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【摘要】 目的 观察二氢杨梅素-镍配合物(DMY-Ni)体外对白假丝酵母菌的抗菌活性，探讨DMY-Ni治

疗小鼠白假丝酵母菌阴道炎的疗效。方法 采用试管二倍稀释法测定 DMY-Ni 对临床 30 例白假丝酵母菌

(海南医学院附属医院门诊患者阴道分泌物中分离)的最低抑菌浓度(MIC)值和最低杀菌浓度(MBC)值，同时

模拟小鼠白假丝酵母菌阴道炎模型，分组给药，SPSS17.0 单因素方差分析法和配对 t检验进行统计学分析。

结果 DMY-Ni 对白假丝酵母菌具有较强的抗菌活性，MIC 为 6.25~50 µg/ml，MBC 为 12.5~200 µg/ml，分别于

模型组和给药前比较，4种剂量组给药 7 d后小鼠阴道内白假丝酵母菌落数均明显下降（(P<0.05或P<0.01)，阴

道局部病变肉眼观察逐渐好转，且高剂量组的治疗效果最佳。结论 4种剂量DMY-Ni对白假丝酵母菌阴道

炎模型小鼠都有明显治疗效果，高剂量组的治疗效果要优于另外3种剂量组，为获得临床治疗白假丝酵母菌阴

道炎提供一个可参考的途径。
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【Abstract】 Objective To study the anti-Candida albicans acitivity of Dihydromyricetin-Nickel complex

(DMY-Ni complex) in vitro, and to explore the efficacy of DMY-Ni complex for treating mice model of vulvovaginitis

candidiasis (VVC). Methods Tube double dilution method is used to determine the minimum inhibitory concentra-

tions (MICs) and minimum bactericidal concentrations (MBCs) value of DMY-Ni complex to Candida albicans (sam-

ples were isolated from the vaginal secretions of 30 out-patients in the Affiliated Hospital of Hainan Medical Col-

lege ). At the same time, we established mice model of VVC, and DMY-Ni complex as vaginal drug delivery was as-

signed to observe the efficacy for VVC mice model. The data were analyzed using statistical software SPSS17.0 sin-

gle factor analysis of variance and t test comparative analysis. Results DMY-Ni complex has strong activity in vi-
tro against Candida albicans with MIC ranging from 6.25 µg/ml to 50 µg/ml and MBC ranging from 12.5 µg/ml to

200 µg/ml. Compared with the mice model of VVC, four kinds of DMY-Ni complex concentration could significantly

reduce the colony number of Candida albicans in vagina (P<0.05 or P<0.01). Vaginal local symptoms gradually im-

proved, and high dose group had the best therapeutic effect. Conclusion Four doses DMY-Ni complex all have sig-

nificant therapeutic effect in the VVC mice, and the effect of high dose group is superior to that of other three dose

groups. The results can provide reference for the treatment of VVC.
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·论 著·

外阴阴道假丝酵母菌病(Vulvovaginitis candidia-

sis，VVC)是一种常见的由假丝酵母菌属引起外阴阴

道炎症的妇科疾病。其主要以白假丝酵母菌(Candi-
da albicans)感染居多，发病率高 [1]。Magliani 等[2]研究

报道，大约75%的妇女一生中至少患过1 次VVC，而

再次发作的妇女占40%~50%，其中约有5%的妇女发

展成复发性外阴阴道假丝酵母菌病，严重影响着妇女

的工作和生活质量。目前，临床对本病的治疗仍以西
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医抗真菌药物直接杀灭病原菌为主，但仍存在首次治

