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链霉菌 TJ430 的鉴定及产物结构
杨少彬，黄永春 * ，王常荣，赵鹏，张伟
农业部环境保护科研监测所，天津 300191

摘要:【目的】通过对分离获得的土壤耐热放线菌株进行鉴定，并对该菌株产生的抗菌活性产物进行分离纯
化和结构解析，达到判定该菌株归属及其产物新颖性目的。【方法】采用干热法对土壤样品进行前处理;采
用经改良的 HV 培养基分离土壤耐热放线菌;通过琼脂块快速初筛法对分离获得的耐热放线菌进行生物活
性快速评价;分别采用形态学观察法、细胞化学组分分析法、生理生化及酶学特征分析、16S rDNA 序列分析、
DNA 杂交法，对分离获得的编号为 TJ430 的菌株进行菌株鉴定;采用柱层析法和制备色谱法，对发酵获得的
有效成分粗提物进行分离纯化;采用红外光谱法、高分辨质谱法对分离获得的生物活性成分代谢产物进行结
构探索。【结果】共分离获得 570 株耐热放线菌;抗菌活性快速初筛表明，编号为 TJ430 的菌株表现出优良
的抗卵菌及广谱抗真菌活性;采用多种方法对菌株 TJ430 进行鉴定，结果表明该菌株为一株卡吾尔链霉菌;
最终分离获得了纯度高达 98%以上的有效成分纯品化合物;该有效成分的分子式为 C40 H66 N3O11，分子量为
765;分子中应含有亚胺基、甲基、亚甲基、羰基、共价双键、异丙基等化学基团。【结论】目前对该抗菌活性成
分的详细化学结构研究尚有待深入，但该抗菌活性成分极有可能是一种新型化合物，具有较好的开发应用前
景。
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疫霉属的多种植物病原菌都可给农业生产造成
巨大损失。该类病原菌可引起农作物的根腐病、冠
腐病、叶腐病、烂果，严重影响食物、纤维、森林树木
以及景观植物的生产［1］。仅以晚疫病为例，该病每
年给全球马铃薯生产造成的损失即可高达 67 亿美
元［2］。为防治该类病害，全球每年花费在疫霉菌病
害防治上的费用可达到真菌剂市场的 25%［3］。

疫霉属植物病害较难防治，多种广谱抗真菌药

剂对该类病原菌都疗效甚微而且鲜有替代品种。目
前已研发出的多种专门防治疫霉属及其它卵菌病害
的化学药物如氯唑灵、甲霜灵、精甲霜灵、乙磷铝等，
虽然在疫霉属病害防治上起到了一定作用，但由于
这些化学合成杀菌剂的过量及不当使用［4］以及疫
霉属病原菌自身的超强适应性［5］，导致该类病原菌
的抗药性迅速增强。目前农业生产上亟需可有效防
除该类病原菌的新型杀菌剂出现。
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在植物病害控制应用方面，天然产物这一宝库
尚未得到有效开发［6］。到目前为止，放线菌中的链
霉菌提供了约一半的天然抗生素，并将继续提供新
型生物活性代谢产物［7］。为解除植物病原菌的抗
药性，从天然产物中寻找新型替代农药的研究受到
高度重视。

本实验室在前期研究中，通过改进分离方法，从
云南元阳土壤样品中筛选到一株对辣椒疫霉菌、马
铃薯晚疫病菌及多种植物病原真菌都具有较强抗性
的编号为 TJ430 的耐热放线菌［8］，并对该菌株的发
酵条件［9］、有效成分的大孔树脂吸附条件［10］进行了
研究。本研究进一步报道了该菌株的鉴定结果，并
对该抗菌成分的化学结构进行了探索。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种:TJ430 菌株在本研究中分离筛选获
得。用于筛选试验的生物活性指示菌株包括辣椒疫
霉菌(Phytophthora capsici leonian)、马铃薯晚疫病菌
(Phytophthora infestans de Bary )、蕃茄灰霉病菌
(Botrytis cinerea )、黄 瓜 炭 疽 病 菌 ( Colletotrichum
lagenarium)、棉花枯萎病菌 ( Fusarium oxysporum f．
sp． vasinfectum)、黑曲霉 ( Aspergillus niger)、稻瘟病
菌(Magnaporthe grisea)等由天津市农业科学院植物
保护研究所王万立研究员惠赠。
1. 1. 2 培养基:分离筛选用培养基为改良的 HV 培
养基［8，11］。耐热放线菌株复筛培养基和菌株 TJ430
液体发酵培养基分别采用文献报道方法［8 － 9］。真菌
培养基为土豆培养基(PDA)，晚疫病菌培养基采用
黑麦培养基［12］。
1. 1. 3 主要仪器和试剂:Biolog GENⅢ微孔板和基
础培养液购于美国 BIOLOG 中国代理，API 50CH 和
ZYM 试剂条及相关试剂购于梅里埃公司。DNA 凝
胶回收纯化试剂盒、PCＲ 反应用的各种试剂均购自
大连 TaKaＲa 公司;生物活性成分分离纯化用各种
化学试剂均为国产分析纯试剂;全细胞脂肪酸测定
采用 Aglient6890 型气相色谱仪，配 FID 检测器;菌
株形态观察采用 Hitachi S-4800 型扫描电镜;生物活
性成分的红外光谱扫描采用 Shimadzu IＲ470 型红外
光谱仪;高分辨质谱测定采用 Varian 公司生产的高
分辨质谱仪;洗脱液中有效成份测定采用岛津公司

