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摘要 微生物代谢产物是药物的重要来源之 一
,

然而采用传统的分离培养筛选的手段仅能对不

到 的微生物资源进行研究开发 通过构建环境样 品微生物宏基 因组 文库能突破人 工 培养的瓶

颈
,

直接克隆到完整的次级代谢产物合成基 因簇
,

并从 中寻找新的药物和活性次生代谢产物 实

验直接提取南极 中山站排污 口 土壤样 品 中微生物总基 因组
,

以勃粒 为载体
,

构

建 了宏基 因组文库
,

获得 了约 个克隆子
,

平均插入片段在 以上
,

覆盖了至少

的微生物基 因组信息 通过差异性 修复试验 法对该文库进行筛选
,

获得 个具有

抗肿瘤活性的克隆子
,

并采用 法对其中活性较高的克隆子进行细胞毒活 性测定
,

表明克隆

子
一

对卵巢癌细胞具有明显的生长抑制作用

关键词 南极土壤微生物 宏基因组文库 抗肿瘤活性 次生代谢产物

微生物作为生物活性物质的一个重要来源
,

为

筛选和开发抗肿瘤药物提供了丰富的资源 在过去

几十年里
,

人们从微生物资源中获得了众多的活性

物质 然而
,

随着微生物活性产物研究开发的广泛

开展
,

可培养微生物往往被重复培养和筛选
,

从中

筛选到新活性物质的几率逐步下降 而且
,

利用现

有技术培养的微生物仅 占微生物总种类数的 左

右
,

而多达 的未培养 或非可培养

微生物没有得到研究巨
‘〕,

因此新物

质的发现迫切需要新的技术和方法 宏基因组技术

的建立
,

避开了传统的微生物的分离培养
,

能够最

大限度地开发利用未 非可培养微生物的功能基因

同时
,

迄今为止所发现的大多数活性物质的生物合

成基因都是成簇排列的
,

因此需要通过宏基因组技

术来克隆到完整的次级代谢产物合成基因簇
,

并从

中寻找新的药物和活性次级代谢产物仁
‘〕

尽管从 世纪 年代开始至今 已分离得到了

几十种具有潜在抗肿瘤活性的新物质川
,

但恶性肿

瘤中 以上的实体瘤的治疗未能达到满意效果
,

因此抗肿瘤新药筛选在肿瘤治疗中占重要地位 南

极的极端环境中生存着众多尚未得到研究的特殊微

生物
,

为筛选特异
、

新颖的抗肿瘤药物提供了丰富

的资源 目前在利用构建环境宏基因组文库进行活

性物质筛选的研究中
,

通过构建 记 或细菌人

工染色体 文库获得了次级代谢途径的聚酮合

成酶基因
、

抗菌素
、

抗生素等多种天然产物
一“〕,

但尚未见到通过构建环境样品宏基因组文库筛选到

抗肿瘤活性克隆子的报道
,

尤其是在南极
、

深海等

极端环境中 本文构建了南极土壤样品的宏基因组

的 文库
,

并采用指示 菌株的差异性

修复试验 户 〕作为抗肿瘤活性物质的筛

选模式对所构建的文库进行初步筛选
,

获得 了

一 一
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个具有潜在抗肿瘤细胞活性的克隆子
,

并对其细胞

水平的抗肿瘤活性进行了分析

材料和方法

材料

指示菌株 和 购 自上海医药工

业研究院 卵巢癌细胞株
一

由中国科学院细

胞库提供 低熔点琼脂糖酶购 自 公司

和

购 自 公司

连接酶购 自 公 司 消毒过滤膜装置购 自

公司

南极沉积物样 品取 自中山站排 污 口
,

样品于

年 月中国第 次南极考察期间采集
,

采集

后保存于 一
,

带 回实验室在无菌超净台分装

后
,

转移至一 保存

环境样品宏基因组 提取

根据原位裂解法的基础上加以改进〔’
。〕 在

样品中加人核酸提取缓冲液 磷酸钠缓

冲液
, 一 ,

甘 , ,

,

蔗糖溶液
,

蛋白酶 终浓度 昭
,

溶菌酶 终浓度
一

和
,

混合均匀
,

于

摇床中 低速振荡过夜 裂解完全后离心
,

上

清加入等体积的苯酚 氯仿
,

异戊醇
, ,

溶液抽提
,

直至抽提液中的杂蛋 白消失 总

用 醋酸钠 和 一 倍体积的预

冷的无水乙醇进行沉淀
,

最终溶解于 双蒸水

粗提总 用低熔点琼脂糖电泳进行检测
,

并用

低熔点琼脂糖酶回收纯化

宏基因组文库的构建

宏基因组 文库构建参照

