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真菌来源新活性化合物 2460A 的研究 
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摘要: 采用自行构建的以重组白细胞介素 6 受体 (IL-6R) 为靶位, 基于受体配基竞争结合为基础的高通量

筛选模型, 从微生物代谢产物中获得了新结构化合物 2460A。本文通过对产生菌核糖体 DNA 转录间隔区 
(rDNA-ITS) 序列测定结果, 确定了该化合物产生菌为哈茨木霉; 研究结果显示, 2460A 具有和白细胞介素 6 
(IL-6) 竞争结合白细胞介素 6受体 (IL-6R) 的活性, 因此是具有 IL-6R配基活性的微生物产物; MTT 法测定结果

表明, 2460A 对 CM126 和 HT-29 肿瘤细胞具有抑制作用, IC50 分别为 2.17×10−5 mol·L−1 和 1.8×10−5 mol·L−1; 对肿

瘤细胞周期影响作用实验结果显示, 2460A 对 HT-29 细胞的 S 期略有阻滞作用。本化合物体内抗瘤活性等深入研

究工作正在进行中。 
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Study of a novel compound 2460A with activities produced by fungus 
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Abstract: With IL-6R as target, a new compound 2460A was identified from fungus using HTS screening 

model.  The taxonomics of the produced strain was confirmed to be Trichoderma hazianum rifai after sequencing 
analysis of rDNA-ITS (internal transcribed spacer).  Results showed that this compound has a binding activity 
on IL-6R competed with IL-6, thus it is a new ligand of IL-6R originating from microbe.  With MTT assay, the 
anti-tumor activities of 2460A were demonstrated on CM126 and HT-29 cell lines separately, the IC50 are 
2.17×10−5 mol·L−1 and 1.8×10−5 mol·L−1 respectively.  The compound affected lightly the HT-29 cell cycle at S 
phase.  Studies for the anti-tumor activity of 2460A in vivo are in progress in our lab. 
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 本实验室采用自行构建以重组白细胞介素 6 受

体 (IL-6R) 为靶位、基于受体配基竞争结合为基础

的高通量筛选摸型 , 从哈茨木霉  (Trichoderma 
hazianum) 发酵产物中分离获得的一种新结构化合

物 2460A, 已确定其结构式为: 2-(N-正庚基) 亚氨基- 
3-氧代 -4α-甲基 -5-氧代 -7-(2-羟乙基 )-8-(E-异丙烯
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基)-2, 3-二氢萘并[2, 3-b]1, 4-二氧六环, 分子式为

C25H31NO5, 并已申请国家发明专利  ( 申请号 : 
200510082974.X)。 

哈茨木霉 (Trichoderma hazianum) 是植物病原

菌的拮抗菌 , 该菌能产生多种酶 , 如几丁质酶、β-  
(1, 3) 葡萄糖酶及蛋白酶等, 可降解植物病原菌胞壁

从而抑制病原菌生长, 作为植物生物防治剂具有重

要的经济应用意义。由哈茨木霉所产生的抗生素为 
研究者所关注。如木霉菌肽 A IIIc (trichorzianin A  
IIIc) 是哈茨木霉产生的大肽抗生素 , 其分子式为

C91H149N23O24 (Ac-Aib-Ala-Ala-Aib-Aib-Gln-Aib-Aib- 
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Aib-Ser-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Ile-Gln-Gln-Trp-ol), 具有

抗真菌活性[1, 2]。还有由哈茨木霉产生的抗生素曲古

净 HA 和 MA (trichorzins), 其含有 HAI、HAII、HAIII、
HAV、HAVI、HAVII 和 HAVIII 等多种活性组分, 结
构均为含 18 个氨基酸残基的多肽, 该抗生素具有抗

