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摘 要：利用琼脂移块法及 EF14’法分别对分离自西双版纳药用植物的 &3#株内生放线菌进行了抗菌、抗肿瘤活
性测定。结果显示，超过 !$G的菌株对病原菌表现出拮抗活性，且对病原真菌的总体拮抗活性明显强于土壤放线
菌；"’G的菌株表现出抗肿瘤活性，且大部分菌株（#!H#G）具有强抗肿瘤活性。选取其中对真菌及肿瘤细胞均有高
抑制活性的菌株 I3$，并对其次生代谢产物进行了进一步的研究，共分离得 3个化合物，分别是 J;,86=+8; J!7（$），

J;,86=+8; J"7（#）、J;,86=+8; J$7（%）、J;,86=+8; J&7（&）、&%49=K0-L=4&%46/,9=24K-K/+4$4/;4&，!4-28K/（’）及 34（$4（!4

768;-B9/;=2）4$4-L-/,9=2）4(，#4K86/,9=24,/,079=K0-B=07;4$4-;/（"），其中化合物 "为新化合物。以上结果表明药用植物内
生放线菌作为一类新的微生物资源具有很好的开发潜力。
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植物内生菌是一些与宿主关系非常复杂和多样

的微生物，包括真菌、放线菌和其它细菌［&］，他们与

宿主共生或寄生，或者在几种关系中转换，但并不引

发植物产生可见病症［$］。自 &CC( 年 F,8/02/ 等［(］从
短叶紫杉中发现产紫杉醇的内生真菌后，有关内生

菌的研究引起了人们越来越多的兴趣。近年来的大

量研究表明，内生菌广泛存在于绝大多数植物中，有

着丰富的生物多样性和活性多样性，开发与应用潜

力巨大［!，#］。统计表明，从植物内生菌分离到的活性

物质中，大约 #&G是未知的新化合物；而从土壤微
生物中分离的新化合物只占其总数的 (’G［3］。放
线菌是产生抗生素及多种生物活性物质的重要微生

物资源，在植物中也广泛存在，并且内生放线菌很可

能产生从土壤放线菌中难以发现的新型天然产

物［" ) C］。我国有着丰富的植物多样性，尤其是民族

药用植物，为开展植物内生放线菌的研究提供了有

利资源。我们通过前期的研究工作，从云南西双版

纳多种药用植物中分离出了百余株放线菌，其中链

霉菌占 C%G以上（古强，中国科学院微生物研究所
硕士学位论文，未发表）。该文报道了这些内生放线

菌对病原菌的拮抗活性及抗肿瘤活性，并选取其中

对真菌及肿瘤细胞均有高抑制活性的菌株 I3$，对

其次生代谢产物进行了进一步的研究。

$ 材料和方法
$($ 材料
$($($ 培养基：内生放线菌菌的活化培养采用 NFO4
$（P2:+-A/ 4Q/7A, /L,07+,4R72, /L,07+, 7<70）及贝奈特琼
脂（S/;;/,,’A 7<70）培养基；待测菌培养采用 TS培养
基（细菌）及 OIJ培养基（真菌）。菌株发酵均采用
NFO4$培养基。
$($(# 菌种和细胞系：药用植物内生放线菌由本实
验室分离保存，分 J、S、U、I、5 # 个系列，共计 &3#
株（硕士学位论文，未发表）。抗菌活性测试菌株：耐

药大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）、耐药肺炎克雷伯氏菌
（+*%,"’%**( -.%/0).’(%）、耐药绿脓杆菌（1"%/2)0).("
(%&/3’.)"(）、耐药金黄色葡萄球菌（ 45(-$*)#)##/"
(/&%/"）和 耐 药 表 皮 葡 萄 球 菌（ 45(-$6*)#)##/"
%-’2%&0’2’"）等 # 株，由潍坊医学院提供；烟曲霉
（ 7"-%&3’**/" 8/0’3(5/"）、枯草 芽 孢 杆 菌（ 9(#’**/"
"/,5’*’"）、白色念珠菌（:(.2’2( (*,’#(."）、尖孢镰孢霉
（ ;/"(&’/0 )<6"-)&/0）、立 枯 丝 核 菌（ =$’>)#5).’(
")*(.’）和浅黄分支杆菌（?6#),(#5%&’/0 3’*@/0）等 3
株，由中国普通微生物保藏中心（UPRUU）提供。抗



