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Antiviral Drugs

Anti-IPF Drugs

Inflammation-related  Drugs

Other Drugs

Introduction of 22 Chemical Drugs Applied for Clinical Trials for the Treatment of COVID-19 in China

(14 types)

(2 types)

(3 types)

(3 types)
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Compound 13, ECBN-D-2 -Nal-Dab-C12 , was recommended as a candidate for further research and 
development because of its good antifungal activity, low hemolytic toxicity and high water solubility

Design of
derivatives

•aromatic amino
acids

•positively
charged polar
amino acids

•fatty acids

Solid-liquid
synthesis

•solid-phase
peptide
synthesis

•synthesis of
echinocandin B
derivatives

Analysis and
purification

•RP-HPLC
analysis

•RP-HPLC
purification

•mass spectrometry

Activity assay

•antifungal
activity

•hemolytic
toxicity

•water solubility

A B

A：白念珠菌ATCC 10231，B：克柔念珠菌ATCC 6258

●-对照组，▲-2 g/ml 的13，■-0.5 g/ml的阿尼芬净
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levofloxacin hemihydrate

An improved synthetic process of levofloxacin hemihydrate was reported. This process
solved the problems of large residual amounts of high-boiling solvents in target product
and large amounts of low-boiling solvents used in levofloxacin hemihydrate preparation.

N
N

H3C

N

O
COOH

O
CH3

F

0.5 H2O

N
N

H3C

N

O
COOH

O
CH3

F

1) EtOH, Na2SO4 10 H2O, 33 ~ 35 ℃, 1 h

2) 65 ~ 70 ℃, 2 h

2 1

盐酸索他洛尔有关物质的合成·······················叶  欣，孙忠华，陈益林，胡小丽，朱怡君*
Synthesis of the Related Substances of Sotalol Hydrochloride·············································
································································YE X, SUN Z H, CHEN Y L, HU X L, ZHU Y J*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2020.06.007

H3C
S

O

O H
N

N
H

CH3

CH3

HCl

H3C
S

O

O H
N

OH
OH

H3C
S

O
O HN

NH

CH3
H3C

HO

H3C
S

O

O H
N

N
H

CH3

CH3

OH

HCl

H3C
S

O

O H
N

N
H

CH3

CH3

OEt

.

.

HCl
.

sotalol hydrochloride
H3C

S
O

O H
N

N
H

CH3

CH3

O

In order to control the quality of the bulk drug and preparation of sotalol hydrochloride, five related substances 
including one novel impurity of sotalol hydrochloride were prepared and their structures were confirmed.
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c d
a：细胞生长曲线图，b：细胞存活率曲线图，c：乳酸代谢曲线图，d：抗体产量及生产能力对比图
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The culture parameters were optimized by 
the central composite design experiment. 

 

culture duration shift temperature viable 
cell density 

initial viable cell density 

The experimental results were as follow: 
antibody production was up to 5.3 g/L and 
lactic acid levels were significantly reduced 
to 0.4 g/L.  

Problems of original culture conditions, 
low protein yield and high lactic acid 
level before harvest might lead to 
process failure. 

basic medium composition concentration of CuSO4·5H2O 

The effects of five culture parameters 
were evaluated with antibody yield and 
final concentration of lactic acid as the 
indexes by full factorial design. 

The optimized process was then verified 
through cell culture. 
 

Mathematical models based 
on the antibody yield and 
lactic acid concentration were 
established. 

The optimized process was predicted through 
mathematical models. 
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Effect of Sialic Acid on Human Follicle Stimulating Hormone Bioactivity Assessment················
························································WANG H, WANG C, WANG Z Q, CHEN G, SHAO H*
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UPLC 法测定单硝酸异山梨酯中的有关物质······刘彩云，刘朝辉，张敏敏，刘思光，张贵民*
Determination of the Related Substances in Isosorbide Mononitrate by UPLC···························· 
···················································LIU C Y, LIU C H, ZHANG M M, LIU S G, ZHANG G M*
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银杏二萜内酯葡胺注射液与一次性输液器的相容性考察·················································
······························································胡军华，钱频非，于桂芳，王  雪，王振中*
Compatibility between Diterpene Ginkgolides Meglumine Injection and Infusion Sets for Single Use  
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米卡芬净中间体 FR901379 的分离纯化············李  敏，谢新宇，王晶珂，郑学丽，张雪霞*
Separation and Purification of Micafungin Intermediate FR901379·········································
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棘白菌素 B(echinocandin B，ECB) 是从构巢

