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^BSTRACT The effeCts of ecoo~tzole and 

clotrim azole which are used ∞ antifungal agents， on 

TX B’ and PGE1 production in caleimycin 

(A一23l87)--stimulated rat pleural oeutrophils and 

araehidOille acid (AA)"-stimulated washing rabbit 

l~atelets were examincd radioimmuooassay． 

IRconazole and clotrimazole 0．05-l00 ／zmo1·L． 

hibited TXB1 production both in rat pleural 

~ utrophils and in rabbit Platelets with a dose-depen- 

dc毗 ma~ er Thc most potent inhibition was found 

in rabbit platelcts, At the concentration of 50#mo1， 

L-1． ~~onazo1c and elotrknazole werc sufielent to in- 

hibit TXB2 production ．n rabbit platelets by up t0 

99％ and 98％  respectively． F．eonazole and 

clotrimazole 0．05-5／zmo1·L～ also increased PGE， 

biosynthesls in rabbit plat~lets． But 0c0na20le and 

ciotrlmazole 50 ／zmol·L_ reduced the PGE． pro- 

duction In rabbit platelets to l1％ and 37％ 0f the 

gmounts of 5#mo1．L叫 CeOnB．ZOle and  clotrim azole 

respec tively． Thc results suggest that eco il~ ole and 

clotrimazole at lower co n~ ntration may have a snleC- 

tire inhibStory eff~et on thromboxane synthetas~， at 

higher eonc~ntration they also inhibit cyclooxygenase． 

KEY W ORDS eco nazole； clotrimazole； aspirin； 

blood platelets； neutrophils； thromboxane B2； 

dinoprostone； radioim munoassay； calcimycin 

(A-23187)；A一23187(calcimycin) 
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提要 放射免疫测定 TXB2及 PGE2，证明益康唑 

(Eeo)和克霉唑(Clo)对卡西霉索刺激的大鼠中性白细 

胞及 AA诱导的兔血小板(RP)产生 TXB2都有剂量依 

赖性抑制作用，F．co和 Clo 50 m01·L 使 RP的 

TXB 2生成 量分别为对照 组的 O．9％及 2％．两药 

0．05—5#mmoi·L- ， 还 能 增 加 RP 的 PGE，生 成 

量，但 Eeo和 Clo 50~Jmol·L- 可使 RP的 PGE，生 

成量分别降为 5IJmol·L- 组的 l1％及 37％，减少 

非常显著． 

美量词 益康唑；克霉唑；阿司匹林：血小板：嗜中性白 

细胞；血栓索 前列腺索 E2；放射免疫测定 卡西霉 

索(A-23187)；A一23187(卡西霉索) 

克霉唑和咪康 唑对花生四烯 酸(AA)代谢 

的影 响虽有报道 ．．)，但结论不完全一致．而 

益康唑对血小板聚集和 AA代谢的影响，迄 

今未见报道．我们在证明了益康唑和克霉唑 

对 AA诱导的血小板聚有较强抑制作用的基 

础上 ，进一 步发现 两者对 大 鼠洗 涤血 小板 

TXB2的基础释放量有 比已知 TXA2合成酶抑 

制剂达唑氧苯更强的抑制作用，并且在低浓度 

时能增加 PGE2的生成量，而高浓度时则反而 

降低 PGE，的产生量 ．为更详尽地了解益康 

唑和克霉唑对 AA环氧酶代谢途径 的影响， 

我们又观察了两者对 A-23187刺激 的大鼠胸 

水中性白细胞及 AA诱导的兔洗涤血小板生 

成 TXB2和 PGE 的影响． 

M ATERlALS AND METH0DS 

Sprague-Dawley大 鼠， 8，体重 265± 

SD 30 g．NewZealand大白兔，8，体重 2．5 
-

2 0．3 kg． 卡 西 霉 素 (A-23187)购 自 

Calbioehem-Behfing公 司，角叉菜胶和 AA 

钠盐(纯度 99％)系 Sigma产 品． 益康 唑 

(econazole)和克霉唑 (clotrimazole)纯品由本 
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院有机化学教研室提供。溶于 Ⅳ．一二甲基甲酰 