植物致病真菌、金葡菌、大肠杆菌的活性, 此外还有

增加卵磷脂酰胆碱/胆固醇 (7/3) 脂质体的膜通透性

作用[3]。Cutler 等从哈茨木霉中分离出一种新化合物

6-pentyl-α-pyrone (6-戊基-α-吡喃酮), 该化合物对若

干微生物如卷曲毛壳菌、卷曲刺毛壳菌、黄曲霉、大

肠杆菌及枯草芽孢杆菌等具有抗菌活性[4]。尽管迄今

为止哈茨木霉所产生的抗生素尚未有药物应用的报

道, 但是上述研究显示, 该微生物的次生代谢产物有

可能成为新型微生物药物的重要来源。作为具有抗肿

瘤活性的新化合物 2460A, 在哈茨木霉产物中尚属 
首次报道。 

本文将报道 2460A 产生菌的分类研究, 确定其

具有 IL-6R 的配基活性、体外抗肿瘤活性及对肿瘤细

胞周期的影响。 
 

材料与方法 
试剂及抗体  重组白细胞介素 6 受体 (IL-6R, 

本室制备)。小鼠抗人 hsIL-6R 抗体 (R&D 公司)。辣

根过氧化物酶标记的马抗小鼠抗体 IgG (北京中山 
生物技术有限公司)。Tween 20 (Sigma 公司)。胎牛血

清为杭州四季青生物工程材料有限公司产品。细胞 
培养基为 Hyclone 公司产品。二甲基亚砜 (dimethyl 
sulfoxide, DMSO)、碘化丙锭 (propidium iodide, PI)、
RNA 酶及 MTT 均购自美国 Sigma 公司。丙烯酰胺、

SDS、Tris 碱和过硫酸铵均为美国 Amresco 公司产品。 
哈茨木霉培养基  种子和发酵培养基: 1%甘油, 

2%葡萄糖 , 1%蔗糖 , 0.2%黄豆饼粉 , 1%蛋白胨 , 
0.03% KH2PO4, 0.25%聚乙二醇, 0.3% NaNO3, 0.3% 
(NH4)2SO4, pH 6.0, 15 磅 (1 磅 = 0.453 6 kg) 消毒 30 
min。斜面 YM 培养基: 0.4%酵母粉, 1%麦芽浸膏粉, 
0.4%葡萄糖, 1.2%琼脂, pH 7.2, 10 磅消毒 30 min。 

细胞培养  人骨髓癌细胞 CM126 来源于本所生

物化学室, 培养于含 10% 胎牛血清的高糖 DMEM 培

养基; 人结肠癌细胞 HT-29 由中国医学科学院药物研

究所药理室提供, 培养于含 10% 胎牛血清的 RPMI- 
1640 培养基。于 5% CO2、37 ℃条件下培养。 

真菌总 DNA 提取  平板培养 10 天菌落用解剖

刀刮取菌丝, 置 1.5 mL离心管中, 加入CTAB提取缓

冲液 [2% CTMB, 100 mmol·L−1 Tris-HCl (pH 8.0), 

EDTA 20 mmol·L−1 (pH 8.0), 1% PVP-360, 1.4% NaCl, 
用前加入 0.2% 巯基乙醇] 200 μL 及少量石英砂, 用 
玻璃棒研磨, 然后加入 CTAB 400 μL, 65 ℃水浴 1 h,  
12 000 r·min−1 离心 10 min, 取上清液以饱和酚-氯 

仿-异戊醇 (25∶24∶1) 分别抽提, 最后以无水乙醇

沉淀, 12 000 r·min−1 离心, 倒出乙醇溶液, 晾干。最 
后复溶于纯水 50 μL 备用。 

rDNA 的 ITS 序列分析[5, 6]  采用对 rDNA (核蛋

白体 DNA) 的 ITS (内在转录间隔, internal transcribed 
spacer) 序列进行分析。设计 PCR 引物为 ITS1: 5'- 
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'; ITS4: 5'-TCCTCCG 
CTTATTGATATGC-3'。PCR 扩增体系 (50 μL): 纯水

