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摘   要：【目的】从 3 种红树林植物根际沉积物中分离和鉴定放线菌，进行抑菌活性初筛获得

目标菌株并研究其次级代谢产物。【方法】使用 5 种培养基对红树林植物根际沉积物放线菌进行

分离，采用 16S rRNA 基因序列比对的方法研究沉积物中的放线菌多样性，结合抑菌活性筛选获

得目标菌株后进行放大规模发酵和分离鉴定次级代谢产物，根据生物合成基因簇定位和分析对化

合物的生物合成途径进行推导。【结果】从 3 种红树林植物根际沉积物中分离得到放线菌 49 株，

包括链霉菌属 (Streptomyces) 31 株、小单孢菌属 (Micromonospora) 14 株、小双孢菌属

(Microbispora)、链孢子囊菌属 (Streptosporangium)、野野村氏菌属 (Nonomuraea)和糖单孢菌属

(Saccharomonospora)各 1 株。获得粗浸膏抑菌活性较好的菌株 Streptomyces sp. SCSIO 40067，从
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中分离鉴定了 6 个 α-吡喃酮类化合物：germicidin A–C、germicidin I 和 isogermicidin A–B，并

首次报道了 germicidin A 的晶体结构。从菌株 SCSIO 40067 基因组中定位到了 germicidins 的Ⅲ

型聚酮合酶生物合成基因簇，结合文献对 6 个 germicidins 类化合物的生物合成途径进行了推导。

【结论】湛江高桥红树林根际沉积物中的放线菌具有多样性，包含潜在的新物种和天然产物资源。

菌株 Streptomyces sp. SCSIO 40067 具有 α-吡喃酮类化合物的生产潜力。上述研究为后续工作提供

了良好的实验材料。 

关键词：红树林；放线菌；α-吡喃酮；Ⅲ型聚酮合酶  
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Abstract: [Objective] The present work aims to isolate and identify actinobacteria from rhizosphere 

sediments of 3 mangrove plants and to investigate the target strain for secondary metabolites based on 

antibacterial activities. [Methods] Five media were used to isolate actinobacteria from rhizosphere 

sediments of mangrove plants in Gaoqiao, Zhanjiang. The isolates were identified based on 16S rRNA 

genes and then screened for antibacterial activities against 6 indicator strains. The target strain was 

selected for upscaled fermentation and identification of bioactive compounds. We then analyzed the 

biosynthetic gene cluster of the isolated compounds to predict the biosynthetic pathways. [Results] A 

total of 49 actinobacterial strains were isolated and categorized into 6 genera including Streptomyces 

(31 strains), Micromonospora (14 strains), Microbispora (1 strain), Streptosporangium (1 strain), 

Nonomuraea (1 strain), and Saccharomonospora (1 strain). Six α-pyrones, including germicidins A–C, 

germicidin I, and isogermicidins A–B, were separated from the crude extract of Streptomyces sp. 

SCSIO 40067 and identified. The crystal structure of germicidin A was reported for the first time. The 

type  polyketide synthase biosynthetic gene cluster of Ⅲ α-pyrones was localized in the SCSIO 40067 

genome by bioinformatics analysis. The biosynthetic pathway of α-pyrones was then proposed. 

[Conclusion] Actinobacteria in the rhizosphere sediment of mangrove plants in Gaoqiao, Zhanjiang had 

high species diversity, from which new species capable of producing valuable natural products can be 

mined. Streptomyces sp. SCSIO 40067 can produce α-pyrones via the type  polyketide synthase Ⅲ

pathway, which can serve as a start strain for the following studies. 

Keywords: mangrove; actinobacteria; α-pyrones; type  polyketide synthaseⅢ  
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天然产物及其衍生物是新药开发的重要源

