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摘要：目的 为抗真菌药物作用机理的研究提供有

力的工具。方法 白念珠菌经药物作用后提取未皂

化脂（ＮＳＬｓ），其中的甾醇组分经衍生化后 ＧＣＭＳ分
析，测定各组分的结构和含量。结果 经氟康唑作

用的真菌，ＣＹＰ５１酶受抑制，使细胞膜内羊毛甾醇和
２４（２８）亚甲基２４，２５二氢羊毛甾醇累积，后者更为
明显，而麦角甾醇合成受阻。结论 ＧＣＭＳ分析获满
意的效果，可对抗真菌药物阻断真菌麦角甾醇合成

通路所引起各甾醇组分的含量变化进行研究。

关键词：氟康唑；气质联用；白念珠菌；甾醇

中图分类号：Ｒ９６５．２
文献标识码：Ａ
文 章 编 号：１０００３００２（２００２）０５０３６８０４

近１０年来，真菌感染在免疫受损的病人群体中
发病率猛增，特别引人注意的是８０％以上艾滋病病
人受真菌感染，尤其是白念珠菌比较常见，深部真菌

感染已成为许多疾病的主要死亡原因之一［１］。自发

现第一个抗真菌抗生素灰黄霉素以来，有多类药物

用于临床。这些药物的抗真菌作用部位、机理以及

毒性等不尽相同，因此研究抗真菌药物的作用机理，

探究真菌耐药机理，建立一种切实可靠的分析方法，

可以为寻找更好的高效、低毒、广谱的抗真菌药物提

供分子水平上的重要依据。抗真菌药物研究中，影

响真菌麦角甾醇生物合成和功能的药物一直是

重点。羊毛甾醇 １４α去甲基化酶（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０
ｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ１４αｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ，ＣＹＰ５１）是真菌细胞膜必
需成分麦角甾醇生物合成过程中的一个关键酶［２］。

临床应用最成功且仍作为一线药物而被广泛应用的
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氟康唑、酮康唑、伊曲康唑等抗真菌药物都是通过抑

制这个靶酶来发挥抗真菌作用的，真菌耐药性的产

生与ＣＹＰ５１的结构变异也有密切关系，因此研究
ＣＹＰ５１的结构和功能关系是指导抗真菌药研究和真
菌耐药机理研究的有效途径之一。本文通过气质
联用（ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＧＣＭＳ）定
性定量分析测定了白念珠菌细胞膜中麦角甾醇和羊

毛甾醇等各种甾醇组分，并以此来考察药物对

ＣＹＰ５１的作用及对甾醇生物合成的影响，为抗真菌
药物研究提供了有力的工具。

１ 材料和方法

１．１ 仪器与试剂

Ｖｏｙａｇｅｒ型气质联用仪，美国 Ｆｉｎｎｉｇａｎ公司。１
三甲基甲硅烷咪唑（Ｎｔｒｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｙｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ＴＭＳＩ），
Ａｌｄｒｉｃｈ公司；氟康唑注射液，２ｇ·Ｌ－１，上海信谊药
厂；ＹＥＰＤ培养液；０．１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）
（ｐＨ＝７．４）；皂化剂：为新鲜配制的含１５％ ＮａＯＨ的
９０％乙醇溶液，样品为本实验室制备。
１．２ 气质谱条件

ＨＰ５０（５０％苯基５０％甲基聚硅氧烷交联柱）３０
ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ。柱温：程序升温 １５０～
２９０℃，起始温度１５０℃，按１５℃·ｍｉｎ－１升至２９０℃恒
定；检测器温度 ２８０℃；进样口温度 ２５０℃。柱头压
３５ｋＰａ；载气：Ｈｅ，流速 １ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量：０．５μＬ；
分流比为 １５∶１。质谱检测器：ＥＩ电离源，电离电压
７０ｅＶ，源温２００℃。利用气质联用仪计算机的 ＮＩＳＴ
谱库自动检索各组分的质谱数据，确定结构和计算