胺(DMF)作 为贮存液，临用时稀释成含有 

l6．7％ DMF， l6．7％聚乙二醇 ，66．7％生 理 

盐水及相应药物浓度的应用液．DMF和聚乙 

二醇 的 终浓度 不超 过 0．167％ (vol·vol )． 

TXB2及 PGE2的放射免疫测定药盒购自北京 

解放军总医脘． 

大鼠胸水中性白细胞的制备 向轻度乙 

醚麻醉下的大鼠右倾胸腔内注入 1％角叉菜胶 

悬液 0．3m1，4 h后 将大 鼠断头，并用含有 5 

IU ·ml 所素的磷酸缓冲液(PBS，pH 7．4)冲 

洗出胸腔积液，然后于 4℃下离心 10 rain(200 

x g)，弃 上 清液 ，将 沉淀 的 细胞悬 浮于 含 

0．75％氯化 铵的 17 mmol·L Tris-HC1缓 

冲液(pH 7．4)中，以破坏其中的红细胞．将获 

得的白细胞离 t~,(200xg，5 rain)沉淀后．再 

用磷酸缓液(pH 7．4)洗涤一次。最后悬浮于该 

磷酸缓冲液中。过 4号针头使成单细胞均匀状 

态，调整细胞浓度，使每 m1含 5 x 10 个细 

胞．按上述方法制得的白细胞标本，中性白 

细胞占 95％以上，锥虫蓝排斥试验表明98％ 

以上的细胞具有活力 ． 

中性 白细胞温育 取此中性 白细胞液 l 

m1，加入 教试药液或相应的对照液 l0 l'于 

37℃振 荡温 育 20 rain。再加入 A-23187溶 

液，使其终浓度为2／~mol·L～，于 37℃继续 

温育 5 rain后取出．立即置 珠浴 中并加 10％ 

甲酸使 pH 3．5，中止反应． 

兔血小扳洗涤及温育 健康家兔清醒状 

态下 心脏 内采 血 ，全血 用 AcD 溶液 (citric 

acid 65 mmol· L～． trisodium citrate 85 

mmol·L～，dextrose l10mmol·L )按照 6： 

l(vol·vol )的比例混匀抗凝，室温下 200× 

g离心 10 min，取上层富血小板血浆(PRP)， 

再 l500 g离心 PRP l5 rnin，沉淀的血小板 

用含 EGTA 0．2 mmol·L 的无钙台氏明胶 

(2．5*／0，wt／vo1)溶液洗涤两次，最后用含 

CaC1， 1．3 raraol·L 和 0．25％ fwt／vo1)牛 
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血清白蛋白03SA)的台氏液制成血小板悬液． 

调整血小板数使每 m1含 1．6 x 10 个血小板． 

取此血小板悬液 l m1，加入被试药液或相应 

的对照液，温育过程同中性白细胞，不同的是 

血小板用 l0。30或 100#rnol·L 的 AA刺 

激 5rain后中止反应． 

TXB2殛 PGE2的提取与测定 将温育过 

的中性自细胞悬液或血小板悬液．室温下用 

2-3倍容量的重蒸乙酸乙酯提取两次，合并两 

次提取的有机相，用 N2气吹干，一35℃保 

存，测定前样品中加入 pH 7,4的磷酸缓冲液 

复溶后。用放射免疫法 定其中TXB2及 

PGE2的含量． 

实验结果用 ±sD 表示，显著性测定用 

t检验． 

1UESULTS 

A吒3l37对 大 鼠 中 性 白 细 胞 TXB1殛 

PGE2生成的影响 在不加诱导剂刺激的情况 

下，大鼠中性白细胞 TXB2和 PGE2的基础释 

放量分别为2．8±1．3及 3．4±1．7 ng／10 cells 

( =4)．温育时加终浓度为 2#raol·L 的 

A-23187刺 5min，能使 TXB2和 PGE2的生 

成量分别增加到 7．9±0．8( =3)及 29_8±2．9 

ng／10 cells(一=5)'与 TXB2和 PGE2的基 

础释放量相比都相差非常显著 <0．01)，结 

果表明 A一23187能刺激大鼠胸水中性白细胞 

TXB2与 PGE2的生成． 

药物对 A-23187刺激的大鼠中性白细胞 

TXB2和PGE，生成的影响 益康唑和克霉唑 

在 0．1—100#rnol·L 的浓度范围内，都能显 

著抑制A-23187刺激的大鼠中性白细胞TXB， 

的生成，并有 良好的剂量效应相关(Fig 1)．其 

最大抑制率分别为 82．9％及 84．5％．益康唑 

和克霉唑在 0．1和 l#rnol·L 的浓度下，对 

大 鼠中性 白细胞产生 PGE，没有显著的影 响， 

虽然从数据上看稍有增加趋势，但统计学上相 

差不显著(P>O．O5)．相 反两药在 l0和 100 
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窖 1． E矗 c协 Or ¨ az0le and cIotdmazole 帅 the 

