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摘 要：在微生物资源的开发研究过程中，利用 4U1方法，配合 4U1数据库的检索，对嗜碱放
线菌菌株 VJWHX0!的次生代谢产物进行了研究。并从中分离纯化出两个具有生物活性的专
利化合物“Y=BD>@ 1”和“Y=BD>@ R”。结果证明：相对于常规的生物活性筛选，4U1法在微生物
次生代谢产物研究中具有快速、简便、经济的特点，适合于小量常规筛选的目的。通过进一步

对相关的 4U1数据库进行构建和补充，将能极大地改善该方法的使用效率。
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自从 #$世纪 !$年代 [:\-=:@从放线菌中发现链霉素以来，放线菌生物学的研究及
抗生素的开发随之蓬勃发展起来，并在 #$世纪 8$ ] 2$年代达到了高潮，为人类的医疗保
健事业作出了巨大的贡献［0］。

现在很多专家相信，并非存在于自然界的所有类型的抗生素均被发现，如果我们研究

过去未曾研究过的异常生活环境中的稀有微生物，找到新的有用化学结构的机会将是较

大的。考虑到去重复问题，很有必要考察不同种类的放线菌，特别是尚未详细研究过的亚

群（属）放线菌，稀有或难分离及培养的放线菌菌株［#，"］。

自从 9(5=>@,爵士在 0E#%年发现了青霉素以来，在接下来的几十年里，许多抗生素，
如：大环内酯类抗生素、四环素类抗生素、多稀类抗生素、氨莎环类抗生素以及氨基糖甙类

抗生素主要是通过经典的琼脂扩散法（*,:I C>PP+->’@ :--:B）被发现。该方法在 #$世纪 2$ ]
7$年代被“酶和受体结合分析”（<@^B=5 :@C I5D5_.’I L>@C>@, :--:B）所取代。之后的十几年
里，分子和细胞生物学的发展产生了现在使用的高通量筛选手段。在以上各种方法中，经

典的琼脂扩散法出现的问题越来越多，生物筛选过程中大量的抗生素被重复发现。另外，

琼脂扩散法除了可以用来进行抗感染筛选外，还不能扩展到其它的生物测定领域。“酶和

受体结合分析”也有其不足之处，比如因为假阳性结果而浪费大量的样品。至于现在被许

多大型制药企业所采用的高通量筛选，其实并不适合于少量的样品筛选。而且，用高通量



法来进行筛选也并不是一个经济的方法。一般说来，用高通量来筛选每个样品的成本为

!美元。如果是自动平行分析天然来源的粗提物，还会更加昂贵［"］。
面对避免重复问题和避免纯化合物假阳性问题，在 #$世纪 %$年代，&’()*+和化学家

,*--*+./0(1*+-*1)及 &**02根据不断增长的薄层层析（3(1) -’4*+ 0(+56’758+’9(4，3:;）知识和
染色剂知识，提出了一个新的筛选策略，它就是后来被称作的“化学筛选”。这个策略的提

出是基于这样一个假设：新结构的化合物必定会具有令人感兴趣的生物活性［<］。因此，化

学筛选至少可以作为寻找新生物活性化合物的一种系统途径。本文在此基础上对一株嗜

碱放线菌 =>?@A!"的次生代谢产物进行了研究。

! 材料和方法

!"! 菌株
放线菌（!"#$%"&’()$* )+,-*)+.-$*）=>?@A!"，从中国青海省的碱性土壤中分离纯化获得。

!"# 培养基
!"#"! 麦芽和酵母浸膏培养基（种子培养基）：酵母浸膏 "8，葡萄糖 "8，麦芽浸膏 <8，维生
素 B! !68，维生素 BC !68，核黄素 !68，苯丙氨酸 !68，生物素 !68，丙氨酸 $DE8，定容至
!:，9F GD$。
!"#"# 大豆粉培养基（发酵培养基）：大豆粉 #$8，甘露醇 #$8，定容至 !:，9FGD< H !$D$。
!"$ 仪器

