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抗真菌药物靶点研究现状
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真菌可引起人类慢性传染病，发病率高，在世界各地广

泛流行。由真菌感染引起的真菌病可分为浅部真菌病和深

部真菌病(又名系统性真菌病)。皮肤癣菌(例如红色毛癣

菌)感染引起的是浅部真菌病，包括头癣、股癣、甲癣等。而

深部真菌(例如白色念珠菌)感染可侵犯人体内脏、血液、骨

骼等器官和系统，治疗预后差，死亡率高。随着介人性医学

治疗的广泛开展、抗真菌药物的滥用、尤其是免疫系统抑制

患者数量的上升，例如艾滋病感染人群的增加、癌症的化学

治疗等使得系统性真菌病的发生率大幅增加，严重威胁人类

生命，引起了人们对真菌感染的关注⋯。但是由于现有抗真

菌药物的毒副作用、以及真菌耐药性的出现扭J，导致了临床

药物应用受限和抗真菌感染治疗的失败，因此寻找新的抗真

菌药物靶点并得到新的抗真菌化合物成为人类迫切的需要。

I．背景：在当代药物研发过程中，发现和选择合适的药物

靶点是药物开发的第一步．也是药物筛选及药物合成的关键因

素之一。药物靶点是能够与特定药物特异性结合并产生治疗

疾病作用或调节生理功能作用的生物大分子或生物分子结

构。药物靶点的特点归纳起来有以下几点：①是菌体生长必需

的基因或基因产物，在原菌序列中高度保守和特异，对人体无

害；②在病原微生物感染或致病过程中至关重要；③功能清

楚。目前在抗真菌药物靶点研究中发现的靶点主要集中在两

个方面：真菌生存必需基因和与毒力或致病性相关的因子口】。

国际上药物研究的竞争主要集中在药物靶点的研究。

20世纪药物靶点筛选模式是“从功能到基因”，特点是先获得

了有效的治疗药物，随后在对该药物进行药理学研究时才发

现药物靶点。这种方法的优点是可以得到生理学或生物学

功能比较明确的靶点，但研发周期长，花费巨大。人类进入

2l世纪，随着人类基因组计划完成和一批重要模式生物基因

组的全序列测定。如多个真菌基因组测序顺利完成，包括酿

酒酵母、构巢曲霉以及临床上三大致病真菌(白色念珠菌、烟
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曲霉菌和新型隐球菌)等(邱：／／np．nebi．nih．gov／genomes／

