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大分子合成影响的研究
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摘 要：从海洋霉菌 !"#$%&’(()" *(+,’" A:?)".中分离纯化胞外抗真菌代谢产物 0-;;7< 6<7@。以液体稀释法研究 0-;;7<
6<7@在不同浓度下对酵母类真菌白色假丝酵母（-+./’/+ +(0’1+."）生长、细胞形态的影响。结果表明，0-;;7< 6<7@在较
低浓度下能抑制测试菌株 - ? +(0’1+." BC$，(#2的生长，高浓度的 0-;;7< 6<7@ 则能杀死 - ? +(0’1+." BC$，(#2细胞，其
最小抑菌浓度和最小杀菌浓度分别为 &D$(!EF5G和 (%!EF5G。在亚抑菌浓度下，该物质能抑制 - ? +(0’1+." BC$，(#2
假菌丝的形成，并引起细胞形态发生改变。当浓度达到 (%!EF5G时，细胞形态变得极不规则，有些细胞体积增大或
破裂溶解。用)! H3缬氨酸、)! H3胸腺嘧啶、#I3尿嘧啶同位素标记物掺入的方法分别研究 0-;;7< 6<7@对测试菌株 - ?
+(0’1+." BC$，(#2蛋白质、JAB和 KAB合成的影响，与对照相比，在含有 (!EF5G 0-;;7< 6<7@的培养基中培养 !9后，)!

H3缬氨酸和)I3尿嘧啶的掺入量分别减少 !"D2L和 "%D"L，)! H3胸腺嘧啶的掺入量没有明显差异。此结果暗示 0-;;7<
6<7@能抑制测试菌 - ? +(0’1+." BC$，(#2蛋白质和 KAB的合成，但对其 JAB的合成没有明显影响。
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近年来，随着癌症放疗、化疗和器官移植人数的

不断增加，免疫抑制及艾滋病感染、空气恶化等使人

类真菌感染特别是条件性致病真菌感染的发病率显

著上升［) ’ #］。目前，临床上所用的抗真菌感染药物

由于其抗菌谱窄和较大的毒副作用，很难达到理想

的治疗效果。治疗过程中抗药性菌株的出现，更使

得真菌治疗困难重重［!］。由此急需开发出高效、低

毒的广谱抗真菌药物。

黄柄曲霉（!"#$%&’(()" *(+,’" ）A:? )".是我们从中
国南海海底沉积物中分离到的一株对酵母类真菌、

皮肤感染真菌及植物病原真菌均具有强烈抑制作用

的海洋霉菌。对其胞外抗真菌代谢产物分离纯化

后，通过体外琼脂扩散试验发现该物质对酵母类真

菌的最小抑菌浓度 NOH>为 %D"2 ’ )$D(!EF5G，对皮
肤感染真菌 2’1%3"#3%$ &4#$)5 的 NOH为 )D(&!EF5G，
同时该物质对多种植物病原真菌有强烈的抑制作

用，具有较好的开发前景［(］。为此，我们进一步对其

化学结构进行了测定，经核磁、红外、紫外及质谱分

析，证实此抗真菌抗生素为 (，&34P:QR 3#9R@;:QR

S:1+T+7,:,-，化学名称为 0-;;7< 6<7@，为一种醌类化合
物（图 )）。虽然该物质并非新的化合物，但其抗真
菌作用除本研究外尚无其他报道。

图 ( !"##$% &%$’的化学结构
U7E?) H9-57<61 >S;+<S+;- :V S-;;7< 6<7@?

在条件性致病真菌感染中，深部真菌感染以 - ?
+(0’1+." 最为常见，是引起艾滋病病人和白血病等癌
症患者因继发性真菌感染而死亡的重要原因之

一［&］。本文以 - ? +(0’1+." 菌株 - ? +(0’1+." BC$，(#2
作为测试菌株，通过研究海洋霉菌 !"#$%&’(()" *(+,’"
A:?)". 代谢产物 0-;;7< 6<7@（以下简称为 0B）对该酵
母型真菌生长、形态结构和大分子合成的影响，对该

物质抗真菌作用及其机理进行初步探讨。



! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株：测试真菌白色假丝酵母 ! ! "#$%&"’(
"#$，%&’购自中山大学（原中山医科大学）。海洋霉
菌 )(*+,-%##.( /#"0%( ()!*+,由本实验室从南海海底沉
积物中分离并鉴定［%］。