生产的 LD-6A 型液相色谱仪。
1. 2 菌种的分离

将从全国各地采集的共 45 份土壤样品风干后
研磨成粉，在 100℃下高温烘烤 60 min。称取 1 g 预
处理好的土壤样品于无菌试管中，加入 10 mL 无菌
水，充分震荡，经 10 倍系列稀释后取 200 μL 涂布平
板，28℃倒置培养 15 － 25 d。用接种针挑取单菌落
于培养皿内划线，28℃培养 14 d，用直径 5 mm 的打
孔器打制带菌落的琼脂块，分别接种到混合有指示
菌的 15 cm 培养皿中，于生化培养箱中培养 2 － 7 d，
观察抑菌情况并测量抑菌圈直径。初筛获得的单菌
落经复筛液体培养基发酵后，取经离心的发酵上清
液采用管碟法［13］测定抑菌活性。
1. 3 菌株鉴定
1. 3. 1 形态特征:分别将分离获得的编号为 TJ430
的菌株接种在 ISP2、ISP3、ISP4、ISP5 以及察氏培养
基上，在生化培养箱内于 28℃下培养 7 d。观察记
录基内菌丝、气生菌丝、生长情况和可溶性色素的产
生情况及颜色。选择生长较好的培养基做埋片观察
细胞形态。

取埋片用 2. 5% 的戊二醛固定 12 h 后，用
pH7. 2 的 0. 1 mol /mL 磷酸缓冲液漂洗 3 次，转入
1%的锇酸缓冲液中固定 1h，再用上述缓冲液漂洗 3
次，经过 50%、70%、90%、100% 的乙醇梯度脱水，
置醋酸异戊酯中 20min，取出，临界点干燥，喷金后
于扫描电子显微镜下观察菌体形态特征［14］。
1. 3. 2 细胞化学组分分析:参照王平的方法［15］进
行菌株细胞壁二氨基庚二酸(DPA)、特征性氨基酸
和糖型分析。采用气相色谱法进行全细胞脂肪酸测
定［16］，脂肪酸甲酯标准样品均购自 Sigma 公司。
1. 3. 3 生理生化及酶学特征分析:利用 Biolog GEN
Ⅲ微孔板进行唯一碳源利用试验，利用 API50CH 试
剂条和 50CHB 培养基进行唯一碳源产酸试验，利用
API ZYM 试剂条进行酶学特性试验［17］。
1. 3. 4 16S rDNA 序列分析:放线菌 TJ430 基因组
DNA 的提取采用微波快速提取法［18］，并以此为模
板进行 PCＲ 扩增。16S rDNA 扩增用 PCＲ 引物:
( Primer A: 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3’;
Primer B: 5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -3’)。
PCＲ 扩增条件:95℃ 5min;94℃ 1min，56℃ 1 min，
72℃ 3 min，35 个循环。PCＲ 产物测序由北京宝杰
罗生物科技有限公司完成。将所测得的 16S rDNA
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序列与 GenBank 数据库中的 16S rDNA 序列进行相
似性比较分析，并利用 DNAMAN 5. 0 软件绘制系统
发育进化树。
1. 3. 5 DNA 杂交试验:采用热变性温度法( Tm )测
定菌株 TJ430DNA 中(G + C)mol%，以 E． coli K-12
为参比［19］，分别采用复性速率液相分子杂交法［20］

