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塞克硝唑苯甲酸酯是抗阿米巴尧 贾第虫尧 阴道毛
滴虫以及厌氧菌有效药物塞克硝唑的衍生物袁 化学名
为 1鄄渊2鄄羟丙基冤鄄2鄄甲基鄄5鄄硝基咪唑苯甲酸酯袁 迄今未
见有关塞克硝唑苯甲酸酯的研究报道遥 塞克硝唑口服
给药易产生金属异味尧 胃肠道功能紊乱尧 恶心尧 呕吐
等不良反应遥 为降低其不良反应袁 对其进行前药修饰
后制备了塞克硝唑苯甲酸酯袁 以降低口服给药的胃肠
道反应袁 提高患者服药的依从性遥 本研究旨在观察塞

克硝唑苯甲酸酯体外抗阴道毛滴虫 渊Trichomonas
vaginalis冤 作用袁 为体内实验研究提供依据遥 此外袁
四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法 渊MTT法冤 测定
阴道毛滴虫体外增殖时袁 因本底干扰大而存在诸多争
议咱1袁2暂袁 本研究试图改进 MTT测定法袁 使之可应用于
阴道毛滴虫体外增殖的测定遥

材料与方法

1 主要试剂及仪器

塞克硝唑 渊批号为 200509F04冤 购自湖南九典制

渊Department of Pharmaceutical Engineering袁 Hefei University of Technology袁 Hefei 230009袁 China冤
揖Abstract铱 Objective To research the trichomonacidal effect of secnidazole benzoate in vitro. Methods

Trichomonas vaginalis was cultured in liver extract medium in 96鄄well microplate. The culture suspension of Trichomonas
vaginalis was divided into four groups: secnidazole benzoate, secnidazole, metronidazole and control, with medium as blank
control. MTT colorimetric assay was applied to determine the inhibitory effect of secnidazole benzoate on the proliferation
of Trichomonas vaginalis. The culture suspension was transfered into test tubes and divided into same groups to observe
inhibitory effect by the classical microscopic counting method. Results After 24 h incubation, the proliferation of the
parasites was concentration鄄dependent by secnidazole benzoate 渊 t =9.02, P<0.01冤 at the concentration ranges from 0.15
滋g/ml to 20.0 滋g/ml with a relative inhibition rate 渊%冤 of 14.6袁 28.7袁 31.3袁 60.4袁 89.0袁 89.2袁 95.6袁 and 100.0 for
MTT colorimetric assay, and 18.2袁 31.1袁 39.7袁 68.8袁 84.6袁 90.1袁 94.6袁 and 100.0 for counting method袁 respectively. In
the period of 6-24 h incubation, the inhibition was in a time鄄dependent manner. The minimum sterilizing concentration
and the minimum inhibitory concentration were 20 滋g/ml and 0.15 滋g/ml respectively. Conclusion Secnidazole benzoate
shows a similar trichomonacidal effect to metronidazole and secnidazole.
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揖摘要铱 目的 研究塞克硝唑苯甲酸酯体外抗阴道毛滴虫的效果遥 方法 以肝浸汤培养基培养阴道毛滴虫袁 将滴
虫混悬液接种于 96孔培养板中袁 分塞克硝唑苯甲酸酯组尧 塞克硝唑组尧 甲硝唑组尧 不加药物的对照组及空白组袁 通过
四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法 渊MTT法冤 观察塞克硝唑苯甲酸酯的体外抗滴虫效果遥 另将滴虫混悬液接种于试管
中袁 分塞克硝唑苯甲酸酯组尧 塞克硝唑组尧 甲硝唑组和不加药物的对照组袁 通过计数法观察塞克硝唑苯甲酸酯的体外
抗滴虫效果遥 结果 培养 24 h后袁 塞克硝唑苯甲酸酯浓度为 0.15尧 0.31尧 0.63尧 1.25尧 2.50尧 5.00尧 10.0及 20.0 滋g/ml
时呈浓度依赖性地抑制滴虫增殖 渊t=9.02, P<0.01冤袁 MTT法相对抑制率分别为 14.6%尧 28.7%尧 31.3%尧 60.4%尧 89.0%尧
89.2%尧 95.6%和 100%曰 计数法相对抑制率分别为 18.2%尧 31.1%尧 39.7%尧 68.8%尧 84.6%尧 90.1%尧 94.6%和 100%遥 培养
6耀24 h袁 呈时间依赖性地抑制滴虫增殖遥 体外抗阴道毛滴虫的最低杀灭浓度为 20 滋g/ml袁 最低抑制浓度为 0.15 滋g/ml遥
结论 塞克硝唑苯甲酸酯具有较强的体外抗滴虫效果遥
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药公司袁 甲硝唑 渊批号为 07022801冤 购自上海邦成
化工有限公司袁 塞克硝唑苯甲酸酯由合肥工业大学
化工学院生物化工研究所提供袁 噻唑蓝 渊MTT冤 购
自合肥志宏生物有限公司袁 小牛血清 渊批号为
070707冤 购自杭州四季青生物工程有限公司袁 二甲
基亚砜 渊分析纯袁 批号为 30070401冤 购自上海金山
亭新化工试剂厂袁 倒置显微镜 渊XDS冤 为重庆光电
仪器有限公司产品袁 酶标仪 渊318冤 为上海三科仪器
有限公司产品袁 二氧化碳培养箱 渊HH.CP鄄TW 型冤
及净化工作台 渊SW鄄CJ鄄1F型冤 均为上海一恒科技有
限公司产品袁 冷冻离心机 渊DL鄄4000B型冤 为上海安
亭科学仪器厂产品遥