30 μL, 缓冲液 5 μL, Mg2+ 3 μL, dNTP 2 μL, 引物各 
2 μL, DNA 聚合酶 4 μL (4U), 模板 DNA 2 μL。PCR
扩增条件: 95 ℃ 3 min, 94 ℃ 1 min, 54 ℃ 40 s,  
72 ℃ 1 min, 30 个循环; 72 ℃ 10 min。序列测定委

托申能博彩生物科技有限公司进行。 
IL-6R 配基活性的测定  重组人 IL-6 溶解于磷

酸盐缓冲液 (PBS, pH 7.2), 质量浓度为 1 μg·mL−1, 
96孔酶标板中每孔加入 100 μL, 4 ℃放置过夜→ 吸去

每孔上述液体, 加入含 3% BSA 的 PBS 溶液 250 μL,  
4 ℃放置 8 h→ 吸去每孔溶液, 以 PBS 洗涤培养板 5
次→ 2460A 样品以含 1% BSA 的 PBS 溶解, 每孔加

入 50 μL, 同时加入重组 IL-6R (1∶1 000) 50 μL, 4 ℃
放置过夜→ 以 PBST (含 0.1% Tween 20的 PBS) 洗涤

培养板 5次→ 每孔加入以 PBST (1∶1 000) 稀释的小

鼠抗人 hsIL-6R 抗体 100 μL, 4 ℃放置 1 h→ 用 PBST
洗涤培养板 5 次→ 每孔加入以 PBST 按 1∶5 000 稀

释的辣根过氧化物酶标记马抗小鼠 IgG 抗体 100 μL, 
4 ℃放置 1 h→ 以 PBST 洗涤培养板→ 每孔加入底物

TMB 和过氧化氢各 100 μL, 室温放置 45 min, 观察

显色过程→ 每孔加入 2 mol·L−1 HCl 100 μL 以终止显

色, 采用酶标比色计于波长 450 nm 测定吸收度 (A) 
值。本实验设定加 TMB 空白孔调零, 并设定试剂对

照孔 (不加 2460A 样品)。 
2460A 和 IL-6 竞争结合 IL-6R 率的计算: 2460A

竞争结合率 = [(IL-6 样品对照 A450 − 2460A 样品 A450) / 

IL-6 样品对照 A450] ×100%。 
肿瘤细胞的抑制作用  采用 MTT 法分别对人骨

髓癌细胞 CM126 和人结肠癌细胞 HT-29 进行检测。

取对数生长期细胞, 按细胞数 4×103/孔接种于 96 孔

培养板, 24 h 待细胞贴壁后, 用不同浓度的 2460A 
(1.0～100 μmol·L−1) 处理细胞 72 h。测定前每孔加入

500 μg·mL−1 MTT 100 μL, 37 ℃孵育 2 h 后小心吸  
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除培养液, 每孔加入 DMSO 200 μL, 震荡混匀, 采用

酶标仪于 570 nm 测定 A 值。各测试孔的 A 值减去本

底 A值 (完全培养基: 加 MTT, 无细胞), 根据各平行

孔的 A 值计算 x ± s。细胞存活率 (%) = (加药细胞 A
值  / 对照细胞A值) × 100%, 根据细胞存活率绘制抑制

曲线, 计算 IC50 值。 
2460A 对肿瘤细胞周期的影响  分别取人骨髓癌

细胞 CM126 和人结肠癌细胞 HT-29 对数生长期细胞, 
按细胞数 4×105/孔接种于 6 孔板, 24 h 待细胞贴壁  
后用不同浓度的 2460A (5.0、10.0 和 25.0 μmol·L−1) 
处理细胞, 继续培养 24 h, 消化经药物处理的细胞, 
加入预冷的 PBS 洗涤 2 次, 以 1 mL 预冷的 70% 乙醇

于 4 ℃固定过夜。染色前 PBS 洗涤 2 次, 将细胞重  
悬于 PBS 100 μL 中, 加入 RNase A (终质量浓度 100 
μg·mL−1), 37 ℃培养 30 min 消化 RNA, 然后加入碘化

