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研究报告 

红树林链霉菌 ZFSM1-146 中抗菌活性物质的发现 

向晨晨 1  周珊珊 1  柴树茂 1  曹明明 1  王立岩*2  冯治洋*1 
1 南京农业大学食品科技学院  江苏 南京  210095 

2 深圳大学生命与海洋科学学院  广东 深圳  518060 

摘  要：【背景】红树林来源的放线菌蕴含着丰富的次级代谢产物资源，是挖掘小分子药物的重要来

源。【目的】对红树林放线菌天然产物进行研究，分离和鉴定其中的抗菌活性化合物。【方法】采用

稀释涂布平板法分离纯化红树林土壤中的放线菌，通过琼脂块法初筛和滤纸片法复筛获得具有抗菌

活性的放线菌；基于 16S rRNA 基因序列分析和系统发育树构建确定目标放线菌种类；通过高效液

相色谱法对目标放线菌的发酵产物进行分析，采用硅胶柱层析和高效液相色谱分离技术结合的活性

追踪法纯化抗菌活性物质；经高分辨电喷雾电离质谱和核磁共振波谱技术鉴定抗菌活性物质的结构。

【结果】从红树林土壤中筛选到一株抗菌活性较强的放线菌 ZFSM1-146，16S rRNA 基因序列及其

基因片段构建的系统发育树分析初步确定其为抗生链霉菌(Streptomyces antibioticus)；菌株 ZFSM1-146

可产生抗菌活性化合物 1−3，化合物 1−3 经结构鉴定分别为放线菌素 XOβ、X2 和 D。经培养基初步

优化，抗菌活性最强的放线菌素 X2 的产量约达到原来的 2 倍。【结论】从红树林土壤中筛选出一株

可产生抗菌活性物质的抗生链霉菌 ZFSM1-146，并鉴定出 3 个抗菌活性成分均为放线菌素类化合物，

为后续进行放线菌素的产量优化和通过分子遗传手段进行结构改造提供了宝贵的菌种资源。 
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Discovery of antibacterial compounds from a mangrove 
Streptomyces strain ZFSM1-146 
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Abstract: [Background] Secondary metabolites from mangrove actinomycetes are an important source 
for the discovery of small molecule drugs. [Objective] To isolate and identify the antibacterial secondary 
metabolites from mangrove actinomycetes. [Methods] The mangrove actinomycete strains were separated 
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and purified using dilution plate method, and antibacterial activity of the strains were assayed by agar 
block and filter disk methods. The 16S rRNA gene sequence of an actinomycete strain was used for 
species analysis and construction of the phylogenetic tree. The fermentation broth of the actinomycete 
strain was analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC), and the antibacterial compounds 
were purified by silica gel column chromatography and HPLC combining with activity-tracking method. 
The structures of the antibacterial compounds were elucidated by high resolution electrospray ionization 
mass spectroscopy (HR-ESI-MS) and nuclear magnetic resonance (NMR). [Results] An actinomycetes 
strain ZFSM1-146 with strong antibacterial activity was obtained from mangrove soil. Species and 
phylogenetic tree analysis showed that the strain belongs to Streptomyces antibioticus. Strain ZFSM1-146 
could produce antibacterial compounds 1−3, which were identified as actinomycin XOβ, X2 and D, 
respectively. After preliminary medium optimization, the yield of actinomycin X2, which showed the 
strongest antibacterial activity among the 3 compounds, was almost twice as the original yield. 
[Conclusion] S. antibioticus ZFSM1-146 was obtained from mangrove soil and could produce 
antibacterial compound actinomycins. This study provided a valuable strain for improving the yield of 
actinomycins as well as producing new analogs through genetic manipulation. 

Keywords: mangrove, Streptomyces antibioticus, antibacterial compounds, actinomycins 
 

微生物来源的天然产物及其衍生物是药物研

发的重要来源[1]，已广泛应用于治疗癌症、细菌

和病毒感染以及免疫抑制等疾病[2]。然而，从普

通陆地环境微生物中挖掘结构新颖、活性独特的

次级代谢产物越来越困难，研究者们把目光投向

了特殊环境，如红树林[3-4]、海洋[5]、极地[6]、沙

漠[7]、热泉[8]等。 

红树林是一种生长在热带和亚热带海岸潮间

带、受周期性潮水浸没的独特植物群落，具有耐

缺氧、高水分、高盐等特征，是蕴含丰富微生物

资源的特殊生态系统[9]。放线菌是天然产物的重

要来源之一[10]。截至目前，从微生物中获得的生

物活性化合物中，45%是由放线菌产生的[11]。在

极端环境中生长的微生物是特殊代谢产物的重要

来源[12]。放线菌一般适宜干燥、偏碱性的环境，

而红树林土壤中的放线菌长期生存于湿润、强酸

性、高盐的环境，必然有其独特的分子适应机

制，具备形成结构新颖的次级代谢产物的潜能。

因此，红树林土壤是筛选和发现放线菌新物种及

生物活性次级代谢产物的宝贵资源。 

本研究从红树林土壤中筛选出一株抗菌活性

较强的放线菌，通过 16S rRNA 基因序列及其基因

片段构建的系统发育树分析，确定其与已知菌种

的亲缘关系。通过活性追踪法，确定发酵粗提物

中的抗菌活性物质；并通过质谱和核磁共振波谱

手段，鉴定出抗菌活性物质的结构。本研究中抗

菌活性物质生产菌的发现，为后续相关抗菌化合

物的生产提供了可能的菌种资源，为后续相关化

合物类似药的开发提供了物质基础，同时表明了

红树林土壤放线菌资源丰富，具有挖掘新型天然

产物的潜力。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  红树林土壤样品 

红树林土壤样品采集自广东省深圳市红树林

自然保护区(22°31′21′′N，114°1′54′′E)。 

1.1.2  供试菌 

Bacillus subtilis 168、Staphylococcus aureus 

ATCC 25923、Escherichia coli ATCC 25922 均由本

实验室保存；Methicillin Resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA) ATCC 43300 由南京农业大学食品

