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摘 要 为建立一种快捷和准确的方法用于新型杀真菌剂的筛选，以外源表达的稻瘟菌羊毛甾醇 &H!L去甲基化酶为靶酶，以

市售烯唑醇、戊唑醇、三唑醇、三唑酮为 X5R= 类杀真菌剂代表，分析了靶酶活性、靶酶纯度和靶酶浓度对二者结合光谱的影

响，并与生物测试结果比较分析其可靠性。结果表明靶酶的高活性、无其他 FHN$ 干扰和合适的靶酶浓度是获得准确结合光谱

的必要条件。烯唑醇、戊唑醇、三唑醇、三唑酮与靶酶结合常数（:4）分别为 $Y&H"".()Z[、$Y!H".()Z[、$Y!N%".()Z[、$Y"$%".()Z[，

该结果与其对稻瘟菌生长抑制能力（&!$7LOGN$）显著相关，证明结合光谱法可作为一种简便可靠的 X5R= 类杀真菌剂筛选方法。
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羊 毛 甾 醇 &H!L去 甲 基 化 酶（ [6C(=;-0() &H!L
4-.-;7A)6=-，FHN$&HX5，GTFN&），是真菌麦角甾醇生

物合成过程中的一个关键酶［&］。羊毛甾醇 &H!L去甲

基化酶抑制剂（X5R=）［!］，通过抑制真菌细胞 GTFN&
酶的活性，导致羊毛甾醇 &H!位去甲基化反应受阻，

麦角甾醇合成减少或被完全阻断，使麦角甾醇的前



体化合物羊毛甾醇累积增加，影响真菌细胞膜的流

动性，并由此改变膜上许多酶的活性，从而抑制细胞

的生长和增殖，发挥抗真菌作用。

衡量 !"#$ 类杀真菌剂与其靶酶 %&’() 的结合

能力是杀真菌剂筛选的快捷方法。目前测量 !"#$
杀真菌剂与靶酶 %&’() 相互作用的方法有很多，主

要有气质联用法［*，+］、,’-%［(］、同位素标记法［.］、薄

层色谱扫描法［/］和光谱法［0］。光谱法用于体外研

究；其他四种方法可用于体内和体外研究，这四种方

法用于体外研究时，一般先纯化出 %&’()，并通过体

外重建去甲基化反应［1］，再应用这些方法进行分析

药物对靶酶的作用。其中 ,’-%、薄层色谱扫描法、

同位素标记法虽然可以达到分离和定性定量的目

的，但过程复杂，分离效果不理想，定量误差较大［*］。

此外，薄层色谱扫描法所需样品的量较大，样品制备

时间也较长［)2］；同位素标记法一般还需要薄层色谱

扫描法和放射自显影法辅助才能进行定性定量分

析，过程复杂，并且同位素操作会造成污染；气质联

用法在分离效果和定性定量方面比这三种方法优

越，但同样操作过程较复杂。与这些方法相比，光谱

法就较为简单快捷。药物直接作用于活性靶酶后，

通过分析药物与靶酶的结合光谱图及!3（最大吸光

度 4 最小吸光度）与药物浓度之间是否存在剂量效

应关系，从而判断药物是否与靶酶结合。若药物与

靶酶结合，可利用它们的结合常数 !5 来分析二者

之间的亲和力，判断药物对靶酶功能的抑制能力，也

可利用一系列药物的结合常数 !5 来分析这些化合

物的定量构效关系。

本文以稻瘟菌 %&’() 为对象，研究了靶酶活

性、靶酶纯度和靶酶浓度对药物与靶酶结合光谱的

影响，建立了新型 !"#$ 药物筛选的光谱法条件，为

进一步大量筛选合成的杀真菌化合物以及研究真菌

!"#$ 的定量构效关系提供了技术基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌 种 及 质 粒：水 稻 稻 瘟 菌（ "#$%#&’()*+
$(,-+#）购自北京植保所；大肠杆菌 6-7)（!8*）菌株