进 行 菌 株 Streptomyces albolongus DSM40570、
Streptomyces celluloflavus DSM40839 以及 Streptomyces
cavourensis DSM40300 的 DNA 与菌株 TJ430 DNA 杂
交试验。
1. 4 有效成分的化学结构探索
1. 4. 1 有效成分的分离纯化:采用二级发酵法制备
发酵液 30 L［9］，加醋酸调节 pH 到 3. 0 － 4. 0 之间，
放置隔夜。离心收集下层沉淀，经丙酮浸提 3 次并
经旋转蒸发仪浓缩后，用丙酮定容至 1. 0L。用移液
管吸取 1. 0 mL 该溶液，于通风橱中风干后溶于 1. 0
mL 甲醇中，经 0. 45 μm 的滤膜过滤后进液相色谱
测定有效成分含量。向上述定容至 1. 0 L 的丙酮溶
液中加入 200g 粒度为 200 － 300 目柱层析硅胶，于
通风橱中挥发尽有机溶剂后装填于硅胶层析柱的柱
头。以乙酸乙酯为洗脱剂联通洗脱装置，在紫外检
测器监控下以 500 mL /瓶收集洗脱液。分别取各收
集瓶中洗脱液以液相色谱法监控各收集瓶中有效成
份含量，合并含有有效成分的组分。

将硅胶柱分离获得的含有有效成分的组分，在
旋转蒸发仪上蒸干后溶解于 1. 0 L 的甲醇中，取样
经 0. 45 μm 的滤膜过滤后进液相色谱测定有效成
分含量。向其中加入 50 g 直径为 50 μm 的 C18柱层
析填料，于通风橱中挥发尽甲醇相后装填于 C18层析
柱的柱头。联通洗脱装置在紫外检测器监控下，分
别用 30%、40%、50%、60%、70%、80%的甲醇水洗
脱，按照 500 mL /瓶分部收集洗脱液，其中 30% －
60%及 80%甲醇水洗脱液每个浓度采用 2. 0 L 洗
脱，70%洗脱液采用 4. 0L 洗脱，仍采用液相色谱法
监控各收集瓶中有效成分含量，合并高纯度组分，浓
缩定容至 1. 0 L，取样分析有效成分含量。进一步
采用制备色谱进一步纯化，制备获得更高纯度样品。
1. 4. 2 室内抗菌谱测试:称取 10 mg 上述步骤中分
离获得的抗生素纯品化合物，溶于 50 mL 甲醇中，用
蒸馏水稀释到 1000 mL，配制成 10 mg /L 的水溶液。
分别在土豆培养基( PDA)和牛肉膏蛋白胨培养基
上，采用管碟法［13］测定该水溶液对 16 种植物病原

真菌和 2 种植物病原细菌的抗菌活性，用直尺测量
抑菌圈直径。
1. 4. 3 有效成分化学结构探索:利用配备激光辅助
基质解析电离源(MALDI)的高分辨质谱仪在阳离
子模式下测定该有效成分的准确分子量，并利用随
机附带的软件分析有效成分的可能分子式构成情
况。将分离获得的有效成分与溴化钾混合后压片，
利用红外光谱扫描有效成分的红外吸收值。

2 结果

2. 1 菌株的分离与筛选
从采集的 45 份土壤样品中共选择性分离到

570 株耐热放线菌菌株。分别以 7 种病原菌为指示
菌，采用琼脂块法进行的初筛试验表明，共有 212 个
菌株表现出了抗真菌或疫霉菌活性，占总菌株数量
的 37. 2%，从中挑选出 12 株对部分指示菌具有较
强抑制作用的或具有广谱抗菌活性的菌株进行复
筛，量取抑菌圈直径，结果显示(表 1)，有 4 株菌株
(TJ211、TJ231、TJ234、TJ430)发酵液对所有指示菌
具有抑制作用，但以 TJ430 菌株抑制效果最明显。
本研究挑选菌株 TJ430 做进一步研究。
2. 2 菌株鉴定
2. 2. 1 形态特征:TJ430 在 ISP2、ISP4、ISP5 培养基
上气丝和基丝丰富，气丝白色至浅灰黄色，基丝反面
乳白色至浅黄灰色。无可溶性色素。孢子丝紧螺旋
形，可达 3 － 4 圈。孢子卵圆形，表面有刺，如图 1 所
示。
2. 2. 2 TJ430 细胞化学组分分析:利用 TLC 显色法
分析结果表明，菌株 TJ430 细胞壁含有 LL-DAP 和
甘氨酸，无特征性糖，为胞壁Ⅰ型放线菌。

