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目的 测定
(P

种抗结核药物在巨噬细胞内的抗结核活性'并评价体外巨噬细胞内抗结核活性测定

对新药筛选的作用)方法 采用结核分枝杆菌标准株
O+4UH

感染
Z44P*(

巨噬细胞'建立体外巨噬细胞感染模

型)分别检测利福平3异烟肼3左氧氟沙星3吡嗪酰胺3贝达喹啉3氯苯吩嗪3利奈唑胺3硝基咪唑类药物
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作用后的巨噬细胞中的细菌载量'评价抗结核药物的胞内活性*并采用微孔培养显色法%

QVRV

法&测

定上述药物的体外最低抑菌浓度)从中选取利福平3异烟肼3左氧氟沙星3贝达喹啉3氯苯吩嗪3利奈唑胺3

>R#2(--
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分别作用
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巨噬细胞
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'利用高效液相色谱
2

质谱"质谱联用技术测定细胞内药物浓度)

结果 细胞培养基中药物浓度为
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3贝达喹啉3
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降低巨噬细胞内结核分枝杆菌
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!菌落形成单

位&'胞内活性最强的是异烟肼和
[R>52(-,

'其次是贝达喹啉*但吡嗪酰胺3利奈唑胺3

>R#2(--

和
!>R2-SX

仅降低

巨噬细胞内结核分枝杆菌
)*-S

3
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3
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和
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%

FcM

"
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&)经体外
,)W

最低抑菌浓度%

Q#F

,)

&和胞内活性

比较'发现利奈唑胺和
!>R2-SX

虽然具有良好的体外抗菌活性%

Q#F

,)

分别为
)*3S

和
)*)S

$

E

"

8:

&'但是二者在细

胞培养基中浓度为
S

$

E

"
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时仅降低巨噬细胞内结核分枝杆菌
)*44

和
)*S):

E

%

FcM

"
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&)在培养基中药物浓度

为
3)
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E
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[R>52(-,

3贝达喹啉3氯苯吩嗪3利福平3

>R#2(--

3异烟肼3左氧氟沙星和利奈唑胺在巨噬细胞内的

浓度为
(*P3

3

3*((

3

P*,+

3

(*-S

3

)*S)

3

)*34

3
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和
)*+3
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'胞内药物浓度是其
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%分别为
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4)*++
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P(*)X

3

++*))

3

(3*S)

3

S*P)

3

P*S3

和
(*3X

倍)结论 各

药物进入巨噬细胞的能力并不相同'巨噬细胞内抗菌活性的差异提示细胞内药物浓度及与
Q#F

,)

的关系是细胞内

活性的决定因素)
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结核分枝杆菌是一种细胞内寄生菌'可在巨噬

细胞内存活并繁殖'凭借在巨噬细胞内生长的特性

逃逸机体免疫防御作用)治疗结核分枝杆菌感染的

关键是选用具有良好抗菌活性并且能在巨噬细胞内

达到有效抑菌浓度的药物)因此'在评估一种药物

对结核分枝杆菌是否有效时'不仅要评估其细胞外

抗菌活性'也要评估其细胞内抗菌活性)为提高耐

药结核病治疗的有效性'围绕新的药物靶点开发新

型抗结核药物已成为当务之急)体外药效学评价是

抗结核新药研发的第一步'也是关键步骤*其中抗结

核药物细胞内抗菌活性是进行体外药效学评价的重

要指标之一)本研究针对目前开发的新型抗结核药

物'以及临床上应用的抗结核药物进行了巨噬细胞

内抗菌活性比较'并且对抗结核药物的胞内浓度进

行了分析'评价体外巨噬细胞内抗结核活性测定对

新药筛选的作用)

材料和方法

一3仪器与材料

(/

仪器!高效液相色谱
2

质谱工作站%

M[\F2

Q"

"

Q"

分析系统'由
V

E

':@1C(3,)

高效液相色谱仪

和
V

E

':@1C-P-)

质谱检测器组成'安捷伦科技有限

公司'美国&3

>=@A8&c'0=@A

低温离心机%赛默飞世

尔科技有限公司'美国&3

Q7>>\7U2>!\7$!

