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摘要    海洋天然产物是近年来寻找新药的国际研究热点，从海洋微生物的天然产物中筛选具有活性的化合物成为先导化合物，具有重大的理论意义和应用价值。由于红树林内生真菌能够产生结构新颖的化合物，已经越来越受到人们的重视。本文从珠海淇澳岛8种红树林植物分离得到的209株海洋真菌中选取54株进行发酵培养，对其代谢物的乙酸乙酯粗提物进行抗肿瘤活性初筛。在分子水平上，通过体外以人DNA拓扑异构酶Ⅰ为靶位点的抗肿瘤药物筛选模型进行抗肿瘤活性物质的初筛，从中筛选出19株真菌，其代谢产物对hTopoⅠ有明显的抑制作用；在细胞水平上，用MTT法测试其代谢物对肿瘤细胞的细胞毒性，并测定IC50，从中筛选出16株真菌，其代谢物对受试癌细胞具有明显的抑制作用。结合两者结果，可以确定其中的9株真菌，其代谢物很可能含有以hTopoⅠ为靶位点的强效抗肿瘤化合物，具有很好的开发前景，可进一步对其代谢物进行活性物质分离、分析研究，有望发现以hTopoⅠ为靶位点新的抗肿瘤药物的先导化合物。
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1 前言
据统计，已知的海洋生物大约有300000种，而且这些已知种类可能仅仅只占所有海洋生物种类的一小部分，海洋生境所具有的物种多样性构成了天然药物资源化学多样性的基础。同时，海洋环境具有高盐、高压、低温、寡营养等迥异于陆地环境的特点，海洋生物也随之产生了与陆地生物不同的代谢途径和机体防御机制。而且海洋微生物种类繁多，在从陆地微生物开发新药日益枯竭的今天，海洋微生物在活性物质开发方面具有巨大潜力，从海洋微生物及其代谢产物中筛选和提取具有特异化学结构的天然活性物质成为抗肿瘤药物以及新型抗生素药物开发的重要来源[1,2]。

微生物药物开发具有诸多优点，如微生物生长周期短、代谢易于调控、菌种较易选育、可通过大规模发酵实现工业化等。另外，微生物的开发不至于导致物种与生态环境的失衡，更具有自然资源的可持续利用性。微生物还由于其种类和代谢方式的多样性，获得新化合物的机率也较大[3,4]。由于对土壤微生物的长期开发，发现新的具有活性的化合物越来越困难。植物体内与海洋作为不同于土壤环境的两种生境，生活于其中的多种多样的微生物已引起生物技术领域研究人员的注意[5]。红树林作为海洋与陆地植物圈的接合部，其伴生的微生物类群属海洋微生物，又具有植物内生微生物的特点，这也造就了红树林内生真菌具有独特的代谢途径和遗传背景，因此对它们的代谢产物进行活性物质的筛选研究可能会有可喜的发现[6,7]。

恶性肿瘤引起的癌症是当今医学上难以攻克的高地，不少恶性肿瘤至今仍无有效的治疗方法，人类肿瘤治疗的存活率仍然很低。目前，肿瘤治疗手段主要有化疗、放疗和手术，其中化疗占很大的比重，化学疗法中出现耐药性就是其最终失败的主要原因。因此极积寻找新的靶位明确的抗肿瘤药物显得十分重要而紧迫。因此，筛选出新的有效的抗肿瘤药物对治疗肿瘤疾病有重要作用。

真核生物DNA 拓扑异构酶Ⅰ和II已被确定是多种抗肿瘤药物的有效靶位（Pommier, 1998）。随着以DNA 拓扑异构酶为靶位抗肿瘤药物机制不断阐明，一大批抗肿瘤药物被发现并在今天的临床治疗中发挥很大作用。吖啶类化合物（m-AMSA）、鬼臼毒素类化合物（VP-16、VM-26）、阿霉素 (adriamycin) 等[8]抗肿瘤药物作用于真核生物DNA拓扑异构酶IIα。同其它药物一样，长期使用后肿瘤细胞会出现对它们的耐药性。人DNA 拓扑异构酶Ⅰ（human topoisomeraseⅠ，hTopoⅠ）在肿瘤的化疗中蛋白表达水平比较稳定[9]，其靶位药物如喜树碱及类似物似乎不易被P-gp170识别，故hTopoⅠ靶位药物在临床上不易出现耐物性（Prost,1995）。因此，开发新的hTopoⅠ靶位药物有十分重要的意义。新化合物的发现，有助于以hTopoⅠ为靶位的新药作用机制的研究，并为药物结构改造打下坚实的基础。尽管现已用于临床的hTopo I靶位药物基本来源于植物，但植物来源的化合物发现新结构的概率不高。海洋微生物由于其种类和代谢方式的多样性，筛到新化合物的机率较大[2]。

