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嗜盐真菌多样性及其抗肿瘤活性研究*
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摘要:为探讨海盐田中的嗜盐真菌类型及其抗肿瘤作用,采用稀释涂布法和平板划线法分离海盐田中的可培养

真菌,并基于ITS基因序列分析鉴定菌株,通过FGFR2过表达和未过表达的肿瘤细胞增殖抑制活性以及酶联

免疫吸附法(EnzymeLinked
 

Immunosorbent
 

Assay,ELISA)评价真菌的抗肿瘤作用。本研究分离得到11种

嗜盐真菌,隶属于3科4属。真菌Epicoccum
 

sorghinum
 

(编号GXIMD02001)的提取物对FGFR2过表达的

乳腺癌细胞 MDAMB231(S252W)增殖有较强的抑制作用,其半抑制浓度IC50 为11.02
 

μg/mL,而对FG-
FR2未过表达乳腺癌细胞 MDAMB231几乎没有抑制活性,该提取物在1

 

mg/mL浓度下对FGFR2蛋白激

酶活性抑制率为91.5%;两株真菌(编号GXIMD02004和GXIMD02009)对FGFR2表达乳腺癌细胞 MDA
MB231和 MDAMB231(S252W)增殖抑制的IC50 为11.94—16.41

 

μg/mL;5株真菌的IC50 为219.2-
449.7

 

μg/mL。嗜盐真菌(编号GXIMD02001)
 

是首次报道具有靶向FGFR2抗肿瘤作用的海洋真菌,部分嗜

盐真菌具有较好抗肿瘤作用,本研究为北部湾海洋微生物来源的抗肿瘤药物开发利用提供科学依据。
关键词:嗜盐真菌 抗肿瘤 FGFR 海洋微生物 生物多样性
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0 引言

  癌症是威胁人类健康的重大疾病。据统计,2018
年全球有1

 

810万新发癌症病例和960万癌症死亡

病例,中国分别约占23.7%和30%,相比其他国家,

我国癌症的发病率和死亡率最高[1],用于恶性肿瘤的

医疗费用每年超过2
 

200亿,经济损失重大。随着人

口老龄化、工业化、城市化进程的加剧以及生活方式

改变等,中国的癌症负担仍会继续增加[2]。因此,加
强肿瘤防治相关研究,减少肿瘤的发病率和死亡率,
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有助于减轻癌症负担。

  海洋真菌是海洋微生物的重要类群,因为生活在

高压、高盐、低温(热液口为高温)、低光照、寡营养、低
溶氧等独特环境条件中,所以海洋真菌可产生具有特

异、新颖、化学结构多样的次级代谢活性物质,已成为

化学和药学等领域关注的焦点[3,4]。海洋真菌的代

谢产物富含抗肿瘤、抗病毒、抗氧化、抗菌等活性物

质[59],是药物开发的重要资源库[10]。朱伟明教授课

题组多次报道海盐田的嗜盐真菌具有结构新颖的代

谢产物,并发现多个代谢产物对肿瘤细胞有细胞毒作

用[1114]。然而,细胞毒药物也会对正常细胞产生毒

性,有较大的毒副作用。靶向治疗可以明显减少毒副

作用,是当前癌症治疗研究的主流趋势。成纤维细胞

生长因子受体(Fibroblast
 

Growth
 

Factor
 

Receptor,

FGFR)过表达与肿瘤进程密切相关,因此,靶向FG-
FR治疗肿瘤成为临床研究的热点领域[15]。为进一

步探讨嗜盐真菌靶向FGFR抗肿瘤作用,本研究从

海盐田中分离嗜盐真菌,并开展嗜盐真菌发酵提取物

的抑制肿瘤细胞增殖作用研究,发掘和评估靶向抗肿

瘤的嗜盐真菌资源,为今后全方面开展嗜盐真菌代谢

产物靶向FGFR抗肿瘤研究提供依据和基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样品

  于2019年5月在广西北海竹林盐场的海盐田

(21°44'N,109°27'E)采集样品。采集的样品放入无

菌袋中,将无菌袋放入有冰袋的隔温箱中带回实验

室,置于-20℃冰箱保存。

1.1.2 培养基

  PDA液体培养基:马铃薯200
 

g,葡萄糖20
 

g,

100
 

g海盐,蒸馏水定容至1
 

000
 

mL,121℃灭菌20
 

min。固体培养基在此基础上添加15
 

g琼脂。

  查氏固体培养基:硝酸钠3
 

g,磷酸氢二钠1
 

g,硫
酸镁0.5

 

g,氯化钾0.5
 

g,硫酸亚铁0.01
 

g,蔗糖30
 

g,琼脂15
 

g,100
 

g海盐,蒸馏水定容至1
 

000
 

mL,

121℃灭菌20
 

min。

  DMEM/F12(#10092CVR)培养基购自Cor-
ning

 