曲霉菌 (Aspergilus nidulans) 的发酵培养液中分离

得到的一种脂肽类化合物，具有环状六肽母核和亚

油酰基侧链 [1]，其结构如图 1 所示。ECB 对多数念

珠菌和曲霉菌都有较好的抗真菌活性，但同时存在

抗菌谱窄、水溶性极差和溶血毒性强等致命性缺点，

使其不能应用于临床 [2]，因此研究人员对 ECB 进

行了大量的结构改造和修饰研究，获得了上市药物

棘白菌素 B 新型衍生物的设计合成及体外抗真菌活性
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摘要：本研究以棘白菌素 B 母核 (ECBN) 为基础，在侧链中引入了多肽结构，并探索出了棘白菌素 B 新型衍生物的固相
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Design, Synthesis and in vitro Antifungal Activities of Novel Echinocandin B Derivatives
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ABSTRACT: In this study, some peptides were introduced into the side chain on the nucleus of echinocandin B 
(ECBN) by a new solid-liquid synthesis route to obtain a series of novel echinocandin B derivatives. Using aromatic 
amino acids, positively charged polar amino acids and fatty acids as materials, fourteen derivatives were synthesized. 
According to the evaluation results of antifungal activity, hemolytic toxicity and water solubility, ECBN-[3-(2-naphthyl)-
D-alanine]-(2,4-diaminobutyric acid)-lauric acid (ECBN-D-2-Nal-Dab-C12, 13) was found, which showed a comparable 
fungicidal effect, high water solubility and low hemolytic toxicity compared with anidulafungin. Moreover, the time-
killing assay against Candida. albicans and C. krusei also confirmed that both compound 13 and anidulafungin showed 
the similar fungicidal effect, so compound 13 could be recommended as a candidate for further research and development.

Key Words: echinocandin B derivative; antifungal agent; solid-liquid synthesis; antifungal activity; water solubility
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阿尼芬净 (anidulafungin) 和多种衍生物。

