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摘要:【目的】从南海柳珊瑚共附生放线菌的次生代谢产物中寻找具有抗菌和抗附着活性的先导化合物。
【方法】应用化学与生物活性相结合的筛选方法，从柳珊瑚共附生微生物中筛选获得代谢产物丰富且具有生
物活性的目标菌株并通过大发酵提取浸膏，利用硅胶柱色谱、凝胶柱色谱和高效液相色谱等方法对发酵产物
进行分离、纯化，运用波谱解析鉴定化合物的结构。【结果】从采自海南三亚的柳珊瑚(Muricella flexuosa)样
品中分离到一株放线菌 SCSGAA0009，鉴定为链霉属 Streptomycessp．，从其改良 ISP2 发酵液中分离到新化合
物 N-(2-(1H-indol-3-yl) ethyl)propionamide (1)和已知化合物 phenazine-1-carboxylic acid (2)，其中化合物 2
对大肠杆菌和海洋细菌假单胞菌 (Pseudoaltermonas piscida)具有较好抗菌活性，且有强抗草苔虫 ( Bugula
neritina)幼虫附着活性。【结论】首次从柳珊瑚共附生放线菌的次生代谢产物中获得新的生物碱化合物 1，首
次报道化合物 2 的抗海洋细菌活性和抗附着活性;从南海柳珊瑚共附生微生物的次生代谢产物中可以得到
新化合物和活性化合物，这一来源的微生物资源值得深入研究。
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珊瑚是海洋天然产物的重要来源之一，众多有
生物活性(抗炎、抗菌、抗氧化、抗肿瘤和抗结核等)

的结构新颖的次生代谢产物(如萜类，甾体类等)先
后被报道［1 － 5］。由于共附生微生物(包括放线菌、真
菌)与珊瑚一起生活，共同构建了复杂的共附生机
制，在珊瑚长期进化过程中扮演着营养物供给、参与
珊瑚生物合成途径、抵御珊瑚致病包括通过自身产
生一些结构新颖的活性化学物质防御外来物种的入
侵等功能［6 － 7］。迄今为止，有关珊瑚共附生真菌中

活性次生代谢产物的研究已有一些报道［8 － 12］，但有
关珊瑚共附生放线菌的报道寥寥无几［13］。在本文
中，我们对从海南三亚采集的柳珊瑚样品分离出来
的 22 株放线菌进行了复筛，根据 HPLC 指纹图谱分
析，TLC 和抗菌活性筛选结果，选择其中一株链霉菌
Streptomyces sp． SCSGAA0009 放大发酵，尝试探索
它的次生代谢产物并寻找具有生物活性的先导化合
物，同时通过抗海洋细菌和抗海洋污损生物幼虫附
着筛选模型从化学生态学角度验证柳珊瑚共附生微
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生物可能作为其宿主第一道化学防御线的化学防御
功能。从该菌株的发酵液提取物中分离纯化到 2 个
生物碱类化合物，结构鉴定为 N-(2-(1H-indol-3-yl)
ethyl ) propionamide ( 1 )、 phenazine-1-carboxylic
acid［14］，其中 1 为新化合物(图 1);测试了以上化合
物的抗菌和抗海洋污损生物幼虫附着活性。

图 1． 化合物 1 和 2 的结构
Figure 1． Structures of compounds 1and 2．

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 出 发 菌 株: 链 霉 菌 Streptomyces sp．
SCSGAA0009 由本实验室从三亚采集来的柳珊瑚
(Muricella flexuosa)样品中分离到，保藏在中国科学
院海洋微生物中心;抗菌实验用的指示菌为大肠杆
菌 ( Escherichia coli )、枯 草 芽 胞 杆 菌 ( Bacillus
subtilis)、以 及 3 株 海 洋 细 菌 香 港 洛 克 氏 菌
(Loktanella hongkongensis UST950701-009)、藤黄微
球菌(micrococcus luteus UST950701-006)、假单胞菌
(Pseudoaltermonas piscida UST010723-006)。
1. 1. 2 改良的 ISP2 培养基:酵母浸膏 4g /L，麦芽
浸膏 5 g /L，葡萄糖 4 g /L，海盐 1. 5%，pH7. 2 － 7. 4，
复合维生素(维生素 B1、维生素 B6、烟酸、生物素、
苯丙氨酸 1 mg /L、丙氨酸 0. 3 mg /L)。
1. 1. 3 主要仪器和设备:正相硅胶 (100-200 目，
200-300 目)，青岛海洋所化工厂;高效薄层预制板，

