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【摘要】背景与目的：探讨微生物来源的 5个化合物表蛇孢菌素 W、蛇孢菌素 W和蛇孢菌素 S的体外抗肿瘤作用。 材料与方法：
利用噻唑蓝 6X;;:比色法检测 5个化合物对人结肠癌细胞 IH.L’*、IH.L’’1，乳腺癌细胞 XQ7LXYL/5’、XUML4，肺癌细胞 7*9(和白血病细
胞 W*1/共 1株细胞的体外细胞毒性，并测定其半数抑制浓度值 6 ZU*0:。利用组织蛋白酶 Y评价 5个化合物对肿瘤浸润和转移的抑制活
性。 结果：表蛇孢菌素 W、蛇孢菌素 W和蛇孢菌素 S对上述 1株细胞均有抑制作用，与阴性对照组相比较，其差异均具有统计学意义
6 = [ 0& 0*:。表蛇孢菌素 W对上述 1株肿瘤细胞的 ZU*0值依次为：*& 40、5& 10、/3& 00、3& 90、/& 00和 5& ’0!E V=%。蛇孢菌素 W对 1株肿
瘤细胞的 ZU*0值依次为：’& 90、0& 3’、9& /1、5& 40、0& (’和 ’& ’0!E V =%。蛇孢菌素 S对 1株肿瘤细胞的 ZU*0值依次为：9& ’、9& 1、/1& ’0、
’4& ’0、1& 40和 1& ’0!E V=%。5种蛇孢菌素对组织蛋白酶 Y的 ZU*0值分别为 91、/1和 /5!E V=%。 结论：表蛇孢菌素 W，蛇孢菌素 W和蛇
孢菌素 S均具有体外抗肿瘤活性，其中蛇孢菌素 W体外活性高于表蛇孢菌素 W和蛇孢菌素 S。

【关键词】蛇孢菌素；组织蛋白酶 +；抗肿瘤作用
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每年全世界因癌症死亡的人数高达 *00万，因此抗
癌药物的研发一直是研究的热点 e’ f。微生物分布广、种

类多、易变异，微生物次级代谢产物具有多样性和新颖

性的特点 e/ f，从微生物代谢产物中寻找抗肿瘤活性化合

物具有重要意义。我们用 X;;比色法对 9 000个微生物
次级代谢产物的提取物进行筛选，从中筛选出具有抗肿

瘤活性的阳性菌株。对阳性菌株放大，培养得到的发酵

液通过溶剂萃取、硅胶层析和 IgOU制备等手段，在活
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性跟踪的基础上得到单一活性化合物，并鉴定出化合物

表 蛇 孢 菌 素 &’()*+,)-+.,-/-0,1 &2、 蛇 孢 菌 素 &
’-+.,-/-0,1 &2及蛇孢菌素 3’-+.,-/-0,1 32的结构 ’见图
#2。我们测定了此 4个化合物对不同肿瘤细胞株的体外
毒性，并用组织蛋白酶 5’678.*+9,1 5，:52模型评价它们
对肿瘤浸润和转移的活性，以期为进一步开发和利用蛇

孢菌素提供理论依据。

! 材料与方法
!" ! 蛇孢菌素和肿瘤细胞株 表蛇孢菌素 &，蛇

孢菌素 &和 3均由本室微生物次生代谢产物得到。4种
蛇孢菌素均为无色粉末，均易溶于甲醇、丙酮和氯仿，紫

外吸收分别为 ;<# 1=、;4$ 1=和 ;4> 1=。分子量分别为
4><? 4、4><? 4和 4((? 4。分子式分别为 :;%@4>A4、:;%@4>A4

和 :;%@4(A;。

人结肠癌细胞株 @68)#%、@68)##(，人乳腺癌细胞株
BCD)B5);4#、B:E)F，人肺癌细胞株 D%<$，人白血病细胞
株 &%(;均来源于美国菌种保藏中心 ’D=*G,671 HI+*
:J08JG* :-00*68,-1，DH::2。(株肿瘤细胞均培养于含
#KK L M =0青霉素和链霉素、#KN新生牛血清的 OPBQ
#(<K培养液中，在 4F R、%N :A;及饱和湿度的 :A;培