肿瘤活性测试细胞系：人肺腺癌细胞系 !"#$和鼠黑
色素瘤细胞系 %&’，购自中国医学科学院细胞中心。
!"!"# 材料、仪器及试剂：大孔吸附树脂层析采用
()*)+,的 -./01 大孔吸附树脂；薄层层析采用青岛
海洋化工厂生产的 234薄层层析板（560"#）；硅胶柱
层析采用青岛海洋化工厂生产的 &11 7 011目和 011
7 811 目硅胶 5；凝胶层析采用 !9:;<=*9 的
>:?=*@:A 3-/01；半制备型 -.34 采用 !B)C:,D &&11
>:;):<高压液相色谱仪，色谱柱为 EFG%!H G% 4/&I
（$J#99 K 0"199）；相关有机试剂均为 !L GL级，北
京化学试剂公司生产。

!"$ 植物内生菌的抗菌、抗肿瘤活性测定
!"$"! 抗菌活性测定：将内生放线菌培养于固体活
化培养基中，0IM培养 I 7 &0@后采用琼脂移块法［$］

测试其抗菌活性（打孔器直径 ’99）。
!"$"$ 抗肿瘤活性测定：每株菌的 &1193发酵液均
离心分成菌丝体和上清液两部分。菌丝体部分用

&1193丙酮浸泡过夜后浓缩收集丙酮浸出液；上清
液通过树脂柱层析（()*)+, -./01大孔吸附树脂）后
收集乙醇洗脱部分；合并所有有机相后使用 N>2/I
法［&&］测定其抗肿瘤活性。

!"# 菌株 %&$的代谢产物分析
!"#"! 菌株发酵：!种子培养：取菌株 (’0 的新鲜
O>./0斜面菌种，接种于装有 81193 O>./0 培养液的
&11193三角瓶中，0IM、摇床（0"1;P9),）培养 #@。"
发酵培养：&J03种子培养液接入装有 813 O>./0培养
液的 "13发酵罐中，于温度 0IM、通气量 &198 Q =、搅
拌转速 &&1 7 811;P9),条件下发酵 R@。
!"#"$ 提取与分离：813发酵液离心后得菌体和上
清液两部分，上清液用大孔吸附树脂吸附后用 $"S
乙醇洗脱，菌体用适量丙酮提取。合并有机相并减

压浓缩后用乙酸乙酯和正丁醇分别萃取 8次；收集、
蒸干有机相后得粗提物 &&J8RB。
将此粗提物上粗硅胶（&11 7 011目）柱，用石油

醚 T丙酮（$" T " 7 ’1 T #1）梯度洗脱，并按照极性递增
的顺序分成#和$两个流份。
将流份#过 3-/01凝胶柱（4-4C8洗脱）后分成

两个部分，第一部分反复过凝胶柱后于半制备型

-.34上分离（U:F- T -0F V ’# T 8’；WX V 0"#,9；流
速 &J’93P9),）得化合物 ! ’ (（G2& V &’J$9),，#J"9B；

G20 V 0"J89),，8J&9B；G28 V 0RJ09),，"J"9B；G2# V
#’J#9),，&J$9B），均为淡黄色结晶；第二部分于硅胶
（011 7 811目）层析柱（石油醚 T乙酸乙酯 V $" T " 7 R1
T81）去除杂质后于半制备型 -.34 上分离（U:F- T

-0F V I" T &"；WX V 001,9；流速 &J"93P9),）得油状
化合物 )（G2" V &&J09),，0IJ#9B）。
将流份$依次通过硅胶（&11 7 011目）柱层析