生物技术与酶工程研究室惠赠。 

1.1.3  培养基 

高 氏 一 号 培 养 基 ： 可 溶 性 淀 粉 20.00 g ，

K2HPO4 0.50 g，FeSO4 0.01 g，MgSO4 0.50 g，

KNO3 1.00 g，NaCl 0.50 g，琼脂 20.00 g，蒸馏水
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定容至 1 L，pH 7.3。用于放线菌的筛选。 

R5 培养基：蔗糖 103.00 g，K2SO4 0.25 g，

MgCl2·6H2O 10.12 g，葡萄糖 10.00 g，酪蛋白氨

基酸 0.10 g，微量元素溶液 2 mL (400 μL/L 母

液)，酵母粉 5.00 g，TES Buffer 5.73 g，蒸馏水定

容至 1 L。灭菌后添加 KH2PO4 (0.5%) 10 mL，

CaCl2 (5 mol/L) 4 mL，L-Proline (20%) 15 mL，

NaOH (1 mol/L) 7 mL。用于放线菌种子培养及发酵。 

ISP4 培养基：可溶性淀粉 10.0 g，K2HPO4 

1.0 g，MgSO4 1.0 g，NaCl 1.0 g，(NH4)2SO4 2.0 g，

CaCO3 2.0 g，现配现用：FeSO4·7H2O 1.0 g/30 mL 

(54.9 μL)，MnCl2 1.0 g/50 mL (196.25 μL)，ZnSO4 

1.0 g/50 mL (222.5 μL)，蒸馏水定容至 1 L。用于

放线菌种子培养及发酵。 

LB 培养基：NaCl 10.0 g，酵母粉 5.0 g，胰

蛋白胨 10.0 g，蒸馏水定容至 1 L。用于供试菌的

培养。 

MH 肉汤培养基：称取 21.0 g MH 肉汤培养基

粉末于 1 L 水中溶解。用于测定化合物 MIC 值。 

TSB 培养基：称取 30.0 g TSB 培养基粉末于 1 L

水中溶解。用于培养放线菌以提取基因组 DNA。 

MⅠ培养基：酵母粉 20.0 g，KH2PO4 1.5 g，

MgSO4·7H2O 0.5 g，蒸馏水定容至 1 L，pH 8.0。 

MⅡ培养基：大豆粉 20.0 g，KH2PO4 1.5 g，

MgSO4·7H2O 0.5 g，蒸馏水定容至 1 L，pH 8.0。 

MⅢ培养基：可溶性淀粉 22.5 g，酵母粉 5.0 g，

KH2PO4 1.5 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，蒸馏水定容至

1 L，pH 8.0。 

MⅣ培养基：葡萄糖 22.5 g，酵母粉 5.0 g，

KH2PO4 1.5 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，蒸馏水定容至

1 L，pH 8.0。 

MⅠ−MⅣ培养基用于放线菌素产量优化。 

所有培养基均 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.1.4  主要试剂和仪器 

分析纯甲醇、分析纯乙酸乙酯、分析纯二氯

甲烷等有机试剂，上海凌峰化学试剂有限公司；

色谱级甲醇，TEDIA 公司。 

细菌 DNA 提取试剂盒，礼美生物科技(上海)