电

子分析天平%梅特勒
2

托利多集团公司'瑞士&3

Q':'

B

&A@

超纯水机%默克密理博科技有限公司'美国&3

二级生物安全柜%艺思高科技有限公司'新加坡&3二

氧化碳培养箱%赛默飞世尔科技有限公司'美国&3

>@<91#1D'1'C@3))

酶标仪%帝肯集团公司'瑞士&)

3/

试剂与材料!

)*3SW

胰蛋白酶3胎牛血清3

$Q7Q

细胞培养基%

T'?<&

生命科技有限公司'美

国&3

Q'%%:@?A&&K4O,

%

R$

生物科技有限公司'美

国&3

(i

磷酸盐缓冲液%

[R"

&3生理盐水3

)*(W"$"

裂解液3

Q'%%:@?A&&K4O()

%

R$

生物科技有限公

司'美国&3

!V$F

增菌液%

R$

生物科技有限公司'

美国&3色谱纯甲醇3色谱纯乙腈3超纯水)

+/

实验药物!利福平%

Uc[

'

"'

E

89

'

RFR[PSS+Y

&3

异烟肼%

#NO

'

"'

E

89

'

QdRY,P,SY

&3左氧氟沙星

%

\DL

'

"'

E

89

'

RFRc4))PY

&3吡嗪酰胺%

[5V

'

"'

E

89

'

)+(Q(44XY

&3贝达喹啉%

>QF3)4

'上海瀚香生物科

技有限公司'

XP+--+2--2(

&3硝基咪唑类药物
[V2X3P

%

"'

E

89

'

(X43+S2+42-

&3利奈唑胺%

\5$

'中国医学科

学院药物研究所&3氯苯吩嗪%

Fc5

'上海瀚香生物科

技有限公司'

3)+)2-+2,

&3苯并噻嗪酮类药物
[R>52

(-,

和
R>52)P+

%中国医学科学院药物研究所&3利

奈唑胺同类药物
!>R2-SX

%中国医学科学院药物研

究所&3氯苯吩嗪衍生物
>R#2(--

%中国医学科学院

药物研究所&3

>5_2S2XP

%中国医学科学院北京协和

医学院医药生物技术研究所&3

N>R2+((,O

%中国医

学科学院药物研究所&)
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细胞与菌株!

Z44P*(

巨噬细胞%购自北京协

和细胞资源中心&3结核分枝杆菌
O+4UH

标准株

%

V>FF343,P

'北京市结核病胸部肿瘤研究所药物

研究室冻存&)

二3实验方法

本研究于
3)(X

年
,

月至
3)(,

年
+

月测定了

(P

种抗结核药物的最低抑菌浓度和巨噬细胞内抗

结核活性*并测定了其中
X

种抗结核药物在巨噬细

胞内的药物浓度)

%一&最低抑菌浓度测定

采用微孔培养显色法%
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法&测定
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B
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'
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'
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%

(

&结核分枝杆菌单菌落悬液制备!结核分枝

杆菌
O+4UH

接种于含
()W !V$F

3

)*)SW

吐温
2X)

的
4O,

液体培养基中'于
+4f

3

SW F!