（石油醚 T丙酮 V $" T " 7 I" T &"）及 3-/01 凝胶柱
（4-4C8 洗脱）层析后于半制备型 -.34 上分离
（U:F-T-0F V I1T01；WX V 001P0"#,9双波长；流速
&J"93P9),）得粉末状化合物 &（G2’ V &0J09),，
8J’9B）。
分离过程中的物质检测，采用 WX0"#紫外观察及

茴香醛P硫酸（!,)<显色剂）显色法。
!"#"# 化合物结构解析及鉴定：WX 测定用
%:YZ9*, (W/I11 紫外/可见分光光度计；OG 测定用
N[6L#&1 付立叶变换红外光谱仪（\%;压片）；]UG
测定用 %;^Z:; (GH/#11型核磁共振仪，以 2U>为内
标；_>O/U> 和 -G6!%/U> 分别用 [/2F6 U)Y;+ 34/
U>/U>及 %;^Z:; (*CD+,)Y< !._H OO 62/O4GU>质谱仪
测定。

$ 结果
$"! 内生放线菌的抗菌活性
从表 &可知，对不同测试菌有拮抗作用的内生

放线菌在分离菌株中占有不同的比率，按抗枯草芽

孢杆菌 ‘抗白色念珠菌 ‘抗浅黄分支杆菌 ‘抗耐药
金黄色葡萄球菌 ‘抗尖镰孢霉菌、立枯丝核菌 ‘抗
耐药表皮葡萄球菌、耐药大肠杆菌 ‘抗耐药肺炎克
雷伯氏菌 ‘ 抗烟曲霉 ‘ 抗耐药绿脓杆菌的次序排
序。&’"株内生放线菌中，有 R1 株菌（#0J#S）表现
出不同程度的抑菌活性："R株菌（8#J"S）对细菌有
抑制作用，其中 ""株对革兰氏阳性菌有抑制作用，’
株对革兰氏阴性菌有抑制作用；8’株菌（0&JIS）对
真菌有抑制作用，其中 0’株对酵母菌有抑制作用，
0&株对丝状真菌有抑制作用（图 &）。值得一提的
是，有 #0株菌对耐药测试菌有抑制作用，其中 (81、
_8等部分菌株表现出了较高的拮抗活性及较宽的
抑菌谱（表 0）。

图 ! 内生放线菌的抗菌活性统计
6)BL& >D*D)<D)Y< +a *,D)9)Y;+b)*C *YD)c)D):< +a :,@+?=dD)Y *YD),+9dY:D:<
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表 ! 内生放线菌的抗菌活性
!"#$% & ’()*+*,-.#*"$ ",)*/*)*%0 .1 %(2.345)*, ",)*(.+5,%)%0

!%0) +*,-.#% 67+#%- .1 ",)*/% 0)-"*(0（3-.3.-)*.(） 8)-"*( 6.9

!"#$%%&’ ’&()$%$’ :;（&<=>?）
’@，’A1，B&，C;，C;D&，E:，E@，EF，E&:，E&>，E;&，E;;，E;A，E;G，E::，
E:F，H;，H:，H>，HA，H<，H&I，H&&，H&@，H;&，H;;，H;:，H;A，H;G，H:>，
HAI，H:GD&

*+#,(")-.$&/ 0$%1&/ ;I（&;=&?） ’A1，C<，E&@，E:I，EJG，H;，H:，H<，H&;，H&@，H&F，H&<，H;&，H;;，H>&，
H>>，H>@，H@I，H@F，H:GD&

2)"34+%,#,##&’ "&.-&’ &&（A=G?） B@，BA，C:，CG，CF，EA&，EA@，H&，H&<，H:I，H@I
2)"34+%,#,##&’ -3$5-./$5$’ @（:=I?） ’:，B&，C;，H&<，H@I

6’#4-.$#4$" #,%$ @（:=I?） B;，C&，E:I，H:，HF K &
7%-(’$-%%" 38-&/,8$"- >（;=>?） E:I，H:，HFD&，H@I

9’-&5,/,8"’ "-.&0$8,’" &（I=A?） H:

:"85$5$" "%($#"8’ ;A（&@=F?） B;，B:，C;，E&，E:，E>，E&>，E&@，E&G，E;&，E;;，E;A，E:I，E:@，EA;，
EA:，H:，H<，H&I，H&;，H&<，H;:，H;@，H;G，HAI，HF K &

;’3-.0$%%&’ <&/$0")&’ :（&=F?） C; K &，C&&，HAI
=&’".$&/ ,>+’3,.&/ &I（A=&?） ’A1，E&，E;;，E:I，EA&，H:，HF，H<，H;F，HF K &
?4$@,#),8$" ’,%"8$ &I（A=&?） B;，B:，B>，C;，C; K &，C:，C&;，E&@，E:I，E::

表 " 部分活性菌株对测试菌的抑菌圈直径
!"#$% ; E*"+%)%-0 .1 *(4*#*)*.( L.(%0 .1 0.+%

",)*/% 0)-"*(0 "M"*(0) )%0) +*,-.#%0

8)-"*( 6.9
!%0) +*,-.#%N2*"+%)%-（++）

8’ 8H HC OP P’ QR B8 C’ ’S ST U8
E:I K K &I F K &I K &G K &I &I
H: &F K &; &> &I V AI ;; ;; K &; K

HF K & K K &I &I K K K &I K F K
H< K K K K K &F &> &I K &A K
H&< ;> :; K K K &I ;@ K K K K
H@I >I ;A K &; K &I ;A K K K K

8’，2)"34+%,#,##&’ "&.-&’；8H，2)"34+%,#,##&’ -3$5-./$5$’；HC，6 9 #,%$；
OP， 7%-(’$-%%" 38-&/,8$"-； P’， 9’-&5,/,8"’ "-.&0$8,’"； QR，
*+#,(")-.$&/ 0$%1&/；B8，!"#$%%&’ ’&()$%$’；C’，:"85$5$" "%($#"8’；’S，
;’3-.0$%%&’ <&/$0")&’；ST，=&’".$&/ ,>+’3,.&/；U8，?4$@,#),8$" ’,%"8$；
K，(. *(4*#*)*.( L.(%9

"#" 内生放线菌的抗肿瘤活性
抗肿瘤活性结果见表 :。&A@株内生放线菌中，

;&株菌因发酵失败未检测抗肿瘤活性。测定的 &>>
株内生放线菌中，&;G株（FF=;?）对肿瘤细胞表现出
抑制作用，<I株（A;=@?）表现出强抑制作用（图 ;）。

图 " 内生放线菌的抗肿瘤活性分布图
S*M9; E*0)-*#7)*.( .1 "()*)7+.- ",)*/*)5 .1 %(2.345)*, ",)*(.+5,%)%0

"#$ 菌株 %&"的代谢产物分析
菌株 EA; 是一株对白色念珠菌（ :"85$5$"

"%($#"8’）及肿瘤细胞系 ’@><均有强烈抑制活性的内
生放线菌。该菌发酵产物粗提物的 !WC结果显示，
有若干层析点表现出了分离价值（表 >），因此在进
一步的分离纯化过程中按照 &=:=;节所述方法逐点
追踪这些组分，最终得到 A个化合物。
目标化合物用 CEC$: 溶解，经 6QU（&X、&: C、

EHP!、;EDCT8Y、XQZC、XQBC及 6TH8Y）分析、电喷
雾电离质谱（H8[DQ8）分析、紫外光谱（\]）及红外光谱
（[U）分析后最终推定各化合物的分子结构见图 :。
由以上结构式，对 A个化合物进行了 C’8D.($*(%