有限公司；DNA 凝胶回收试剂盒，北京擎科新业

生物技术有限公司。 

恒温培养摇床，上海一恒科学仪器有限公

司；旋转蒸发仪，上海爱朗仪器有限公司；高效

液相色谱仪，岛津公司；超净工作台，苏州苏洁

净化设备有限公司；立式压力蒸汽灭菌锅，上海

申安医疗器械厂；恒温培养箱，上海申安医疗器

械有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  红树林土壤放线菌的分离 

采用稀释涂布平板法：称取 5 g 土样于 45 mL

无菌水中溶解，28 °C、225 r/min 摇床振荡 45 min，

即终浓度为 10−1 g/mL；吸取 0.5 mL 土壤悬液至

4.5 mL 无菌水中，连续进行 10 倍比梯度稀释，

使其终浓度为 10−2、10−3、10−4、10−5 g/mL，各取 

0.2 mL 分别涂布于高氏一号培养基平板上，置恒

温培养箱 28 °C 培养 7 d，每个稀释度做 3 个重

复。挑出放线菌后于高氏一号培养基纯化培养   

3 次(所有高氏一号培养基内均含有终浓度 50 mg/L

重铬酸钾)，最后再挑取单菌落涂布于高氏一号培

养基，7 d 后收孢子。 

1.2.2  活性放线菌初筛及复筛 

参照张孟[13]的初筛方法，将测试菌株分别划

线于 R5 和 ISP4 固体培养基上，28 °C 培养 7 d，

在平板上铺一层含 1%琼脂且含指示菌(B. subtilis 

168 和 S. aureus ATCC 25923)的 LB 培养基，12 h

后观察抑菌圈。将 40 μL 菌株孢子接种到含 40 mL 

R5 液体培养基的 250 mL 摇瓶中，28 °C、225 r/min

培养 3 d，按 10%的量分别转接至 50 mL R5 和 ISP4 

(含 5%树脂)液体培养基，于 28 °C、225 r/min 培

养，每个编号做 3 个重复。7 d 后，将 R5 培养基

发酵液按 1:1 (体积比)加入乙酸乙酯萃取，上层经

旋转蒸发仪减压蒸干，溶于 800 μL 甲醇，得到 R5

粗提物；12 d 后，收集 ISP4 液体培养基发酵液中

的树脂，洗后晾干，用 4 mL 甲醇浸泡萃取，上清

经旋转蒸发仪减压蒸干后溶于 800 μL 甲醇，得到
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ISP4 粗提物；根据滤纸片法[14]，分别吸取 10 μL 

R5 和 ISP4 粗提物于直径为 6 mm 的无菌滤纸片

上，晾干后置于含 B. subtilis 168 和 S. aureus ATCC 

25923 的 LB 平板上，12 h 后观察抑菌结果，同时

以甲醇为阴性对照。 

1.2.3  菌种鉴定 

取菌株 ZFSM1-146 的孢子 3 μL 接种于含 3 mL 

TSB 液体培养基的玻璃管中，28 °C、225 r/min 培

养 3 d，使用细菌 DNA 提取试剂盒提取基因组

DNA。以提取的基因组 DNA 为模板，利用扩增细

菌 16S rRNA 基因的通用引物对 27F (5′-AGAGTTT 

GATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGCTAC 

CTTGTTACGACTT-3′)[15]进行 PCR 扩增反应。

PCR 反应体系(50 μL)：2×Prime STAR Mix 25 μL，

27F (10 μmol/L) 2 µL，1492R (10 μmol/L) 2 μL，

模 板 浓 度 (150 ng/μL) 2 μL ， DMSO 2.5 μL ，

ddH2O 16.5 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；

98 °C 1 min；98 °C 10 s，60 °C 5 s (每个循环后降

1 °C)，72 °C 1 min 40 s，10 个循环；98 °C 10 s，

50 °C 5 s，72 °C 1 min 40 s，30 个循环；72 °C   

10 min。通过琼脂糖凝胶电泳和 DNA 凝胶回收

试剂盒纯化 PCR 产物后，送通用(安徽)生物公司

测序。 

将菌株 ZFSM1-146 的 16S rRNA 基因序列上传

到 NCBI 网站进行 BLAST 比对，寻找相似性近的菌

株，选用 MEGA 5.0 的 ClustalW Mutiple Alignment

对结果中一致性高的 16S rRNA 基因序列和 ZFSM1- 

146 序列进行多序列比对，采用 Neighbor-Joining 法

构建系统发育树，设定步长检验次数 1 000 次，位

点缺失阈值 50%，同时以 Micromonospora inyonensis 

DSM 46123 作为外参，进一步确定菌株 ZFSM1-146

与已知菌种的亲缘关系。 

1.2.4  发酵产物的提取分离及抗菌活性物质的确定 

取菌株 ZFSM1-146 孢子 40 μL 接种到含 40 mL 

R5 液体培养基的 250 mL 摇瓶中，28 °C、225 r/min

培养 3 d，取 40 mL 种子液转接至含 400 mL R5

液体培养基的 1 L 摇瓶中，于 28 °C、225 r/min 发

酵 7 d，共发酵 10 L。发酵液用等体积乙酸乙酯

萃取 3 次后合并萃取液，蒸干后发酵粗提物以

二氯甲烷 :甲醇为梯度洗脱剂进行硅胶色谱层析

分 离 ， 分 离 组 分 分 别 用 滤 纸 片 法 检 测 抑 菌 活

性。发酵粗提物与分离组分利用 HPLC 与活性

检测确定目标化合物后，利用 HPLC 纯化目标

化合物。 

HPLC 检测条件：流动相：MeOH-H2O；色谱

柱：Fisher Wharton Xbrige-C18，5 μm，4.6 mm× 

250 mm；流速：1 mL/min。检测程序：0−30 min，

20%−100% MeOH；30−35 min，100% MeOH。研

究中的 HPLC 检测方法均保持一致。 

HPLC 纯化条件：流动相：MeOH-H2O；色

谱柱：SHIMADZU Shim-Pack GIS-C18，10 μm，

10 mm×250 mm；流速：4 mL/min。检测程序：

0−35 min，75% MeOH。 

1.2.5  抗菌活性物质结构鉴定 

通过 HPLC 纯化，得到化合物 1−3 的纯品。

对化合物 1−3 进行 HR-ESI-MS 检测，确定分子量

并计算分子式。化合物 1−3 用氘代氯仿溶解后，

利用 NMR 技术检测化合物 1−3 的氢谱和碳谱。 

1.2.6  抗菌活性物质最小抑菌浓度的测定 

参照传统的微量肉汤稀释法[16]进行体外抗菌

活 性 试 验 ， 测 定 化 合 物 1−3 的 最 小 抑 菌 浓 度

(Minimum Inhibitory Concentration，MIC)。化合

物 1−3 用 DMSO 溶解，配制成母液；B. subtilis 

168、S. aureus ATCC 25923 和 MRSA ATCC 43300

为供试菌时，设置的药物终浓度梯度为 1.6、

0.8 、 0.4 、 0.2 、 0.1 、 0.05 、 0.025 、 0.012 5 、

0.006、0.003、0.001 5、0.000 75 μmol/L，E. coli 

ATCC 25922 为供试菌时，设置的药物终浓度梯度

为 160、80、40、20、10、5、2.5、1.25、0.625、

0.312 5、0.16、0.08 μmol/L。 

1.2.7  放线菌素产量优化 

采用 MⅠ–MⅣ培养基[17]优化放线菌素 XOβ、

X2 和 D 的产量，发酵条件及产物提取方法同利用

R5 培养基的菌种发酵与产物提取方法。 
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2  结果与分析 