利用气相色谱对菌株 TJ430 全细胞脂肪酸甲酯
的测定结果表明，按照保留时间计算共检出 18 种脂
肪酸甲酯，按峰面积归一化法计算各脂肪酸甲酯的
百分含量，其中 14: 0 ISO ( 7. 15% )、15: 0 ISO
(23. 26% )、15:0 (28. 48% )、16:0 ISO (14. 52% )、
16:0 ( 2. 90% )、17: 1 ANTEISO C ( 3. 46% )、17: 0
ANTEISO(4. 87% )17:0 ISO(3. 33% )、17:0 CYCLO
(1. 94% )，其余种类脂肪酸甲酯含量均在 1%以下。
可见菌株 TJ430 细胞中的脂肪酸组分主要应为
14 － 17碳的脂肪酸，与文献报道［19 － 20］中链霉菌全
细胞脂肪酸主要为 14 － 17 碳脂肪酸结论一致，该菌
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株应归入链霉菌属。

表 1． 部分耐热放线菌抗菌活性复筛结果
Table 1． The re-screening results of the antimicrobial activity of part heat resistant actinomycetes

strain
inhibition zone diameter / cm

phytophthora

capsici

phytophthora

infestans

botrytis

cinerea

cucumber

anthracnose

cotton-wilt

fusarium

aspergillus

niger
rice blast fungus

TJ38 20. 2 — 14. 7 — — 24. 1 20. 2
TJ56 18. 0 — — 15. 1 13. 4 11. 5 20. 9
TJ163 15. 4 12. 7 18. 4 — 19. 7 28. 0 20. 2
TJ211 16. 0 15. 1 17. 4 16. 4 15. 4 19. 4 22. 1
TJ231 31. 3 23. 7 18. 9 25. 1 21. 6 23. 5 23. 3
TJ234 12. 7 15. 7 21. 6 22. 1 16. 0 15. 1 18. 6
TJ278 14. 7 15. 1 22. 3 20. 7 — — 12. 5
TJ348 18. 2 14. 9 16. 2 — 10. 4 10. 5 20. 7
TJ349 34. 2 20. 9 — 14. 2 — 9. 5 —
TJ357 24. 2 — 18. 1 — 13. 2 19. 7 12. 5
TJ430 30. 0 35. 3 22. 7 29. 4 26. 9 23. 1 24. 3
TJ561 22. 6 18. 1 — — 23. 3 22. 4 25. 7

图 1． 菌株 TJ430 的扫描电镜照片(8000 × )
Figure 1． The scanning electron micrograph of strain TJ430

(8000 × ) ．

2. 2. 3 培养特征:利用 Biolog GENⅢ微孔板对菌株
TJ430 单一碳源利用情况的考察结果表明，在备选
的 71 种碳源中，菌株 TJ430 可利用糊精( dextrin)、
D-海藻糖(D-trehalose)、D-纤维二糖(D-cellobiose)、
D-水杨苷(D-salicin)、乙酰氨基葡萄糖(N-acetyl-D-
glucosamine )、α-葡 萄 糖 ( α-D-glucose )、肌 苷
( inosine)、D-甘露醇 ( D-mannitol)、D-阿拉伯糖醇
(D-arabitol)、甘油( glycerol)、明胶( gelatin)、谷氨酸
(L-glutamic acid)、组氨酸 ( L-histidine)、焦谷氨酸
(L-pyroglutamic acid)、丝氨酸( L-serine)、葡萄糖酸
(D-gluconic acid)、葡萄糖醛酸(D-glucuronic acid)、

葡萄 糖 醛 酰 胺 ( glucuronamide )、奎 尼 酸 ( quinic
acid)、乳酸 ( L-lactic acid)、柠檬酸 ( citric acid)、苹
果酸( L-malic acid)、丙酸 ( propionic acid)，共计 23

种碳源。
利用 API 50CH 试纸条进行的产酸试验结果表

明，在供试的 49 种糖中，当菌株 TJ430 以 D-阿拉伯
糖 ( D-arabinose )、葡 萄 糖 ( D-glucose )、肌 醇
( inositol)、七叶苷柠檬酸铁 ( esculin ferric citrate)、
葡萄糖酸钾 ( potassium gluconate)做唯一碳源时产
酸试验呈阳性。

