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海洋细菌 =*";9’3’.)*>;#+9)中具有抗硅藻附着的活性成分
朱建生&!姜薇&!/!!缪莉&!靳翠丽&!包卫洋&

&扬州大学海洋科学与技术研究所&扬州!//"&/%
/中国科学院海洋生物资源可持续利用重点实验室&广州!"&0#0&

摘要#2目的3为发现天然的防污损物质&从分离自海绵 R$*&"*(-$ -9@的细菌 31.59(6(-$125#&9$ 中寻找具有
抗硅藻附着活性的化合物% 2方法3综合菌落生长形态’扫描电镜及 &42 <‘3*序列分析&鉴定细菌种属$采
用活性!抗硅藻附着"I化学!薄层色谱’二极管阵列高效液相和核磁共振氢谱"导向法对其中的活性组分进
行分离纯化&波谱分析确定结构$采用抗硅藻附着活性模型对单体化合物进行活性复筛% 2结果3该细菌鉴
定为 31.59(6(-$125#&9$$从其发酵液中分离得到 4 个环二肽&分别鉴定为环!亮氨酸I脯氨酸" !&"’环!亮氨
酸I丙氨酸"!/"’环!苯丙氨酸I丙氨酸" !#"’环!缬氨酸I酪氨酸" !)"’环!丙氨酸I酪氨酸" !""’环!丙氨酸I
色氨酸" !4"$化合物 # 和 4 在浓度为"0 %,6BT时具有明显的抑制硅藻附着活性 !抑制率分别为 "0e和
$"e"% 2结论3海洋细菌 31.59(6(-$125#&9$ 中具有抗硅藻附着的活性化合物为环!苯丙氨酸I丙氨酸"和环
!丙氨酸I色氨酸"%
关键词!抗硅藻附着& 31.59(6(-$125#&9$& 环二肽& 海洋细菌
中图分类号!7(#"!!文献标识码!*!!文章编号!000&I4/0( !/0&#"0$I0$/"I0%

!!海洋硅藻是海洋生物污损早期构成生物膜的主
要生物物种&生物膜成形后更易于各种大型污损生
物在其表面附着生长&最终形成庞杂的污损生物
群 (&) % 这给国家海洋资源的综合开发利用及军事
部署造成巨大的经济损失% 随着全球海洋资源开发
进程的加快&海洋生物污损防治已然成为一个研究
的热点% 寻找高效低毒的海洋抗污损物质既是所有
相关研究的物质起点也是最终目标% 海洋微生物代
谢产物结构新颖’活性多样’显著已成为筛选各类先
导化合物的重要宝库% 此外海洋微生物可通过菌种
选育’代谢调控’规模发酵及现代生物工程等手段大
幅提高目标代谢产物产量&解决了活性物质开发的

资源问题%

本课题组对钱培源教授提供的分离自 $ 种海绵
的 &(0 株海洋细菌进行了抗硅藻附着活性筛选&细
菌 /%/ 具有显著抑制硅藻附着活性% 本文对该菌株
的种属鉴定’化合物提取分离鉴定及单体化合物活
性复筛工作进行报道%

!"材料和方法

!#!"材料
!#!#!"主要仪器与试剂!核磁共振谱用 <̂+dG<*hI
400 型核磁共振仪测定!‘P2QIU4 做溶剂"$比旋光
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用 2bWI# 型自动旋光仪测定$分析型液相色谱仪为
V1F*5V1TI/000 配 TI/)"" ‘*‘检测器&色谱柱为
*9;??;XYI&$ !" %B& )]4 BBp/"0 BB"$半制备高
效液相色谱仪为T>RFGC8 T5400 配ih400 紫外检测
器&色谱柱用 D<;B>-A?XYI&$ !&0 BBp/"0 BB"$色
谱用硅胶!/00 ’#00 目"和 Q‘2!"0 %B"分别购于
阿拉丁和 aP5公司%
!#!#%"菌株来源!细菌 /%/ 由香港科技大学海岸海
洋实验室钱培元教授课题组提供&该细菌分离自海
绵 R$*&"*(-$ -9@!采集自美国华盛顿州圣璜岛海域
)$]""l3& &/#]0&lW"%
!#!#. " 藻 种 来 源! 硅 藻 为 新 月 菱 形 藻
!?&#P1"/&$"*(1#.’&56"&由中国海洋大学水产学院藻种
室提供%
!#%"菌株培养