和

相关的操作指导手册进行 噬菌体包装蛋白包

装效价根据公式计算

子的数 目

总数 目 一 包装效价 沐

包装好的 文库总体积

筛选培养基的配制

用于
,

菌种增殖培养的蛋 白

陈
一

肉汤培养基含聚蛋 白陈
,

胰蛋白陈 。
,

乳糖
,

氯化钠 。 使用前加入
、

溶液
‘ 」,

内含
, , ,

,

盐酸硫氨素
, 一

组氨酸
、

一

精氨酸
、

脯氨酸
、 一

赖氨酸各
,

烟酸
,

以及 。体积的 乙醇 含
一

生

物素

试验

菌株 为 修复缺陷菌株
,

而

菌株具有紫外损伤和 修复能力川

和 菌株分别接种于蛋白陈
一

肉汤培养基

中
,

振荡培养 一
,

用蛋白脉一肉汤培养

基进行稀释
,

使两菌株的
。

值相同
,

在

蛋白陈一固体培养基中加入 。 菌液后倒入平

皿静置

将保存的 宏基因组文库转接到筛

选培养基上
,

将形成抑菌透明圈的阳性克隆挑出接

种于
一

液体培养基
,

℃振荡培养 一 将不

同培养时间的发酵液浸人 直径的滤纸片
,

把

滤纸片贴在上述固体培养基上于 ℃培养
,

以

产生的抑菌圈大小的差异来判断其是否对 造

成损伤以及活性高低 实验以在临床使用的抗肿瘤

抗生素丝裂霉素 拌 作为阳性对照

效价 一 克隆数

稀释倍数 包装后用于涂板的实际体积

按包装效价计算整个 文库中全部克隆

法测定体外肿瘤细胞生长抑制率

将克隆子
一 , 一

和含有 的
一

菌株置于 振荡培养
一 ,

使

各菌体达到对数生长期
,

测定
。

值
,

用 培养

基稀释菌液
,

使其 值均为 菌液离心后

用无菌过滤膜装置过滤除菌
,

制成受试物 消化收

集处于对数生长期的
一

卵巢癌细胞
,

制成单

细胞悬液
,

接细胞于 孔板中
,

培养 后
,

加

人不 同的受试物 稀 释倍 数 均 为
, , ,

。。。倍
,

培养 后弃培养液
,

用 洗后加人
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含 的 溶液
,

继续培养
,

去除
,

加人 与甘氨酸缓冲液
,

温

育 一
,

用酶标仪测定吸光值以一
,

其

中 孔以全培液作空 白对照
,

孔作细胞悬浮液对

照
,

每样平行测试 孔
,

以阿霉素作为阳性对照
,

同时以 液体培养基和 的发酵液上清

作为实验对照组

抑制率按照 以下公式计算仁
’‘」

抑制率 一 只 功 对照 一 〔刃黝 口 实脸

结果

提取结果

构建宏基因组文库的前提是获得大片段
、

高纯

度和高浓度的宏基因组
,

采用原位裂解法能

最大限度地获取环境样品 中的总
,

避免因被

样品微粒吸附而造成微生物 的损失
,

尤其适

用于生物量较低的极端环境样品 实验结果表明
,

我们所得 片段在 以上
,

满足构建

记 文库的要求 图

基因的要求

法结果

利用 法对环境样品 文库进行功

能筛选
,

发现 个克隆子的发酵液和离心后 的上

清液对 修复缺陷菌株 具有抑制作用

而对野生菌株 无抗菌作用
,

其中
一

和
一

产生的抑菌圈最大
,

抗菌活性较强 用蛋 白

陈
一

肉汤培养基对这两个克隆进行培养
,

取不同培养

时间的发酵液和上清进行检测
,

包括阳性对照在内

的所有测试样品在含野生菌株 菌株的蛋白

陈
一

肉汤培养基上均不产生透明圈
,

而在含缺陷型菌

株 的培养基上产生抑菌圈的结果见表 和

图
一

的图未列出 结果表明在菌液培养

至 间
,

细菌数量虽随培养时间延长一直处于增

长趋势
,

但菌液和上清的抑菌活性 抑菌圈直径 在

不同的生长时间阶段中均无明显差异
,

表明其发酵

后即可达到最高活性 在阳性对照实验中
,

对丝裂霉素 拌 引起 的 损伤不能修

复
,

致死效率大
,

抑菌圈为
,

见图

表 克隆子 和 不同培养时间的发酵液及上清

对菌株 的抑菌活性比较 直径

时间
一

发酵液

抑菌圈

上清

抑菌圈
。。

一

发酵

抑菌圈

上清

抑菌圈

‘

图 南极沉积物样品总 提取结果

从左到右依次为 几
,

提取的
,

几 月 刀

’