Cellgro公司。

1.2 方法

1.2.1 真菌分离

  取约2
 

g新鲜田泥样品,加入2
 

mL无菌水,研磨

混匀,即 为 样 品 原 液;再 用 无 菌 水 依 次 稀 释 制 备

10-2、10-3 和10-4 悬液,每个浓度悬液各取0.2
 

mL
分别涂布于PDA固体培养基和查氏固体培养基中,
置于25℃恒温培养箱培养14-30

 

d。第1周每天检

查1次,此后每3
 

d检查1次,发现有菌丝长出时,将
其转接到另一新的平板上进行三区划线纯化,如有杂

菌则进行二次纯化或多次纯化,直至得到单一纯净的

菌落,记录菌落数及菌落的形态特征。

1.2.2 真菌鉴定

  采用Ezup柱式真菌基因组DNA抽提试剂盒

(生工生物工程(上海)股份有限公司,SK8259)提取

DNA,然后以ITS1和ITS4为引物,PCR梯度扩增

ITS基因序列;再用1%琼脂糖凝胶电泳(150
 

V、100
 

mA、20
 

min)检测PCR扩增产物,并用BioRAD凝

胶成像仪观察电泳结果;检验条带合格后,采用San-
Prep柱式DNAJ胶回收试剂盒(BBI,SK8131)纯化

回收DNA;所得胶回收产物委托生工生物工程(上
海)股份有限公司进行ITS

 

rDNA测序分析;最后用

DNA
 

Star软件整理测序结果,并利用BLAST数据

库比对ITS
 

rDNA基因序列,从中选取相似性较高且

是有效描述的典型菌株基因序列作为参比对象。

1.2.3 真菌发酵及代谢物提取

  将对数生长期的菌株接种于1
 

L的锥形瓶中(10
 

mL/瓶),每瓶含有300
 

mL
 

PDA液体培养基,共3
瓶,25℃静止发酵30

 

d后收集菌丝体;用丙酮提取菌

丝体,减压回收丙酮得到提取物,再用乙酸乙酯萃取,
减压回收得到乙酸乙酯萃取物,低温保存。

1.2.4 真菌代谢物抑制肿瘤细胞增殖活性检测

  取对数生长期的乳腺癌细胞 MDAMB231和

FGFR2过 表 达 的 乳 腺 癌 细 胞 MDAMB231
 

(S252W),用DMEM/F12培养基(含10%
 

FBS)稀
释至密度为(3—5)×104 个/mL,再分别接种至96
孔板中,每孔100

 

μL,37℃孵育过夜。配置含5
 

mg/

mL提取物的培养基,倍比稀释10个浓度作为给药

浓度,并设定0.2%二甲基亚砜(DMSO)对照组(阴
性对照),设3个复孔。培养48

 

h后,每孔加入10
 

μL
 

Cell
 

Counting
 

Kit8
 

(CCK8)试剂,置于37℃培养箱

中放置
 

2
 

h。用微孔板酶标仪读数,测定波长为450
 

nm。抑制率(%)=[(OD对照 -OD给药)/OD对照]×
100%。

1.2.5 真菌代谢物抑制FGFR2蛋白激酶活性检测

  用 酶 联 免 疫 吸 附 法(EnzymeLinked
 

Immu-
nosorbent

 

Assay,ELISA)[16]检测真菌乙酸乙酯萃取

物对 FGFR2 酪 氨 酸 激 酶 酶 活 的 抑 制。以 Poly
 

725



投稿系统网址:http://gxkx.ijournal.cn/gxkx/ch

(Glu,Tyr)
 

4∶1为反应底物,将其包埋在酶标板后,
在酶标板的对应样品孔加入1

 