要想从微生物代谢产物中提取有效的活性成分，活性测试要从粗提物开始,并在分离每步中对各组分测试,有活性的才进一步纯化,只有这样才能快速发现高活性的天然成分以用于开发应用。基于此，本文主要对从珠海红树林8个树种中所分离采得的209株海洋真菌中挑取形态特殊、具有代表性的54株，进行发酵培养，其代谢粗提物通过体外以DNA拓扑异构酶Ⅰ为靶位点的抗肿瘤药物筛选模型进行抗肿瘤活性筛选[9]。由于体外筛选模型与细胞内环境的差异性以及细胞代谢的特异性，分子水平上以hTopoⅠ为靶位的体外筛选模型筛选得到的有效样品进入细胞后可能会被代谢转化成无活性的产物。因此，同时在分子水平和细胞水平上进行抗肿瘤药物活性筛选，综合两者的筛选结果，会得出更为有效可靠的结果。通过本次的抗肿瘤活性初筛，希望能筛选到一些具有开发应用前景的菌株[10]，为进一步分离纯化菌株的次生代谢产物，得到有应用前景的抗肿瘤先导化合物做好前期工作。

2 实验部分

2.1仪器、试剂与材料
Sigma高速离心机；SHZ－A水浴恒温振荡器；旋转蒸发仪；DYY－6C型电泳仪；genegenius全自动凝胶成像分析系统；DU-530蛋白核酸分析仪；DK－8D型电热恒温水浴槽；Amicon YM30000超滤柱；SIGMA-3K18冷冻离心机；生化培养箱；显微镜；酶联免疫检测仪；各种规格的移液枪。

孟加拉红固体培养基；PDA固体培养基；（以上培养基用于分离时加终浓度为100µg/ml 硫酸链霉素和100µg/ml 氨苄青霉素以抑制细菌生长）BMGY液体培养基；BMMY液体培养基；营养液（10×）：称10g yeast extract，20g tryptone溶于100 mL去离子水中； LB液体培养基（含Amp 100µg/mL）。所有培养基和营养液均需在121℃条件下灭菌20分钟，抗生素在培养基冷却至50℃左右时加入。

hTopoⅠ储藏缓冲液：50mM Tris·HCl（pH7.5），50mM KCl，0.05mM EDTA，5mM DTT。

hTopoⅠ稀释缓冲液：7mM Tris·HCl（pH7.5），10mM KCl，0.01mM EDTA，1mM DTT。

5×hTopoⅠ反应缓冲液：175mM Tris·HCl（pH7.5），250mM KCl，25mM MgCl2，5mM DTT，10mM 亚精胺，0.5mM EDTA，250µg/mL BSA。

6×hTopoⅠ反应终止液：3% SDS，60mM EDTA，50%甘油，0.25%溴酚兰。

5×TBE电泳储备缓冲液：54g Tris碱，27.5g硼酸，3.4gEDTA，用去离子水定容至1L。

0.5×TAE 电泳使用缓冲液：取100mL 5×TBE电泳储备缓冲液，用去离子水定容至1L。

质粒提取试剂盒，由OMEG公司提供；喜树碱（2mM，DMSO溶解）。
KBv200细胞株：耐药性人口腔上皮癌细胞，取自中国医学科学院；MDA-MB435细胞株：人乳腺癌高转移细胞，取自中山大学医学院。

