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摘   要：【目的】探讨荆皮癣湿酊(Jingpixian Tincture, JPXT)对红色毛癣菌(Trichophyton rubrum)

的抗菌作用和机制。【方法】微量稀释法测定荆皮癣湿酊对红色毛癣菌的最低抑菌浓度(minimal 

inhibitory concentration, MIC)；荧光显微镜观察荆皮癣湿酊对红色毛癣菌孢子萌发和菌丝生长的影

响；山梨糖醇保护试验测定荆皮癣湿酊对红色毛癣菌细胞壁的影响；流式细胞仪检测红色毛癣菌

细胞内活性氧(reactive oxygen species, ROS)水平；酶标仪测定细胞内核酸释放量；高效液相色谱

法(high performance liquid chromatography, HPLC)检测细胞膜麦角甾醇含量；酶标仪检测 β-1,3-葡

聚糖合酶(β-1,3-glucan synthase, β-1,3-GS)、几丁质合成酶(chitin synthetase, CS)、角鲨烯环氧酶

(squalene epoxidase, SQLE)、14-去甲基化酶(14-alpha demethylase, CYP51)活性；实时荧光定量

PCR (real-time quantitative PCR, qRT-PCR)测定 β-1,3-GS、CS、SQLE、CYP51 mRNA 表达水平。

【结果】荆皮癣湿酊能抑制红色毛癣菌生长，MIC 为原液浓度 1/8；对孢子萌发和菌丝生长具有

良好的抑制效果；荆皮癣湿酊处理红色毛癣菌 24、48 h 后胞内核酸释放量明显增加；ROS 水平显

著升高；β-1,3-GS、CS 酶活性和 mRNA 表达水平均无明显变化，但 SQLE、CYP51 酶活性和 mRNA

表达水平显著降低。【结论】荆皮癣湿酊能够抑制红色毛癣菌的生长，其作用机制可能与破坏红

色毛癣菌细胞膜、增加细胞氧化应激水平、影响胞内物质合成有关。 

关键词：红色毛癣菌；荆皮癣湿酊；抗真菌机制 
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Abstract: [Objective] To investigate the mechanism of Jingpixian Tincture (JPXT) on 
Trichophyton rubrum. [Methods] Microdilution method was employed to determine the 
minimal inhibitory concentration (MIC), and fluorescence microscopy to observe the effect of 
JPXT on spore germination and mycelial growth of T. rubidium. Sorbitol was used to detect the 
effect of JPXT on fungal cell wall. Flow cytometry was employed to determine the intracellular 
reactive oxygen species (ROS) level of T. rubidium treated by JPXT. A microplate reader was 
used to determine the leakage of intracellular nucleic acid. High performance liquid 
chromatography (HPLC) was adopted to determine ergosterol content in the cell membrane. A 
microplate reader was used to measure the activities of β-1,3-glucan synthase (β-1,3-GS), chitin 
synthetase (CS), squalene epoxidase (SQLE), and 14-alpha demethylase (CYP51). The mRNA 
levels of β-1,3-GS, CS, SQLE, and CYP51 were measured by real-time quantitative PCR 
(qRT-PCR). [Results] The MIC of JPXT against T. rubidium was determined as 1/8 of the 
stock solution concentration. JPXT inhibited the spore germination and mycelial growth of T. 
rubidium. It increased the leakage of intracellular nucleic acid significantly after treatment for 
24 and 48 h, elevated the ROS level, and decreased the ergosterol content. It did not affect the 
activities or mRNA levels of β-1,3-GS and CS, while it inhibited the activities and 
down-regulated the mRNA levels of SQLE and CYP51. [Conclusion] JPXT may inhibit the 
growth of T. rubidium by destroying the cell membrane, increasing the oxidative stress, and 
affecting the synthesis of intracellular substances. 
Keywords: Trichophyton rubrum; Jingpixian Tincture; antifungal mechanism 
 

