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摘要：【目的】从微生物次生代谢产物中筛选免疫相关疾病治疗药物重要靶点———二氢乳清酸脱氢酶的抑制

剂。【方法】利用自建的快速、高效的二氢乳清酸脱氢酶抑制剂的高通量筛选方法，从 !%1# 株真菌菌株中筛

选阳性菌株。阳性菌株的发酵产物进行分离纯化获得活性化合物，再通过对活性化合物的紫外、质谱、核磁

等理化数据的分析进行结构鉴定。【结果】筛选分离得到 - 个活性化合物 M#’NOF’B’%( 和 M#’NOF’B’%O。

M#’NOF’B’%( 对二氢乳清酸脱氢酶有强的抑制活性，.2%# P #Q#J!R3>S，于 -#!R3>S 浓度下对体外经 28:( 刺

激活化的脾淋巴细胞增殖只有 B’Q1-T 的抑制作用。M#’NOF’B’%O 对二氢乳清酸脱氢酶也有较强的抑制活

性，.2%# P #Q%’!R3>S，并且在 -#!R3>S 浓度下对体外经 28:( 刺激活化的脾淋巴细胞增殖有 "$Q’-T 的抑制

作用。经过结构解析确定 M#’NOF’B’%( 与壳二孢呋喃酮（(<?8U9*;:8:D）结构相同，M#’NOF’B’%O 与壳二孢氯

素（(<?8?5,8*+:）结构相同。【结论】M#’NOF’B’%( 和 O 在分子水平和细胞水平均表现出很好的免疫抑制活

性，它们对二氢乳清酸脱氢酶的抑制活性国内外未见报道。
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免疫抑制剂在临床上广泛应用，不仅有力地推

进临床器官移植的实施和延长移植物的存活率，改

善器官移植患者的生存质量，同时也为许多自身免

疫性疾病如红斑狼疮、类风湿病等的治疗开辟了广

阔的应用前景。但是现有的免疫抑制剂在临床应用

中仍然存在不同程度的毒副作用、治疗对象和方案

较局限的缺点，普遍存在一些严重不良反应，如肝

毒、肾毒、神经毒性、消化道反应、内分泌系统失调、

皮肤损坏和致癌作用等。因此开发全新的低毒、高

效免疫抑制剂很有必要［’ & -］。

二 氢 乳 清 酸 脱 氢 酶（@+5WX*88*86;6D XD5WX*8F

RD:;<D，@YZ@Y）是一种含铁的黄素依赖的线粒体

酶，是核酸中嘧啶合成的关键酶，催化从头嘧啶生物

合成途径中的第四步反应［B］。抑制 @YZ@Y，可以阻

断新生嘧啶合成，致使 @0( 合成障碍，抑制活化的

C 淋巴细胞和 O 淋巴细胞增殖，从而降低机体免疫

反应。为了研究和发现更加有效和低毒的免疫抑制

药物先导化合物，本研究利用以 @YZ@Y 为靶点的

高通量筛选模型从微生物的次生代谢产物中进行高

通量的药物筛选，并从阳性菌株 M#’NOF’B’% 的发

酵产物中分离得到活性化合物 M#’NOF’B’%( 和 O。

本文报道 M#’NOF’B’%(、O 的筛选、发酵、分离纯化、



结构鉴定及其免疫生物学活性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品来源：真菌菌株由本室从云南、四川和

广西等地采集的土壤样品中分离得到，以这些菌株

的发酵产物作为筛选样品。

!"!"# 主要试剂及仪器：!，"#二氯酚靛酚（$%&’()*)#
+’,-)(#%-$)+’,-)(，./01）（北 京 欣 经 科 生 物 技 术 公

司）；底 物 二 氢 乳 清 酸（2#.034.5665670/ 8/0.）

（9%:;< 公司）；.36.3 由本试验室用基因工程的方

法在大肠杆菌中表达经提纯得到；=%&>)*! ?@!A 多标

记数仪（美国 1B 公司）；中压层析系统（德国 CD/30
公司）；高效液相系统（美国 E<>,*F 公司 G?G 泵和

1.8 检测器）；高效液相色谱柱（4H/ /?I !A J !GA ;;，

?A!;；1’,-);,-,K /?I @L" J !GA ;;，?A!;）；MH.
H%&*);<FF 质 谱 仪（美 国 E<>,*F 公 司）；0N6=8#GAA
H3O 核磁共振仪（=<*%<- 公司）；/6! 培养箱（美国