泉[1]。微生物次级代谢产物是天然产物的重要

组成部分，然而随着陆地微生物资源的过度开

发，从中发现新菌和新天然产物的概率大大降

低，因此从海洋、沙漠以及红树林等特殊生境

中发掘微生物资源以寻找活性天然产物显得尤

为重要[2]。红树林是热带和亚热带沿海地区的

海岸潮间带特有的木本植物群落 [3]。目前全球

红树林主要分布在亚洲，约占总面积的 42%[4]，

高温、强光、高盐、低氧、潮汐渐变和富含有

机质的特殊生态环境赋予红树林微生物群落的

种类多样性及生理代谢途径的独特性[5]。Chen

等的研究表明红树林演替过程中的微生物群落

变化取决于营养量和微生境异质性[6]。经过数

十年的研究，从红树林不同生境中所分离鉴定

的放线菌被认为是新活性天然产物发现的巨大

宝藏[3,7]。Sangkanu 等认为红树林来源的放线菌

是生产抗菌、抗肿瘤生物活性代谢产物的优质

资源[5,8–9]，例如，Ding 等从红树林植物木槿的

内生放线菌 Streptomyces sp. GT2002/1503 中

获得 2 个新的吲哚倍半萜类化合物 xiamycin

及其甲基化酯，生物活性研究发现 xiamycin

具有中等程度的抗 HIV 活性[10]；Fu 等从三亚

红树林土壤来源放线菌 Streptomyces sp. FMA

中分离鉴定了 2 个具有抗肿瘤细胞毒活性的吲

哚咔唑生物碱 streptocarbazoles A 和 B[11]；Hong 

K 课题组先后通过 OSMAC 策略、基因组挖掘

和 代 谢 流 阻 断 的 方 法 从 红 树 林 源 链 霉 菌

Streptomyces qinglanensis 172205 中分离鉴定了

已知的聚酮类化合物 enterocin 和 5 个新化合

物，其中化合物 dehydroxantholipin 对金黄色葡

萄球菌和白色念珠菌具有较强的抑制活性，对

人乳腺癌细胞(MCF-7)和宫颈癌细胞(Hela)显示

中等程度的抗增殖活性[9,12]。 

本研究报道了湛江高桥红树林沉积物中放

线菌的分离鉴定，从沉积物样品来源和分离培

养基种类方面初步探讨了红树林沉积物中可培

养放线菌的多样性；结合初步的抑菌活性筛选，

挑选 Streptomyces sp. SCSIO 40067 为目标菌株

进行随后的次级代谢产物研究，从中分离鉴定

了 6 个 α-吡喃酮类化合物，定位了与该类化合

物生物合成相关的Ⅲ型聚酮合酶基因簇并推导

其生物合成途径。本研究增加了红树林放线菌

资源的多样性，为后续其他活性次级代谢产物

的分离鉴定奠定了基础，拓展了 germicidins 类

化合物的生产菌株来源，为该类化合物的生物

合成研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品采集 

用于分菌的样品采集于广东省湛江高桥红

树林自然保护区(109.759 5°E，21.567 6°N)的   

3 种植物根际沉积物，3 种红树林植物分别是：

拉关木、海桑和秋茄。样品呈灰棕色淤泥状，

将采集的样品装在样品袋中并于–20 °C 保存。 

1.1.2  培养基 

(1) 分离培养基。G1 (高氏 1 号)培养基(g/L)：

可溶性淀粉 20，KNO3 1，K2HPO4 0.5，MgSO4·7H2O 

0.5，NaCl 0.5，FeSO4·7H2O 0.01。G2 (高氏 2 号)

改良培养基[13] (g/L)：葡萄糖 1，蛋白胨 0.5，胰

蛋白胨 0.3，NaCl 0.5，复合维生素 500 μL/L。

38#培养基(g/L)：酵母提取物 4，葡萄糖 4，麦

芽浸膏 10，复合维生素 500 μL/L。GYEA (葡萄

糖-酵母浸膏)培养基[14] (g/L)：酵母提取物 1，

葡萄糖 10。Proline (脯氨酸)培养基(g/L)：脯氨

酸 5。以上培养基分别加入 20 g 的琼脂粉和   

15 g 的海盐，加水定容至 1 L，调 pH 7.2–7.4，

使用前加入 nystatin 50 μg/mL。 

(2) 发酵培养基。N4 培养基(g/L)：可溶性
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淀粉 15，鱼蛋白胨 8，蛋白胨 5，玉米粉 8，甘