含量。胆固醇为内标。

１．３ 菌株和样品制备方法

白念珠菌标准株ｙ０１．０９（ＡＴＣＣ７６６１５）为本室真
菌库保存，并经形态学和生物化学鉴定。样品制备：

取白念珠菌 ｙ０１．０９接种于 ＹＥＰＤ培养液中，３５℃，
２５０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养１６ｈ，活化两次，使其处于指数
生长期后期，分别取菌液２ｍＬ于２５０ｍＬ锥形瓶，加
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ＹＥＰＤ培养液９８ｍＬ，加氟康唑注射液使其中氟康唑
终浓度分别达到０，０．２５，１．０和４．０ｍｇ·Ｌ－１，３５℃，
２５０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养２４ｈ。菌液于２０００×ｇ离心１０
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤两次至上清液无色，去上清，称湿菌
重。各精密称取湿菌 ０．５ｇ于 ５０ｍＬ管中，加 ＰＢＳ
２．５ｍＬ和新鲜配制的皂化剂 ６ｍＬ，混匀，８０℃水浴
皂化６０ｍｉｎ。加石油醚（沸程３０～６０℃）６ｍＬ提取２
次，合并提取液，加蒸馏水 ６ｍＬ洗涤 １次，醚层于
６０℃水浴挥干，得未皂化脂（ｎｏｎｓａｐｏｎｉｆｉａｂｌｅｌｉｐｉｄｓ，
ＮＳＬｓ），加环己烷溶解使溶液体积为１ｍＬ·ｇ－１湿菌，
－２０℃保存。
１．４ 样品测定

将上述得到的未皂化脂环己烷溶液各取２００μＬ
于１．５ｍＬ离心管中，于氮气下吹干后，加 ＴＭＳＩ３０

μＬ混匀后置于 ３０℃保温箱中反应 ２４ｈ后，用氮气
吹去残余衍生化试剂，再精密加入氯仿１００μＬ，充分
混匀溶解，直接进样０．５μＬ，ＧＣＭＳ分析测定。衍生
化条件见参考文献［３］。

２ 结果

２．１ 白念珠菌未皂化脂的气相色谱分离效果

见图１Ａ，Ｂ。由图可清楚看到，真菌细胞膜中
的甾醇组分经过硅烷化后再进样 ＧＣＭＳ分析，各组
分可以得到理想的分离效果，且峰型和柱效良好。

２．２ 各甾醇组分的气质结果
经ＧＣＭＳ的ＮＩＳＴ谱库自动检索各甾醇组分的

结构，并利用面积归一化法计算各甾醇组分在总甾

醇（１００％）中所占的百分比，结果见表１。

Ｆｉｇ１． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓａｍｐｌｅｙ０１．０９（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ａ）ａｎｄｙ０１．０９ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ（Ｂ）．ａ：ｅｒｇｏｓｔｅｒｏｌ，ｂ：
ｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ，ｃ：ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ（２４ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｌａｎｏｓｔ８ｅｎ３ｏｌ），ｄ：ｃｈｏｌｅｓｔａ８，２４ｄｉｅｎ３ｏｌ，ｅ：４ｍｅｔｈｙｌｃｈｏｌｅｓｔａ８，２４ｄｉｅｎ３ｏｌ，ｆ：ｓｔｉｇｍａｓｔａ７，２５
ｄｉｅｎ３ｏｌ，ｇ：１４αｍｅｔｈｙｌｅｒｇｏｓｔａ８，２４ｄｉｅｎ３ｏｌ，ｈ：４，４ｄｉｍｅｔｈｙｌｃｈｏｌｅｓｔａ８，２４ｄｉｅｎ３ｏｌ，ｉ：ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ｉｎｎｅｒｓｔａｎｄａｒｄ），ｊ：１４αｍｅｔｈｙｌｅｒ
ｇｏｓｔａ８，２４ｄｉｅｎ３ｏｌ．

·９６３·中国药理学与毒理学杂志 ２００２年１０月；１６（５）



Ｔａｂ１． Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎｄｓｔｅｒｏｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

Ｓｔｅｒｏｌ

Ｓｔｅｒｏｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ／％

ｙ０１．０９
ａｌｏｎｅ

ｙ０１．０９＋
Ｆ０．２５

ｙ０１．０９＋
Ｆ１．０

ｙ０１．０９＋
Ｆ４．０

Ｃｈｏｌｅｓｔａ８，２４ｄｉｅｎ３ｏｌ ６．７±０．４ ４．９±０．６ ２．３±０．２ ０．６±０．１

Ｅｒｇｏｓｔｅｒｏｌ ６０．３±５．６ ５１．０±８．７ ３２．２±５．３ ４．６±０．７

Ｓｔｉｇｍａｓｔａ７，２５ｄｉｅｎ３ｏｌ ４．２±０．２ ０．４±０．１ ０ ０．１±０．０３

４ｍｅｔｈｙｌｃｈｏｌｅｓｔａ８，２４ｄｉｅｎ３ｏｌ ７．７±０．５ ３．０±０．４ ０．７±０．１ ０．６±０．１

Ｅｒｇｏｓｔａ７，２２ｄｉｅｎ３ｏｌ ６．８±０．３ １．９±０．３ ０ ０．４±０．１

Ｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ ３．５±０．６ １８．５±３．２ １５．７±１．７ １１．８±２．０