由本实验室保藏；98:;*2<（ = ）载体购自 >?@<ABC 公

司；异源表达载体由本实验室构建。

!"!"# 药物及试剂：杀真菌剂由华中师范大学农药

与化学生物学教育部重点实验室提供，纯度 1(D以

上，用 !"EF 配置成母液，+G保存备用；’HI !>3 聚

合酶、限制性内切酶、连接酶等购自 ’J?KBA<，:<L<M<

及北京天更公司；#’:N 购自 ’J?KBA< 公司，其它化学

试剂均为国产分析纯。

!"# 方法

!"#"! 药物对稻瘟菌生长抑制的测试方法：参照刘

小红［))］和周文明［)7］的实验方法。

!"#"# 稻瘟菌微粒体的制备［)*，)+］：刮取稻瘟菌的菌

丝，接种于马丁氏液体培养基中，7.G振荡培养 (
天，(222 O $，+G，)2KPC 收集菌丝，用磷酸缓冲液

（磷 酸 钾 )22KK?QR-，甘 油 72D，8!:3 )KK?QR-，

9,/S7，用前加入 !:: 至终浓度 )KK?QR-）［)(］洗 7 次，

液氮破碎，重悬于磷酸缓冲液中，超声波破碎 )KPC，

(222 O $，+G，)2KPC，取 上 清 液，)2222 O $，+G，

)(KPC，取上清液，)22222 O $，+G，12KPC，弃上清，沉

淀重悬于磷酸缓冲液中，4 02G保存备用。

!"#"$ 异源表达稻瘟菌 %&’() 膜蛋白的制备：以稻

瘟菌基因组 !>3 为模板，用 ’HI !>3 聚合酶 ’%M
扩增稻瘟菌 %&’() 基因（"N%&’()H7），构建原核表

达载体 98:*2<;"N%&’()，转化大肠杆菌 6-7)（!8*）

表达菌株。*/G振荡培养表达 %&’() 的重组菌株，

./.22达到 2S. T 2S0 后，加入诱导剂 #’:N，低温诱

导，离心收集菌体，重悬于磷酸缓冲液中，超声波破

碎，)2222 O $，+G，)(KPC，收集沉淀，重悬于磷酸缓

冲液中，4 02G保存备用。

!"#"% 蛋白含量测定：采用 6J<5U?J5 的考马斯亮蓝

N7(2 法［).］。

!"#"& %&’() 含 量 测 定 及 活 性 测 定：参 照 LV
WBC<XB$Y<JQZ［)*］、许华夏［).］、韩雅莉［)/］的测定方法。

!"#"’ 药物和靶酶结合能力的光谱分析［0，)0］：将稀

释到合适浓度的酶液加入石英比色皿中，在 *(2 T
(22CK之间扫描基线，然后加入药物，室温下反应

)KPC，扫描其吸收光谱，再加入药物，室温下反应

)KPC，扫描，如此反复，至吸光度不再变化即反应达

到饱和（反应体系中 !"EF 的体积比含量不超过

2S(D［)1，72］）。根据公式 0 [ 0K<\［ 1］R（!5 =［ 1］），其

中 0 表示不同药物浓度时结合光谱最大吸光度与

最小吸光度间的差值，0K<\ 是达到饱和时最大吸光

度与最小吸光度间的差值，［ 1］是药物浓度，!5 是结

合常数，并利用 ,<CB$;]??QU 作图法［7)］即以［ 1］对

［ 1］R!0 作图，计算出 !5 值。

# 结果

#"! 杀真菌剂对稻瘟菌生长抑制作用

为评价方法的准确性，本文选择了商品化的杀

2*)) 2*,%+-+ 3’4(%#5 ’6 7,’)+8*%’5’$9 生物工程学报 722/，W?QS7*，>?S.