皮肤癣菌病(dermatophytosis)，简称癣，是

由癣菌引起的高度流行的机体浅表真菌感染，

影响全球 20%−25%的成年人[1-2]。由于其病程

持久，容易反复发作，难以彻底根治，因此对

患者的生活质量造成了严重影响。红色毛癣菌

作为一种专性致病菌，可以引起人类表皮、毛

发、甲板等部位感染，是皮肤癣菌病的主要致

病菌，约占病例的 80%−90%[3-5]。目前，临床

用于治疗皮肤癣菌病的药物主要有抗真菌抗生

素、糖皮质激素、免疫抑制剂等西药。这些药

物短期使用具有一定的疗效，但长期用药会增

加真菌耐药性，疗效不理想，同时药物对组织
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器官易产生严重毒副作用。因此，迫切需要高

效、广谱、毒性低的新型抗真菌替代药物[6]。 

中草药因其来源广泛、抗菌谱广、对哺乳

动物毒性较低、不会因长期使用而增加耐药性

等优点成为开发抗真菌药物的一个非常重要的

渠道[6-7]。研究表明，许多中药在抗红毛癣菌感

染方面有一定的疗效[8-9]。荆皮癣湿酊是由安徽

中医药大学第一附属医院开发的院内制剂，由

土荆皮、蛇床子、苦参、百部等中药组成，主

要用于足癣等癣病的治疗，疗效显著，但其抗

癣菌作用机制不详[10]。本研究主要探讨荆皮癣

湿酊的体外抗癣菌作用及其机制，为其治疗皮

肤癣菌病提供有力的实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与药物 
红色毛癣菌标准菌株 ATCC MYA-4438 购

自广东省微生物菌种保藏中心 (Guangdong 

Microbial Culture Collection Center, GDMCC)，

在马铃薯葡萄糖琼脂培养基上连续转种 2 次，

进行培养和鉴定，再选取生长状态良好的菌落

进行传代。 

荆皮癣湿酊购自安徽中医药大学第一附

属医院药房，皖药制字 BZ20080009，批号

20210427。 

1.2  试剂 
马铃薯葡萄糖琼脂平板购自广东环凯微

生物科技有限公司，批号 L2291Y；PBS 购自

HyClone，批号 AD24464280；氢氧化钾购自

西陇科学股份有限公司，批号 2101251；活性

氧检测试剂盒购自碧云天生物科技有限公司，

批号 011521210319；无水乙醇与异丙醇均购

自上海广诺化学科技有限公司，批号分别为

20210914 和 20210716 ； TRIzol 购 自 Life 

Technologies，批号 350508；DEPC-H2O 购自

捷 瑞生物工程有限公司，批号 2107G20；

Novostart® sSYBR qPCR SuperMix Plus 购自

novoprotein，批号 05229413；PrimeScript™ RT 

reagent Kitwith gDNA Eraser 购自 TaKaRa，批

号 AL21115A；几丁质合成酶(chitin synthetase) 