油 6，CaCO3 2。Am6-1 培养基(g/L)：可溶性淀

粉 20，甘油 10，酵母提取粉 5，CaCO3 5。ZWJ-1

培养基(g/L)：可溶性淀粉 10，酵母提取粉 5，

蛋白胨 2。以上培养基分别加入 15 g 的海盐，

加水定容至 1 L，调 pH 7.0。 

(3) 抑菌活性筛选培养基。LB 培养基(g/L)：

胰蛋白胨 10，酵母提取物 5，NaCl 10，加水定

容至 1 L，调 pH 7.0。 

1.2  主要试剂和仪器 
Fast pfu DNA 聚合酶、dNTPs 和核酸电泳

分子量 marker (北京全式基因生物技术有限公

司)；菌株基因组提取试剂盒(Zymo Research 公

司)；凝胶染色液 goldview (Ruitaibio 公司)；PCR

引物(广州天一辉远生物技术有限公司)；DNA

测序(广州擎科生物技术有限公司)；色谱乙腈

(安徽时联特种溶剂有限公司)；甲醇、氯仿、丙

酮、丁酮、无水乙醇等化学试剂(广州化学试剂

公司)；核磁氘代试剂(美国 Cambridge Isotope 

Laboratories 公司)。PCR 仪(德国 Eppendorf 公

司)；凝胶电泳仪(北京君意东方电泳设备有限公

司)；台式高速离心机(德国 Eppendorf 公司)；

微量移液器(德国 Eppendorf 公司)；高压蒸汽灭

菌锅 LX-B75 (合肥华泰医疗设备有限公司)；

恒温振荡培养箱(上海知楚仪器有限公司)；超

净工作台(新加坡 ESCO 公司)；生化培养箱(济

南 创 日 新 仪 器 设备有限公司 ) ；正相硅胶

(100–200 目，中国烟台江友硅胶开发有限公

司)；反相硅胶(日本 SANYO 公司)；薄层层析

硅胶(中国烟台江友硅胶开发有限公司)；凝胶

Sephadex LH-20 (瑞典 Amersham Pharmacia 

Biotech 公司)；大孔树脂 XAD-16 (美国 Rohm 

and Haas 公司)；旋转蒸发仪(德国 Heidolph 公

司)；中压液相色谱(美国 Agilent 公司)；高效液

相色谱仪(日本 Hitachi公司，美国 Agilent公司)；

高效液相分析色谱柱(美国 Phenomenex 公司)；

高效液相半制备色谱柱(美国 Phenomenex 公

司)；核磁共振仪 AV-700 (德国 Burker 公司)；

低分辨质谱仪(德国 Burker 公司)；高分辨质谱

仪(德国 Burker 公司)。 

1.3  放线菌分离、纯化和保藏 
分别称取 1.0–2.5 g 拉关木、海桑、秋茄根

际沉积物置于无菌平板中，并于超净台内风干，

加入 10 mL 无菌水，混匀后于 65 °C 水浴 5 min，

用无菌水稀释 100 倍后涂布于 5 种固体培养基

(高氏 1 号、高氏 2 号、38#、GYEA、脯氨酸培

养基 )上，置于 28 °C 恒温培养箱倒置培养   

1–2 周。待长出单克隆后挑取划线培养，28 °C

培养 1–2 周后用稀释涂布法进行二次纯化。菌

株二次纯化方法：取适量孢子于 1.5 mL EP 管

中，加入 100 μL 无菌水并振荡混匀作为母液，

依次稀释为 10–1、10–2、10–3、10–4、10–5、10–6、

10–7、10–8 浓度梯度。取不同浓度梯度的孢子稀

释液 100 μL 分别涂布于相应的培养基上，28 °C

培养 1–2 周挑取单克隆划线。用竹签挑取放线

菌菌丝体或孢子置于 2 mL 菌种保藏管中，加入

1.5 mL 40%甘油混匀后，于–80 °C 保存。 

1.4  放线菌基因组提取和 16S rRNA 基因

序列扩增与鉴定 

刮取少量菌体，用试剂盒提取菌株基因组

DNA，最终溶于 20 μL 1×TE 缓冲液中。使用引

物 F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)对每株放线

菌的 16S rRNA 基因进行扩增。PCR 反应条件

为：94 °C 5 min；95 °C 30 s，54 °C 30 s，72 °C 

90 s，30 个循环；72 °C 延伸 10 min。PCR 产物

送到广州擎科生物技术有限公司进行测序，将获

得的 DNA 序列在 NCBI 数据库中进行 BLAST

比对分析，即可获得与其相似度最高的菌株信

息，从而初步确定该放线菌的种属。 
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1.5  菌株小规模发酵及活性筛选 
挑取适量的孢子接种于 50 mL 发酵培养基

(N4、Am6-1、ZWJ-1)，于 28 °C、200 r/min 摇

床培养 7 d。取 5 mL 的培养液，加入等体积的

丁酮，混匀后超声 30 min，3 900 r/min 离心   

10 min，吸取上清至 2 mL EP 管中，真空浓缩仪

旋干样品，溶解于 80 μL DMSO 中，14 000 r/min

离心 10 min 后，取 45 μL 上清进行 HPLC 检测，

检测条件为：流动相 A 相为 10%乙腈，含 0.08%

甲酸，流动相 B 相为 90%乙腈，流速 1 mL/min，

检测波长为 304 nm。HPLC 走样程序为：  

0–20 min，5%–80% B 相；20–21 min，80%–100% 

B 相；21–24 min，100% B 相；24–25 min，

100%–5% B 相；25–30 min，5% B 相。 

采用滤纸片扩散法进行菌株小发酵粗提

物的抑菌活性测试。8 种指示菌株分别为枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis 1064)、金黄色葡萄

球菌(Staphylococcus aureus ATCC 29213)、耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌 [methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) shhs-A1]、藤黄微

球菌 (Micrococcus luteus)、肺炎克雷伯杆菌

(Klebsiella pneumoniae ATCC 13883)、鲍曼不动

杆菌(Acinetobacter baumannii 19606)、粪肠球菌

(Enterococcus faecalis ATCC 29212)和溶藻弧菌 

(Vibrio alginolyticus 13214)。以甲氧苄胺嘧啶

(TMP)为阳性对照，二甲基亚砜(DMSO)为阴性

对照，如果供试样品具有抑菌活性，在滤纸片

周围会出现清晰的无菌生长抑菌圈。 

1.6  菌株 Streptomyces sp. SCSIO 40067 放

大规模发酵与萃取 

将菌株 Streptomyces sp. SCSIO 40067 的孢

子接种至 50 mL 种子培养基 ZWJ-1 中，28 °C、

200 r/min 振荡培养 3 d 后，按 10% (V/V)的接种

量转接至 20 L 发酵培养基 ZWJ-1 中，28 °C、

200 r/min 培养 7–9 d 后，离心收集发酵液和菌

丝体，发酵液用大孔树脂吸附 5–6 次，然后用

丙酮洗脱并收集洗脱液；菌丝体用丙酮浸提   

3 次，收集浸提液。旋转蒸发回收洗脱液和浸

提液中的丙酮，剩余水相用丁酮萃取 6 次，旋

转蒸发回收丁酮后得到 14 g 粗浸膏。 

1.7  化合物的分离和纯化 
粗浸膏用氯仿:甲醇(1:1，V/V)溶解后与适

量的正相硅胶(100–200 目)混合旋干后，经中

压正相层析，用 CHCl3-CH3OH (1:0；9:1；

8:2；7:3；1:1；0:1；V/V，2 L)梯度洗脱得到

7 个馏分(Fr. A–F)。将馏分 Fr. B 用 Sephadax 

LH-20 凝胶柱层析(120 cm×3 cm，氯仿/甲醇

1:1，V/V)进行分离，根据 TLC 检测结果合并得

到馏分 Fr. B-L1 到 Fr. B-L7。将馏分 Fr. B-L1

用 Sephadax LH–20 凝胶柱层析(180 cm×1 cm，

氯仿/甲醇 1:1，V/V)进行分离，根据 TLC 检测

结果合并得到馏分 Fr. B-L1-A 到 Fr. B-L1-D。

将馏分 Fr. B-L1-A 采用半制备高效液相色谱

(Phenomenex Luna C18，250 mm×10.0 mm，    

5 μm；A 相为水，B 相为乙腈，20%的 B 相等度

洗脱；流速为 2.5 mL/min；检测波长为 304 nm)

