇ；ＫＣＺ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ

表３　化合物２２１及２２对氟康唑耐药白念珠菌 ＭＩＣｓ值

Ｔａｂ３　ＭＩＣｓｏｆ２２１ａｎｄ２２ｆｏｒｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ
（ρＢ／μｇ·ｍｌ－１）

Ｓｔｒａｉｎｓ
２２１

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０

２２
ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０

ＦＣＺ
ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０

ＩＣＺ
ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０

ＫＣＺ
ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０

０１０１０ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．５ ０．２５ ＞６４ ＜０．１２５ ＞６４ ＜０．１２５ ２

０５１１６５５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．２５ ０．２５ ＞６４ ＜０．１２５ ＞６４ ＜０．１２５ ８

１８ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．５ ＞６４ １ ＞６４ ＜０．１２５ ４

２５ ＜０．１２５ ０．５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．５ ＞６４ ＜０．１２５ ＞６４ ＜０．１２５ ８

１２ ＜０．１２５ ０．２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．２５ ＞６４ ０．５ ２ ＜０．１２５ ８

８ ＜０．１２５ ０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．２５ ＞６４ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５

１０３ ０．２５ ２ ＜０．１２５ ２ ０．２５ ＞６４ ＜０．１２５ ＞６４ ＜０．１２５ ＜０．１２５

３３３ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．２５ ＞６４ ＜０．１２５ ＞６４ ＜０．１２５ ８

３００ ＜０．１２５ ０．２５ ＜０．１２５ ０．２５ ０．２５ ＞６４ １ ＞６４ ０．２５ １６

２５５ ＜０．１２５ ０．５ ＜０．１２５ ０．５ ＜０．１２５ ＞６４ ＜０．１２５ ＞６４ ＜０．１２５ ＜０．１２５

２４ ＜０．１２５ １ ＜０．１２５ ０．２５ １ ＞６４ ＜０．１２５ ＞６４ ＜０．１２５ ＜０．１２５

０５０３０８ １．０ ４．０ ２．０ ２．０ ＞６４ ＞６４ ＞６４ ＞６４ １６ ３２

　ＦＣＺ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ；ＩＣＺ：Ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ；ＫＣＺ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ
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表４　四氢萘类对非白念珠菌的 ＭＩＣｓ值

Ｔａｂ４　ＭＩＣｓｏｆｔｅｔｒａｌｉｎｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｏｒｏｔｈｅｒｓｔｒａｉｎｓｅｘｃｅｐｔｆｏｒＣａｎｄｉｄａｌａｌｂｉｃａｎｄｓ
（ρＢ／μｇ·ｍｌ－１）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｃｐ０４０６３９２