疗的不彻底、抗真菌药的滥用、诊治不规范等问题，

使假丝酵母菌的耐药性明显增加，从而影响VVC 的

疗效[3]。因此，提高对VVC的临床诊治和预防水平，对

保护广大妇女的身心健康有着不可忽视的临床意义。

二氢杨梅素(Dihydromyricetin，DMY)为具有抗氧

化、清除自由基、抗菌、抗病毒、护肝、抗肿瘤等作用的

黄酮类化合物[4-6]。镍是生命体必需的微量元素，主要

作用是激活体内的各种酶，控制核酸的代谢，维持细胞

膜的结构等，对机体的生理功能起重要作用[7-8]。黄酮

类与金属元素形成配合物的生物活性通常与金属中

心离子的性质有关，具有提高生物活性的作用，甚至

产生新的独特的生物活性[9-12]。本研究拟采用试管二

倍稀释法测定DMY-Ni对白假丝酵母菌标准株和 30

例临床分离株的最低抑菌浓度和最低杀菌浓度，研究

其体外抗菌活性，同时构建白假丝酵母菌阴道炎小鼠

模型，初步探讨DMY-Ni治疗小鼠白假丝酵母菌阴道

炎的疗效，为将来防治白假丝酵母菌阴道炎及相关的

感染性疾病提供一个可参考的途径。

1 材料与方法

1.1 实验菌株及动物 白假丝酵母临床分离株

30株，2013年 9~12月分离于海南医学院附属医院门

诊患者的阴道分泌物，并经梅里埃公司的全自动生物

鉴定和药敏系统鉴定为白假丝酵母菌。白假丝酵母

菌标准株，购自广东省微生物菌种保藏中心，编号为

ATCC10231。昆明小鼠(SPF级) [海南医学院药物安

全评价中心，许可证号：SCXK(湘)2009-0012]。

1.2 药物及主要试剂、仪器 DMY-Ni (海南医学

院药学院提供)，沙氏琼脂培养基、沙氏液体培养基(规

格：250 g/瓶，购自杭州天和微生物试剂有限公司)，苯

甲酸雌二醇注射液(规格：2 ml：4 mg，宁波市三生药业

有限公司，批号：120207)。Ⅱ级生物安全柜(海尔有限

公司)、全自动高压蒸汽灭菌器(美国致微(厦门)仪器公

司)、生化培养箱(上海博迅仪器有限公司)等。

1.3 DMY-Ni体外抗白假丝酵母菌的活性

1.3.1 培养基的制备 按试剂使用说明进行配

制并高压灭菌处理，4℃冷藏备用。

1.3.2 实验药物的配制 称取DMY-Ni 0.040 g，

用无菌注射用水溶解，并加入 1.8%盐酸3滴助溶，定

容至 50 ml，此时药物的终浓度为 800 µg/ml，经

115℃ 10 min高温灭菌处理后备用。

1.3.3 受试菌的活化 将白假丝酵母菌标准株

及临床分离株接种至沙氏琼脂培养基，28℃ 培养

48 h，活化后备用。

1.3.4 菌悬液的制备 将受试菌株编号排序，用

血细胞计数板计数后，调整菌液浓度为1×105 CFU/ml

备用。

1.3.5 最低抑菌浓度(MIC)测定 无菌条件下

将药物DMY-Ni用沙氏液体培养基以二倍稀释法将

药物稀释，使药物含有不同浓度的应用液，分别为：

400 µg/ml、200 µg/ml、100 µg/ml、50 µg/ml、25 µg/ml、

12.5 µg/ml、6.25 µg/ml、3.125 µg/ml、1.562 5 µg/ml、

0.781 25 µg/ml共 10个浓度，每管 1 ml，同时设阴性、

阳性对照及药物空白管。在上述10个不同药物浓度

及阳性对照管中，每管加入试验菌液 0.1 ml，充分混

匀，置 28℃培养 48 h，观察并记录结果。在阴性对照

管、药物空白管无菌生长，阳性对照管菌株生长良好

的条件下，以肉眼观察无菌生长的试管中所含的药物

最低浓度即为最低抑菌浓度，重复试验3 次。

1.3.6 最低杀菌浓度(MBC)测定 将未见真菌

生长管，每管取出 0.01 ml培养液接种于沙氏琼脂培

养基上，28℃培养 48 h，观察并记录结果。在阴性对

照管、药物空白管无菌生长，阳性对照管菌株生长的

条件下，接种于培养基上菌落数少于 5 个的药物最低

浓度即为最低杀菌浓度，重复试验3次。

1.4 DMY-Ni治疗白假丝酵母菌阴道炎的疗效

1.4.1 受试菌活化 将 白 假 丝 酵 母 标 准 株

ATCC10231接种于沙氏琼脂培养基，28℃ 培养 48 h，

活化后备用。

1.4.2 小鼠VVC模型的构建 参考Yano等[13]方

法构建小鼠VVC模型，将SPF级的雌性昆明小鼠 50

只，每只小鼠隔日皮下注射 2 mg/ml 苯甲酸雌二醇油

剂 0.05 ml，连续三次，使之处于假发情状态，假发情

诱导成功第 3、4 天连续小鼠阴道内给予接种 107数

量白假丝酵母菌(ATCC10231)感染建模。在感染后

72 h 分别取阴道分泌物进行涂片镜检和培养，均检

查有假菌丝和芽生孢子的白假丝酵母菌，证实造模

成功。

1.4.3 实验分组 将造模成功的小鼠随机分为

六组，每日分别阴道内给予 400 µg/ml (高剂量组)、

200 µg/ml (次高剂量组)、100 µg/ml (中剂量组)、

50 µg/ml (低剂量组) DMY-Ni 1 次，每次 30 µl，连

