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　　［摘要］　目的　对仿刺参共附生放线菌Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．的次生代谢产物进行研究。方法　运用硅胶柱色谱、Ｓｅｐｈ
ａｄｅｘＬＨ２０凝胶柱色谱、高效液相色谱（ＨＰＬＣ）等现代色谱技术对放线菌的乙酸乙酯提取物进行分离纯化，在核磁共振

（ＮＭＲ）、质谱（ＭＳ）等现代波谱技术及与文献比对的基础上对其结构进行鉴定。结果　共分离得到７个环二肽类化合物，分
别鉴定为：环（Ｌ脯氨酸Ｌ苯丙氨酸）（１）、环（Ｌ脯氨酸Ｌ甲硫氨酸）（２）、环（Ｌ脯氨酸Ｌ酪氨酸）（３）、环（Ｌ脯氨酸Ｌ缬氨

酸）（４）、环（Ｌ脯氨酸Ｌ脯氨酸）（５）、环（Ｌ缬氨酸甘氨酸）（６）、环（Ｌ脯氨酸Ｌ亮氨酸）（７）。结论　本研究是对仿刺参共
附生微生物次生代谢产物研究的首次报道，这７个化合物均为首次从放线菌Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．中分离得到。
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　　海参属于无脊椎棘皮动物，全世界约有１０００多

种，在我国有１４０多种［１］。海参用药历史悠久，清代

《本草纲目拾遗》中将海参列为补益药物，书中记载

“海参性温补，味甘咸，补肾经，益精髓，消痰涎，摄小

便，壮阳疗痿，杀疮虫”。现代研究发现海参中的成

分具有溶血、抗真菌、抗肿瘤、抗氧化、阻断神经肌肉

传导等显著的生物活性［２］，引起了人们极大的研究

兴趣。海参共附生微生物作为其生态体系的共同组

成部分，也越来越多地受到化学家及生态学家的重

视。近年来已有对海参共附生微生物次生代谢产物
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研究的报道，包括从日本海海参Ｅｕｐｅｎｔａｃｔａｆｒａｕ

ｄａｔｒｉｘ表皮真菌Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍｓｔｒｉａｔｉｓｐｏｒｕｍ 中分离

得到的一系列具有中等细胞毒活性的二萜皂苷［３６］，

以及从黄海海参共附生真菌Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍｓｐｐ．中分离

得到的甾醇、丁二酸及苯吡喃类化合物［７］。

　　在寻找海洋活性物质的过程中，本课题组已对

我国２０多种海参进行了系统的研究。我们在对仿

刺参的活性成分进行研究的过程中，发现了多种具

有显著生物活性的成分［８９］。为系统研究仿刺参与

其共附生微生物间的相互关系，我们又开始对仿刺

参共附生微生物的次生代谢产物进行研究，在得到

药源性活性物质的同时，考察其可能的生态作用。

　　本研究中的放线菌是从仿刺参体壁分离得到，

根据１６ＳＲＮＡ基因系统发育分析鉴定为Ｂｒｅｖｉｂａｃ

ｔｅｒｉｕｍｓｐ．，运用硅胶柱色谱、凝胶柱色谱以及高效

液相色谱（ＨＰＬＣ）等分离纯化技术对该放线菌的次

生代谢产物进行分离纯化，得到７种环二肽类化合

物，并运用核磁共振（ＮＭＲ）、质谱（ＭＳ）等现代波谱

技术结合文献报道对这些化合物进行结构鉴定。化

合物的结构式见图１。

图１　７种环二肽类化合物的结构式

Ｆｉｇ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃｙｃｌｉｃｄｉｐｅｐｔｉｄｅｓ１７

１　材料和方法

１．１　样品　实验所用菌株由上海交通大学李志勇
教授课题组从仿刺参体壁分离得到，根据１６ＳＲＮＡ
基因系统发育分析鉴定为Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．，现保
存在第二军医大学药学院海洋药物研究中心，编号

