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中文摘要

        1放线菌1146活性代谢产物的跟踪分离及结构鉴定

    微生物是许多活性天然产物的重要来源。微生物代谢产物化学结构多样性和复

杂性对发现新药有重要价值。寻找具有特殊生物活性的微生物代谢物是一项有意

义的工作。

    本实验选用我国边远地区土壤放线菌n46菌，筛选具有选择性抑制K562细

胞生长的微生物代谢物。通过九种培养基发酵对比筛选培养基，菌种大规模发酵、

乙酸乙酷提取、正反相硅胶柱层析和高效液相色谱等方法，进行代谢产物活性跟

踪分离。对分离得到的化合物结合理化性质、质谱数据和核磁共振数据进行结构

鉴定，推断化合物的结构。

    通过九种培养基发酵对比，挑选出第四号培养，菌种大规模发酵，提取物采用

活性跟踪分离手段，分离出一种主要活性成分，经结构鉴定为放线菌素D。另外

还对其它成分进行了分离、鉴定，分别得到大豆素、染料木素和苯乙酞胺。

关键词:土壤放线菌;有效成分;分离;结构鉴定

                  n 算麻药材质量研究

  尊麻(分tlcaL.)为尊麻科、尊麻属植物，具有抗炎、镇痛及抑制前列腺增生

等药理活性，研究发现其很多药理作用可归于水溶性多糖成分。关于尊麻的质量

控制尚无明确定性、定量指标，为了更好地开展对尊麻的开发和利用，我们对尊

麻药材的质量标准进行了研究。

  本实验对不同产地尊麻 (内蒙、贵州、湖南)的多糖含量进行比较，对贵州尊

麻根药材按药典对其进行各项目检测 (水分、水溶性浸出物、总灰分和酸不溶性

灰分、重金属含量)，并对贵州尊麻多糖抗炎活性进行研究，

  不同产地尊麻根多糖含量对比结果表明贵州尊麻根多糖含量最高为60.45%;贵

州尊麻根药材各项目检测其中水分含量为7.1%，水溶性浸出物含量为8.6%，总灰
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分含量为n，7%，酸不溶性灰分含量为1.7%，重金属含量不超过0.03喻;尊麻多

糖抗炎活性研究结果显示尊麻多糖对角叉菜胶引起的急性炎症过程具有明显的抑

制作用，并呈剂量效应关系。

关键词:尊麻;多糖;抗炎;角叉菜胶
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ABSTRACT

IIsulationandStructureIdenti6cationofActiveComPoundsfromSoil

Actionmycetesll46

    Microorg俪sInSareanimPortantresourceforbiof0gicalcomPounds.ThestructUral

diversityalldcomPI骊tyof而crobialsecondarymetaboIitesPlayani111PortaIltroIein

exPloitationfordrugsdeVdoPInent.Thediscovery ofactivemetabolitesisameam ngful

Work.

    InthisPaPerweis0latedactivecon1Pollndsfron1soilactinol11ycete No.1146

collectedinYunnanPorvinceforsuPPressiononK562cellgrowth.Firsilywecon1Pared

ninedi月七rentcunuremediaandselectedNo.4mediumforfe功lentationinlargevolume

andthefe门1entat1onbrothwasextracted withethylacetateandseParatedbysilcagel

column chromatograPhyandRPHPLC.StrUcturesofthesecomPoundswerefurther

identifiedbyPhysicochenu calchaxacteristics，MSandNMR.

    The~ nactivecon1Poundiso1atedwasidentifiedtobeactinomycinD.other

comPoundswere identifiedtobe罗nistin，daidzeinandPheny{aceta而deresPectively

Key认brds:soilactinonlycetes;activecon1Pound;K562cellline;chromalography;

strllClllreidentifiCat10n

IIQuaiityStudyonMedicalMaterialof双成cacannabinaL

口叮iCOL.hasbeen widelyusedasfolkmed1cineforalonghistory.RecentstUdiesshow

thatU叮icaL.extractshaveantl一1明ammatory，anaigesticeffectsandinnibitionof

benighProstatichyPerplasia(BPH).The~nactivec0n1Ponentshavebeen rePorted

tobePolysaccharides.

InthisPaperwequantitivelycolnParedPolysacch颐decontentindi月飞rentsPecies
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collectedfromHunan，Ne1lnengandGuizhouanddetern1iI1ed some qualityite1r‘

accordingto ChinesePhannacoPoeia.Anti一infl e月七ctofPolysaccharide

extractedftomrootsof U对ica can刀刀bina.L.wasalsotested.

TheresuitsshowedPofysaccharidecontent ofU对icacannabinaL.coflectedfrom

Guizhouwas6045%，higherthanothery八icaL·collectedftOmNeinlellgandHunan.

Then10ist[lrecontentofU护丫icacannabi刀aL.rootswas7.1%，ashcontentofrootswas

11.7%andashcontentundissolvedinacidwasl.7%，waterextractswass.6%，heavy

mentalcontentwasbelowo.03%。.Polysacch面deofU叮icacannab俪 L.alsohada

significantdose一dePendenceinhibitiononratinflamm ationcausedbycarrageenin

KeyW乙rds:U叮icacannablnaL‘Polysacch硕des;PharnlacoPeia;anti一inflalnlllatOry
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第1篇 放线菌1146活性代谢产物跟踪分离和结构鉴定

引言

    微生物是活性天然产物的重要来源，微生物代谢物具有极大的化学结构多样性

和复杂性。目前药品市场大约有 30%的药物来源于天然产物，微生物代谢物是目

前临床使用的抗生素的主要来源。随着青霉素的发现和使用，人们从微生物特别

是放线菌和真菌中发现了大量的抗生素。利用许多抗生素的化学构架作为先导化

合物，通过结构改造己经开发出许多有用的抗生素。从微生物代谢产物中开发新

的生物活性药物成为制药领域的新课题，并已取得了丰富的成果。尽管由于组合

化学的发展，人们对天然化合物的关注减少，但随着菌种分离、代谢产物的检测

和结构鉴定新技术的发展，开发微生物代谢产物必然成为寻找新抗生素和生物活

性化合物的重要途径[1]。

1、徽生物生物多样性

    放线菌(Actinomycetes)是临床使用的抗生素最主要的来源，大约70%的微生

物天然产物来源于放线菌，特别是从土壤分离出的链霉菌属(Streptomyces)。链霉

菌属包括500种以上的物种，从中发现了许多结构新颖的代谢产物[2]。随着人们对

放线菌认识及应用的快速发展，己知放线菌己达 170 个属。然而，作为原核生物

的重要成员，其己知物种与其估计自然界存在的数量相比仍然是微不足道的。随

着放线菌生物多样性研究的进展，放线菌仍然具有产生新的生物活性物质的极大

潜力[3]。

    真菌为生物活性物质另一主要来源，能合成许多生物活性多样的代谢产物，一

些已在临床使用，如卜内酸胺抗生素、洛伐他汀等。许多真菌在自然环境中与高

等植物或海洋生物共生[2]。生产活性代谢产物的微生物种类还包括多粘菌和绿藻

菌，主要合成抗肿瘤化合物，最近一项研究显示多粘菌可产生抑制革兰氏阴性菌

的代谢产物[l]。此外，小单抱菌和稀有放线菌也是新生物活性物资的重要来源131。

2、徽生物代谢产物多样性
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    微生物代谢活性物质包括抗生素和非抗生素生物活性物质。每年发现近百个新

微生物活性物质，其中新的非抗生素生物活性物质逐年增多，并在数量上超过抗

生素，己有40多种酶抑制剂成为临床药物。从发现新药的微生物来源看，放线菌

仍是主要产生菌，人们不断发现新的放线菌并从中分离出新的代谢产物[3]。Raoudha

报道从新放线菌种StrePtonllnycessP.TN97分离出四个具有抑菌活性的化合物，分

别为二酮呱嗦衍生物、异香素类和N一乙酞酪胺。psujatha报道一种新放线菌

streptomyeeteBT-408可产生具有抑制耐药金黄葡萄球菌的多肤抗生素sBR一22[4l。

    此外，小单抱菌、稀有放线菌和多粘菌是寻找新微生物生物活性物质的重要菌

源。小单抱菌产生许多结构类型不同的生物活性化合物，除能产生链霉菌产生的

抗生素化学结构类型，也能产生独特化学结构的生物活性物质。近年来从小单抱

菌中发现了结构新颖的稀二炔类抗肿瘤抗生素caliche翻 cin 丫1，由棘抱小单抱菌

M.eehinospora印Calichensis所产生。游动放线菌(Actin叩lanesp.)ATCC3076

产生的抗细菌抗生素雷莫拉宁是一种糖酷缩肤化合物，它对需氧菌和厌氧菌均有

抗菌作用。EPothilons是粘细菌纤维束菌(S~ giumcelluosum)产生的新型细胞毒

化合物。它是一种新的16元环多酮大环内酷，含有一个雌哇基和环上的一个环氧

结构汇31。

3、海洋徽生物及代谢产物

    海洋环境占地球总面积70%以上，是许多生物活性化合物的重要来源。海洋微

生物生长在生物竞争性环境中，其温度、PH值、压力较特殊，并含有丰富的氯离

子和溟离子。因此，与陆生菌相比较海洋微生物代谢产物具有更特别的生物活性。

由于海水的稀释作用海洋微生物代谢产物具有很强的生物活性，同时也表现出一

定的毒性，临床上主要作为抗肿瘤药物。与其它药物联合使用时，许多海洋药物一’