真菌剂烯唑醇、戊唑醇、三唑醇和三唑酮作为实验用

!"#$ 类杀真菌剂。经验证烯唑醇、戊唑醇、三唑醇

和三唑酮对稻瘟菌生长的抑制效果非常显著，%&
’()*时这四种杀真菌剂对稻瘟菌生长的抑制率可达

到 +&&,（数据未显示），完全抑制稻瘟菌的生长。

烯唑醇、戊唑醇、三唑醇和三唑酮对稻瘟菌生长抑制

的 +-&./01%&依次增大（表 +），烯唑醇的抑制效果最

好，+-&./01%&为 &2&3’()*，三唑酮的抑制效果较差，

+-&./01%&达到 42&5-’()*。

表 ! 烯唑醇、戊唑醇、三唑醇和三唑酮

对稻瘟菌生长的抑制作用

"#$%& ! ’((&)* +( (,-./)/0& +- .1+2*3 +( !"#$"%&’()* #’+,*"
678(9:9;< =<(><$$9?< <@7AB9C8 !- +-&. D 01%& )（’()*）

!989:C8AECF< " G &2H%5+# I &2H%J4 &23J-4 &2&3

K<L7:C8AECF< " G &253%4# I &2-M++ &23+%J &2%M3

K>9A;9’<8CF " G &2+4H5# I &2+4JH &2J3&H -2&+J

K>9A;9’<NC8 " G &2&5H%# I &2-3+3 &23+3% 42&5-

454 靶酶活性对结合光谱的影响

与 1O 结合后在 H%&8’ 有吸收是所有细胞色素

PH%& 的共同特性，这种特性常用于检测细胞色素

PH%& 的活性。本实验室克隆表达的稻瘟菌 1QP%+
通过多序列比对，与青霉菌 1QP%+ 同源性达到 4&,
以上，且具有 1QP%+ 的显著特征（另文发表）。无活

性的 1QP%+（图 +R）在与 1O 结合后，仅 H-&8’ 附近

有吸收峰，H%&8’ 附近没有 PH%&/1O 复合物的吸收

峰，有活性 1QP%+ 的 1O 结合光谱如图 +1，在 H%&8’
附近有典型的还原型细胞色素 PH%&/1O 复合物的吸

收。无活性 1QP%+ 与烯唑醇的结合光谱（图 +S）较

紊乱，!$H+& D 5M%与药物浓度间无剂量效应关系，即烯

唑醇与无活性 1QP%+ 不结合。但有活性 1QP%+ 与

烯唑醇的结合光谱（图 +!）在 5M% T 5J&8’ 处有波

谷，在 H+& T H+%8’ 处有吸收峰，是典型的"型 PH%&
的结合光谱，并且随着药物浓度的增加，吸收光谱发

生变化，!$H+& D 5M% 与药物浓度有剂量效应关系。这

表明，用结合光谱法研究药物与靶酶的结合，靶酶的

活性是影响光谱结合的关键因素。靶酶有活性，药

物与靶酶才能结合。

图 + 1O 差示光谱及烯唑醇与酶的结合光谱（蛋白含量均为 +’()’*）

69(U + =<;7:<; ;9NN<><8:< 1O $V<:B>7’ A8; 1QP%+ L98;98( $V<:B>A（V>CB<98 :C8B<8B +’()’*）

R：98A:B9?< 1QP%+；S：;9NN<><8:< $V<:B>A CN ;989:C8AECF< L98;98( BC 98A:B9?< 1QP%+；

1：A:B9?< 1QP%+；!：;9NN<><8:< $V<:B>A CN ;989:C8AECF< L98;98( BC A:B9?< 1QP%+U

456 靶酶纯度对结合光谱的影响

不同浓度的戊唑醇与蛋白含量为 +’()’* 微粒

体不结合（图 -R），结合光谱在 5M% T 5J%8’ 既有波

峰也有波谷，并且随着药物浓度的增加，!$H+& D 5M% 的

变化没有规律，与药物浓度没有剂量效应关系，这可

能是由于稻瘟菌微粒体中包含多种 PH%& 的缘故；而

% U &’() 中并无 1QP%+，用 % U &’() 异源表达获得的

1QP%+ 测定结合光谱，提高了 1QP%+ 的纯度，可以减

少其他 PH%& 的干扰，光谱结果显示戊唑醇与蛋白含

量为 +’()’* 异源表达的稻瘟菌 1QP%+ 有结合（图

+5++肖 敏等：结合光谱法在 !"#$ 类杀真菌剂筛选中的应用



!"），在 #$% & #’()* 处有波谷，在 +,( & +,%)* 处有

吸收峰，!!+,( - #$%随着药物浓度的增加而增大，有剂

量效应关系。这表明，靶酶纯度影响药物与靶酶的

光谱结合。可见 " . #$%& 异源表达的 /01%, 膜蛋白，

尽管并不是单一蛋白，但靶酶纯度的提高降低了其

他 1+%( 的干扰，即可获得准确的结合光谱信息。

图 # 烯唑醇与不同浓度酶液的结合光谱

234. # 5366787)97 :;79<8= >6 ?3)39>)=@>A7 B3)?3)4 <> /01%, C3<D ?366787)97 9>)<7)<
E：(F%*4G*H；"：,*4G*H，/：!*4G*H.

图 ! 戊唑醇与微粒体和 /01%, 的结合光谱

（蛋白含量 ,*4G*H）

234. ! 5366787)97 :;79<8= >6 <7BI9>)=@>A7 B3)?3)4 <>
*398>:>*7: =)? /01%,（;8><73) 9>)<7)< ,*4G*H）

E：*398>:>*7:；"：/01%,.