ELISA 检 测 试 剂 盒 、 β-1,3- 葡 聚 糖 合 成 酶

(β-1,3-GS) ELISA 检测试剂盒、角鲨烯环氧酶

(SQLE) ELISA 检测试剂盒、14α-去甲基化酶

(CYP51) ELISA 检测试剂盒均购自上海优选生

物科技有限公司，批号 202204；真菌荧光染色

液(安徽信灵检验医学科技股份有限公司，批号

20220221)。 

1.3  仪器 
高 速 冷 冻 离 心 机 (Eppendorf ， 型 号 为

5430R)；全波长酶标仪(BioTek，型号为 Epoch 2)；

电热恒温培养箱(上海跃进医疗器械有限公司，

型号为 HDPN-Ⅱ-88)；倒置显微镜(OLYMPUS，

型号为 KE0003087/KA0056573)；低速离心

机 (湖南可成仪器设备有限公司，L4-5K)；荧

光 定 量 PCR 仪 (Thermo Scientific，型号为

PIKOREAL 96)；超微量分光光度计(南京五义

科技有限公司，型号为 OD1000+)；凝胶检测仪

(Tanon ， 型 号 为 3500) ； 紫 外 分 光 光 度 计

(Eppendorf，型号为 BioSpectrometer basic)。 

1.4  菌液的配制 
将红色毛癣菌接种于马铃薯葡萄糖琼脂

培养基，28 °C 培养 7−14 d。吸取 1 mL 无菌

的 0.9% NaCl 溶液覆盖菌落，用移液器尖端或

无菌拭子轻轻摩擦菌落，将菌悬液转移至无菌

EP (eppendorf)管中，振荡器振荡 15 s，血细胞

计数板计数，RPMI-1640 调整菌悬液浓度为

2×106 CFU/mL，备用[11]。 

1.5  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌最低抑菌浓

度的测定 
参照美国临床和实验室标准化研究所
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M38-A2 方案，测定荆皮癣湿酊对红色毛癣菌最

低抑菌浓度(minimum inhibitory concentration, 

MIC)[12]。向 96 孔板第 1 列中加入 60 μL 药物

原液 (即未经稀释的荆皮癣湿酊 )，第 2 列至

第 11 列每个孔中加入 60 μL RPMI-1640，向

第 2 列孔中加入 60 μL 药物原液，混合后移取

60 μL 至第 3 列孔，以此类推，至第 10 列孔。

再向每列孔中分别加入 60 μL 制备好的菌悬液

(1×106 CFU/mL)，确保最终总体积为 120 μL。

药物浓度分别为荆皮癣湿酊原液的 1/2、1/4、

1/8、1/16、1/32、1/64、1/128、1/256、1/512、

1/1 024。第 11 孔为阴性对照组，加入 PBS 处

理。于 28 °C 恒温培养箱中孵育 5−7 d，当阴性

对照孔生长出菌丝时，以肉眼观察没有菌落生

长的最低药物浓度为 MIC。 

1.6  红色毛癣菌孢子萌发抑制试验 
为了测定荆皮癣湿酊是否对红色毛癣

菌的孢子萌发有抑制作用，取 500 μL 液体

SDA 培养基稀释的荆皮癣湿酊(MIC、1/2 MIC、

1/4 MIC)于无菌 EP 管中，再加入 500 μL 的菌

悬液(2×106 CFU/mL)，于 28 °C 恒温培养箱中

孵育 24 h。用血细胞计数板计数，然后计算分

生孢子的萌发率[8]。 

1.7  红色毛癣菌菌丝生长抑制试验 
取 100 μL 菌液(2×106 CFU/mL)分别与

100 μL 荆皮癣湿酊(MIC、1/2 MIC)在无菌 EP

管中混合均匀，用稀释涂布法均匀涂布于马铃

薯葡萄糖琼脂培养基表面，于 28 °C 恒温培养

箱中培养 7 d，用洁净透明胶布贴取平板上菌

落，真菌荧光液染色，在荧光显微镜 350−460 nm

波段观察菌丝形态并拍照记录[11]。 

1.8  山梨糖醇保护试验 
向 96 孔板第 1 列中加入 60 μL 药物原液，

第 2 列至第 11 列每个孔中加入 60 μL RPMI- 

1640，向第 2 列孔中加入 60 μL 药物原液，混

合后移取 60 μL 至第 3 列孔，以此类推，至第

10 列孔。再向每列孔中分别加入 60 μL 制备好

的菌悬液(1×106 CFU/mL)，再分别加入 0.8 mol/L

山梨糖醇。第 11 孔为阴性对照组，加入 PBS

处理。96 孔板置于 28 °C 恒温培养箱中孵育，

7 d 后测定荆皮癣湿酊对红色毛癣菌的 MIC[8]。 

1.9  酶标仪检测红色毛癣菌细胞内核酸释

放量 
为确认荆皮癣湿酊是否破坏红色毛癣菌

的细胞膜，对细胞内核酸的释放情况进行测

定。用不同浓度的荆皮癣湿酊(1/2 MIC、MIC)