在低剂量时发挥更好的治疗效果。尽管从海洋微生物中筛选获得新药的几率高，

但是关键要解决海洋微生物的分离方法和培养方法[5]。

    海洋微生物有五类基本代谢物:胺及酞胺类、叫噪生物碱类、乙酞配基类、环

肤类、聚丙酸酷类，其中以含氮化合物和乙酸醋类化合物占首位。海洋放线菌是

海洋微生物活性物质的重要来源，Fenlcal发现并分离出全新的海洋放线菌属
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salinosPora，该菌属只存在于海洋环境中。从SalillosPora菌种培养液中分离出一

种活性较强的蛋白酶抑制剂5叭nosPo如 deA。5比no印orm deA具有内酞胺内醋

双环结构，对肿瘤细胞的生长具有较强的抑制作用，可用于直肠癌、非小细胞肺

癌和乳腺癌的治疗。海洋真菌成为继海洋放线菌之后的又一研究热点。

究组从加勒比海真菌切ngbramajuscula中分得酞胺类化合物CuracinA，

Gerwick研

  并对同系

物进行了构效关系研究16]。

4、徽生物菌种分离与培养

    在自然环境中存在的大多数微生物在标准培养条件下无法培养，因此许多微生

物资源还未被开发，这些资源中包含许多新菌种可产生新颖化合物。运用分子生

物学技术如DNA克隆库可检测采用标准培养条件不能获得的样品，并可排除己知

样品。D画elR.报道从土壤和其它生态环境中分离出微生物DNA片段，用克隆在

E.coli或stleptomycessP中DNA片段建立转基因库，用于微生物活性代谢成分

的筛选。采用此方法可研究标准条件下不能培养的微生物代谢产物，为寻找新活

性代谢成分开辟了新途径[7]。

    在工业化生产青霉素时期，人们就知道同一菌株在不同生长条件下能产生许多

不同的化合物。因此采用多样化的生长条件来提高菌种代谢产率成为工业大规模

筛选中经常使用的策略[8]。适合一种代谢产物生物合成的培养条件不一定适合微生

物的生长。不同的生物合成过程所需的培养条件不同，选择微生物培养条件必须

考虑代谢产物的数量和质量等因素。在实验中随着培养条件的增加会导致可筛选

的菌种数量减少[l]。Withoft报道在微孔板上培养细菌的方法，该方法能在不同培

养条件下一次处理大量菌株[9]。J.RTonno建立了高效液相自动化分析方法，比较

一组放线菌在不同培养基中产生代谢物的能力，以提高微生物代谢库的质量。从

土壤和海洋采集样品分离出250 种放线菌，每种菌分别在十种不同的培养基中小

量培养，用高效液相一蒸发散射检测器分析每种提取物，挑选出产生的代谢物成分

多样、组成重叠小的三种培养基进行大规模发酵，用来建立代谢物库。试验结果

表明该方法通过减少多余的发酵条件和增加菌种代谢物化学成分多样性可提高供

药物筛选代谢物的质量[8]。
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5、徽生物代谢产物分离与鉴定

    从微生物代谢产物中发现新型结构的活性化合物是天然药物化学研究的首要

问题。随着分离技术、结构在线检测技术(如液相色谱一质谱联用技术、液相色谱-

质谱/质谱联用技术、液相色谱一核磁共振联用技术)和活性筛选技术的高效、快速、

微量化，使得研究重点己从单纯地发现新化合物转向具有生物活性的新型结构的

研究[‘0]。

    常用的微生物代谢产物的分离方法是传统的化学分离法，主要是根据有效成

分在不同溶剂中的溶解性不同得到粗制的目标组分，运用层析法进一步进行精制

和纯化。层析法包括多种方法，而且随着技术的进步和发展，不断有新的层析方

法涌现。为了加速高通量药物筛选过程，许多高通量技术用于天然产物的分离、

检测和结构鉴定，如高通量平行制备液相色谱用于天然产物库的构建。几ng报道

利用CombiRashTMsilooos系统将平行色谱技术与凝胶渗透、硅胶色谱技术相结

合，应用于链霉菌GT061089代谢产物的分离。从200升菌种发酵液中分离得到

16种化合物，其中两种化合物结构已知。平行色谱技术的应用允许多个样品同时

分离，极大地缩短分离时间。该技术将在天然产物的高通量分离方面发挥重要作

用111]。

    如何排除己知化合物的干扰，从微生物代谢粗提物中高效快速找出新型结构化

合物是研究工作者面临的新课题。检测微生物代谢物最基本的方法是液相色谱一二

极管阵列检测器 (HPLC一DAD)和液相色谱一质谱联用技术 (HPLC一MS)。通常

HpLC一MS是判断己知化合物的最灵敏的方法，多通道质谱的应用使检测可在高通

量水平进行112]。Cre而n报道采用8通道全自动平行忱一5一ELSD系统对天然产物

库进行分析，确定某一组分中的化合物的分子量、数量和质量1131。电喷雾电离源

  (51)与不同质量分析器(飞行时间质谱计，离子阱)组合可测定混合物中样品的

分子量和分子式，由碰撞诱导解离 (CD一5舰5)产生的碎片离子信息可以获得

化合物的结构信息。质谱与高效液相、薄层色谱联用，提供分析物的分子量、分

子式和化学结构等信息。伍巨允报道利用电喷雾电离质谱技术寻找新的微生物代谢

物和排除己知化合物。采集分离 巧0种放线菌，琼脂平板培养，提取物采用薄层
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色谱展开，紫外下观察，将斑点刮下、洗脱，经SI-CD一MS服5检测，鉴定出20

种已知化合物和一种新化合物[14]。

    液相色谱一核磁共振(HPLC一N入4R)尽管灵敏性不如HPLC一5，但在快速鉴定

已知化合物和判断未知化合物的结构类型方面具有很强的优势。特别当HPLC一MS

提供的信息不完全或某一样品组分不确定时，HPLc一NMR可提供有用的信息[l2]。

    此外，应用基因组分析方法分析微生物的功能基因可预测微生物生物合成的过

程，可从许多已知微生物中发现新化合物。McA】Pine等通过基因组扫描(genome

sean血ng)，确定包括双环菌素基因簇在内共有12个天然产物基因簇，挑选出一个

包括 35 个开放读写框的基因簇进行全面分析，推断出该基因簇对应代谢物

ECO一02301 结构可能为直链聚烯多肤，通过查询化合物库确定该代谢产物为一种

新化合物。最后通过菌种发酵，从菌丝体和菌液中分离得到化合物ECO一02301，

经质谱、核磁共振检测，碳、氢位移与应用基因组分析方法推断得到的化合物的

数据基本一致。实验结果表明应用基因组分析方法可从许多产生已知化合物的微

生物中发现新化合物。此外该技术与质谱、核磁共振谱相结合可快速鉴定许多复

杂化合物结构[l5]。

‘、本课题的研究目的及研究方法:

    慢性髓细胞性白血病 (Chro正cnlyeloidleuk翻a，CML) 是血液系统最常见的

恶性疾病之一，在国内年发病率约为036110万，占白血病的第三位。CML的分

子生物学特征是存在bcr/abl融合基因，该基因通过转录翻译产生分子量为Z10KDa

的融合蛋白几1产dabl，该融合蛋白具有异常增高的酪氨酸激酶活性，使造血干细胞

发生异常转化而导致CML发生。K562细胞系 (慢性髓系白血病细胞)来源于急

变期CML病人，Rll产刀abl呈阳性，是研究cML经典的细胞模型。随着cML细胞

对目前临床使用药物耐药性的产生，寻找新作用机制的有效药物变得日益重要。

    我国地域辽阔，具有庞大和复杂的微生物资源，我国的西藏、江西、甘肃、

四川等地区的生物物种具有独特的地方性和未被破坏性。本课题选用我国边远地

区土壤放线菌种，以格列卫耐药K562细胞作为靶细胞，对土壤中分离得到的放线

菌 n46 代谢物进行活性跟踪分离，筛选具有选择性抑制格列卫耐药K562细胞生
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长的微生物代谢活性成分。本实验研究内容包括:

. 活性放线菌1146的筛选

. 放线菌1146培养基筛选

. 大规模发酵，菌液经乙酸乙酷提取，采用色谱技术对粗提物进行生物活性跟踪

    分离

. 采用核磁共振、质谱等技术对活性化合物进行结构鉴定

. 对其它代谢物进行分离和结构鉴定
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        第二章放线菌1146培养基的筛选和大规模发酵

    微生物产生次级代谢产物的化学成分和产率受培养基成分和生长条件的影响。

在相同培养条件下，同一菌种采用不同碳源、氮源的培养基将产生不同的代谢产

物。通过调节微生物生长条件来提高微生物代谢产物的质量和数量是人们在实验

和生产中经常使用的策略。

    本文根据文献报道选出九种培养基，在相同条件下 (温度、转速、接种量)分

别对放线菌1146进行摇瓶培养。依据菌种干种、粗提物产率等各项指标进行对比，

从中挑选出最佳培养基进行大规模发酵。

1、材料与方法:

1.1仪器与试剂

1.11仪器:

HZ系列恒温振荡器培养箱 中国太仓市实验设备厂

CJT型洁净工作台 北京昌平长城空气净化设备工程公司

pHZll酸度离子测定仪 北京哈纳科仪器科技有限公司

高速台式离心机 上海安亭科学仪器厂

旋转蒸发器RE一52A 上海亚荣生化仪器厂

1.12试剂:

可溶性淀粉 (北京化学试剂公司)，蛋白陈 (北京奥博星生物技术公司)，牛肉膏

  (北京奥博星生物技术公司)，葡萄糖 (北京化学试剂公司)，Nacl (北京化学试

剂公司)，牛肉膏(北京奥博星生物技术公司)，酵母粉(Merck.Co)，碳酸钙(北

京化学试剂公司);大豆粉，FeSO47HZO(国药集团化学试剂有限公司)，KZ日尸04

(北京化学试剂公司)，KCI(北京化学试剂公司)，甲硫氨酸(国药集团化学试剂

有限公司)，KHZP04(北京化学试剂公司)，玉米浆，KNO3(北京化学试剂公司)，

MgSO4(北京化学试剂公司)，水解干酪素(北京奥博星生物技术公司)，糊精(北

京化学试剂公司)，鱼粉 (北京奥博星生物技术公司)，CaCO3(北京化学试剂公

司)，KBr(北京化学试剂公司)
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1.2放线菌n46培养基的筛选

1.2.1放线菌1146的发酵

将一700c保存的放线菌n46菌种复苏，无菌条件下接种于Zoonlll50Om!三角瓶中，

转速120物分钟、温度为280c条件下摇床培养3天。配制以下九种培养基各60肋11

(见表1一1)，分装成三瓶，每瓶200而，高温消毒。

                        表1一1九种不同培养基成分

l 蛋白陈1%，牛肉膏03%，葡萄糖2%，NaC10万%，，PH=7.5

2
淀粉2耳%，葡萄糖0.1%，蛋白陈0.3%，牛肉膏03%，酵母粉0万%，

CaC030.4%， PH=7刀

3
可溶性淀粉4.0%，黄豆粉2.0%，FeS氏.7H2O0.05%，凡HPO40.05%，

KC1003%，PH=6.5

4
葡萄糖2%，黄豆粉2%，甲硫氨酸0.1%，Kll少氏0.1%，CaCO31%，

PH=6.5

5
葡萄糖7%，黄豆粉1.2%，玉米浆1，2%，Nac10.3%，cac伪0.1%，

凡HP040.03%，FeZ(504)30，01% ，PH=75

6
葡萄糖0.4%，KN030.1%，无水K2Hp04005%，Mgso‘·7HZoo.05%，

NaCIO.05%，Fesq.7H20O.001%，可溶性淀粉。.4%

7 葡萄糖1%，酪蛋白陈0一2%，牛肉膏0.1%，玉米浆03%，PH=7.0

8
葡萄糖1%，糊精2.5%，鱼粉蛋白膝3.5%，CaC伪0.2%，KB沦5%，

PH=7.0

9
可溶性淀粉1%，葡萄糖2%，牛肉膏0.1%，酵母提取物住4%，

NaC10.2%，K2HPO40025%，CaC0302%，PH=72

将菌液转接于27个三角瓶，每瓶培养基接种约10nil菌液。转速为120转/分钟，

温度为280c条件下摇床培养，分别在发酵第1、2、3、4、5天取样，分析并记录

细菌生长曲线。

1.2.2放线菌1146发酵液的提取

取九种培养基发酵液共25Q的】，按比例为1:1加入丙酮静置沉淀一天，抽滤得菌

清液，菌液浓缩将丙酮蒸出再用1:1体积的乙酸乙酷提取3次，提取液用无水硫
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酸钠千燥，浓缩蒸干，得乙酸乙酷提取物。

13放线菌n46大规模发酵及菌液提取

1.3.1放线菌1146大规模发酵

菌种来源:放线菌1146菌

培养基:葡萄糖2%，黄豆粉2%，甲硫氨酸0.，%，K日2尸040.1%，CaCO31%;

摇瓶 (250耐/瓶)发酵，累计至50L

温度:290C，转速:130转/分钟，发酵时间:5天

1.3.2发酵液的提取

放线菌n46发酵液共50L按比例为1:1加入丙酮静置沉淀一天，抽滤得菌清液，

菌液浓缩将丙酮蒸出再用1:1体积的乙酸乙酷提取3次，提取液用无水硫酸钠干

燥，浓缩蒸干，得乙酸乙醋提取物 (共计5克)。

2、结果与讨论:

2.1放线菌n46培养基的筛选

21.1干重法测定菌种的动态生长情况 (见图2一1)。由该图可看出细菌生长干重变

化和生长时间的快慢。其中使用4号培养基菌体干重值最大，第三天到达细菌生

长平台期，细菌生长较快。

-闷卜一1亏月界班

‘门卜-2号幼钾舀

~、卜一，勺箱钾趁

~味争-月勺姻娜翻

-带-石号幼娜舀

-闷卜-.勺箱钾趁

-叫卜~7号姻葬若

一 .号幼钾翻

一 9号幼娜舫

︵留
︶划
秘
十

第一天 第二天 第三天 第四天 第五天

                    发醉时间

          图2一1为各培养基的菌种的干重变化趋势图。

2.1.2九种不同培养基提取物的产量比较见表2一1
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表2一1九种不同培养基提取物的产量对比

培养基 提取物数量吸毫勿250而)
一号培养基

二号培养基

三号培养基

四号培养基

五号培养基

六号培养基

七号培养基

八号培养基

九号培养基

73，3

55石

43，1

70.9

32.1

42 .0

3a7

29.4

20一4

采用九种不同的培养基在相同温度和转速对放线菌H46进行培养，分别进行菌种

干重、提取物产率等指标的对比。由于采用四号培养基细菌生长最好，提取物产

率最高，所以选出第四号培养基作为大规模发酵培养。

2‘2放线菌H46大规模发酵及菌液提取

放线菌n46采用摇瓶培养发酵总共50L，每天取样记录细菌干重值 (图2一2)。发

酵液经过滤、乙酸乙醋提取后，浓缩蒸干，得到约5克提取物。用MTT法测定提

取物抑制格列卫耐药K562细胞生长活性 (如图2一3)，由该图可见放线菌H46粗

提物具有较好的抑制活性。

      !4 一

蒙一/一
械 6一 /

十;一了
        2 一

        0 一 ，，曰，，，，，，，，，，，，

              绍一天 月二夭 绍三天 挤四夭 月五天

                        发酵时间

/一
图2一2放线菌 n46 生长曲线图
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图2一放线菌n肠提取物对格列卫耐药K562细胞的抑制活性
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第三章 活性代谢产物的跟踪分离

放线菌n46大规模发酵，菌液经丙酮沉淀、过滤、再经乙酸乙酷提取，粗提物采

用色谱技术进行生物活性跟踪分离，并对其活性进行测定。

1、材料与方法:

1.1仪器与材料:

旋转蒸发器RE一52A 上海亚荣生化仪器厂

ZF-1型三用紫外分析仪 江苏海门市其林贝尔仪器制造有限公司

高效液相色谱仪 大连依利特有限公司

检测用薄层层析硅胶和分离用柱层析硅胶(100一200 目)均为中国青岛海洋化工集

团公司生产，反相薄层层析为Merck公司产品，反相RP一18填料为AI面ch 公司

生产。液相色谱甲醇为Fisherscientific公司产品

显色剂:0.snilAnisad断de、1仓m}冰醋酸、85nil甲醇和snil浓硫酸溶液，加热显

色。

12活性成分跟踪分离

放线菌n46发酵提取物用少量氯仿和甲醇溶解，少量硅胶拌样，粗硅胶 (300克，

100一200目)柱层析，以氯仿一甲醇 (20:1一1:1)梯度洗脱，TLC检测，合并相

同馏分，得到7个部分，用MT’r 法测定馏分抑制格列卫耐药K562细胞的活性。

12.1馏分GN一ll-26B经RP一18反相柱层析 (60cn1XZcm)，甲醇一水 (4:1)洗脱，

RP一18高效液相制备KromasilTMcls制备柱(250x20rnm ，5林m)，以甲醇一水(4:

1)为流动相，检测波长为UV254刊m，得到化合物GN一ll-29A。

1.2.2馏分GN一E26D经RP一18反相柱层析 (40cm区Zcm)，甲醇一水 (5:4) 洗脱，

得到馏分G卜一E29C，经RP一18高效液相制备KromasilrMC18制备柱(250x20Inm ，

5林m)，以甲醇一水 (1:1)为流动相，检测波长为254几m，得到CN一压31A。

1.2.3馏分GN一Il-26F经RP一18高效液相制备 (KromasilrMC18制备柱250x20nlnl，

5林m)，以甲醇一水为流动相 (l.5:1)，检测波长为254nm，得到C入一ll-33A。
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1.2.4馏分G卜一n一26C经RP一18反相柱层析(3ocmXlcm)，甲醇一水为流动相以甲醇

一水洗脱 (5:4)，再经即一18高效液相制备 (E沈训lasi扛MCis制备柱250x20nlln ，

5林m)，以甲醇一水(5:4) 为流动相，检测波长为

2、结果与讨论

2.1放线菌H46代谢产物的提取分离流程见图2一1:

得到GN一n一34A。

发酵液 (5OL)

丙酮沉淀

过滤

上清液

将丙酮蒸干

乙酸乙酷提取

    蒸干

提取物

氯仿一甲醇梯度洗脱

(20:1一1:1)