2.1  红树林土壤放线菌的分离及活性筛选 

通过高氏一号培养基从红树林土壤共分离得

到 350 株放线菌。分离的放线菌先通过琼脂块法

初筛，结果显示 22 株放线菌分别在 R5 和 ISP4

平板上对 B. subtilis 168 和 S. aureus ATCC 25923

都有抑菌活性；初筛得到的放线菌再经滤纸片法

复筛，结果显示 11 株放线菌的 R5 或 ISP4 发酵粗

提物对 B. subtilis 168 和 S. aureus ATCC 25923 有

抑菌活性(表 1)。菌株 ZFSM1-146 发酵产物的抑

菌活性最强，发酵液呈深黄色，选取该菌株做进

一步研究。 

2.2  菌种鉴定及系统发育树的构建 

菌株 ZFSM1-146 的 16S rRNA 基因序列经

BLAST 比对，结果表明菌株ZFSM1-146与链霉菌属

(Streptomyces)的菌株具有较高的相似性。利用

MEGA 5.0，将菌株 ZFSM1-146 的 16S rRNA 基因

序列与相似性相近的不同链霉菌菌株 16S rRNA 基

因序列采用 Neighbor-Joining 法构建系统发育树，

结果见图 1。菌株 ZFSM1-146 与 Streptomyces 

antibioticus NRRL B-1701 在同一个分支，Bootstrap

值达到 100%，相似性为 100%。可初步确定菌株

ZFSM1-146 属于链霉菌属的抗生链霉菌。将菌株 

表 1  复筛检测 R5 和 ISP4 发酵粗提物对 B. subtilis 168

和 S. aureus ATCC 25923 的抑菌圈直径 
Table 1  The inhibition zone diameter of R5 and ISP4 
fermentation crude extracts against B. subtilis 168 and S. 
aureus ATCC 25923 was detected by re-screening 
No. R5 inhibition zone 

diameter (cm) 
ISP4 inhibition zone 
diameter (cm) 

B. subtilis
168 

S. aureus 
ATCC 25923 

B. subtilis 
168 

S. aureus 
ATCC 25923

ZFSF12-2 1.0 0.8 0.0 0.0 

ZFSF21-28 0.0 0.0 2.0 1.8 

ZFSM1-4 2.5 1.5 2.4 1.8 

ZFSM1-29 2.0 2.0 2.0 1.6 

ZFSM1-88 1.8 1.4 0.0 0.0 

ZFSM1-92 1.6 2.0 1.8 1.8 

ZFSM1-96 2.5 1.5 2.4 1.8 

ZFSM1-129 2.5 1.5 2.4 1.8 

ZFSM1-146 2.6 2.4 2.0 1.6 

ZFSL1-82 0.0 0.0 2.0 1.8 

ZFSL2-2 1.2 1.4 1.5 1.4 

 
ZFSM1-146 的 16S rRNA 基因序列上传至 GenBank

数据库，获得登录号为 MW362453。 

2.3  发酵及抗菌活性物质的确定 

菌株 ZFSM1-146 发酵液经乙酸乙酯萃取、旋

转蒸发仪蒸干后得到粗提物；通过硅胶色谱层析

方 法 ， 粗 提 物 以 二 氯 甲 烷 -甲 醇 体 系 ( 1 0 0 : 0 、

99:1、98:2、97:3、96:4、95:5、94:6、93:7、

90:10、85:15、0:100，体积比)梯度洗脱，得到 

13 个硅胶组分 Fr1−Fr13。Fr1−Fr13 经 HPLC 和滤 

 

 
 
图 1  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 ZFSM1-146 系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree of strain ZFSM1-146 based on 16S rRNA gene sequences 
注：括号内表示 16S rRNA 基因序列在 GenBank 中的登录号；分支处数值表示 Bootstrap 值；标尺表示进化距离 

Note: The GenBank accession number of 16S rRNA gene sequences are shown in the brackets; Numbers at branch nodes represent 
bootstrap value; Bar (0.01) represents sequence divergence 
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纸片法抑菌活性检测，结果显示 Fr5−Fr13 有抑菌