lXOducllon nf TXB and PGE， in rat pleur~I 

neutwophl1l 鲥 mulmted by 2 Ⅲ 1oI· L lonophore 

^l_23187 lbr S 毗In vnr0． 霉4’ 。土 _sD， 

‘尸>0．帖 ． ¨尸<0．帖 ， ⋯ 尸<0．0l v contro1． 

(。) TXB2； (●) PGEi． 

,m'nol·L 的浓度下。则能显著抑制 PGE，的 

生成 <0．01)，这与文献 报道的作用结果相 

类似．在 100 gmo[·L 的浓度下，益康唑的 

抑制作用比克霉唑要更强些． 

AA对洗涤兔血小板 TXB2和 PGE2生成 

的影响 洗涤兔血小板 TXB，和 PGE，的基 

础释 放量很 低 。分别只有 1．3±1．3 =5)及 

0．26±0．06ng／10 血小板(n=5)．外源性 AA 

作为血小板环氧酶的底物，与洗涤兔血小板一 

起温育 5min。能显著增加 TXB，和 PGE，的 

Tab 1． Effects 0f ~XOSellOlali ara~hidoaic -dd on 

TXB2 and PGEI production In washing rabbit 

platvht~ i vitro． H ~xpedments， ± SD， 

⋯ P<0．01 COfl~o】． 

生成量，而且 随着 AA加入量 的增加，TXB： 

和 PGE，的生成量也随之增加(Tab 1)． 当外 

加 AA 终浓度超 过 30,amo]·L 时 ，TXB2 

和PGE，生成量增加的程度趋于平缓，我们参 

照文献并结合本实验的结果。采用 AA终浓 

度为 30姗Ao1·L-‘以观察药物的作用． 

药物对 AA诱导的洗涤兔血小板 TXB2生 

成 的影 响 阿司 匹林是 已知 的环氧酶 抑制 

剂，当浓度为 0 05／~mo]·L 时。能使 TXB2 

曲生成量有减低趋势。但统计学上没有显著差 

异 (P>0．O5)． 当 浓 度 为 0．5一s0#mol·L_。 

时。则能显著抑制 AA诱导的洗涤兔血小板 

生成 TXB ，其抑制强度呈剂量依赖性．而益 

康唑和克霉唑在 0．05-50#tool·L’‘的浓度范 

围内，都能显著抑制兔血小板生成 TXB：，并 

呈良好的剂量效应相关．在 0．05-5 pmo!· 

L 的浓度下益康唑和克霉唑对 TXB，生成的 

抑制作用比阿司匹林强(Fig 2)．各浓度点都有 

显著差异 <0．01)． 

Conccntlalion (pmoi· L ) 

FI翟2． hh恤Itoryeffeetsof ecoaltzole，clotrhmazole and 

aspirin on TXB2 biosynthesis from exogenous 

arm：hldouk AcId svashtng rlhbR platelets in vitro． 

=3—5。 ± SD， ’P>0．05， 一P< 0．05。 

⋯ P<O．01 " colatroL (0 ) Ecouazole； (● ) 

CIotrim~zole； (x) Aspirin． 

药物对AA诱导的洗涤兔血小板 PGE2生 

成的影响 阿司匹林对 AA诱导的洗涤兔 血 

如 如 0 

∞ 肿 呻 ∞ O 
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小板 PGE2生成的抑制作用与对 TXB2生成的 

抑制作用非常相似，也是在 0．5-50．umol·L 

的浓度下，才能显著挪制 PGE2的生成，而且 

剂量效应相关．与阿 司匹林不 同，益康 唑和 

克霉唑在浓度为 0．05-5．umol·L- 时，反而 

能增加PGE，的生成量，并且其增加的程度与 

药物的剂量呈正相关．但当浓度增加为 50 

#tool·L。。时，益康唑和克霉唑则可使兔 血小 

板PGE2的生成量分别降为 5#mol·L 组的 

11％及 37％，减少非常显著． 

ng 3． E仃牲怔 of ecoBmgole，~lotximtzoIt tmd t~kln 

帅 PGEt biosymtbesb from CXG~CDOUI MrMehIdu lc,dd 

Il washing rabbit plmtelet8 in vitro． 11 dru翠 WeTe 

wed tt the coacentTmflom of(A)0．05#mo卜 L ，(B)0．5 

胂 D1·L一，【c)5 #tool·L一，fD)50 mol·L一． 

4-5． 土 SD， ‘P>0．05， ’-p<0．05， 

⋯ P<0．0l FS contro1． 

DlsCUSSION 

我们在以往工作的基础上，又再一步观察 

了益康唑和克霉唑对大鼠中性白细胞经环氧酶 

代 谢 内 源 性 AA 的 影 响 ． 实 验 中采 用 

A一23 1 87刺激细胞膜磷脂释放 AA，结果表明 

两药在 0．1-100．umol·L 的浓度下都能以剂 

量依赖性抑制 TXB，生成 ，而对 PGE，生成 的 

影响则是在 0．1—1 p．mot·L 的低浓度下有增 

高趋势，在 10—100．umol·L 的高浓度有显 

著的抑制作用，表明两者在高浓度时对环氧酶 
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或磷脂酶确有抑制作用． 