2 实验虫种

在安徽医科大学附属医院门诊采集滴虫性阴道

炎患者阴道分泌物袁 接种于无菌肝浸汤培养基 渊含
10%小牛血清及青霉素尧 链霉素各 2万单位冤 中咱3暂袁
37 益温箱培养袁 每隔 48耀72 h转种传代袁 经 3代传
代培养袁 获得无菌阴道毛滴虫混悬液遥 稳定 1周后
进行实验观察遥

3 MTT法检测塞克硝唑苯甲酸酯抗滴虫作用
取对数生长期的阴道毛滴虫袁 用肝浸汤培养液调

整滴虫浓度至 2伊105个/ml遥 实验分塞克硝唑苯甲酸酯
组尧 塞克硝唑组尧 甲硝唑组尧 不加药物的对照组 渊培
养板孔中加滴虫冤 和空白组 渊培养板孔中不加滴虫冤袁
每组各 9个药物浓度, 每个药物组尧 对照组及空白组
均设 4个复孔遥 取滴虫混悬液袁 接种于 96孔培养板
中袁 每孔 150 滋l袁 每孔加入 50 滋l不同浓度的药物袁
药物终浓度分别为 0.15尧 0.31尧 0.63尧 1.25尧 2.5尧 5.0尧
10.0尧 20.0和 40.0 滋g/ml遥 培养板置 37 益 5% CO2 培
养箱中温育 24 h后袁 取出培养板袁 4 益 1 000伊g离心
10 min袁 轻轻吸弃上清液 180滋l袁 立即加入 180滋l无菌
生理盐水和 30 滋l MTT溶液 渊5 mg/ml磷酸盐缓冲液
配制冤袁 置 37 益 5% CO2培养箱中温育 4 h后袁 4 益
1 000伊g离心 10 min袁 轻轻吸弃上清液袁 每孔加二甲
基亚砜 150滋l袁 在震荡器上震荡 10 min 后袁 用酶标仪
测定各孔的吸光度 渊A 490值冤袁 计算相对抑制率咱4暂遥 相
对抑制率越咱渊对照组 A 490-加药组 A 490冤/渊对照组 A 490-空
白组 A 490冤暂伊100豫遥
对阴道毛滴虫有抑制作用渊P<0.05冤的药物最低质

量浓度为该药对阴道毛滴虫的最低抑制浓度曰 对阴道
毛滴虫有 100%杀灭作用的药物最低质量浓度为该药
对阴道毛滴虫的最低杀灭浓度袁 虫体完整且活动袁 表
示无杀灭作用曰 虫体破碎或无虫体袁 表示有杀灭作用遥

鉴于肝浸汤培养液能显著促进 MTT 还原而增
大本底干扰袁 本实验对 MTT显色法稍作改进袁 即在
培养板孔中加 MTT溶液前袁 先离心吸弃上清培养液袁
补加生理盐水袁 再加 MTT温育显色袁 从而消除本底
干扰遥