为 ＨＳ３０。将菌株接种到 Ｍ１培养基（１０ｇ可溶性

淀粉，４ｇ酵母，２ｇ蛋白胨，１Ｌ人造海水）上，２８℃、

１３０ｒ／ｍｉｎ条件下，摇瓶内液体培养１周，共培养

３０Ｌ。

１．２　主要仪器与试剂　ＨＺＱＦ２８０型全温震荡培养

箱；ＬＤＺＨ２００ＫＢＳ型立式压力蒸汽灭菌器；Ｂｒｕｋｅｒ

Ａｖａｎｃｅ５００、Ａｖａｎｃｅ４００核磁共振仪；ＭＡＴ２１２质谱

仪；ＳＧＷ１自动旋光仪；ＸＴ５显微熔点测定仪；

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪［ＲＩＤ检测器，Ｚｏｒｂａｘ
３００Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×９．４ｍｍ，５μｍ）］；ＴＬＣ薄层板和
柱色谱硅胶均由烟台黄务硅胶开发实验厂提供；

ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０凝胶由ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ
生产；开放柱色谱所用溶剂为分析纯，ＨＰＬＣ所用试

剂为色谱纯，均由国药集团上海化学试剂公司生产。

１．３　代谢产物的提取与分离　３０ＬＢｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍｓｐ．发酵液用等体积乙酸乙酯萃取３次，减压浓
缩得粗浸膏２．２ｇ。该浸膏经硅胶柱层析梯度洗脱

（二氯甲烷丙酮＝５０１～１２）得到２３个组分

（Ｆｒ．１～Ｆｒ．２３）。Ｆｒ．１２（２１３．１ｍｇ）经 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
ＬＨ２０凝胶柱色谱（ＣＨＣｌ３ＭｅＯＨ＝２１）及正相
硅胶柱色谱（１０～４０μｍ 硅胶、二氯甲烷丙酮＝

５１洗脱）分离纯化得到化合物１（２０．８ｍｇ）和２
（３．６ｍｇ）；Ｆｒ．１５（１０３．５ｍｇ）经ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０凝
胶柱色谱（ＣＨＣｌ３ＭｅＯＨ＝２１）及正相硅胶柱色
谱（１０～４０μｍ 硅胶、二氯甲烷丙酮＝８１洗脱）

分离纯化得到化合物３（１０．２ｍｇ）和４（１．５ｍｇ）；

Ｆｒ．１７（４１２．９ｍｇ）经ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０凝胶柱色谱
（ＣＨＣｌ３ＭｅＯＨ＝２１）及正相硅胶柱色谱（１０～
４０μｍ 硅胶、二氯甲烷丙酮＝２１洗脱）分离纯

化得到化合物５（４９．４ｍｇ）；Ｆｒ．２０（１９１．２ｍｇ）经

ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０凝胶柱色谱（ＣＨＣｌ３ＭｅＯＨ＝

２１）、正相硅胶柱色谱（１０～４０μｍ 硅胶，二氯甲

烷丙酮＝８１洗脱）及 ＨＰＬＣ（流动相：２６％甲醇
水；流速：１．５ｍｌ／ｍｉｎ；柱温：３０℃）分离纯化得到化
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合物６（１．４ｍｇ）和７（２．６ｍｇ）。

２　结　果

２．１　化合物１的结构鉴定　白色针晶（甲醇），

ｍ．ｐ．１８９～１９３℃；［α］２０Ｄ ＝－９２．６°（ｃ０．３６，ＣＤＣｌ３）；

ＥＳＩＭＳ（ｍ／ｚ）：２４５．１４（［Ｍ＋Ｈ］＋）；１ＨＮＭＲ（４００

ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：４．０５（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝７．５Ｈｚ，αＨＰｒｏ），