3

培养
3

#

+

周至对数生长期'

X

$

8

滤膜过滤细菌悬液'获得

单菌悬液'菌液经
()

倍稀释后接种于
4O()

固体培

养基'

P

周后进行菌落计数'确定单菌悬液的浓度

%

FcM

"

8:

&%

FcM

!菌落形成单位&)%

3

&药物的制备

及菌液接种!取无菌
,-

孔培养板'第
(

排前
-

孔加

入
3))

$

:4O,

培养基'设为阴性对照孔'后
-

孔加

入
())

$

:4O,

培养基和等体积的单菌落悬液'设为

阳性对照孔*除第
(

排外'其余各排第
(

列分别加入

含有实验药物%

Uc[

3

#NO

3

\DL

3

[5V

3

>QF3)4

3

Fc5

3

\5$

3

[V2X3P

3

>R#2(--

3

!>R2-SX

3

[R>52(-,

3

R>52)P+

3

>5_2S2XP

3

N>R2+((,O

&的
4O,

培养基

3))

$

:

'剩余各孔分别加入
())

$

:4O,

培养基'从第

(

列吸取
())

$

:

含药培养基加入第
3

列'依次连续

倍比稀释至最后一列)然后在除阴性对照孔之外的

各孔中加入制备好的单菌落悬液
())

$

:

'使每孔中

最终培养容积均为
3))

$

:

'菌液终浓度为
Pi()

S

FcM

"

8:

)%

+

&孵育条件!

+4f

培养
4%

)%

P

&加入

显色试剂!在已培养
4%

的
,-

孔培养板中'每孔加

入
V:989AR:;@3)

$

:

'

3)W

吐温
2X)(3*S

$

:

'混合均

匀%避光操作&)

+4f

继续培养
3P=

)%

S

&结果判

读!应用酶标仪测定吸光度值'并计算
Q#F

,)

)

%二&巨噬细胞内抗结核药物活性测定

%

(

&

Z44P*(

单核巨噬细胞的制备!在
4S<8

3细

胞培养皿中用含
()W

胎牛血清的
$Q7Q

培养基培

养'待细胞生长至占培养皿面积的
X)W

时'以

)*3SW

胰蛋白酶
38:

室温消化
(8'1

'弃去胰酶后

加入
S8:

含
()W

胎牛血清的
$Q7Q

培养基'吹打

贴壁巨噬细胞'制成细胞悬液*用含
()W

胎牛血清

的
$Q7Q

培养基调整细胞浓度至
Pi()

S 个"
8:

'

在
3P

孔细胞培养板中每孔加入
(8:

细胞悬液'于

+4f

3

SWF!

3

培养箱孵育
(-=

'贴壁细胞用于结核

分枝杆菌的感染)%

3

&结核分枝杆菌感染巨噬细胞!

用含
()W

胎牛血清的
$Q7Q

培养基将结核分枝杆

菌冻存菌液稀释为
3i()

-

FcM

"

8:

的细菌悬液)

向孵育贴壁巨噬细胞的
3P

孔细胞培养板中加入

(8:

"孔的细菌悬液'即感染复数为
Sl(

*

+4f

孵育

+=

'吸弃含菌培养基'用无菌
(i[R"

洗涤
3

次'以

除去胞外结核分枝杆菌)%

+

&实验药物的制备及处

理细胞!精密称取
(P

种抗结核药物
Uc[

3

#NO

3

\DL

3

[5V

3

>QF3)4

3

Fc5

3

\5$

3

[V2X3P

3

>R#2(--

3

!>R2-SX

3

[R>52(-,

3

R>52)P+

3

>5_2S2XP

3

N>R2

+((,O

'用二甲基亚砜%

$Q"!

&或超纯水溶解并定

容为
(8

E

"

8:

)用含
()W

胎牛血清的
$Q7Q

培养

基分别稀释待测药物'终浓度设为
S

3

3

和
)*S)

$

E

"

8:

)

向含有已感染结核分枝杆菌的贴壁巨噬细胞的

3P

孔培养板中加入新鲜配制的含有不同浓度实验

药物的培养基'

38:

"孔'

+4f

孵育
43=

)并设不经

药物处理的阴性对照孔'所有试验孔均设复孔)%

P

&巨

噬细胞的裂解及细胞内结核分枝杆菌计数!药物处

理贴壁巨噬细胞
43=

后'吸弃含药培养基'向
3P

孔

细胞培养板各孔中加入
3))

$

:)*(W

十二烷基硫酸

钠%

"$"

&'

+4f

静置
S8'1

以裂解细胞'随后各孔

中加入
X))

$

:

含
()W

胎牛血清的
$Q7Q

培养基'

中和裂解'裂解液混匀后用生理盐水进行
()

倍系列

稀释)分别取
())

$

:

不同浓度的稀释液接种到

4O()

固体培养板上'

+4f

3

SW F!