处理红色毛癣菌 ATCC MYA-4438，以 25%氢

氧化钾-乙醇溶液作为阳性对照(可引起细胞完

全渗透)，以 PBS 作为阴性对照。置于 28 °C

恒温培养箱中分别培养 4、24、48 h。每组样

品 3 000 r/min 离心 5 min，将样品上清转移至

96 孔板中，酶标仪测定 OD260。胞内物质释放

率(%)=样品 OD 值/裂解剂 OD 值×100%[8]。 

1.10  流式细胞术检测红色毛癣菌细胞内活

性氧 
取 1 mL 菌悬液(1×106 CFU/mL)与 1 mL MIC

于 6 孔板中混合培养 7 d，并设 PBS 对照组。

收集各组孢子，按照试剂盒说明书加入浓度为

10 μmol/L 的 DCFH-DA，37 °C 孵育 30 min，

期间每隔 3−5 min 颠倒混匀 1 次，使探针和细

胞充分作用。再用 PBS 洗涤细胞 3 次，以去除

未进入细胞内的 DCFH-DA。流式细胞仪检测

DCFH-DA 的 荧 光强度 ， 该值代 表 活性氧

(reactive oxygen species, ROS)水平[11]。 

1.11  酶标仪检测红色毛癣菌 β-1,3-GS、

CS、SQLE、CYP51 酶活性 
取 1 mL 菌悬液(1×106 CFU/mL)与 1 mL 

MIC 于 6 孔板中混合培养 7 d。离心收集真菌，

加入提取液在冰浴中超声提取酶。于 4 °C 下

5 000×g 离心 5 min，收集上清液。严格按照检
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测试剂盒说明书测定 OD450
[8]。 

1.12  qRT-PCR 检测红色毛癣菌特异性基

因转录水平 
(1) 总 RNA 的 提 取 ： 2 mL 菌 液 (1×      

106 CFU/mL)与 2 mL 终浓度为 MIC 的荆皮癣湿

酊混合后于 28 °C 培养 7 d，离心收集菌体，无

菌 PBS 冲洗 3 次后进行总 RNA 的提取，调节

RNA 浓度，使菌体模板量一致。具体操作方法

参照 TRIzol 提取说明书进行[13]。 

(2) 引物的设计与合成：根据 NCBI 基因库

查得所需基因序列，并用 Primer Premier 5.0 软

件设计所需引物，委托上海生工合成引物，各

引物情况见表 1。 

(3) 反转录为 cDNA：按照 TaKaRa 反转录

试剂盒说明书将提取的总 RNA 反转录为

cDNA。在 0.2 mL EP 管中，加入总 RNA 1 µg、

5×DNA Eraser Buffer 2 μL、gDNA Eraser 1 μL，

DEPC-H2O 补足至 10 μL，轻轻混匀后离心。

PCR 仪上 42 °C 加热 2 min，立即冰浴 1 min；

在上述 EP 管中加入 PrimeScript RT Enzyme 

Mix I 1 μL、RT Primer Mix 1 μL、RNase Free 

dH2O 4 μL、 RevertAidTM M-MuLV Reverse- 

Transcniptase 4 μL；37 °C 15 min，85 °C 5 s；

取出上述反应液，即为 cDNA，−80 °C 保存备用。 

(4) 荧光实时定量：采用 Novo® start SYBR 

qPCR SuperMix Plus 试剂盒，按下列组成配制

PCR 反应体系，总反应体系为 10 μL：2×SYBR 

Green mixture 5 μL，上游引物 (10 µmol/L)   

