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摘要 为建立一种适合药物高通量筛选的快速提取微生物代谢产物中小分子化合物的方法,采用弱极性

AB-8和中等极性ADS-17大孔吸附树脂从细菌发酵液吸附小分子代谢产物,并用50%乙醇溶液将吸附的小分

子化合物洗脱下来,干燥后用二甲基亚砜溶解备用;应用流感病毒神经氨酸酶作为抗流感病毒药物筛选的靶标,

MUNANA作为底物,测定发酵液中活性物质对神经氨酸酶的抑制活性。优化了神经氨酸酶抑制试验条件,底
物500倍稀释、病毒用量1μL、pH6.0为最佳反应条件。证实了大孔吸附树脂吸附法纯化的微生物发酵液中小

分子化合物粗提物具有不同程度的流感病毒神经氨酸酶抑制活性。与直接使用发酵液及用有机溶剂乙酸乙酯

提取法比较,用大孔吸附树脂吸附法制备的细菌代谢产物的抗流感病毒神经氨酸酶活性明显好于直接使用发酵

液。该方法与乙酸乙酯提取法效果相当,但制备更简便,能实现高通量筛选。
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  微生物具有极高的遗传多样性,并产生结构和

生物活性多样性的次生代谢产物[1]。现代药物研发

研究越来越依赖于高通量筛选(highthroughput
screening,HTS),而快速高通量制备微生物代谢产

物粗提取物是实现高通量药物筛选的第一步。高通

量筛选要求能处理尽可能多的样品。尤其是现在的

分析检测手段对样品量要求越来越小。另外,灵敏

的生化检测和基于机制的检测方法尤其是 HTS所

采用的方法比原先基于细胞的检测方法更加切实可

行,降低了对初提取物进行大量溶剂分离的要求。

HTS需要以化学多样性为基础,因为HTS有快速

筛选大量物质(提取物或化合物)的能力。天然产物

是 HTS的一个巨大资源库,为药物的研究开发提

供了更多的样品,而且效益高、成本低。从种类繁多

的各类生物中提取活性物质的技术有多种。活性成

分根据结构种类可分为蛋白质、脂质、多糖类、生物

碱、黄酮类、苷类、木脂素以及其他高分子化合物。
而从微生物发酵液中提取活性物质经常用到的方法

有大孔树脂亲和柱分离法、有机溶剂萃取法等。但

这些方法都很难实现微生物代谢产物的高通量制

备。因此建立一种快速高通量制备微生物代谢产物

粗提取物的方法将大大加快微生物药用资源的开发

利用速度[2-5]。
微生物药物是来源于微生物的次级代谢产物及

其衍生物,这些药物包括抗细菌感染、抗肿瘤、抗病

毒以及酶抑制剂、免疫调节剂、受体拮抗剂和一些其

他药理活性的药物[6-8]。微生物来源广,生长周期

短,代谢易于控制,通过大规模发酵可以实现工业化

生产,与动植物相比,具有潜在的产业化优势。微生

物的多样性以及代谢产物的多样性,为发现新药以

及先导化合物提供了丰富的资源。因此,建立和完

善微生物活性物质开发的上游技术———粗提物快速

制备方法具有重要的意义。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

AB-8大孔吸附树脂、ADS-17大孔吸附树脂、

2-N-吗啡 啉-乙 磺 酸(MES)、2′-O-4-methylumbel-
liferylN-acetylneuraminicacid(MUNANA)购 自

Sigma公司;160份芽孢杆菌发酵液和流感病毒

H1N1A/PR/8/34由中国科学院武汉病毒研究所

提供。
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水浴 锅(DKB-600B)、电 热 恒 温 鼓 风 干 燥 机