１４αｍｅｔｈｙｌｅｒｇｏｓｔａ８，２４ｄｉｅｎ３ｏｌ ０．３０±０．０２ ０ ０ ０

４，４ｄｉｍｅｔｈｙｌｃｈｏｌｅｓｔａ８，２４ｄｉｅｎ３ｏｌ ７．４±０．５ ３．３±０．４ １．３±０．３ ０．３±０．０４

Ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ（２４ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｌａｎｏｓｔ８ｅｎ３ｏｌ） ０ １０．９±１．４ ４２．６±８．１ ８０．１±９．８

Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｓｔｅｒｏｌｓ ３．１±０．４ ６．１±０．８ ５．２±０．９ １．５±０．４

Ｆ０．２５，Ｆ１．０，Ｆ４．０（０．２５，１．０，４．０ｍｇ·Ｌ－１ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ）．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｙ０１．０９．

３ 讨论

麦角甾醇是真菌细胞膜特有的脂质，又是其重

要结构组分，它在确保膜结构的完整性、膜结合酶的

活性、膜流动性等方面起着重要作用。羊毛甾醇

１４α去甲基化酶（ＣＹＰ５１）是真菌麦角甾醇生物合成
过程中的一个关键酶，氟康唑、酮康唑、伊曲康唑等

目前临床最常用的抗真菌药物都是通过抑制这个靶

酶来发挥抗真菌作用的，因此研究药物对真菌ＣＹＰ５１
的作用及对甾醇生物合成通路的影响十分必要。但

由于甾醇类化合物的结构特性，以往的分析方法如

高效液相色谱、薄层色谱、同位素标记等虽能达到分

离和定性定量的目的，但存在不少缺点，如操作复杂

且结果不直观、分离效果不理想 、定量不准确等。

而甾醇类的沸点较高，直接用 ＧＣ法分析则存在拖
尾和峰型展宽的问题，因此本文先对甾醇进行硅烷

化反应后，其衍生物再经 ＧＣＭＳ分析，得到了很好
的峰型和柱效，可对真菌甾醇生物合成通路中的各

组分进行结构和含量分析，以进一步研究药物对靶

酶和甾醇合成的作用。

通过ＧＣＭＳ分析，可确定各甾醇结构和含量，
随着氟康唑剂量的增加，抑制 ＣＹＰ５１酶而导致麦角
甾醇生物合成受阻，麦角甾醇含量明显降低，而羊毛

甾醇等的含量增加。在白念珠菌甾醇生物合成通路

中，２４（２８）亚甲基２４，２５二氢羊毛甾醇是 ＣＹＰ５１的
直接底物，随着氟康唑浓度加大，羊毛甾醇含量虽增

加，但２４（２８）亚甲基２４，２５二氢羊毛甾醇的累积更
为明显，其含量增加和麦角甾醇含量降低与氟康唑

呈剂量依赖性关系，见表１。羊毛甾醇和２４（２８）亚
甲基２４，２５二氢羊毛甾醇在结构上很相似，后者分
子量４４０，而羊毛甾醇为４２６，只相差一个亚甲基，所
以用其他的分析方法很难将二者分离和定量。羊毛

甾醇是麦角甾醇合成通路中的一个重要中间产物，

正常真菌细胞膜中较少累积，而２４（２８）亚甲基２４，
２５二氢羊毛甾醇则基本检测不到，当药物（ＣＹＰ５１
酶抑制剂）作用时二者明显累积，后者尤甚。因此用

ＧＣＭＳ法可以从分子水平上研究不同药物的作用机
理和ＣＹＰ５１酶的功能，为抗真菌新药研发和真菌耐
药性研究提供准确可靠的方法。
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４～６个月。本刊是从事中草药科研、生产、检验、教学、市场营销、信息服务等部门必备的检索工具。

本刊为双月刊，每期定价３０元，全年订价１８０元。国内统一刊号：ＣＮ１２１１０７／Ｒ。编辑部自办发行，欢迎
订阅，银行信汇、邮局汇款均可。

编辑部地址：天津市南开区鞍山西道３０８号
邮政编码：３００１９３
联系电话：（０２２）２３００６８２２
传 真：（０２２）２７３８１３２８
Ｅｍａｉｌ：ｌｙｇｉ２００１８８＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ；ｚｗｋｊｍｌ＠ｍａｉｌ．ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ
开户银行：天津市工商银行南门外分理处

银行帐号：７０１２６４０８９６３２
银行户名：天津药物研究院

·１７３·中国药理学与毒理学杂志 ２００２年１０月；１６（５）