实验试剂均为分析纯，实验用水为超纯水。

2.2实验方法

2.2.1菌种的采集

2007年，8月7日上午11：30许到14:30许，在珠海淇澳岛红树林采集8个红树林树种海桑（Sonneratia）、卤蕨(Brine fern)、阔苞菊（Pluchea）、木榄（Bruguiera gymnorrhiza）、无瓣海桑（Apetalous Sonneratia）、秋茄（Kandelia candel）、桐花树（Aegiceras corniculatum）、银叶树（Heritiera littoralis）的枝，茎，皮，根，果，花等植物组织及根部泥样品。叶、茎等植物组织样品用自来水冲洗掉泥土，进行严格的表面消毒程序：依次浸泡在 75％酒精 1 分钟，3－5％有效氯的次氯酸钠溶液3分钟，75%的酒精0.5分钟， 然后再用无菌水冲洗3遍。晾干后，将其剪成约0.5cm 小片。将处理好后剪成的小片铺于孟加拉红培养基平板上。根部泥样品则用无菌水稀释，蘸取上层清液涂布于孟加拉红培养基平板上。上述操作均要在超净工作台上进行(邓祖军，2005)。

将已接好样品的孟加拉红培养基平板置于培养箱中，28 ℃条件下培养2至3个星期来分离红树林海洋真菌。按分离纯化出来的先后顺序，用ZH1、ZH2、ZH3……序号给每株菌编号。从菌落形态区别，可以确定分离得到209株菌，具体情况见表Ⅰ

表Ⅰ 按树种、部位分离菌株数目统计

	来源
	海桑
	阔苞菊
	卤蕨
	木榄
	秋茄
	桐花树
	无瓣海桑
	银叶树
	合计

	根部泥
	7
	
	
	1
	
	8
	
	4
	20

	根
	7
	
	2
	9
	1
	
	
	
	19

	茎
	16
	3
	3
	5
	5
	11
	2
	3
	48

	皮
	25
	
	7
	3
	6
	7
	
	3
	51

	叶
	8
	5
	2
	8
	3
	3
	
	9
	38

	花
	
	1
	1
	1
	
	
	
	
	3

	果
	8
	
	5
	
	1
	8
	4
	4
	30

	合计
	71
	9
	20
	27
	16
	37
	6
	23
	209


由于本次采集菌株数量较多，有些菌株从形态上观察可以认定是同一种属，没有必要一一筛选，故在209株菌中，按菌株来源（树种及部位），选取54株形态特殊、具有代表性的珠海红树林海洋真菌，进行发酵培养30天，用等体积的EA萃取发酵液，EA萃取液用旋转蒸发仪在减压且水浴温度不高于50℃的情况下蒸馏浓缩，蒸馏出来的EA再用于发酵液的萃取，一共萃取、浓缩三次，合并三次浓缩液，浓缩液自然风干。残留EA挥发完后，用DMSO溶解萃取产物，配成约20mg/mL的DMSO溶液备用。

2.2.2体外以hTopoⅠ为靶位点的抗肿瘤活性筛选

1) 超螺旋DNA的制备：挑取转化有pBR322的DH5α单菌落，接种到20 mL含Amp（100µg/mL）的液体LB培养基中，37℃225rpm振荡培养至OD600为0.4，加入氯酶素到终浓度170µg/mL，继续振荡培养12～16h。然后利用质粒提取试剂盒提取pBR322菌体内的质粒DNA，作为筛选模型中使用的超螺旋DNA。

2) TopoⅠ的制备：接种重组酵母SMD-hTopoⅠΔ(out)于BMGY（pH6.0）中，30℃250rpm培养至OD600为2～6，2000g室温离心5min收集细胞，加入原培养体积4倍的BMMY（pH7.25）培养基重悬细胞，盖4层纱布，在20℃表达hTopoⅠ酶，每隔24小时补加0.5%的甲醇诱导表达[9,11]，并于24h、48h加入1/30发酵体积的营养液（10×）。72h时结束诱导，4 ℃ 12000 rpm离心10min，小心分离上清。将上清移至Amicon YM30000超滤柱内，4 ℃3000g离心浓缩至1mL。加入hTopoⅠ储藏缓冲液10 mL，4 ℃3000g离心浓缩至1mL。再加入hTopoⅠ储藏缓冲液10 mL，4 ℃3000g离心浓缩至1mL。这样就达到了浓缩除盐的目的。加甘油至50%，分装置于－20℃存放备用。