4 计数法观察塞克硝唑苯甲酸酯抗滴虫作用

取对数生长期的阴道毛滴虫袁 用肝浸汤培养液调
整滴虫浓度至 1.7伊105个/ml遥 实验分塞克硝唑苯甲酸
酯组尧 塞克硝唑组尧 甲硝唑组和不加药物的对照组遥
每组各 9个药物浓度袁 每个浓度 2管袁 对照组 2管袁
平行实验 3次遥 取滴虫混悬液袁 接种于试管中袁 每管
2 ml袁 每管加入0.5 ml不同浓度的药物袁 药物终浓度分
别为 0.15尧 0.31尧 0.63尧 1.25尧 2.5尧 5.0尧 10.0尧 20.0
和 40.0 滋g/ml遥 将实验组与对照组置 37 益培养箱中培
养袁 分别于培养后 6尧 12和 24 h袁 吸取各管虫液袁 在
倒置显微镜下观察袁 血球计数板计数遥 以虫体变圆尧
结构模糊尧 胞质内出现空泡尧 鞭毛与波动膜不活动甚
至缺少判为死亡遥 计算各管滴虫浓度袁 按以下公式计
算相对抑制率遥 相对抑制率越咱渊对照组滴虫浓度-加
药组滴虫浓度冤/对照组滴虫浓度暂伊100豫

5 统计学分析

用 SPSS10.0统计软件进行统计学分析袁 实验结
果均用 x依s 表示袁 组间比较采用 t检验遥 采用 DAS2.0
软件计算半数有效抑制浓度 渊EC50冤遥

结 果

1 MTT法检测塞克硝唑苯甲酸酯尧 塞克硝唑和甲硝
唑抑杀滴虫作用

研究结果表明袁 滴虫数量在 2伊104耀2伊105范围内袁
滴虫数与 A 490值之间呈现良好的线性关系遥 因此袁 在线
性范围内袁 可以通过 A 490值的大小判断滴虫的增殖数量遥
与对照组比较袁 在一定的浓度范围内袁 甲硝唑 渊0.63耀
20.0滋g/ml冤尧 塞克硝唑 渊0.63耀20.0 滋g/ml冤尧 塞克硝唑苯
甲酸酯 渊0.15耀20.0 滋g/ml冤 均呈浓度依赖性抑制滴虫的
增殖 渊P<0.01冤遥 在低浓度范围内 渊0.15耀2.5 滋g/ml冤袁
塞克硝唑苯甲酸酯抑制滴虫增殖的作用强于同浓度的

甲硝唑 渊 t=2.351耀7.592袁 P<0.05冤及塞克硝唑渊t越
2.773耀7.560袁 P<0.05冤 渊表 1冤遥

塞克硝唑苯甲酸酯尧 塞克硝唑和甲硝唑最低杀灭浓
度均为 20.0 滋g/ml袁 最低抑制浓度分别为 0.15尧 0.63和
0.63滋g/ml遥 经 DAS2.0软件计算塞克硝唑苯甲酸酯尧 塞
克硝唑和甲硝唑的EC50分别为 0.85尧 1.31和 1.42滋g/ml遥
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组别Group
甲硝唑Metronidazole

塞克硝唑Secnidazole

塞克硝唑
苯甲酸酯Secnidazolebenzoate

表 2 计数法检测不同作用时间下 3种药物抑杀滴虫的作用渊x依s袁n=3冤
Table 2 Trichomonacidal effect of the three drugs determined by

microscopic counting method 渊x依s袁n=3冤

6 h
12.63依4.78
21.42依1.08
25.46依3.53
24.59依5.30
31.91依3.84
33.49依5.39
40.52依2.79
38.96依5.24
44.86依9.43

8.55依4.83
11.97依6.04
19.23依0.60
32.05依4.23
34.62依4.23

47.44依11.48
61.11依5.44
78.21依1.81
81.62依3.02

6.06依0.46
7.87依2.32

10.49依6.96
10.16依14.84
15.08依12.52

18.69依3.71
28.85依2.32
27.21依3.71
49.84依2.32

12 h
18.52依2.96
20.64依3.75
28.75依3.25
32.49依5.05
43.12依2.61
45.86依1.47
55.42依2.13
63.85依3.53
79.66依6.4怨
9.65依4.55

13.61依0.35
22.03依3.15
39.11依3.50
46.04依6.30
70.05依1.05
88.61依3.50
95.30依1.75
96.29依0.35
9.90依13.12