宏基因组文库构建

对文库进行滴度测定时
,

每 拌 包装后的重

组 能够获得 个克隆子
,

根据包装效价

公式的计算
,

所构建的 记 宏基因组文库包装

效率为
‘ 一 该文库包装总体积为 拌 ,

因此可获得 个克隆子 以平均插人片段

计算
,

该宏基因组文库至少包括了 极端环

境样品总
,

满足后续功能基因筛选及寻找新

包括阳性对照在内的所有测试样品对野生菌株 均无

抑菌作用

分析结果

在实验中
,

选取受试菌的培养时间为 一
,

此时菌体处于对数生长期
,

同时根据 实验分

析表明
,

此时发酵液和上清的抑菌活性 抑菌圈直
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巧

护件澳晕

稀释倍数

图 受试物在不同稀释倍数下对卵巢瘩细胞株的抑制率

▲
,

甲
一 , ,

培养基

图
一

不同培养时间的发酵液和上清对

修复缺陷菌株 抑菌圈

阳性对照
一

上清
一

发酵液

径 均较大 表 ” 以卵巢癌细胞作为指示肿瘤细胞

株
,

测定
一

和
一

的抗肿瘤活性 对平行样

品测试结果的统计分析显示
, 一

对卵巢癌细胞

增殖具有明显的抑制作用
,

稀释倍数为 时抑瘤

率能达到
一

的抑瘤作用较不 明显 两者

的抑瘤率均随受试物浓度的增加而增加
,

初步表明

在测定浓度范围内表现为剂量依赖性抑制 为了证

实克隆
一

和
一

的抑瘤作用并非受培养基或

载体的影响
,

同时以培养基和 记 作为实

验对照
,

结果表明两者对卵巢癌细胞的增殖基本没

有影响 图

讨论

筛选新的抗肿瘤药物一直都是癌症治疗方面的

重要课题 从抗肿瘤药物的作用机理来看
,

多数抗

肿瘤药物的作用机制主要是作用于 而多数

对 有损伤的物质虽有一定毒性但也具有抗肿

瘤作用
,

其中毒性等副作用小的可作为抗肿瘤药物

在临床上使用 本研究利用 。 差异性 修

复测定方法
,

以 修复缺陷菌株 及野

生菌株 这两个菌株经受试物处理后在培养

基上生存率的差异来判断受试物对 损伤的影

响
,

从而判断其抗肿瘤活性川 经过进一步试验
,

所筛选出的阳性克隆发酵液也在体外抑制了肿瘤细

胞的生长

尽管 实验表明
,

与从其他环境中筛选出

的野生菌沁 〕相 比
,

克隆子
一

与
一

的发酵液

活性的
。

即抑制率达到 时的稀释倍数 值较

低 但本研究证明了可以通过构建宏基因组的方法

从南极等极端环境样品中筛出具有潜在抗肿瘤活性

的克隆子
,

并直接获得完整的基因簇 而外源基因

的表达受各种因素影响
,

例如载体的类型
,

宿主细

胞的遗传类型
、

细胞基质
、

细胞的生理状态及初级

代谢产物等
,

因此在获得完整基因簇的基础上
,

通

过基因工程的方法将能实现其高效表达
,

提高其抗

肿瘤活性

未 非可培养微生物是环境样品中的主体
,

构

建微生物宏基因组文库可 以直接从这些丰富的微生

物资源中筛选到活性物质相关基因或基因簇
,

而且

借助于各种宿主菌的表达
,

可 以克服野生型菌株培

养条件的限制
,

缩短了培养时间
,

提高活性物质的

产量 近年来
,

世界各 国采用 土壤
、

海洋浮游 生

物
、

海绵
、

甲虫
、

人唾液等样品成功构建了宏基因

组 文 库
, ·

’ ,

“ 〕,

已 筛 选 到 脂 肪 酶〔
,

·

’‘〕、 淀 粉

酶巨
,
·

”〕
、

几 质酶〔
‘ 〕、 〔, 〕等 等

从土壤宏基因组文库中利用 方法扩增获得 了

多个新的抗生素合成途径关键酶一聚酮合成酶基

因 本研究所构建的南极深海沉积物宏基因组文库
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获得了至少 个克隆子
,

平均插人片段在

以上
,

覆盖了至少 的微生物基 因组信息
,

获得了较为丰富的微生物群体的遗传信息
,

为寻找

新的功能基因簇
、

开发药物资源等提供了丰富的生

物材料 并且通过 法
,

通过功能筛选快速鉴

别出 个具有潜在抗肿瘤活性的克隆子
,

通过对

插人片段的测序
,

将获得完整的产抗肿瘤活性物质

的基因簇 预期随着后续研究的进一步开展
,

从该

文库中可能发现更多的活性物质和极端环境微生物

特殊的代谢途径

致谢 感谢厦门大学生命科学院细胞生物学与

肿瘤细胞工程实验 室欧阳高亮博士在 实验 中

给予的协助
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