P)*;<F),->%QR 公司）；S" 孔培养板（美国 /)*-%-:）；色

谱乙腈（H,*&T 公司）；昆明种小鼠雌性（河北医科大

学实验动物厂）；51H0#?"@A（U0C/6 公司）；十二烷基

硫酸钠（2<R*V( 9R(Q<>, 9)$%R;，9.9）（U0C/6 公司）；新

生牛 血 清（杭 州 四 季 青）；噻 唑 蓝（7’%<O)(V( C(R,，
H77）（9%:;< 公司）；青霉素、链霉素（华北制药股份

有限公司）；1.8 培养基（6W60. 公司）。

!"!"$ 培养基：种子培养基（1.8 培养基）：淀粉

!LAX，葡萄糖 ?LAX，热榨黄豆饼粉 AL!X，麦芽粉

AL"X，酵 母 粉 ALYX，N</( AL!X，H:96@ ·Z3!6

AL?X，/</6Y AL!X，+3 [ ZLA。发 酵 培 养 基：淀 粉

?LAX，葡萄糖 !LAX，热榨黄豆饼粉 ?LYX，麦芽粉

ALIX，酵 母 粉 AL@X，N</( AL?YX，/</6Y AL?GX，

+3 [ ZLA。

!"# %&’%& 抑制剂活性测定原理及方法

.36.3 活性测定参考文献［Y］报道的方法并加

以改进，反应过程见图 ?。

产物在 "AA -; 处有特定吸收，因此测定酶反应

前后 "AA -; 附 近 处 6. 值 的 变 化 可 间 接 测 定

.36.3 的活性。样品测定过程如下：在 S" 孔板中

的样品孔中加入样品 !!2、.36.3 酶液 !G!2 和底

物缓 冲 液 ZY !2，总 体 积 共 ?AA !2。 对 照 孔 用

.36.3 酶液和底物缓冲液代替样品溶液；空白孔用

7*%F#3/( 缓冲液和底物缓冲液代替样品溶液。使用

=%&>)*! ?@!A 多标记数仪在 "AA -; 波长下，读取每孔

图 ! %&’%& 反应测定原理

P%:\? 7’, ;,&’<-%F; )Q .36.3 <&>%]%>V <FF<V\

6. 值（本底 6.?）；各孔加入底物缓冲液 ZG!2，YZ^
反应 ?! ;%- 后再次读取每孔的 6. 值（6.!），并计算

样品的抑制率。

!"$ 对体外培养小鼠脾淋巴细胞增殖的影响

按常规方法制备脾淋巴细胞悬液，用含 ?AX新

生牛血清的 510H#?"@A 培养液重悬，调整细胞浓度

至 ? J ?AZ 个_;2，加入 S" 孔细胞培养板 ?AA!2_‘,((，
同时根据实验设计加入待测药液，药液终浓度为 !A

!:_;2。阴性对照用相应培养液代之，/)-8 对照组

终 浓 度 为 ! !:_;2，阳 性 对 照 为 来 氟 米 特

（(,Q(R-);%$,，2BP），终浓度为 ?AA!:_;2，平行设 Y 个

复孔。置 GX /6!，YZ^培养箱培养 Z! ’ 后，每孔加

入 H77 液（G ;:_;2）!A!2，继续孵育 G ’ 后，每孔加

入 ?AX 9.9 液 ?AA!2 溶解，YZ^湿盒过夜，待结晶

完全溶解，用 =%&>)*! ?@!A 多标记数仪检测各孔光吸

收（6.）值，检 测 波 长"[ GZA -;，参 考 波 长"[
"YA -;。并计算脾淋巴细胞增殖抑制率［"］。

!"( 目的菌株的确定

初筛时选取对 .36.3 抑制率 0X a IAX 的样

品为阳性株，将初筛通过株按同样方法进行二次复

筛，复筛通过的菌株可以确定为目的候选株。

将目的候选株进行少量的培养并确认其活性。

本研究采用和样品制备时相同的培养方法。培养后

提取物配制为 ?AA!:_;2 的浓度，测定对 .36.3 的

抑制活性，其抑制率 0X a ZAX 的菌株被确认为目

的菌株，进行放大培养并进一步的化学成份的研究。

!") 产生菌的鉴定

菌株埋片接种于 1.8 培养基平板，!"^ 培养，

分别于 Z、?@ $ 取埋片于光学显微镜进行形态观察，

取典型形态特征进行拍照。

!"* 真菌 +,!-./!$!) 的培养

将菌株 PA?EC#?Y?G 培养 ?@ $ 的斜面孢子用

?GX甘油冲洗下，以 GX的接种量接种于种子培养

基中，!"^，!!A *_;%- 振摇培养 Y $；种子培养物以

YX的接种量接种于发酵培养基中，!"^，!!A *_;%-

"I@ b%<)cR<- b% ,> <( \ _!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（!AAS）@S（@）