3:;测定平板：I;.J*+7189-’77*) IK+’L1-.#<MN#<"，德国 ?O;FPQP=.RO@P: 公司。固相
萃取柱：O6S*+0(+563? !C!;，!<$68，!6: 塑料管，美国 /K9*-05公司。固相萃取仪器：Q’91T
3+’0* /UP V5+2L7’715)，美国 &46’+2。自动点样器：;O?O@ OK75L’69-*+ !，瑞士制造。3:;
成像仪：MNWN>/ -’69，;O?O@ Q*9+5L7’+ ED$，瑞士制造。
!"% 固相萃取流程
先用 <6:甲醇清洗固相萃取柱（"DGG% 6:W61)），之后用 <6:蒸馏水清洗固相萃取柱

（"DGG% 6:W61)），再将 <$6:发酵上清液加到样品柱中（!D< 6:W61)），然后用 C6:蒸馏水清
洗固相萃取柱（!$D$$# 6:W61)），最后用 !6:甲醇洗脱吸附到固相萃取柱上的化合物并收
集甲醇洗脱液。

!"& ’()展开系统
氯仿：甲醇（;：?）X G：!。正丁醇：乙酸：水（B：P：Y）X "：!：<（上层）。

!"* ’()检测方法
在 MN#<"光源下检测平板上化合物的暗斑。在 MNEC<光源下检测平板上化合物发出的

荧光。茴香醛W硫酸（O)1L 显色剂）化学试剂显色（!#$Z，<61)）。二甲氨基苯甲醛W盐酸
（P(+-10(L显色剂）化学试剂显色（!#$Z，<61)）。苔黑酚W硫酸（[+01) 显色剂）化学试剂显色
（!#$Z，<61)）。
!"+ 化合物的去重复检索
与德国 F,>研究所合作，利用其 3:;数据库进行检索和去重复。根据化合物在 3:;

平板上的物理化学性质与标准对照物（包括色醇和色氨酸）对照后进行检索。
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!"# 分离和纯化
发酵上清液粗提物是采用普通硅胶 !柱层析进行初步分离的，然后再采用 "#$%&’#(

)*+,-进行纯化。
!"$ 结构解析和鉴定
与德国 *./研究所合作，采用常规的波谱分析方法进行。

% 结果

%"! 菌株发酵次生代谢化合物的 &’(筛选
菌株 0/1!234发酵上清液经过 "56处理后，甲醇洗脱液用 7)8方法进行检测，根据

德国 *./研究所 7)8筛选数据库检索，从中筛选获得两个特殊的薄层层析条带（表 3）。

表 ! 菌株 )*+,-!.发酵液 &’(筛选结果
7&9:# 3 7%# 7)8 ;<=##>?>@ =#;A:B CD B%# ;B=&?> !234 D#=E#>B&B?C> 9=CB%

7%# <C’#

CD 9&>’;

FG,H4

;?@>&:

FGIJH

;?@>&:

8：1

$C;?B?C>

K：6：L

$C;?B?C>

M>?;

N?;A&:?O&B?C>

6%=:?<%;

N?;A&:?O&B?C>

P=<?>

N?;A&:?O&B?C>

"#&=<%?>@

=#;A:B

!234+3 0 0 1 1 K K ! QR

!234+, 0 0 F F K K ! QR

7%# ;B&>’&=’ =#D#=#><# ;A9;B&><# ?>“8：1”’#N#:C$?>@ ;S;B#E ?; B=S$BC$%C:；7%# B=S$BC$%&> ?; B%# ;B&>’&>’ =#D#=#><# <CE$CA>’

?>“K：6：L”’#N#:C$?>@ ;S;B#ET“0”E#&>; B%# 9&>’ %&; B%# FG &9;C=9&><# C= D:AC=#<#><# #E?;;?C> $=C$#=B?#;；“1”E#&>; B%&B B%#

$C;?B?C> CD 9&>’ :?#; ?> B%# E?’’:# CD B%# BUC ;B&>’&=’ =#D#=#><#;；“F”E#&>; B%&B B%# $C;?B?C> CD B%# 9&>’ :?#; ?> B%# 9#%?>’ CD B%# BUC