3

温箱中培养

+

#

P

周'进行菌落计数)

%三&巨噬细胞内抗结核药物浓度测定

%

(

&

Z44P*(

单核巨噬细胞的制备!用含
()W

胎

牛血清的
$Q7Q

培养基调整巨噬细胞浓度至
(i

()

-个"
8:

'在直径
,<8

细胞培养皿中加入
()8:

细

胞悬液'使细胞数量为
(i()

4个"培养皿'于
+4f

3

SWF!

3

培养箱孵育
(-=

'吸弃培养基'贴壁细胞用

于药物处理及检测实验药物的细胞内浓度)%

3

&药

物的制备与处理巨噬细胞!用含
()W

胎牛血清的

$Q7Q

培养基分别稀释待测的
X

种抗结核药物

Uc[

3

#NO

3

\DL

3

>QF3)4

3

Fc5

3

\5$

3

>R#2(--

3

[R>52(-,

'终浓度分别为
3)

3

()

和
S

$

E

"

8:

)向孵

育贴壁细胞的培养皿中加入
()8:

各浓度的含药培

养基'药物处理细胞
+=

后'弃去含药培养基'加入

(i[R"

洗涤
(

次'以去除细胞外药物)所有试验均

设不经药物处理的阴性对照'脂溶性药物
Uc[

3

>QF3)4

3

Fc5

和抗结核新化合物
>R#2(--

3

[R>52

(-,

测定试验中设置药物处理的
)=

对照)%

+

&收集

细胞及待测样品!向药物处理后的细胞培养皿中加

入
38:

的
)*3SW

胰蛋白酶'消化
3)0

*随后加入

+8:

新鲜培养基中和胰酶'吹打贴壁细胞使其悬

浮'收集细胞悬液'

Pf())i

:

离心
S8'1

'弃去培

养基'每份细胞样品加入
(8:

去离子水'重悬细胞

后
Pf

放置
(=

'经镜下观察确认细胞完全裂解)细

胞裂解液
Pf3)))i

:

离心
()8'1

'留取沉淀加入

(8:

去离子水混匀'同时留取上清液)不经含药培

养基孵育的细胞阴性对照样品收集方法同上)

%

P

&高效液相色谱
2

串联质谱%

O[\F2Q"

"

Q"

&法测

定药物浓度!巨噬细胞内药物浓度测定方法见文献

(

S,,

(
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期
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-

(23

.)取未经药物处理的空白细胞裂解液分别稀

释实验药物标准品'分别制备标准曲线)各取上一

步中收集的离心沉淀悬液和上清液样品
3))

$

:

加入

等体积的乙腈'充分混匀'

Pf(+X))i

:

离心

()8'1

'收集上清进行质谱分析)色谱条件!根据实

验药物选择甲醇
2

甲酸铵水溶液%含
S88&:

"

\

甲醇

和
)*(W

甲酸*

XSl(S

'

H

"

H

&或乙腈
2

甲酸铵水溶液

%含
S88&:

"

\

乙腈和
)*(W

甲酸*

Xl,3

'

H

"

H

&为流

动相'色谱柱为
V

E

':@1C5!URV6"R2F(X

色谱柱

-

3*(88i())88

'

+*S

$

8

%柱子直径
3*(88

'长

度
())88

'柱子中硅胶填料粒径
+*S

$

8

&.'流率为

)*38:

"

8'1

*柱温!

P)f

*进样量!