(DHG-9123A)由上海一恒科技有限公司生产,台

式离心机(SORVALLpico)由德国生产,恒温培养

箱(DHP-9272)购自上海精宏实验设备有限公司,多
标记 微 孔 板 读 取 仪 (EnVision2102)由 美 国

PerkinElmer公司生产。
1.2 微生物代谢产物的快速提取

将发酵液置于80℃水浴锅中恒温加热30min
使蛋白质变性,离心取上清,将3mL上清加入到含

有0.15g预处理后的 AB-8和ADS-17混合树脂的

离心管中,室温下振摇4h,转速30r/min,移去上

清。用0.5mL蒸馏水清洗充分吸附后的树脂后加

入1mL50%乙醇溶液,于室温下振摇3h,转速30
r/min,洗脱液干燥保存备用。
1.3 流感病毒神经氨酸酶抑制试验的优化

化合物 MUNANA是神经氨酸酶的特异性底

物,在神经氨酸酶的作用下可产生代谢产物,其产物

在365nm的激发光下能产生450nm的荧光,荧光

强度的变化可以灵敏地反映神经氨酸酶的活性。未

分解的底物在315nm处能被激发,产生374nm的

荧光。酶促反应体系中含有32.5mmol/LMES缓

冲液(pH6.0)、4mmol/LCaCl2、7μmol/L的底物

MUNANA、1μL病毒溶液,反应终体积为60μL。

37℃孵育90min后加入终止液100μL,终止液中

包括83%的乙醇以及0.14mmol/L的KOH溶液。
设定的参数为:激发光波长365nm,发射光波长

450nm[9-13]。

1)流感病毒神经氨酸酶及底物用量对酶促反应

的影响。在反应缓冲体系中其他条件不变,改变酶

量,分别为0.25、0.50、1.00、2.00μL,37℃孵育90
min后加入终止液,测定不同酶量反应下的荧光值,
并分别以相应病毒量以及底物作为空白对照。在本

试验条件下固定酶量为0.5μL,改变底物量观察底

物量对反应的影响。底物分别按1∶500、1∶800、

1∶1200梯度稀释,每组均做3个平行试验。

2)缓冲体系pH对酶促反应的影响。在反应缓

冲体系中(32.5mmol/LMES、4mmol/LCaCl2、

7μmol/LMUNANA(1∶500稀释)),加入酶量为

1μL的病毒稀释液20μL,反应终体积为60μL。

37℃孵育60min后加入终止液100μL,待酶标仪

预热10min后,在设定的参数条件下测量反应体系

的荧光值。反应缓冲体系的pH 值分别为3.6、

5.0、6.0、7.0、8.0,以相应pH的底物以及病毒液

作为空白对照组。
1.4 微生物代谢产物粗提物对流感病毒神经氨酸

酶的抑制作用

  将157份细菌发酵液粗提物样品溶于50μL二

甲基亚砜(DMSO)放置过夜,用缓冲液将样品按照

 A.在反应体系其它条件不变的条件下固定病毒量(血凝效价为29)为1μL,底物 MUNANA(5mg/mL)分别按1∶500、1∶800、

1∶1200做梯度稀释 Theassaycontains32.5mmol/LMES,4mmol/LCaCl2,1μLofvirussolution,pH6.0.ThesubstrateMU-
NANAwasdilutedwithbufferasfollows,1∶500,1∶800and1∶1200.Thereactionwascarriedoutat37℃andtheincubationtime
was90min;B.在反应体系其他条件不变的条件下固定底物量为7μmol/L(1∶500),病毒量分别为0.25、0.50、1.00、2.00μLThe
sameprotocolasinAwasperformedbesidesthattheconcentrationofsubstratewas7μmol/Landthevolumesoftheviruseschanged
from0.25μLto2μL;C.病毒分别为0.5和1μL、底物为1∶500和1∶800稀释时测量底物和病毒对反应体系的影响;信噪比=
F产物/F本底,F产物 为反应后测定值,F本底 为不加酶时的测定值。Thisassaywasconductedtodeterminehowdifferentamountsofsub-
strateandvirusesaffectneuraminidaseactivity.Thedilutedfoldsofsubstratewere500and800,andthevolumesofvirusesusedwere
0.5and1μL.Theothercomponentsinthebuffersystemwerenotchanged.

图1 病毒用量以及底物浓度对酶促反应的影响

Fig.1 Effectsofvirusdosageandsubstrateconcentrationsontheneuraminidaseenzymaticactivity
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一定比例稀释,并加样20μL。将病毒按照1∶20
稀释后加20μL到加样孔中,室温下作用10min。
加入1∶500稀释的底物20μL ,37℃下孵育90
min。加入终止液100μL,终止酶促反应,于设定好