摇瓶培养 ! "。

!"# $%!&’(!)!* 发酵产物的分离纯化

菌株 #$%&’(%)%! 的发酵液 %*+* , 离心，上清

液加乙酸乙酯萃取；菌体用丙酮浸泡 - .，离心后所

得上清减压蒸去溶剂后加入乙酸乙酯萃取。合并两

部分乙酸乙酯相，减压蒸干得到油状粗提产物 !+/
0。上述粗提物经硅胶柱（!)+/ 1 !$ 23）色谱，氯仿(
甲醇梯度洗脱，浓缩抽干后收集到活性组分 !/)+4
30，再 经 567.8"69 ,:(-$ 凝 胶 柱 色 谱（!-+/ 1 !$
33），以甲醇为流动相分离纯化，共收集活性组分

-%)+; 30，最后使用制备型 :<,= 进行单组分的制

备：>6?:(:-?（4! @%!，ABA），流速为 %/ 3,B3CD，检测

波长 -E$ D3，得到化合物 #$%&’(%)%!F（%4+- 30）和

#$%&’(%)%!’（%E+* 30）。

+ 实验结果

+"! ,-.,- 抑制剂阳性菌株的筛选

利用二氢乳清酸脱氢酶抑制剂高通量筛选模型

对 *!/$ 株真菌菌种发酵产物进行筛选，其结果见

表 %。

表 ! 菌种发酵产物样品的筛选结果

G8HI6 % 52J66DCD0 J6KLIMK NO M.6 3C2JNNJ08DCK3K 36M8HNICM6K
5837I6K D836 5837I6K DL3H6J <JC38JP K2J66DCD0 .CMK 562ND" K2J66DCD0 .CMK QR S ;$R（%$$"0B3,）

#$%&’ 4$%(%/$$
#$-&F ;-%(%4*$
#$-&’ 44%(-*$$
#$)&F %(%%-$

4$$
%%-$
%!-$
%%-$

)
$
-
-

-
$
%
$

%
$
$
$

GNM8I *!/$ ; ) %

+"+ 菌株鉴定结果

菌落生长相对较快，<TF 上 -!U，%* "，菌落直

径达到 !+! V /+$ 23，基本平坦，具放射状沟纹。菌

落边缘较致密，白色，中央部分较疏松、絮状，灰白色

至白色。菌落背面黄色至棕黄色。分生孢子梗以单

生为主，少数在基部形成 - V ) 个分枝。孢子梗的基

部有一较明显的分隔。分生孢子光滑，卵圆形。分

生孢子在孢子梗的顶部由粘液粘结在一起形成块状

孢子团。根据以上特征，将该菌鉴定为枝顶孢霉属

（!"#$%&’()% K7W），见图 -。

+") $%!&’(!)!*/ 和 ’ 的理化性质

#$%&’(%)%!F 为黄色油状物质，易溶于丙酮、氯

仿、正己烷和二甲基亚砜，不溶于甲醇、水。

#$%&’(%)%!’ 呈淡黄色粉末，易溶于丙酮、氯

仿、正己烷和二甲基亚砜等，不溶于甲醇、水。

+"0 $%!&’(!)!*/ 和 ’ 的结构鉴定

#$%&’(%)%!F 的 XA#389（>6?:）：--4、-E$、

)!$ D3。Y5Q(>5（(）给出 3BZ 为 *%E+%［>(:］[ ，Y5Q(
>5（ \ ）给出 3B6 为 *-%+%［> \ :］\ ，确定该化合物

的分子量为 *-$。并结合同位素峰是 3 \ - 且高度

达到准分子离子峰的 %B)，说明分子中含有氯原子，

其质谱图见图 )。
%)=(]>^ 给出 -) 个碳信号，包括 % 个环内酮羰

基碳信号：-%;+;；% 个$、%不饱和醛羰基碳信号：

%E-+/；- 个与氧相连的 不 饱 和 碳 信 号（(?= _ =）：

图 + 菌株 $%!&’(!)!* 形态

#C0W- >NJ7.NIN0P NO #$%&’(%)%! KMJ8CDW F：=NINDP NO #$%&’(%)%!

