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摘 要 人白细胞弹性蛋白酶抑制剂为筛选炎症和癌症的重要靶点。应用白细胞弹性蛋白酶抑制剂高通量的筛选模型对数

千株放线菌进行筛选，发现了阳性菌株 +$&T9O%"]。首先通过形态学和化学分类学鉴定其为链霉菌属。采用有机溶剂提取、

硅胶柱色谱、F-:764-^ YXO!$ 柱色谱和结晶等方法对该菌株的发酵产物进行了分离纯化，得到活性单体化合物 +$&T9O%"]Q，通

过对 +$&T9O%"]Q 的理化性质和波谱数据分析，确定其结构与文献报道的化合物 KQO]!PP$9 相同。该化合物对人白细胞弹性

蛋白酶有很强的抑制活性，其 UL]$ 为 "_$!!.()‘Y。该化合物对人白细胞弹性蛋白酶的抑制活性国内外未见报道。
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XYQ（人 白 细 胞 弹 性 蛋 白 酶，7@.6C )-@?(2A;-
-)6=;6=-），是 多 形 核 白 细 胞（ :()A.(0:7(C@2)-60
)-@?(2A;-=，J5+Y）因受炎症刺激而释放出的一种破

坏性丝氨酸蛋白酶。由于其能水解诸如弹性蛋白、

粘蛋白和某些胶原蛋白等组织连接成分，而被认为

可能参与类风湿性关节炎的发病过程。此外，XYQ



还可能与肺气肿、囊性纤维化、慢性支气管炎、急性

呼吸 窘 迫 综 合 症 及 肾 小 球 肾 炎 等 炎 症 性 疾 病 有

关［!］。"#$ 还参与急性肺损伤（%#&）的病理生理过

程，因此弹性蛋白酶抑制剂是治疗急性肺损伤的潜

在药物［’］。另外，由于弹性蛋白酶可以破坏胶原纤

维及组织基底膜层，在肿瘤的形成和肿瘤转移方面

起关键作用，所以弹性蛋白酶又成为了研发抗癌药

物的新靶点［(，)］。可见，弹性蛋白酶抑制剂具有很

高的潜在应用价值。

本研究参照文献报道［*］的 微 量、高 效 的 体 外

"#$ 抑制剂筛选模型从已建立的微生物代谢产物库

中对 数 千 株 放 线 菌 进 行 筛 选，发 现 了 阳 性 菌 株

+,!-%./(*，并从其发酵产物中分离纯化得到有较

强 活 性 的 化 合 物 +,!-%./(*$。 本 文 报 道 了

+,!-%./(*$ 产生菌鉴定，及其筛选、发酵、分离纯

化、结构鉴定和生物学活性测定。

! 材料与方法

!"! 筛选样品

筛选样品为采集自云南的土壤中放线菌菌株的

代谢产物。

!"# 试剂及仪器

人 白 细 胞 弹 性 蛋 白 酶（ "0123 #40567894
$:2;92;4，"#$）购 自 <=>12 公 司；多 肽 底 物（+.

?49@6A8;077=38:.%:2.%:2.BC6.D2: E.3=9C623=:=F4）购 自

<=>12 公司；D=796C’!)’, 多功能测定仪（美国 B$ 公

司）；"B#G 分析系统（美国 -294C; 公司）；"B#G 色谱

柱（ HC612;=: !,,I G!J )KL11 M ’*,11）；N?O
?=7C612;; 质 谱 仪（ 美 国 -294C; 公 司 ）；&+PD% .
*,,?"Q 核磁共振仪（D2C=23 公司）。

!"$ 培养基

斜面培养基（,K)R酵母粉，,K)R葡萄糖，,K*R
麦芽膏，’R琼脂粉，,K,!R微量盐，E"/K,）

种子培养基（’K)R淀粉，,K!R葡萄糖，,K(R蛋

白 胨，,K(R 牛 肉 膏，,K*R 酵 母 粉，,K)R G2GP(，

E"/K,）

发酵培养基（)K,R可溶性淀粉；’K,R 脱脂大

豆粉；,K,*R S4<P)·/"’P；,K,*R H’"BP)；,K,(R
HG:，E"LK*）

!"% &’( 抑制剂活性测定方法

"#$ 活性检测方法参照文献［*］报道的方法进

行。

!") *+!,-./$) 的培养

+,!-%./(* 菌株斜面培养 !) F，然后用 ’1# 无

菌水冲洗下，按 *R的接种量接种到含有 !’,1# 种

子培养基的 *,,1# 三角瓶中，于 ’JT培养 (F。最后

按 *R的接种量将一级种子接种于装有 ’,# 发酵培

养基的发酵罐中，于 ’JT振摇培养 LF。

表 ! *+!,-./$)( 012 3(.)#%%+- 的!&.*45，!$6.*45 光谱数据

7089: ! !$6.*45 012 !&.*45 20;0 <= *+!,-./$)( 012 3(.)#%%+-

B6;=9=63
+,!-%./(*$（=3 O?<P） U$.*’)),%（=3 GOG:(）

!G !" !G !"