2")"#"0%的在线检索。由结果可知，化合物 & ^ > 均
为大环双内酯类化合物D抗霉素（’()*+5,*( ’）家族
的成员，分别为 ’()*+5,*( ’>"（!）、’()*+5,*( ’G"（"）、
’()*+5,*( ’;"（$）及 ’()*+5,*( ’&"（’），均为有多种生
物活性的专利化合物［&; ^ &>］；化合物 (为具有抗肿瘤
活性的 B7)"(.$*2%0类化合物，最初分离自海洋放线
菌［&@］，现在也有报道分离自植物内生菌［&A］；化合物 &
为!D内酯类化合物，经检索未发现任何已知化合物与
其结构相同，故为新化合物。其波谱分析数据如下：

化合物 &白色至淡黄色无定型粉末，易溶于氯
仿、丙酮，不溶于石油醚，微溶于水；分子式 C&@ X&<

6T:；XUS’BDQ8 显示［Q _ X］_ ;A;=&>>I（ ,"$,29
;A;=&>:F）；\]："+"‘

CXC$:为 ;I;（ $.M# >=><）及 ;<F
（$.M#:=::）。[U：&G&>=G,+K &（ !!C T）；&AA@=@,+K &，

&A:F=A,+K &，&@<<=@,+K &，&:G<=I,+K & 及 指 纹 区

F;G=<,+K &（单强峰）（对位取代苯）；:>A&=G,+K &及

::@;=<,+K &（‘—6X;’基团）；
&XD6QU（CEC$:，>II

QXL）!：;=G;（&X，+，XD:），&=G>（;X，22，G=G，<=I，XD

@;F刘 宁等：药用植物内生放线菌的生物活性及菌株 EA;的代谢产物分析 9 N微生物学报（;IIG）>G（@）



!），"#$%（"&，’，&()），!#*)（"&，+++，,#%，*#)，
"-#.，&(.），/#$.（"&，++，,#%，".#*，&(*0），,#,.
（"&，++，*#)，".#*，&(*1），*#%"（"&，+，%#*，&("-），
.#.!（"&，+，%#*，&("-），.#.!（"&，+，%#*，&("-），
*#%"（"&，+，%#*，&("-），"#/"（,&，+，.#%，&(")），
"#-!（/&，+，.#%，&(".），!#"*（2，"/(3&/）；", 4(356

（4748,，"-- 5&9）!："*)#$（2，4(/），,/#!（+，4(,），
,)#"（:，4(!），,/（+，4()），*$#,（+，4(.），!"#)（:，4(*），
"$!#)（2，4(%），")"#!（2，4($），",-#%（+，4("-），"",#%
（+，4(""），"/*#)（2，4("/），"",#%（+，4(",），",-#%（+，
4("!），".#/（;，4(")），"*#$（;，4(".）。

表 ! 内生放线菌的抗肿瘤活性
<018= , >?:@:A’BC 0D:@E@:F BG =?+BHIF:@D 0D:@?B’FD=:=2

>D:@E@:F J:C0@? 3BK JA’（HCBHBC:@B?）
L M!，4!，4$，7*，7$，7,-，7,!，7,%，7!"，7!)，7!$ N 7)/，7.-，7O*，P%，P/,，P/!，P,!，P!% "*（"-#,Q）
R 4"，7,$("，7!-，7!/，7!/(" N 7!!，7!%，7),，7)!，7)$，P"，P*，P")，P/-，P/*，P,)，P,$，P.,，P*" /-（"/#"Q）

R R >!，>.G，4/("，7,,，7/"("，7,)，7.)，P)，P""，P"$，P/!，P,"，P!!，P)"，P)/，P.-，P./ "*（"-#,Q）
R R R >"，>/，4/，4)，4%，7"-，7"$，7/"，7/*，P!，P$，P"%，P/"，P,-，P,,，P,.，P!.，P!$，P))，P)% /-（"/#"Q）

R R R R
>,，>)，>.，>*，>%，M" N M,，M) N M$，4,，4.，4*，4""，4"/，7" N 7.，7%，7""，7", N 7"%，7/-，7//
N 7/.，7/%，7/$，7,"，7,/，7,$，7!*，7)) N 7)%，7." N 7.!，P/，P,，P.，P%("，P"-，P"/，P"!，P".，
P/)，P/%，P,%，P!- N P!/，P!)，P!*，P)-，P).，P)$