μL待测试样品(1
 

mg/mL),相应的阴性对照孔加DMSO,设5个复孔;
每孔加上50

 

μL反应缓冲液稀释的FGFR2激酶(空
白对照 中 用 反 应 缓 冲 液 代 替 激 酶 溶 液);再 加 入

5
 

μmol/L
 

ATP溶液50
 

μL启动反应,在37℃、100
 

r/min条件下反应1
 

h;TPBS洗板3次,加入抗体

PY99,37℃下反应0.5
 

h;无钾PBS洗板3次,加入

辣根过氧化物酶标记的抗鼠IgG,37℃下反应0.5
 

h;
最后通 过 邻 苯 二 胺(OPD)显 色(25℃避 光 反 应)

10
 

min,终止反应,于490
 

nm波长测OD 值,并按照

以下公式计算抑制率:样品的抑制率(%)=[1-

(OD样品-OD空白)/(OD阴性对照-OD空白)]×100%。

2 结果与分析

2.1 海盐田的真菌多样性分析

  共分离得到26株菌,根据菌落形态特征差异进

行初步排重后,所得13株菌进行ITS
 

rRNA基因扩

增和序列分析。基于BLAST数据库的比对结果(表

1),被测序菌株属于11个不同种,分布于2纲2目3
科4属。青霉菌属(Penicillium)为优势菌属,含有6
种,占分离种的54.54%,其次是曲霉属(Aspergil-

lus)菌株含有3种,链格胞菌属(Alternaria)和附球

菌属(Epicoccum)各有1种。
表1 11种可培养真菌的物种组成

Table
 

1 Species
 

composition
 

of
 

11
 

culturable
 

fungi

菌株编号

Strain
 

code

近似种

Similar
 

species

ITS
 

rRNA基因序列相似性

ITS
 

rRNA
 

sequence
 

identity
 

(%)

GXIMD02011 Alternaria
 

alternata
 

strain
 

HLG202018 99.81
GXIMD02012 Aspergillus

 

flavus
 

clone
 

EF533 100.00

GXIMD02010 A.tamarii
 

strain
 

MSDebPCB3F 99.12

GXIMD02004 A.versicolor
 

isolate
 

F 100.00
GXIMD02001 Epicoccum

 

sorghinum 100.00
GXIMD02009 Penicillium

 

citrinum
 

strain
 

NSF4 99.40
GXIMD02013 P.meleagrinum

 

var.viridiflavum 99.12
GXIMD02006 P.janthinellum

 

strain
 

MSEF36 99.63
GXIMD02005 P.oxalicum

 

strain
 

WZ288 100.00
GXIMD02008 P.oxalicum

 

isolate
 

C78 99.82
GXIMD02007 Penicillium

 

sp.PK2012 99.65

2.2 真菌发酵产物抗肿瘤活性分析

  各个菌株发酵产物的乙酸乙酯萃取物抑制乳腺

癌细胞 MDAMB231和FGFR2过表达的乳腺癌细

胞 MDAMB231(S252W)增殖活性结果如表2所

示,可知菌株E.sorghinum
 

(编号GXIMD02001)的
提取物对FGFR2过表达的乳腺癌细胞 MDAMB
231(S252W)有较强的抑制,其半抑制浓度(Half

 

Maximal
 

Inhibitory
 

Concentration,IC50)为 11.02
 

μg/mL,而对乳腺细胞 MDAMB231几乎没有抑制

活性(IC50 为1
 

348
 

μg/mL)。该实验结果表明真菌

E.sorghinum
 

(编号GXIMD02001)可能是通过靶向

FGFR2发挥抗肿瘤作用。其他菌株提取物对FG-
FR2过表达和未过表达的乳腺癌细胞增殖抑制活性

未显 示 差 异。两 株 真 菌 A.versicolor
 

(编 号

GXIMD02004)和P.citrinum
 

(编号GXIMD02009)
对乳腺癌细胞 MDAMB231(S252W)和 MDAMB
231的IC50 为11.94-16.41

 

μg/mL,具有较显著抗

肿瘤活性作用。5株真菌 P.oxalicum
 

(编号 GX-

IMD02005)、P.janthinellum
 

(编号GXIMD02006)、

P.oxalicum
 

(编号GXIMD02008)、A.alternata
 

(编
表2 不同真菌的提取物抑制肿瘤细胞增殖活性

Table
 

2 Extracts
 

of
 

different
 

fungi
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

tumor
 

cells

样品
Sample

IC50(μg/mL)

