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姗寄生 中多肤成介的 结构鉴定

与细胞毒活性研究

口刘石磊 杜秀宝 孔景临 曹 瑛 范崇旭
中国人民解放军防化研究院 北京

摘 要 从我国东北料寄生 。 中分离鉴定 了 种多肤
,

其 中
,

种是

新成分
,

命名 为概寄生毒素
、 、 ,

是 目前分离鉴定的唯一含有四对二硫键的懈寄生毒素

种鉴定为懈寄生毒素
,

系首次从我国懈寄生中分得 还有一种命名为
,

与 已知的 的一级结构

相同
,

但 保留时间相差很大
,

应该是一个新肤
。

它们 的一级结构分别为 竹
,

峪
, ,

叨
,

。

它们对不 同肿瘤细胞系具有选择性细胞毒活性
,

褂寄生总肤对

于人肺癌细胞
、

人宫颈癌细胞
、

人脑瘤细胞 的 值分别为
、 、

林

分别为
、 、

林 分别为
、 、

林
。

而对于人胃癌细胞 效果不 明显
。

关键词 懈寄生毒素 多肤 结构鉴定 细胞毒活性

药用植物懈寄生是桑寄生科懈寄生属半寄生性

常绿灌木或小灌木
,

寄生于桑科
、

茶科
、

芸香科
、

蔷薇

科和豆科等多种植物上
,

在世界范围分布有 余

种
。

在欧洲懈寄生被誉为
“

神奇的药草
” ,

长期以来

用于各种疾病的治疗
,

其水提物用于乳腺癌
、

胃癌
、

结肠癌及肺癌等常见肿瘤疾病的辅佐治疗 已有近百

年的历史
。

许多学者对懈寄生活性成分与生物功能
、

构效关系与作用机制
、

医药制剂与临床应用等方面

开展了广泛的研究工作
,

取得了令人鼓舞的结果
,

尤

收稿 日期 一 一

修回 日期 一 一

其是懈寄生的抗肿瘤活性越来越受到人们的关注
。

由于懈寄生长期药用
,

对人体十分安全
,

英国卫生部

已同意将其水提物制剂作为癌症化疗药物直接用于

临床
。

专家预测懈寄生有望成为继紫杉醇之后又一

种天然抗癌药物
。

懈寄生属植物在我国大部分省区

都有分布
,

中国植物志记载 种
,

药典收载 种棚

寄生 站
,

主产于东北
,

也

称北寄生
。

我国使用懈寄生有记载的历史始于秦汉

时期
,

古代称桑上寄生
,

为《神农本草经 》上 品
,

有补

肝肾
、

强筋骨
、

祛风湿
、

养血安胎和降血压的功能
,

民

间还用于治疗肝癌
、

肺癌等多种癌症
。

我国撇寄生与

联系人 刘石磊
,

博士研究生
,

主要从事天然产物化学研究
, 一 , 一 乙

, 。

了 〔 。 山刁汉 爵乃为 众 访 ’ 吻耐 助才 几爪 司
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欧洲白果懈寄生同源
,