19.18依0.58
23.51依6.71
43.51依4.67
45.15依4.08
49.48依13.12
48.45依2.33
62.68依10.79
83.51依1.75

24 h
10.80依3.67
16.96依7.28
35.89依1.54
50.15依5.27
59.24依5.83
78.43依10.77
91.13依2.41
100.0
100.0

6.99依5.20
15.07依2.60
36.58依8.58
56.80依5.46
74.63依3.12
93.38依0.52
97.43依1.04
100.0
100.0
18.22依2.42银#

31.07依3.85银银#

39.72依1.54#

68.77依0.99银##

84.58依0.66银银##

90.11依2.97
94.63依2.31
100.0
100.0

药物浓度Drug concentration渊滋g/ml冤
0.15
0.31
0.63
1.25
2.50
5.00

10.00
20.00
40.00
0.15
0.31
0.63
1.25
2.50
5.00

10.00
20.00
40.00
0.15
0.31
0.63
1.25
2.50
5.00

10.00
20.00
40.00

相对抑制率Relative inhibition rate渊%冤

注院 与相同浓度甲硝唑比较袁 # P<0.05袁 ## P<0.01曰 与相同浓度塞
克硝唑组比较袁 银 P<0.05袁 银银 P<0.01遥
Note院 # P<0.05袁 ## P<0.01 as compared with equal concentration of
metronidazole曰 银 P<0.05袁 银银 P<0.01 as compared with equal
concentration of secnidazole.

2 计数法检测塞克硝唑苯甲酸酯尧 塞克硝唑和甲硝
唑抑杀滴虫作用

显微镜下观察袁 对照组各时间点均可见梨形或椭
圆形虫体袁 运动活跃袁 前鞭毛和体侧的波动膜清晰可
见遥 培养 24 h后袁 在一定的浓度范围内袁 甲硝唑组
渊0.63耀20.0 滋g/ml冤尧 塞克硝唑组渊0.63耀20.0 滋g/ml冤和
塞克硝唑苯甲酸酯组渊0.15耀20.0 滋g/ml冤均有抑制滴虫
增殖的作用袁 且呈浓度依赖性 渊P<0.01冤遥 此外袁 培养
24 h后袁 在低浓度范围渊0.15耀2.5 滋g/ml冤内袁 塞克硝唑
苯甲酸酯对滴虫的抑制作用强于相同浓度的甲硝唑
渊t=3.376耀8.638袁 P<0.05冤及塞克硝唑渊t=3.391耀5.404袁
P<0.05冤曰 在 5.0耀40.0 滋g/ml的浓度范围内袁 3药抑制
滴虫增殖的效果差异无统计学意义 渊表 2冤遥
培养 24 h后袁 当药物浓度达到 20.0 滋g/ml时袁 镜

检均未见活虫体袁 转种培养 48 h观察袁 仍未见活动
虫体袁 表明滴虫在此浓度下全部死亡遥 故塞克硝唑苯甲
酸酯尧 塞克硝唑和甲硝唑最低杀灭浓度均为 20 滋g/ml袁

最低有效抑制浓度分别为 0.15尧 0.63和 0.63 滋g/ml遥
培养 24 h后袁 塞克硝唑苯甲酸酯尧 塞克硝唑和

甲硝唑的 EC50分别为 0.73尧 1.00 和 1.33 滋g/ml遥
在 6耀24 h的培养期内袁 以及在同一药物浓度的

条件下袁 塞克硝唑苯甲酸酯对滴虫增殖的抑制作用随
着药物作用时间的延长而增强袁 呈明显的时间依赖性遥
甲硝唑和塞克硝唑的作用也呈明显的时间依赖性遥

讨 论

塞克硝唑是市售抗滴虫有效药物遥 本研究比较塞
克硝唑苯甲酸酯尧 甲硝唑和塞克硝唑体外抗滴虫效
果袁 结果表明袁 在 0.15耀20.0 滋g/ml浓度范围内和 6耀
24 h的培养期内袁 塞克硝唑苯甲酸酯体外抗滴虫的效
果与塞克硝唑尧 甲硝唑基本相似遥 塞克硝唑苯甲酸酯有
望成为临床上治疗滴虫性阴道炎较理想的新药遥
据文献报道袁 甲硝唑和塞克硝唑对阴道毛滴虫的