MDAMB231 MDAMB231(S252W)

GXIMD02001 1
 

348.00 11.02

GXIMD02004 16.41 11.94

GXIMD02005 335.00 386.70

GXIMD02006 475.20 449.70

GXIMD02007 788.10 634.20

GXIMD02008 396.90 290.90

GXIMD02009 13.28 12.36

GXIMD02010 741.80 437.20

GXIMD02011 294.50 219.20

GXIMD02012 1
 

292.00 1
 

194.00

GXIMD02013 325.80 404.00
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号 GXIMD02011)和 P.meleagrinum
 

(编 号

GXIMD02013)具有较弱的抗乳腺癌作用,IC50 为

219.2-449.7
 

μg/mL。

2.3 FGFR2蛋白激酶抑制活性分析

  用 酶 联 免 疫 吸 附 法 (ELISA)检 测 菌 株 E.
sorghinum

 

(编号GXIMD02001)发酵产物的乙酸乙

酯萃取物,在1
 

mg/mL浓度下对FGFR2激酶的抑

制活性,结果其抑制率为91.5%。该结果从酶水平

进一步证明菌株E.sorghinum
 

(编号GXIMD02001)
是通过靶向FGFR2发挥抗肿瘤作用。

3 讨论

  FGFR是酪氨酸激酶家族重要成员之一,是一类

单跨膜糖蛋白分子,主要包括FGFR1、FGFR2、FG-
FR3和FGFR4

 

4种亚型,由于FGFR 基因突变和扩

增导致FGFR蛋白激酶过表达,FGFR持续激活从

而诱导肿瘤细胞增殖、侵袭和迁移,促进血管生成以

及肿瘤的发生发展[17]。FGFR2过表达能够激活下

游关 键 的 信 号 通 路,与 乳 腺 癌 的 发 生 发 展 密 切

相关[18]。

  已上市和临床在研的FGFR小分子抑制剂可分

为多靶点抑制剂与选择性FGFR抑制剂。多靶点抑

制剂如已上市药物Ponatinib、Nintedanib、Dovitinib
和Lenvatinib均靶向于FGFR、VEGFR和PDGFR
等多个激酶靶点[1922]。这些多靶点FGFR抑制剂存

在严重的毒副作用,主要是因其抑制VEGFR而引起

高血压、蛋白尿、胃肠病变和皮肤反应等[23]。与多靶

点FGFR抑制剂相比较,选择性FGFR抑制剂更加

选择性地靶向抑制FGFR,利于疗效的发挥,规避多

靶点FGFR抑制剂的毒性反应,更符合当下精准医

疗的个性化用药的需求。2019年美国FDA加速批

准的PanFGFR抑制剂Erdafitinib,可用于治疗局部

晚期或转移性膀胱癌,是首个获批上市的选择性FG-
FR抑制剂[24]。目前,仅有少量选择性FGFR抑制剂

进入临床研究,包括3个临床三期(TAS120、NVP
BGJ398和 AZD4547),1个 临 床 二 期 和4个 临 床

一期[25]。

  本研究从北部湾海洋高盐环境中发现若干株具

有抗肿瘤活性的真菌,其中,真菌E.sorghinum
 

(编
号GXIMD02001)对FGFR2过表达乳腺癌细胞有抑

制增殖作用,并在酶水平上进一步验证其可能靶向

FGFR2蛋白激酶发挥抗肿瘤作用,是首次报道海洋

真菌靶向FGFR2抗肿瘤作用,对后续靶向抗肿瘤活

性分子的挖掘具有重要的意义。然而,目前的研究对

象是提取物,其具体的药效物质基础还不清楚,需要

借助多学科交叉技术,结合化学信息和生物活性评

价,充分阐明其靶向FGFR2抗肿瘤药效的物质基

础。深入研究这些菌株的代谢产物将有利于北部湾

海洋药用资源的开发和利用,有助于抗肿瘤先导化合

物的发现,帮助人类对抗恶性肿瘤的威胁以及减轻经

济负担。

4 结论

  本研究从高盐环境中共分离得到26株嗜盐真

菌,经初步排重后获得13株菌,分子鉴定结果显示隶

属于3科4属11种,其中青霉菌属菌株(Penicilli-
um)为 优 势 菌 群。真 菌 E.sorghinum

 