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０
Ｃｔ

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０
Ｃｎ

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０
Ｔｒ０５０１１２４

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０
Ａｆ０５０４５６５

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ８０
２１ ８ ８ １６ １６ １６ ３２ ８ ８ ４ １６
２３ ４ １６ １６ １６ ４ ４ ４ １６ ８ １６
２４ ８ ８ １６ １６ １６ ＞６４ ４ ４ ４ １６
２８ ８ １６ １６ １６ ４ ８ ０．５ ２ １６ １６
２９ ８ ８ １６ １６ ０．２５ ０．５ ０．２５ ０．２５ １６ ３２
３２ ０．５ ２．０ １６ １６ ＜０．１２５ ０．２５ ０．２５ ２ ４ ８
３３ ４．０ ８．０ ３２ ６４ ８ ８ ４ ８ ８ １６
３６ ３２ ６４ １６ １６ ８ ８ ０．２５ ４ ８ １６
３６１ ４ １６ ３２ ３２ ８ ８ ８ ８ ３２ ３２
３１ ２．０ ４．０ ８ ８ ０．５ １ ０．２５ １ ８ １６
３１１ １．０ ２．０ １６ １６ １ ２ ＜０．１２５ ０．２５ ８ １６
２６ ０．５ ２．０ ８ １６ ２ ２ ０．２５ ０．５ ６４ ６４
２６１ ＜０．１２５ ０．５ ４ １６ １ ４ ０．５ ０．５ ８ １６
２２ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ８ １６ ２ ４ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ４ ３２
２２１ ＜０．１２５ ＜０．１２５ １．０ １６ ４ ８ ＜０．１２５ ０．２５ ４ １６
３４ ０．２５ ２．０ ４ ８ ０．５ ０．２５ ０．５ ０．５ ８ １６
３４１ ０．１２５ ２ ４ ８ １ １ ０．２５ １ １６ ３２
１１４Ａ ２．０ ４．０ １６ １６ ８ ８ １ ２ ８ １６
１１５Ｂ ４ ８ ４ ８ ０．２５ ０．２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ４ １６
１１６Ａ ０５ １．０ ４ ８ ２ ４ ２ ８ ０．５ ４
１１３Ｂ ８ １６ １６ ３２ ８ ８ １ ４ １６ ３２
ＦＬＣ ０．５ １．０ １．０ １．０ ０．５ ４ ２ ２ １６ ＞６４
ＴＥＲ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５
ＡＭＢ ＜０．１２５ ０．１２５ ０．５ １ １ １ ４ ４ ＜０．１２５ ０．５
ＩＣＺ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．５ ＜０．１２５ ０．５
ＢＥＲ １６ ３２ ６４ ＞６４ ６４ ６４ ６４ ＞６４ ＞６４ ＞６４
ＫＣＺ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ＜０．１２５ ０．２５ ０．５

　ＣＰ：Ｃａｎｄｉｄａｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ；Ｃｔ：Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓｔ；Ｃｎ：Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ；Ｔｒ：Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎｒｕｂｒｕｍ；Ａｆ：Ａｓｐｅｒｇｉｌｃｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ．

ＦＬＣ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ；ＴＥＲ：Ｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅ；ＡＭＢ：ＡｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎＢ；ＩＣＺ：Ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ；ＢＥＲ：Ｂｅｒｂｅｒｉｎｇ；ＫＣＺ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ

２．２　琼脂平皿纸片扩散实验（ａｇａｒｄｉｓｋｄｉｆｆｕｓｉｏｎ

ｔｅｓｔ）　以氟康唑敏感的临床标准白念珠菌 Ｙ０１０９
作为主要研究菌株，进行了琼脂平板纸片扩散实验。

实验结果显示四氢萘类化合物２２、２２１、３１、３１１、

２６、２６１、３４、３４１均具有比氟康唑更强的抑菌活性，

相同剂量时其抑菌圈直径明显大于氟康唑（图２）。

图２　琼脂扩散实验测定四氢萘类化合物２２、３１１、３４、２６对氟康唑敏感白念珠菌的敏感性

Ｆｉｇ２　ＡｇａｒｄｉｓｋｄｉｆｆｕｓｉｏｎａｓｓａｙｉｎｔｅｓｔｉｎｇｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＦＬＣｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓｔｏｃｏｍｐｏｕｎｄ２２，３１１，３４ａｎｄ２６
Ｄｉｓｋｓｉｍｐｒｅｇｎａｔｅｄｗｉｔｈｔｅｔｒａｌｉｎｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，ＦＬＣ，ａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｏｌｖｅｎｔｓ（４）ｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｏｎＳＤＡａｇａｒｐｌａｔｅｓ，ｎａｍｅｌｙ，０．０８μｇ（１），

０．０２μｇ（２）ｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｎｄ０．０８μｇＦＬＣ（３）．Ａ，Ｂ，Ｃ，ａｎｄＤｒｅｐｒｅｓｅｎｔｃｏｍｐｏｕｎｄ２２，３１１，３４，ａｎｄ２６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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２．３　时间生长曲线实验（ｔｉｍｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅ）　见

图３、４。

图３　氟康唑敏感菌Ｙ０１０９在四氢萘类化合物与酮康唑

浓度均为６μｇ／ｍｌ，氟康唑浓度１６μｇ／ｍｌ时的时间
生长曲线图，Ｙ０１０９接种浓度为（１～５）×１０６ｃｆｕ／ｍｌ

Ｆｉｇ３　ＴｉｍｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＴｅｔｒａｌｉｎｓ，ＦＬＣｓａｎｄＫＣＺ