!"!"# 试剂和仪器：*- ./缬氨酸、*- ./胸腺嘧啶、&0/
尿嘧啶购自 #1234公司；其他试剂均为国产分析纯
或色谱纯；高效液相色谱仪购自美国 546789公司；显
微摄影仪购自日本 :;<3=>9 公司；液体闪烁计数仪
购自美国 ?4@A48B公司；紫外可见分光光度计购自日
本岛津公司。

!"# $%的制备
海洋霉菌 )(*+,-%##.( /#"0%( ()!*+,发酵液经真空

冷冻干燥、乙酸乙酯抽提、硅胶柱层析和多次重结晶

获得，用高效液相色谱检测其纯度。色谱条件为：洗

脱液："：0$:；C：%D磷酸；洗脱流程："（*%31E）!C
（*%31E）!C（*%31E）!"（%31E）；洗脱速度：*3FG31E。
样品制备后用少量 HI#: 溶解并用 BB0$: 配成

*32G3F溶液，细菌过滤器过滤后备用。
!"& $%对 ! ’ "#$%&"’( %(#，)&*生长的影响
在 -J%3F（*’K L *K33试管装）?H"培养基中加

入 KJ%3F M" 母液（*32G3F），配成 M" 终浓度为
*KK!2G3F的培养液，用新鲜培养基进行二倍稀释，使
M"终浓度为 %K、$%、*$J%、NJ$%、&J*&、*J%N!2G3F，每
管接入 KJ%3F ! ! "#$%&"’( "#$，%&’菌悬液（*K% 个细
胞G3F），&KO、*’K8G31E振荡培养 $-P，测定菌体总量
（12NKK）。同时取上述培养物适当稀释后在新鲜的

培养基中以平板菌落计数法测定活细胞数量（菌落

形成单位，@Q>）。
!"+ $%对 ! ’ "#$%&"’( %(#，)&* 生长方式和细胞
形态的影响

参照 *J&的方法，在含不同浓度 M"的 ?H"培
养液中接入 ! ! "#$%&"’( "#$，%&’ 菌悬液，&KO静止
培养 ’P后取培养液直接在显微镜下观察。
!") $% 对 ! ’ "#$%&"’( %(#，)&* 蛋白质、,-% 和
.-%合成的影响
采用*- ./缬氨酸、*- ./胸腺嘧啶、&0/尿嘧啶同位

素标记物掺入的方法分别研究 M"对测试菌株蛋白
质、H("和 R("合成的影响［+，’］。具体方法如下：测
试菌株 ! ! "#$%&"’( "#$，%&’在 ?H"培养基中 &KO、

*’K8G31E振摇过夜，用新鲜培养基稀释到约 *K% 个细
胞G3F，取 -J%3F 加入到灭菌试管中，加入 KJ%3F
%K!2G3F的 M"使其终浓度为 %JK!2G3F，对照以同样
体积的 BB0$:代替，% 个重复。混合后，&KO、*’K8G
31E振摇 *%31E使药物与菌体充分接触并作用，在试
管中分别加入 %K!F -K微居里G3F的不同同位素标
记物，*’K8G31E振摇 -P后，加入 %3F *KD的经过预
冷的三氯乙酸，充分震荡，于冰浴中放置 &K31E，用
针筒式细菌过滤器过滤，滤膜用 %3F *KD的三氯乙
酸洗涤 $次，自然干燥后于液体闪烁测定仪中测定
放射剂量（每分钟蜕变数，H?I）。以平均 H?I值代
表放射性物质的掺入量。

# 结果

#"! $%的制备和纯度测定
约 NJ%F海洋霉菌 )(*+,-%##.( /#"0%( ()! *+, 发酵

液经真空冷冻干燥、乙酸乙酯抽提、硅胶柱层析和多

次重结晶后，得 $J%’32抗真菌代谢产物 M"的白色
针状结晶，高效液相色谱检测纯度达色谱纯（图 $）。

图 # $%的高效液相色谱图谱
S12!$ 0?F. 9=7@68>3 )Q M"!