+

$

:

*质谱条件!质

谱采用电喷雾离子源%

7"#

&'扫描方式为正离子模

式'选择多反应离子监测%

QUQ

&方式扫描)

三3统计学处理

FcM

计数转换为
:

E

%

FcM

"

8:

&'应用
"[""3+*)

软件进行区组资料的多因素方差分析'比较各药物处

理组与未经药物处理组间巨噬细胞内结核分枝杆菌

的
:

E

%

FcM

"

8:

&'以
!

"

)*)S

为差异有统计学意义)

结
!!

果

一3

Q#F

,)

测定

药物的胞外
Q#F

,)

见表
(

)结果显示'胞外抗结

核活性最强的药物为苯并噻嗪类的
[R>52(-,

和

R>52)P+

'其
Q#F

,)

分别低至
)*)))S

$

E

"

8:

和

)*))3

$

E

"

8:

)抗结核活性最弱的为
[5V

'其
Q#F

,)

高达
3))

$

E

"

8:

)

二3巨噬细胞内药物的抗结核活性检测

受试药物在巨噬细胞内的抗结核活性数据见

表
(

)

Uc[

3

#NO

3

\DL

3

>QF3)4

3

[V2X3P

3

Fc5

3

>R#2(--

3

N>R2+((,O

3

\5$

3

>5_2S2XP

3

[R>52(-,

和
R>52)P+

呈明显的剂量
2

效应关系)细胞培养基

中药物浓度为
)*S)

$

E

"

8:

时'

#NO

3

[R>52(-,

3

>QF3)4

3

R>52)P+

3

N>R2+((,O

3

>5_2S2XP

3

[V2X3P

分别降低巨噬细胞内结核分枝杆菌
(*-)

3

(*++

3

(*+(

3

(*3S

3

(*(+

3

(*)(

和
(*)):

E

%

FcM

"

8:

&*细胞

培养基中药物浓度为
3

$

E

"

8:

时'

#NO

3

[R>52(-,

3

>QF3)4

3

Fc5

3

N>R2+((,O

3

R>52)P+

3

>5_2S2XP

3

\DL

3

[V2X3P

分别降低巨噬细胞内结核分枝杆菌

3*(X

3

(*,(

3

(*-S

3

(*SS

3

(*P4

3

(*PP

3

(*3,

3

(*3P

和

(*(S:

E

%

FcM

"

8:

&*细胞培养基中药物浓度为
S

$

E

"

8:

时'

[R>52(-,

3

N>R2+((,O

3

#NO

3

Fc5

3

>QF3)4

3

[V2X3P

3

>5_2S2XP

3

R>52)P+

3

Uc[

3

\DL

和
>R#2(--

分别降低巨噬细胞内结核分枝杆菌
P*4X

3

3*PX

3

3*++

3

3*),

3

(*,(

3

(*PX

3

(*PX

3

(*P-

3

(*PP

3

(*+4

和

(*+P:

E

%

FcM

"

8:

&)胞内活性最强的为
#NO

3

[R>52(-,

和
>QF3)4

'其中
[R>52(-,

在
S

$

E

"

8:

时'显示出了完全的杀菌活性*与其他抗结核药物相

比'同属一类的
\5$

和
!>R2-SX

的胞内抗结核活

性弱'

[5V

的胞内抗结核活性微弱)

表
?

!

细胞培养基中各种药物在不同浓度时巨噬细胞内单菌悬液的浓度和体外
Q#F

,)

值

!

药物
巨噬细胞内单菌悬液的浓度-

:

E

%

FcM

"

8:

&'

$k%

.-相比阴性对照的
:

E

%

FcM

"

8:

&降低值.