从平板上挑取适量单菌落接种到含有 &0 BT
P̂ 液体培养基!蛋白胨" ,6T&酵母膏提取物# ,6T&

柠檬酸铁 0]& ,6T&3>5?&(])" ,6T&P,5?/ "](,6T&
P,2Q) #]/) ,6T&5>5?/&]$ ,6T&D5?0]"" ,6T&琼脂
&" ,6T&9V%]) ’%]4"的试管中&#0m’&"0 <6BA=振
荡培养&]" U% 然后从试管中吸取" BT菌液接种到
装有&00 BT培养基的锥形瓶中&#0m’&"0 <6BA=振
荡培养&]" U% 再将"0 BT菌液接种至&000 BT培养
基的锥形瓶中&#0m’&"0 <6BA=振荡培养" U% 活性
粗筛时小样发酵& T&放大规模发酵&00 T%
!#."菌株鉴定

在 P̂ 固体培养基上&菌落呈白色’圆形’高凸’

易挑起’表面光滑湿润’边缘整齐!图 &"% 扫描电镜
具体操作参照文献 (/) &在扫描电镜下观察该菌体形
态为杆状&单个菌体长度约为/ %B!图 /"% 测定了
菌&#() R9的 &42 <‘3*序列!上海生工生物工程技
术服务有限公司进行测序分析"&序列提交 35̂ 1数
据库&注册号为 D5$"(0#&&再进行 T̂*2F数据库同
源比对&应用 PLb*" 软件&分析并构建系统进化树
!图 #"&并进行了 &000 次 R;;.-.<>9-检验&发现菌株
/%/ 与 31.59(6(-$125#&9$ 的相似性达 &00e% 综合
以上 实 验 结 果& 鉴 定 菌 株 /%/ 为 31.59(6(-$1
25#&9$%
!#F"抗硅藻附着活性测试
!#F#!"硅藻培养!温度 /0m&光暗比 &/u&/&Z6/ 培
养液培养至对数增长期&用软刷刷取附着在瓶底的

!

图 !$菌株 %T% 的菌落特征图
JA,+<G&@5;?;=A>?B;<98;?;,O;Z-.<>A= /%/@

图 %$菌株 %T% 的扫描电镜图([]]] _)
JA,+<G/@F8G2LP 9AC.+<G;Z-.<>A= /%/ !(000 p" & R><"]00 %B@

图 .$菌株 %T% 的系统发育树状图
JA,+<G#@Y8O?;,G=G.AC.<GGR>-GU ;= &42 <‘3*-ABA?><A.O;Z-.<>A=

/%/ >=U <GZG<G=CG -.<>A=-@ 3+BRG<- A= 9><G=.8G-A-

<G9<G-G=.G-bG= >̂=d>CCG--A;= =+BRG<-$ 3+BRG<->..8G R<>=C8

9;A=.-A=UAC>.GU .8GR;;.-.<>9 _>?+G-;= 3GA,8R;<IE;A=A=,>=>?O-A-;Z

&000 <G9?AC>.A;=-UG.>-G.-@ >̂<0]00/ >..8GR;..;BA-.8G-Gf+G=CG

UA_G<,G=CG@

硅藻&离心&加入人工海水&制成硅藻悬浮液&调整密
度至每毫升 & ’&]" p&0" 细胞待用%
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!#F#%"活性测试!在 /) 孔板中&加入0]" BT硅藻液
和0]" BT待测样品溶液!以人工海水配制&含 ‘P2Q
$/e& h6h"&温度 /0m&光暗比 &/u&/&培养/) 8&
用人工海水润洗测试孔 " 次以除去未附着的硅藻&
倒置显微镜观察计数&计算硅藻附着率 (#) % 对照以
不含粗提物的 ‘P2Q代替母液&其它操作同上% 每
组试验重复 ) 次% 样品粗提物和纯品测试浓度分别
为&00 %,6BT和"0 %,6BT% 按以下公式!&"计算抑
制率%

抑制率!X" Y & Z实验组附着藻细胞数( )对照组附着藻细胞数
!&00X

!&"
!#G"活性H化学导向分离

收集培养液& T&用含有 "e丙酮的乙酸乙酯液
萃取 / 次&收集乙酸乙酯&减压浓缩得粗提物"0 B,%
运用上述活性测试方法&筛选出细菌 31.59(6(-$1
25#&9$ 粗提物在浓度&00 %,6BT有显著的抑制硅藻
附着活性!抑制率为 (0e"% 对该菌株进行规模化
发酵&发酵液过滤&收集培养液 &00 T&浓缩至约
&0 T&用含有 "e丙酮的乙酸乙酯液萃取 / 次&收集
乙酸乙酯&减压浓缩得总浸膏"]% ,% 浸膏经硅胶减
压柱色谱&以二氯甲烷6甲醇 %0u& ’&u&梯度洗脱&
得到 " 个组分&对每个组分进行抗硅藻附着活性测