纯化得到化合物 1 (13.2 mg)、2 (5.5 mg)、    

3 (3.0 mg)、4 (0.9 mg)、5 (7.6 mg)和 6 (1.2 mg)。

化合物 1–6 通过高分辨质谱(HR-ESI-MS)、1H 

NMR、13C NMR等波谱及与文献比较确定结构，

同时化合物 1 的结构进一步得到 X-ray 单晶衍

射确认。 

2  结果与分析 

2.1  菌株分离鉴定 
根据 16S rRNA 基因序列进行 BLAST 排

重，本研究从 3 种红树林植物根际沉积物中共

分离得到 49 株放线菌。菌株的 16S rRNA 基

因序列分析发现，这些放线菌共分布于 6 个属  

(表 1)，分别是链霉菌属(Streptomyces，31 株)、 
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表 1  从红树林根际沉积物所分离放线菌的种属信息 
Table 1  Classification of actinobacteria isolated from rhizosphere sediment of mangrove plants 

Names Top-hit taxon Accession No. Similarity/% 

ZMR1-1 Micromonospora terminaliae (KX394339) MZ833389 99.63 

ZMR1-3 Micromonospora echinofusca (LT607733) MZ833390 98.91 

ZMR1-5 Streptomyces neopeptinius (EU258679) MZ833391 98.98 

ZMR1-7 Micromonospora chalcea (X92594) MZ833392 99.78 

ZMR1-8 Streptosporangium jiaoheense (KM000836) MZ833393 99.64 

ZMR1-9 Streptomyces coeruleofuscus (AB184840) MZ833394 98.91 

ZMR1-11 Micromonospora haikouensis (GU130129) MZ833395 100.00 

ZMR1-12 Micromonospora fluminis (LR130241) MZ833396 100.00 

ZMR1-28 Streptomyces somaliensis (AJ007403) MZ833397 98.92 

ZMR1-30 Streptomyces griseochromogenes (CP016279) MZ833398 98.70 

ZMR1-31 Streptomyces lomondensis (AB184673) MZ833399 99.27 

ZMR1-33 Microbispora rosea subsp. Rosea (FTNI01000083) MZ833400 99.71 

ZMR1-35 Micromonospora oryzae (AB981052) MZ833401 100.00 

ZMR1-37 Streptomyces wuyuanensis (jgi.1085054) MZ833402 99.85 

ZMR1-51 Streptomyces kebangsaanensis (HM449824) MZ833403 99.78 

ZMR1-53 Micromonospora tulbaghiae (jgi.1058868) MZ833404 99.93 

ZMR2-3 Streptomyces corchorusii (KQ948396) MZ833405 99.49 

ZMR2-14 Streptomyces chrestomyceticus (BHZC01000001) MZ833406 97.97 

ZMR2-22 Micromonospora taraxaci (VIWZ01000001) MZ833407 99.78 

ZMR2-24 Streptomyces lucensis (AB184280) MZ833408 99.13 

ZMR2-29 Micromonospora echinospora (LT607413) MZ833409 99.71 

ZMR2-33 Nonomuraea wenchangensis (FJ261959) MZ833410 99.56 

ZMR2-37 Streptomyces gelaticus (DQ026636) MZ833411 99.35 

ZMR2-44 Streptomyces lannensis (AB562508) MZ833412 100.00 

ZMR2-48 Streptomyces ardesiacus (DQ026631) MZ833413 99.42 

ZMR2-66 Streptomyces bingchenggensis (CP002047) MZ833414 99.71 

ZMR2-70 Streptomyces griseoaurantiacus (AB184676) MZ833415 99.13 

ZMR2-73 Micromonospora inaquosa (MG725913) MZ833416 99.49 

ZMR2-77 Streptomyces broussonetiae (MT849770) MZ833417 98.99 

ZMR2-80 Streptomyces sparsogenes (MAXF01000077) MZ833418 99.35 

ZMR3-9 Streptomyces thermocarboxydus (U94490) MZ833419 99.93 

ZMR3-17 Micromonospora aurantiaca (CP002162) MZ833420 100.00 

ZMR3-31 Micromonospora narathiwatensis (LT594324) MZ833421 99.34 

ZMR3-35 Micromonospora krabiensis (LT598496) MZ833422 99.85 

ZMR3-36 Micromonospora carbonacea (jgi.1058872) MZ833423 99.63 

ZMR3-39 Saccharomonospora xinjiangensis (JH636049) MZ833424 99.64 

ZMR3-42 Streptomyces albogriseolus (AJ494865) MZ833425 100.00 

ZMR3-61 Streptomyces aldersoniae (EU170123) MZ833426 99.71 

ZMR3-67 Streptomyces geysiriensis (AB184661) MZ833427 99.28 

ZMR3-70 Streptomyces carpinensis (MUBM01000291) MZ833428 99.42 

   (待续)
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   (续表 1)