)

$

E

"

8: )*S)

$

E

"

8: 3

$

E

"

8: S

$

E

"

8:

Q#F

,)

值

%

$

E

"

8:

&

阴性对照
P*4Xk)*(+ j j j

Uc[ j P*((k)*()

%

)*-4

&

+*XPk)*),

%

)*,P

&

+*+Pk)*),

%

(*PP

&

)*)S

#NO j +*(Xk)*)P

%

(*-)

&

3*-)k)*))

%

3*(X

&

3*PSk)*3(

%

3*++

&

)*)S

\DL j P*)Pk)*)-

%

)*4P

&

+*SPk)*+P

%

(*3P

&

+*P(k)*(+

%

(*+4

&

)*3S

[5V j P*(+k)*S)

%

)*-S

&

P*()k)*)3

%

)*-X

&

P*)Sk)*(P

%

)*4+

&

%

3))

Fc5 j +*,)k)*)X

%

)*XX

&

+*3+k)*(-

%

(*SS

&

3*-,k)*SS

%

3*),

&

)*(3

>R#2(-- j P*PSk)*)4

%

)*++

&

+*X,k)*(-

%

)*X,

&

+*PPk)*3(

%

(*+P

&

)*)P

>QF3)4 j +*P4k)*()

%

(*+(

&

+*(+k)*)4

%

(*-S

&

3*X4k)*)P

%

(*,(

&

)*)+

[V2X3P j +*4Xk)*3S

%

(*))

&

+*-+k)*3(

%

(*(S

&

+*+)k)*P+

%

(*PX

&

)*(3S

\5$ j P*3+k)*(3

%

)*SS

&

P*)4k)*(-

%

)*4(

&

P*)(k)*(S

%

)*44

&

)*3S

!>R2-SX j P*P4k)*(3

%

)*+(

&

P*+Sk)*)4

%

)*P+

&

P*3Xk)*(P

%

)*S)

&

)*)S

>5_2S2XP j +*44k)*()

%

(*)(

&

+*P,k)*((

%

(*3,

&

+*+)k)*(4

%

(*PX

&

)*)(-

N>R2+((,O j +*-Sk)*(-

%

(*(+

&

+*+(k)*(S

%

(*P4

&

3*+)k)*))

%

3*PX

&

"

)*)(-

[R>52(-, j +*PSk)*)(

%

(*++

&

3*X4k)*)P

%

(*,(

&

)*))k)*))

%

P*4X

&

)*)))S

R>52)P+ j +*S+k)*)4

%

(*3S

&

+*+Pk)*(3

%

(*PP

&

+*+3k)*)-

%

(*P-

&

)*))3

注
S

$

E

"

8:

3

3

$

E

"

8:

3

)*S

$

E

"

8:

3

)

$

E

"

8:

为培养孔内细胞培养基中的药物浓度*阴性对照为培养孔内的巨噬细胞在不含药物的同等容积细胞

培养基中培养*#

j

$!无值)

:

E

%

FcM

"

8:

&降低值
h

阴性对照单菌悬液的
:

E

%

FcM

"

8:

&均值%

P*4X

&0培养基中不同药物浓度时巨噬细胞内单菌

悬液的
:

E

%

FcM

"

8:

&均值

(

-,,

(
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三3抗结核药物在巨噬细胞内浓度分析

药物在巨噬细胞内的浓度见表
3

)为排除脂溶

性药物
Uc[

3

>QF3)4

3

Fc5

和抗结核新化合物

>R#2(--

3

[R>52(-,

与细胞壁结合对巨噬细胞内药

物浓度测定的影响'笔者测定了这些药物和化合物

处理细胞
)=

时细胞裂解液中的药物浓度'并以此

为基线)在培养基中药物浓度为
S

$

E

"

8:

时'

[R>52(-,

3

>QF3)4

3

Uc[

3

Fc5

3

>R#2(--

和
\DL

在

巨噬细胞内的浓度为
)*-)

3

)*X)

3

)*PX

3

)*4X

3

)*(4

和
)*+4

$

E

"

8:

'分别为其
Q#F

,)

值的
(3))*))

3

3-*-4

3

,*-)

3

-*S)