而且天然资源丰富
,

分布较

广
,

巫待开发
。

懈寄生的主要活性成分包括 具有凝集活性的

糖蛋白
、

榭寄生毒素
、

黄酮
、

生物碱
、

多糖
、

脂质等
。

其

中懈寄生毒素是非常重要的抗肿瘤成分之一
,

它们

是一类分子量在 左右的含有 个残基的碱

性毒性多肤
,

富含半胧氨酸
,

已鉴定的懈寄生毒素均

含有 对二硫键
。

这类多肤对多种肿瘤细胞系具有

细胞毒活性协
,

还有免疫调节功效沙
。

本文介绍了我

国东北懈寄生中毒性多肤成分的分离纯化
、

一级结

构鉴定与细胞毒活性研究
。

一
、

实验方法

褂寄生多肤的提取与纯化

寄生于 山杨树 的懈寄生样品 由孔景 临博士于

以 年 月采 自吉林省柳河县
,

我所郑硕研究员鉴

定
,

样品采集后于一 ℃保存
。

将枝叶剪成小段
,

用液

氮冷 冻后 粉碎
,

称 取
,

用

缓冲溶液 分两次提取
,

离心后

上清液过弱 阳离子交换柱
,

上样后用 一 缓冲溶液洗去未结合

的杂质
。

用含 几 的缓冲溶液进行洗脱
,

收集洗脱峰得溶液约
,

浓缩后用 一

柱在 低压层析仪上进行分

级分离
,

流动相为
,

流速
,

同时记录紫外吸收 与电导信号
。

收集撇寄生

毒素所对应的峰
,

浓缩冻干后得粗肤
。

所得粗肤用 进一步分离纯

化
,

半制备色谱柱
,

流动相 为 的乙腊
,

为 的水
。

洗脱梯度 从 巧 在 内升 到
,

流速
。

单一肤的纯度分析使用

分析柱
,

流速为
。

邂主鱼鱼丛兰丝鱼鉴立
称取 林 多肤

,

溶于 巧 卜 一 缓冲液
,

中
,

温育
,

加人 二琉基苏糖醇

竹
,

冲人氮气
,

还原
。

然后避光加人

碘代乙酞胺
,

衍生
。

反应液冷却至室温后用

纯化
,

洗脱梯度 保持
,

在 内

升到
,

浓缩冻干后得多肤的乙酞化衍生产物约

林

多肤的酶切采用含有 的

碳酸氢按缓冲溶液 反应体系
,

多肤与酶的

质量 比
,

反应温度 为 ℃
, 一 内切酶

,

序列级 反应
,

对于 助 一 内切 酶
,

序列级 反应
。

酶切产物用 分离
,

分析柱
,

洗脱梯度 保持
,

在

内升到
。

流速为
。

接收酶切片

段
,

用 一 分析
。

衍 生多肤及酶切 片段进行 一端测 序 川

枷 型脉冲 一端液相测序仪
,

辅

助 一 、 一 质谱技术分析多肤的一级结

构
。

握主生鱼丛兰鱼垫皇适丝型主
细胞毒活性的测定采用 竹 法

。

肿瘤细胞系购

自中国医学科学院细胞中心
。

二
、

结 果

邂主生鱼丛丝丝里皇丝塑
文 献 中懈 寄 生 多 肤 的 分 离 方 法 大 多 采 用

一 ,

它的分离范围为 一 ,

而榭

寄生多肤的分子量在 《刃 左右
,

正处于 一 的

分离上限
,

本文改用分离范围是 巧 一 的
一 ,

效果较好
,

见图
。

图中峰 对应的

就是榭寄生毒素组分
。

用 分析该组分的结果见

一
洗脱体积

图 棋寄生提取液的凝胶 叩 一 色谱图
,

曲线 为电导信号
,

曲线 为紫外吸收信号
,

峰 为拼寄生多肤组分

〔 泛二。 山 腼山 七 记 升 如耐 桥 诚 助汉姗山 怂 司 刃
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图
,

用 一 及 一 测定各峰的

分子量
,

结果见表
,

峰 含有 个多肤成分
,

其中

个序列 已经鉴定
,

所 以懈寄生毒素组分中共含有

个主要的多肤
。

果见图
,

用 一 一 方法分析峰
、

峰 的

分子量
,

分别为
、 ,

分别对应 一 、

一 残基 的片段
。

相应的峰 的质量数 为
、

科
。

分别测定
、

的 一 片段的序列
,

褂寄生多肤的一级结构鉴定

本文对图 中的 一 共 种多肤

成分进行了一级结构研究
。

多肤还原

衍生后
, 一端测序

,

结果见表
。

种

多肤 一端测序分别终止于第
、 、

、 、

个氨基酸残基
。

号峰

得到了完整的序列
,

与孔景

临博 士 鉴 定 的 序列 相

同
,

但色谱的保留时间存在很大的差

别
,

有可能存在结构修饰或高级结构

差异
。

号峰 的末端氨

基酸残基不清晰
,

用 一 测得

的准确分子量为
,

计算前

氨 基 酸 残 基 的 片 段 质 量 数 为
,

最后一个氨基酸的质量数

计算为 一 ,

与

赖氨酸 最为接近
,

所 以末端

确定为赖氨酸
。

此多肤与亚洲白果懈

寄生 以 中分

离鉴 定 的 一 级 结构 相

同
,

首次从我国榭寄生中分离得到
。

图 中的 一 个多肤没有测到

终点
,

需要进行酶切
,

测定酶切片段后

再进行拼接
,

然后得出整个肤的序列

信息
。

从所测得 的 号峰
、

号峰 的序列分

析
,

第 位均为谷氨酸
,

分析与懈寄

生毒素类似的多肤序列
,

这类多肤只

有在第 位可能存在谷氨酸
,

所以最

终选择 一 内切酶
。

用 一 进行

酶切一般是在 ℃反应
,

而实验

中发现反应时间缩短
,

目标片段的收

率会提高
,

本文中采用了 的反应

时间
。

用 纯化 的酶切片段结

图 懈寄生多肤组分的液相色谱图 共有 个主要的峰

副

图 用内切酶 一 酶切 产物的液相色谱图

峰
、

分别对应 一 、 一 残基片段

图 用内切酶 场 一 酶切 产物的液相色谱图

峰
、 、

分别对应 一 、 一 、 一 残基片段

〔 。 朋汉 肠邵门如 ’ 勿 外 沁耐 肠对 司
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最后得出整个肤的氨基酸序列
,

