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东海微生物中６种环二肽类天然活性物质的分离和鉴定

艾　峰，许强芝，杨　妤，刘小宇，施晓琼，宋志刚，焦炳华

（第二军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：从海洋微生物中寻找天然活性物质。方法：利用稻瘟霉作为菌株筛选模型，对筛选出来的活性菌株Ｆ８７１２发酵

液的醋酸乙酯提取物进行化合物分离；通过１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ和ＥＳＩＭＳ对化合物进行结构鉴定。结果和讨论：鉴定了６个环

二肽类化合物，它们分别为环［ＡｌａＬｅｕ］（Ⅰ），环［ＡｌａＩｌｅ］（Ⅱ），环［ＶａｌＰｒｏ］（Ⅲ），环［ＬｅｕＰｒｏ］（Ⅳ），环［ＩｌｅＰｒｏ］（Ⅴ）和环［ＬｅｕＶａｌ］

（Ⅵ）。这些环二肽都没有抗稻瘟霉活性，化合物Ⅴ对鳗弧菌（Ｖｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｍ）具有较强的抑制能力，其 ＭＩＣ为０．０７μｇ／ｍｌ。
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　　在陆地资源日益贫乏的今天，海洋资源越来越
受到人们的关注。海洋也以其低温、高压、寡营养，
高盐等独特的环境使得生活于其中的微生物产生出

结构新颖多样、活性独特的天然产物。每年都有大
量的海洋微生物代谢产物被分离出来，其中许多有
较好的生物学活性，尤以抗肿瘤及抗菌活性为多。
日本学者岩崎成夫利用稻瘟霉的分生孢子或菌丝生

长异常（卷曲、末端膨大、抑制等）作为指标，成功筛
选了多个抗真菌、抗肿瘤的化合物，其中ｒｈｉｚｏｘｉｎ已

被成功开发为新药［１，２］。

　　本研究利用这一模型，对从中国东海海水中分

离得到的海洋微生物单菌培养液进行活性筛选，对

其中１株具有较强活性的细菌Ｆ８７１２模拟海洋环境

进行了大规模发酵，发现该发酵液对稻瘟霉分生孢

子有很强的抑制和诱导变形作用，其最小诱导变形

浓度为１／２５６倍。对该发酵液代谢产物进行分离，

先期得到了８个化合物。利用 １ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ、

ＥＳＩＭＳ等方法鉴定了其中６个化合物的结构，它们

均为环二肽，并对这６个化合物进行了稻瘟霉和鳗

弧菌活性测定。

　　化合物Ⅰ～Ⅵ的结构如图１。

图１　化合物Ⅰ～Ⅵ的结构
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１　材料和方法

１．１　仪器和材料　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相仪，

ＳＴＵＡＲＴＳＭＰ１１熔点测定仪，Ｂｒｕｋｅ３００核磁共振
仪，ＭｉｃｒｏＭａｓｓＱＴＯＦ质谱仪。稻瘟霉由日本东
京大学分子生物学研究所提供。选择性培养基：葡
萄糖１０ｇ，酵母膏１０ｇ，牛肉膏０．４ｇ，蛋白胨４ｇ，

ｐＨ６．０，海水１０００ｍｌ，固体平板含２％琼脂。

１．２　目的菌株的筛选分离　采自中国东海离岸６５
ｋｍ范围海域的海水样品逐步稀释涂布选择性培养
基平板，然后反复挑选单菌落，纯化后的菌落培养于
同样配方的人工海水液体培养基中进行活性筛选，
得到目的菌株Ｆ８７１２。

１．３　目的菌株的发酵　将培养４ｄ的发酵液（１００
ｍｌ摇瓶，２０ｍｌ发酵液）５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ、过
滤除去菌体，对滤液进行稻瘟霉模型检测，选取最小
抑制（变形）稀释倍数在１００倍以上的作为研究对
象。利用该方法，将最小活性浓度为 １／２５６ 的

Ｆ８７１２确定为活性成分分离对象。扩大摇瓶（２０００
ｍｌ摇瓶，４００ｍｌ发酵液）发酵后的Ｆ８７１２发酵液同
样进行稻瘟霉活性跟踪，发现大批发酵后仍能保证
活性。

