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摘　要 : 利用 M T T法研究了粘细菌 S ti gm atel l a WXN XJ2B代谢产物对 Hep G2肿瘤细胞的抑制

作用 ,考察了一些理化因素对代谢产物稳定性的影响并定性分析了代谢产物。结果表明 , S ti gm a2
tel l a WXNXJ2B菌株产生的活性物质能抑制肿瘤细胞的生长 ,抗肿瘤活性物质产生的最佳发酵时

间为 7 d。大孔树脂 HPD100、XAD16和 DA201对活性物质的吸附效果较好 ,该活性物质在 12 h

的自然光和紫外光照射下、在温度不高于 70 ℃和 p H 3～10之间稳定性好 ,代谢产物中含有内酯

类、苷类和甾体类物质。
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Abstract :In this st udy , t he antit umor effect of t he metabolites f rom S ti gm atel l a WXNXJ2B was

analyzing by Hep G2 cell using M T T met hod. Furthermore , t he stability of the metabolites under

different p hysical and chemical environment was examined and t he qualitative characteristics of

t he metabolites were analysis. The result s showed t hat t he antit umor bioactive metabolites

efficient inhibited t he growt h of Hep G2 cell . The optimum fermentation time of antit umor

substance was 7 days. HPD100 , XAD16 and DA201 resin were efficient to adsorb the bioactive

metabolites. The antit umor bioactivity on Hep G2 cell line did not obviously change when t he

temperat ure was lower 70 ℃, p H was in the range f rom 3 to 10 and t he metabolites were t reated

wit h daylight and ult raviolet light during 12 h. It was detected t hat lactones , glycosides and

steroids component s existed in t he metabolites.
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　　粘细菌是最高等的原核生物类群 ,具有复杂的

多细胞行为和形态发生 ,在细胞分化、发育和生物

进化研究中占有重要地位 ,如 M y x ococcus是原核

生物社会学行为研究的著名模式菌[1 ]。近年来 ,粘

细菌作为一类可产生丰富次级代谢物的微生物类

群日趋受到重视[ 2 - 3 ]。目前从粘细菌中已发现大约

400多种生物活性物质 ,约占微生物来源总数的

315 % ,仅在放线菌和芽孢杆菌之后 ,研究工作已涉

及分子生物学、发育生物学、生物技术及生物活性

物质等多个领域[4 ]。粘细菌产生的生物活性物质

具有种类多 (包括芳香族、杂环类、醌类、大环类、聚

醚类、多烯类等) 、结构新、一株菌可以产生一种基

本结构的许多衍生物、菌株的特异性等特点。其独

特之处是粘细菌所产生的生物活性物质有许多是

作用于真核细胞的 ,其抗肿瘤和抗真菌活性物质的

比例较高[5 - 6 ]。

在已经发现的活性物质中 , Epot hilone[7 ]具有

和 Taxol相同的作用机制 ,被认为是下一代抗肿瘤

药物 ;Sorap hen[8 ]是一种广谱抗真菌化合物 ,具有很

大应用前景的生物农药。作者所在实验室分离、保

存 6株体外抗肿瘤活性很高的粘细菌 ,并且从其中

一株 S orangi um cel l ulosum WXNXJ2C中分离出一

种新的大环内酯类抗肿瘤化合物———福鸽霉素

( Phoxalone) [ 9 ]。作者对另一株粘细菌 S ti gm atel l a

WXN XJ2B菌株产生抗肿瘤物质的活性以及稳定性

进行研究。

1　材料与方法

1. 1　材 料

1 . 1 . 1 　菌株　粘细菌 S ti gm atel l a WXNXJ2B ,作

者所在研究室分离、鉴定和保存[10 ]。

1 . 1 . 2　培养基 (组分 g/ L)