Fungi／)，给新型抗真菌药物研究带来了发展契机。科研人员

运用功能基因组学、比较基因组学、生物信息学、转录组学和

蛋白组学等相关技术，对真菌和人类基因在全基因组水平上

进行研究，发现不同种属真菌的保守基因，鉴定出新的候选

药靶。据了解，在人类基冈组中目前已知可作为药物靶点的

基因约500个。通过“基冈组一药物靶点一筛选一先导物一药

物”的逆向药理学方法，现代药物靶点筛选变成了“从基因到

功能”的过程h]，研发周期变短，操作起来省时、省力和便

捷。科技进步使得科学家们能够找到并最终鉴定出新的药

物靶点，设计出广谱、高效、低毒、安全和无交叉耐药性的抗

真菌化合物。

2．药物靶点筛选技术：在国际上新药研究呈现出一个特

点，即各种生命科学前沿学科如功能基冈组学、蛋白质组学

和生物信息学等与药物研究技术交叉联合起来，把发现和验

证新型药物靶点作为主要目标。这些技术包括DNA芯片技

术、蛋白质绢研究、计算机辅助药物设计、组合化学和分子库

技术以及化学遗传技术等。目前药物靶点的研究集中在基

因和蛋白质两个层面。

(1)DNA芯片技术：是一门汇集了微电子学、生物学、物

理学、化学、计算机科学等学科的集成化技术。利用这种技术

可进行大规模、高通量、平行性的药物筛选，可在基因水平研

究药物的作用机制、药物活性及进行药物毒性评价。该技术

可以节省复杂的动物试验，缩短药物筛选所用时间，节省新药

开发经费。作为实施“后基因组计划”的有力工具，芯片技术

不仅能为药物应用奠定扎实的理论基础，而且为药物进一步

开发和利用提供理论支持。在药物靶点发现和药物机制研究

中主要应用DNA芯片技术，是在多个生物体全基阏组序列草

图或EST文库顺利完成的基础上构建芯片，检测药物处理后

的真菌基因转录水平上的差异性表达。那些表达明显改变的

基因往往与特定的疾病表型相关”】，与发病过程和药物作用途

径相关，可作为潜在的药物靶点进行验证。红色毛癣菌是人

类浅部真菌感染的主要病原，Yu等“3和Diao等”1利用DNA芯

片技术分别对酮康唑(KeWconazolc)、两性霉素B

(Amphotericin B)、伊曲康唑(Itraconazole)等药物作用后的红

色毛癣菌进行了基因表达谱研究，获得了很多有价值的信息。

(2)蛋白质组研究：主要研究蛋白质的特征，包括蛋白质

在表达水平、翻译后修饰、蛋白质与蛋白质相互作用等方面

与疾病发生、细胞代谢等过程相关的一种整体性研究。蛋白

质是基因功能的具体实施者，是生命最直接的表现者，尽管

现在有多个物种的基因组序列已经被测定，但通常一半以上

基因功能未知，且转录水平调控不能全面代表蛋白质表达水

平。蛋白质组学研究作为连接基因、蛋白质和疾病的纽带被
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广泛应用在疾病诊断治疗、药物筛选等方面，成为生命科学