3）抗肿瘤活性筛选：在共20µL hTopoⅠ样品反应体系[9]中，加有4µL反应缓冲液（5×），0.5µg负超螺旋pBR322、1U的hTopoⅠ及0.5µL测试样品。同时做空白对照，阴性对照、阳性对照以及DMSO溶剂对照。在共20µL空白对照体系中，仅加入4µL反应缓冲液（5×），0.5µg 负超螺旋pBR322。在共20µL阴性对照体系中，仅加入4µL反应缓冲液（5×），0.5µg负超螺旋pBR322，1U的hTopoⅠ。在共20µL阳性对照体系中，加入4µL反应缓冲液（5×），0.5µg负超螺旋 pBR322，1U的hTopoⅠ以及0.5µL 2mM/mL的喜树碱溶液。在共20µL的DMSO对照体系中，加入4µL反应缓冲液（5×），0.5µg负超螺旋 pBR322，1U的hTopoⅠ以及0.5µL DMSO。所有的反应体系都是用超纯水补足20µL。加样完成后，在37℃下恒温水浴反应30min，加入4µL hTopoⅠ反应终止液（6×）。 使用1%琼脂糖凝胶，在0.5×TBE电泳缓冲液中用约5V/cm电压于室温下电泳50min。电泳完毕，在5µg/mL的EB中染色15分钟，再用genegenius全自动凝胶成像分析系统分析实验结果。

2.2.3 体外肿瘤细胞毒性试验[12-14]（MTT法）
收集对数生长期的受试肿瘤靶细胞，接种于96 孔板，每孔190µL（约1×104个细胞/孔），24小时 后加入不同梯度浓度药物10µL，每一浓度3个重复孔。同时设置调零孔（培养基、MTT、二甲基亚砜），对照孔（细胞、相同浓度的药物溶解介质、培养液、MTT、二甲基亚砜）。培养68小时后加入MTT 10µL（浓度为5mg/mL）。继续培养 4小时后弃上清，每孔加入DMSO 100µL后用酶联免疫检测仪测定492nm处吸光度 OD 值， 以药物浓度为横坐标，OD值为纵坐标绘制抑制曲线。对照组吸光值减少一半时所需的药物浓度为IC50 浓度。
受分批培养发酵的影响，本实验先后采用KBv200和MDA-MB435细胞株作为受试靶细胞。由于两者都是相同的筛选模型，其作用是一致的。

3 结果与讨论

3.1体外以hTopoⅠ为靶位点的抗肿瘤活性筛选结果
各菌株代谢物抗肿瘤活性筛选的凝胶电泳结果按来源树种分类统计如下：
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图Ⅰ 来源于阔苞菊的菌株                                    图Ⅱ 来源于无瓣海桑的菌株
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图Ⅲ 来源于秋茄的菌株                           图Ⅳ 来源于银叶树的菌株
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图Ⅴ 来源于木榄的菌株                            图Ⅵ 来源于卤蕨的菌株
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图Ⅶ 来源于桐花树的菌株                           图Ⅷ 来源于海桑的菌株

根据genegenius全自动凝胶成像分析系统分析出的松弛DNA和负超螺旋DNA电泳条带的相对光度值，求出两者的比值，筛选出ZH116、ZH178、ZH71、ZH11、ZH154、ZH55、ZH30、ZH15、ZH50、ZH45、ZH44、ZH58、ZH151、ZH93、ZH34、ZH228、ZH74、ZH182和ZH72共19株海洋真菌的代谢物有较强的hTopoⅠ抑制作用。其中来自海桑的有2株，占该树种筛选菌株的14.3％；来自卤蕨的有5株，占该树种筛选菌株的83.3％；来自木榄的有5株，占该树种筛选菌株的62.5％；来自秋茄的有1株，占该树种筛选菌株的25％；来自桐花树的有1株，占该树种筛选菌株的8.9％；来自银叶树的有5株，占该树种筛选菌株的83.3％；阔苞菊和无瓣海桑并无筛选出有效菌株。可以看出，卤蕨、木榄和银叶树中筛选出有效菌株的效率较高，可能跟该树种的内生环境有关，对其植物成分进行研究或许可以得到有效的药物成分；另外有ZH61、ZH88、ZH79、ZH218、ZH68、ZH82、ZH83、ZH64、ZH10、ZH135、ZH209、ZH81和ZH164共13株菌的代谢物也对hTopoⅠ有一定的抑制活性；剩余22株菌的代谢物要么没有抑制活性，要么抑制作用太弱。