的参数条件下读取反应体系的荧光值。以病毒和底

物、底物、病毒及样品作对照。

2 结果与分析

2.1 流感病毒神经氨酸酶抑制试验反应体系的优化

  1)病毒及底物用量的确定。鉴于反应产物在

365nm的激发光下能产生450nm的荧光,未分解

的底物在315nm 处能被激发,产生374nm 的荧

光,故底物本身发出的荧光对测定结果有一定的干

扰。底物荧光(本底)在酶反应产物荧光信号所占的

比率与底物浓度密切相关,底物本底占测定信号比

率反映底物对测定信号的干扰程度。为使干扰信号

减小到最低,我们对底物与病毒的用量进行了优化,
结果如图1所示,图1-A 结果显示底物在500~
1200倍稀释时的荧光值逐渐降低,而图1-B病毒浓

度为1.5μL时,荧光值达到高峰。为确定最佳信噪

比,并使反应处于最佳条件,分别选择了底物为500
和800倍稀释、病毒用量为1.0和0.5μL进行优

化。结果(图1-C)表明,在底物为500倍稀释、病毒

量为1μL时,信噪比最高。因此确定此酶促反应体

系中最佳底物用量为7μmol/L(即1∶500稀释),
病毒用量为1μL病毒储存液。

2)最佳反应pH的确定。神经氨酸酶是一种糖

蛋白,其活性受溶液pH 影响。当固定酶和底物用

量而改变反应缓冲液的pH 时,结果显示,pH6.0
测量结果的信噪比最高(图2),故反应缓冲体系的

pH值选择6.0。
2.2 大孔树脂吸附法与有机溶剂萃取法的比较

随机选取10种放线菌发酵液各100mL,用等

体积的乙酸乙酯萃取3次,合并萃取液后于旋转蒸

发仪中旋干,所得样品溶于500μLDMSO中。取

相同的10种发酵液各3mL,用已建立的提取方法

提取,并将提取物溶解于50μLDMSO中。将所制

备的样品按照已确定的神经氨酸酶反应条件进行神

经氨酸酶抑制活性检测。由图3可看出,大孔树脂

吸附法得到的提取物抗病毒活性与乙酸乙酯提取物

效果相当。

 在反应体系其他条件不变时固定底物用量为7μmol/L,病毒量

(血凝效价为29)为1μL时改变反应体系的pH,分别在pH3.6、

5.0、6.0、7.0、8.0测量体系荧光值,并计算出信噪比。Thereac-
tionsystemcontains32.5mmolMES,4mmol/LCaCl2,7μmol

MUNANA,1μLofvirussolution.Thereactionwascarriedoutat

37℃andatdifferentpH,3.6,5.0,6.0,7.0and8.0.Theincuba-
tiontimewas90min.Afterthereactionisfinished,thefluores-
cencewasreadonaplatereader(EnvisionofPerkin-Elmer).

图2 pH对流感病毒神经氨酸酶反应的影响

Fig.2 TheeffectsofpHonneuraminidase
activityofinfluenzavirus

 将10份乙酸乙酯粗提物和10份大孔树脂提取物溶于DMSO
中,各取0.2μLDMSO溶解液进行神经氨酸酶抑制活性检测。

Thestocksolutionmadefrom20extractspreparedthroughtwo

differentmethods,acetoacetateextractionandmacro-porousad-

sorptionresin(AB-8andADS-17,1∶1)purification,werediluted

100timesbeforebeingusedinfluorescentassaystargetingneura-
minidase.

图3 大孔树脂吸附法与乙酸乙酯萃取法所得微生物

代谢产物抗流感病毒神经氨酸酶活性的比较

Fig.1 Comparationofanti-neuraminidaseactivities

ofextractsmadefromresin-purificationmethodand

ethylacetateextractionmethod

2.3 大孔树脂吸附法所得微生物代谢产物抗流感

病毒神经氨酸酶活性测定

  由于样品本身可能具有一定的自发荧光,这会

对测定结果产生影响,所以我们采用下列计算方法

校正测量值以减少干扰因素对试验结果的影响:

F样=F测量值-FBL(样)+FBLB

抑制率=100%-100%×(F样-FBLS)/(FPC-FBLS)
其中F样 为加化合物样品时反应的实际应得
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值,FBL(样)为仅以样品作为对照时测得的荧光值,

FBLB为以缓冲液作为对照组测得的荧光值,FPC为不

加化合物样品的对照值,FBLS为以底物作为对照组

测得的荧光值。
由图4可看出,与阳性对照药物oseltamivir比

较,从细菌发酵液用大孔树脂吸附法提取制备的样

品的神经氨酸酶抑制率都不高,这应该与样品中小

分子化合物浓度较低有关,且还出现了一些负值,推
测是由于样品的荧光本底值太高,掩盖了样品的神

经氨酸酶抑制活性。此外,这157份样品的抑制率

比较接近,应该与样品都是由同种属不同菌株发酵

液中提取的有关,提示同种的不同菌株产生次生代

谢产物的种类和浓度相似。

 将157份提取物于50μLDMSO溶解过夜,取0.2μLDMSO溶

解液用20μL缓冲液稀释,并按本文“1.4”中的反应体系进行神经

氨酸酶抑制剂筛选试验157extractswerepreparedbymacro-por-
ousadsorptionresin(AB-8andADS-17,1∶1)purification,the

extractsweredissolvedin50μLDMSO,andkeptovernightatthe

roomtemperaturetomakesuretheextractsweredissolvedeffi-
ciently.0.2μLofextractinDMSOwasdilutedin20μLreaction

bufferandwasaddedtotheneuraminidaseinhibitionassaysys-
tem.