KMJ8CD（<6MJC "CK. E$33 "C83）；’：=NDC"CN7.NJ6K 8D" 2NDC"C8 NO #$%&’(

%)%!+

%/-+4、%/$+$；4 个 K7- 杂 化 碳 信 号（ S = _ = ‘ ）：

%%!+$ V %)E+$；- 个与氧相连的饱和碳信号（(?(=(）：

;4+-、4$+E；E 个脂肪族碳信号：%%+) V *$+*。%:(]>^
给出 -E 个氢质子信号，包括 % 个与羰基缔合的活泼

;4*齐巧娟等：微生物来源的二氢乳清酸脱氢酶抑制剂 #$%&’(%)%!F，’W B微生物学报（-$$E）*E（*）
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图 ! "#$%&’$!$()和 &的质谱图

!"#$% &’()*’ +, !-./0).%.12 345 0$ 2：&’()*’ +, !-./0).%.12；0：&’()*’ +, !-./0).%.10$

氢：.6781（.9，:）；. 个未与羰基缔合的活泼氢：;7<;
（.9，:）；. 个醛基氢：.-7-1（.9，:）；6 个非共轭双键

碳上的氢：1761（.9，=），17..（.9，=）；. 个连氧碳上质

子：%7;%（.9，55）；1 个甲基单峰和 > 个其它脂肪族

质子信号。通过.% ?)@*A、.9)@*A 数据分析结合质

谱的结果，推测该化合物分子式为 ?6%968 ?BC1；根据

波谱特征，经数据库检索并参考文献［;］确定该化合

物与壳二孢呋喃酮结构相同，其化学结构见图 <，该

化合物的.%?)@*A、.9)@*A 图谱数据见图 D。

图 * "#$%&’$!$()的$!+’,-.、$/’,-.图谱

!"#$D .%?)@*A（2）345 .9)@*A（0）+, !-./0).%.12$

!-./0).%.10 的 EF!G3H（*IC9）：6D-、686、%D;

4G。&’()*’（)）给 出 GJI 为 D-%7.［*)9］K ，&’()*’
（ L ）给出 GJI 为 >-876［6* L 9］L ，确定该化合物的

分子量为 D-D。同位素峰是 G L 6 且高度达到准分

子离子峰的 .J%，推测分子中含有氯原子，其质谱图

见图 %。

与化合物 !-./0).%.12 相 比，其 分 子 量 相 差

.<，.%?)@*A 和.9)@*A 图谱中也分别给出了 6% 个

碳信号和 68 个氢质子信号，说明两者相差一个氧原

>>D M"3+NO34 M" I= 3B $ J!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（6--8）D8（D）



子，因此推断其分子式为 !"# $"% !&’(。仔细比较化

合物 )*+,-.+#+/- 和 )*+,-.+#+/0 的核磁图谱，根

据碳氢的化学位移值和氢信号的裂分情况判断它们

左半部分的结构相同，右半部分中双键、甲基、次甲

基的相对位置发生了变化，而且 " 个与氧相连的碳

信号（123"、2*3%）消失，高场区增加了两个碳信号

（/#34，(23/），甲基由 / 个单峰变为 # 个单峰和 " 个

双峰，通过这些特征的分析，结合数据库检索并参考

文献［1］确定该化合物与壳二孢氯素结构相同，其化

学结构见图 4，该化合物的+# !.567、+$.567 图谱数

据见图 /。

图 ! "#$%&’$($!&的$()’*+,、$-’*+,图谱

)89:/ +#!.567（0），+$.567（-）;< )*+,-.+#+/-:

图 . "#$%&’$($!/和 &的化学结构

)89:4 !=>?8@A& BCDE@CED>B ;< )*+,-.+#+/0 AFG -: 0：)*+,-.+#+/0；-：)*+,-.+#+/-:

图 0 "#$%&’$($!/、&和来氟米特对 1-21-的抑制活性

)89: 1 H=> 8F=8I8C;DJ A@C8K8C8>B ;< )*+,-.+#+/0，- AFG LM) ;F

N$’N$:

345 "#$%&’$($!/ 和 & 的生物活性

在体外的免疫活性测定过程中本研究以临床免

疫抑 制 药 物 来 氟 米 特 LM) 为 阳 性 对 照。)*+,-.
+#+/0 和 )*+,-.+#+/- 对 N$’N$ 的抑制活性测定

结果见图 1，从图中可看出来化合物 )*+,-.+#+/0

和 - 对 N$’N$ 呈现出剂量依赖的抑制作用，O!/*值

分别 为 *3*1!9P?L 和 *3/+!9P?L，LM) 的 O!/* 为

+*!9P?L。

34! "#$%&’$($!/ 和 & 对脾淋巴细胞增殖的影响

为了进一步验证化合物 )*+,-.+#+/0 和 - 在

细胞水平对淋巴细胞增殖抑制作用，本研究进行两

个化合物对脾淋巴细胞体外增殖实验。结果显示在

"*!9P?L 浓度下，)*+,-.+#+/0 对体外经 !;F0 刺激

活化的脾淋巴 细 胞 增 殖 有 #+34"Q 的 抑 制 活 性，

)*+,-.+#+/- 具有 %23+"Q 的抑制活性，阳性对照

LM) 有 +*/3%1Q 的抑制活性，见图 2。

( 讨论

N$’N$ 是催化嘧啶从头生物合成途径中的限

速酶，抑制 N$’N$ 可以阻断嘧啶合成，导致 N50 合

%2(齐巧娟等：微生物来源的二氢乳清酸脱氢酶抑制剂 )*+,-.+#+/0，-: P微生物学报（"**%）(%（(）
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图 ! "#$%&’$($)*、& 和来氟米特对脾淋巴细胞增殖的

抑制活性

!"#$ % &’( ")’"*"+,-. /0+"1"+"(2 ,3 !45678595:;，7 /)< =>! ,)

2?@(),0.+( ?-,@"3(-/+",)$

成障碍，抑制活化的 & 淋巴细胞和 7 淋巴细胞增

殖，从而降低机体免疫反应。因此 ABCAB 已经成

为研制开发治疗免疫相关疾病药物的重要靶点。目

前国外一些大公司已竞相开展了 ABCAB 抑制剂类

药物的研究，并已有药物成功上市，有些仍在研发的

不同研发阶段。例如，D/),3"8;1()+"2 公司在 5EE% 年

上市的来氟米特临床上用于治疗多种自身性免疫疾

病；;2+(@@/2 公司开发的 ABCAB 抑制剂 !F8GG% 正在

进行临床前试验，用于器官移植排异反应；HDI 公司

开发的 ABCAB 抑制剂 DI85JJKG 已完成 L 期临床试

验，用于治疗多种炎症疾病。

为了从微生物代谢产物中发现新的 ABCAB 抑

制剂，本研究建立了这个体外的 ABCAB 抑制剂的

高通量筛选模型，并经过筛选、分离得到 ABCAB 抑

制剂 !45678595:; 和 7。通过结构解析确定化合物

!45678595:7 为壳二孢氯素，该化合物最早于 5EK%
年由 &/MN-/ 等首先从真菌 !"#$#%&’( )*#*(+ 中分离得

到［E］，!45678595:; 为壳二孢呋喃酮，是由 D/2/O" 等

于 5EGJ 年从同一菌种中分离得到的［%］，据报道，这

两个化合物除了具有降血脂活性外，还具有降血糖、

抗癌、抗病毒、抗炎、抗锥虫活性［54］。

对 ABCAB 的抑制实验结果表明 !45678595:;
和 7 的 LI:4 值分别为 4P4G!#QM= 和 4P:5!#QM=，活

性均高于 =>!（LI:4 R 54!#QM=）。但在 J4!#QM= 浓

度下 !45678595:; 对经 I,); 刺激活化的脾淋巴细

胞增殖有 95PKJS 的抑制活性，!45678595:7 具有

E%P5JS 的抑制作用，在细胞水平却均低于 =>!，其

原因可能与 =>! 作为前药，通过在体内或细胞内转

化为活性代谢产物 ;GG5GJK（TL）起免疫抑制作用有

关。此外，由于 !45678595:; 与 7 可能也为某种活

性代谢产物的前体产物，所以在分子和细胞水平表

现出的抑制活性的差异。

本研 究 首 次 发 现 该 类 化 合 物 具 有 较 好 的

ABCAB 为作用靶点的免疫抑制活性，在国内外未见

报道。我们的研究内容扩大了具有 ABCAB 抑制活

性的化合物的结构类型。我们将进行进一步的机制

和构效关系研究，发现 ABACB 抑制活性的必需基

团，为将其开发成 ABCAB 抑制剂类药物先导化合

物奠定基础。
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