棘白菌素类抗真菌药通过非竞争性抑制真菌细

胞的 β-1,3- 葡聚糖合成酶，使真菌细胞壁重要组成

成分 β-1,3- 葡聚糖的合成受阻，细胞壁的完整性被

破坏，从而导致真菌细胞溶解死亡 [3]，且由于人体

细胞不含有细胞壁，缺乏 β-1,3- 葡聚糖合成酶，因

此该类药物对人体的毒性较低，是迄今为止安全性

较高的一类抗真菌药物。棘白菌素类抗真菌药具有

抗菌谱广、抗真菌活性强、安全性高、无交叉耐药

性和药物相互作用少等特点，已被推荐用作治疗侵

袭性真菌感染的一线药物 [4]。虽然有这么多令人满

意的优势，水溶性差仍是棘白菌素类药物不容忽视

的问题，且该类药物成本较高，售价昂贵，因此开

发水溶性好、抗菌活性强、不良反应小以及成本较

低的化合物，是研究人员努力的方向。

本研究以棘白菌素 B 母核 (echinocandin B 
nucleus，ECBN，图 1 方框中所示结构 ) 为基础，

在侧链中引入多肽结构，以不同的芳香性氨基酸、

极性带正电荷的氨基酸以及脂肪酸等为原料设计合

成了一系列新的 ECB 衍生物，并通过抗真菌活性、

溶血毒性和水溶性测试对化合物进行评价，以期获

得抗真菌活性强、水溶性好且毒性低的化合物。

1   仪器与试药

CS 136XT 型多肽合成仪 [ 希施生物科技 ( 上海 ) 有

限公司 ]；Dionex Ultimate 3000 型高效液相色谱仪 (美国

Thermo Fisher 公司 )；600E-2487 型制备型高效液相色谱仪

(美国 Waters 公司 )；R-300 型旋转蒸发仪 (Buchi 公司 )；

SHP-150 型生化培养箱 ( 上海精宏实验设备有限公司 )；

SpectraMax i3x 型多功能酶标仪 (美国 Molecular Devices 公

司 )。

阿尼芬净 ( 含量 98％，批号 160801)、ECBN 盐酸

盐 (ECBN·HCl，含量 98％，批号 20151001) 和注射用

乙酸卡泊芬净 ( 含量 99％，批号 M046925)( 正大天晴药

业集团股份有限公司 )；2- 氯三苯甲基氯树脂 [2-CTC 树

脂，取代度 (SD) 值 =1.08 mmol/g，西安蓝晓科技新材

料股份有限公司，规格 10 g，批号 03-190223] ；N-9- 芴

甲氧羰基 -L- 苯丙氨酸 (Fmoc-Phe-OH，含量 99％，批号

GLS140623-35701) ；1- 羟基苯并三唑 (HOBt，含量 99％，

批号 GLS151006-00602)、N,N- 二异丙基乙胺 (DIEA，含

量 99％，批号 GLS161007-00810)、2-(7- 氧化苯并三唑 )-

N,N,N ',N '- 四甲基脲六氟磷酸酯 (HATU，含量 99％，批

号 GLS170604-00703)、N- 羟基琥珀酰亚胺 (HOSU，含

量 99％，批号 GLS110906-10501) 和 N,N '- 二环己基碳酰

亚胺 (DCC，含量 99％，批号 GLS111129-00802)[ 吉尔生

化 (上海 )有限公司 ]；N-9- 芴甲氧羰基 -3-(2- 噻吩基 )-L-

丙氨酸 (Fmoc-Thi-OH，含量 99％，批号 F02041170501)、

N-9- 芴甲氧羰基 -3-(2- 萘基 ) -D- 丙氨酸 (Fmoc-D-2-Nal-

OH，含量 99％，批号 H21403160926)、Nα-9- 芴甲氧羰

基 -Nε- 烯丙氧羰基 -L- 赖氨酸 [Fmoc-Lys(Alloc)-OH，含

量 99％，批号 F01232160919] 和 Nα-9- 芴甲氧羰基 -Nγ- 烯

丙氧羰基 -L-2,4- 二氨基丁酸 [Fmoc-Dab(Alloc) -OH，含

量 99％，批号 H00401180416][ 希施生物科技 ( 上海 ) 有

限公司 ]；N- 月桂酰肌氨酸 ( 上海迈瑞尔化学技术有限公

司，含量 99％，批号 P1069358) ；正辛酸 (含量 99％，批

Compound 13, ECBN-D-2 -Nal-Dab-C12 , was recommended as a candidate for further research and 
development because of its good antifungal activity, low hemolytic toxicity and high water solubility
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Fig.1   Structure of ECB
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号 20181109)、癸酸 ( 含量 99％，批号 20180522)、月桂

酸 (lauric acid，含量 99％，批号 20161222)、苯酚 (含量

99％，批号 20190509)、无水乙醇 (批号 1803250416，分

析纯 )、哌啶 (PIP，含量 99％，批号 20190715)、无水乙

醚 ( 批号 20190709，分析纯 )、二甲亚砜 (DMSO，批号

20191105，分析纯)和茚三酮(含量99％，批号20190617)(国

药集团化学试剂有限公司 )；三氟乙酸 (TFA，含量 99％，

批号 P1459110) 和二异丙基碳二亚胺 (DIC，含量 99％，批

号 F1712040)[ 阿拉丁试剂 ( 上海 ) 有限公司 ]；三氟乙醇

(TFE，含量 99％，批号 77827048)、苯硅烷 (phenylsilane，

含量 99％，批号 FJ200161) 和四 (三苯膦 )钯 [Pd(PPh3)4，

含量 99％，批号 CE05117][ 萨恩化学技术 (上海 )有限公

司 ]；Hyclone 改良型 RPMI-1640 培养基 (赛默飞世尔生物

化学制品有限公司，批号 05118006) ；无菌脱脂羊血 (郑州

九龙生物制品有限公司，批号 20191008)。

白念珠菌 (Candida albicans，ATCC 10231，每毫升含

4×105 CFU，中国食品药品检定研究院 )；克柔念珠菌 (C. 