利用 API ZYM 酶学试剂条对 19 种酶进行的酶
学特性试验表明，菌株 TJ430 在培养过程中可产生
碱性磷酸酶( alkaline phosphatase)、脂肪酶［esterase
lipase ( C8 )］、亮 氨 酸 氨 基 肽 酶 ( leucine
arylamidase)、缬氨酸酶( valine arylamidase)、光氨酸
酶( cystine arylamidase)、胰蛋白酶( trypsin)、α-糜蛋
白 酶 ( α-chymotrypsin )、酸 性 磷 酸 酶 ( acid
phosphatase)、α-葡萄糖苷酶(α-glucosidase)、β-葡萄
糖苷酶(β-glucosidase)共 10 种酶。
2. 2. 4 16S rDNA 全序列的相似性比较和系统发
育分析:TJ430 的 16S rDNA 基因序列全长 1410bp。

将获得的基因序列与 GenBank 数据库中的相关种
进行比较发现，菌株 TJ430 的 16S rDNA 序列与
Streptomyces albolongus DSM40570、 Streptomyces
celluloflavus DSM40839 以及 Streptomyces cavourensis
DSM40300 相似性均在 99% 以上。在 基于 16S
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rDNA 基因分析的系统进化树上(如图 2 所示)，菌
株 TJ430 和 Streptomyces albolongus DSM40570、
Streptomyces celluloflavus DSM40839 以及 Streptomyces

cavourensis DSM40300 聚在一个稳定的进化分支上。
仅据 16S rDNA 基因序列尚且不能将该菌株划分到
确切的种。

图 2． 菌株 TJ430 及其近源菌株的系统进化树
Figure 2． Phylogenetic neighbour-joining tree based on 16S rＲNA gene sequences analysis showing the phylogenetic

relationships of TJ 430 within the genus Streptomyces． Bootstrap percentage values ( ＞ 50% ) based on 1000 tree

replications are indicated at the branching points． Numbers in parentheses represent in the sequences accession

number in GenBank． Bar，0. 05% sequence divergence． T，type strain．

2. 2. 5 DNA 杂交试验:菌株 TJ430 的 G + C 含量为
71. 4%。与 3 株相似菌株的 DNA 杂交试验结果如
表 2 所示。

表 2． 菌株 TJ430 与 3 株链霉菌株的 DNA 杂交值
Table 2． The DNA hybridization value of TJ430

with three Streptomyces strains

strain hybridization rate /% △Tm /℃

S． albolongus DSM40570 57. 2 3. 1
S． celluloflavus DSM40839 61. 1 2. 4
S． cavourensis DSM40300 73. 4 1. 9

由 表 2 可 见，菌 株 TJ430 与 Streptomyces
albolongus DSM40570、 Streptomyces celluloflavus
DSM40839 以及 Streptomyces cavourensis DSM40300
的基因组 DNA-DNA 杂交值分别为:57. 2%、61. 1%
和 73. 4%。前两个数值均低于 70%，表明菌株
TJ430 和 Streptomyces albolongus DSM40570、
Streptomyces celluloflavus DSM40839 分属于不同的基
因 种; 菌 株 TJ430 和 Streptomyces cavourensis
DSM40300 的基因组 DNA-DNA 杂交值高于 70%且
△Tm ＜ 5℃，表明这两个菌株属于同一个基因种。

综上，结合形态学特征、培养特征、细胞化学组
分分析、16S rDNA 序列分析以及 DNA 杂交试验结
果，可将菌株 TJ430 的分类地位确定为链霉菌属的

卡伍尔链霉菌(S． cavourensis)。
2. 3 有效成分的分离纯化

在紫外检测器监控下，以 500mL /瓶对洗脱液进
行分部收集，其中硅胶柱洗脱液共收集 15 瓶洗脱
液，C18柱洗脱液共收集 24 瓶。对于硅胶柱洗脱液，
用移液管分别从各收集瓶中吸取 1. 0mL 洗脱液于
10. 0mL 小烧杯中，常温下于通风橱中风干，加入
2. 0mL 甲醇复溶，并经 0. 45μm 的滤膜过滤后进液
相色谱检测，记录各收集瓶中有效成分的峰高。对
于 C18柱洗脱液，直接吸取瓶中洗脱液经 0. 45μm 的
滤膜过滤后，进液相色谱测定。结果如图 3 所示。