1 μL，下游引物(10 µmol/L) 1 μL，cDNA 1 μL，

无酶水  2 μL。扩增反应在荧光定量 PCR 仪上

进行，反应条件：预变性 95 °C 15 s；退火 50 °C 

15 s；延伸 72 °C 45 s；熔解曲线 (melting 

curve)：60−95 °C，加热速率为 0.1 °C/s。内参

基因为 EF1-α。每个样品均设置 3 个重复，实

验重复 3 次。  

(5) 定量分析：实时荧光定量 PCR 分析分

别测得目的基因 β-1,3-GS、CS、SQLE、CYP51

及内参 EF1-α的 Ct 值，结果取其平均值。基因

转录水平用倍数变化来表示(2−ΔΔCt 法)。 

1.13  HPLC 检测麦角甾醇含量 
用荆皮癣湿酊(MIC)处理菌株 7 d，收集

真菌细胞，每个样品重 0.2 g，加入裂解剂(25%

氢氧化钾-乙醇溶液)涡旋 1 min，85 °C 水浴

孵皂化 1 h，每隔 15 min 振荡 1 次。将 1 mL

无菌蒸馏水和 3 mL 正庚烷的混合均匀以提

取甾醇，剧烈涡旋 3 min。醚层于 60 °C 水浴

挥发干即得未皂化脂。将未皂化脂溶于甲醇

中，0.45 µm 微孔滤膜过滤，进行 HPLC 分析。

色谱条件：Agilent TC-C18 色谱柱 (4.6 mm× 

250 mm，5 µm)；流动相：甲醇；检测波长：

282 nm；柱温：室温；流速：1.0 mL/min；

进样量：10 µL。对照品配制：0.22 mg 麦角

甾醇溶于 2 mL 甲醇中，超声溶解得 110 mg/L

麦角甾醇标准品溶液 [8]。  

 
表 1  各引物序列表 
Table 1  The primer sequences 

Gene Length (bp) Forward primer (5′→3′) Reverse primer (5′→3′) 

EF1-α 193 ATTGAGGCCTCCACCAACTG CGACTGGCACAGTTCCGATA 

β-1,3-GS 98 AACGTGTTGCGTGGGATAGT AGTGCGAGGAGAGTGGTTTG 

CS 85 TGACAAGAACGGTCAGGGAC GTTTGCAGTGAAGACGCCTG 

SQLE 123 GACCAAGGCCGTTTCTACCA GCATAACCATCCGCGACAAC 

CYP51 91 CTGGGCAAGAAGACGACTGT AGACATCCTCTGCGCAAACA 
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1.14  统计学分析 
实验重复进行 3 次，计算几何平均值。所

有数据采用 SPSS 26.0 软件进行统计分析。数

据用平均值±标准差( x ±s)表示。差异比较采用

单因素方法分析进行比较，P<0.05 为差异具有

统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌标准菌株的

MIC 
荆皮癣湿酊对红色毛癣菌标准菌株的 MIC

为药物原液浓度的 1/8，提示其具有一定的抗菌

能力。 

2.2  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌孢子萌发的

影响 
与空白对照组相比，荆皮癣湿酊显著抑制

红色毛癣菌的孢子萌发，且呈剂量依赖性增强，

差异具有统计学意义(P<0.01) (图 1)。 

2.3  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌菌丝生长的

影响 
空白对照组的红色毛癣菌生长良好，可见

大量密集交织、有分隔的菌丝，有较多分枝， 

 

 
 

图 1  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌孢子萌发的影响 
Figure 1  Effects of wet JPXT on spore germination 
of Trichophyton rubrum. **: P<0.01. 

小分子孢子侧生于菌丝两侧，偶见大分生孢

子。荆皮癣湿酊(1/2 MIC、MIC)处理后，随着

浓度递增，菌丝生成逐渐减少，分布更加稀

疏，形态更为松散(图 2)。 

2.4  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌细胞壁的

影响 
通过山梨糖醇(sorbitol)保护试验来评价荆

皮癣湿酊对红色毛癣菌细胞壁的作用。结果表

明(表 2)，与不加山梨糖醇相比，加入 0.8 mol/L

山梨糖醇后，荆皮癣湿酊对红色毛癣菌的 MIC

没有发生变化，说明荆皮癣湿酊对红色毛癣菌

细胞壁没有破坏作用。 
 

 
 

图 2  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌菌丝生长的影响

(400×, 200×) 
Figure 2  Effects of JPXT on the growth of 
Trichophyton rubrum mycelium (400×, 200×). 
 