!，!V /’K/ (KW/（!"，X，! Y /K,"Q） /)K) )K!,（!"，X，! Y /K("Q）

(，(V L’K* )K,/（!"，1） L(K, (KW’（!"，1）

)，)V ’/K) ’K!L（’"，1） ’/KJ ’K’*（’"，1）

)2，)2V L!K* L!K(
*，*V !JWK/ !JWK)
*2，*2V !((K, !((K!
L，LV !!WK/ /K/,（!"，FF，! Y /KL，!KL"Q） !’,K( /K/(（!"，FF，! Y /KL，!KL"Q）

/，/V !(/K( /K/W（!"，9，! Y J"Q） !(/K* /K/L（!"，9，! Y /KL"Q）

J，JV !’)K! /K’!（!"，FF，! Y /KL，!KL"Q） !’)K! /K’J（!"，FF，! Y /KL，!KL"Q）

W，WV !L,K) !!K!/（!"，;） !L!KW !!K(（!"，;）

W2，W2V !!)K’ !!)K*
!,，!,V !W/K! !W*K/

!,2，!,2V /*KW (KL)（!"，;） /LK! (KL*（!"，;）

!!，!!V !)K/ !K,/（("，FF，! Y /K,"Q） !)K’ !K!L（("，FF，! Y /K("Q）

!’，!’V ),K, ’K(J（!"，FF，! Y !*K*，!,"Q） (WKL ’K*!（!"，FF，! Y !*K(，WK)"Q）

’K)!（!"，FF，! Y !*K*，(K*"Q） ’K*W（!"，FF，! Y !*K(，(K,"Q）

!(，!(V !/,K) !/,KL
PG"( *!K) (KL)（("，;） *!KJ (K/L（("，;）
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!"# 形态学观察