领域里最重要的研究领域之一。通过正常及病理个体间蛋

白质组的比较分析，可以找到“疾病特异性蛋白质分子”，这些

分子将成为新药设计的靶点，或者用来检测和监测疾病【81。

双向电泳、质谱技术是蛋白质组学的核心技术，二维色谱、二

维毛细管电泳、液相色谱一毛细管电泳及质谱鸟枪法、毛细管

电泳一质谱联用等新策略是更先进的技术。而质谱显像、多

维液相色谱、核素标签色谱和蛋白质芯片是高通量和高精度

的蛋白质相互作用检测技术。高通鼍的蛋白质组学技术结

合先进的生物信息学在抗真菌药物靶点研究中已经获得约

有13类抗真菌蛋白，如PR-1 proteins，(1，3)b-glucanases，

chitinases．chitin．binding proteins等⋯。

(3)计算机辅助药物设计：现代药物开发已经从古老的

在天然产物和化合物中筛选的阶段，发展到根据分子结构进

行药物设计的时代，可以从结构人手了解药物与药物靶点之

间的关系。因此计算机辅助药物设计成为现代抗真菌药物

研究非常有用的工具。该技术先通过x一单晶衍射等技术获

得受体大分子结合部位的结构，采用分子模拟软件分析结合

部位的结构性质，再模拟计算受体与配体的相互作用进行先

导化合物的优化与设计，从而发现具有全新作用机制、全新

结构类型的抗真菌新药。主要方法有活性位点分析法、数据

库搜寻、全新药物设计。如病毒基因工程国家重点实验室与

军事医学科学院合作，根据真菌脂肪酸合成酶结构设计和构

建了先导化合物PHSIIA，通过作用于红色毛癣菌的药物实

验，结果表明该化合物有良好的抗真菌效果”“。

(4)组合化学和分子库技术：药物研究和制药工业的发

展与有机化学紧密相连，组合化学和分子库技术就是有机合

成技术发展的具体体现。用相同的组合化学合成方法将不

同的“结构单元”构建成一个所有化合物的分子库，通过筛选

发现高活性的先导化合物。该技术使药物开发的速度加快，

能快速地归类和优化活性化合物并得到药物候选分子，在抗

真菌药物的研究中得到广泛的应用。目前常用的领域有：具

有抗真菌活性的天然产物、多肽类化合物、抗真菌寡核苷酸

和杂环类化合物。

(5)化学遗传技术：是一种以不同时间、不同剂量、进行

可逆操作的方式来检测特定蛋白质功能的手段。该技术在

两个方面促进了新药开发：一是用正向化学遗传学方法鉴定

在某种疾病病程中关键基因或蛋白质，为新药筛选提供靶

点；二是用反向化学遗传学技术发现特异性作用于某个基因

或蛋白质的小分子化合物，为新药开发提供先导化合物。

3．药物靶点的确认：通过以上技术筛选出的潜在药物靶

点，还必须通过药物靶点确认才可以根据那些确定的药物靶

点开发、研制出广谱、高效、低毒的抗真菌化合物。药物靶点

确认的过程是：首先要了解候选药物靶点分子的生理学和生

化功能；其次要明确其在疾病发生发展过程中的作用；最后

要证明阻断或激活候选药物靶点分子将产生有利的治疗效

果。目前常用的药物靶点确认方法有生物芯片、基因敲除、

基冈突变、抗体、转基因和反义技术等，要求在细胞水平和整

体动物上进行。另外RNA干扰技术(RNAi)中因为较低浓

度双链RNA可使靶基因沉默，所以该技术被广泛应用到功

能基因组学中进行药物靶点筛选研究和疾病治疗⋯】。

4．抗真菌药物靶点：真菌与人类细胞同属于真核细胞，有

许多共同的细胞结构和代谢途径，因此应该筛选对人类无害、

只特异性作用于真菌的药物靶点。过去几十年间临床上一直

沿用的抗真菌药物已经有了一些确定的药物靶点，但是由于

这些有限的药物作用谱、毒性、耐药性和交叉耐药性，迫切需

要发展新的低毒、高效的抗真菌药物，这就依赖于新的候选药

物靶点成功筛选和鉴定。根据各种生命科学前沿技术和交叉

学科对真菌生存和毒力相关保守基因的分析研究，研究者提

出了许多候选药物靶点，其中Liu等“21提出了约240种候选靶

点。这些靶点有些已经找到抑制剂。并且有抗真菌药物成功

上市，有些还处于实验室验证阶段。真菌由细胞壁、细胞膜和

细胞核组成，抗真菌药物可以针对三者中的任何一个类型的

靶点基因产生作用，使真菌生长受到抑制直至凋亡。

(1)真菌的细胞壁：由于人类细胞结构中不存在细胞壁，

所以针对真菌细胞壁来开发药物在理论上选择性高，对人体

的副作用少。真菌细胞壁的主要成分是13．葡聚糖、几丁质、甘

露聚糖，参与细胞擘合成途径的关键酶是理想的药物靶点。

大多数的真菌中都含有13．1，3．葡聚糖和13．1，6．葡聚糖，

少数还有一些13．1，4．葡聚糖。由于葡聚糖对维持细胞形态和

调节菌体内的渗透压具有重要作用，所以抑制葡聚糖合成将

会导致细胞壁结构异常。使细胞容易受到破坏而产生抑菌的

效果“”。p．1，3．葡聚糖合成酶是催化、合成p．1，3．葡聚糖的

关键酶，目前已成为新抗真菌药物的研究热点。代表药物刺

白菌素B衍生物Caspofungin是该酶低毒高效的非竞争性抑

制剂““。B．1，6．葡聚糖的合成主要在细胞表面““，说明很有

可能存在还没有被发现的B．1，6．葡聚糖合成酶。

几丁质是由B．1，4．糖苷键连接的线性同聚物，是细胞壁

的支架结构。编码几丁质合成酶的基冈已经在许多真菌中

得到证实，并可能为真菌生存所必需，它将是一个非常理想

的药物靶点，代表药物是NikkomycinI”]。

甘露聚糖是真菌细胞壁间质组分，由a．连接的甘露糖聚

合物分支通过N．乙酰葡萄糖胺基团附加在蛋白质上组成，在

哺乳动物中不存在““，因此可以作为有潜在价值的药靶，代

表抑制剂是Pradimicin和Benanomicin【l“。

(2)真菌的细胞膜：主要由磷脂类、鞘脂类和固醇组

成，为各种功能蛋白提供基质结构。其中有一类特殊的成

分——麦角固醇，针对其生物合成途径开发的抗真菌药物占

据了现在抗真菌药物市场的大部分。

麦角固醇是真菌细胞膜的特有脂质，对于维持真菌细胞

膜的正常生理功能起着至关重要的作用。真菌的麦角固醇

生物合成途径已经比较清楚，从鲨烯开始有10个以上不同

的酶参与。这类药物具有广谱的特性，对人类毒性小，是必

需关键酶的抑制剂，通过竞争性结合关键酶抑制麦角同醇合

成路径来破坏真菌细胞膜。临床上常用的药物中，多烯类的

两性霉素B(AmphotericinB)可与麦角固醇特异性的结合；

吡咯类中氟康唑(Fluconaz01)等唑类药物特异抑制细胞色素

P450依赖的14．洳去甲基化酶；烯丙胺类的特比萘芬
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(Terbinafine)Ⅱ1w]能抑制鲨烯环氧化酶““。