表 2  山梨糖醇 (0.8 mol/L)存在或不存在时对

JPXT 抗红色毛癣菌 MIC 的影响 
Table 2  The MIC of JPXT against Trichophyton 
rubrum in the absence or presence of sorbitol    
(0.8 mol/L)  
Group  MIC 

Control  Grow well (T. rubrum)  

JPXT Sorbitol (−) 1/8 MIC  

 Sorbitol (+) 1/8 MIC  
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2.5  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌细胞内核酸

含量的影响 
如图 3 所示，与空白对照组相比，荆皮癣

湿酊(1/2 MIC、MIC)处理红色毛癣菌 4 h 后，

核酸释放量没有明显差异；但当荆皮癣湿酊分

别干预 24 h 和 48 h 时，真菌细胞内核酸释放量

明显增加，且呈剂量依赖性，差异具有统计学

意义(P<0.05; P<0.01)。 

2.6  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌细胞内活性

氧水平的影响 
与空白对照组相比，荆皮癣湿酊(MIC)干预

后，红色毛癣菌细胞内 ROS 水平明显提高，差

异具有统计学意义(P<0.001) (图 4)。 

2.7  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌内相关酶的

活性的影响 
如图 5 所示，与空白对照组相比，荆皮癣

湿酊(MIC)处理的红色毛癣菌细胞内 β-(1,3)-D-

葡聚糖合成酶、几丁质合成酶活性没有明显变

化，而 SQLE 及 CYP51 酶活性明显下降，差异

具有统计学意义(P<0.001)。 

2.8  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌特异性基因

表达水平的影响 
qRT-PCR 结果显示，与空白对照组相比，

经荆皮癣湿酊(MIC)处理后，β-1,3-GS、CS 基因

的 mRNA 水平没有发生明显变化，而 SQLE 及

CYP51 基因的 mRNA 水平明显下调，差异具有

统计学意义(P<0.001) (图 6)。 

2.9  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌麦角甾醇含

量的影响 
HPLC 结果显示(表 3)，与空白对照组相

比，荆皮癣湿酊(MIC)处理后菌丝中麦角甾醇含

量显著降低，差异具有统计学意义(P<0.001)。 

3  讨论与结论 

皮肤癣菌病是皮肤科常见的浅部真菌感染

病，虽然不具有致死性，但严重影响患者的生 

 
 

 
 

 
 

图 3  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌细胞内核酸含量

的影响 
Figure 3  Effects of JPXT on nucleic acid content in 
Trichophyton rubrum. Changes of nucleic acid content 
in T. rubrum cells treated by JPXT for 4 h (A), 24 h 
(B), 48 h (C). *: P<0.05; **: P<0.01; ns: P>0.05.  
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图 4  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌细胞内 ROS 水平

的影响 
Figure 4  Effects of JPXT on intracellular ROS 
levels in Trichophyton rubrum. ***: P<0.001. 

活质量。目前虽然开发了很多不同作用靶标的

抗真菌药物，但长期用药所引起的毒副作用以

及耐药性问题却不容忽视。临床常见药物如多

烯类抗真菌药物对机体具有发热、肾毒性等毒

副作用[14]。烯丙胺类抗菌药物有胃肠道反应和

一定的肝毒性，严重者甚至会导致肝硬化，特

比萘芬是治疗皮肤癣菌病的烯丙胺类代表药

物，长期使用会引起角鲨烯环氧酶靶基因的点

突变，导致耐药性的产生，这涉及到麦角甾醇

合成通路中复杂的酶促反应及基因调控[15]。唑

类抗真菌药物由于经肝脏代谢，也具有一定的

肝毒性[16]。因此，研发安全、高效的抗癣病药

物具有积极意义。 

 

 
 

图 5  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌内相关酶的活性的影响 

Figure 5  Effects of JPXT on the activities of related enzymes in Trichophyton rubrum. A: Chitin synthetase 
activity. B: β-1,3-glucan synthase activity. C: CYP51 activity. D: SQLE activity. ***: P<0.001; ns: P>0.05. 
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图 6  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌特异性基因表达

水平的影响 
Figure 6  Effects of JPXT on the expression levels 
of Trichophyton rubrum-specific genes. ***: 
P<0.001; ns: P>0.05. 
 