养箱中培养，; S 4 T传代一次。
!" # 主要试剂和仪器 OPBQ #(<K、UCU’3Q5:A

公司 2；胰蛋白酶、伊红 ’北京欣经科 2；新生牛血清 ’杭州
四季青 2；噻唑蓝 ’BHH2、组织蛋白酶 5 及底物
V)DGW)DGW)F)7=,T-)<)=*8.I06-J)=7G,1 .ITG-6.0-G,T*’UQ3BD
公司 2；青霉素、链霉素 ’华北制药股份公司 2。:A;培养

箱 ’美国 E-G=79-*18,XJ公司 2；酶联免疫检测仪 ’美国
5QA)ODC公司产品，YDZZD: #<;K2；超净工作台 ’苏州
净化设备厂 2；离心机 ’贺利氏 2；光学显微镜 ’重庆光学
仪器厂 [CU)#52；$(孔培养板 ’美国 :-G1,1W2。

!" $ %&&法测定细胞增殖抑制率 取对数生长
期的肿瘤细胞，用含 #KN新生牛血清的 OPBQ #(<K培
养液重悬，配成单细胞悬液，以每孔 ( \ #K< M =0接种于
$(孔培养板中，每孔 ;KK!0。同时加入待测药液 !药液
起始终浓度 #KK!W M =0，后 4倍梯度稀释成 >个不同浓
度组，每组加入 ;!0。阴性对照用等体积培养液代替，阳

性对照为顺铂 ’CCP2#K!0每孔，终浓度 ;%!W M=0。每组
平行设 4个复孔，置 %N :A;、4F R培养 F; .后弃上
清，每孔再加入 BHH液 ’ % =W M =0 2 ;K!0，继续孵育 % .
后每孔加入 #KNUCU液 #KK!0溶解，4F R湿盒过夜，待
结晶完全溶解 ]4 ^，用酶联仪检测各孔光吸收 ’AC%FK2值。
并计算肿瘤细胞抑制率。

肿瘤细胞抑制率 ’:Q 2 _ ’对照组 AC值 ‘实验组 AC值 2 M 对
照组 AC值 \ #KKN。

以同一样品的不同浓度对肿瘤细胞生长抑制率作

图可得到剂量反应曲线，从中求出样品的半数抑制浓度

Q:%K
]< ^。

!" ’ 药物敏感实验判断标准 BHH法检测肿瘤
细胞代谢活性变化，并计算其抑制率，:Q!%KN为高度
敏感，4KN":Q a %KN为中度敏感，:Q a 4KN为低度敏
感，如果出现负值，表示药物刺激细胞生长 ]% ^。

!" ( 伊红染色法测细胞形态 @68)#%细胞与蛇
孢菌素反应步骤同 #? 4，F; .后，弃上清，#KN甲醛
4K!0每孔固定 4K =,1。蒸馏水洗 ;遍，K? ;N伊红染液
%K!0每孔染色 #K =,1，蒸馏水洗 4遍。加 %K!0每孔超
纯水，光镜下观察细胞形态，拍照。

!" ) 组织蛋白酶 *活性测定方法 活性测定方
法由本室建立 ]( ^，原理是组织蛋白酶 5可以水解特定
的荧光标记多肽底物，通过荧光值的变化计算抑制剂对

酶的抑制活性。活性测定反应在 $(孔板中进，4种蛇孢
菌素样品用 CBUA溶解，起始浓度 #KK!W M=0，后 4倍梯
度稀释成 >个不同浓度组，每孔加入 #!0 ! 与 FK!0的
组织蛋白酶 5酶液结合；对照孔以 CBUA代替样品溶
液，空白孔以 CBUA代替样品溶液并以缓冲液代替酶
液，在 4F R保温 #% =,1，并测定荧光 E#’激发光
bc4%%1= M 发射光 b=<(K1= 2；各孔加入 4K !0荧光底
物液 V)DGW)DGW)F)7=,T-)<)=*8.I06-J)=7G,1 .ITG-6.0-G,T*，并
在 4F R保温 # .，测荧光 E;。

样品抑制率 _
]E; ‘ E# ^ ’对照 2 ‘ ]E; ‘ E# ^ ’样品 2

]E; ‘ E# ^ ’对照 2 ‘ ]E; ‘ E# ^ ’空白 2
\ #KKN

以同一样品的不同浓度抑制率作图得到剂量反应

曲线，从中求出样品的半数抑制浓度 Q:%K 。

!" + 统计学方法 统计软件为美国 5QA)ODC公
司 B,6G-+078* B717W*G <? K。数据用 &’ d ( 表示。两组间用
) 检验，多组间用数据单因素方差分析。