活性(图 2A)；比对 Fr5−Fr13 的 HPLC 结果，分别

取少量 Fr5 和 Fr7 合并，利用 HPLC 检测条件分段

收集各个峰的洗脱液，得到 i、ii、iii 和 iv 这 4 个

组分(图 2C)，再次通过滤纸片法检测抑菌活性，

结果显示 ii、iii 和 iv 组分有抑菌活性(图 2B)。将

ii、iii 和 iv 组分分别通过 HPLC 检测，结果显示分

别与粗提物中的化合物 1、2 和 3 一致。由此可以

确定菌株 ZFSM1-146 产生的抗菌活性物质主要为

化合物 1−3 (图 2C)。其他具有抗菌活性的硅胶

组分没有进一步分析是因为它们同样含有化合

物 1。通过 HPLC 纯化，得到化合物 1−3 的纯

品，经计算，化合物 1−3 的产量分别为 7.4±0.4、

72.6±3.1 和 54.7±4.3 mg/L。 

2.4  抗菌活性物质结构解析 

化合物 1，红色粉末，通过 HR-ESI-MS 确定

化合物 1 的 m/z 为 1 271.630 8 [M+H]+，并计算出

分子式为 C62H86N12O17。将化合物 1 的碳谱数据通

过微谱数据库中 13C NMR 库查询，该化合物与放

线菌素类化合物相似度极高。进一步与文献中的

放线菌素 XOβ的核磁数据比对，发现化合物 1 与文

献中报道的放线菌素 XOβ 的数据一致[18]，因此确

定化合物 1 为 Actinomycin XOβ。 

化合物 2，红色粉末，通过 HR-ESI-MS 确定

化合物 2 的 m/z 为 1 269.616 3 [M+H]+，并计算出

分子式为 C62H84N12O17，比化合物 1 少 2 个氢原

子。比较化合物 1 与化合物 2 的碳谱数据，发现二

者极为相似，但化合物 2 在低场多了一个信号C 

209.04，推测化合物 2 的 β-Ring 中脯氨酸 C4 上的

羟基被氧原子取代，形成羰基，导致碳的化学位

移升高。与文献[19]报道的核磁数据比对，化合

物 2 的核磁数据与放线菌素 X2 的数据一致，可确

定化合物 2 为 Actinomycin X2。 

化合物 3，红色粉末，通过 HR-ESI-MS 确定

化合物 3 的 m/z 为 1 255.638 0 [M+H]+，并计算出分

子式为 C62H86N12O16，比化合物 1 少 1 个氧原子；

比化合物 2 少 1 个氧原子、多 2 个氢原子。比较化 

 
 
图 2  菌株ZFSM1-146发酵产物抗菌活性及HPLC分析 
Figure 2  Antibacterial activity and HPLC analysis of 
strain ZFSM1-146 fermentation products 
注：A：硅胶柱层析 Fr1−Fr13 的抗菌活性检测；B：Fr5+Fr7

分段收集产物的抗菌活性检测；C：ZFSM1-146 发酵产物及

Fr5+Fr7 HPLC 分析(检测波长为 254 nm)。 i：Fr5+Fr7 中   

10–30 min 收集的产物；ii：Fr5+Fr7 中 30.7−31.3 min 收集的

产物；iii：Fr5+Fr7 中 31.6–32.0 min 收集的产物；iv：Fr5+Fr7

中 32.2–32.5 min 收集的产物 

Note: A: Antibacterial activity of Fr1−Fr13 of silica gel column 
chromatography; B: Antibacterial activity of different fractions 
from Fr5+Fr7; C: HPLC profiles of crude extract of ZFSM1-146 
fermentation broth and Fr5+Fr7 (detection at 254 nm). i:    
10−30 min HPLC fraction of Fr5+Fr7; ii: 30.7−31.3 min HPLC 
fraction of Fr5+Fr7; iii: 31.6−32.0 min HPLC fraction of Fr5+Fr7; 
iv: 32.2−32.5 min HPLC fraction of Fr5+Fr7 
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合物 2 与化合物 3 的碳谱数据，发现化合物 3 在高

场多了一个信号C 23.01，推测化合物 3 的 β-Ring

中脯氨酸 C4 上的羟基变成亚甲基，导致碳的化学

位移下降。与文献报道的核磁数据比对[18]，化合

物 3 的核磁数据与放线菌素 D 的数据一致，可确

定化合物 3 为 Actinomycin D。 

化合物 1−3 的化学结构见图 3，核磁数据归属

见表 2。 

2.5  抗菌活性物质最小抑菌浓度测定 

表 3 是 3 种放线菌素对不同细菌的 MIC 值，

放线菌素 XOβ、X2 和 D 对 B. subtilis 168、S. aureus 

ATCC 25923 和 MRSA ATCC 43300 都具有明显的

抑菌活性；放线菌素 X2 和 D 的抑菌效果明显优于

放线菌素 XOβ，而且放线菌素 X2的抑菌活性最强。

上述结果显示放线菌素 X2 和 D 在治疗由 B. subtilis

和 S. aureus 引起的传染病(尤其是 MRSA 引起的肺

炎)方面具有潜在用途[17]。 

2.6  放线菌素产量的初步优化 

通过 MⅠ−MⅣ这 4 种培养基，优化链霉菌

ZFSM1-146 放线菌素的产量，结果表明 MⅢ培养基

放线菌素的产量最高，XOβ、X2 和 D 这 3 个组分分

别达到 8.4±0.8、136.0±5.8 和 39.4±1.9 mg/L (表 4)，

其中放线菌素 X2 的产量达到 136.0±5.8 mg/L，约

达到优化前的 2 倍。王聪等[20]对海洋来源放线菌

S. parvulus OUCMDZ-2554 产放线菌素 D 的发酵条

件进行优化，通过单因素和正交试验，确定发酵

培养基为：K2HPO4 1.5 g，MgSO4 0.5 g，酵母浸膏

5 g，可溶性淀粉 22.5 g，陈海水 1 L，起始 pH 7.5；

最佳培养条件：种龄 4 d，装液量 150/500 mL，盐度

3%，发酵时间 12 d。优化后放线菌素 D 的产量是

优化前的 3.6 倍，达到 364 mg/L。在此基础上，

Wang 等[17]对能同时产放线菌素 XOβ、X2 和 D 的

S. heliomycini WH1 的发酵条件进行优化，他们先

通过单因素试验确定培养基的盐浓度和 pH 值对该

菌株生产放线菌素产量有一定的影响；其次选择

大豆粉培养基(2%大豆粉，pH 8.0)和 MⅠ−MⅣ培

养基发酵，结果显示菌株用 MⅡ培养基发酵生产

放线菌素 XOβ、X2 和 D 的产量最高；最后选取 

 