krusei，ATCC 6258，每毫升含 5×105 CFU，南京便诊生物

科技有限公司 )。

2   方法与结果

2.1   ECB 新型衍生物的设计

ECB 存在抗真菌谱窄、水溶性差及溶血毒性

强等缺点，不能直接应用于临床，且有研究表明溶

血毒性仅与其亚油酰基侧链有关 [5]，因此研究人员

对其侧链结构进行了大量的改造和修饰工作。修饰

策略主要包括改变脂肪链的长度、引入苯环等，并

先后获得了西洛芬净 (cilofungin)、阿尼芬净以及

CD101( rezafungin) 等，但是水溶性差、生物利用

度低的问题仍未解决。以上侧链修饰大都为烷氧苯

基侧链，多采用传统的化学合成方法获得，目前尚

无多肽结构修饰侧链的报道，因此引入多肽结构进

行改造是一种新颖且高效的修饰策略。

本研究以芳香性氨基酸和不同长度的脂肪链为

原料合成侧链结构，并将其与 ECBN 结构相连得

到新的 ECB 衍生物。此外，考虑到生理条件下真

菌细胞膜带负电荷，尝试在侧链结构中引入极性带

正电荷氨基酸，如赖氨酸 (Lys)、2,4- 二氨基丁酸

(Dab)，一方面可以增加与细胞膜的相互作用，另

一方面也能适度增加化合物极性，希望能对水溶性

有所改善。试验中所涉及到的氨基酸及脂肪酸的缩

写及结构如表 1 所示，所合成衍生物 1 ～ 14 的结

构序列见表 2。

表 1   氨基酸及脂肪酸的缩写及结构

Tab.1   Abbreviations and Structures of 
Amino Acids and Fatty Acids

名称 缩写 结构

苯丙氨酸 Phe
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2.2   ECB 新型衍生物的合成

本研究提出了一条 ECB 新型衍生物的固相

及液相联合合成的路线，采用经典 Fmoc 固相合

成法合成多肽，并在液相环境中与 ECBN 偶联形

成衍生物。合成路线见图 2，以合成 ECBN-D-2-
Nal-Dab-C12(13) 为例。以 2-CTC 树脂 (a，SD=
1.08 mmol/g) 作为固相载体，经溶胀后，与 Fmoc-
D-2-Nal-OH 发生缩合反应，之后脱除 Fmoc 保护

基得到 b，并使用茚三酮监测反应进程。之后加入

Fmoc-Dab(Alloc)-OH 再次进行缩合，用茚三酮监

测反应进程，反应完全后再脱除 Fmoc 保护基。最

后加入月桂酸进行缩合，反应完全后得到 C 端连接

于树脂且侧链受保护的化合物 d。树脂肽经裂解、
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表 2   ECB 新型衍生物的结构序列、纯度、质谱结果及最低抑菌浓度 (MIC)
Tab.2   Sequences, Purities, MS Results and MICs of Novel ECB Derivatives

化合物 结构序列 纯度/％
理论相对

分子质量

[M+H]+ 
m/z

MIC/µg·ml-1

白念珠菌(ATCC 10231) 克柔念珠菌(ATCC 6258)
阿尼芬净 - - - - 0.25 0.25
卡泊芬净 - - - - 0.5 0.5

1 ECBN-Phe-C8 96.42 1 070.51 1 071.10 >32 >32
2 ECBN-Phe-C10 95.49 1 098.54 1 099.31 >32 >32
3 ECBN-Phe-C12 97.72 1 126.57 1 127.16 1.0 4.0
4 ECBN-Phe-Sar-C12 96.65 1 197.61 1 198.65 2.0 4.0
5 ECBN-D-2-Nal-C12 97.68 1 176.59 1 176.44 0.5 1.0
6 ECBN-Thi-C12 97.14 1 132.53 1 132.54 2.0 4.0
7 ECBN-Phe-Dab-C12 95.94 1 226.64 1 227.85 2.0 4.0
8 ECBN-Phe-Dab-Dab-C12 96.21 1 326.70 1 327.63 4.0 8.0
9 ECBN-Phe-Dab-Dab-Dab-C12 94.48 1 426.77 1 427.87 >32 >32
10 ECBN-Phe-Lys-C12 96.43 1 254.67 1 255.83 2.0 8.0
11 ECBN-Phe-Lys-Lys-C12 95.50 1 382.76 1 383.95 8.0 >32
12 ECBN-Phe-Lys-Lys-Lys-C12 97.33 1 510.86 1 511.14 >32 >32
13 ECBN-D-2-Nal-Dab-C12 98.46 1 276.65 1 277.68 1.0 2.0
14 ECBN-D-2-Nal-Dab-Dab-C12 95.62 1 376.72 1 377.84 4.0 8.0