由图 3 可见，采用硅胶柱分离有效成分时，有效
成分主要集中于 2# － 5#瓶中，其中 4#瓶中有效成分
浓度最高，合并上述 4 瓶洗脱液供进一步过柱分离。
当采用 C18柱分离时，有效成分主要集中于 19# － 22#

号瓶，其中最大浓度出现于 20#号瓶，且 19# － 22#号
瓶中有效成分的纯度较高，合并上述 4 瓶洗脱液供
进一步制备色谱分离。

分别采用液相色谱测定上柱前后定容至 1. 0L
的洗脱液中有效成分峰高，以峰高之比计算过柱回
收率，同时采用面积归一化法计算有效成分的纯度，
结果如表 3 所示。
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图 3． 有效成分在硅胶和 C18柱上的洗脱曲线

Figure 3． The elution curve of the active ingredient on Silica and C18 column．

表 3． 过柱后有效成分回收率及纯度
Table 3． The recovery and purity of the active ingredient through the column

column

species

constant volume

of pre-column /L

peak height of

pre-column

/mAU

constant volume

of pre-column /L

peak height of

post-column

/mAU

recovery of the

active

ingredient /%

purity of the active

ingredient /%

silica gel column 1. 0 101. 50 1. 0 84. 70 83. 44 60. 18
C18 column 1. 0 83. 44 1. 0 73. 52 88. 11 91. 33

Data in the table are the mean of three repeats．

由表 3 可见，过一次硅胶柱后有效成分的回收
率可达到 83. 44%，有效成分纯度可达到 60. 18%，
进一步采用 C18柱分离，有效成分的回收率可达到
88. 11%，有效成分纯度可达到 91. 33。，两次过柱回
收率均较高，满足纯化要求。当采用 C18柱分离一次
后，有效成分纯度已经可以达到 90% 以上，进一步
采用制备色谱分离一次以后，有效成分纯度可达到
98%以上，满足化学结构探索分析要求。
2. 4 分离获得有效成分的抗菌活性

以分离获得的浓度为 10mg /L 的抗生素纯品水
溶液，对番茄灰霉病菌、小麦赤霉病菌等 16 种植物
病原真菌，青枯病菌、水稻白叶枯病菌两种植物病原
细菌的室内抑制结果如表 4 所示。该抗生素的纯品
水溶液对所测试的 16 种植物病原真菌和 2 种植物
病原细菌都具有较强抗性，而且兼具抗真菌和细菌
功能。
2. 5 菌株 TJ430 代谢产物的化学结构探索
2. 5. 1 红外吸收光谱:利用红外光谱对分离获得的
有效成分进行扫描，结果如图 4 所示。该生物活性
成分在 3429 cm － 1附近处存在明显伸缩振动，表明
分子中存在仲氨(-NH)基团;在 3254 cm － 1附近处存
在明显伸缩振动，该位置是羟基 (-OH ) 基团存

表 4． 菌株 TJ430 发酵液对不同植物病

原菌的室内抑制效果

Table 4． The inhibitory effects of the strain TJ430

broth on different plant pathogens

pathogen
inhibition zone

diameter /mm
Botrytis cinerea 25. 3
Fusarium graminearum 12. 4
Alternaria solani 24. 4
Aspergillus niger 19. 3
Alternaria brassicae 21. 2
Ｒhizoctonia solani 17. 8
Alternaria alternata 16. 9
Sclerotinia sclerotiorum 17. 7
Phytophthora capsici 30. 7
Cotton-wilt fusarium 16. 8
Fusarium oxysporum 20. 6
Cercospora personata 18. 4
Phytophthora infestans 15. 8
Mycosphaerella melonis 14. 7
Ｒice blast fungus 30. 3
Corynespora cassiicola 16. 3
Ｒalstonia solanacearum 13. 9
Xanthomonas oryzae 25. 5

在的特征位置，在 1245 cm － 1附近处存在吸收峰则
进一步确证含有羟基;在 3078 cm － 1附近处存在吸
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收说明有末端不饱和双键( = CH2 ) 基团存在;在
2967 cm － 1和 2874 cm － 1附近处存在吸收，表明有甲
基(-CH3)基团存在;在 2930cm － 1附近处的强烈伸
缩振动是亚甲基(-CH2 ) 基团的特征吸收，在 1449

m － 1和 1365 cm － 1附近处出现吸收峰则进一步确证

分子结构中存在甲基和亚甲基基团;在 1720 cm － 1

附近处出现吸收峰表明分子中含有羰基(C = O);在
1170 cm － 1附近处出现吸收峰，则表明存在异丙基(-
CH(CH3) 2 )基团;在 1688 cm － 1、1620 cm － 1附近处
出现吸收说明分子中存在碳-碳(C = C)双键。