结果见表
。

号峰 已测得的序列中第 位不

是谷氨酸
,

而是脯氨酸
,

在 已知的懈寄生多肤中除一

种不太稳定的 一 外
,

赖氨酸均分布在
、 、

位上
,

而且 位靠近 已测得序列的末端
,

是

较为理想的酶切位点
,

所以选择 场 一 内切酶
。

℃

反应 可以达到理想的酶切效果
,

见图
。

分析峰
、 、

的平 均 分子 量
,

分别 为
、 、

,

对应的是 一 的片段
,

分子量计算
一 ,

与
一 一 测 定 的 修饰 产 物 的分 子 量

相近
。

所 以 残基片段被酶切为两

段
、 ,

分别测序
,

结果见表
。

理论分子量与

实测分子量相吻合
。

邂主生多毯丝担业立适丝
部分撇 寄生 毒素对 不 同肿 瘤 细胞 系 的

值测定结果见表
。

、 一 、 一 ,

这种方式可 以稳定

分子中能与膜结合的结构域〔
。

各种懈寄生毒素的一

级序列高度保守
,

突变位点多发生在 残基形

成的 。 螺旋结构域
,

所有荷电残基的变化都发生在

此段上
。 、 、

是保守性突变位点
,

突变方式分别

为 一 、 一 、 一 。

中国懈寄生中的
、 、 、 、

、

在一级结构上与欧洲白果懈寄生非常相似
,

表 棋寄生多肚的分子

序号 命名
一 理论值

一

一

分子量

一

幻

‘︺‘

三
、

讨 论
表 椒寄生多肚的氨基酸序列测定

︹‘

吸,了︸勺八几几︺

⋯
,内

根据序列同源性
、

二硫

键连接方式及生理作用
,

榭

寄生毒素被归属于 型硫

荃家族
。

硫董家族多肤存在

于多种植物的种籽
、

叶
、

茎

中
,

是一类含有 个氨

基酸残基
、 一 对二硫键的

碱性多肤
,

具有保护植物防

止微生物入侵的作用
。

这类

多肤有着广泛 的生物活性

谱
,

对革兰 氏阳性或阴性的

细菌
、

真菌
、

酵母及各种哺

乳动物细胞具有毒性侈
。

目前从 白果懈寄生 中

分离鉴定的懈寄生毒素有
、 、 、

、 一巧
、 一邢

、 ,

见表
。

它们的二硫键采取
“

同心模

体
”

的 排 列 方 式

名称

卫 幻

卫 工

仍 卫 工 犯

王

卫

卫

〕

表

拼寄生毒素

总肤

枷寄生毒素对不同肿瘤细胞系的细胞毒活性 卜创

〔肠忍 交扮
。 之劝 昭州肠山。七以切刀 诬凌 勿 助 山阳血 司
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只有 的差别较大
,

它的第
、 、 、 、 、

位

残基与已知的均不相同
,

而且 是迄今为止分离鉴

定的唯一含有 对二硫键的懈寄生毒素
,

第 四对为
一 ,

这种结构特殊性的产生原因以及对活

性的影响都有待深人研究
。

懈寄生毒素的最初发现源于寻找懈寄生中的降

压成分
,

而后来倍受关注的是其抗肿瘤活性
。

懈寄生

毒素属于硫荃家族
,

但对真核细胞的毒性 比其它硫

荃强得多
,

对很多肿瘤细胞具有细胞毒活性
,

如人骨

髓瘤细胞
、

人 一细胞白血病细胞
、

肉瘤细

胞
、

人粒性 白细胞
、

淋 巴瘤细胞等
,

对于人

肿瘤细胞 的 在 一 卜 范围
,

而

巧 硫荃为 协 ‘ 。 中国懈寄生中的毒素成

分 的初步活性测试结果 见表
。

对于人肺癌细胞
、

人宫颈癌细胞
、

人脑瘤细胞
,

懈寄

生毒素总肤
、 、

都有较好的活性
,

其中 活性

最高
。

同时
,

对不同的肿瘤细胞系
,

这类毒素存在很

好的选择性
,

对人 胃癌细胞 的活性不明显
,

值超过了 林 。

曾有报道
,

北美懈寄生中存在类

似的多肤
,

对实体瘤的活性高于血液瘤
,

其作用机制

与一般的抗肿瘤药物不同
,

这类多肤可能具有独特

的作用机制
。

所 以对懈寄生毒素进行体内外活性研

究
,

很可能找到一类对实体瘤具有更好活性的新的

抗癌药物
,

非常具有值得深入临床研究的潜力
。
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