２．３１（１Ｈ，ｍ，βＨ Ｐｒｏ），１．９６（１Ｈ，ｍ，βＨＰｒｏ），

１．９８（２Ｈ，ｍ，γＨ Ｐｒｏ），３．６０（２Ｈ，ｍ，δＨ Ｐｒｏ），

４．２５（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１０．４，２．９Ｈｚ，αＨ Ｐｈｅ），２．７８
（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１８．５，１０．３Ｈｚ，βＨＰｈｅ），３．５７（１Ｈ，

ｍ，βＨＰｈｅ），７．２０（２Ｈ，ｍ，２，６ＨＰｈｅ），７．３４（２Ｈ，

ｍ，３，５ＨＰｈｅ），７．３３（１Ｈ，ｍ，４ＨＰｈｅ），５．９２（１Ｈ，

ｓ，ＮＨＰｈｅ）。以上数据与文献［１０１１］对照一致，故

化合物１鉴定为环（Ｌ脯氨酸Ｌ苯丙氨酸）。

２．２　化合物２的结构鉴定　淡黄色粉末，ｍ．ｐ．

１６５～１６７℃；［α］２０Ｄ ＝ －８３．２°（ｃ０．１５，ＥｔＯＨ）；

ＥＳＩＭＳ（ｍ／ｚ）：２５１．１４（［Ｍ ＋ Ｎａ］＋ ），２２７．１４
（［ＭＨ］－）；１ ＨＮＭＲ（４００ ＭＨｚ，Ｍｅｔｈａｎｏｌｄ４）：

４．２３（１Ｈ，ｍ，αＨ Ｐｒｏ），２．３１（１Ｈ，ｍ，βＨ Ｐｒｏ），

１．９７（１Ｈ，ｍ，βＨ Ｐｒｏ），１．９２（１Ｈ，ｍ，γＨ Ｐｒｏ），

１．９８（１Ｈ，ｍ，γＨ Ｐｒｏ），３．５１（２Ｈ，ｍ，δＨ Ｐｒｏ），

４．２６（１Ｈ，ｍ，αＨ Ｍｅｔ），２．０７（１Ｈ，ｍ，βＨ Ｍｅｔ），

２．２０（１Ｈ，ｍ，βＨ Ｍｅｔ），２．６２（２Ｈ，ｍ，γＨ Ｍｅｔ），

２．００（３Ｈ，ｓ，δＨ Ｍｅｔ）；１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，Ｍｅｔｈａ

ｎｏｌｄ４）：６０．３（αＣＰｒｏ），２９．３（βＣＰｒｏ），２３．５（γＣ

Ｐｒｏ），４６．４（δＣＰｒｏ），１７２．６（ＣＯＰｒｏ），５５．３（αＣ

Ｍｅｔ），３０．２（βＣ Ｍｅｔ），３０．４（γＣ Ｍｅｔ），１５．１（δＣ

Ｍｅｔ），１６７．９（ＣＯＭｅｔ）。以上数据与文献［１０，１２］对

照一致，故化合物２鉴定为环（Ｌ脯氨酸Ｌ甲硫

氨酸）。

２．３　化合物３的结构鉴定　白色粉末，ｍ．ｐ．８８～
９０℃；［α］２０Ｄ ＝－１１８．９°（ｃ０．２６，ＥｔＯＨ）；ＥＳＩＭＳ（ｍ／

ｚ）：２６１．１２（［Ｍ＋Ｈ］＋）；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ｐｙｒｉ

ｄｉｎｅｄ５）：４．５４（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝５．４Ｈｚ，αＨＰｒｏ），３．５５
（１Ｈ，ｍ，βＨ Ｐｒｏ），３．３３（１Ｈ，ｍ，βＨ Ｐｒｏ），１．５７
（２Ｈ，ｍ，γＨ Ｐｒｏ），３．６３（１Ｈ，ｍ，δＨ Ｐｒｏ），３．３９
（１Ｈ，ｍ，δＨＰｒｏ），４．１４（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８．９，７．５Ｈｚ，