GN，ll-26A

  0389

GN一11一26B

2.29

GN一ll-26C

  0.179

GN一】卜26D

  0万49

G凡D26E

  0.49

GN一IL26F

  039

GN.IL26G

  0.0899

反相柱层析

甲醉一水

4:1

反相牲 层

析甲醉 水

反相柱层析

甲醇水5:4

尺P.HPLC制备

甲醉一水(Lts:1)

GN二Il-33A

RP一HPLc

甲醉一水4

制各

制各

甲醉 514

RP~】」PLc 制备

甲醉一水 1:1

51119)

GN一n-29A

  {61ng)

GN一n一34A

  (smg)

CN一n一3lA

  (20叱 )

图2一1放线菌1146提取物分离流程图
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2.2分离出的代谢产物

2.2.1馏分CN一n一26B经用MTT法测定显示有较好活性仁图2一2)，该馏分经反相柱

层析、高效液相制备得到活性化合物GN一n一29A(6mg)，液相分析见图2一3，抑制

格列卫耐药K562细胞的活性见图2一，对格列卫耐药K562细胞半数抑制剂量为

  (IC5o)3，3ing/nil。

120

100

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

n
曰

n
曰

八
日

n

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

亡
曰

月
怡

Q
户

哥
窿
仲
纂
界

样品浓度Dgl创

图2一2馏分GN一n-26B对格列卫耐药K562细胞的抑制活性

一
图2一3GN一仆29A液相分析图

KromasilTMC18分析柱(150x4石nun ，5林m)，流动相:甲醇一水(80:20)，检测波长:UV254nm
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创

叨

哥
鹅
仲
纂
界

比 5 芍

    样品农度口动1月

图2一4化合物GN一n一29A抑制格列卫耐药K562细胞的活性

2.2.2馏分GN一11一26D经反相柱层析、高效液相制备得到GN一n一3lA(20mg)，液相

分析见图2一。

图2一SGN一体31A液相分析图

Kromasi恻cls分析柱(15ox4，6mm ，5“m)，流动相:甲醇一水(1:1)，检测波长:uv254nm

22.3馏分CN一ll-26F经高效液相制备得到GN一n-33A(smg)，液相分析见图2一6。

:

卜
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          图2一6GN.E33A液相分析图

E淦。masi侧C18分析柱(15Ox4石nun ，5林m)，流动相:甲醇一水(1.5:1)，检测波长:UV254nm

2.2.4馏分GN一ll-26c经反相柱层析，高效液相制备得到GN一n一34A(smg)，液相

分析见图2一。

，二厂~~

侧
催
性
一图2一7G林IL34A液相分析图

Kr0Inasi例cls分析柱(150x4，6mln ，5协m)，流动相:甲醇一水(5:4)，检测波长:Uv254nm
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第四章 化合物结构鉴定

1、仪器

Varianlnova600Hz型超导核磁共振谱仪 (仪器分析中心，TMS为内标)，

MicrolnassZabSPec型高分辨磁质谱仪测定 (仪器分析中心)

R丫1型电热熔点测定仪 (未校正)(天津市分析仪器厂)

美国Blo卫AD一65A红外波谱仪 (仪器分析中心)

2、化合物结构鉴定

2.1活性化合物的结构鉴定

化合物GN一H-29A为红色结晶，mP:244一246℃，MALDIesTOP一Ms耐2:「M+l]+

为1255，IR (KBr)丫。ax cm一‘:3433，3367，3266，3033，2875，1747，1666，

1649，1628，1579，1509，1481，1192。

红外光谱在1747，1666，1649，1628。而，处有强吸收显示有酞胺拨基，3433、3367、

3266。m一‘处中等吸收显示有胺基氢存在，所以推测该化合物有酞胺结构。该化合

物分子量为1254，碳谱显示该化合物共有62个碳，其中10个碳原子化学位移分

别为16843，16892，173.32，173.06，16648，166万3，16630，166乃1，173.32，

173一30，显示为酞胺拨基碳位移，氢谱及1丑城BC谱显示存在4个活泼氢，化学位

移分别在7.2，7.8，81，7.9，根据以上的过程可推断该化合物可能含有为肤类结

构[16]。结合氢谱和HMBC谱可知肤类部分无末端梭酸氢和氨氢存在，所以肤类部

分的结构可能为环肤。由氢谱和碳谱低场位移数据可知，该化合物存在共规双键

体系。推测该化合物结构分为两部分:一为肤类结构，另一部分为共扼双键体系，

肤类结构可能与共扼双键体系相连。由碳谱氢谱可看到该化合物肤类部分的化学

位移有两组数据接近，推测可能为两个对称的肤结构，连接在不对称的基团上，

化学位移接近但不完全一致。根据HMBC关系确定各碳、氢原子的连接位置，结

合化合物分子量与已知化合物文献报道对照117]Il8]，确定该化合物为放线菌素D，

其分子式为qZH肠N12O16，含有两个多肤醋环，由L苏氨酸，D一撷氨酸，L一脯氨

酸，N一甲基甘氨酸，LN一甲基撷氨酸组成，通过梭基与发色母核吩嚷嚷酮相连接，
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化合物结构如图2一1。根据’HNMR、‘3cNMR，DEpT，HMQc，HMBc提供数

据对该化合物进行归属见表2一1，表2一。

HMBC

外1为异丙基

Me为甲基

图2一1放线菌素D结构

表2一1化合物GN一n一29A的环肤部分‘H、‘3c一NMR数据 (CDcl3)

氨基酸
编号

6(H)(JinHZ) 6(C) 6(H)(Jin比)

2 449dd(J=6石，3刀)

51m

NH

26d(J=6刀)

  7一25

16843(5)

5492(d)

75.07(d)

17.44(q)

4石dd(J=6刀，2.4)

    52(m)

  1.27(J=6，0)

        7一82

168夕2(5)

5530(d)

75DI(d)

17.86(q)

D一、恤1

3，56dd(J二6.0，8.4)

    2.61(m)

089d(J二6.6)

  1.12(j二6石)

8.10d((了二54)

17378(5)

58夕4(d)

31.56(d)

19刀8(q)

21.71(q)

3j6dd(J二6刃，84)

    2.16(m)

  0夕ld(j二72)

  1.12d(J=6石)

  7.95d(j二6.0)

17334(5)

5891(d)

31.85(d)

1926(q)

1914(q)
3-Me

NH
I

L一Pro 173.32(5) 17330(5)
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6一04 d口二90)

1_吕211门

56.18(d)

30月8(t)

5.99d(J=9刀)

    2月sm

5633(d)

31.30(t)

2_68m 1.87m

23lm 22名9(t) 23m 23刃5(t)

21m 21m

3名sm 47，34(t) 3_995m 47石1(t)

375m 3夕54m

Sar

N-Me

3石sdiJ二17滩))

473d(J=132))

      2名95

16648(5)

5138(t)

16653(5)

51.42(t)

】产MeVal

3一Me

N.Me

2石7d《j三7名)

    268m

075d(J=6石)

0‘97d(j二6.0)

    2.955

34乡1(q)

167一50(5)

71.48(d)

26名6(d)

21.61(q)

1914(q)

39.22(q)

3石sd(j二174))

479d(j二132))

      2_895

2石7d(J=7名

    2_68m

075dd(j二6石)

0乡7d(j三6刀)

2935

34名5(q)

167石6(5)

71.32(d)

26名6(d)

21.71(q)

1931(q)

3934(q)

表2一2化合物GN一D29̂ 的发色基团‘H、’3C一NMR数据(cDcl3)

位置 6(H)(JinHz) 6(C)

1

勺
‘

4

 
 
 
 

-

-

户

C

C

C

C一48

73d(J二7名)

7石d(j‘7名)

曲
c-6
C-7
C-S
C-9

2254(5)

2乃7(5)

101.72(5)

147石8(5)

113石0(5)

145.13(5)

l4().4()(5)

127j5(5)

13025(d)

125.9() (d)

129.12(5)

132石0(5)

14590(5)

7名0(q)

15.06(q)

C-ga
C-10a
恤
6-Me

26
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16630(5)

1/夕.IU丈5)

166刀1(5)

754(5)，770(5)

l-co
3-Co
g-CO
Z-N-H=

2.2其它化合物的结构鉴定

2.2.1化合物CN一耳3lA的结构鉴定

化合物GN一H-31A为白色粉末，mP:297~298℃，FAB一MSn公2:[M十Hl+为271，IR

  (KBr) 丫maxcm一‘:3410，3347，3188，3068，1655，1620，1573，1517，1251，

1178。由氢谱可知该化合物无甲基及次甲基，结合碳谱、DEPT谱和HMBC可知

该化合物结构中有一个对位取代的苯环结构，碳谱在181.464的单峰显示为拨基，

氢谱在7，319(J=8.4)和6.779(J=9)为邻位祸合为苯环上的邻位氢，6.281(J=1.8)

和6.155(J=1.8)为间位祸合，碳谱165.583(5，7一)，163.464(5，9一)，159.048

  (5，4，一)，158.415(5，5一)，154，096(d，2一)显示与一OH或一0一直接相连且154.096

  (d，2一)为一CH一0一片段。氢谱 8刀13 (IH，5，)处的氢为单峰，与氧相连，由此

可推断该化合物可能为异黄酮结构，与文献报道对照[l9]，其‘HNMR、‘3cNMR

数据与染料木素一致，故确定为染料木素，结构如图2一2:

                      图(2一2)染料木素结构

表2一3化合物洲一n一31A的’HNMR、’3cNMR数据(cD3cocD3):

编号 6(C)

巧4.096(d)

122.912(5)

175，806(5)

巧8415(5)

  6沮)(JinHz)

8013(IH，5，)
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6.281(IH，d，J=1.8)

2，，6，

3，，5，

99.834(d)

165.583(5)

94.513(d)

163.464(5)

105.788(5)

123983(5)

131.064(d)

115.865(d)

159.048(5)

6一155(IH，d，J=1.8

6

1/

8

9

l0

l’

7.319(ZH，d，J=84)

6779(ZH，d，J=9)

4，

2.2.2化合物GN一ll-33A的结构鉴定

化合物GN一ll-33A为白色粉末，哪:315一316oC，FAB一Ms耐2:[M祖]+为255，

IR (KBr) Y口axcm一‘:3225，2955，2848，2694，1629，1595，1516，1460，1239。

与化合物CN一n一3lA的‘H一NMR、‘3c一NMR、Ms数据比较，确定为5位无一OH取

代的异黄酮对照。与文献报道对照[l9]，其‘H一NMR、’3C一NMR数据与大豆黄酮一

致，故确定为大豆黄酮，结构如图2一3:

              图2一3大豆黄酮结构

表24化合物CN一n一33A的‘3CNMR、IHNMR(C6HSN)数据:

编号 6(C)

152.478(d)

123.828(5)

175，806(5)

128.270(d)

115.905(d)

164.162(5)

  6(H)(JinHz)

8137(IH ，5)

8.452(IH，d，卜9，)

7215(IH，dd，J=84，J，=1.8)
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7.102(IH，d，J，=1.8)8

(，

10

r

2，，6，

3’，5，

103.146(d)

159.伪2(s)

118.002(5)

125.049(5)

131.063(d)

116.228(d)

158.601(5)

7，800(ZH，d，J=8.4)

7.273(ZH，d，仁8.4)

2.2.3化合物CN一n一34A的结构鉴定

化合物洲一n一3执为白色粉末，即:159一1610C，狱B一Msn公2:IM+H]+为136，

IR (Kl〕r) Y二axc:‘:3356，3171，3062，1635，1413，1283，70()，由碳谱和

氢谱数据可知该化合物中有一个单取代苯环，碳谱在176.971为拨基，有一个一CHZ-

片断，根据分子量可知该结构有一 NHZ片段，根据毅基位移可知有酞胺结构。因

此结构确定为苯乙酞胺，结构如图2一4:

2，、NHZ

图2一苯乙酞胺结构

IHNMR(CD30D)SPPm:

7.310(SH，m)，3.295(ZH，5)

13cNMR(cD3oD)spPm，

176，971(5，2，)，136933(5，1一)，130.147 (d，2，6一)，129.566(d，4一)，127901

  (d，3，5)，43.424(t，1’)

3、讨论:

对n46菌种进行培养大规模发酵、经乙酸乙酷提取、柱层析、高效液相分离，从

放线菌 n46 代谢产物中分离出GN一n一29A，GN一n-31A、GN一n一33A、CN一n一34A

等化合物，其中GN一H-29A具有很强的抑制K562细胞生物活性，经结构鉴定为放
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线菌素D，又称为更生霉素，更新霉素，新福霉素。具有抗肿瘤作用，现己广泛用于

临床，主要用于恶性淋巴瘤、肾母细胞瘤、绒毛膜上皮癌及恶性葡萄胎等。

3.1放线菌素D的结构特点:

线菌素D含有两个多肤酷环，由L苏氨酸，D一撷氨酸，L脯氨酸，N一甲基甘氨酸，

L一N一甲基撷氨酸组成，通过狡基与发色母核盼嗯嗦酮相连接。

3.2放线菌素D作用机制:

通过其母核吩嚷嗦酮嵌入DAN的碱基对之间，肤链侧嵌位于DNA双螺旋的小沟

内，抑制以DAN为模板的RNA多聚酶，从而抑制n1RNA转录和DNA合成。

33放线菌素D的临床用途

主要用于何杰金病和神经母细胞瘤，有较突出的疗效。毛膜上皮癌疗效较好，对

皋丸绒毛膜上皮癌也有效，但较差。洪静娟报道以5一氟尿喀陡与放线菌素D联合

用药治疗恶性滋养细胞肿瘤，其中侵蚀性葡萄胎治愈率为 97一2%，绒癌治愈率为

87.5%[20]。与放射治疗合并应用治疗儿童肾母细胞瘤，可提高生存率。肾母细胞瘤

是儿童常见的肾脏肿瘤，现使用化疗方案为放线菌素D联合长春新碱或加问霉素

和环磷酞胺。Marcu s报道以含有放线菌素D的化疗方案结合放疗治疗成人肾母细

胞瘤，结果表明1期患者疗效较好121]。
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本篇结论

本课题以格列卫耐药K562细胞(慢性髓系白血病细胞)作为靶细胞，对土壤放线

菌n46代谢物进行活性跟踪分离，获得对格列卫耐药K562细胞具有抑制作用的

活性成分。本实验研究得到结果如下:

    1、本实验从云南等地区收集土壤进行分离、克隆单株放线菌，将得到的单菌

      株培养后，提取物经过M竹 方法进行活性测定，最后选出放线菌1146为

      研究对象。

    2、根据菌种干重、提取物产率对九种不同的培养基进行筛选。由于采用第四

      号培养基细菌生长最好，提取物产率最高，所以选出第四号培养基对放线

      菌n46大规模发酵。

    3、发酵液经过乙酸乙醋提取、柱层析和高效液相 (HPLC)分离，从放线菌

      n46代谢产物中分离得到生物活性的化合物，该化合物对格列卫耐药K562

      细胞具有较好的抑制作用。结合理化性质、核磁共振和质谱数据该化合物

      鉴定为放线菌素D，现己广泛用于临床治疗恶性淋巴瘤、肾母细胞瘤、绒

      毛膜上皮癌及恶性葡萄胎等。

    4、从放线菌 1146发酵提取物中分离得到的其它化合物经结构鉴定分别为染

      料木素、大豆素和苯乙酞胺等。
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第11篇 尊麻药材质量研究

引言

1.尊麻属(分红朗乙)植物的研究概况

    尊麻为被子植物门、尊麻科、尊麻属一年生或多年生草本植物，具蛰毛，是一

常用的民族药和民间药。该属植物在我国药用的历史悠久，约巧种尊麻属植物分

布于西北、华北、东北及西北各地，资源丰富[22]。尊麻作为一种草药在各地民间

被广泛应用于治疗风湿病、扭伤疼痛、精神不安、尊麻疹、白瘫风、皮肤瘤痒等

症[23]。国外对异株尊麻进行了大量的研究和应用，在国外被广泛的应用于治疗风

湿病、尿石症、糖尿病、贫血、前列腺炎、前列腺增生等，为尊麻的进一步开发

提供了依据。目前对麻叶尊麻的抗炎、镇痛及抑制前列腺增生等药理活性的研究

中，发现其很多药理作用可归因于水溶性多糖成分。

1.1抑制前列腺增生

    自从Ruckle用异株尊麻 (分tlca心时ca)根泡的茶治疗尿梗阻起到一定的疗

效后，异株尊麻的各种提取物在国外就被广泛的应用于治疗早期良性前列腺增生

  (BPH)。在一项双盲实验中，32列BPH患者服用异株尊麻根的提取物4一6周后，

尿流速增加4%，尿漪留减少4于53%[24]。近些年，临床实验中用异株尊麻根一锯叶

棕果实的提取物联合治疗BPH，由160o9锯叶棕果实提取物和120mg异株尊麻根提

取物制成的胶囊，其疗效与非那雄胺接近，均能明显的改善BPH症状，且不良反

应较轻[25〕[26]。在一项动物实验研究中，Lichius等人将小鼠前列腺前侧植入胎泌

尿生殖窦组织，诱导产生前列腺过度生长，其结果类似于人类的BPH。用此动物模

型来评价异株尊麻根的环己烷、乙酸乙醋、正丁醇、20%甲醇及水的提取物疗效，

结果表明20%甲醇提取物最有效，其主要成分有蛋白质、多糖、东蓑若昔原[27]。在

另一项动物实验研究中，Lichius等人用同样的方法制备131〕H小鼠模型，进一步评

价了20%甲醇提取物中的多糖、凝集素、左旋开环落叶松树脂酚的活性，多糖部分
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能显著抑制前列腺叶的生长，而其它成分则无此抑制作用[28]。