ZMR3-72 Streptomyces thermolineatus (Z68097) MZ833429 99.93 

ZMR3-85 Streptomyces cellulosae (AB184265) MZ833430 99.64 

ZMR3-93 Streptomyces reniochalinae (QOIM01000066) MZ833431 99.06 

ZMR3-95 Streptomyces prasinosporus (DQ026655) MZ833432 98.33 

ZMR3-98 Streptomyces costaricanus (AB249939) MZ833433 99.71 

ZMR3-100 Streptomyces seoulensis (JNXP01000045) MZ833434 99.42 

ZMR3-101 Streptomyces malaysiense (LBDA02000093) MZ833435 99.85 

ZMR3-103 Streptomyces qinglanensis (HQ660227) MZ833436 99.93 

ZMR3-104 Streptomyces sanglieri (AB249945) MZ833437 99.49 

 
小单孢菌属 (Micromonospora，14 株)、小双

孢菌属(Microbispora，1 株)、链孢子囊菌属

(Streptosporangium， 1 株 )、野野村氏菌属

(Nonomuraea ， 1 株 ) 和 糖 单 孢 菌 属

(Saccharomonospora，1 株)。其中，在所有分离

的可培养放线菌中链霉菌属为主要类群，占总

分离菌株的 63.3%，其他稀有放线菌占总分离

菌株的 36.7%。 

2.2  不同红树林植物根际沉积物中的放线

菌多样性 

从拉关木、海桑和秋茄的根际沉积物中分

离到的放线菌数目相近，分别为 16 株(占比

33%)、14 株(占比 28%)和 19 株(占比 39%)    

(图 1A)。拉关木根际沉积物中链霉菌属和小单

孢菌属各占 44%，链孢子囊菌属和小双孢菌属

各占 6%；海桑根际沉积物中链霉菌属占 72%，

小单孢菌属占 21%，野野村氏菌属占 7%；秋茄

根际沉积物中链霉菌属占 74%，小单孢菌属占

21%，糖单孢菌属占 5% (图 1B)。由此可见，

从 3 种不同红树林植物根际沉积物所分离的放

线菌数目相近，但存在种属差异。在拉关木根际

沉积物样品中稀有放线菌为优势种群，占比为 

 

 
 

图 1  三种不同红树林植物根际沉积物中可培养的放线菌比例(A)及每份样品中的放线菌分类统计(B) 
Figure 1  The proportion and classification of cultivable actinobacteria isolated from rhizosphere sediment 
of 3 mangrove plants. A: the proportion of cultivable actinobacteria isolated from rhizosphere sediment of  
3 mangrove plants; B: classification of actinobacteria isolated from each sample. 
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56%；而在海桑和秋茄根际沉积物样品中，优

势种群为链霉菌，分别占比为 72%和 74%。 

2.3  不同分离培养基产出放线菌的多样性 

采用高氏 1 号、高氏 2 号、38#、GYEA 和

脯氨酸这 5 种分离培养基，从 3 种红树林植物

根际沉积物中共分离得到 49 株放线菌。以分离

到的放线菌数目为依据，高氏 2 号培养基出菌

最多(22 株)，脯氨酸培养基出菌最少(1 株) (图 2)。

以分离到的放线菌种属为依据，高氏 2 号依然

是最佳培养基，从中所分离的放线菌具有多样

性，分布于 5 个种属，其中小单孢菌属为优势

种群(11 株)。而从高氏 1 号、38#和 GYEA 这    

3 种培养基中只分到链霉菌属和小单孢菌属或

小双孢菌属放线菌(图 2)，且链霉菌属为优势种

群。因此，从菌株种类和丰度方面分析，高氏

2 号培养基用于分离红树林根际沉积物放线菌

具有明显优势，可作为红树林沉积物放线菌分

离的首选培养基。 

2.4  菌株 Streptomyces sp. SCSIO 40067 

(ZMR1-37)发酵粗提物抑菌活性测试 

采用 3 种液体发酵培养基(N4、Am6-1、 

 

 
 
图 2  五种不同分离培养基获得可培养的放线菌

分类统计 
Figure 2  Classification of cultivable actinobacteria 
isolated by five separate medium. 

ZWJ-1)对分离到的 49 株放线菌进行小规模发

酵，经 HPLC 液相检测发现菌株 Streptomyces sp. 

SCSIO 40067 ( 原菌株编号为 ZMR1-37) 在

ZWJ-1 培养基中发酵的次级代谢产物较为丰富

(图 3A)。采用滤纸片法对该菌株小发酵粗提物

进行抑菌活性测试。以枯草芽孢杆菌(Bacillus 

subtilis 1064)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 

aureus ATCC 29213)、耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌 (methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA) shhs-A1)、藤黄微球菌 (Micrococcus 