ｏｂｔａｉｎｅｄｂｙａｎｉｎｉｔｉａｌｉｎｏｃｕｌｕｍｏｆ（１５）×１０６ｃｆｕ／ｍｌ
ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＦＬＣ１６μｇ／ｍｌ，ｔｅｔｒａｌｉｎｓ６μｇ／ｍｌａｇａｉｎｓｔＦＬＣｓｕｓｃｅｐｔｉ

ｂｌｅＣ．ａｌｂｉｃａｎｄｓＹ０１０９ｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄ

图４　氟康唑耐药白念珠菌０１０１０在２２１、酮康唑、
两性霉素Ｂ浓度分别为２μｇ／ｍｌ，６μｇ／ｍｌ时的时间
生长曲线，０１０１０的接种浓度为（１～５）×１０６ｃｆｕ／ｍｌ
Ｆｉｇ４　ＴｉｍｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＫＣＺ，ＡＭＢ，ａｎｄ２２１
ｏｂｔａｉｎｅｄｂｙａｎｉｎｉｔｉａｌｉｎｏｃｕｌｕｍｏｆ（１５）×１０６ｃｆｕ／ｍｌ

ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＫＣＺ，ＡＭＢａｎｄ２２１２μｇ／ｍｌ，６μｇ／ｍｌａｇａｉｎｓｔＦＬＣｒｅ
ｓｉｓｔａｎｔＣ．ａｌｂｉｃａｎｄｓ０１０１０ｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄ

　　结果显示四氢萘类化合物２２、３４、２６、２６１、３４

１、２２１及３１１对氟康唑敏感白念珠菌Ｙ０１０９抑菌

能力均强于氟康（Ｐ＜０．０５），并且化合物３１１的抑

菌时间长达５４ｈ以上；化合物２２１对氟康唑耐药白

念株菌也表现出强大活性，并强于酮康唑（Ｐ＜
０．０５），但弱于两性霉素（Ｐ＜０．０５）。

２．４　联合抑菌作用考察

２．４．１　棋盘式微量液基稀释法　对２株氟康唑耐

药白念珠菌０１０１０及０５１１６５５采用棋盘式微量液基

稀释法考察四氢萘类与不同作用机制的抗真菌药联

合后的效应，结果显示（表５）该类药物与小檗碱或

特比萘芬联合可产生协同作用。其中化合物２６与

特比萘芬联用，２６的 ＭＩＣ８０值可从４μｇ／ｍｌ下降至

０．０６２５μｇ／ｍｌ，特比萘芬 ＭＩＣ８０值可从８μｇ／ｍｌ下

降至０．５μｇ／ｍｌ，ＦＩＣ为０．０７８；２６与小檗碱联用时

２６的 ＭＩＣ８０值可从０．５μｇ／ｍｌ下降至０．０３１２５μｇ／

ｍｌ，小檗碱 ＭＩＣ８０值可从３２μｇ／ｍｌ下降至２μｇ／ｍｌ，

ＦＩＣ为０．０４６８８，具有很强的协同效应。但是，四氢

萘类与ＡＭＢ或氟康唑联用显示无关效应。

２．４．２　琼脂平皿纸片扩散实验　本实验以氟康唑

耐药菌０１０１０为供试菌，菌浓度为（１～５）×１０６ｃｆｕ／

ｍｌ将含药纸片置于含１６μｇ／ｍｌ特比萘芬或小檗碱

的ＹＥＰＤ固体培养基（ＹＥＰＤ液中含２％琼脂）平板

上。培养４８ｈ后发现：与小檗碱联用时，四氢萘类

药物抑菌圈直径与空白比稍微增加，但无明显差异

（图未附）；与特比萘芬联用，四氢萘类抑菌圈直径与

空白比均有显著增加（图５），其中２６及２６１抑菌圈

直径最大，协同作用最明显。

２．４．３　单药纸片搭桥法　以氟康唑耐药临床白念

珠菌０５１１６５５作为主要研究菌株，采用单药纸片搭

桥法实验进一步考察四氢萘类化合物与特比萘芬联

合抑菌效应（图６）。结果更加直观地显示出四氢萘

类化合物２６、３４、２２、３１１与特比萘芬联用后表现明

显协同作用。２６、３４与特比萘芬联用时抑菌圈相交

处呈现大约９０°直角形状，２２、３１１与特比萘芬联用

时抑菌圈相交（靠近特比萘芬）处呈现扇形膨大形

状，均表明存在协同作用。

３　讨　论

　　目前，体外评价真菌对药物敏感性最基本的方

法就是测定药物的最低抑菌浓度（ＭＩＣ），ＭＩＣ的测

定方法很多，主要有常量液基稀释法、半固体琼脂稀
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表５　四氢萘类与特比萘芬、小檗碱、两性霉素Ｂ或氟康唑体外联和抑菌效应

Ｔａｂ５　ＩｎｖｉｔｒｏｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＴｅｔｒａｌｉｎｓａｎｄＴＥＲ，ＢＥＲ，ＡＭＢｏｒＦＬＣａｇａｉｎｓｔＦＬＣｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ
（ρＢ／μｇ·ｍｌ－１）

Ｓｔｒａｉｎ ＣｏｍｐＡ ＭＩＣ８０Ａ ＣｏｍｐＢ ＭＩＣ８０Ｂ ＭＩＣ８０Ａ＋Ｂ ＦＩＣ Ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ

０５１１６５５ ＴＥＲ ８ ２６ ４ ０．５，０．０６２５ ０．０７８ Ｓｙｎｅｒｇｙ

０５１１６５５ ＴＥＲ １６ ２２ ０．１２５ ０．５，０．０７８ ０．０９４ Ｓｙｎｅｒｇｙ

０５１１６５５ ＴＥＲ １６ ３４ １ ２，０．１２５ ０．２５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

０１０１０ ＴＥＲ １６ ３４ ４ ０．５，０．２５ ０．０９４ Ｓｙｎｅｒｇｙ

０１０１０ ＴＥＲ ８ ２２ ２ ０．５，０．２５ ０．１８７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

０５１１６５５ ＡＭＢ ０．６４ ２６ ４ ０．３２，２ １．５ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

０５１１６５５ ＡＭＢ ０．６４ ３４ ４ ０．０２，２ ０．５３ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

０５１１６５５ ＦＬＣ ６４ ３４ ２ ２，２ １．０３ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

０５１１６５５ ＢＥＲ ３２ ３４ ０．５ １，０．０３１２５ ０．０９４ Ｓｙｎｅｒｇｙ

０５１１６５５ ＢＥＲ ３２ ２６ ２ １，０．０３１２５ ０．０４６８８ Ｓｙｎｅｒｇｙ

０５１１６５５ ＢＥＲ １６ ２２ １ １，０．０３１２５ ０．０９３７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

０５１１６５５ ＢＥＲ ３２ ３１１ ２ １，０．５ ０．２８１３ Ｓｙｎｅｒｇｙ

　ＭＩＣ８０ＡａｎｄＭＩＣ８０Ｂ，ｗｅｒｅｔｈｅＭＩＣ８０ｖａｌｕｅｓｗｈｅｎｕｓｉｎｇＡａｎｄＢ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＭＩＣ８０Ａ＋ＢｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｔｈｅＭＩＣ８０ｖａｌｕｅｓｗｈｅｎＡａｎｄＢｗｅｒｅ

