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太湖蓝藻素一从太湖蓝藻水华中分离得llJ8~ 

天然胰蛋 白酶~rlstl剂 

敖 宗华。．陶文沂。．许正墨。．孙擞。．吴厚站 

(1．江南大学 生物工程学院生物制药研究室 ．无锡 214036 i 

2．中国科学院上海有机 化学研究所 生命有机国家重 点实验室 、上海 200052) 

摘 要 t通过各种层析方法 从太湖蓝藻水华申分离碍 多种胰蛋白酶抑制荆。用质谐和桩磋共振划定了其 

含量最 多组分—— 太湖蓝藻素的结构．确定与 aeruginosin 98．A同质 。这是首次发现 谊枷质在太湖蓝藻水 华 

中存 在 。 
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Taihunosin， A Natural Trypsin Inhibitor from the W ater 

Bloom in Taihu Lake 

AO Zong—hua，TAO W en—yi，XU Zheng—hong-el a1． 

(Labm-atory of Biopharmacy，School of Biotechnology，South r 1 Yanglze Universlty—Wuxi 

2l4036) 

Abstract：By chromatography，a few trypsin inhibitors have been separated from the water 

bloom in TaJhu Lake The structure of Taihunosin (the compound that has the highest CO KI— 

tent)has been determined by M S and NM R．Taihuaosin haS the same structure as aerugi— 

nosin 98一A It is the first time finded that such COtllpound is in the water bloom from the 

Taihu Lake． 

Key words：Taihunosin；natural trypsin inhibitor 

太湖蓝藻水华是微矮藻属蓝藻爆发形成 

的。近 l0年来 ．从微囊藻属蓝藻水华和实验 

室培养佯品中分离得到多种酶抑制剂 ．日本 、 

德国、美国对该属蓝藻开展了广泛的研究，日 

本国立环境研究所(NIES)对其研究较系统 ， 

建立了多科一微囊藻属蓝藻株系并筛选得到多 

科一结构新颖、活性较高的多肽类酶抑制剂一 ， 

国内尚未见相关报遭。 

本研究希望从太湖篮藻水华中寻找可用 

作新型药物的先导化台物 ．为新药的研究与 

开发打下理论基础 ，如开发新药成功 ，可提高 

蓝藻水华的经济价值 ，为大规模收集蓝藻水 

华或利 用富营养化污水培养蓝藻提供 了可 

能．对治理淡水污染具有较高的环保价值 。 

1 材料与方法 

1．1 样 品与试 剂 

太湖蓝藻水华为 1998年 8月采集 ．通过 

抽滤去除水分。 

乙醇 、氯 仿为工业级 ，其 它试剂为分析 

纯 ；ODS反午目硅胶 (Merck．45p．m)。 

分离纯化所得各组分的活性测定所用胰 

蛋白酶 (1：250，336u／rag 华美生物工程公 

司 )．底 物 为 TAME(Na—Tolune—P—Sulpho． 

江苏省社会发曩项目基金资助课题(BS)9025)厦上海有机化学研竞昕生命有机国家重点誊睫室开放课题 
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nyl—L—arglnine methyl ester hydrochtorEde． 

L．Na一对 甲苯磺酰一L一精氨酸 甲酯盐酸盐 ．上 

海丽珠东风生物技术有限公司) 