过滤、旋蒸后洗涤、再次旋蒸、乙醚沉淀得到多肽

C12-Dab(Alloc)-D-2-Nal-COOH(e)，e 经减压干燥

后进行下一步反应，即 ECB 衍生物的合成。在缩

合剂 DCC 和 HOSU 的作用下，多肽 e 转变为活化

酯 f，再经过滤、旋蒸等步骤处理后，活化酯 f 在
催化剂 DIEA 作用下，与 ECBN 进行反应，最后加

入四 ( 三苯膦 ) 钯及苯硅烷脱除侧链保护基 Alloc，
沉淀得到粗产物 13。其余衍生物的合成过程与之相

似，不含侧链保护基的化合物则不需脱除反应，与

ECBN 反应结束后直接乙醚沉淀即可得粗产物。

2.3   色谱分析及纯化

采用反相高效液相色谱 (RP-HPLC) 法分析粗

产物，再用半制备型 RP-HPLC 进行纯化，最后通

过电喷雾质谱 (ESI-MS) 法对纯化后的 ECB 衍生物

进行鉴定。

2.3.1   RP-HPLC 分析

以 13 为例，称取适量 13 粗产物，加水或流

动相 A 配制成约 1 mg/ml 的溶液，用 0.22 µm 微

孔滤膜过滤。使用 RP-HPLC 法进行分析，色谱条

件如下：色谱柱 Kromasil C18 柱 (4.6 mm×250 mm，

5 µm)；流动相 A 为 0.1％ TFA 水溶液，B 为含 0.1％
TFA 的乙腈溶液，梯度洗脱 (0—5 min：A 70％，5—
15 min ：A 70％—10％，15—24 min ：A 10％，24—
26 min ：A 10％—70％，26—30 min ：A 70％ )；流

速 1.0 ml/min ；柱温 35 ℃；检测波长 210 nm ；进

样量 5 µl。13 的粗产物的色谱图如图 3A 所示。

2.3.2   半制备型 RP-HPLC 纯化

称取适量粗产物，加水或流动相 C 配制成约

50 mg/ml 的 ECB 新型衍生物溶液 ( 若不能完全溶

解，可加入适量流动相 D 助溶 )，再用 0.22 µm 微

孔滤膜过滤，最后采用半制备型 RP-HPLC 进行纯

化。色谱纯化条件如下：色谱柱 Kromasil C18 制

备柱 (10 mm×250 mm，10 µm) ；流动相 C 为 1％
乙酸水溶液，D 为含 1％乙酸的乙腈溶液，梯度

洗脱 (0—10 min ：C 90％，10—70 min ：C 90％—

40％，70—80 min ：C 40％—20％，80—90 min ：C 
20％ )；流速 5.0 ml/min ；检测波长 215 和 280 nm。

经 RP-HPLC 纯化后，收集洗脱液，按“2.3.1”
项下方法进行分析，合并纯度大于 95％的收集液，

经减压浓缩去除溶液中的乙腈及乙酸，再减压冷冻

干燥，得到 ECB 新型衍生物纯品。各化合物纯化

后的 HPLC 纯度列于表 2，其中 13 纯化后的 RP-
HPLC 图谱见图 3B。
2.4   质谱鉴定

采用 ESI-MS 法检测纯化后的 ECB 衍生物，结

果表明，各 ECB 衍生物的准分子离子峰与理论相

对分子质量相符。图 4 为 13 的质谱检测结果，可

见 m/z 为 1 277.68[M+H]+，与其理论相对分子质量
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Fig.2   Synthetic Route of Compound 13
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Fig.3   RP-HPLC Chromatograms of Crude 13(A) and Purified 13(B)