ｕｓｅｄｊｏｉｎｔｌｙ

图５　以氟康唑耐药菌０１０１０为供试菌，琼脂扩散实验测定四氢萘类化合物２２、３１１、３４、２６
与特比萘芬联合对氟康唑耐药白念珠菌的抑菌效果

Ｆｉｇ５　ＡｇａｒｄｉｓｋｄｉｆｆｕｓｉｏｎａｓｓａｙｔｅｓｔｉｎｇｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｅｔｒａｌｉｎｓａｎｄＴＥＲａｇａｉｎｓｔＦＬＣｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎ０１０１０
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（２，４）ｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ２６（Ａ１，Ａ２），２６１（Ａ３，Ａ４），３４（Ｂ１，Ｂ２），３４１（Ｂ３，Ｂ４），２２（Ｃ１，Ｃ２），２２１（Ｃ３，Ｃ４），３１（Ｄ１，Ｄ２），３１１（Ｄ３，Ｄ４）

图６　单药纸片搭桥法测定四氢萘类化合物与特比萘芬联合对于氟康唑耐药菌０５１１６５５抑菌效果

Ｆｉｇ６　ＡｇａｒｄｉｓｋｄｉｆｆｕｓｉｏｎａｓｓａｙｔｅｓｔｉｎｇｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｅｔｒａｌｉｎｓａｎｄＴＥＲａｇａｉｎｓｔＦＬＣｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ０５１１６５５
Ｄｉｓｋｉｍｐｒｅｇｎａｔｅｄｗｉｔｈｔｅｔｒａｌｉｎｓ（２）ａｎｄＴＥＲ（１）ｗｅｒｅｐｌａｃｅｄｏｎｔｏｔｈｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄＳＤＡａｇａｒｐｌａｔｅｓ，ｎａｍｅｌｙ；０．４μｇＴＥＲ，０．２μｇ２６（Ａ），３４（Ｂ），

２２（Ｃ）ａｎｄ３１１（Ｄ）

释法、Ｅ测定法、流式细胞仪测定法等。但这些方法

受各种因素影响，重现性差，不便推广。本实验参照

美国国家临床实验标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）制定的

针对酵母菌的药敏实验方案并结合其他检测方法，

选择具有代表性的１６株白念珠菌以及５株非白念

珠菌作为筛选新化合物体外抗真菌活性的工具菌，



第３期．梁蓉梅，等．２０种四氢萘类抗真菌化合物体外抑菌活性测定 ·２９３　　 ·

对２０多种新化合物做了体外抗真菌活性筛选并进

一步考察了此类化合物与特比萘芬或小檗碱联合抑

菌效果。

　　最初的 ＭＩＣ测定发现，游离单体２２１、３４１、２６

１、３１１及其盐酸盐２２、３４、２６、３１对氟康唑敏感菌具

有较强的抑真菌活性，通过纸片扩散法及时间生长

曲线实验进一步证实这几个化合物的抑菌活性强于

氟康唑，尤其３１１抑菌活性最强，持续抑菌时间超

过５４ｈ。１３株对氟康唑及伊曲康唑均呈现高度耐

药（ＭＩＣ８０值均＞６４μｇ／ｍｌ）白念珠菌，酮康唑的抑菌

活性也一般，但２２１及２２却表现具备强大抑菌作

用，ＭＩＣ８０值（＜０．１２５μｇ／ｍｌ）远低于上述药物，对氟

康唑耐药白念珠菌０５１１６５５的时间生长曲线显示其

抑菌活性也强于酮康唑。

　　本实验还考察了四氢萘类化合物与特比萘芬或

小檗碱联合使用对于氟康唑耐药白念珠菌抗菌效

果，三种测定方法所得到的结果均表明特比萘芬与

四氢萘类联用协同作用明显，尤其与２６联用效果最

显著。虽然棋盘式液基微量稀释法显示四氢萘类与

小檗 碱 联 合 协 同 作 用 强 大，ＦＩＣ 最 低 可 达 到

０．０４６８８，但其他两种方法并未得一致结果，可能与

小檗碱剂量太低有关。这些结果为氮唑类耐药白念

珠菌的治疗带来巨大希望，并且四氢萘类化合物结

构不同于氮唑类，不易产生交叉耐药性，值得进一步

开发研究。
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《普通外科手术并发症预防与处理》已出版
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生原因、临床表现、诊断检查、处理方法和预防措施。全书共２０章，包括外科手术后一般并发症及基本治疗，甲状腺、甲状旁
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