1.2抗炎、抗过敏、镇痛作用

    尊麻叶浸膏成分含有比较丰富的黄酮、酚梭酸及其衍生物，其中主要成分是咖

啡酞苹果酸，该成分与水杨酸及其他非街体抗炎药的结构相似，所以尊麻叶浸膏

与它们可能有类似的作用原理，同时咖啡酞苹果酸能抑制将花生四稀酸转化为前

列腺素的环氧化酶。尊麻多糖的药理实验结果也表明它对角叉菜胶和二甲苯所致

的炎症有明显的抑制作用，具有显著的抗炎、镇痛作用勺

1.3增强免疫功能、抗病毒

    尊麻能预防疾病增强免疫能力。Akbay等人报道了尊麻甲醇提取物中的黄酮普

在体外有增强免疫活性，文献报道尊麻多糖、凝集素也能增强免疫功能[29]。

Manganelli报道尊麻具有抗逆转录病毒的作用，可用于人免疫缺陷病毒(H工V) 的

治疗[30]。

1.4降血糖、降血压

  Bnouhaln等人报道了异株尊麻水提物具有降血糖作用[3l]。Farz皿1等人也报道

的异株尊麻叶提取物在体内实验中能够显著增强糖尿病大鼠模型体内胰岛素的分

泌，从而降低血糖132]。Talll，1报道尊麻具有利尿和降血压作用1331。

  Legssyer等人报道了尊麻水提物能激活大鼠Q肾上腺受体使血管收缩，但它能

通过非胆碱类和非肾上腺途径来产生很强的心博徐缓作用，弥补它对血管产生的

作用，从而产生降压作用[3’1。Testai等人报道尊麻根甲醇水提取物通过释放氮氧

化物，打开钾通道，产生血管松弛作用，通过副面影响肌肉收缩力的作用而产生

降压作用【35]。

1.5护肝、降血脂

  Me恤et报道尊麻可降低四氯化碳引起的小鼠脂过氧化酶和肝酶水平升高，同

时升高抗氧化酶水平和增强抗氧化活性[361。Daher报道尊麻的水提取物和石油醚

提取物可降低进食高脂食物弓}起的小鼠血脂总浓度和低密度脂蛋白(VDL)的升高，

同时测定谷草转氨酶(GOP)和谷丙转氨酶(GPT) 活性，未见肝损伤[37]。
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2.本课题的研究目的及研究方法

    尊麻在我国为民间草药，关于尊麻的质量控制尚无明确定性、定量指标。为了

更好地开展对尊麻的开发研究和利用，制定规范的科学的中药质量标准，我们对

尊麻药材的质量标准进行了的研究，比较了三种不同产地不同种的尊麻多糖含量

的差别。我们选出贵州麻叶尊麻(分t比aca二 b角aL.)为研究对象，按药典规定

方法对其进行各项目检测，研究尊麻多糖对角叉菜胶诱发大鼠足爪肿胀的抑制作

用，为尊麻及其产品的质量控制奠定基础。

1) 对不同产地(贵州、湖南和内蒙)的尊麻根用水提醇沉法制得总糖提取物，并

    用苯酚一硫酸比色法对总糖含量进行测定，用3，5二硝基水杨酸比色法分析单

    糖含量 (DNS)，对不同产地尊麻根多糖含量对比。

2) 对多糖含量较高的贵州尊麻的按药典检查项目进行了测定(包括水分、水溶性

    浸出物、总灰分及酸不溶性灰分、重金属)。

3) 研究尊麻多糖对角叉菜胶诱发大鼠足爪肿胀的抑制作用。
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第一章 不同产地尊麻多糖含量测定

    多糖作为一类重要的生物大分子，广泛存在于植物、动物和微生物组织中，具

有多种重要生物活性，是所有生命有机体的重要组成部分，并与维持生命所需的

多种生理功能有关。尊麻多糖不仅有抑制前列腺增生作用还具有抗炎、抗过敏、

镇痛作用。因此，通过不同产地尊麻多糖和尊麻根与茎多糖含量的的分析对比，

不仅对了解生药中多糖成分含量以观察药物的的疗效与成分间关系具有重要意

义，而且对控制尊麻生药内在质量和提高多糖产率，为进一步制定其质量标准提

供了依据。，本实验通过对贵州麻叶尊麻、内蒙宽叶尊麻和湖南异株尊麻不同产地

不同种的尊麻多糖进行提取，用苯酚一硫酸比色法测定总糖含量、3，5二硝基水杨

酸比色法分析单糖含量 (DNS)，总糖与单糖的差值为多糖含量，并对含量较高的

贵州尊麻进行根与茎的多糖含量对比。

1、材料与方法:

1.1三种不同产地不同种尊麻总糖的提取流程见图1一1:

                                      药材粗粉

                                            (100点)

酒精提取物 药渣 〔干燥)

8倍体积沸水提取2

2倍体积95%酒精醇沉

        过滤

烘干

液

!

梦

栅1

液少

脯

药渣

(图1一1)三种不同产地不同种的尊麻总糖的提取流程图
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1.2总糖含量测定

本实验以苯酚一硫酸比色法测定多糖含量，测定波长为490lun[38]。

1.2.1标准品溶液的制备

以葡萄糖为标准品，精密称取105℃干燥至恒重的葡萄糖12.0二9于SOml容量瓶中，

加蒸馏水定容，贮藏备用。

1.2.2总糖供试品溶液的制备

精密称取105℃干燥至恒重的尊麻总糖固体粉末6.Omg，加蒸馏水定容10耐，作为

供试溶液备用。

123标准曲线的绘制

精密移取葡萄糖标准溶液0、150、300、450、600、750pl，分别加水补至2o1，

然后加6%苯酚1.oml及浓硫酸5.0耐，在40℃水浴中加热30分钟后，用可见分光

光度计在490二处测定吸光度扬。值。另以蒸馏水2.腼1，同上操作为空白，以吸

光度A为纵坐标，葡萄糖浓度为横坐标，绘制标准曲线。

1.2.4样品的测定

精密移取己配制好的样品溶液250pl，加水补至2耐，然后加6%苯酚1耐及浓硫

酸5耐，在40℃水浴中加热30分钟后，用可见分光光度计在490皿处测定吸光度

编。值，代入回归方程计算总糖含量。

1.33，5二硝基水杨酸比色法分析单箱含量(洲5)

DNS试剂配置方法:3，5二硝基水杨酸1%;苯酚0.2%;亚硫酸钠0.05%;氢氧

化钠1%;酒石酸钾20%

1.3.1标准品溶液的制备

以葡萄糖为标准品，制备标准曲线:精密称取105℃干燥至恒重的葡萄糖30呢于

SOml容量瓶中，加蒸馏水定容，贮藏备用。

1.3.2尊麻总糖供试品溶液的制备

精密称取105℃干燥至恒重的尊麻总糖固体粉末3Omg，加蒸馏水定容50ml容量瓶

作为供试溶液备用。
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1.33标准曲线的绘制

  精密移取己配制好的葡萄糖标准溶液0、300、450、600、750、900pl，分别

加水补至3ml，然后加DNS试剂3耐，沸水加热15分钟后，用可见分光光度计在

51Onln处测定吸光度扬。值。另以蒸馏水3.0耐，同上操作为空白，以吸光度A为

纵坐标，葡萄糖浓度为横坐标，绘制标准曲线。

1.3.4样品的测定

精密移取己配制好的样品溶液250pl，加水补至3ml，然后加DNS试剂3耐，沸水

加热巧分钟后，用可见分光光度计在510二处测定吸光度瓶。值，代入回归方程

计算单糖含量。

2、结果与讨论

2.1按上述总糖提取流程分别对贵州、内蒙和湖南尊麻根进行提取，对三次得到不

同产地提取物进行总糖、单糖含量测定，总糖与单糖的差值为多糖含量(表2一1)。

表2一1不同产地尊麻多糖含量对比

湖南 贵州 内蒙

J急糖 单糖 多糖 总糖 单糖 多糖 总糖 单糖 多糖

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

48.72 1021 38.51 68.65 8 66 59 99 47。37

50 76 10.64

10.20

40.12 69.43 8.65 6078 47.15

10.06

10.06

37.31

37 09

49.40 38.20

平均数 49.63 10.35 39.28

69.23

69.10

8。65 6058 45.04 9.79 35.25

8 65 60 45 46.52 9.97 36.55

2.2对含量较高的贵州麻叶尊麻根与茎提取物中多糖含量比较。按上述总糖提取流

程分别对贵州麻叶尊麻根和茎进行提取，对三次得到根和茎提取物进行总糖、单

糖含量测定并得出多糖含量 (表2一2)。
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表2一2贵州麻叶尊麻根与茎多糖含量对比

根 茎

总糖 (%) 单糖 (%) 总糖 (%) 单糖 (%) 多糖(%)

68，65

69。43

69.23

69.1

8.66

多糖(%)

59.99 46.24 9.49 36.75

8.65

8.65

6078 53.78 9.45

60.58 47.27 9.39

44.33

37 88

平均数 8.65 6045 49.10 9.44 39.66

以上不同产地 (贵州、内蒙和湖南)不同种尊麻的多糖含量对比可知，贵州麻叶

尊麻的多糖含量最高为60.45%，其次为湖南异株尊麻多糖含量为39.28%，对多糖

含量最高的贵州尊麻根与茎测定结果表明根中多糖的含量最高为60，45%。因此，

我们选择贵州尊麻的根为我们进一步实验研究对象。
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第二章 贵州尊麻根药材各项指标的测定