续 7 d，给予同等剂量无菌磷酸盐缓冲液(PBS)的为

模型组，未感染的为空白组，每组 10只，给药前及治

疗 7 d后，用 50 µl PBS 液灌洗阴道 8~10 次，对冲洗

液内的白假丝酵母菌进行菌落计数，分别统计给药前

(0 d)，给药后第 8天小鼠阴道内菌落数的变化情况，

观察药物对感染小鼠阴道内白假丝酵母菌的杀灭或
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抑制作用。同时观察阴道局部病变情况，按“-”，

“+”，“++”，“+++”给予评分。

1.5 统计学方法 实验所得数据用SPSS17.0软

件进行分析和处理，计量资料以均数±标准差(x-±s)表
示，各组小鼠阴道内菌落数的比较采用单因素方差分

析，各剂量组在给药前后的比较采用配对 t检验，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 DMY-Ni 抗白假丝酵母菌的体外活性测

定 采用试管二倍稀释法测定 DMY-Ni 对 1 株白假

丝酵母菌标准株和30株临床分离株的最低抑菌浓度

(MIC)和最低杀菌浓度(MBC)，见表1。

由表 1 可知，DMY-Ni 对 1 株白假丝酵母菌标准

株和 30株临床分离株均有较强的抗菌活性，MIC分

别 为 6.25~50 µg/ml，6.25~50 µg/ml，MIC 均 值 为

(15.93 ± 9.93) µg/ml，MBC 分别为 12.5~200 µg/ml，

12.5~200 µg/ml，MBC均值为(87.10±58.32) µg/ml。

2.2 DMY-Ni对VVC的疗效

2.2.1 DMY-Ni对VVC模型小鼠阴道内白假丝

酵母菌生长的影响 给药前，模型组和4种药物剂量

组与空白组比较，阴道内的菌落数明显增加(P<0.01)，

而模型组和 4种药物剂量组间差异均无统计学意义

(P>0.05)，说明小鼠VVC模型构建成功，且模型组与4

种药物剂量组的小鼠感染程度相当。给药后第8天，

分别与给药前(0 d)比较，4种药物剂量组阴道内的菌落

数明显下降(P<0.01)，且高剂量组的抗菌效果最显著，

模型组差异无统计学意义(P>0.05)，见表2。

2.2.2 肉眼观察阴道局部变化情况 小鼠于接

种白色念珠菌后，阴道充血水肿、分泌物增加。经过

DMY-Ni治疗后小鼠阴道充血水肿等病变逐渐好转,

分泌物明显减少，以高剂量组效果更为明显，见表3。

3 讨 论

外阴阴道假丝酵母菌病(VVC)是临床上表现为

妇女外阴阴道炎症的常见疾病，影响着广大妇女的身

心健康。该病的发病与多种因素有关，其发病机制目

前尚未完全明确，刘朝晖等[14]认为，VVC 发生的重要

表1 DMY-Ni对白假丝酵母菌的体外抑菌情况

白假丝酵母菌株号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

白假丝酵母菌

标准株ATCC10231

DMY-Ni浓度

(µg/ml)

MIC

6.25

6.25

6.25

6.25

6.25

25

12.5

12.5

25

25

25

12.5

12.5

12.5

50

25

25

12.5

12.5

25

12.5

25

6.25

6.25

6.25

25

12.5

12.5

25

12.5

6.25

MBC

200

50

25

50

50

200

100

100

100

50

50

50

25

100

200

100

100

100

200

100

100

100

12.5

12.5

50

100

50

50

200

50

25

阴性对照

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

阳性对照

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

药物对照

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

组别

空白组

模型组

高剂量组

次高剂量组

中剂量组

低剂量组

剂量(µg/ml)

-

-

400

200

100

50

数量(只)

10

10

10

10

10

10

给药前

0.00±0.00

53.00±10.53a

50.90±6.66a

50.20±6.14a

49.40±5.48a

51.50±5.80a

给药后第8天

0.00±0.00

47.1±10.69

6.8±4.02b

10.9±4.58b

13.7±4.78b

18.7±6.04b

注：与空白组对照，aP<0.01；与0 d比较，bP<0.01。

表3 阴道局部变化观察

组别

空白组

模型组

高剂量组

次高剂量组

中剂量组

低剂量组

剂量

(µg/ml)