# 结 果
#" ! 表蛇孢菌素 ,对不同肿瘤细胞增殖的影响
表 #结果显示，表蛇孢菌素 & 对 @68)#%、@68)##(、

BCD)B5);4#、B:E)F、D%<$、&%(;细胞的增殖均有很强

! " # $

图 + 表蛇孢菌素 ,-".、蛇孢菌素 ,-/.、蛇孢菌素 0-!.的结构
123456 + 785498456: ;< =>6?2>;?@2;A;B2C ,-". D ;?@2;A;B2C ,-/. ECF
;?@2;A;B2C 0-!.
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表 + 蛇孢菌素,对-株肿瘤细胞增殖作用的影响
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表 B 蛇孢菌素C对-株肿瘤细胞增殖作用的影响
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O& *QD P O& OOE!

O& <@< P O& OOD!

O& <Q* P O& O@’!

O& <QA P O& O’<!

O& <Q< P O& O@O!

O& QD< P O& OOA
O& ’E< P O& OOA
O& O<’ P O& O’’!

O& @’< P O& OOQ!

O& E’@ P O& OOE!

O& *@A P O& O’@!

O& <@* P O& O’Q!

O& D@’ P O& O@’!

O& Q’O P O& O’E!

O& QDQ P O& OOQ8

’& O’Q P O& O’@
O& ’<Q P O& OOA
O& O’( P O& O’’!

O& O@D P O& O’E!

O& @’D P O& OO(!

O& A’( P O& O’E!

O& E(’ P O& OOQ!

O& (<E P O& OO*!

’& O(D P O& OOA
’& O<Q P O& OOD

’& OA@ P O& O’@
O& @’D P O& OOQ
O& O@’ P O& OOQ!

O& ’@< P O& O’@!

O& A’@ P O& O’E!

O& EQD P O& O’<!

O& *(< P O& OOQ!

O& D@A P O& O@’!

O& Q*E P O& O’’!

O& (A@ P O& OOE!

B$7-G0,R SH.K M,5G.HI, :$M.0$% ! !& T O& O’&

表 D 表蛇孢菌素C对-株肿瘤细胞增殖作用的影响
’./01 D ’21 133145 63 -E178E67286/6089 C 69 521 7:60831:.5869 63 ;8< 5=>6: 4100 0891; ? !" @ # A

的抑制作用，且细胞抑制率呈浓度依赖关系 4 ’ 均
T O& (QO! & 均 T O& O’8。观察 9:.;’*4V 8与表蛇孢菌素
F4W8 浓度效应关系得到：V X O& <*A’ N O& @Q@ %$5W

4 ’ X O& (Q’，& T O& OO’8。表蛇孢菌素 F对上述 <株肿瘤
细胞的 YB*O值依次为：*& DO、A& <O、@Q& OO、Q& EO、@& OO和
A& ’O !5 67%。

!" ! 蛇孢菌素 #对不同肿瘤细胞增殖的影响
表 @ 结果显示，蛇孢菌素 F 对 9:.;’*、 9:.;’’<、
=2>;=?;@A’、=BC;D、>*E(、F*<@细胞的增殖均有很强的
抑制作用，且细胞抑制率呈浓度依赖关系 4 ’ 均 T O& (QA!

& 均 T O& O’8。观察 9:.;’*4V8与蛇孢菌素 F4W8浓度效应
关 系 得 到 ： V X O& *A(’ N O& @(@ %$5W4 ’ X O& (Q*，
& T O& OO’8。蛇孢菌素 F对上述 <株肿瘤细胞的 YB*O值

依次为：’& EO、O& ’Q、E& @<、A& DO、O& (’和 ’& ’O!5 67%。

!" $ 蛇孢菌素 %对不同肿瘤细胞增殖的影响
表 A 结果显示，蛇孢菌素 / 对 9:.;’*、 9:.;’’<、
=2>;=?;@A’、=BC;D、>*E(、F*<@细胞的增殖均有很强的