1) 种子培养基 :土豆淀粉 1010 ,葡萄糖 210 ,酵

母粉 210 ,脱脂奶粉 410 ,CaCl2 110 ,MgSO4 ·7 H2 O

110 ,Fe ( III)2Na2ED TA 01008。

2) 发酵培养基 :在种子培养基基础上加 20 g

大孔树脂 ,甘油 5 mL。

11113　肿瘤细胞培养基 　10 %小牛血清 , 90 %

RPMI1640 ,2 mol/ L L2谷氨酰胺 ,100 U/ mL 青霉

素和 100 U/ mL 的链霉素。

11114　肿瘤细胞株 　人肝癌细胞 Hep G2 ,江南大

学医药学院分子药理研究室惠赠。

112　方 法

11211　粘细菌 S ti gm atel l a WXNXJ2B的发酵及其

代谢产物的粗提 　从保存在 V Y/ 4 斜面上的菌株

中挑取菌株一环 ,转接到已灭菌的含有 30 mL 种子

培养基的 250 mL 三角烧瓶中 ,30 ℃、150 r/ min培

养 3 d。取种子液 5 mL 加入至含有 50 mL 发酵培

养基的 250 mL 三角烧瓶中 ,同样条件下培养 7 d。

取出树脂 ,用水洗涤至澄清 ,再用 10 %甲醇洗涤 3

次 ,过滤 ,沥干 ,放入干净的三角烧瓶中 ,加入与发

酵液等体积的甲醇 ,解析 24 h ,45 ℃真空浓缩 ,浓缩

液置于 4 ℃下 24 h ,取出后于 10 000 r/ min离心 10

min ,留上清液去沉淀 ,作为稳定性和定性初步分析

用样品。

11212　抑制率的测定 　抑制率的测定采用 M T T

法[11 ]。样品于 45 ℃烘干后用少量二甲亚砜 (DM2
SO)溶解 ,然后加入到细胞培养基中 ,加入的 DMSO

含量不能超过 015 %。用酶标仪在 570 nm 处测定

其 OD值 ,计算样品对细胞的抑制率±SD和对肿瘤

细胞的半数抑制浓度 IC50值。

细胞的抑制率 ( %) = (正常细胞孔 OD值2加药
细胞孔 OD值) /正常细胞孔 OD值 ×100 %

11213　发酵时间对抗肿瘤活性物质合成的影响　

发酵时间分别设定为 3、4、5、6、7、8、9 d ,发酵结束

后取出树脂 ,用 20 mL 甲醇解析 ,24 h后取 014 mL

于 45 ℃烘干 ,测定其对 Hep G2 肿瘤细胞抑制率。

每种培养条件设 3个平行样 ,重复 3次。

11214 　不同的树脂对活性物质提取的影响 　

H PD100、HPD300、HPD600、H PD450、D101、

XAD16、DM301、AB8和 DA201共 9种大孔吸附树

脂先用 95 %乙醇浸泡 24 h ,使树脂充分溶胀 ,用去

离子水洗尽乙醇。用 5 % HCl 溶液浸泡 4 h ,而后

用去离子水洗至中性。再用 2 %的 NaO H 浸泡 4

h ,用去离子水洗至中性 ,晾干。每种树脂称取 1 g ,

加入装有 50 mL 培养基的 250 mL 摇瓶中 ,发酵培

养 7 d后 ,用相同体积的甲醇解析 ,取 014 mL 45 ℃

烘干后加 0102 mL DMSO 溶解 ,测不同树脂对

Hep G2的抑制率。每种树脂设 3个平行样 ,重复 3

次。

11215　活性物质稳定性的测定

1) 热稳定性试验 :各取 012 mL 的甲醇浸提液

于 5 mL 试管中 ,在温度为 50、60、70、80、90、100 ℃

的水浴锅中保温 1 h。处理后 ,45 ℃烘箱中至恒

重 ,测其抗肿瘤细胞活性。4 ℃条件下保存的甲醇

浸提液为对照 ,测其对 Hep G2 的抑制率 ,重复 3

次[12 ]。

2) 酸碱稳定性试验 :取 11份甲醇浸提液 ,每份

5 mL ,用浓度为 1 mol/ L 的 NaO H 和 1 mol/ L 的
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HCl 将样品分别调成 p H 值 1～11 ,然后在室温下