hTopoⅠ在人体细胞内含量甚微，为了在体外以hTopoⅠ为靶位进行酶抑制剂的快速筛选，本实验通过培养重组酵母SMD-hTopoⅠΔ(out)[9]获得 hTopoⅠ。该重组酵母是由中山大学生命科学院的杨国武博士在毕赤酵母中重组了hTopoⅠ全长蛋白缺失N端184个氨基酸的部分蛋白（hTopoⅠΔ581）基因所得，重组酵母SMD-hTopoⅠΔ(out)能表达高水平的酶活力且能分泌到发酵上清中。重组酵母表达的hTopoⅠΔ581与全长hTopoⅠ不同，存在轻微的糖基化。杨国武用喜树碱和VP-16对重组hTopoⅠΔ581进行了hTopoⅠ抑制效果的检验，还检测了重组hTopoⅠΔ581介导喜树碱引起DNA断裂作用，实验表明重组hTopoⅠΔ581与天然hTopoⅠ具有相同的性质。

为了防止过多的有机溶剂干扰反应，药液母液都较浓，加入反应管中的量要很少（不超过2µL），且要用等体积的有机溶剂做对照。在操作过程中，一定不能用枪吹打反应液进行混和，因负超螺旋 pBR322在吹打过程中会变成带切口的形式，影响反应结果。另外，不能在制胶时加入EB，这是因为由DNA TopoI作用而转换为松散型的DNA受EB的影响，在电泳过程中将再次变为超螺旋状态。因此，一般使用不含EB的琼脂糖凝胶进行电泳，电泳终了后再用EB染色。
3.2 体外肿瘤细胞毒性实验（MTT法）结果
样品原液浓度为20mg/mL，下表数值为IC50值，单位为µg/mL。

表Ⅱ 筛选样品对KBv200的IC50
	菌株编号
	IC50（µg/mL）
	菌株编号
	IC50（µg/mL）
	菌株编号
	IC50（µg/mL）
	菌株编号
	IC50（µg/mL）

	ZH11
	27 
	ZH55
	38 
	ZH81
	42 
	ZH68
	12 

	ZH111
	205 
	ZH57
	23 
	ZH82
	＜＜11
	ZH71
	＜＜11

	ZH116
	＜＜11
	ZH61
	18 
	ZH83
	133 
	ZH72
	31 

	ZH117
	24
	ZH62
	24 
	ZH87
	32 
	ZH73
	456 

	ZH131
	15 
	ZH63
	34 
	ZH91
	19 
	ZH74
	22 

	ZH164
	25 
	ZH64
	＜＜11
	ZH93
	31 
	
	

	ZH34
	27 
	ZH65
	23 
	ZH79
	100
	
	

	ZH51
	61 
	ZH80
	22 
	ZH75
	＜＜11
	
	


ZH116、ZH64、ZH71、ZH75、ZH82共5株海洋真菌，其代谢物对KBv200细胞的生长有强烈的抑制作用，对肿瘤细胞有较强的细胞毒性。

表Ⅲ 筛选样品对MDA-MB435的IC50（µg/mL）

	菌株编号
	IC50（µg/mL）
	菌株编号
	IC50（µg/mL）
	菌株编号
	IC50（µg/mL）
	菌株编号
	IC50（µg/mL）

	ZH2
	51
	ZH44
	＜＜11
	ZH177
	＜＜11
	ZH135
	＜＜11

	ZH4
	36
	ZH45
	98
	ZH178
	49
	ZH151
	＜＜11

	ZH9
	38
	ZH50
	52
	ZH182
	66
	ZH154
	＜＜11

	ZH10
	65
	ZH58
	＜＜11
	ZH208
	205
	ZH173
	15

	ZH14
	27
	ZH88
	＜＜11
	ZH209
	201
	
	

	ZH15
	＜＜11
	ZH97
	＜＜11
	ZH218
	48
	
	

	ZH30
	＜＜11
	ZH228
	＜＜11
	ZH222
	56
	
	


ZH15、ZH30、ZH44、ZH58、ZH88、ZH97、ZH135、ZH151、ZH154、ZH177、ZH228共11株海洋真菌，其代谢物对MDA-MB435细胞的生长具有强烈的抑制作用，对肿瘤细胞具有较强的细胞毒性。

体外肿瘤细胞毒性试验可以检测筛选样品与受试肿瘤细胞的直接作用效果，其作用靶点可能是多个的，但缺点就是靶点不明确，与分子生物学实验结果相结合可以使结果更可靠。以hTopoⅠ抑制试验结果为基础，参考体外肿瘤试验结果，可以基本确定哪些菌株的代谢物含有以hTopoⅠ为靶位点的抗肿瘤药物，并进一步肯定其研究开发的前景和方向。