3

P*3S

和
(*PX

倍'且随着培养基

内药物浓度的升高二者比值也相应升高)虽然只在

培养基含药浓度为
3)

$

E

"

8:

时测出
#NO

的胞内浓

度'但其与
Q#F

,)

的比值也高达
S*P)

倍*与上述几

种药物相比'

\5$

的巨噬细胞内浓度与
Q#F

的比

值只在培养基中药物浓度提高至
3)

$

E

"

8:

时才升

高到
(*3X

倍'这些结果提示不同的抗结核药物进入

巨噬细胞的能力存在较大差异'也表明其进入巨噬

细胞的能力即细胞内药物浓度以及与
Q#F

的关系

是细胞内活性的决定因素)

讨
!!

论

巨噬细胞对于结核分枝杆菌来说'不仅是逃逸

宿主免疫效应的避风港'而且也是逃避药物杀伤的

屏障)药物若要对巨噬细胞内吞噬的结核分枝杆菌

发挥作用'必需经过进入巨噬细胞3溶酶体及结核分

枝杆菌细胞膜的过程'因此药物进入巨噬细胞是发

挥细胞内抗结核活性所必需的)此外'还与各种药

物对结核分枝杆菌的最低抑菌浓度相关)本研究评

价不同作用靶点的
(P

种抗结核药物在巨噬细胞内3

外的抗结核活性'以说明巨噬细胞内抗结核活性的

作用及相关性)

表
@

!

X

种抗结核药物在巨噬细胞内的浓度

!

药物
培养基中药物

浓度%

$

E

"

8:

&

药物处理细胞
+=

和
)=

的胞内药物浓度%

$

E

"

8:

&

+= )= +=j)=

Q#F

,)

值

%

$

E

"

8:

&

胞内药物浓

度"
Q#F

,)

值

Uc[ S )*-, )*3(

)*PX

9

)*)S ,*-)

() (*P- )*P( (*)S

9

3(*))

3) 3*+X )*4+ (*-S

9

++*))

Fc5 S (*+3 )*SP

)*4X

9

)*(3 -*S)

() 3*XP )*XP 3*))

9

(-*-4

3) S*XX )*,S P*,+

9

P(*)X

>R#2(-- S )*P- )*3, )*(4

9

)*)P P*3S

() )*4P )*+P

)*P)

9

()*))

3) (*S) (*)) )*S)

9

(3*S)

[R>52(-, S )*-) )*)) )*-)

9

)*)))S (3))*))

() (*+4 )*(3 (*3S

9

3S))*))

3) (*SS )*(+

(*P3

9

3XP)*))

>QF3)4 S )*,S )*(S )*X)

9

)*)+ 3-*-4

() (*X( )*3, (*S3

9

S)*-4

3) 3*S, )*PX 3*((

9

4)*++

#NO S j j j )*)S j

() j j j j

3) )*34

9

j j S*P)

\5$ S )*)+

9

j j )*3S )*(3

()

)*(P

9

j j )*S-

3) )*+3

9

j j (*3X

\DL S )*+4

9

j j )*3S (*PX

() )*-)

9

j j 3*P)

3)

(*(+

9

j j P*S3

注 #

j

$!未测出或未检测*

+=j)=

!

+=

与
)=

的胞内药物浓度差值*胞内药物浓度"
Q#F

,)

值!带9角标的数值与
Q#F

,)

值的比值

(
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本研究中
QVRV

法测得的
Q#F

,)

结果与文献

报道一致-

+2P

.