菌株埋片接种于 !"#$ 培养基平板，$%&培养，

分别于 ’()、$’)、$%) 时在光学显微镜下进行形态观

察。选取形态特征典型的样本进行拍照。

!"$ 化学分类

细胞壁化学分析：参照 *+,-.+/+［0］和王平［1］的

细胞壁化学组分的分析方法以及 2-34-5+67-8［%］的纯

细胞壁分析方法。

磷酸类脂分析：参照 2-34-5+67-8 等［%］的方法进

行。

甲基萘醌分析：参照 9:667;,［<］的方法进行。

!"% &’!()*$+,- 的分离纯化

发酵样品的预处理方法：取菌株 =>’?@A1BC 的

发酵液 ’C2，离心后上清液加乙酸乙酯萃取；菌体用

丙酮浸泡 $D>4，再离心，上清减压蒸掉溶剂后加入

乙酸乙酯进行萃取，合并两部分乙酸乙酯相，最后减

压浓缩得到油状粗提产物。

油状粗提产物进一步的分离纯化方法：上述粗

提物经硅胶柱（!BD03E F C>3E）色谱，氯仿A甲醇梯度

洗脱，合 并 活 性 组 分，减 压 浓 缩。该 活 性 组 分 经

"-G4+)-H 2*A$> 柱色谱，以氯仿：甲醇 ’ I’ 洗脱纯化，

最后用氯仿：甲醇（’ I’）结晶得到活性化合物。

化合物的 *#29 检测方法：流动相为 9*B9=A
*$J（1> I B> ! K!），流 速 为 ’E2KE7;，检 测 波 长 为

$BB;E，经 *#29 面积归一化法测定纯度。

图 ’ 菌株 =>$A($’ 的光学显微镜照片

L7.M ’ JGN73+6 E738:,3:G- G4:N:.8+G4 :O
,N8+7; =>$A($’（B>> F ）

. 结果

."! /0- 抑制剂阳性菌株的筛选

对数 千 株 放 线 菌 进 行 筛 选 得 到 阳 性 菌 株

=>’?@A1BC。

.". 菌株形态学特征

菌株 =>’?@A1BC 在 !"#$ 培养基上基内菌丝生

长良好，气丝丰富，形成长的孢子链（见图 ’）。符合

链霉菌属（"#$%&#’()*%+）的形态分类特征。

."+ 化学分类

菌株 =>$A($’ 细胞壁含有 2A$，0A二氨基庚二酸

（22AP@#），甘氨酸，胞壁类型为 ! 型；糖型 9，无特征

性 糖；磷 酸 类 脂 # " 型。 符 合 链 霉 菌 属

（"N8-GN:EQ3-,）的化学分类特征。

."1 化合物 &’!()*$+,- 的 /203 纯度验证

经过一系列分离纯化方法得到 ’ 个活性化合物

=>’?@A1BCR（’CD$E.），用 *#29 进行检测为单一化

合物，从色谱图（见图 $）可知保留时间为 $$DCE7;，

经 *#29 面积归一化法测定纯度达 <<S。

图 $ =>’?@A1BCR 的 *#29 分析

L7.M $ *#29 @;+6Q,- :O =>’?@A1BCR

图 B =>’?@A1BCR 的化学结构

L7.M B T4- ,N8U3NU8- :O =>’?@A1BCR

.", 化合物 &’!()*$+,- 的理化性质和化学结构

单体化合物 =>’?@A1BCR 为淡黄色结晶，易溶

于四氢呋喃和 PV"J，微溶于氯仿和甲醇，不溶于水

和己烷。其紫外吸收 WX!E+H（V-J*）：$BB，$C0;E，该

化合物经过 T29 展开后，用无色亚甲蓝溶液显色，

发现样品在白色背景上作为蓝色斑点出现，证明其

为萘 醌 类 化 合 物。R"!AV" 给 出 准 分 子 离 子 峰 为

1$’D$（V Y =+Y ），说明该化合物的分子量为 0<%，’B 9A
=VZ 显示 ’1 个碳信号，’*A=VZ 显示 ’1 个氢（见表

’），结合 =VZ 数据提示该化合物含有对称结构，该

化合物的分子式为：9B( *B( J’( "。通过文献检索，确

定其化学结构与文献［’>］报道的化合物 [RAC$((>@
相同，其化学结构如图所示（见图 B）。

(’’’ ,-./%+% 0’1$/23 ’4 5.’#%*-/’3’6) 生物工程学报 $>>1，X:6D$B，=:D0



!"# 化合物 $%&’()*+,- 对 ./- 的抑制活性

化合物 !"#$%&’()* 对 +,* 的抑制活性的测定

结果见图 -，从该图可以看出，化合物 !"#$%&’()*
对 +,* 呈现出剂量依赖的抑制作用，其 ./)" 值为

(0"1!2345,。

图 - !"#$%&’()* 对 +,* 的抑制曲线

6789 - !"#$%&’()* :;<=:>7?= @A:B; =3 +,*

+ 讨论

+,* 抑制剂除了从动植物中提取和化学合成

外， 微 生 物 来 源 的 主 要 有 链 霉 菌 产 生 的

;4><=>=7?>4［##］、;4><?7?［#1］和 6CD"#1’’［#(］以及曲挠杆菌

产生的 6CD"#-)#［#-］、EF 1-’#-# 和 EF 1-’#-1［#)］，

目前上述微生物产生的弹性蛋白酶抑制剂尚未应用

于临床，全球惟一应用于临床的弹性蛋白酶抑制剂

西维来司钠系化学合成产品，于 1""1 年在日本上

市，1""( 年在我国进入临床研究阶段，用于治疗

G%CG 引起的急性肺损伤。临床研究表明，它通过

抑制中性粒细胞产生的弹性蛋白酶，改善患者的呼

吸功能，使其尽早脱离危险期，降低死亡率。因

此，从微生物中筛选到新的、强效低毒的弹性蛋白酶

抑制剂是非常有意义的。

本实验组从微生物代谢产物中筛选得到对 +,*
具有较强抑制活性的化合物 !"#$%&’()*，与其它

+,* 抑制剂如 *HA7<;=7?［)］（./)"为 110#!2345,）相比活

性更好。其产生菌的形态学特征和化学分类学特征

都符合链霉菌属特征。文献报道该化合物具有抗白

血病、结 肠 癌、肺 癌、胃 癌 细 胞 株 的 活 性，但 是

!"#$%&’()* 对白细胞弹性蛋白酶的抑制活性未见

报道。
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