本实验根据药典规定测定水分、水溶性浸出物、总灰分和酸不溶性灰分、重金属

的方法对贵州尊麻根药材进行以上项目的测定。

1、材料和实验方法

1.1尊麻根水分的测定

参照 《中国药典》(2005年版，一部)附录IX H水分测定法第一法，对贵州尊麻

根的原药材进行了水分测定。精密称取尊麻根粗粉2.4579、25110克，平铺于干

燥至恒重的扁形称量瓶中，打开瓶盖在102℃干燥5小时，将瓶盖盖好移置干燥器

中，冷却30分钟，精密称定，再在上述温度干燥1小时，冷却，称重，至连续两

次称重的差异不超过5呢为止。根据减失的重量，计算供试品中含水量 (%)。

1.2尊麻根水溶性浸出物的测定

参照 《中国药典》(2005年版，一部)附录XA浸出物测定法项下的冷浸法对贵州

尊麻根进行了浸出物测定。取供试品，粉碎，使能通过二号筛，取供试品约3.9758、

4.0130克，置锥形瓶中，精密加水100耐，冷浸，前6小时内时时振摇，精密称

定，再静置18小时，用干燥滤器迅速滤过，精密量取续滤液20耐，置己干燥至恒

重的蒸发皿中，在水浴上蒸干后，于105℃干燥3小时，移置干燥器中，冷却30

分钟，迅速精密称定重量，计算供试品中水溶性浸出物的含量(%)。

13尊麻根总灰分及酸不溶性灰分的测定

参照 《中国药典》(2005年版，一部)附录工XX灰分测定法，对贵州尊麻根进行了

总灰分及酸不溶性灰分的测定。

取供试样品，粉碎，通过二号筛，精密称定样品3.7634和3.5765克，置已炽灼

至恒重的增锅中，逐渐升温至560℃炽灼使完全灰化，将柑锅放冷，加热水2耐，

使残渣润湿，然后置水浴上蒸干，至完全炭化并至恒重。根据残渣重量，计算供

试品中总灰分的含量 (%)。

取上项所得的灰分，在增锅中加入稀盐酸10耐，用表面皿覆盖柑锅，置水浴上加

热10分钟，表面皿用热水5耐冲洗，洗液并入柑祸中，用无灰滤纸滤过，增祸内

的残渣用水洗于滤纸上，并洗涤至洗液不显氯化物反应为止。滤渣连同滤纸移至
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同一增塌中，干燥，炽灼至恒重。根据残渣重量计算供试品酸不溶性灰分的含量

  (%)。

1.4尊麻根重金属的测定

根据 《中国药典》(2005年版，一部)附录IXE重金属检查法第二法，对贵州尊麻

根进行了重金属检测。取供试品，精密称定1.0005、10009克，置恒重增锅内，

完全炭化，加酸溶解，蒸干，放冷，高温炽灼至灰化，加酸，蒸干后加水，加碱

调至中性，加入醋酸盐缓冲液，移至纳氏比色管中。另取配制供试品溶液的试剂，

置瓷皿中蒸干后，加入醋酸盐缓冲液，移置纳氏比色管中，加标准铅溶液3.0耐，

用水稀释，在两管中分别加入硫代乙酞胺试液，同置白纸上，自上向下透视观察，

比较两管颜色深浅。

2、结果与讨论:

尊麻根药材各检测项目结果如表2一1。

表2一1为尊麻根药材各检测项目结果

尊麻根检测项目 含量

        水分

      总灰分

    酸不溶性灰分

    水溶性浸出物

重金属含量(以Pb计)

      多糖含量

1%

.7%

17%

8.6%

不超过0.03编

60.45%

中药水溶性浸出物、总灰分和酸不溶性灰分对于中药各成分的含量具有重要意义，

中药中水分含量直接影响中药质量。重金属中药重金属尤其是有毒金属的含量超

标问题是当前国内外的热门话题，是影响中药走向世界的关键之一。在提高中药

及其制剂的内在质量方面，不仅要对其有效成分的质和量进行控制，而且还应对

中药及其制剂中的有害成分进行必要的了解和限制。本实验对尊麻水分、水溶性

浸出物、总灰分和酸不溶性灰分、重金属等指标测定，为今后尊麻根药材及其制

剂生产中的质量控制和临床应用中的安全用药提供科学依据。
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第三章 麻叶尊麻多糖对角叉菜胶诱发大鼠足爪肿胀的抑制作用

1、材料与方法:

本实验通过对大鼠足而皮下注射角叉菜胶增加致炎局部PG合成增加，并与血管活

性物质和激肤类一起诱发水肿，用于观察尊麻多糖对急性炎症过程的影响。

11受试药:尊麻多糖蒸馏水溶解到所需浓度

1.2阳性对照药:阿司匹林泡腾片 (阿斯利康 200410)，蒸馏水溶解到所需浓度

1.3实验动物:军事医学科学院实验动物中心繁殖WIStar大鼠，雄性，年龄在5一6

周，体重145一16090

14角叉菜胶 (carrageenin):51卿a生产，批号232一949.3，于使用前1天，用

注射用水配制成1%角叉菜胶，置于4℃冰箱保存备用。

1.5实验分组:大鼠随机分5组，每组8只。实验设溶剂对照组，阳性对照组(阿

司匹林)，尊麻多糖3个剂量组(见表1一1)。

1.6检测指标:采用大鼠足爪容积测定仪测定致炎前和致炎后不同时间大鼠足爪容

积变化，以致炎前、后容积的差值作为肿胀度。

17给药方法:大鼠禁食8小时，于致炎前45分钟灌胃给药一次。

表1一1实验分组

给药剂量
动物数 (只) 给药方法

溶剂对照

模型对照

阿司匹林

蒸馏水

蒸馏水

                  1

尊麻多糖 2

                3

药前45分钟灌胃

药前45分钟灌胃

药前45分钟灌胃

药前45分钟灌胃

药前45分钟灌胃

药前45分钟灌胃

门

尸
a

-匀

q
山

山.
1

1
1

O
C

O
O

n
凸

n
︹
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2、疗效评定:

比较用药组与阴性对照组肿胀度差异，用药组抑制率，经统计学处理具有差异显

著性，可评定该药对该炎症模型有抗炎作用。

用药组对肿胀的抑制率计算公式如下:

              模型组平均肿胀度一给药组平均肿胀度

抑制率%= — xl(朋芝

                        模型组平均肿胀度

3、数据处理:

计算各组肿胀度均值与标准差、各用药组的抑制率，并作 t检验，比较各组间差

异显著性。

4、实验结果

大鼠足踌皮下注射 1%角叉菜胶01耐，致炎后3一6小时出现肿胀高峰。阳性对照

阿司匹林，于药前45分钟灌服巧0o9/kg，致炎后1一8小时的肿胀度受到明显的抑

制作用，抑制率均大于30%，经统计学处理与模型组比较有显著差异，以示阿司匹

林具有较强的消炎作用;麻叶尊麻多糖于药前45分钟灌胃125mg/kg、在致炎后1、

6、8小时肿胀度明显受到抑制，与模型组比较有显著差异(p<0.05刁.001)。药前

45分钟灌服麻叶尊麻多糖250呢/kg、在致炎后1、2、6、8小时肿胀度受到抑制，

与模型组比较差异显著(p<0.05一0.001);药前45分钟灌服麻叶尊麻多糖SO0mg/kg、

在致炎后 1一8小时肿胀度受到明显抑制，与模型组比较差异非常显著

(p<0.01刃001)，肿胀度的抑制率均大于30%以上。各剂量组之间呈现一定的量

效关系，随着剂量的增加，对肿胀的抑制作用更为明显，显示麻叶尊麻多糖具有

较强的消炎作用，见图4一1，表4一1。



军事医学科学院硕士学位论文

09

0.8

D7

0.6 .~月卜-正常对照组

一.一.授型对照组

~，卜~阿司匹林(15伪怕/k日

，硼 ~小剂且(招5叩/k目

~月肠，~中剂且(25C吨厂k砂

-书一大剂童(500”/kg)

0.2

0 1

  0

 
 
 
 

只
d

A
工

八j

 
 
~U

﹄日
︺

八曰

︵毛
︶
侧
坐
孟

lh Zh

碍稿
6h sh

图4一1麻叶尊麻多糖对大鼠足肿胀度影响趋势

表4一1尊麻多糖对大鼠肿胀抑制率的影响

组别
剂量

。9/kg

肿胀抑制率 (%)

正常对照

模型对照

阿司匹林

小剂量

  中剂量

  大剂量

37.74 3559

20.34

30.67

12.00

39.45 31.71

30.19 36.59

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

n
划

尸
口

n

C
U

5

9
︸

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1
1

1

工

37.74 25.42 16.00

25.69

33.03

58.49 59.32 38.67 46.79

41.46

53.66

5、讨论:

本实验对大鼠足而皮下注射角叉菜胶引起急性炎症过程来研究麻叶尊麻多糖的抗

炎作用，采用大鼠足爪容积测定仪测定致炎前和致炎后不同时间大鼠足爪容积变

化，差值作为肿胀度。计算各组肿胀度均值与标准差，并作 t检验，比较各组间
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差异显著性，可评定该药对炎症模型有抗炎作用。实验结果表明麻叶尊麻多糖对角

叉菜胶引起的急性炎症过程，具有明显的抑制作用，且谷剂量有良好的量效关系，

起始有效剂量为125mg/kg，随着剂量的增加，抑制作用更为明显。

关于尊麻的抗炎、镇痛的药理作用，王梦月等报道二甲苯致小鼠耳廓肿胀实验、

角叉菜胶致大鼠足蹈肿胀实验和小鼠碳粒廓清实验，研究尊麻多糖具有抗炎药理

作用。实验结果表明尊麻多糖能明显抑制二甲苯所致小鼠耳廓肿胀、角叉菜胶所

致大鼠足而肿胀并能增强小鼠巨噬细胞的廓清能力，具有抗炎和增强免疫功能的

作用[391。王亚丽报道二甲苯致小鼠耳廓肿胀实验和冰醋酸致小鼠扭体实验，研究

狭叶尊麻根、茎、叶的70%己醇提取物和根水提物的抗炎镇痛作用。实验结果表明

狭叶尊麻根、茎、叶的70%已醇提取物和根水提物具有显著的抗炎镇痛活性L40]。
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本篇结论