放置。24 h后将 p H调至 7 ,从每个样品中取出 012

mL ,45 ℃烘干 ,以未经酸碱处理的 4 ℃保存的浸提

液为对照 ,测其对 Hep G2的抑制率 ,重复 3次[13 ]。

3) 光照和紫外线照射稳定性的测定 :浸提液 2

mL 于小烧杯中 ,置于自然光和 15 W紫外线下分别

照射 2 ,4 ,6 ,8 ,10 ,12 h ,照射距离为 40 cm ,然后从

每个样品中取 012 mL ,45 ℃烘干 ,以 4 ℃条件下保

存的、未经紫外线处理的浸提液为对照 ,测其对

Hep G2的抑制率 ,重复 3次。

11216　抗肿瘤活性物质的初步分析　取甲醇解析

物进行 FeCl3试验、盐酸2镁粉试验和氯仿2浓硫酸试
验等试验 , 具体方法参照文献[14 ]。

2　结　果

211　Sti gmatell a WXNXJ2B代谢产物对 HepG2 生

长的影响

从图 1可以看出 ,菌株的代谢产物对肿瘤细胞

的生长有明显的抑制作用。剂量为 1410μg/ mL ,

在加药 48 h 后细胞的抑制率 40 %左右 ;而剂量在

3510μg/ mL 时 ,对细胞的抑制率在 95 %左右 ,有很

少的细胞存活。2 个加药组与加药前相比 ,后者的

肿瘤细胞的数量要多于前者 ,因此活性物质可能促

使肿瘤细胞凋亡。

(a) 加药前

(b) 对照组

(c) 13. 7μg/ mL

(d) 33. 6μg/ mL

图 1 　Stigmatella WXNXJ2B代谢产物对 HepG2 细胞

生长的影响

Fig. 1　Effect of metabolites from Stigmatella WXNXJ2
B on HepG2 cell growth

212　发酵时间对菌体生长和抗肿瘤物质含量的影响

30 ℃、150 r/ min 对粘细菌 WXNXJ2B 菌株进

行培养 ,在培养 3、4、5、6、7、8、9 d后分别取样测定

树脂的甲醇解析物对 Hep G2细胞生长的抑制率和

菌体的生物量的影响 ,结果见图 2。菌体生物量在

第 3天达到最大 ,为 4135 g/ L ,在第 2～4天菌体代

谢产物对 Hep G2 细胞抑制率增加较快 ,在第 7 天

达到最高 ,为 79104 % ,因此发酵时间最好为 7 d。

图 2　不同发酵时间对活性物质和菌体生物量的影响

Fig. 2　Effect of different fermentation time on bioactiv2
ity substance and biomass of Stigmatella WX2
NXJ2B
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213　树脂的筛选

从图 3中可以看出 ,在 9 种树脂中 , HPD100、

XAD16和 DA201这 3 种树脂的吸附效果较好 ,其

对肿瘤细胞的抑制率分别为 6311 %、5914 %和

5415 %。在粘细菌 WXN XJ2B 菌株发酵生产抗肿

瘤活性物质中优先选择这 3种树脂。

1. HPD300 ; 2. D101 ; 3. HPD100 ; 4. HPD600 ; 5. XAD16 ;

6. DA201 ; 7. HPD450 ; 8. DM301 ; 9. AB8

图 3　不同树脂对活性物质吸附效果的影响

Fig. 3　Effect of different resins on bioactivity substance

adsorption

214　活性物质的稳定性

21411　活性物质的热稳定性 　图 4 表明 ,在水浴

加热条件下 ,浸提液的抗 Hep G2活性比较稳定 ,70

℃以前的活性比较稳定 ,和 45 ℃时相比仍然能达

到 100 % ;高于 70 ℃时 ,随着温度的升高 ,抗

Hep G2的活性能力逐渐下降。由此可以说明 ,该活

性物质具有较好热稳定性。

图 4　活性物质的热稳定性

Fig. 4 　Thermal stability of antitumor bioactivity sub2
stance

21412　活性物质的自然光稳定性　从图 5中可以

看出 ,活性物质在自然光下照射 2、4、6、8、10、12 h

后活性比率变化不大 ,说明该活性物质在自然光照

射一定时间内稳定。

21413　活性物质的紫外光稳定性 　图 6 表明 ,活

性物质在 15 W紫外灯下照射 2、4、6、8、10、12 h后

活性比率变化不大 ,和对照一样 ,都保持在 95 %左

右。说明在一定时间内 ,紫外照射对活性物质基本

上没有影响。

图 5　活性物质的自然光稳定性

Fig. 5 　The stability of antitumor bioactivity substance

with daylight

图 6　活性物质的紫外稳定性

Fig. 6 　The stability of antitumor bioactivity substance

with ultraviolet light

21414　活性物质的酸碱稳定性　图 7表明 (0处为

对照样品) ,活性物质在 p H 3～10时比较稳定 ;p H

1～2 时 ,抑制率只有 50 %左右 ,只有对照的 60 % ;