1 276.65 相符，其余化合物的质谱检测结果见表 2。
2.5   抗真菌活性测定

根据美国临床实验室标准化委员会 (NCCLS)
推荐的微量稀释法测定 ECB 新型衍生物的最低抑

菌浓度 (MIC)，白念珠菌 (C. albicans) 和克柔念

珠菌 (C. krusei) 培养基采用 Hyclone 改良型 RPMI-
1640 培养基 [6]。

2.5.1   抗真菌药贮备液的制备

精密称取待测样品和阴性对照品阿尼芬净各

2 mg，分别加入适量的 DMSO 配制成 320 µg/ml 的
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贮备液，于 -20 ℃冷藏避光保存。

2.5.2   接种菌悬液的制备

取对数生长期的菌液用 Hyclone 改良型 RPMI-
1640 培养基调整其浊度达到 0.5 麦氏标准，相

当于每毫升含 (1 ～ 5)×106 CFU。取此菌悬液用

Hyclone 改良型 RPMI-1640 培养基进行 1 ∶ 20 稀

释后，再进行 1 ∶ 50 稀释作为待接种物，此时菌

悬液浓度相当于每毫升含 (1 ～ 5)×103 CFU。

2.5.3   MIC 测定

采用 NCCLS 颁布的 M27-A 方法测定白念珠菌

和克柔念珠菌对衍生物的敏感性 [7]，以肉眼观察，

无真菌生长时确定为该样品的 MIC。各衍生物的

MIC 测定结果如表 2 所示。可见，在 14 个 ECB 新

型衍生物中有 4 个化合物失去了抗真菌活性，而 3、
5 和 13 的抗真菌活性较好，与阿尼芬净相比稍有所

降低。

2.6   溶血毒性测定

2.6.1   受试物的制备

精密称取阿尼芬净适量，先以 DMSO 溶解制

成 25.6 mg/ml 的溶液，再用 pH 7.4 的 0.01 mol/L

磷酸盐缓冲液 (PBS) 稀释为 1.28 mg/ml 的待测液。

精密称取待检测的 ECB 衍生物样品适量，用含 0.5％
Tween-80 的 PBS 配制为 1.28 mg/ml 的待测液。

2.6.2   血细胞处理

参考医用输液、输血、注射器具检验方法 [8]，

以无菌脱纤维羊血作为试验对象。以 20 倍量的

pH 7.4 的 PBS 洗涤羊血，混匀后以离心 (400×g)

10 min，除去上清液，沉淀的红细胞用 PBS 重复上

述洗涤操作 2 ～ 3 次，直至上清液不显红色。将所

得红细胞用 PBS 配制成 2％的混悬液，于 4 ℃保存

备用。

2.6.3   溶血率的测定

照张友等描述的溶血率测定方法进行试验 [9]，

阿尼芬净的阴性对照为 2.5％ DMSO/PBS、ECB 衍

生物的阴性对照为 0.25％ Tween-80/PBS，阳性对照

为双蒸水。照下式计算溶血率，结果见表 3。
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溶血率小于 5％为阴性，无溶血现象，大于 5％
为阳性，有溶血现象 [10]。各衍生物的溶血毒性测

定结果显示，阿尼芬净的最低溶血浓度 (minimum 
lytic concentration，MLC) 为 5 µg/ml，即阿尼芬净

的浓度为 5 µg/ml( 文献 [11] ：6 µg/ml) 时已出现溶

血现象，表现出较为严重的溶血毒性；而衍生物

1 ～ 14 的 MLC 均大于 640 µg/ml，即衍生物 1 ～

14 即使在 640 µg/ml 时都未见溶血现象，表明其溶

血毒性远小于阿尼芬净。

表 3   ECB 衍生物的溶血率测定结果

Tab.3   Hemolytic Activities of ECB Derivatives

化合物
OD540

溶血率/％
第一孔 阴性对照 阳性对照

阿尼芬净 0.072 0.044 0.472 6.5
1 0.051 0.039 0.488 2.7
2 0.048 0.036 0.459 2.8
3 0.057 0.041 0.483 3.6
4 0.059 0.04 0.476 4.4
5 0.046 0.039 0.442 1.7
6 0.047 0.037 0.474 2.3
7 0.047 0.039 0.468 1.9
8 0.063 0.047 0.450 4.0
9 0.053 0.040 0.462 3.1
10 0.068 0.049 0.490 4.3
11 0.065 0.051 0.460 3.4
12 0.053 0.039 0.472 3.2
13 0.055 0.043 0.455 2.9
14 0.060 0.045 0.466 3.6