真菌的细胞膜脂质中包含有鞘脂，由于鞘脂几乎在所有

的真核生物和某些细菌的细胞膜中都存在，所以很长时间被

人们忽视。但是最新的研究表明鞘脂蛋白在真菌、植物、动

物中的结构存在很大的不同““。鞘类磷脂生物合成途径中

的肌醇磷酰鞘氨醇合成酶是合成鞘脂的关键酶，已经证明是

一个理想的药物作用靶点“”。

(3)真菌的细胞核：针对此靶点开发的抗真菌药物，主要

影响真菌的遗传信息转录、翻译过程。由于真菌和人类细胞

在细胞核中的差异很小，因此这类药物副作用相对较大，成

功的例子很少。5．氟胞嘧啶(5一Fluoroeytosine)针对的靶点是

胸苷酸合成酶，可抑制RNA合成和细胞核分裂““。因为单

独使用5．氟胞嘧啶会频繁发生抗药性，因此临床上常将5．氟

胞嘧啶与其他抗真菌药物，如两性霉素B合并使用。

(4)其他候选药物靶点：

真核翻译延长因子2(EF2)和翻译延长因子3(EF3)：在

真核生物蛋白质翻译过程中，需要2个延长因子EFl和

EF2。EFI的作用是形成EFl．GTP的复合体后将aminoacyl．

tRNA放到核糖体上相应的受体位置，而EF2的作用是将新

生成的肽链部分从核糖体上解离。在对各种真核模式生物

的研究中发现，这种蛋白质的合成机制在生物进化过程中被

高度保留下来，没有发生大的改变。针对EF2基因的代表抑

制剂是Sordarinst“】。EF3非常特异，只在真菌中存在，并且

其作用的位点已经确定。该基因的出现说明真菌在进化过

程中对环境有适应能力，被认为是非常理想的药物靶点汹1，

但是很长时间内都没有能够筛选到合适的抑制剂。新的研

究还发现EF3与真菌质膜上钙离子通道的调节相关【2“，扩展

了其在蛋白质翻译过程中的功能。

微管蛋白：普遍存在于真核细胞中，是构成细胞骨架的主

要成分，在保持细胞形态、细胞分裂增殖、细胞器组成和信号传

导等方面发挥重要作用。代表抑制剂Cationic peptides可抑制

微管的装配和微管依赖的GTP结合，有潜在的抗真菌效应““。

钙调神经磷酸酶：在真核生物中，钙调神经磷酸酶是—个

Ca2+—钙调节蛋白激活的磷酸酶，在多种牛物学过程中发挥．关键

性的调控作用，包括T细胞活化、细胞周期调控等。该酶参与了

—个重要的信号传导途径，在各类真菌细胞中非常保守，是免疫

抑制剂环孢霉素A(Cyclosporin A)和FK506的作用靶点㈨。

DNA拓扑异构酶：与DNA局部的空间构型变化有关，对

DNA复制、转录和修复具有重要作用。真菌与哺乳动物DNA

拓扑异构酶I有明显的结构差异，因此该酶也是—个理想的潜

在抗真菌药物作用靶点，代表抑制剂是Eupolauridine旧1。

质子泵H"-ATP酶：主要作用是维持真菌营养吸收所必

需的跨膜电化学质子梯度和细胞的酸碱度。筛选此靶点的

原因有：膜周转较慢；不同致病性真菌编码W-ATP酶序列的

高度相似性使之成为广谱抗真菌药物靶点；真菌与动物P型

ATP酶序列仅有30％的相似性，可被抑制剂选择性地定向抑

制。代表抑制剂Ebselen∞]。

5．小结：本文回顾了抗真菌药物靶点的研究背景、筛选

技术和确认方法，总结了已确认药物靶点及其代表抗真菌药

·859·

物，探讨了潜在的候选药物靶点。真菌与人类细胞同属真核

细胞，筛选抗真菌药靶必须考虑对人体的毒副作用和真菌的

交叉耐药性。抗真菌药物靶点研究运用了生命科学中可能

用到的所有技术方法，但它的发现和确证还要求不断探索和

创新更有效的技术方法和途径，而且需要更多的基础研究来

揭示药物作用机制和耐药机制，为未来新的广谱、低毒、高

效、无交叉耐药性的抗真菌药物研制和开发提供理论依据。
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