p H 11 时 ,抑制率只有 55 %左右 ,和对照相比低

20 %。说明在酸碱性比较强的条件下 ,浸提液里的

活性物质不稳定 ,可能会发生结构上的变化 ,从而

导致对 Hep G2 细胞抗性的降低 ,在以后的处理样

品和分离纯化过程中尽量不与酸碱性强的物质混

合。

图 7　活性物质的酸碱稳定性

Fig. 7　Acid and alkal stability of antitumor bioactivity

substance
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215　树脂提取物的初步定性分析

如表 1 所示 , FeCl3试验、茚三酮试验、I2KI试

验、溴酚兰试液、醋酐浓硫酸试验、碱液试验等试验

均无明显变化 , 显示均无皂甙类、有机酸类、酚类、

蒽醌、氨基酸、多肽、蛋白质、生物碱、鞣质等化合

物。α2萘酚试验出现砖红色环反应 ,显示可能含有

糖、多糖或甙类物质 ;镁粉2HCl试验呈红色 ,可能含

有黄酮类物质 ;氯仿2浓硫酸试验氯仿层呈红色 ,可

能含有甾体类物质 ;开闭环试验加 1 %NaO H澄清 ,

加 2 %HCl混浊 ,可能含有香豆素、内酯类、黄酮类、

糖甙类和甾体类物质。

表 1　Stigmatella WXNXJ2B代谢产物的显色反应

Tab. 1　Color reaction of the metabolite from Stigmatella WXNXJ2B

显色反应 显色变化 显色反应 显色变化

FeCl3 试验 无 镁粉2HCl试验 无

茚三酮试验 无 I2KI试验 无

α2萘酚试验 砖红色的环 氯仿2浓硫酸试验 氯仿层变红色

溴酚兰试液 无 碱液试验 无

醋酐浓硫酸试验 无 开闭环试验 1 %NaO H澄清 ,2 %HCl混浊

3　结　语

S ti gm atel l a WXN XJ2B 所产生的代谢产物表

现出很好的抗肿瘤细胞 Hep G2 的能力 ,加药后的

细胞和加药前的细胞相比 ,在数量上后者多于前

者 ,说明细胞对肿瘤细胞主要起杀伤作用。在试验

过程中发现 ,对小鼠黑色素瘤 B16 和人乳腺癌

MDA2MB231肿瘤细胞具有较高的生长抑制效果 ,

而对正常小鼠的肾脏细胞基本不起作用 ,因此活性

物质是通过促使肿瘤细胞凋亡而使细胞死亡的。

对其代谢产物的初步分析 ,含有内酯类、苷类和甾

体类物质 ,起作用的可能是其中的一种或者多种。

不同粘细菌其产生的活性物质类型不同 ,其发

酵和提取条件也不尽相同。实验结果表明 , S ti g2
m atel l a WXN XJ2B 产生抗肿瘤活性物质的最佳培

养时间为 7 d ,菌株在培养至 3 d时其菌体生长量最

大 ,然后菌体停止生长 ,活性物质开始积累 ,至 7 d

时达到最大量。在粗提中 , HPD100、XAD16 和

DA201这 3种树脂的吸附效果较好。在本研究中 ,

S ti gm atel l a WXNXJ2B 所产生的活性物质在不高

于 70 ℃的条件下保持较高的活性 ,对自然光和紫

外光不敏感 ,在 p H 3～10时较稳定。

这些研究为此菌株产抗肿瘤物质的后续研究

和工业化生产提供了工艺依据 ,具有重要的实际意

义。由于粘细菌产生的活性物质种类多且作用机

制多样 ,使它成为目前研究的热点。但由于其自身

特性的限制 ,分离纯化及难培养的特点成为制约研

究开发粘细菌的一个瓶颈 ,随着对其代谢产物研究

的逐步重视 ,粘细菌的研究在中国将有更大的

发展。
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