!"# 靶酶浓度对结合光谱的影响

以不同浓度的酶液（(F%、,F(、!F(*4G*H）与烯唑

醇作用，发现当靶酶浓度为 (F%*4G*H 时，烯唑醇与

酶不结合（图 #E），它们的吸收光谱在 #J%)* 处有波

谷，但没有出现吸收峰，曲线呈上升趋势；烯唑醇与

蛋白浓度为 ,*4G*H 酶结合（图 #"），在 #$% & #’()*
处有波谷，在 +,( & +,%)* 处有吸收峰，药物浓度改

变时，!!+,( - #$%随之变化，与药物浓度存在剂量效应

关系；烯唑醇与蛋白浓度为 !*4G*H 酶也不结合（图

#/），吸收光谱比较紊乱，!!+,( - #$% 与药物浓度之间

不存在剂量效应关系。结果表明酶浓度对药物与靶

酶的结合光谱影响明显。

!"$ 杀真菌剂的光谱分析结果与生长抑制 %!&’(
)*$&的关系

以 K=)7:LM>>A6 作图法（图 +）分析烯唑醇、戊唑

醇、三唑醇和三唑酮与异源表达的有活性 /01%, 的

结合能力，它们的结合常数 ’? 逐渐增大，分别为

(F,+#"*>AGH、(F!+"*>AGH、(F!%$"*>AGH、(F#($"*>AGH，

与异源表达 /01%, 的亲和力逐渐减小，即烯唑醇 N
戊唑醇 N 三唑醇 N 三唑酮，这与杀真菌剂对稻瘟菌

的生长抑制效果相似，这四种杀真菌剂对稻瘟菌生

长抑制的 ,!(DLO/%( 为烯唑醇 N 戊唑醇 N 三唑醇 N
三唑酮（表 ,）。 A4O/%( 与 ’? 显著相关（线性回归方

程为 ( P ,,F,’J) - !FQJ’%，*! P (FJQ,#，+ R (F(%）

（图 %），说明结合光谱法获得的杀真菌剂与靶酶直

接结合能力与其抑制真菌生长的能力是一致的。

图 + 烯唑醇、戊唑醇、三唑醇和三唑酮与 /01%,
的结合能力分析（K=)7:LM>>A6 作图法）

234. + K=)7:LM>>A6 ;A>< 6>8 ?3)39>)=@>A7，<7BI9>)=@>A7，
<83=?3*7)>A =)? <83=?3*76>) B3)?3)4 <> /01%,

!#,, ,-&./0/ 1$23.4% $5 6&$7/#-.$%$8( 生物工程学报 !(($，S>AF!#，T>FQ



图 ! "#$%&’(!$与 !) 线性回归分析

*+,- ! .%/ 0+1/23 3/,3/44+51 212064+4 7/89//1 "#$%&’(!$ 21) !)