选择性抑制 TXA，合成酶，可使前列腺 

素内过氧化物堆积并转 向合成 PGE2，PGD2 

等．因而使两者的生成量增加．而抑制环氧 

酶则不仅能使TXB，的生成量降低，而且能使 

PGE，，PGD，等的生成量也降低．为了搞清 

益康唑和克霉唑对环氧酶有无抑制作用，我们 

又观察了两药对洗涤兔血小板代谢外源性 AA 

生成TXB2和 PGE 的影响．结果益康唑和克 

霉唑在 0l05-5#tool·L- 时能抑制 TXB，的 

生成，增加PGE，的生成量．表明两药在此低 

浓度下能选择性抑制 TXA，合成酶．而在 50 

#mol·L- 时益康唑和克霉唑分别能使 PGE2 

的生成量 降 为 5#mol·L 组 的 11％及 

37％，是两药抑制TXA2合成酶增加 PGE2的 

生成量和抑制环氧酶降低 PG E，生成量两方面 

作用综合的结果 ．上述事实证 明益康唑和 克 

霉唑在低浓度时能选择性抑制 TXA2合成 

酶，而高浓度时在抑制 TXA，合成 酶的同 

时，还能抑制环氧酶的活性． 
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l8 一甘草次酸钠对大鼠嗜中性白细胞活性氧生成及细胞内游离 ca2+浓度 
的影响 

吴勇杰、李新芳 (兰州医学院药理学教研室．兰州730000，中国) 

Effects of=xllum 18~-glycyrrhctinlc acid Oll the pro． 

dReflom of ac tive oxygen Blm Iee and the COllse lltra tJOa 

d latracellulsr free Ca” In rat uemtrophlls 

W U Yong—lie． LI Xin—Fang 

(Departraent ofPharmacology，Lanzhou Medical Col- 

lege．Lanzh~u 730000，Ch／na) 

ABsTR̂ cT The effects of sodium 18#一 

ycyrrhctinic acid(SGA)on the production of active 

oxygen species (AOS) and the conccnWafion of 

introcell~ar frte Caz’ Ⅱc +】订in the rAt neutrophits 
were studied by the methods of luminoldependcnt 

c~~m ilnminescen0e and calcium indicator Fnra-2 

Ioading． c results showed that SGA 0 8-l2．7 

pmol· L_。 selectively inhibited calcium inophore 

A-23187_吼 蚰 ulatcd AOS production with IC舶 】_4 

pmol·L-。： while SGA 25 4-203 pmol·L～ stimu． 

1ated ncutrophib to gencrat~AOS and potentiated the 

action of chem otactic pcptide f-M LP oli inducing 

AOS production． SGA 25．4-203 or 6．3-50．7／zroo1· 

L-‘ depresRcd the【ca i rise in neutrophils stimu- 

lated by A-23l87 or f-M LP； in the coritrast． 

vcrapamiI or dilti~ m has higher effective conccntra． 

tionmorethan 10O or200儿Ⅲol·L_。 tof-M LP and 

left ICa1I rise nduccd by A--23187 unaffected．SGA 

l0l 5-203 pmol·L『‘ also caused[Ca i rise i11 
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ncutrophils The result analysis indicate that the el- 

fee t of SGA on AOS production has no relationship 

with its regulation to ICa i in ncutrophils 

KEY W ORDS glyeyrrhetinic acid； ncutro phils； 

oxygen； calcium 

提要 18 _甘草次酸钠(sGA)0 8—12 7．umol·L。。选 

择 性 地 抑 制 A-23187诱 导 的 Ncu活 性 氧 生 成 ： 

25．4-203#mol·L。。刺激 Neu生成活性氧．并增强 

卜MLP的 活 性 氧 生 成 作 用 ． SGA 25．4-203或 

6 3—5o 7 pmol·L-‘抑制 A-23187或 f—MLP诱 导的 

Neu[Ca "qi增加．101．5~tool·L 以上也有升高 

Neu[Ca "qi的作用． 

关键词 甘草次酸；嗜中性白细胞：氧 钙 

I 8B一甘 草 次 酸 钠 (sodium I 8B--glycyr— 

rhctinic acid，SGA)是甘草甜索水解产物甘草 

次酸(glycyrrhetinic acid)光学异构体 的钠盐 ， 

有抗炎、抑制炎症组织前列腺素PGE，生成和 

拮抗炎症介质活性的作用“ )．近年的研究表 

明．白细胞在受刺激时释放的活性氧也和急性 

炎症密切相关 ．IJ．为进一步阐明SGA的作用 

机制 ．本文探讨 了其对 太 鼠嗜 中性 白细胞 

(Neu)活 性 氧 生 成 及 对 Ncu细 胞 内 游 离 

ca 浓度[Ca 1i的影响． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