2.7   溶解性能测定

通过对 MIC 和溶血毒性的结果进行综合分析

可见，相比于阿尼芬净，化合物 3、5 和 13 在保留

抗真菌活性的同时溶血毒性大大降低，可作为有潜
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Fig.4   Mass Spectrum of Compound 13
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力的化合物进一步探究。为了评估极性、带正电荷

的氨基酸的引入对化合物溶解性的影响，本研究初

步测试了化合物 3、5 和 13 的水溶性，结果如表 4

所示。由表 4 可知，阿尼芬净溶解度极差，几乎不

溶于水，3 和 5 在水中的溶解度也较差，但比阿尼

芬净稍高。相比之下，在侧链结构中引入 Dab 后，

13 的溶解度得到了提高，高于阿尼芬净、卡泊芬净、

3 和 5。

表 4   ECB 衍生物在水中的溶解度 (n=3)
Tab.4   Solubility of ECB Derivatives in Water (n=3)

ECB 衍生物 溶解度/mg·ml-1

阿尼芬净 <0.01
卡泊芬净 28.12±0.63

3 0.54±0.19
5 0.11±0.05
13 >50

2.8   时间 - 杀菌曲线试验

在所合成的衍生物中，13 不仅保留了抗真菌活

性，而且溶血毒性大大降低，水溶性也得到了极大

地改善，是一种比较有竞争力的候选化合物。本研

究对阿尼芬净和 13 进行时间 - 杀菌曲线的探究，将

一定浓度的受试药物与不同念珠菌株共同孵育，在

不同的时间点对菌落进行计数，以此来评价二者对

念珠菌的杀菌速率和抗菌活性 [12]。

2.8.1   抗真菌药贮备液的制备

称取适量阿尼芬净和 13，加入 DMSO，分别

配制浓度为 100 和 400 µg/ml 的贮备液，避光条件

下于 -20 ℃冷藏保存。将各贮备液用 Hyclone 改良

型 RPMI-1640 培养基分别稀释 200 倍后得到化合物

待测液，现配现用。

2.8.2   菌液的接种

取一块 96 孔板，分别加入稀释后的待测物溶

液和含 0.5％ DMSO 的 Hyclone 改良型 RPMI-1640

培养基各 180 µl，接着加入浊度达到 0.5 麦氏标准

的菌液 20 µl，混匀。其中阿尼芬净 (0.5 µg/ml) 和
13(2 µg/ml) 为待测组，含 0.5％ DMSO 的 Hyclone

改良型 RPMI-1640 培养基为对照组。将接种后的

96 孔板置于 36 ℃空气孵箱中孵育 48 h，在固定时

间点 0、2、4、6、12、24、48 h 时取样后稀释涂

布平板。在取样点时对照组和待测组各取样 6 ～

10 µl，并分别用 Hyclone 改良型 RPMI-1640 培养

基连续稀释后，将其涂布接种于 YPD 固体平板上。

当预计菌落数少于 200 CFU/ml 时，可直接从溶液

中取样 5 µl 涂布于平板。

2.8.3   孵育

接种真菌的 YPD 平板于 36 ℃孵育 24 h。
2.8.4   结果

对孵育后的 YPD 平板上的菌落进行读取并记

录，并以平板上生长菌落数 20 个为最低限。以取

样时间为横坐标，菌落数的对数值为纵坐标绘制时

间 - 杀菌曲线，结果如图 5 所示。

在 0 ～ 24 h 内，与阿尼芬净和 13 共孵育组的

菌落数对数值呈现持续下降的趋势，与 0 h 时相比，

24 h 时的菌落数对数值下降了 3 以上，且在 24 ～

48 h 维持这一菌浓，证明二者对所测白念珠菌和克

柔念珠菌均具有杀菌效果。杀菌曲线的斜率反映出

药物对真菌的杀灭速率，13 对白念珠菌的杀菌速率

与阿尼芬净较为相近，而对克柔念珠菌的杀菌速率

则稍弱，这也与体外抗菌活性结果较为一致。

3   讨论

本研究在 ECB 的侧链中引入了多肽结构，并

探索出一条 ECB 新型衍生物的固相及液相联合合

成的路线，即首先以不同的氨基酸和脂肪酸为原