试&其中二氯甲烷#甲醇 \&0u&洗脱下来的 J<@5
!/]" ,"在浓度&00 %,6BT时表现出最强抑制活性
!抑制率为 (#e"% J<@5经 Q‘2 减压柱色谱&以甲
醇6水 "u(" ’&00 梯度洗脱&得到 4 个组分&其中甲
醇u水 \#0u%0 洗脱下来的 J<@5I/!&]$ ,"呈强活性
!抑制率为 (4e"% 综合运用 FT5’‘*‘IVYT5!色
谱 条 件# PGQV6V/Q \ &"e ’ ""e& )0 BA=&

&]0 BT6BA=" !图 )"结合&V3PX!图 ""对 J<@5I/
进行物质组成分析#(FT5!流动相为二氯甲烷u甲
醇 \$u&"&薄层板上呈现出十多个碘显黄色的圆形
斑点!XZ\0]# ’0]4"$) J<@5I/ 经 ‘*‘IVYT5分
析&由色谱图可看出当流动相为 PGQV6V/Q\
&"e ’#"e时可洗脱下 J<@5I/ 中 (0e以上的组分&
各色谱峰的紫外光谱图大致可分为 # 种&在微生物
的次生代谢产物中在该极性段呈现此类紫外吸收的
多为环二肽类物质$*从&V3PX推断 J<@5I/ 主要
由不同结构的环二肽组成 !见讨论"% 综合以上 #
种方法基本判断出抑制硅藻附着的活性成分为环二
肽类化合物% J<@5I/ 经半制备 VYT5纯化&流动相
甲醇 u水 \#0 u%0 得 到 化 合 物 ! ! #]$ B,"’ %
!&0 B,"’ .!" B,"&甲醇u水 \&"u$" 得化合物 F
!4 B,"’G!/ B,"’)!&/ B,"%

图 F$I+$QH% 的 ,(,HUKJQ色谱图及部分化合物紫外光谱图
JA,+<G)@‘*‘IVYT5;ZJ<@5I/@*#VYT5;ZJ<@5I/$ #̂ ih;ZC;B9;+=U >.X.\&0]"k$5# ih;ZC;B9;+=U >.X.\&&]"k$ ‘#ih;Z

C;B9;+=U >.X.\&"]#k@
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图 G$I+$QH% 的核磁共振氢谱图

JA,+<G"@&V3PX;ZJ<@5I/@

!#)"单体化合物活性复筛
运用前面的抗硅藻附着活性测试方法对 4 个单

体化合物进行活性复筛%

%"结果

%#!"化合物的结构鉴定

化合物 ! 无色针晶$ ( $ ) ‘
/"

’(&]4l!"0]"&
PGQV"$ &V 3PX ! 400PVM& ‘P2QIU4 " 1V 0]$4
(#V& U& K\4]4 VM& VI(6&0)& 0]$% (#V& U& K\
4]4 VM& VI(6&0)& &]#% (&V& B& VI$)& &]%0I&](0
("V& B& VI%6&&R6&/ )& /]&) ( &V& B& VI&&>)&
#])0 (/V& B& VI&#)& )]0& (&V& B& VI4)& )]/0
(&V& B& VI#)& $]00 (&V& R<-& 3VI&)% 参照文献
() )确定结构为环 !亮氨酸I脯氨酸 " (COC?;!TG+I
Y<;")%

化合物物 % 白色簇晶$( $)‘
/"

’#(]&l!"0]"&
PGQV"$ &V 3PX ! 400PVM& ‘P2QIU4 " 1V 0]$4
(#V& U& K\4]4 VM& VI&06&&)& 0]$$ (#V& U& K\
4]4 VM& VI&06&&)& &]/$ (#V& U& K\%]0 VM& VI
%)& &])% (&V& B& VI$>)& &]4/ (&V& B& VI$R)&
&]$) (&V& B& VI( )& #]%4 ( &V& B& VI# )& #]$$
(&V& UU& K\%]0& &]# VM& VI4)& $]&0 (&V& R<-&
3VI&)& $]&/ (&V& R<-& 3VI))% 参照文献(")确定