本次试验的最低样品梯度浓度是11µg/mL，结果中出现远小于11µg/mL的IC50，是因为到了最低浓度时，OD值仍未达到对照组的一半，OD值－浓度曲线在试验浓度范围是一条斜率很小的平缓曲线，可见样品对肿瘤细胞的抑制作用是很强烈的，故以此为强效菌株的标志。综上两者结果，本次体外肿瘤细胞毒性试验共筛选出16株海洋真菌的代谢物有较强的肿瘤细胞毒性。
4结论
结合hTopoⅠ抑制实验结果和肿瘤细胞毒性试验结果，19株代谢物对hTopoⅠ有较强抑制作用的海洋真菌中，有ZH228、ZH116、ZH151、ZH58、ZH30、ZH44、ZH71、ZH15、ZH154共9株真菌的代谢物能强烈抑制肿瘤细胞的生长。据此可以确定这9株真菌的代谢物中含有以hTopoⅠ为靶位点的强效抗肿瘤化合物，应该对它们作进一步的研究，以期望发现新的以hTopoⅠ为靶位点的抗肿瘤先导化合物。其中以ZH228、ZH116、ZH151、ZH58四株真菌的作用效果最好，应该作为优先研究的对象。另外的10株对hTopoⅠ有较强抑制作用的海洋真菌尽管在肿瘤细胞毒试验也有一定的抑制效果，但不是太强，跟其活性化合物的稳定性差有关，进入细胞后被代谢成低活性的化合物，抑制效果也相应下降，研究价值不大。

16株具有较强细胞毒作用的真菌中，除了9株对hTopoⅠ有强烈抑制作用外，剩下的7株真菌中，ZH64、ZH82、ZH88、ZH135对hTopoⅠ只有一般的抑制作用，但却能强烈抑制肿瘤细胞，可能是体外以DNA拓扑异构酶Ⅰ为靶位点的抗肿瘤药物筛选模型与细胞内环境有一定差别，此四株菌也有一定的研究前景。最后剩下ZH75、ZH97、ZH177三株菌，没有hTopoⅠ抑制活性，但却能强烈抑制肿瘤细胞生长，估计其靶位点另有所在，也可对进一步研究，以期发现新的抗肿瘤药物的靶点。

hTopoⅠ细胞外筛选方法适于高通量筛选，且筛到的化合物靶位明确，利于进一步深入研究。虽然细胞外筛选与细胞内实验存在一些系统差别，但筛选得到的 19株海洋真菌中，有9株真菌具有较强的抑制肿瘤细胞生长的能力，占总数的47.4％，表明应用hTopoⅠ细胞外筛选模型可提高筛选效率。
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The Screening of Antitumor Activity in Metabolites 
of Marine Fungi from Zhuhai Mangrove
Shuiping Wu

Research Institute of Marine Natural Products，Sun Yet-sen University，Guangzhou，510275
Abstract   Marine natural product is the international researching focus nowadays. It is of great theoretic significance and value to select active compound from the natural product of the marine microorganisms as lead compound. For the the mangrove endophytic fungi can produce new compounds with special structure, more and more attentions have been paid to. 54 strains were selected from 209 strains of fungi which were isolated from 8 mangrove plants in Zhuhai Qi’ao island for cultivation, and got the crude ethyl acetate extracts for antitumor activity screening. On the molecule level, through a rapid screening model in vitro of antitumor compounds targeting at human DNA topoisomeraseⅠwhich have been established, 19 strains of fungi were found, whose metabolites can inhibit the activity of hTopoⅠ consumingly; On the cell level, MTT was used to test the cytotoxicity of the metabolites and mensurate the IC50.16 strains of fungi were found, whose metabolites can inhibit some tumor cells consumingly. Combining the two results, 9 strains of fungi are sure to have some antitumour compounds targeting at human DNA topoisomeraseⅠin their secondary metabolites. They have more exploiting value. They can be further researched on and it is hopeful to discover some new lead compounds of antitumour medicine targeting at human DNA topoisomeraseⅠ which have been established. 
Keywords: Mangrove , Marine Fungi, Metabolites, Antitumor, topoisomerase
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