;B&>’&=’ =#D#=#><#;；“K”E#&>; B%&B B%# <%#E?<&: N?;A&:?O&B?C> <C:C= ?; 9=CU> &>’“!”E#&>; @=#S；“QR”E#&>; B%&B B%# ;A9;B&><# %&;

>CB 9##> DCA>’ ?> B%# 7)8 ’&B&9&;#T

%"% 发酵液固相萃取
用 I--)发酵罐放大发酵 !234（实际发酵量为 34-)）。发酵液经过离心后，发酵上清

液用制备型固相萃取柱进行处理。然后用甲醇：水混合溶剂将吸附到 "56柱上的化合物
洗脱下来。在洗脱过程中，甲醇比例按时间进行递增。一共获得 J个馏分（表 ,）。

表 % ,-!.发酵液馏分分布
7&9:# , 7%# "56 D=&<B?C>; CD B%# D#=E#>B&B?C> ;A$#=>&>B&>B D=CE ;B=&?> 0/1!234

V=&<B?C> <C’# K#@?>>?>@ B?E#WE?> 6>’?>@ B?E#WE?> 1#B%&>C: <C><#>B=&B?C>WX 8C::#<B?C> NC:AE>W)

V3 HY-- ZY-- 4- 3Y--

V, ZY-- 33Y-- Z- 34Y4-

VI 33Y-- 34Y-- 3-- -Y[-

V4 34Y-- 3\Y-- 3-- 3-Y--

VH 3\Y-- ,-Y-- 3- -YHH

VJ ,-Y-- ,IY-- 3- 3Y3-

我们将以上 J个馏分同时在 7)8平板上点板，得到了各个馏分的 7)8图谱（图 3）。
然后根据 7)8图谱所提示的信息将第 3、第 ,和第 I馏分合并蒸去甲醇，并用等体积的乙
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酸乙酯萃取 !次，有机相合并蒸干后的粗提物（编号为粗提物 "，重量为 !#）用于分离纯化
上述第 "个筛选点。

"、$、%个馏分乙酸乙酯萃取后剩下的水溶液减压蒸干后，用 "&甲醇液充分洗涤 %次，
洗涤液蒸干后的粗提物（编号为粗提物 $，重量为 ’#）用于分离纯化上述第 $个筛选点。

图 ! 菌株 "#$%&!’ ()*处理后的 +个馏分 ,-.图谱
()#*" +,- +&. /011-23 45 1,- 6 789 520:1)43; 524< ;120)3=>? @A"!

+,- B03C ;,4D-C BE 0 BF0:G 0224D 43 1,- +&. /011-23 45 (" 520:1)43 ); H4*$ 102#-1 ;IB;103:-；+,- H4*" 102#-1 ;IB;103:- );

;,4D-C BE 0 BF0:G 0224D 43 1,- +&. /011-23 45 ($ 520:1)43* +,- C-J-F4/)3# C)2-:1)43 ); ;,4D-C BE 1,- 0224D 4I1;)C- 1,- <0)3 5)#K

I2-* +,- +&. C-J-F4/)3# ;E;1-< ); L：9：MN !："：’* +,- :,-<):0F J);I0F)O01)43 2-0#-31 ); P3);Q;IF5I2): 0:)C I3C-2 1,- "$RS 542