)笔者发现
\5$

和
!>R2-SX

的细胞

外抗菌活性%

Q#F

,)

&与细胞内抗菌活性并不完全一

致'其
Q#F

,)

均较低'但并未表现出良好的胞内抗菌

活性)其中
\5$

已应用于临床治疗'其在临床化疗

中的优势与其对细菌的灭菌活性相关)上述两种药

物的体外
Q#F

,)

结果和细胞内活性的非对应关系'

提示了药物的体外
Q#F

,)

结果的局限性'也显示细

胞内活性测定的重要作用*但二者均为体外活性的

评价方法'药物活性评价必须要进行感染动物实验

的药效评价'以更准确地评价新药的抗结核活性)

但对于
[R>52(-,

3

R>52)P+

3

>QF3)4

3

[V2X3P

来

说'其胞内3外抗菌活性均表现优异'抗结核活性最

佳的
[R>52(-,

与
R>52)P+

'二者同属于苯并噻嗪

类药物'

R>52)P+

的
43=

内杀菌活性与
#NO

相似'

细菌代谢的最早阶段即可被其阻止-

S

.

*

[R>52(-,

的活性更优于
R>52)P+

'在
S

$

E

"

8:

时'表现出完全

的胞内杀菌活性'这与文献报道结果一致-

-24

.

)分析

其原因!%

(

&

[R>52(-,

与
R>52)P+

具有良好的体外

抗结核活性'

Q#F

,)

值低*%

3

&

[R>52(-,

与
R>52)P+

均具有进入巨噬细胞的能力并达到了
Q#F

,)

值以

上)吡嗪酰胺在人体中胞内杀菌效果较好'但本研

究发现
[5V

在体外的细胞内抗结核活性比较差'这

与
O@'D@C0

等-

X

.的研究结果类似*因
[5V

需要在酸

性环境下才能发挥抗结核活性'因此推测在本研究

模型中
[5V

进入巨噬细胞后尚未被吞噬溶酶体摄

取'胞质中
B

O

条件不是
[5V

发挥杀菌活性的最佳

条件)

抗结核药物细胞内药效评价涉及因素较多)郑

海琴等-

,

.之前的研究显示'感染复数3感染时间和药

物作用时间均对胞内抗结核活性有影响*另外'还发

现感染菌的活力也会对结果产生影响'因此本研究

对上述影响因素进行了进一步的优化)用于结核分

枝杆菌感染的巨噬细胞系常选用
UV]3-P*4

和

Z44P*(

两种'相比
UV]3-P*4

细胞'虽然
Z44P*(

细

胞传代后贴壁时间稍长'但是细胞生长状态更易保

持稳定且不易向终末细胞分化'因此本研究中选用

Z44P*(

细胞系作为感染模型)

抗结核药物在巨噬细胞模型中的细胞内浓度是

评价其活性的重要内容之一)目前'测定细胞内药

物浓度的方法主要有高效液相色谱法和液质联用

法)本研究采用
O[\F2Q"2Q"

方法直接测定细胞

内药物浓度)

R9'@CC&

等-

()

.用超高效液相色谱
2

质谱

%

M[\F2Q"2Q"

&方法测定了
7QR

3

#NO

3

Uc[

与

[5V

在患者外周血单核细胞%

[RQF

&内的浓度'与

本研究相比'这些药物进入
[RQF

和巨噬细胞内的

能力并不相同)

本研究表明'与体外
Q#F

,)

测定相比较'药物在

巨噬细胞内的浓度可以体现出药物进入巨噬细胞的

能力'是胞内发挥抗结核活性的重要因素'也是发现

新药不同体外活性的一个重要评价内容)在临床治

疗药物选择组成方案时'要充分考虑各种药物的抗

菌活性与特性'结核分枝杆菌是胞内致病菌'选择能

在巨噬细胞内达到有效抑菌浓度的抗菌药物'即选

择那些能够有效渗透进入细胞的抗结核药物非常

重要)

本研究的局限之处是没有采用多种细胞模型'

以及没有纳入更多的抗结核药物)在后续的研究

中'随着更多药物的纳入'以及针对各种药物在巨噬

细胞内
[d

"

[$

的研究及细胞器分布'必将丰富及

完善巨噬细胞内抗结核药物活性研究的理论'并为

开展后续的体内实验及临床应用提供帮助)
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