 
图 3  化合物 1−3 的结构 
Figure 3  The structures of compounds 1−3 
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表 2  化合物 1−3 的核磁数据(CDCl3) 
Table 2  The NMR data (CDCl3) of compounds 1−3  

Position 1 2 3 

13C NMR (C)a 1H NMR (H)b 13C NMR (C)c 1H NMR (H)d 13C NMR (C)a 1H NMR (H)b 

Chromophore        

  1 102.86, C  101.86, C  101.91, C  

 2 147.01, C  147.51, C  147.72, C  

 3 179.16, C  179.21, C  179.28, C  

 4 113.67, C  113.75, C  113.67, C  

 5 145.02, C  146.06, C  145.25, C  

 6 140.73, C  140.64, C  140.63, C  

 7 128.50, C  128.03, C  127.79, C  

 8 130.46, CH 7.36, d (7.6)  130.47, CH 7.36, d (7.7) 130.42, CH 7.36, d (7.4) 

 9 126.18, CH 7.64, d (7.8) 126.31, CH 7.61, d (7.7) 125.90, CH 7.62, d (7.2) 

 10 131.36, C  132.23, C  132.73, C  

 11 129.63, C  129.29, C  129.28, C  

 12 146.05, C  145.17, C  146.03, C  

 4-Me 7.90, CH3 2.23, s 7.93, CH3 2.23, s 7.94, CH3 2.25, s 

 7-Me 15.26, CH3 2.54, s 15.23, CH3 2.55, s 15.21, CH3 2.55, s 

 1-CO 169.09, C  166.65, C  169.17, C  

 10-CO 166.79, C  166.20, C  166.67, C  

-ring        

L-Thr 1 168.84, C  168.77, C  168.67, C  

 NH  7.49, d (6.9)  7.16, d (7.0)  7.18, d (6.7) 

 2 55.48, CH 4.84, dd (7.0, 2.0) 55.09, CH 4.54, dd (5.7, 2.5) 55.38, CH 4.51, dd (6.7, 2.4)

 3 75.36, CH 5.25, m 74.88, CH 5.15, m 75.21, CH 5.21, m 

 4 17.79, CH3 1.29, d (6.1) 17.31, CH3 1.13, d (6.5) 17.92, CH3 1.25, d (5.0) 

D-Val 1 173.34, C  173.69, C  173.90, C  

 NH  8.20, d (4.8)  7.67, d (4.9)  8.00, d (5.0) 

 2 58.91, CH 3.59, m 58.67, CH 3.56, dd (9.2, 6.2) 59.07, CH 3.55, m 

 3 31.44, CH 2.12, m 31.84, CH 2.13, m 31.97, CH 2.15, m 

 4 19.19, CH3 0.90, d (7.0) 18.96 CH3 0.90, d (7.4) 19.20 CH3 0.91, d (6.4) 

 5 19.38, CH3 1.13, d (6.7) 19.20, CH3 1.12, d (7.2) 19.43, CH3 1.12, d (5.8) 

L-Pro 1 173.49, C  173.28, C  173.50, C  

 2 56.92, CH 6.04, d (8.9) 56.53, CH 5.95, d (9.1) 56.58, CH 6.01, d (8.8) 

 3 31.97, CH2 2.06, m 31.14, CH2 1.84, m 31.44, CH2 1.81, m 

    2.69, m  2.75, m  2.67, m 

 4 23.00, CH2 2.13, m 23.12, CH2 2.07, m 23.17, CH2 2.08, m 

   2.18, m  2.28, m  2.29, m 

 5 47.62, CH2 3.87, m 47.58, CH2 3.74, m 47.75, CH2 3.73, m 

     3.90, m  3.97, m 

Sar 1 166.50, C  166.43, C  166.64, C  

 N-Me 35.10, CH3 2.94, s 34.92, CH3 2.88, s 35.12, CH3 2.88, s 

 2 51.50, CH2 3.65, d (17.6) 51.47, CH2 3.64, d (17.3) 51.55, CH2 3.64, d (17.2) 

       (待续)
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       (续表 2)

   4.74, d (17.6)  4.72, d (17.3)  4.72, d (17.2) 

Meval 1 167.70, C  167.64, C  167.81, C  

 N-Me 39.42, CH3 2.95, s 39.54, CH3 2.92, s 39.42, CH3 2.90, s 

 2 71.37, CH 2.69, m 71.38, CH 2.65, m 71.55, CH 2.67, m 

 3 27.26, CH 2.69, m 27.06, CH 2.65, m 27.07, CH 2.67, m 

 4 19.32, CH3 0.75, d (2.9) 19.35, CH3 0.73, d (5.7) 19.38, CH3 0.74, d (5.0) 