luteus)、肺炎克雷伯杆菌(Klebsiella pneumoniae 

ATCC 13883) 、鲍曼不动杆菌 (Acinetobacter 

baumannii 19606) 、 粪 肠 球 菌 (Enterococcus 

faecalis ATCC 29212) 和 溶 藻 弧 菌 (Vibrio 

alginolyticus 13214)等 8 种病原菌为指示菌，发

现 Streptomyces sp. SCSIO 40067 小发酵粗提物

对枯草芽孢杆菌、MRSA、金黄色葡萄球菌和藤

黄微球菌具有较好的抑制活性，对肺炎克雷伯

杆菌和鲍曼不动杆菌具有微弱抑菌活性(图 3B，

表 2)。鉴于小发酵产物丰度和良好的抑菌活性，

本研究选取菌株 Streptomyces sp. SCSIO 40067

进行随后的次级代谢产物研究。 

2.5  菌株 Streptomyces sp. SCSIO 40067 中

化合物的分离和结构鉴定 

对菌株 Streptomyces sp. SCSIO 40067 进行

20 L 放大规模发酵，经有机溶剂萃取获得 14 g 

粗浸膏，通过正相色谱、中压反相色谱、

Sephadex LH-20 凝胶色谱和 HPLC 半制备等分

离手段获得 6 个 α-吡喃酮类化合物(1–6)。利用

高分辨质谱 HR-ESI-MS、1H NMR、13C NMR、

X-ray 单晶衍射以及与相关文献比较分析，确定

它们分别为 germicidin A (1)、germicidin C (2)、

isogermicidin A (3)、germicidin I (4)、germicidin 

B (5)和 isogermicidin B (6) (图 4)。 
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图 3  Streptomyces sp. SCSIO 40067 在 3 种不同培养基小发酵产物 HPLC 检测分析(A)及在 ZWJ-1 培

养基中发酵产物(3)的抑菌活性初筛(B) 
Figure 3  HPLC analysis for the fermentation extracts of Streptomyces sp. SCSIO 40067 in three 
fermentation media (A) and antibacterial activities of crude extracts (3) fermented in ZWJ-1 medium (B). (1): 
N4 medium; (2): Am6-1 medium; (3): ZWJ-1 medium. +: positive control with TMP; –: negative control with 
DMSO. 
 
表 2  菌株 Streptomyces sp. SCSIO 40067 发酵粗提物(3)抑菌活性汇总 
Table 2  The total antibacterial activities of crude extract (3) of Streptomyces sp. SCSIO 40067 fermented in 
ZWJ-1 medium  

Crude extract 
B. subtilis 

1064 

S. aureus ATCC 

29213 

MRSA 

shhs-A1  

M. luteus K. pneumoniae 

ATCC 13883 

A. baumannii 

19606 

(3) +++ +++ +++ +++ + + 

TMP ++++ ++++ +++ +++ +++ + 

+: weak antibacterial activity; ++: moderate antibacterial activity; +++: strong antibacterial activity; TMP: trimethoprim. 

 

化合物 1：白色针状晶体，正离子 HR-ESI- 

MS 显示其准分子离子峰为 m/z [M+H]+ 197.117 2 

(cal 197.117 8)，推测其分子式为 C11H16O3。其

核磁数据为：1H NMR (methanol-d4，700 MHz) 

δ：5.98 (1H，s，H-5)，2.47 (1H，m，H-9)，2.40 

(2H，q，J=7.4，H-7)，1.68 (1H，m，H-11)，

1.55 (1H，m，H-11)，1.20 (3H，d，J=7.0，H-10)，

1.03 (3H，t，J=7.4，H-8)，0.89 (3H，t，J=7.6，

H-12)。13C NMR (methanol-d4，175 MHz) δ：

167.3 (C-2)，167.0 (C-4)，103.8 (C-3)，99.0 (C-5)，

166.2 (C-6)，15.9 (C-7)，11.4 (C-8)，39.6 (C-9)，

16.9 (C-10)，27.1 (C-11)，10.5 (C-12)。 
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图 4  从 Streptomyces sp. SCSIO 40067 中分离鉴定的 germicidins 类化合物 1–6 的结构 
Figure 4  The structures of germicidins (1–6) isolated from Streptomyces sp. SCSIO 40067. 