图4 大孔树脂吸附法所得微生物代谢产物

对流感病毒神经氨酸酶活性的抑制作用

Fig.4 Neuraminidaseinhibitonby157extracts

preparedbyresinabsorbtionmethod

3 讨 论

3.1 微生物代谢产物中生物活性物质的提取

大孔吸附树脂具有强大的吸附能力、洗脱容易、
机械强度高、抗污染能力强等优点,其孔径大小、比
表面积、骨架密度、极性等性能都可以控制调节,并
可以任意选择,可用于吸附各种小分子化合物。微

生物次级代谢产物多为水溶性物质且含量低,用有

机溶剂萃取无法有效地对其进行浓缩,用大孔吸附

树脂的方法既可以对活性物质进行富集,同时又可

以进行分离纯化,用少量的树脂就可以处理大量的

发酵液[14-16]。本试验中采用了弱极性的大孔树脂

AB-8与中等极性的ADS-17进行1∶1混合对发酵

液中的物质进行吸附,弱极性的 AB-8可以吸附发

酵液中弱极性物质,而中等极性的大孔树脂 ADS-
17可以吸附中等极性和极性物质。提取中使用的

发酵液只有3mL,相对于有机溶剂提取(100~250
mL)来说,可以大大减少发酵过程中的所需的人力、
物力、财力。洗脱液采用50%乙醇,用量少、成本

低,且减少了有机溶剂对环境的污染。提取过程设

备简单、操作简便,可以同时对多种发酵液进行提

取,在短时间内能得到大量的提取物,因此比有机溶

剂提取法更适合高通量筛选具有抗病毒活性的

菌株。
3.2 抗流感病毒药物的筛选

在对157种微生物代谢产物进行抗病毒活性筛

选时,如果直接用发酵液来测量,由于发酵液中成分

复杂,活性代谢物浓度低,测量结果无法分析判定,
不具有筛选性。用有机溶剂提取费时费力,且需应

用大量有机溶剂,提取效果不好。采用大孔吸附树

脂吸附法提取后溶于有机溶剂DMSO的方法快速

简便,有机溶剂用量少,适合于微生物代谢产物的高

通量提取和制备。利用神经氨酸酶抑制试验筛选抗

流感病毒药物时,化合物本身的自发荧光对测定结

果仍然有一定的干扰,但可以通过设置恰当的对照

对所得结果进行校正分析。该方法快速、简便易行,
得到的粗提物具有可筛选性,随着该方法的不断应

用和完善,将在高通量微生物来源药物的筛选和新

药发现中有一定的应用前景。
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RapidandHighThroughputExtractionofSecondaryMetabolites
from MicroorganismsUsingMacro-PorousAdsorptionResin

WANGJun-bo CAOWen-tao
CollegeofChemicalEngineeringofGuizhouUniversity,Guiyang550003,China

Abstract Macro-porousadsorptionresins,AB-8andADS-17,wereusedtoextractsmallchemical
moleculesfrombacterialfermentationliquidandtheabsorbedsmallmoleculeswereelutedwith50%
ethanol.Theneuraminidaseinhibitionactivitiesoftheextractsweredeterminedwithasensitivefluoro-
metricassayusingthesubstratesodium (2′-O-4-methylumbelliferylN-acetylneuraminicacid,MU-
NANA),thereactionwascarriedoutatpH6.0andinthepresenceof1.0μLofviralsolution.There-
sultsshowedthatresinpurificationmethodismuchbetterthanusingfermentationliquiddirectly.The
smallmoleculescanbegreatlyenrichedandtheamountoffermentationliquidrequiredinresinpurifica-
tionmethodismuchlessthanthatoforganicreagentextraction.Extractsofresin-purificationmethodis
equivalenttoethylacetateextractioninactivityagainstneuraminidaseofinfluenzavirusH1N1.Butthe
costoftimeandreagentismuchless,indicatingthattheresinpurificationmethodissuitableforhigh
throughputpreparationofmicrobialmetabolites.

Keywords microbialmetabolites;macro-porousadsorptionresin;influenzavirus;neuraminidase;

highthroughputscreening
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