*-（!/#!Q）

37
7,*，7..，P",，P")("，P//，P/.，P/.(" N P/.(,，P/$，P,/，P,/("，P,/(/，P,*，P,*("，P!,，P.)，P.* N
P*-

/"（"/#*Q）

L，3=S0:@E=；R，T=0U HB2@:@E=；R R，’=+@A’ HB2@:@E=；R R R，2:CB?S HB2@:@E=；R R R R，E=CF 2:CB?S HB2@:@E=；37，?B: +=:=C’@?=+K

表 " 菌株 #$%的化合物的层析行为
<018= ! <V4 H=CGBC’0?D= BG DB’HBA?+2 GCB’ 2:C0@? 7./

7B: 3BK 6G（H=:CB8=A’ =:I=C W
0D=:B?= X ! W"）

YZ/)! >3[J 0S=?: 4B’HBA?+2

" -#. N -#*（+@2H=C2= +B:） G8ABC=2D=?: F=88BT " N !
/ -#% ?B?= E@B8=:!18A= )
, -#%) T=0U8F G8ABC=2D=?: F=88BT .

图 ! 化合物 & ’ $的结构
\@SK, J:CAD:AC=2 BG DB’HBA?+2 " N .

! 讨论
检测内生菌抗病原菌及肿瘤细胞的目的是筛选

产生活性次生代谢产物的菌株，进一步寻找具有开

发及应用价值的生物活性物质。从活性结果看：（"）
拮抗细菌的内生菌比拮抗真菌的多，拮抗 ]R 菌的

内生菌明显比拮抗 ]L菌的多。这与大多数土壤放

线菌的总体活性结果一致。（/）内生放线菌对病原
真菌，尤其是白色念珠菌的总体拮抗活性明显强于

土壤放线菌［$］。这可能与植物组织和土壤环境中微

生物种群的差异性有关：植物组织中内生或病原真

菌类群占优势［)］，而土壤环境中则是细菌类群占优

势。（,）广谱及抗耐药病原菌的内生放线菌资源丰
富，提示这些内生放线菌具有较好的产生新抗菌产

物的潜力。（!）内生放线菌的抗肿瘤活性无论是从
活性菌株比例，还是从活性强度上来看都非常突出，

提示这些放线菌具有巨大的产生抗肿瘤天然产物的

能力。

菌株 7./ 是一株内生链霉菌，与鲁地链霉菌
（ !"#$%"&’()$* #+",$#*$-*.*），白色链霉菌（ !"#$%"&’()$*
/01+*）和脱叶链霉菌（!"#$%"&’()$* $23&0./"+*）都有很高
的 ".J C63> 序列相似性（古强硕士学位论文，未发
表）。从菌株 7./的发酵产物中获得的 .个化合物
中，)个已知化合物均具有一定的生物活性，其中的
>?:@’FD@?2类是菌株生物活性的主要来源［", N ")］，并
具有较高的商业价值，值得进一步开发；已有的化学

数据［"/］表明，大多数小分子天然内酯的发现多集中

在五元环!(内酯类及六元环多羟基!(内酯，而从
7./中发现的此二甲基!(内酯化合物不在上述之
列，表明了植物内生菌产生的天然化合物结构上的

新颖性。

综上，相对于已经研究得很多的土壤放线菌来

说，药用植物内生放线菌作为一类新的微生物资源

具有很好的开发潜力及潜在的商业价值，因此，利用

我国丰富的药用植物多样性进行内生放线菌的研究

和开发将为寻找微生物来源的新药开辟有效途径。

致谢 感谢潍坊医学院赵乃昕教授提供耐药细菌测

试菌；感谢浙江海正药业技术中心王继栋博士协助
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进行化合物的结构解析与鉴定工作。
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