#"# $%对 ! ’ "#$%&"’( %(#，)&*生长的影响
培养基中加入 M"后真菌 ! ! "#$%&"’( "#$，%&’

图 & $%对 ! ’ "#$%&"’( %(#，)&*生长的影响
S12!& TQQ7@69 )Q M" )E 6P7 28)56P )Q ! ! "#$%&"’( "#$，%&’J

’-- FU #P>/V1E +3 "# ! G)&3" 4%&,5$%5#5-%&" 6%’%&"（$KK+）-+（&）



的生长受到明显抑制，这种抑制作用随着浓度的增

高而加强（图 !）。当 "#的浓度达到 $%&’!()*+时，
! , "#$%&"’( #-&，’!. 的生长完全停止。在该浓度
下，! , "#$%&"’( #-&，’!.的生长虽然停止，但大部分
细胞并没有死亡，活细胞数目仅略低于接种时的细

胞数目。随着 "#浓度的继续增大，活细胞数目显著
减少，’/!()*+的 "# 能完全杀死起始浓度为 0/1 个)
*+的 ! , "#$%&"’( #-&，’!.细胞。在液体培养的条件
下，"# 对 ! , "#$%&"’( #-&，’!.的最小抑菌浓度（234）
为 $%&’!()*+，最小杀菌浓度（2+4）为’/!()*+。

!"# $%对 ! & "#$%&"’( %’!，(#)形态结构的影响
! , "#$%&"’( #-&，’!. 在含有 "#的条件下其细

胞形态和生长情况会发生明显改变，此变化随所含

"#浓度而不同（图 1）。在不含 "#新鲜液体培养基
中静置培养，! , "#$%&"’( #-&，’!.生长旺盛，原生质
均匀分布，能形成大量假菌丝（图 15#）。在 "#亚抑
菌浓度下（!%0!!()*+，0)&234），! , "#$%&"’( #-&，’!.
形态由椭圆形变为杆型甚至不规则形，不能形成假

菌丝（图 156）。当 "# 浓度继续增大到 ’/!()*+
（2+4），细胞形态变得极不规则，有些细胞体积增大，
细胞物质分布也不均匀，有些细胞破裂溶解（图 154）。

图 * $%对 ! & "#$%&"’( %’!，(#)形态结构的影响（+, - *,）
78(,1 9::;<= >: "# >? *>@AB>C>(D >: ! , "#$%&"’( , #-&，’!.（0/ E 1/）, #：4>?=@>C，?> "#；6：!%0!!()*+ "#；4：’/!()*+ "#,

!"* $% 对 ! & "#$%&"’( %’!，(#) 蛋白质、./% 和

0/%合成的影响
在不含有 "#的培养液中，菌株进行正常生长

和物质合成，放射性标记的01 45缬氨酸、01 45胸腺

嘧、!F5尿嘧啶迅速掺入到细胞中分别用于蛋白质、

GH#和 IH#的合成。用 ’!()*+ 的 "#处理后，01 45
缬氨酸和!F5尿嘧啶的掺入量分别减少 1J%.K和

J/%JK，表明该物质对 ! , "#$%&"’( #-&，’!. 蛋白质
和 IH# 具有强烈的抑制作用。与对照相比，处理
后0145胸腺嘧啶的掺入量没有明显差异，该物质对

! , "#$%&"’( #-&，’!. GH#合成影响不大（表 0）。

表 + $12234 5436对 ! & "#$%&"’( %’!，(#)蛋白质、

./%和 0/%合成的影响
"LMC; 0 9::;<=N >: "# >? GH#，IH# L?O A@>=;8? ND?=B;N8N >:

! , "#$%&"’( #-&，’!.

-L*AC;
0145PLC8?;
8?<>@A>@L=8>?
（GQ2）!

0145"BD*8O8?;
8?<>@A>@L=8>?
（GQ2）!

!F5R@8O8?;
8?<>@A>@L=8>?
（GQ2）!