图 4． 生物活性成分的红外光谱图
Figure 4． The IＲ spectrum of the bioactive ingredient．

图 5． 生物活性成份的高分辨质谱图
Figure 5． The high-resolution mass spectrum of the bioactive ingredients．

2. 5. 2 高分辨质谱分析:利用配备 MALDI 离子化
源的高分辨质谱对分离获得的样品进行分析，结果
如图 5 所示。由图 5 可见，最高的分子离子峰出现
在 787 处，同时在 788，789 处伴随出现 2 个同位素
峰。在 773 和 803 处也各出现 1 个分子离子峰并同
时伴随有各自的同位素峰。由于 773 处和 803 处出
现的峰高显著低于 787 处峰值，因此可初步判定活

性成分的准分子离子峰为 787. 4568。但是由于准
分子离子峰中可能还会含有 K +、Na + 等金属元素，

因此继续利用随机附带的质谱图解析软件对该生物
活性成分的可能分子式构成情况进行预测。结果显
示(表 5，表 6)，无论在活性成分分子中可能含有钾
离子还是钠离子的情况下，活性成分的可能分子式

构成中有共同的情况存在，即 C40 H66 N3O11。从 2 个
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峰代表的分子量差异看，803. 4302 与 787. 4568 相
差 15. 9734，正好为钾原子(原子量 38. 9637)与钠原
子(原子量 22. 9898) 的原子量之差 (15. 9739)，即
803. 4302 和 787. 4568 分别代表同一分子在与不同
金属原子结合时的表观分子量差异。据此可推断出
活性成分的分子式应为 C40 H66 N3O11，分子量为
764. 9780 即 765，符合氮规则［21］。而图 5 中 773 处
峰与主峰分子量(787)相差 14，正好为一个亚甲基
(CH2)的分子量，因此推测该物质应该为主成分的
一个同系物。

表 5． 准分子离子峰中含有钠离子时的可能分子式

Table 5． The possible molecular formula when containing

sodium ion in molecular ion peak

m / z delta m / z / ppm DBE molecular formula
787. 45628 0. 53 4. 5 C37 H68 N2 O14 Na

+ 1

787. 45762 － 1. 16 9. 5 C38 H64 N6 O10 Na
+ 1

787. 45494 2. 24 5. 0 C35 H66 N5 O13 Na
+ 1

787. 45896 － 2. 87 9. 0 C40 H66 N3 O11 Na
+ 1

787. 46029 － 4. 56 14. 0 C41 H62 N7 O7 Na
+ 1

表 6． 准分子离子峰中含有钾离子时的可能分子式

Table 6． The possible molecular formula

when containing potassium ion in molecular ion peak

m / z delta m / z / ppm DBE molecular formula
803. 43022 － 0. 14 4. 5 C37 H68 N2 O14 K

+ 1

803. 42887 1. 53 5. 0 C35 H66 N5 O13 K
+ 1

803. 43155 － 1. 81 9. 5 C38 H64 N6 O10 K
+ 1

803. 43290 － 3. 48 9. 0 C40 H66 N3 O11 K
+ 1

3 讨论

天然产物具有丰富的化学结构多样性特征，具
备发现新型抗菌生物活性成分的巨大潜力［1］。据
统计目前从微生物中分离获得的生物活性化合物已
达 22500 个，其中 45% 来源于放线菌，38% 来源于
真菌，17%来源于单细胞细菌［22］。然而从普通常规
放线菌中发现新型代谢产物的可能性已经很低
了［23］，不断重复发现已知化合物的现象一直困扰着
世界各国科研工作者。本研究在筛选菌株时采用干
热法对土壤样品进行预处理，去除了大部分常规放
线菌，同时在分离过程中采用经过改良的 HV 培养
基，进一步保证了所获得菌株的稀有性。通过近一
年的持续分离，获得了多种耐热放线菌，包括多种链

霉菌、小单孢菌、小双孢菌、马杜拉放线菌、游动放线
菌等多种耐热放线菌株［9］。室内生物活性测试结
果表明，编号为 TJ430 的菌株不仅对典型的卵菌类
植物病害如晚疫病表现出良好抗性，而且具有广谱
抗真菌活性。