 5 21.75, CH3 0.96, d (6.0) 21.75, CH3 0.95, d (5.6) 21.84, CH3 0.96, d (6.2) 

-ring        

L-Thr 1 167.70, C  169.06, C  167.70, C  

 NH  7.44, d (6.3)  7.67, d (4.9)  7.75, d (5.3) 

 2 54.87, CH 4.51, dd (6.4, 2.6) 54.89, CH 4.48, dd (6.0, 2.5) 54.99, CH 4.62, dd (6.4, 2.1)

 3 74.75, CH 5.25, m 74.79, CH 5.24, m 75.10, CH 5.17, m 

 4 17.68, CH3 1.25, d (6.1) 17.86, CH3 1.26, d (6.1) 17.50, CH3 1.25, d (5.0) 

D-Val 1 173.03, C  174.17, C  173.47, C  

 NH  7.93, d (6.1)  8.20, d (5.8)  8.18, d (5.5) 

 2 58.07, CH 3.56, m 57.29, CH 3.70, dd (9.7, 6.0) 58.89, CH 3.55, m 

 3 31.23, CH 2.12, m 31.99, CH 2.28, m 31.69, CH 2.23, m 

 4 19.02, CH3 0.88, d (6.9) 19.06, CH3 0.89, d (7.4) 19.12, CH3 0.88, d (6.2) 

 5 19.15, CH3 1.11, d (6.7) 19.23, CH3 1.16, d (7.0) 19.24, CH3 1.12, d (5.8) 

L-Pro 1 173.24, C  172.84, C  173.41, C  

 2 56.57, CH 5.98, d (9.0) 54.40, CH 6.56, d (10.4) 56.40, CH 5.95, d (8.7) 

 3 39.69, CH2 2.13, m 42.05, CH2 2.33, d (17.5) 31.09, CH2 1.86, m 

   2.16, m  3.84, dd (17.8, 11.1)  2.97, m 

 4 69.96, CH 4.15, d (17.1) 209.04, C  23.01, CH2 2.11, m 

       2.29, m 

 5 54.77, CH2 3.73, m 53.00, CH2 3.97, d (19.3) 47.50, CH2 3.73, m 

   3.94, m  4.56, m  3.84, m 

Sar 1 166.20, C  166.04, C  166.42, C  

 N-Me 35.16, CH3 2.88, s 35.06, CH3 2.89, s 35.05, CH3 2.88, s 

 2 51.37, CH2 3.63, d (17.6) 51.44, CH2 3.64, d (17.4) 51.52, CH2 3.61, d (17.6) 

   4.58, d (17.6)  4.60, d (17.4)  4.79, d (17.6) 

Meval 1 166.50, C  167.67, C  166.51, C  

 N-Me 39.32, CH3 2.88, s 39.37, CH3 2.93, s 39.31, CH3 2.93, s 

 2 71.36 , CH 2.69, m 71.57, CH 2.70, m 71.37, CH 2.63 m 

 3 27.14, CH 2.69, m 27.10, CH 2.70, m 27.05, CH 2.63, m 

 4 19.16, CH3 0.74, d (2.7) 19.39, CH3 0.74, d (6.2) 19.24, CH3 0.74, d (5.0) 

 5 21.72, CH3 0.95, d (5.8) 21.86, CH3 0.97, d (5.9) 21.73, CH3 0.94, d (6.0) 

注：a：数据采集自 125 MHz；b：采集自 500 MHz；c：采集自 150 MHz；d：采集自 600 MHz。碳谱数据中 CH3：伯碳原子；CH2：

仲碳原子；CH：叔碳原子；C：季碳原子。氢谱数据中 s：单峰；d：双峰；dd：双二重峰；m：多重峰 

Note: a: Data were measured at 125 MHz; b: Data were measured at 500 MHz; c: Data were measured at 150 MHz; d: Data were measured 
at 600 MHz. CH3: Primary carbon; CH2: Secondary carbon; CH: Tertiary carbon; C: Quaternary carbon in 13C NMR data. s: Singlet; d: 
Doublet; dd: Double-doublet; m: Multplet in 1H NMR 
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表 3  放线菌素 XOβ、X2 和 D 对不同细菌的 MIC 值 
Table 3  The MIC values of actinomycin XOβ, X2 and D 
against different bacteria (μmol/L) 

Strains Actinomycin 
XOβ 

Actinomycin 
X2 

Actinomycin
D 

B. subtilis 168 0.4 0.006 0.012 5 

S. aureus  
ATCC 25923 

0.4 0.025 0.050 0 

MRSA  
ATCC 43300 

0.4 0.025 0.050 0 

E. coli ATCC  
25922 

80.0 40.000 40.000 0 

 
表 4  不同培养基化合物 1−3 的产量 
Table 4  Yields of compounds 1−3 in different media (mg/L) 