丙锭 (PI) 染色液 (终质量浓度 50 μg·mL−1), 室温避光

染色 1 h, 细胞经 300 目尼龙网过滤后, 用流式细胞仪

测定 PI 荧光强度, MODFIT 软件分析细胞周期变化。 
 

结果 
1  2460A 产生菌的分类 

采用前述方法, 对产生菌 rDNA 的 ITS 序列进行

分析, 其结果为: 5'-GGGGGCTACGGAGGTAACTCC 
CAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCT
CGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCC
CCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCA
AAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTT
TATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGC
GTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTC
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGC
CCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAG
CGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGT
CGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGG
CCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCA
GCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATC
GGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACAC
CCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTA
GGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAA-3'。 

采用程序MEGA3.1, 以邻接法 (NJ) 进行Bootstrap
分析。经 BLAST 进行比较, 与 2460 菌株序列同在一

个小分支的 AF194010 序列仅在 ITS1 区有 1 个碱基

的插入, 相似性达 99%以上。用相似性搜索得到的相

似性较高的序列以及作为外群的 Trichoderma viride 

(AF140045) 序列构建系统进化树 , BLAST 比较

2460A 产生菌的系统进化树分析见图 1。从进化树可

见, 除登录号为Z68187的序列外, Bootstrap值为95%
的分支应同属哈茨木霉 (Trichoderma hazianum)。 
 

 
Figure 1  Evolutionary tree 
 
2  2460A具有白细胞介素6受体 (IL-6R) 的配基活性 

将 2460A 配制成 0.002 5×10−6、0.025×10−6、

0.25×10−6、2.5×10−6 和 25×10−6 mol·L−1 样品溶液, 分
别测定样品与 IL-6 竞争结合 IL-6R 的活性, 计算出 
竞争结合率分别为 0.503 6%、0.588 23%、0.635 9%、

0.692 8%和 0.702%。2460A 在上述浓度范围内, 与
IL-6 竞争结合 IL-6R 活性具有剂量效应, 其 IC50 为

2.5×10−9 mol·L−1, 表明 2460A 具有 IL-6R 的配基活性 
(图 2)。 
 

 
Figure 2  Binding activities of 2460A on IL-6R at various  
concentrations competed with IL-6.  IC50: 2.5×10−9 mol·L−1; y = 
0.021 8 Ln(x) + 0.654 7; R2 = 0.940 3 
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3  2460A 对结肠癌 HT-29 细胞和骨髓癌 CM126 细

胞的抑制作用 
采用 MTT 法测定 2460A 对肿瘤细胞 CM126 和

HT-29 生长的抑制作用, 结果 (图 3) 表明, 当 2460A
的浓度为 1×10−5 和 2.5×10−5 mol·L−1 时, 对 CM126 细

胞的抑制率分别为 20% 和 78%; 采用相同浓度 2460A
样品对 HT-29 细胞的抑制率则分别为 29% 和 79%。

在实验样品浓度  (1×10−6～100×10−6 mol·L−1) 范围 
内, 对两种细胞的抑制作用均呈剂量效应。结果显示, 
2460A 对 CM126 细胞的 IC50为 2.17×10−5 mol·L−1, 对
HT-29 细胞的 IC50 为 1.8×10−5 mol·L−1。 
 