结构为环!亮氨酸I丙氨酸"(COC?;!TG+I*?>")%

化合物 . 白色粉末$ ( $ ) ‘
/"

’//]%l!"0]"&

PGQV"$ &V 3PX ! 400PVM& ‘P2QIU4 " 1V 0])%
(#V& U& K\%]0 VM& VI%)& /]$% (&V& UU& K\)]$&
&#]) VM& VI$>)& #]&/ (&V& UU& K\#])& &#]) VM&
VI$R)& #]4# ( &V& UU& K\)]$& #]) VM& VI# )&
)]&( (&V&f& K\%]0 VM& VI4)& %]&4 (/V& B& VI
&0& &))& %]/) (&V& B& VI&/)& %]/( (/V& B& VI
&&& &#)& $]0) (&V& R<-& 3VI))& $]&) (&V& R<-&
3VI&")% 参照文献(")确定结构为环!苯丙氨酸I丙
氨酸"(COC?;!Y8GI*?>")%

化合物 F 白色粉末$ ( $) ‘
/"

H(0]0l!"0]"&

PGQV"$ &V 3PX ! 400PVM& ‘P2QIU4 " 1V 0]#"
(#V& U& K\4]$ VM& VI$6()& 0]4( (#V& U& K\4]$
VM& VI$6()& &]%" (&V& B& VI%)& /]%% (&V& UU&
K\)]$& &#]$ VM& VI&0>)& #]0# (&V& UU& K\)]"&
&#]$ VM& VI&0R)& #]"# (&V& B& VI4)& )]&/ (&V&
UU& K\)]"& )]$ VM& VI#)& 4]4# (/V& U& K\%]#
VM& VI&#& &")& 4](4 (/V& U& K\%]# VM& VI&/&
&))& %]$( (&V& R<-& 3VI&)& $]0/ (&V& R<-& 3VI
))& (]/0 (&V& R<-& QVI&))% 参照文献(")确定结
构为环!缬氨酸I酪氨酸"(COC?;!h>?IFO<")%

化合物 G 无色针晶$ ( $ ) ‘
/"

H/0]0l!"0]"&

$/$
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PGQV"$&V 3PX ! 400PVM& ‘P2QIU4 " 1V 0]""
(#V&U& K\%]0 VM& VI%)& /]%4 (&V& UU& K\"]0&
&#]% VM& VI$>)& #]0/ (&V& UU& K\#])& &#]% VM&
VI$R)& #]4/(&V& f& K\%]0 VM& VI4)& )]0$(&V&
UU& K\"]0& #]) VM& VI#)& 4]44 (/V& U& K\$]/
VM& VI&&& &#)& 4]() (/V& U& K\$]/ VM& VI&0&
&))& %](( (&V& R<-& 3VI&)& $]0# (&V& R<-& 3VI
))% 参照文献(")确定结构为环!丙氨酸I酪氨酸"
(COC?;!*?>IFO<")%

化合物 ) 白色粉末$ ( $) ‘
/"

H$"]%l!"0]"&
PGQV"$&V 3PX ! 400PVM& ‘P2QIU4 " 1V 0])0

(#V& U& K\4]( VM& VI%)& #]0& (&V& UU& K\)]4&
&)]# VM& VI$>)& #]/) (&V& UU& K\)]4& &)]# VM&
VI$R)& #]"$ ( &V& f& K\4]( VM& VI4 )& )]&&
(&V& UU& K\)]4& )]4 VM& VI#)& 4](# (&V& UU& K
\4](& %]$ VM& VI&) )& %]0/ (&V& UU& K\4](&
%]$ VM& VI&")& %]0) (&V& -& VI&0)& %]#0 (&V&
U& K\%]$ VM& VI&#)& %]"4 (&V& U& K\%]$ VM&
VI&4)& %](& ( &V& R<-& 3VI& )& $]0/ ( &V& R<-&
3VI))& &0]$( (&V& R<-& 3VI&&)% 参照文献(4)确
定结构为环!丙氨酸I色氨酸"(COC?;!*?>IF<9")%