1．2 太 湖蓝藻水 华粗品的 制备 

样 品：乙醇 1：1(v／v)浸提 2次，每次 

24h．合并浸提液，过滤得清液一真空减压浓 

缩 ，氯仿 ：浓缩相 I：1(v／v)萃取 2次 ，再以 

正 丁醇 ：萃余相 1：1(v／v)萃取 3次，减压 

浓缩得正丁醇相 ，浓缩、干燥得粗 品。 

1．3 分 离纯 纯 

正丁醇粗品水溶解 +ODs反相硅胶吸附 

一 分别 用 1oH～40 CH CN_-0．1 TFA 

和 甲醇洗脱一各梯度洗脱组分分别测定胰蛋 

白酶 抑 制 活性 一选 取 活性 最 强组 分 进行 

HPLC制备分离。 

利备所用 HPLC仪器为 Waters~650E， 

Advanced Protein Purification System (W a— 

ters)。柱 为 ．uBONAPAK~MC18，lcm×30cm 

(Waters) 流速为 5mL·min一，紫外检测波 

长 为 220nm 采 用梯度洗脱 ，A 液为 10H 

CH3CN／H 2O + 0．1 TFA，B 液 为 4O 

CH 3CN／H：0+0、1 TFA O～40rain，0 ～ 

35 B； 40～ 65ra in， 35 ～ 65 B； 65～ 

75m En，65 B；75～ 85min，65 ～ 100 B 

1．4 胰蛋 白酶抑制活性 测定 

参照 Worthington法口 作了改进。 

1．5 结构测 定 

结构测定采用质谱仪器为 QuATRO， 

电离方式为 ESI，红外光谱(IR)：美国 Areal— 

cet—RFX一65型红外仪 ；核磁共振仪器为 Unl_ 

ty INOVA一600。 

2 结果与讨论 

2．1 太湖蓝藻素的分离纯化 

ODS层析结合胰蛋白酶抑制活性追踪 ， 

得到一活性最强组分 bc2，其 HPLC分离纯 

化如图 1所示。 

通过对图中各组分分别进行的胰蛋 白酶 

抑制活性测 定，发现其中多种 成分有胰蛋白 

酶抑制活性 。其中第六种成分 be26具有很强 

的 胰 蛋 白 酶 抑 制 活 性 ，其 Icso为 

0．05mg·L一，将其命名为太湖蓝藻素。由 

上的分离纯化流程可以看出，太 湖蓝藻水华 

含有多种胰蛋白酶抑制剂 。 

2 2 太湖 蓝藻 素的 结构确 定 

太湖蓝藻素为白色粉末，相对分子质量 

为 689(EI．MS)。 IR 谱 在 1 500cm一、 

1 450cm_。，有强 吸收 ，这是 由芳香 化台物平 

面 骨架振动引起的。在 1670cm 处有强吸 

收 ，说明分子中含有 8．内酰胺。在 1204cm 

有强 吸收，这是 由s—O伸缩振动引起 的，在 

80o～600cm 处有较强吸收，这是 由 c—cl 

仲缩振动引起的 。 

图 1 be2的 HP1，C分离纯化图谱 

Fig 1 The HPI C chromatography of bc2 

一  H． H c。SY 

—

HMBC 

一 ⋯ -一 NOESY 

lNH 
Agmatin g 

图 2 湖 蓝 藻 素 的 H．。H COSY．HMBC 和 

NOESY关系 

Fig．?The relationship ot H-。H COSY．HM BC 

and NOESY in Taihunosin 

对照 HMQC谱 H谱中的积分值 ，发 

现 87．774和 87．420的氢信号为酰胺质 子， 

然后用 H一 H COSY将两 NH．基团及其间 

的 4个 CH：一基团连接起来 。同理 ，allo．1ie和 

Choi Sulfate的结构也可以照此推导出来，具 
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体结果在图 2中用粗线条标出。依据 HMBC 

谱，可以找到 Chloro—Hpia的各 碳原子之间 

的 连 接 此 外，allo—Ile的一NH一所 连 接 的一 

CO一，Choi Sulfate的 NH一所 连接 的一CO一也 

可以找到 。从 NOESY谱中可以看出 Chloro 

(a4．092)与 allo—lie的酰胺质子【67．32)有相 

关信号 ．说明二者的空间位置相邻 。同理可将 

各残基连接起来。以上的图谱解析总结于 

2中。 

太湖蓝藻 素的。C NMR(DMs0一d 6)数 

Hpla的 2号 碳 原 子 (671．659)上 的 质 子 据与 aeruginosin 98一A 比较如表 1。 

表 1 太湖蓝藻素与 aeruginosin 98一A 的 C—NMR(DMSO—d6)数据比较 

Al10一IIe 

l68．7 

52 5 

37．5 

25 8 

l1．8 

l3．7 

Agmatin ： 
C=N 

3 ．0 

25．9 

26 2 

40 3 

l56 6 

从 蚍上数据可 以确定 ，太湖 蓝藻 素与 

aeruginosin 98一A同质。现将 aeruginosin 98一 

A 的结构 表示于 图 3。 

图 3 aeruginosin 98一A 的结构 

Fig．3 The structu re of Aeruginosin 98一A 

aeruginosin 98一A首先是 日本国立环境 

研究所用保存的铜锈微囊藻株系通过实验室 

室内培养得到的口] 本研究是首次在太湖蓝 

藻水华中首次发现该化合物。 

我国地域辽 阔，各地的生态环境存 在较 

大的差异 。同时，形成水华的蓝藻会有不同的 

株系，甚至可能为不同的种。固此 ，从我国野 

外产生的蓝藻水华中筛选多种酶抑制剂或将 

产生水华的蓝藻进行引种驯化 ，人工培养 ，可 

望开辟 一新药先导化合物来源的崭新领域 

致谢 ：本课题无锡林洲喷雾干燥机厂在 

喷雾干燥 ．中科院上海有机所红外光谱组和 

生命有机国家重 点实验室棱磁共振组和质谱 

组进行了相关谱图的测定．在此一并致谢 。 
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