Medium 1 2 3 

R5 7.4±0.4 72.6±3.1 54.7±4.3 

MⅠ 1.5±0.3 4.5±0.5 20.1±1.1 

MⅡ 3.5±0.2 43.8±1.7 14.6±1.6 

MⅢ 8.4±0.8 136.0±5.8 39.4±1.9 

MⅣ 7.4±0.4 68.0±2.3 26.8±2.2 

 
MⅡ培养基进行探索，在盐浓度为 5%、最佳 pH 

8.5 时，放线菌素 XOβ、X2 和 D 的产量分别达到

107.6±4.2、283.4±75.3、458.0±76.3 mg/L。Wang

等的研究成果[17,20]给本研究放线菌素产量优化的

培养基选择提供了参考依据。MⅠ−MⅣ这 4 种培

养基的区别主要在于碳源和氮源的组合不同，通

过 MⅠ−MⅣ这 4 种发酵培养基进行放线菌素产量

优化，结果表明，菌株 ZFSM1-146 生长于以可溶

性淀粉或葡萄糖作为碳源、酵母粉作为氮源的

MⅢ、MⅣ培养基时，放线菌素产量明显高于仅以

酵母粉作为碳源和氮源的 MⅠ培养基的放线菌素

产量；此外，可溶性淀粉作为碳源的 MⅢ培养基

的放线菌素产量高于葡萄糖作为碳源的 MⅣ培养

基的放线菌素产量。这说明在常见的微生物生长

所需碳源中，链霉菌 ZFSM1-146 发酵时利用可溶

性淀粉作为碳源则放线菌素的产量最高。 

本研究仅对链霉菌 ZFSM1-146 通过尝试不同

发酵培养基进行放线菌素产量的初步优化，后期

可以采用 MⅡ培养基针对种龄、盐浓度、pH 值和

发酵时间等因素探索最佳发酵条件，进一步提高

放线菌素产量。链霉菌 ZFSM1-146 在放线菌素

产量提升方面具有较大的潜力，为后续通过不同

培养条件等因素优化放线菌素产量提供了宝贵的

菌种资源。 

3  讨论与结论 

放线菌素是一类环肽化合物，由 2 个环五肽

内酯组成，分别称为 α-Ring 和 β-Ring，通过酰胺

键连接到一个杂三环发色团，一般呈现红色或橘

红色[21]。大多数放线菌素都具有抗菌、抗病毒和

抗肿瘤活性[22]。1940 年，Waksman 等[23]从土壤来

源的抗生链霉菌中分离出第一种放线菌素。截至

目前，从链霉菌属分离鉴定的天然放线菌素类化

合物已经达到 40 多种，主要包括放线菌素 D、放

线菌素 C、放线菌素 X、放线菌素 Z、放线菌素

Y 等[24]。放线菌素 D 已经被广泛研究并应用到临

床上，但由于其强烈的细胞毒性，仅限于恶性

肿瘤的治疗。由于化学合成方法步骤长、产量

低、成本高，放线菌素 D 主要通过微生物发酵

获得。放线菌素的生物合成主要包括 3 个阶段：

(1) 通过犬尿氨酸途径合成 3-羟基-4-甲基邻氨苯

甲酸(4-MHA)；(2) 在非核糖体酶的作用下合成

3-羟基-4-甲基邻氨苯甲酸-环五肽内酯；(3) 2 个

3-羟基-4-甲基邻氨苯甲酸-环五肽内酯缩合成吩恶

嗪酮发色团[25]。近年来，研究者期望通过化学全

合成研究构效关系，得到抗肿瘤活性强和细胞毒

性低的放线菌素 D 类似物，使其在临床上的广泛

应用成为可能。张邦治等 [26]通过保留环肽 2 位

D-Val 不变、环肽 5 位的 MeVal 替换成氨基酸侧链

延长的 D-Me-Leu 和 Me-Ile 均能显著提高类似物的

抗肿瘤活性。倪京满等[27]通过合成放线菌素的类

似物 2,2′-双苯丙氨酸放线菌素 D，在相同毒性情

况下，类似物的抗肿瘤活性比放线菌素 D 有一定

的提高。 

本研究从深圳地区红树林土壤来源的放线菌

出发，通过初筛和复筛筛选出具有抗菌活性的放

线菌，最终选择一株放线菌菌株 ZFSM1-146 挖
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掘其产生的抗菌活性物质。基于 16S rRNA 基因

序列及构建的系统发育树分析，可初步确定菌株

ZFSM1-146 属于链霉菌属的抗生链霉菌。采用有

机溶剂萃取法从 ZFSM1-146 发酵液中萃取出抗菌

活性物质，通过活性追踪法确定化合物 1−3 为抗

菌活性物质；经 HR-ESI-MS 和 NMR 鉴定出抗菌

活性物质化合物 1−3 都属于放线菌素类化合物，

分别是放线菌素 XOβ、X2 和 D，产量分别达到

7.4±0.4、72.6±3.1 和 54.7±4.3 mg/L。通过培养基

优化，MⅢ培养基放线菌素的产量最高，分别达

到 8.4±0.8、136.0±5.8 和 39.4±1.9 mg/L，其中放线

菌素 X2 的产量为 136.0±5.8 mg/L，约达到优化前

的 2 倍；相较于放线菌素 XOβ 和 D，放线菌素 X2

的抑菌活性最强。放线菌素 X2 被认为具有较放线

菌素 D 更强的抗肿瘤活性，人们对放线菌素 X2 的

抗肿瘤作用正进行深入的研究[28]。本研究为研究

放线菌素 X2 抗肿瘤作用提供了物质基础，为后续

通过分子遗传手段对放线菌素 XOβ、X2 和 D 进行

结构修饰及产量优化以得到新颖的放线菌素和抗

肿瘤活性强、细胞毒性低放线菌素提供了宝贵的

菌种资源，对后续放线菌素类似药的开发具有重

要意义。 
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