１．４　目的菌株化合物的分离和鉴定　将大批发酵
后得到的３０ＬＦ８７１２发酵液）５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ，上清依次用等体积乙酸乙酯、正丁醇分别萃取

３次，减压蒸干回收，分别得到乙酸乙酯浸膏１０．３ｇ
和正丁醇浸膏４８．２ｇ。对乙酸乙酯浸膏经反复硅胶
柱色谱，以氯仿甲醇梯度洗脱，然后通过 ＨＰＬＣ
（ＣＨ３ＯＨ／Ｈ２Ｏ＝２０％ ～４０％，ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ
ＥｘｔｅｎｄＣ１８柱，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ）纯化制备，先期
得到了８个化合物。利用核磁共振和质谱等技术，
结合物理及化学方法，鉴定出了其中６个化合物的
结构，并对这６个化合物进行了稻瘟霉和鳗弧菌活
性测定。

２　结　果

２．１　化合物Ⅰ～Ⅵ的结构鉴定　化合物（Ⅰ）：白色
粉末，ｍ．ｐ．２３１～２３３℃，ＥＳＩ（ｍ／ｚ）：１８５（Ｍ＋Ｈ），

２０７（Ｍ＋Ｎａ），确定相对分子质量为１８４。１ＨＮＭＲ
（３００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ，δ）４．０（１Ｈ，ｑ，Ｊ＝１．２Ｈｚ），３．９８
（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝５．８，７．０Ｈｚ），１．７３（２Ｈ，ｍ），１．４５（３Ｈ，

ｄ，Ｊ＝７．３Ｈｚ），１．６３（１Ｈ，ｍ），０．９８（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝５．５
Ｈｚ），０．９６（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝５．１Ｈｚ）。ＤＥＰＴ１３ＣＮＭＲ（７５
ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ，δ）１７１．５（ｓ），１７０．９（ｓ），５４．８（ｄ），

５２．１（ｄ），４５．３（ｔ），２５．４（ｑ），２４．０（ｄ），２２．４（ｑ），２１．５
（ｑ）。从ＤＥＰＴ谱δ１７１．５（ｓ），１７０．９（ｓ）看有２个酰

胺羰 基，综 合 氢 谱 和 碳 谱，推 测 分 子 式 为

Ｃ９Ｈ１６Ｎ２Ｏ２，氮原子上的活泼氢信号可能因为溶剂
被掩盖，从而不难推断该化合物为环［ＡｌａＬｅｕ］。经
文献查阅，核磁共振图谱与文献［３，４］基本一致，故该
化合物鉴定为３ｉｓｏｂｕｔｙｌ６ｍｅｔｈｙｌｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ２，５
ｄｉｏｎｅ。

　　化合物（Ⅱ）：白色粉末，ｍ．ｐ．２３３～２３４℃，ＥＳＩ
（ｍ／ｚ）：１８５（Ｍ＋Ｈ），２０７（Ｍ＋Ｎａ），确定相对分子质
量为 １８４，可能为化合物 Ⅰ 的异构体，分子式

Ｃ９Ｈ１６Ｎ２Ｏ２。１ＨＮＭＲ（３００ ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ，δ）４．０３
（１Ｈ，ｑ，Ｊ＝１．４Ｈｚ），３．９１（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝２．０，４．７
Ｈｚ），１．９６（１Ｈ，ｍ），１．５４（１Ｈ，ｍ），１．２５（１Ｈ，ｍ），

１．４２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．９Ｈｚ），１．０２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．８Ｈｚ），

０．９６（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７．５ Ｈｚ）。ＤＥＰＴ １３ＣＮＭＲ（７５
ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ，δ）１７１．６（ｓ），１６９．６（ｓ），６１．３（ｄ），

５２．１（ｄ），４０．６（ｄ），２６．０（ｔ），２１．５（ｑ），１６．０（ｑ），１２．７
（ｑ）。有了第一个化合物鉴定的经验，容易确定化合
物Ⅱ为环［ＡｌａＩｌｅ］。经文献查阅，核磁共振图谱与
文献［４］基本一致，故该化合物鉴定为３ｓｅｃｂｕｔｙｌ６
ｍｅｔｈｙｌｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ２，５ｄｉｏｎｅ。