 
Figure 3  Inhibitory effects of 2460A on CM126 (A) and HT-29 
(B) cells 

 
4  2460A 对骨髓癌 CM126 细胞和结肠癌 HT-29 细

胞的细胞周期的作用 
采用不同浓度 2460A 样品  (5×10−6～25×10−6 

mol·L−1) 分别作用于人骨髓癌细胞 CM126 和人结肠

癌细胞 HT-29, 24 h 后经流式细胞仪检测样品对两种

细胞的细胞周期的影响。结果 (图 4) 显示, 在上述样

品浓度下, 2460A 对人骨髓癌细胞 CM126 的细胞周

期基本无影响, 但是对人结肠癌细胞 HT-29 在 S期略

有影响, 当 2460A 的浓度为 25×10−6 mol·L−1时, 阻断

在该期的细胞数增加了 21%。 
 

讨论 
本研究通过对 2460A 产生菌核糖体 DNA 转录 

间隔区 (rDNA-ITS) 序列测定, 确定了其产生菌为哈

茨木霉 (Trichoderma hazianum), 已证明其为新结构

化合物。MTT 法测定结果表明, 该化合物能够抑制

肿瘤细胞 CM126 和 HT-29 的生长, 对 CM126 细胞的

IC50 为 2.17×10−5 mol·L−1, 对 HT-29 细胞的 IC50 为

1.8×10−5 mol·L−1。本文还探讨了 2460A 对上述两种

肿瘤细胞的细胞周期的影响, 实验结果显示 2460A 对

CM126的细胞周期无影响, 在浓度为 2.5×10−5 mol·L−1

时对 HT-29 细胞 S期略有影响, 该期的细胞数增加了

21%, 据此推测 2460A 对肿瘤细胞染色体 DNA 复制

过程影响可能较小。 
研究结果还显示, 2460A 能和白细胞介素 6 (IL-6) 

竞争结合白细胞介素 6 受体 (IL-6R), 因此其为来源

于微生物的具有 IL-6R 配基活性的化合物。已知 IL-6
是一种具有多功能的细胞因子, 和许多严重疾病如

自身免疫疾病、肿瘤、心血管疾病的病理过程密切相

关。实验证明[7], IL-6R 在人骨髓瘤细胞分布丰度高, 
可以促进骨髓瘤细胞生长[8]; 在前列腺癌细胞存在

IL-6R 并分泌 IL-6 参与该癌细胞的增殖作用, 临床研

究表明前列腺癌易于转移至淋巴结、骨组织和肝脏等

分泌 IL-6 较高的组织, 这提示 IL-6 是促进该癌细胞

生长的因子之一; 此外膀胱癌、肝癌等增殖也与 IL-6
细胞因子的作用有关[9, 10]。鉴于 IL-6 与许多严重疾病 

 

 
Figure 4  Effects of 2460A on the cell cycles of CM126 (A) and HT-29 (B) cells 
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特别是肿瘤的病理过程有密切关系, 因此通过降低

该细胞因子在体内的水平有可能达到治疗这些疾病

的目的。为此研究者通过不同途径进行了大量相关工

作, 并获得显著进展[11]。也对微生物和其他来源天然

产物小分子化合物 IL-6 抑制剂进行了若干研究。 
Masahiko 等[12]从链霉菌 Streptomyces nitrosporeus 

K93-0711 中发现了一种化合物 Madindoline A (MDL- 
A), 对其进行了全合成, 该化合物阻止了 IL-6/IL-6R/ 
gp130 三聚体的二聚化, 但不影响 IL-6/IL-6R/gp130
三聚体的形成, 可抑制 MH60 细胞生长。骨质疏松模

型小鼠口服 MDL-A (剂量 60 mg·kg−1) 可显著降低小

鼠血清的 Ca2+水平。Patrick 等[13]从青霉菌中发现了

霉酚酸 (MPA), 研究显示 MPA 能降低由 IL-1β 诱导

的远端肾小管上皮细胞 (DTC) 和近端肾小管上皮

细胞 (PTC) 中 IL-6 的含量, 并能以剂量依赖方式抑

制 IL-6 mRNA 表达。ERBF 是 Hayashi 等[14]从蟾蜍中

分离的一种小分子化合物, 该化合物以剂量依赖方

式拮抗游离的 IL-6 与 IL-6R 的结合。本文研究结果

表明, 2460A 是具有抗瘤活性的小分子新化合物, 作
为哈茨木霉的抗肿瘤活性产物为国内外首次报道。本

化合物是否通过和炎症细胞因子 IL-6 竞争结合

IL-6R, 降低该因子的体内活性, 并进而对炎症细胞

因子网络进行调节, 从而具有抗肿瘤活性尚需进行

探讨。2460A 的体内抑瘤活性研究工作尚在进行中, 
对其抗瘤作用机制需进行全面深入研究。 
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