 
以上数据与文献报道的波谱数据一致[15]，确定

化合物 1 为 germicidin A，1 的 X 单晶衍射进一

步证实了该结构并确定其绝对构型为 9S。 

化合物 1：斜方晶系，P212121 空间群，晶

体大小为 0.04 mm×0.01 mm×0.01 mm；晶胞

参数：a=6.784 63(8) Å，b=7.367 16(10) Å，c= 

21.310 3(3) Å，α=90.00°，β=90°，γ=90.00°；    

晶胞体积 V=065.16(2) Å3，Z=4，计算密度 

1.224 g/cm3，Cu-Kα辐射(λ=1.541 84 Å)；收集

总衍射点 464 0，独立衍射点 189 3；R1=0.027 3，

wR2=0.070 5；Flack 常数值为–0.1(8)。晶体数据

保存在剑桥晶体数据中心， CCDC 编号为

2104968。 

化合物 2：白色固体，正离子 HR-ESI-MS

显示其准分子离子峰为 m/z [M+H]+ 183.101 6 

(cal 183.102 1)，推测其分子式为 C10H14O3。其

核磁数据为：1H NMR (methanol-d4，700 MHz) δ：

5.99 (1H，s，H-5)，2.48 (1H，m，H-9)，1.85 (3H，

s，H-7)，1.67 (1H，m，H-11)，1.55 (1H，m，

H-11)，1.20 (3H，d，J=7.0，H-10)，0.89 (3H，

t ， J=7.5 ， H-12) 。 13C NMR (methanol-d4 ，     

175 MHz) δ：167.3 (C-2)，166.8 (C-4)，98.9 

(C-3)，97.6 (C-5)，166.4 (C-6)，6.8 (C-7)，39.5 

(C-9)，16.9 (C-10)，27.1 (C-11)，10.5 (C-12)。

以上数据与文献报道的波谱数据一致[15]，确定

化合物 2 为 germicidin C。 

化合物 3：白色固体，正离子 HR-ESI-MS

显示其准分子离子峰为 m/z [M+H]+ 197.117 2 

(cal 197.117 8)，推测其分子式为 C11H16O3。其核

磁数据为：1H NMR (methanol-d4，700 MHz) δ：

5.96 (1H，s，H-5)，2.39 (2H，q，J=7.4，H-7)，

2.32 (2H，d，J=7.3，H-9)，2.03 (1H，m，H-10)，

1.03 (3H，t，J=7.4，H-8)，0.96 (6H，d，J=6.7，

H-11，H-12)。13C NMR (methanol-d4，175 MHz) δ：

167.4 (C-2)，166.7 (C-4)，103.7 (C-3)，101.1 

(C-5)，162.7 (C-6)，15.9 (C-7)，11.5 (C-8)，42.0 

(C-9)，26.7 (C-10)，21.1 (C-11，C-12)。以上数

据与文献报道的波谱数据一致[15]，确定化合物

3 为 isogermicidin A。 

化合物 4：白色固体，正离子 HR-ESI-MS
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显示其准分子离子峰为 m/z [M+H]+ 183.101 6 

(cal 183.102 1)，推测其分子式为 C10H14O3。其

核磁数据为：1H NMR (methanol-d4，700 MHz) δ：

5.96 (1H，s，H-5)，2.33 (2H，d，J=7.3，H-9)，

2.03 (1H，m，H-10)，1.85 (3H，s，H-7)，0.95 (6H，

d，J=6.7，H–11，H-12)。13C NMR (methanol-d4，

175 MHz) δ：167.6 (C-2)，167.0 (C-4)，101.3 

(C-3)，100.3 (C-5)，162.4 (C-6)，6.9 (C-7)，42.0 

(C-9)，26.7 (C-10)，21.0 (C-11，C-12)。以上数

据与文献报道的波谱数据一致[16]，确定化合物

4 为 germicidin I。 

化合物 5：白色固体，正离子 HR–ESI–MS

显示其准分子离子峰为 m/z [M+H]+ 183.101 6 

(cal 183.102 1)，推测其分子式为 C10H14O3。其

核磁数据为：1H NMR (methanol-d4，700 MHz) δ：

5.98 (1H，s，H-5)，2.71 (1H，m，H-9)，2.40 (2H，

q，J=7.4，H-7)，1.22 (6H，d，J=7.0，H-10，

H-11)，1.03 (3H， t，J=7.4，H-8)。13C NMR 

(methanol-d4，175 MHz) δ：168.2 (C-2)，167.8 

(C-4)，103.8 (C-3)，97.6 (C-5)，166.6 (C-6)，

15.9 (C-7)，11.4 (C-8)，32.2 (C-9)，19.0 (C-10，

C-11)。以上数据与文献报道的波谱数据一致[15]，

确定化合物 5 为 germicidin B。 

化合物 6：白色固体，正离子 HR–ESI–MS

显示其准分子离子峰为 m/z [M+H]+ 183.101 6 

(cal 183.102 1)，推测其分子式为 C10H14O3。其

核磁数据为：1H NMR (methanol-d4，700 MHz) δ：

5.97 (1H，s，H-5)，2.43 (2H，t，J=7.5，H-9)，

2.39 (2H，q，J=7.4，H-7)，1.67 (2H，m，

H-10)，1.03 (3H，t，J=7.4，H-8)，0.97 (3H，

t，H-11)。13C NMR (methanol-d4，175 MHz) δ：

167.9 (C-2)，167.5 (C-4)，103.7 (C-3)，100.3 

(C-5)，163.4 (C-6)，15.9 (C-7)，11.5 (C-8)，34.8 

(C-9)，19.9 (C-10)，12.3 (C-11)。以上数据与

文献报道的波谱数据一致[15]，确定化合物 6 为

isogermicidin B。 

2.6  Germicidins 生物合成基因簇定位分

析与生物合成途径推导 
文献报道显示，germicidins 类化合物主要

由Ⅲ型聚酮合酶途径合成 [15,17]，通过 anti- 

SMASH 在线软件对 Streptomyces sp. SCSIO 

40067 的全基因组(该基因组已提交至国家基因

组 科 学 数 据 中 心 (NGDC) ， 检 索 编 号 为 ：

GWHBEIB01000000)分析发现：cluster 4 中包

含 α-吡喃酮类 type  PKSⅢ 生物合成基因簇中

保守的结构基因(编码Ⅲ型聚酮合酶的 orf57)