-

-

400

200

100

50

建模前 建模后 给药后第8天

-

10

10

10

10

10

10

+

0

0

0

0

0

0

++

0

0

0

0

0

0

+++

0

0

0

0

0

0

-

10

0

0

0

0

0

+

0

0

0

0

0

0

++

0

0

0

0

0

0

+++

0

10

10

10

10

10

-

10

0

9

8

8

7

++

0

3

0

0

0

0

+++

0

7

0

0

0

0

注：“-”：外阴阴道无红肿及分泌物极少；“+”：外阴阴道轻微红肿。有

少许分泌物；“++”：阴道中度红肿，可见较多的脓性分泌物；

“+++”：阴道红肿严重，可见很多脓性分泌物。

+

0

0

1

2

2

3
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原因在于机体的免疫异常和阴道环境的改变，如长期

使用抗菌药物、免疫抑制药物、激素或营养失调等都

可促使其发生。治疗上常以唑类药物抗真菌为主，效

果确切，但在杀灭致病菌的同时也破坏了阴道的正常

菌群，且存在药物滥用和诊治的不规范等诸多问题，

使得病原菌的耐药性明显增加。二氢杨梅素(DMY)

是具有抗菌、抗病毒等作用的黄酮类化合物，与金属

离子螯合形成配合物后，金属离子与配体二氢杨梅素

可能产生协同作用，通过改变药物的立体构型、分子

大小、脂溶性和电荷性等，对靶细胞和受体的选择性

增加，从而达到提高抑菌和杀菌效果疗效、降低毒副

作用和耐药性[15-16]。

本课题组以黄酮类二氢杨梅素和乙酸镍盐为原

料，合成二氢杨梅素-镍配合物，通过红外光谱、紫外

光谱、差热-热重分析对配合物进行表征。本研究对

DMY-Ni 在体外对白假丝酵母菌的 MIC、MBC 进行

测定，结果表明 DMY-Ni 对 31 株受试白假丝酵母菌

株均有较强的抗真菌活性；同时模拟小鼠VVC模型，

探讨 DMY-Ni 治疗小鼠 VVC 的疗效，通过阴道内给

药，7 d后对阴道内的白假丝酵母菌进行菌落计数及

局部病变进行观察，结果表明DMY-Ni体内对白假丝

酵母菌表现出明显的抑菌、杀菌作用且小鼠阴道局部

充血、水肿等病变逐渐好转, 以高剂量组更为明显，这

为临床治疗VVC提供一个可参考的途径。此外，本

研究还发现，DMY-Ni的 4种剂量组对小鼠阴道内均

无明显的刺激性，但整体对阴道组织的病理结果、阴

道粘膜免疫及对机体的细胞因子的调节水平有何影

响，有待后续深入研究。
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海南水蛭中水蛭素的抗凝活性研究
刘 腾，符乃光，李泽友

（海南医学院药学院，海南 海口 571199）

【摘要】 目的 分析海南水蛭的品种及其中水蛭素的抗凝作用。方法 观察海南水蛭的形态特征、薄层色
谱图，并采用凝血酶滴定法测定其抗凝活性。结果 海南水蛭为菲牛蛭，水蛭素的抗凝活性分别为：全身
1 174.8 U/g、头部6 521.7 U/g、身体308.6 U/g。结论 海南水蛭具有很好的抗凝血活性，值得进一步研究开发。

【关键词】 海南水蛭；水蛭素；薄层色谱；凝血酶
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Study on anticoagulant activity of hirudin in Hainan leech. LIU Teng, FU Nai-guang, LI Ze-you. School of
Pharmacy, Hainan Medical University, Haikou 571199, Hainan, CHINA

【Abstract】 Objective To analyze the species of Hainan leeches and the anticoagulant activity of hirudin.

Methods The morphological characteristics and thin-layer chromatogram of Hainan leech were observed. Then anti-

coagulant activity was measured with the method of thrombin titration. Results Hainan leeches were Hirudinaria ma-

nillensis. The anticoagulant activity of Hainan Leech hirudin was 1 174.8 U/g of whole body, 6 521.7 U/g of the head

and 308.6 U/g of the body. Conclusion Hainan leeches have very good anticoagulant activity, which deserve further

research and development.

【Key words】 Hainan leech; Hirudin; Thin-layer chromatogram (TLC); Thrombin
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