　　化合物（Ⅲ）：白色粉末，ｍ．ｐ．１８５～１８７℃，ＥＳＩ
（ｍ／ｚ）：１９７（Ｍ＋Ｈ），２１９（Ｍ＋Ｎａ），确定相对分子质
量为１９６。１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ，δ）４．２（１Ｈ，

ｍ），４．０４（１Ｈ，ｍ），１．９８（１Ｈ，ｍ），３．５１（２Ｈ，ｍ），

１．９７（１Ｈ，ｍ），２．５（１Ｈ，ｍ），２．３５（１Ｈ，ｍ），１．９５
（２Ｈ，ｍ），１．１（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝７Ｈｚ），０．９４（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝
６．９Ｈｚ）。ＤＥＰＴ １３ＣＮＭＲ（７５ ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ，δ）

１７３．１（ｓ），１６８．０（ｓ），６１．９（ｄ），６０．５（ｄ），５０．３（ｄ），

４６．６（ｔ），３０．３（ｄ），２９．９９（ｔ），２３．７（ｔ），１９．３（ｑ），１７．１
（ｑ）。核磁共振图谱与前面化合物类似，推测该化合
物分子式为Ｃ１０Ｈ１６Ｎ２Ｏ２，较化合物Ⅰ和Ⅱ多一不饱
和度，不难推断其结构为环［ＶａｌＰｒｏ］。经文献查
阅，核磁共振图谱与文献［５～９］基本一致，故该化合物
鉴 定 为 ３ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｈｅｘａｈｙｄｒｏｐｙｒｒｏｌｏ ［１，２α］

ｐｙｒａｚｉｎｅ１，４ｄｉｏｎｅ。

　　化合物（Ⅳ）：白色粉末，ｍ．ｐ．１５８～１６０℃，ＥＳＩ
（ｍ／ｚ）：２１１（Ｍ＋Ｈ），２３３（Ｍ＋Ｎａ），确定相对分子质
量为２１０。１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ，δ）４．２５（１Ｈ，

ｍ），４．１２（１Ｈ，ｍ），３．５１（２Ｈ，ｍ），２．０（２Ｈ，ｍ），２．１
（１Ｈ，ｍ），２．３５（１Ｈ，ｍ），１．９５（２Ｈ，ｍ），０．９６（３Ｈ，ｄ，

Ｊ＝２Ｈｚ），１．５（１Ｈ，ｍ），２．０（１Ｈ，ｍ），０．９４（３Ｈ，ｄ，

Ｊ＝１．５Ｈｚ）。ＤＥＰＴ１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ，δ）

１７２．２（ｓ），１６８．３（ｓ），６０．２（ｄ），５４．５（ｄ），４６．５（ｔ），

３９．３（ｔ），２９．０（ｔ），２５．６（ｔ），２３．８（ｑ），２３．７（ｔ），２２．４
（ｑ）。核磁共振图谱与化合物Ⅲ类似，相对分子质量
较之多１４，刚好是一个ＣＨ２，推测该化合物分子式
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为Ｃ１１Ｈ１８Ｎ２Ｏ２，鉴定其结构为环［ＬｅｕＰｒｏ］。经文
献查阅，核磁共振图谱与文献［５］基本一致，故该化合
物 鉴 定 为 ３ｉｓｏｂｕｔｙｌｈｅｘａｈｙｄｒｏｐｙｒｒｏｌｏ［１，２α］

ｐｙｒａｚｉｎｅ１，４ｄｉｏｎｅ。

　　化合物（Ⅴ）：白色粉末，ｍ．ｐ．１６１～１６３℃，ＥＳＩ
（ｍ／ｚ）：２１１（Ｍ＋Ｈ），２３３（Ｍ＋Ｎａ），确定相对分子质
量为２１０，可能为化合物Ⅳ的异构体。１ＨＮＭＲ（３００
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３，δ）６．２８（１Ｈ，ｂｒ，ｓ），４．０６（１Ｈ，ｍ），

３．９５（１Ｈ，ｍ），３．５（２Ｈ，ｍ），２．３（２Ｈ，ｍ），２．０５（２Ｈ，

ｍ），１．９（１Ｈ，ｍ），１．４１（１Ｈ，ｍ），１．１６（１Ｈ，ｍ），１．０５
（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝７ Ｈｚ），０．９１（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．６ Ｈｚ）。