表 3  荆皮癣湿酊对红色毛癣菌菌丝中麦角甾醇

含量变化的影响 
Table 3  Effects of JPXT on ergosterol content in 
mycelium of Trichophyton rubrum 
Groups Sample weight  

(g) 

Ergosterol content in mycelium  

(ng/mL) 

Control 0.2 1 956.72±0.44 

JPXT 0.2 7.64±0.02*** 
***: P<0.001. 

 

红色毛癣菌是引起皮肤癣菌病的主要病原

体，本研究结果表明，中药制剂荆皮癣湿酊对

红色毛癣菌有显著抑制作用。荆皮癣湿酊是由

土荆皮、蛇床子、苦参、百部等多味中药组成

的中药复方制剂，其中，土荆皮具有祛风除湿、

杀虫止痒的功效，主要用于疥癣瘙痒[17]。蛇床

子对红色毛癣菌、新型隐球菌、镰刀菌、白念

珠菌、曲霉菌等临床分离的病原真菌均有抑制

作用[18]；蛇床子的水提物和醇提物对红色毛癣

菌均有显著的抑制作用，抗菌效果呈剂量依赖

性[19]，并且蛇床子常与苦参、黄柏、樟脑等中

药联合使用，采用水煎剂和酊剂，通过熏蒸和

湿敷的方式可治疗顽固性皮肤瘙痒、湿疹和浅

表真菌感染[20]。本研究结果证实，由上述各种

药物配伍而成的荆皮癣湿酊显示出对红色毛癣

菌的良好干预效应。与单一的抑菌或杀菌作用

不同，中药复方制剂将抗菌、免疫调节、提高

机体抗感染能力等作用多方面组合，并降低药

物对人体的毒副作用。 

真菌分生孢子通常附着在宿主角化组织的

上皮细胞上，萌发并侵入角质层[21]。菌丝可加

剧损伤并穿透更深的角化组织，是人和动物产

生皮肤癣菌病的主要原因。本研究发现，荆皮

癣湿酊通过抑制分生孢子萌发和菌丝生长以及

破坏菌丝形态来抑制红色毛癣菌的活性。 

常见抗真菌药物的作用机制主要在于破坏

细胞壁完整性，影响细胞膜，干扰胞内核酸及

蛋白质合成等方面[22-23]。真菌细胞壁作为一种

动态结构，可保护真菌菌体免受外部渗透冲击，

维持细胞固有形态，使细胞可以进行正常的代

谢和离子交换。在没有添加渗透稳定剂山梨糖

醇的情况下，作用于真菌细胞壁的药物能够破

坏细胞壁，但当添加山梨糖醇时，可一定程度

上增强细胞壁的稳定性[24]，因此，通过作用于

细胞壁的抗真菌药物的 MIC 值应有所升高。但

在本研究中，山梨糖醇保护试验结果显示，当

存在山梨糖醇时，荆皮癣湿酊对红色毛癣菌的

MIC 值并没有升高，初步表明荆皮癣湿酊没有

破坏红色毛癣菌细胞壁。 

β-(1,3)-D-葡聚糖作为真菌细胞壁的重要

组成部分，不仅构成真菌细胞的骨架，维持细

胞的形态，也参与维持细胞渗透压的平衡与稳

定，在细胞生长过程中发挥重要作用[25]。抑制

β-(1,3)-D-葡聚糖合成酶的活性，会阻碍葡聚糖

的合成，破坏真菌的细胞壁结构，进而导致细

胞裂解死亡。几丁质是真菌细胞壁的另一重要

组成部分，也参与保持细胞壁结构和功能的完

整性，其生物合成可被几丁质合成酶激活[26]。

抗真菌药物可下调几丁质合酶的表达，致使细
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胞壁损伤[27]。由于 β-(1,3)-D-葡聚糖和几丁质是