’<)3*

/01 化合物的分离和纯化
/010! "号目标点的分离和纯化：将粗提物 "号首先用硅胶 @柱层析进行初步的分离，
洗脱溶剂系统为乙酸乙酯和甲醇的梯度混合溶剂（甲醇浓度从 $RT到 URT）。从中一共
获得了 "!个粗提馏分。其中的第 "$号馏分（%UR<#）包含我们所需的 "号目标物质。"$
号馏分采用 7-/,0C-V &WK$R凝胶进行纯化，洗脱溶剂为甲醇，最终获得了一个棕色粉末状
纯化合物（6<#），编号为 @A"!K"。
/010/ $号目标点的分离和纯化：将粗提物 $号首先用 7-/,0C-V &WK$R凝胶进行粗分，所
用溶剂系统为甲醇与水的混合物（甲醇 X水 N %X"）。从中一共获得 Y个粗提馏分。其中的
第 ’号馏分（’!$<#）包含我们所需的 $号目标物质。’号馏分继续采用 7-/,0C-V &WK$R凝
胶进行纯化，洗脱溶剂为甲醇，最终获得一个棕红色粉末状纯化合物（’"<#），编号为
@A"!K$。
/0’ 目标化合物的结构鉴定
目标化合物用氘代二甲基亚砜溶解后，分别送测"W H?Z、"[K"% . H?Z、W?A. 以及

W?L.测定。同时，化合物还送测了元素分析，红外及紫外分析。根据所得结果，最终推
测出 @A"!K"和 @A"!K$化合物的分子结构（图 $）。

图 / %&!’2!及 %&!’2/化合物的化学结构式
()#*$ +,- :,-<):0F ;12I:1I2- 45 1,- :4</4I3C; @A"!K" 03C @A"!K$
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根据以上结构式，我们对这两个化合物进行了结构检索，结果发现它们均为两个专利

结构化合物，而且都有生物活性。!"#$%#对应的专利化合物名称为“&’()*+ ,”［-］，!"#$%.
对应的专利化合物名称为“&’()*+ /”［-］。

! 讨论
尽管从 012!"#$菌株中发现的化合物为两个已知的化合物，但由于这两个化合物均

为有生物活性的专利天然产物，它们还未能被 341的 56,数据库收录，出现重复被发现
并不意外。但这不能说明该方法并不有效。事实上，该筛选策略在德国 341研究所得到
了充分的运用。在 #789 : #77.年期间，该所一共对 8;;;个来源于微生物的粗提物进行了
化学筛选（其中包括 9.;;株放线菌和 .8;;株真菌）。从中筛选分离出 .97个化合物，其中
#.7个为新结构化合物，比例达到了 9;<。由此证明该方法的有效性。另外，我们还对
56,筛选点之外的其它 $个点也进行了分离和纯化，结果均为普通的化合物，它们分别是
色氨酸、二肽、蔗糖和脂肪酸。由此进一步证明该方法在去重复方面的优越性。

运用 56,筛选法，除了可以用它来指导化合物的分离和纯化之外，还可以用来指导
菌株发酵条件的研究。我们在之后的工作表明，用 56,筛选方法来指导菌株的培养条件
研究可以在很短的时间内找到产生有兴趣或独特化合物的培养基组成，大大地节约了工

作时间。同时，在运用 56,筛选的时候，结合生物活性的筛选，就更能提高工作效率。
但是，有效运用 56,筛选的关键在于要具备一个检索功能较强的 56,检索数据库。

幸运的是要建立这样一个数据库所需的技术平台并不高，普通的 =,,>??软件就可以达
到建库的目的。检索的内容对技术要求也不高，主要是化合物在 56,平板上的物理化学
性质。对建库唯一且具有很高限制性的要求是，数据库中收录的已知化合物的数量，这也

是我们和 341合作研究的目的。
总之，针对生物活性筛选周期较长和费用较高的不足之处，开发出能够适合中国天然

产物研究小型实验室需要的物理化学筛选数据库，并建立完善的 56,筛选手段，必将有
助于开展微生物源次生代谢产物的研究。

致谢 在本研究中，承蒙德国 341研究所 &@*AB CD@B+E*+女士协助进行化合物的 56,筛
选，德国 341研究所何 坚博士协助进行化合物的结构解析和鉴定。特此表示感谢！
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