ＤＥＰＴ１３ＣＮＭＲ（７５ ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３，δ）１７０．１（ｓ），

１６５．１（ｓ），６０．５（ｄ），５８．８（ｄ），４５．０（ｔ），３５．３（ｄ），

２８．５（ｔ），２４．０（ｔ），２２．３（ｔ），１５．７（ｑ），１２．１（ｑ）。核磁
共振图谱与化合物Ⅳ类似，分子式为Ｃ１１Ｈ１８Ｎ２Ｏ２，
鉴定其结构为环［ＩｌｅＰｒｏ］。经文献查阅，核磁共振
图谱与文献［６］完全一致，均为Ｄ构型的氨基酸组成，
即环［ＤＩｌｅＤＰｒｏ］，故该化合物鉴定为３ｓｅｃｂｕｔｙｌ
ｈｅｘａｈｙｄｒｏｐｙｒｒｏｌｏ［１，２α］ｐｙｒａｚｉｎｅ１，４ｄｉｏｎｅ。

　　化合物（Ⅵ）：白色粉末，ｍ．ｐ．２６２～２６４℃，ＥＳＩ
（ｍ／ｚ）：２１３（Ｍ＋Ｈ），２３５（Ｍ＋Ｎａ），确定相对分子质
量为２１２。１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ，δ）４．０（１Ｈ，

ｍ），３．９（１Ｈ，ｍ），１．６４（１Ｈ，ｍ），２．４１（１Ｈ，ｍ），１．８９
（２Ｈ，ｍ），１．０６（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝７．１Ｈｚ），１（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝
６．４Ｈｚ），０．９６（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６Ｈｚ），０．９４（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝
５．６Ｈｚ），６．３８（１Ｈ，ｂｒ，ｓ），６．６（１Ｈ，ｂｒ，ｓ）。ＤＥＰＴ
１３ＣＮＭＲ（７５Ｍ Ｈｚ，ＣＤ３ＯＤ，δ）１６８．８（ｓ），１６７．３（ｓ），

６０．２（ｄ），５３．０（ｄ），４３．７（ｄ），３１．５（ｔ），２４．２（ｄ），２３．３
（ｑ），２１（ｑ），１８．８（ｑ），１６．４（ｑ）。核磁共振图谱与化
合物 Ⅰ ～ Ⅴ 类 似，推 测 该 化 合 物 分 子 式 为

Ｃ１１Ｈ２０Ｎ２Ｏ２，结构为环［ＬｅｕＶａｌ］。经文献查阅，核
磁共振图谱与文献［１０～１２］基本一致，故该化合物鉴定
为３ｉｓｏｂｕｔｙｌ６ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ２，５ｄｉｏｎｅ。

２．２　活性测定结果　在我们的实验中，尽管Ｆ８７１２
菌株发酵液总体对稻瘟霉有较高活性，经稻瘟霉检
测乙酸乙酯浸膏和正丁醇浸膏的最小活性浓度分别

为７．８μｇ／ｍｌ和０．９８μｇ／ｍｌ，但分离得到的这６个
化合物都没有表现出对稻瘟霉的抑制及引起变形作

用。通过对这些化合物进一步的抗菌活性测定，发
现化合物Ⅴ对鳗弧菌具有较好的抑制作用，其 ＭＩＣ
为０．０７μｇ／ｍｌ。

３　讨　论

　　本研究首次对中国东海海域海水进行微生物分
离，并利用稻瘟霉进行活性菌株筛选，从其中１株里

面进行了化合物分离，得到了６个环二肽类化合物。
环二肽在化学上属于二酮哌嗪类化合物，对环二肽
类天然物质的发现最早见诸中草药成分的提取物，
近几年在海洋微生物的研究中也屡有发现［１３］。环
二肽类化合物在我们分离得到的８个化合物中占有
相当的比例，推测环二肽对海洋微生物的生命活动
一定有着其他更重要的意义。鳗弧菌是水产养殖中
危害最大的病原菌之一，化合物Ⅴ对鳗弧菌具有较
好的抑制作用，表明此类化合物在水产养殖方面的
开发前景值得进一步研究。
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