表 1 MTT 法检测 3种药物抑杀滴虫的作用渊x依s袁 n=4冤
Table 1 Trichomonacidal effect of the three drugs determined by

MTT colorimetric assay渊x依s袁 n=4冤

注院 与相同浓度甲硝唑比较袁 # P<0.05袁 ## P<0.01曰 与相同浓度塞
克硝唑组比较袁 银 P<0.05袁 银银 P<0.01遥
Note院 # P<0.05袁 ## P<0.01 as compared with equal concentration of
metronidazole曰 银 P<0.05袁 银银 P<0.01 as compared with equal
concentration of secnidazole.

组别Group
甲硝唑Metronidazole

塞克硝唑Secnidazole

塞克硝唑苯甲酸酯Secnidazole benzoate

药物浓度Drug concentration渊滋g/ml冤
0.15
0.31
0.63
1.25
2.50
5.00

10.00
20.00
40.00
0.15
0.31
0.63
1.25
2.50
5.00

10.00
20.00
40.00
0.15
0.31
0.63
1.25
2.50
5.00

10.00
20.00
40.00

相对抑制率Relative inhibition rate渊%冤
9.4依2.97

14.31依4.86
28.85依0.65
48.56依2.08
58.64依7.89
82.82依6.05
92.50依3.64

100.0
100.0

8.72依1.08
13.52依10.67
25.08依4.02
50.72依1.33
66.86依5.71
89.16依0.65
92.73依1.73

100.0
100.0

14.55依3.22银#

28.71依2.47银#

31.30依1.98银#

60.42依6.78银#

88.99依1.29银银##

89.16依0.26
95.62依1.51

100.0
100.0
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最低抑制浓度值分别为 0.6和 0.7 滋g/ml 咱5暂袁 本实验中
甲硝唑和塞克硝唑的最低抑制浓度均为 0.63 滋g/ml袁
与文献报道结果相近遥 在培养初期渊6耀12 h冤袁 塞克硝
唑苯甲酸酯对滴虫的抑杀作用明显弱于相同浓度的塞

克硝唑曰 当培养时间达到 24 h后袁 两药作用效果趋于一
致曰 在培养 24 h后袁 低浓度渊0.15耀2.5 滋g/ml冤时袁 塞克
硝唑苯甲酸酯对滴虫的抑制作用强于相同浓度的塞

克硝唑渊P<0.05冤遥 出现该现象的可能原因为塞克硝唑
苯甲酸酯是塞克硝唑的酯化衍生物渊即前药冤袁 前药需
在生物体内经生物转化成母体药物而发挥作用袁 故相
对母体药物而言袁 前药在生物体内产生生物效应会出
现滞后现象袁 因此袁 在培养初期渊6耀12 h冤袁 塞克硝唑
苯甲酸酯对滴虫的抑杀作用明显弱于相同浓度的塞克

硝唑遥 另一方面袁 塞克硝唑酯化后脂溶性大大增强袁
有利于塞克硝唑苯甲酸酯通过被动扩散透过虫体生物

膜的脂质屏障层咱6暂袁 从而更易于在滴虫体内富集袁 因
此塞克硝唑苯甲酸酯的最低抑制浓度比塞克硝唑低遥
有关阴道毛滴虫体外增殖的测定方法主要有

MTT法和记数法遥 MTT法咱7暂被广泛应用于细胞增殖和
细胞毒性的检测袁 该法在一定程度上避免了人工计数
的主观性和较大的工作量袁 且能较好地反映药物剂
量鄄效应之间的关系遥 田春林等咱1暂报道可采用 MTT法
测定阴道毛滴虫的药物敏感性袁 而张静等咱2暂报道用
MTT法测定阴道毛滴虫增殖时袁 本底干扰大尧 视野
透光性差遥 依据文献报道袁 MTT法在测定阴道毛滴
虫的增殖实验中袁 培养液也能使 MTT显色袁 故在本
研究中对该法作适当修改袁 即在加入 MTT前先吸弃
上清培养液袁 补加生理盐水袁 再采用 MTT显色法测

定滴虫的增殖袁 从而避免了培养液的干扰遥 MTT法
检测结果与计数法实验结果基本一致遥 说明经改进的
MTT法可用于阴道毛滴虫体外增殖的测定遥
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