4>?=@>C 0/0&.%S& 0’J&%!/ ’11%/J

"@;L=*;?= ’’&1%!! 011/%1& 0’S%$J

-8(?8:8<L?<; >:
O8::;@;?<; Q T /%/0 A U /%/’ Q T /%/0

!GL=;N V;@; =B; LW;@L(; WLCX;N >: :8W; @;A;=8=8W; =;N=N,

# 讨论

0S./年日本学者 FL@X>等［S］从一株土壤霉菌中

分离提纯到 ";@@;8< L;8O（"#），他们对该种来源 "#的
生物活性进行了研究，发现该物质对一些肿瘤细胞、

革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性细菌和黄单胞菌属

（)"’*+,-,’"( NA,）细菌具有一定的抑制作用，但是
不能抑制假单胞菌、真菌和酵母的生长。本试验结

果与文献报道有较大的差别，其原因还有待进一步

探讨。同一种化学物质其来源不同，生物学特性有

差异，这在文献中也有报道过类似的情况，如李群

等［0/］从北京土壤中分离得到的链霉菌 0//$5$/
（.*/01*,-2&0( 0//$5$/）所产生的抗生素理化特性鉴
别与国外报道的链佐霉素（-=@;A=>Y>=><8?）完全相同，
二者能抑制痢疾杆菌和变形杆菌等革兰氏阴性细

菌，但前者无致糖尿病作用，后者对大鼠一次静脉注

射 ’/*()Z(体重时，可使大鼠 &1B 内出现高血糖和
糖尿。

天然产物中由于杂质的干扰，会对其生物活性

产生一定的影响，我们测定时所用的样品纯度很高，

排除了杂质的干扰。同一种化学物质由于其立体结

构的差异，甚至是旋光度的差异，也会引起生物学性

S11李淑彬等：";@@8< L<8O对白色假丝酵母生长、细胞形态和大分子合成影响的研究 , )微生物学报（&//J）1J（!）



质的改变。!"#$等用全合成的方法合成了 %&，同时
用化学方法处理使之变成了各种立体异构体，然后

比较了各类立体异构体的抗菌活性，结果表明不同

立体结构的 %& 对金黄色葡萄球菌 !"#$%&’()())*
+#*,-*+ 的抑制活性不同，而同样是（’）’%&，天然分离
提纯的与人工合成的也存在着差异［((］。从立体结

构来看，我们从海洋霉菌 .+$-,/0’’*+ 1’#20+ 代谢产物
中分离的 %&［!］)为’*+，文献［,］报道值为 - .*/,。
这也可能会导致两种不同来源的 %&生理活性相差
较大。

3 0 #’40)#5+ 可以以两种形式存在，卵圆型芽生
的酵母样型和假菌丝型。菌丝形式的菌体可以粘附

到机体黏膜细胞，进而侵袭到深部组织，定居和大量

繁殖，引起感染，因而更具威胁性［(.］。我们的试验

结果表明海洋霉菌 .+$-,/0’’*+ 1’#20+ 1"0(+,代谢产物
%&在极低的浓度下即能抑制测试菌株 3 0 #’40)#5+
&2.，3*4假菌丝的形成，因而该物质在较低的浓度
下即能通过阻止菌体对深部组织的感染而发挥抗真

菌感染作用。随着浓度的提高，菌体生长速度减慢，

细胞形态也发生改变，到浓度达到 5/.3"6789时生
长完全停止。一些抗生素在低浓度下抗微生物活性

表现为抑菌作用，高浓度时即可以发挥杀菌效果。

%&对测试菌的作用也表现为这种形式。用最小杀
菌浓度的 %&处理后的 3 0 #’40)#5+ &2.，3*4细胞形
态发生明显改变，体积增大，细胞内含物分布极不均

匀，有些细胞破裂溶解。

%&是一种具有多种生理功能的微生物次生代
谢产物。:;<"等［(*］的研究表明，%&不仅能够抑制
哺乳动物细胞酪氨酸激酶的催化活性，而且能够抑

制蛋白激酶与酪氨酸激酶的相互作用，使后者不能

磷酸化。对 %&抗细菌机理的研究表明，该物质可
以通过阻断亮氨酸’=>1&的合成从而抑制细菌蛋白
质的合成［(?］。利用放射性同位素标记的方法，本文

初步探讨了 %&对酵母型真菌 3 0 #’40)#5+ 生物大分
子合成的影响，发现该物质能抑制测试菌株 3 0
#’40)#5+ &2.，3*4蛋白质和 >1&的合成，但并不影响
其 )1&的合成。关于 %&对真菌大分子合成影响的
详细机制，如作用确切位点和作用方式等有待进一

步研究。鉴于 %&生理活性的多样性和不同浓度下

抗微生物作用效果的差异，推测 %&可能充当一种
>1&转录或蛋白质合成的抑制剂，且该物质对不同
位点的调节（结合）能力不同，导致在不同浓度下引

起不同的抗菌效果。
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