料采用经典 Fmoc 固相合成的方法合成多肽结构，

接着在液相环境中将多肽活化使其与 ECBN 相连

得到新型 ECB 衍生物。分别选取了芳香性氨基酸

(Phe、D-2-Nal、Thi)、极性带正电荷的氨基酸 (Dab、
Lys)、脂肪酸 (C8、C10、C12) 为原料，参照上述路

线合成了 14 个衍生物，体外抗菌试验结果表明这

些化合物之间活性相差较大。

化合物 1 ～ 3 在结构上仅存在脂肪链长度的不

同，对其 MIC 结果进行比较后可见，当脂肪链小

于 12 个 C 时化合物失去抗真菌活性，以 C12 修饰

的 3 抗真菌活性较好。Debono 等在以一系列脂肪

酰基修饰 ECBN 的过程中同样发现链长低于 10 个

C 的化合物的抗念珠菌活性较小 [13]，本研究结果



中国医药工业杂志  Chinese Journal of  Pharmaceuticals 2020, 51(6)                                            ·    ·711

Compound 13, ECBN-D-2 -Nal-Dab-C12 , was recommended as a candidate for further research and 
development because of its good antifungal activity, low hemolytic toxicity and high water solubility
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图 5   阿尼芬净和 13 对白念珠菌和克柔念珠菌的时间 - 杀菌曲线图

Fig.5   Time-killing Curves of Compound 13(2 μg/ml) and Anidulafungin(0.5 μg/ml) 
against C. albicans ATCC 10231 and C. krusei ATCC 6258

与之较为一致。随后 Debono 等又探究了 C12 ～ C22

范围的脂肪酸修饰，结果表明链长在 C13 和 C18 之

间的类似物具有最佳活性，但是考虑到脂肪链越长

的化合物疏水性越强，不利于提高其在水中的溶解

度，因此本研究选择以 C12 进行修饰。此外，4 与 3
的脂肪链长度相同，只比后者多一个氨基酸，但活

性稍弱于后者，以上结果表明侧链中的脂肪酸长度

需要维持在一定范围内，引入月桂酸后的化合物活

性较好，脂肪链较短可能导致化合物亲脂性偏低，

从而失去抗真菌活性。

本研究还对不同芳香性氨基酸的影响进行了探

究，将 3 中的 Phe 替换后得到了 5 和 6，保留了化

合物的抗真菌活性，其中 5 的活性较为突出，仅与

阿尼芬净的活性相差 1 倍，这可能与萘基修饰的化

合物亲脂性较高有关。

以抗真菌活性较好的 3 和 5 的结构为基础，分

别引入不同数目的极性带正电荷的氨基酸得到了

7 ～ 14，对其 MIC 结果的比较可见，当只引入 1 个

极性带正电荷的氨基酸时，化合物的抗真菌活性均

较好，随着氨基酸数目的增加，活性逐渐下降，在

引入氨基酸的数目达到 3 个时，衍生物就已失去活

性。此外，相比 Dab，Lys 在结构上多 2 个 -CH2，

结果引入 Lys 的衍生物活性比引入 Dab 的衍生物稍

差，这也对侧链的长度提出了一定的要求，需要进

一步探究。

从抗真菌活性和溶血毒性的结果来看，3、5 和

13 表现较好，抗真菌活性得到保留且溶血毒性大大

降低，但是前二者与阿尼芬净的水溶性均较差，相

比之下 13 的水溶性得到了极大提高，表明极性带

正电荷氨基酸的引入可以在保留抗真菌活性的基础

上增加化合物的溶解度。此外，时间 - 杀菌曲线结

果也证实 13 具有与阿尼芬净类似的杀菌速率和杀

菌效果，本课题组在后续的研究中将对其细胞毒性、

体内药效和毒性进行深入研究，以综合评估该化合

物的活性和毒性。
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