真菌细胞壁是不可或缺的成分，而哺乳动物的

细胞没有细胞壁，因此抑制 β-(1,3)-D-葡聚糖或

几丁质的生物合成不会对人体造成严重的不

良反应，这也因此成为目前抗真菌药物的研发

策略之一[28]。但在本研究中，荆皮癣湿酊对红

色毛癣菌的 β-(1,3)-D-葡聚糖合成酶和几丁质

合成酶的活性和 mRNA 的表达水平均没有明

显影响，因此，结合上述的山梨糖醇保护试验

结果，进一步充分表明荆皮癣湿酊没有作用于

真菌细胞壁，而是通过其他机制来发挥抗真菌

作用的。 

真菌细胞膜是由脂质双分子层组成的动态

结构，其中嵌入了多种酶和转运蛋白，其完整

性是真菌细胞正常生长与新陈代谢的保障。麦

角甾醇是一种真菌细胞膜的脂质类固醇，与磷

脂共同调节细胞膜的流动性、渗透性以及膜结

合酶活性，影响细胞内外物质运输与交换。多

烯类抗真菌药物如两性霉素 B 是目前最有效的

抗侵袭性真菌感染药物之一，在真菌细胞膜中

结合麦角甾醇而形成微孔，破坏细胞膜完整性，

导致细胞内容物质流出，最终引起细胞死亡[29]。

细胞内容物的释放率是评价细胞膜完整性的重

要指标，本研究结果表明，在荆皮癣湿酊处理

24 h 和 48 h 后，红色毛癣菌胞内核酸渗漏水平

显著升高，提示荆皮癣湿酊可能影响细胞膜的

通透性。 

麦角甾醇是真菌细胞膜的重要组分，因

此，针对麦角甾醇或 /及其生物合成途径的抗

真菌疗法已成为研究热点 [30]。角鲨烯环氧酶

和 14α-去甲基化酶是麦角甾醇合成途径中的

关键酶，可通过抑制麦角甾醇的生物合成来

发挥药物的抗真菌作用 [31]。本研究中，荆皮

癣湿酊明显降低角鲨烯环氧酶和 14α-去甲基

化酶酶的活性。由于插入磷脂之间的甾醇可

以调节真菌细胞膜的流动性，当麦角甾醇含

量降低时，细胞膜的完整性和功能会受到影

响。本研究观察到，不同浓度的荆皮癣湿酊

处理后，麦角甾醇的含量显著降低，提示荆

皮癣湿酊能够减少麦角甾醇的生物合成。上

述结果表明，荆皮癣湿酊可通过抑制麦角甾

醇的生物合成，损伤细胞膜的结构与完整性

来发挥抗真菌作用。  

ROS 不仅与细胞凋亡密切相关，还会不同

程度损害细胞的蛋白质、脂质以及 DNA。ROS

的大量蓄积可通过细胞内一系列氧化应激级联

反应引起膜脂质过氧化，导致细胞膜功能与完

整性的破坏，最终致使细胞死亡[32-33]。本研究

中对荆皮癣湿酊处理前后红色毛癣菌细胞内的

ROS 水平进行了比较，结果显示，与空白对照

组相比，经荆皮癣湿酊处理后的细胞中 ROS 水

平有明显的提升。表明荆皮癣湿酊可以通过氧

化损伤机制发挥抗真菌作用。 

综合上述研究结果表明，荆皮癣湿酊可能

通过破坏细胞膜的完整性、提高细胞氧化应激

水平、影响胞内物质合成来发挥抗真菌作用，

为荆皮癣湿酊治疗红色毛癣菌引起的皮肤癣菌

病提供了理论支持。 
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