脂肪酸是细胞中一种稳定而富有的化学成分，
不受生化反应变异及质粒丢失等因素的影响，是理
想的菌株分型依据之一［24］。现代微生物学研究表
明，细菌细胞中普遍存在的脂肪酸成分与细菌的
DNA 具有高度的同源性，各种细菌具有其特征性的
脂肪酸指纹图谱［25］。本研究利用细胞脂肪酸分析
法成功将菌株 TJ430 确定到链霉菌属。根据 16S
rDNA 序列构建进化树进行分类的方法，在细菌分
类学上已得到广泛应用。该方法相较于传统分类学
方法具有准确、快速、灵敏的优点［26］。在本研究中，
运用该方法虽然仍不能将菌株 TJ430 准确归属到种
的水平，但是已经锁定到较窄范围以内。1987 年，
国际系统细菌学委员会规定 DNA 同源性≥70%、杂
交分子的热解链温度差 ΔTm≤5℃ 为细菌种的界
限［27］。本研究中进一步采用 DNA 杂交技术对菌株
TJ430 进 行 归 属，结 果 表 明 菌 株 TJ430 只 与
Streptomyces cavourensis DSM40300 的基因组 DNA-
DNA 杂交值大于 70%，且 ΔTm ＜ 5℃，表明这两个菌
株属于同一个基因种。

卡 伍 尔 链 霉 菌 可 产 生 色 霉 素
( chromomycin)［28 － 29］，但是文献报道的色霉素分子
式为 C57H82O25、分子量为 1183，主要具备抗癌功能。
本研究中获得的活性产物主要具有抗卵菌及真菌功
能，利用高分辨率质谱分析获得的该活性成分的分
子式为 C40H66N3O11，分子量为 765，显然与色霉素具
有不同的化学结构和生物活性。红外光谱技术在天
然产物化学结构探索中具有重要作用，利用该技术
可提供特定化学基团存在的证据，但是仅利用该技
术所获得的化学结构信息仍然有限，还需结合其它
技术如核磁共振对该活性成分的详细化学结构进行
深入探索。根据目前已经获得的初步信息推断，该
生物活性成分很可能是一种新型抗菌化合物。

疫霉属的卵菌类病害如晚疫病菌，在分类学上
更加接近于藻类［30］，该类病原菌在农业生产上不仅
危害巨大而且很难防治，目前缺乏疗效显著的化学
防除药剂。本研究中筛选到的卡伍尔链霉菌代谢产
物不仅在实验室内表现出良好的抗疫霉菌生物活
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性，而且以 150mg /L 该产物纯品水溶液，在温室内
进行的防治番茄晚疫病试验表明，该有效成分对番
茄晚疫病的防效可达 90%以上(结果尚未发表)，表
现出了良好的开发应用前景。
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Isolation，identification of TJ430 strain and characterization
of its antifungal metabolite

Shaobin Yang，Yongchun Huang* ，Changrong Wang，Peng Zhao，Wei Zhang
Institute of Agro-environment Protection，Ministry of Agriculture，Tianjin 300191，China

Abstract:［Obiective］ To screen new agro-antibiotics，rare actinomycetes were isolated by improved separation methods
from soil samples and the chemical structure of the antifungal active product was elucidated． ［Methods］ Dry heating
method was used for soil samples pretreatment and the improved HV separation medium for rare actinomycetes separation;
agar block rapid screening was used for the rapid evaluation of rare actinomycetes biological activity． For the identification
of a strain numbered TJ430，morphology observation，cell chemical composition analysis，physiological and biochemical
analysis，enzymology characteristics analysis，16 S rDNA sequence analysis，and DNA hybridization method were used．
Bioactive crude extract from fermentation was purified by column chromatography and preparative chromatography; infrared
spectroscopy and high resolution mass spectrometry was used for structure elucidation of bioactive ingredient． ［Ｒesults］A
total of 570 rare actinomycetes strains were isolated． Antibacterial activity of rapid screen showed that the numbed TJ430
strain showed excellent anti oomycetes and broad-spectrum antifungal activity． Strain identification results show that the
strain is a S． cavourensis． The molecular formulas of the effective ingredient is C40 H66 N3O11，molecular weight is 765．
Amino，methyl，methylene，carbonyl，covalent bond， isopropyl and other chemical groups should contained in the
molecular． ［Conclusion］ The characterized antibacterial active ingredient has good development prospect．
Keywords: strain identification，agro-antibiotic，purification，structure elucidation
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