(编 号

GXIMD02001)靶向FGFR2发挥抗肿瘤作用,这是

首次报道海洋真菌具有靶向FGFR2抗肿瘤作用。
真菌A.versicolor

 

(编号GXIMD02004)和P.citri-
num

 

(编 号 GXIMD02009)显 著 抑 制 乳 腺 癌 细 胞

MDAMB231和 MDAMB231(S252W)增殖。5株

真菌 P.oxalicum
 

(编 号 GXIMD02005)、P.jan-
thinellum

 

(编号GXIMD02006)、P.oxalicum
 

(编号

GXIMD02008)、A.alternata
 

(编号 GXIMD02011)
和P.meleagrinum

 

(编号 GXIMD02013)具有较弱

的抗乳腺癌作用。本研究为北部湾海洋微生资源的

抗肿瘤药物开发利用奠定基础。
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and
 

Their
 

Antitu-
mor

 

Activity
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Abstract:In
 

order
 

to
 

investigate
 

the
 

types
 

of
 

halophilic
 

fungi
 

from
 

the
 

sea
 

salt
 

fields
 

and
 

their
 

antitumor
 

effects,the
 

cultivable
 

fungi
 

in
 

the
 

sea
 

salt
 

fields
 

were
 

separated
 

by
 

the
 

dilution
 

coating
 

and
 

plate
 

streaking
 

methods,and
 

the
 

strain
 

identification
 

was
 

carried
 

out
 

by
 

the
 

ITS
 

gene
 

sequence
 

analysis.The
 

antitumor
 

effect
 

of
 

fungi
 

was
 

evaluated
 

by
 

FGFR2
 

overexpression
 

of
 

tumor
 

cell
 

proliferation
 

inhibitory
 

activity
 

and
 

En-
zymeLinked

 

Immunosorbent
 

Assay
 

(ELISA).In
 

this
 

study,11
 

species
 

of
 

halophilic
 

fungi
 

were
 

isolated
 

and
 

belonged
 

to
 

3
 

families
 

and
 

4
 

genera.The
 

extracts
 

of
 

the
 

fungus
 

Epicoccum
 

sorghinum(No.GXIMD02001)
 

showed
 

a
 

strong
 

antiproliferative
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

FGFR2
 

overexpressed
 

breast
 

cancer
 

cells
 

with
 

an
 

IC50 

of
 

11.02
 

μg/mL
 

but
 

had
 

almost
 

no
 

inhibitory
 

activity
 

on
 

FGFR2
 

breast
 

cancer
 

cell
 

MDAMB231.The
 

ex-
tracts

 

of
 

Epicoccum
 

sorghinum
 

(No.GXIMD02001)
 

exhibited
 

the
 

inhibition
 

rate
 

of
 

91.5%
 

against
 

FGFR2
 

protein
 

kinase
 

at
 

the
 

concentration
 

of
 

1
 

mg/mL.The
 

IC50 of
 

the
 

2
 

fungi(No.GXIMD02004
 

and
 

GXIMD02009)
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

FGFR2
 

breast
 

cancer
 

cells
 

MDAMB231
 

and
 

MDAMB231(S252W)
 

was
 

11.94-16.41
 

μg/mL.The
 

IC50 of
 

the
 

5
 

fungi
 

is
 

219.2-449.7
 

μg/mL.It
 

is
 

concluded
 

that
 

the
 

halophilic
 

fungus
 

(No.GXIMD02001)
 

is
 

the
 

first
 

marine
 

fungus
 

reported
 

to
 

have
 

antitumor
 

effects
 

targeting
 

the
 

FG-
FR2.Parts

 

of
 

halophilic
 

fungi
 

exhibit
 

good
 

antitumor
 

effect.This
 

study
 

provides
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

de-
velopment

 

and
 

utilization
 

of
 

antitumor
 

drugs
 

from
 

marine
 

microbiological
 

resources
 

of
 

Beibu
 

Gulf.
Key

 

words:halophilic
 

fungi,antitumor,FGFR,marine
 

microbe,biodiversity
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