! 讨论

结合光谱法分析药物与靶酶的结合是以 :;!$
与底物复合物结合光谱特性为依据的，根据此特性，

:;!$ 分 为 三 类：!型 最 大 吸 收 <=$1>，最 小 吸 收

;#$1>；"型最大吸收 ;<$1>，最小吸收 ;$$1>；#型

最大吸收 ;#$1>，最小吸收 <=$1>［##］。异源表达稻

瘟菌 (?:!" 与烯唑醇、戊唑醇、三唑醇和三唑酮的

结合光谱，最大吸收在 ;"$ @ ;"!1>，最小吸收在 <A!
@ <B$1>，接近于典型的"型结合光谱，结合光谱蓝

移的原因可能是酶液中含有其他膜成分和膜结合杂

蛋白的干扰所致。

结合光谱已经被用于抗真菌药物和靶酶相互作

用的分析［B，"B］。但由于 CDE4 类杀真菌剂靶酶———

真菌 (?:!" 蛋白为膜结合蛋白，直接纯化后水溶性

低，无法进行结合光谱分析，所以发表的相关研究通

常采用纯化的亲水性原核 (?:!" 蛋白作为替代靶

酶。但是原核和真菌 (?:!" 蛋白结构存在一定差

异，这种替代性做法不可避免会造成结果误差。本

研究中以真菌 (?:!" 为靶酶用于结合光谱法分析，

采用异源表达稻瘟菌 (?:!" 的 " - #$%& 膜碎片作为

研究 材 料，" - #$%& 本 身 并 无 膜 结 合 的 细 胞 色 素

:;!$，避免了干扰，可获得足够量且有活性的真菌靶

酶 (?:!"，使二者的结合光谱更能准确直接反映杀

真菌剂对其靶酶的作用。

经研究发现，用结合光谱法研究药物与靶酶的

作用时，靶酶的活性、纯度及浓度均为影响因素。首

先靶酶的活性是药物与靶酶结合的首要条件，靶酶

一旦失去活性，药物与靶酶就不能结合；其次靶酶的

纯度是影响结合的因素之一，靶酶的纯度高，可以减

少其它蛋白对结合光谱的影响，但获得单一的真菌

(?:!" 纯蛋白代价较高，且需提高其亲水性才能用

于杀真菌剂筛选，技术上较复杂。研究表明通过 " -
#$%& 表达的 (?:!" 膜结合蛋白用于光谱分析已足够

获得准确数据；再次靶酶浓度也会影响药物与靶酶

的结合，靶酶浓度低，暴露在空气中容易失去活性，

靶酶浓度过高，酶溶液比较混浊，浊度过高遮盖了结

合光谱的变化。

结合光谱法分析结果表明，四种杀真菌剂与

(?:!" 的亲和力的大小依次是烯唑醇 F 戊唑醇 F 三

唑醇 F 三唑酮，不仅顺序与生长抑制实验结果相吻

合，而且结合常数 !) 也与杀真菌剂对稻瘟菌的生

长抑制能力 "#$%&’(!$ 具有显著相关性（’ G $H$!），

这说明结合常数直接反映了杀真菌剂对靶酶功能的

抑制能力，利用结合光谱法测定的结合常数反映杀

真菌药物的杀菌潜力是真实和可靠的。本文证明表

达异源 (?:!" 的 " - #$%& 膜碎片用于光谱分析已足

够获得准确数据，为新型杀真菌药物筛选提供一条

简捷的途径，对大量筛选合成新型高效、低毒、高选

择性的药物具有重要的意义。
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中国科学院微生物研究所期刊广告部成立

中科院微生物研究所期刊广告部于 C>>F 年 E 月正式成立，具有北京市工商管理局正式批准的广告经营许可证（京海工商

广字第 !T>F 号）。广告部代理《生物工程学报》、《微生物学报》、《微生物学通报》、《菌物学报》四个期刊的广告经营业务，此四

种期刊均为中国自然科学核心期刊，国内外公开发行，主要报道微生物学、菌物学和生物技术领域的最新研究成果和研究动

态，已被美国化学文摘（L,）、生物学文摘（V,）、医学索引（)NJM[PN ）、俄罗斯文摘杂志（,(）、,8%&#29&% .3 )’9.-.5’（美国“菌物学

文摘”）、[/A*@ .3 ^4/5$（英国“菌物索引”）、+*K$*B .3 ;-2/& ;2&7.-.5’（英国“植物病理学文摘”）、V$8-$.5#267’ .3 ]’%&$:2&$9 )’9.-.5’
（英国“系统菌物学文献目录”）、V$8-$.5#267$* A*# ;3-2/1*/%974&1 -$&*#2&4#*（德国“植物保护文献目录”）、《中国学术期刊文摘》、《生

物学文摘》等等国内外著名数据库和检索期刊收录，是促进国内外学术交流的重要科技期刊。

广告刊登内容主要包括大型生化仪器（如显微镜、离心机、色谱仪、无菌操作台、大、中、小型发酵罐）、设备耗材（如 ;L+
仪、细胞生物反应器、微量移液器、离心管、杂交膜、）及生化试剂（如各种酶、载体、试剂盒）等的产品宣传信息，也可以发布生

物技术人才招聘信息、会议消息、以及与生命科学有关的各类服务信息。广告部以严谨、诚信为原则，愿与从事生物技术产品

生产与销售的各类厂商和公司精诚合作，共同发展。如果您有刊登广告的需要，欢迎与我们电话或 N:2$- 联系获取各刊版位

及报价信息！也可以登陆各刊网站，了解更多详情。

提示：从 C>>F 年起，各公司与此四刊签订的广告费用请通过新地址汇款（收款单位：中国科学院微生物研究所，开户银行：

中国工商银行北京分行海淀西区支行，帐号：>C>>>><=>D>!DTTF<C=）。

联系电话：>T>?U<!>FEEU；>T>?U<!>F=CT 传真：>T>?U<!>FECF 联系人：武 文 王 敏

网址：7&&6：‘‘_.4#/2-%0 $:0 290 9/ 电子信箱：55a $:0 290 9/
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