αＨＴｙｒ），３．３３（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１４．５，６．５ Ｈｚ，βＨ

Ｔｙｒ），３．５７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１４．５，６．５Ｈｚ，βＨ Ｔｙｒ），

７．１０（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．４Ｈｚ，２，６ＨＴｙｒ），７．４１（２Ｈ，ｄ，

Ｊ＝８．４Ｈｚ，３，５Ｈ Ｔｙｒ），８．５２（１Ｈ，ｓ，ＮＨ Ｔｙｒ）。

以上数据与文献［１０１１，１３］对照一致，故化合物３

鉴定为环（Ｌ脯氨酸Ｌ酪氨酸）。

２．４　化合物４的结构鉴定　白色粉末，ｍ．ｐ．１４５～
１４７℃；［α］２０Ｄ ＝－１３９．７°（ｃ０．１６，ＥｔＯＨ）；ＥＳＩＭＳ
（ｍ／ｚ）：１９７．１２（［Ｍ＋Ｈ］＋）；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，

Ｍｅｔｈａｎｏｌｄ４）：４．２０（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝７．７Ｈｚ，αＨＰｒｏ），

２．３２（１Ｈ，ｍ，βＨＰｒｏ），２．０２（１Ｈ，ｍ，βＨＰｒｏ），１．９４
（２Ｈ，ｍ，γＨ Ｐｒｏ），３．５２（２Ｈ，ｍ，δＨ Ｐｒｏ），４．０２
（１Ｈ，ｓ，αＨ Ｖａｌ），２．４８（１Ｈ，ｍ，βＨ Ｖａｌ），１．００
（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．５Ｈｚ，γＨ Ｖａｌ），０．９２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝７

Ｈｚ，γＨＶａｌ）。以上数据与文献［１０１１，１４］对照一

致，故化合物４鉴定为环（Ｌ脯氨酸Ｌ缬氨酸）。

２．５　化合物５的结构鉴定　白色晶体（甲醇），

ｍ．ｐ．１８３～１８７℃；［α］２０Ｄ ＝－１３０．５°（ｃ０．１５，ＥｔＯＨ）；

ＥＳＩＭＳ（ｍ／ｚ）：１９５．１１（［Ｍ＋Ｈ］＋）；１ＨＮＭＲ（４００

ＭＨｚ，Ｍｅｔｈａｎｏｌｄ４）：４．３３（１Ｈ×２，ｔ，Ｊ＝７．５Ｈｚ，

αＨＰｒｏ），２．３１（１Ｈ，ｍ，βＨＰｒｏ），１．９８（１Ｈ×２，ｍ，

βＨＰｒｏ），１．９８（２Ｈ×２，ｍ，γＨＰｒｏ），３．４８（２Ｈ×２，

ｍ，δＨ Ｐｒｏ）；１３ＣＮＭＲ（１２５ ＭＨｚ，Ｍｅｔｈａｎｏｌｄ４）：

６２．０（ＣＨ×２，αＣＰｒｏ），２９．０（ＣＨ２×２，βＣＰｒｏ），

２４．５（ＣＨ２×２，γＣＰｒｏ），４６．５（ＣＨ２×２，δＣＰｒｏ），

１６８．９（ＣＯ×２）。以上数据与文献［１５１６］对照一致，

故化合物５鉴定为环（Ｌ脯氨酸Ｌ脯氨酸）。

２．６　化合物６的结构鉴定　白色固体，ｍ．ｐ．１５０～
１５２℃；［α］２０Ｄ ＝－５９．３°（ｃ０．１６，ＥｔＯＨ）；ＥＳＩＭＳ
（ｍ／ｚ）：１５７．０９（［Ｍ＋Ｈ］＋）；１ＨＮＭＲ（５００ ＭＨｚ，

Ｍｅｔｈａｎｏｌｄ４）：３．７３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝３．５Ｈｚ，αＨ Ｖａｌ），