化合物 ! ’) 结构式见图 4%

图 )$化合物 ! ‘) 结构式
JA,+<G4@2.<+C.+<G-;ZC;B9;+=U-& ’4@

%#%"抗硅藻附着活性
化合物 . 和 ) 在浓度为"0 %,6BT时具有明显

的抑制硅藻附着活性 !抑制率分别为 "0e 和
$"e"%

."讨论

环二肽广泛存在于植物’动物和微生物&尤其在

微生物中多见&由于其具有多种显著的生物活性如#
抗菌’抗肿瘤’抗病毒及镇咳等作用而备受关注 (%) %
由于环二肽形成一个稳定的六元环结构&具有一定
的构象约束&有两个氢键给体和两个氢键受体&氢键
是药物与受体相互作用的主要方式之一&因而环二
肽在药化中是一个重要的药效团 ($) % 在本实验中
我们发现环!苯丙氨酸I丙氨酸"和环!丙氨酸I色氨
酸"具有显著的抑制硅藻附着活性&关于环二肽抑

(/$
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制硅藻附着活性的研究报道只有一篇 (() &作者从一
株海洋链霉菌中分离得到两个活性环二肽&平面结
构同本文的化合物 . 和 %&该报道运用改良的P><ZGO
法确定了组成环二肽的氨基酸都为 T型&我们也尝
试运用该方法确定活性物质的立体构型&并没有获
得成功&这是本实验的一个遗憾之处&由于文献中没
有给出化合物的比旋光也未交待核磁测试所用的氘
代溶剂种类&因而不能判断本文中化合物 . 和 % 与
文献中化合物的立体构型是否完全一致% 本文中化
合物 % 没有活性&推测可能是环二肽的两个手性中
心的构型与文献中化合物不同&从而导致活性丧失%
文献中环!TI苯丙氨酸ITI丙氨酸"的抑制硅藻活性
是环!TI亮氨酸ITI丙氨酸"的 &]) 倍&这两个环二肽
都含有 T丙氨酸&所不同的是一个含有 TI苯丙氨酸
另一个连接了 TI亮氨酸&因而作者推测活性功能团
可能是苄基% 在本实验中我们发现环!丙氨酸I色氨
酸"也有活性&但远远不及环!苯丙氨酸I丙氨酸"&
这两个化合物中都含有丙氨酸&说明吲哚也是活性
功能团&但活性弱于苄基% 本实验室在对 &(0 株海
洋细菌抗硅藻附着活性筛选时发现活性组分的极性
大多集中在中低部位&本文中含有酪氨酸的环二肽
都没有明显活性&这可能是酪氨酸的极性酚羟基的
存在导致了活性的减弱% 最新的研究表明环!TI脯
氨酸ITI脯氨酸"是硅藻的性信息素 (&0) &本实验中在
硅藻液中加入化合物 . 和 )&显示出显著抑藻附着
活性&推测有可能是外源环二肽的加入抑制了内源
性信息素环!TI脯氨酸ITI脯氨酸"的释放&通过抑制
其生殖达到降低附着率的效果%

本实验中采用活性I化学导向分离的方法对一
株分离自海绵的细菌开展了抗硅藻附着活性的天然
产物研究% 活性导向起到快速靶向定位的功效$化
学导向则在活性定位后第一时间让研究者了解到组
分的色谱和波谱特点&帮助推测可能的结构类型&选
择合适的色谱方法和条件进行下一步的分离工作&
并对一些不稳定结构有针对性地提前做好相应的保
护工作% 同样的方法可以运用到其它活性的天然产
物研究中%

通过 本 研 究 确 定 了 海 洋 细 菌 31.59(6(-$1
25#&9$ 中具有抗硅藻附着的活性化合物为环!苯丙
氨酸I丙氨酸"和环!丙氨酸I色氨酸"% 随着人们环
保意识的加强&从天然产物中发现高效低毒环境友
好型的抗污损物质已经成为一个研究的热点% 虽然

从动植物中也发现了一些活性抗污损物质&但是受
到资源来源的限制&无法应用于工业生产% 应用微
生物这个生物大工厂规模化生成活性目标化合物是
一个可行的渠道% 本研究下一步将对该菌株的发酵
条件进行进一步优化&提高活性代谢产物的产量%
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i.A?AM>.A;= !TP̂ &/&00"" >=U RO.8G3>.A;=>?3>.+<>?2CAG=CGJ;+=U>.A;= ;Z58A=>!)&&04&&#&)&0040(%"
!5;<<G-9;=UA=,>+.8;<@FG?# H$4I"&)I$(%("$$/$LIB>A?#[GA:A>=,NOM+@GU+@C=

XGCGA_GU# /& E>=+><O/0&# 6XG_A-GU# &$ *9<A?/0&#

&#$