抑制作用。且细胞抑制率呈浓度依赖关系 4 ’ 均 T O& (Q’!
& 均 T O& O’8。观察 9:.;’*4V8与蛇孢菌素 /4W8浓度效应
关系得到： V X O& <QQ< N O& A’OQ %$5 W4 ’ X O& (QA，

! " # !
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癌变 畸变 突变

&’() *!+ ,-. / 01)231’243’5’.36 7 8231’243’5’.36 7 9243’5’.36 :
#;;
<<
##
<= >
#= ?<
;= @
;= #<>
;= ;@%

0@= <?
@0= #?
?$= #<
?#= ?<
#?= @#
%= 0?
?= <#
;= ?>

$?= 0@
>A= <@
@@= ?<
<?= #@
?;= %0
##= <%
0= ##
?= A$

$0= ##
>A= AA
@0= >?
<@= ?0
??= @%
#0= @A
$= A@
A= >A

表 + 组织蛋白酶,中-个化合物的抑制率 ./0
’1234 + ’54 6756268697 :184 9; 854 85:44 <9=>9?7@A 89 854 <1854>A67 ,./0

! " # $

& B ;= ;;#/。蛇孢菌素 :对上述 0株肿瘤细胞的 CD%;值

依次为：@= #;、@= 0;、?0= #;、#>= #;、?= >和 0= #!+ ,-.。
!" # 蛇孢菌素作用后 $%&’()细胞的变化 正常

细胞贴壁后呈梭形，形态完整，边缘清晰。蛇孢菌素作用

后细胞破碎，胞浆溢出，边界不清 !见图 ?。
!" ) 组织蛋白酶 *模型 表 @为组织蛋白酶 E

检测 <个化合物的抑制率比较，应用统计软件计算 <个
化合物 CD%;值分别为 @0、?0和 ?<!+ ,-.。

图 B 蛇孢菌素作用前后 C!’DEF细胞的形态变化。 "：对照组；,：加样组
G6H?:4 B ’54 =9:>5939H6< <517H4 9; C!’DEF 24;9:4 17@ 1;84: 8:418=478 I685 9>56929367 J "：<978:93；,：A1=>34

+ 讨 论
蛇孢菌素 * ’243’5’.36 / 是一族具有三环或四环结构

的二倍半萜类化合物，具有杀线虫、抗真菌、抗细菌和细

胞毒等多种生物活性 F> G。H36+4等 FA G报道蛇孢菌素 7具
有杀线虫的作用，而表蛇孢菌素 7没有活性。我们以 0
种肿瘤细胞为研究对象采用 IJJ比色法对 <个化合物
进行细胞毒性实验，结果表明表蛇孢菌素 7，蛇孢菌素
7和 :均具有细胞毒性，且均呈剂量效应依赖关系。除
蛇孢菌素 :外，其 CD%; 均低于 #;!+ ,-.，与阴性对照比
较，差异均有统计学意义 * & B ;= ;%/。其 #;;!+ ,-.抑制
效应均达到 A;K以上 *见表 # L </，符合被认为有研究
价值的要求 F< G。 文献表明，肿瘤药物敏感实验的体外

实验结果与体内化疗疗效总符合率高达 A%K F% G。

<个化合物对乳腺癌细胞的体外细胞抑制率均低
于结肠癌、肺癌和白血病细胞，对肺癌细胞的体外细胞

毒活性均略高于其它细胞。而蛇孢菌素 7的体外细胞
毒活性略高于表蛇孢菌素 7和蛇孢菌素 :，可能和化合
物的空间构型有关。<个化合物对肿瘤细胞的具体作用
机制有待作进一步研究。

组织蛋白酶 E是一种溶酶体蛋白水解酶，可以破
坏胶原纤维及组织基底膜层，参与肿瘤的浸润和转移。

在结肠癌演变过程中，尤其在浸润和转移中发挥重要作

用。所以组织蛋白酶 E成为抗癌及肿瘤转移新药的作

用靶点。表蛇孢菌素 7 、蛇孢菌素 7和蛇孢菌素 :对组
织蛋白酶 E的 CD%;值分别为 @0、?0和 ?<!+ ,-.。表明这
<种蛇孢菌素体外不仅对肿瘤细胞增殖有活性，而且可
能对肿瘤浸润和转移有抑制作用。
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