２．２４（１Ｈ，ｍ，βＨ Ｖａｌ），１．０２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝７Ｈｚ，γＨ

Ｖａｌ），０．９６（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝７Ｈｚ，γＨＶａｌ），３．９７（１Ｈ，ｄ，

Ｊ＝１８Ｈｚ，αＨ Ｇｌｙ），３．８４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１８Ｈｚ，αＨ

Ｇｌｙ）；１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，Ｍｅｔｈａｎｏｌｄ４）：６２．０（αＣ

Ｖａｌ），３４．７（βＣＶａｌ），１９．２（γＣＶａｌ），１７．５（γＣ

Ｖａｌ），１７０．６（ＣＯＶａｌ），４５．５（αＣＧｌｙ），１６９．１（ＣＯ

Ｇｌｙ）。以上数据与文献［１６］对照一致，故化合物６
鉴定为环（Ｌ缬氨酸甘氨酸）。

２．７　化合物７的结构鉴定　白色针晶（甲醇），

ｍ．ｐ．２１３～２１５℃；［α］２０Ｄ ＝ －１３４．０°（ｃ０．１２，

ＣＤＣｌ３）；ＥＳＩＭＳ（ｍ／ｚ）：２１１．１４（［Ｍ ＋ Ｈ］＋）；
１ＨＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：４．１１（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８．５

Ｈｚ，αＨＰｒｏ），２．３５（１Ｈ，ｍ，βＨＰｒｏ），２．０２（１Ｈ，ｍ，

βＨＰｒｏ），２．０８（２Ｈ，ｍ，γＨＰｒｏ），３．５６（２Ｈ，ｍ，δＨ

Ｐｒｏ），４．０２（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９．０，２．５Ｈｚ，αＨＬｅｕ），２．３５
（１Ｈ，ｍ，βＨ Ｌｅｕ），２．０２（１Ｈ，ｍ，βＨ Ｌｅｕ），１．１５
（１Ｈ，ｍ，γＨ Ｌｅｕ），０．９９（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．５Ｈｚ，δＨ
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Ｌｅｕ），０．９５（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝７Ｈｚ，δＨＬｅｕ），５．９８（１Ｈ，ｓ，

ＮＨＬｅｕ）。以上数据与文献［１０１１］对照一致，故

化合物７鉴定为环（Ｌ脯氨酸Ｌ亮氨酸）。

３　讨　论

　　迄今为止，国内外尚未有关于仿刺参共附生微

生物次生代谢产物化学成分的报道。我们从仿刺参

体壁分离得到放线菌Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．，并对该菌

的次生代谢产物进行研究，得到７个环二肽类化合

物，经鉴定该７个化合物均为首次从放线菌Ｂｒｅｖｉ

ｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．中分离得到。

　　很多陆生动植物及微生物中均有环二肽类成分

的报道，海洋微生物更是环二肽类化合物的丰富资

源。到目前为止，从海洋细菌、海洋真菌、红树林内

生真菌的代谢产物中已分离出大量的环二肽类化合

物［１７］。环二肽类化合物具有不同程度的抗肿瘤、抑

菌、免疫抑制等活性，并且对心血管系统及神经元有

保护作用［１７］。其中最为人所知的是免疫抑制剂胶

霉毒素（ｇｌｉｏｔｏｘｉｎ），该化合物是最早发现于缨粘帚

霉Ｇｌｉｏｃｌａｄｉｕｍｆｉｍｂｒｉａｔｕｍ 中的环二肽［１８］。另外，

人们发现从渤海湾的淤泥放线菌１１０１４中获得的４
个环二肽具有不同程度的抗鳗弧菌作用［１９］。

　　本研究获得的环二肽类化合物与之前研究发现

的海参中皂苷类主要生态活性物质［９］在结构及生源

上显然相去甚远，该放线菌及环二肽类代谢产物在

海参化学防御机制中的作用还有待进一步研究。
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