和后修饰基因(编码甲基转移酶的 orf58 和编

码单加氧酶的 orf59)，如图 5A 所示。进一步

分析发现 ORF57 与 Streptomyces griseus 中的

烷基吡喃酮合成酶 SrsA 的相似性为 69%[17]，

与 Streptomyces coelicolor A3(2)中的Ⅲ型聚酮

合酶 SCO7221 的相似性为 37%[15]，由此确定

cluster 4 与化合物 1–6 的生物合成相关。Song

等发现新的细菌Ⅲ型聚酮合酶 SCO7221 负

责 germicidins 生物合成途径的关键反应，以

ACP-硫酯中间体为底物，结合乙基或甲基丙二

酰 CoA 进行第二次延伸，经历随后的环化，

合成三酮产物[15]。Chemler 等的研究表明，与

酰基 CoA 相比 Streptomyces coelicolor 来源的

Ⅲ型聚酮合成酶 Gcs 更偏好利用底物酰基

ACP[18]。根据文献报道推测，类似于 Gcs，Ⅲ型

聚酮合酶 ORF57 可能以不同的酰基 CoA 为起

始单元，以与脂肪酸合成途径交叉重合的丙二

酰 CoA 或丙二酰 ACP 为延伸单元，催化脱羧

缩合反应形成对应的 β-酮酰基硫酯，后者与乙

基丙二酰 CoA 或甲基丙二酰 CoA 在 ORF57 作

用下进行二次脱羧缩合反应形成 β, δ-双酮基

硫酯中间体并经历随后的环化反应合成 1–6 

(图 5B)。 
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图 5  Germicidins 类化合物 1–6 的生物合成基因簇定位(A)和生物合成途径推导(B) 
Figure 5  The located biosynthesis gene clusters of germicidins (1–6) and their proposed biosynthetic 
pathway. A: biosynthesis gene clusters of germicidins (1–6); B: the deduced biosynthesis pathway of 
germicidins (1–6). 
 

3  讨论与结论 

红树林生态系统生物群落复杂多样，占全世

界热带和亚热带沿海地区生物量的 60%–75%[19]，

孕育着丰富独特的微生物资源。红树林处于陆

地向海洋过度的咸淡交汇地带，受周期性海潮

影响，营养物质具有较大的可变性 [20]，而微

生物群落在红树林演替过程中的变化与红树

林植被和沉积物所提供的营养供给和营造的

微生境异质性有关 [6]。本研究从湛江高桥红树

林植物拉关木、海桑和秋茄的根际沉积物中共

分离到 49 株放线菌，通过 16S rRNA 基因序

列比对将其鉴定为 6 个属，其中链霉菌属为优

势类群共 31 株，其次为小单孢菌属 14 株，而

小双孢菌属、链孢子囊菌属、野野村氏菌属和 

糖单孢菌属最少各分离 1 株，菌株优势类群分

布与何洁等报道的印度洋红树林沉积物放线

菌的优势类群一致 [21]。其中，菌株 ZMR2-14

与 Streptomyces chrestomyceticus 的 16S rRNA

序 列相似性为 97.97%，菌株 ZMR3-95 与

Streptomyces prasinosporus 的 16S rRNA 序列相

似性为 98.33%，推测它们可能为潜在的新种。

从分菌样品来源角度分析，3 种红树林植物根

际沉积物中分离获得的菌株数目相近，但从拉

关木根际沉积物中获得更多的稀有放线菌，约

占该样品分菌总数的 56%，表明拉关木根际沉

积物中富含稀有放线菌，可作为稀有放线菌分

离的重要资源。从分菌所采用的培养基角度分

析，高氏 2 号与高氏 1 号、38#、GYEA 和脯氨

酸等培养基相比，具有可直接利用的碳源(葡萄

糖)和丰富的氮源(蛋白胨和胰蛋白胨)，出菌数

量和种类更高，共分离出 6 个种属的 22 株菌，
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可作为红树林沉积物样品分菌的优选培养基。 

结合抑菌活性筛选和化合物丰度，确定

Streptomyces sp. SCSIO 40067 为目标研究菌株，

从中分离鉴定了 6 个已知的 α-吡喃酮类化合

物，分别为 germicidins A–C，germicidin I 和

isogermicidin A–B。结构上，α-吡喃酮类化合

物包含核心的六元内酯环和 C-3、C-6 位不同

烷基取代的侧链，表现出广泛的生物活性，

如海洋拟诺卡氏菌来源的 7-hydroxymucidone

对藤黄微球菌具有中等程度抑制活性[22]；

germicidins A–D 在 1 μg/mL 以上浓度时可以抑

制 Streptomyces coelicolor A3(2)的孢子萌发[23]；

germicidin B、germicidin C 和 isogermicidin A

对己糖激酶Ⅱ具有显著的抑制活性，IC50 值分

别为 7.11、8.78 和 8.45 μmol/L[24]；此外 1 mg/mL 

的 germicidin A 可以完全抑制家独行菜根的生

长并引起种子膨胀，显示有植物细胞毒活性，而

germicidin A 对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌和

各种真菌均无抑制活性[25]。我们的研究也发现，

germicidins A–C，germicidin I 和 isogermicidin 

A–B 对 8 种病原指示菌均无抑制活性，而上文

Streptomyces sp. SCSIO 40067 粗提物所展示的

优良抑菌活性可能与该菌株所产的其他次级代

谢产物相关。目前从不同的链霉菌中共报道

germicidins 类化合物 16 个，包括 germicidins 

A–N 和 isogermicidins A–B[16,26]。本研究从

Streptomyces sp. SCSIO 40067 中 分 离 获 得

germicidins 类化合物，进一步拓展了该类化合

物的生产菌株来源。 

综上所述，本研究从湛江高桥的 3 种红树

林植物根际沉积物中分离鉴定了 49 株放线菌，

并基于沉积物样品来源和分离培养基的种类初

步探讨了所分离放线菌的多样性。综合考虑菌

株代谢产物的生物活性和丰度，从 Streptomyces 

sp. SCSIO 40067 中分离鉴定了 6 个 germicidins

化合物并首次报道了 germicidin A 的晶体结构，

定位了 germicidins 类化合物的生物合成基因簇

并推导了其生物合成途径。本研究增加了红树林

放线菌资源多样性，为后续其他活性次级代谢产

物的分离鉴定奠定了基础，拓展了 germicidins

类化合物的生产菌株来源，为该类化合物的生

物合成研究提供参考。 
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