1、不同产地 (贵州、内蒙和湖南)不同种尊麻多糖含量对比可知，贵州麻叶尊麻

的多糖含量最高为60.45q0，其次为湖南异株尊麻多糖含量为3928%，对多糖含量

最高的贵州麻叶尊麻根与茎测定结果表明根中多糖的含量最高为60 45%。因此，

我们选取贵州麻叶尊麻为进一步研究的对象。

2、根据药典规定对贵州麻叶尊麻根的检查项目进行测定，为今后控制尊麻药材的

质量和制定尊麻药材的质量规定提供了依据。

3、通过麻叶尊麻多糖对角叉菜胶诱发大鼠足爪肿胀的抑制作用研究表明，麻叶尊

麻多糖对大鼠足皮下注射1%角叉菜胶引起的急性炎症过程，具有明显的抑制作用，

且各剂量有良好的量效关系，起始有效剂量为125Ing/kg，随着剂量的增加，抑制

作用更为明显。
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附录 1

化合物光谱图
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徽 生物 代 谢 产 物 库研 究进 展

高楠，张庆林

(军事医学科学院放射医学研究所，北京 10085。)

[摘要]微生物代谢物具有极大的化学结构多样性和复杂性，建立微生物代谢物库

对发现新药有重要意义。本文对几种重要的微生物代谢物库及建库方法作一综述。

仁关键字] 微生物 代谢产物 化合物库

中图分类号 Q939.406

    前 言

    微生物是活性天然产物的重要来源，微生物代谢物具有极大的化学结构多样性

和复杂性。在过去的几十年里，对微生物代谢物的研究，发现并开发了许多重要

的药物。

    随着高通量高内涵筛选平台的建立和发展，需要各种化合物库供筛选。建立微

生物代谢物库对药物高通量筛选、发现先导化合物有极其重要意义。

    代谢产物库是进行高通量筛的先决条件，包括数据库管理系统、主要从微生物

样品中提取的活性部位或单体化合物和少量合成化合物。近年来对微生物代谢物

库的研究主要包括预分离库、纯天然产物库、运用平行合成技术产生的合成、半

合成天然产物库和类天然产物库(l)。

    一、预分离代谢物库:

    UlrichAbel报道BioLead公司采用IsoLeader系统及Contiweigher系统的

半自动化流程建立了结构未知的预纯化代谢物库。该流程首先将 800种菌株的培

养液过滤，得到培养液的滤液和菌丝体两部分。滤液部分经不同吸附性色谱柱处

理得到800种强极性组分和6400种中等极性的组分;菌丝体部分用有机溶剂提取

得到800种菌丝体提取物。采用半制备高效液相对以上三部分组分进一步细分得

到至少80000种纯度大于85%的天然化合物。最后，对化合物库中活性成分进行液

相一质谱、核磁共振分析，排除重复性物质。采用该方法从发现苗头化合物到完成

结构鉴定所需时间短。由于仅分析鉴定活性组分的结构，仅培养含不重复化合物
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的菌种，因此成本低(l)。影响预分离代谢物库原因:

    1、菌种来源:

    生态环境的生物地理、采集样品的数量及菌种分离程序等因素影响菌种的数量

及种类(J)。多样性的地域如深地层、深海及极端温度、盐度及 PH 值的地点往往可

分离得到新的微生物，为发现新的化合物提供了可能(3)。如Mincer报道由一种新

型放线菌属Salinospora可分离得到强抗癌活性物质Salinospor胭ideA，该菌属

仅存在海洋环境中川。另一方面，采用新的菌种分离策略及技术，从相对温和的生

态环境中也能分离出许多新颖的物种。

    2、培养基成分:

    微生物产生次级代谢物的种类和产量受到培养基成分和生长条件影响。如:改

变培养基中的氮源可使真菌抑制剂Can。记as的天然前体PneulnocandinS产量提高

10一20倍。因此改变微生物生长条件来提高菌种代谢产率成为许多制药公司经常使

用的策略。J RTorln。建立了高效液相自动化分析方法，从统计学上比较一组放

线菌在不同培养基中产生代谢物的能力，以提高微生物代谢库的质量。从土壤和

海洋采集样品分离出250种放线菌，每种菌分别在十种不同的培养基中小量培养，

用高效液相一蒸发散射检测器分析每种提取物，根据某些参数挑选出产生的代谢物

成分多样、组成重叠小的三种培养基进行大规模发酵，用来建立代谢物库。试验

结果表明该方法通过减少多余的发酵条件和增加菌种代谢物化学成分多样性可提

高供药物筛选代谢物的质量阁。

    3、代谢物分离和检测方法:

    Yuan一QingTang报道利用CoobiFlas俨5110005系统将平行色谱技术与凝胶

渗透、硅胶色谱技术相结合，应用于链霉菌GT061089代谢产物的分离。从200升

菌种发酵液中分离得到16种化合物，其中两种化合物结构己知。平行色谱技术的

应用允许多个样品同时分离，极大地缩短分离时间。该技术将在天然产物的高通

量分离方面发挥重要作用。平行色谱技术不足之处主要表现在:由于在线检测系

统不能与平行色谱技术相整合，由平行色谱所获得的为数众多的馏分只能由薄层

层析技术检测(6)。

    UGr舒e报道利用电喷雾电离质谱技术寻找新的微生物代谢物和排除已知化合

物。电喷雾电离源 (5工)与不同质量分析器组合可测定混合物中样品的分子量和
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分子式，由碰撞诱导解离 (CID一MS/MS) 产生的诊断碎片离子信息可以获得化合物

的结构信息。质谱与高效液相、薄层色谱联用，可做为特殊的检测器，提供分析

物的分子量、分子式和化学结构等信息。采集分离巧0种放线菌，琼脂平板培养，

提取物采用薄层色谱展开，紫外下观察，将斑点刮下、洗脱，经51一Cll卜Ms/MS检

测，鉴定出20种己知化合物和一种新化合物{7)。

二、纯天然产物库

  KaiU Bindseil报道AnalyticonDiscovery和AventisPhamaAG两公司合

作在十八个月内建成一个纯度大于80%、包含2242种微生物来源化合物及1758种

植物来源化合物的无重复结构纯天然产物库。此化合物库的构建过程分为以下几

个步骤:选择培养条件简单，能产生多种含量丰富未知代谢物的微生物作为实验

对象。采用高效液相结合蒸发散射检测器对所选微生物进行预筛选，从中挑选出

2665种细菌和1425种真菌做进一步的扩大培养。提取物先采用Flash阻Biotage

系统浓缩，再经由AnalytiConAG公司开发的SEPB0rlight系统分离，最后通过

查询天然产物数据库结合质谱、核磁共振信息对分离获得化合物进行高通量结构

鉴定，得到2242种微生物代谢化合物佃。

    J皿eSBMcAlpine报道通过分析放线菌aizunensiSNRRLB一11277基因组发

现并鉴定出一种新型抗真菌抗生素。Miyajn盯a曾报道从该菌种发酵液中分离出双

环菌素。Ja.esBMcAlpine等通过基因组扫描 (gen胭escanning)，确定包括双

环菌素基因簇在内共有 12个天然产物基因簇，挑选出一个包括35个开放读写框

的基因簇进行全面分析，推断出该基因簇对应代谢物ECO一02301 结构可能为直链

聚烯多肤，通过查询化合物库确定该代谢产物为一种新化合物。为获得这些基因

表达，菌种大规模发酵，从菌丝体和菌液中分离得到化合物Eco一02301，经质谱、

核磁共振检测，碳、氢位移与应用基因组分析方法推断得到的结构的位移基本一

致。实验结果表明应用基因组分析方法可从许多已知微生物中发现新化合物，此

外该技术与质谱、核磁共振谱相结合可快速鉴定许多复杂化合物结构(9J。

三、合成及半合成天然产物库

  代谢物提取、分离、纯化过程相对复杂费力，阻碍了天然产物的广泛应用曲。

随着高通量有机合成在药物发现过程中的应用，多种设计方法被用于化合物库的
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构建，其中包括:通过全合成获得天然产物衍生物库、天然产物类似物库，及由

天然产物而来的化合物库等利。

    在以天然产物为模板的化合物库合成方面，Wal面ann人报道天然产物核心结

构修饰、分子骨架全合成和天然产物来源化合物库的多样性固相合成方法卫。

KhoslaC报道运用酶来构造天然产物衍生物的组合生物合成方法是一种很有前景

的开发结构多样性的方法胭。

    结束语

    近十年来，天然产物平均以每年150、300种的速度增长，其中以抗生素居多，

但其它生理活性物质有明显增加的趋势。微生物次生代谢物的筛选是新微生物药

物研究开发之源，合成、半合成产物的研究也是探索新微生物药物的重要途径之

一。随着越来越多药物作用靶标被阐明，建立与高通量筛选技术相适应的多样化

巨型化合物库成为必然。运用新策略寻找发现更多新化合物同时尽量减少重复的

己知化合物是建立高质量天然产物化合物库的关键。
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