烟台市化学工业研究所(型号: HSG-FR254 );凝胶
LH-20 ( Pharmacia 公司);ESI-MS 质谱仪: Finnigan
LCQDECAXP HPLC-MASS;超导核磁共振仪，Bruker
DRX-500 型，内标为 TMS;半制备型高效液相色谱
仪，SHIMADZU LC-20A，YMC-Pack，ODS S-5μ 250
× 10 mm i． d． ;旋转蒸发仪，日本东京理化株式会社
(EYELAN-1100V-W 型 ); 液相用甲醇为色谱纯
(MERCK 公司)，其它溶剂均为分析纯。
1. 2 菌种发酵

从菌种保存的试管斜面上取一环在平板中划线

活化，放置在培养箱培养，再接种到少量的液体培养
基做种子液，按 5%的接种量接种到装有 120 mL 液
体培养基的 500 mL 三角瓶，摇床上 200 r /min，
24℃培养 6 d。
1. 3 浸膏的提取

发酵液通过盛有纱布的布氏漏斗减压抽滤，得
到菌液和菌体，菌液直接用乙酸乙酯萃取得到浸膏，
菌体用 80%丙酮超声波破碎，真空浓缩除去丙酮，
再用乙酸乙酯萃取，得到的浸膏合并到菌液浸膏中。
1. 4 化合物的提取分离

浸膏 2. 5 g 用甲醇溶解，过凝胶柱，甲醇作为洗
脱液，得到 3 个部位，部位 Fr． 2 过减压反相色谱柱
得到 3 个馏分，馏分 Fr． 2-1 过凝胶得到 5 个小馏
分:小馏分 Fr． 2-1-4 由 HPLC 制备 (洗脱剂 MeOH∶
H2O = 9∶ 11)得到化合物 1(2 mg，tR = 32. 6 min);馏
分 Fr． 2-2 连续过 2 次凝胶得到 3 个小馏分，小馏分
Fra． 2-2-3-2 由制备板制备(CDCl3 ∶ MeOH = 10 ∶ 1)得
到化合物 2(2 mg)。
1. 5 抗细菌实验

按照文献［15］采用药敏纸片法，使用涂布棒将大
肠杆菌(E． coli)和枯草芽胞杆菌(B． subtilis)均匀涂
布到 LB 培养基(酵母浸膏 5 g / L，胰蛋白胨 10 g /
L，氯化钠 5 g /L，琼脂 20 g /L)上，将海洋细菌香港
洛克氏菌(L． hongkongensis UST950701-009)、藤黄微
球菌 ( M． luteus UST950701-006 )、假单胞菌 ( P．
piscida UST010723-006)均匀涂布在改良的 ISP2 培
养基上。用打孔器将滤纸制成直径为 6 mm 的无菌
小圆纸片，用定量移液枪吸取 5 μL 待测化合物的甲
醇溶液滴加在滤纸片上，待甲醇挥发干后，将其贴于
准备好的含菌固体培养基中，置于 28℃培养箱中培
养 24 － 48 h，观察是否产生抑菌圈。重复 2 次，同时
以青霉素和卡那霉素作为细菌的阳性对照，甲醇溶
剂为空白对照。
1. 6 抗草苔虫幼虫附着活性筛选［2］(24 孔板法)

将样品分别溶解于 DMSO 中制成 50 mg /mL 的
母液，再用无菌海水配制成 25 μg /mL 的浓度。在
每个孔板中加入 20 只游动的幼虫和 1 mL 配制好的
测试样品，以加有 1 mL DMSO 的 0. 22 μm 滤膜过滤
海水(FSW)作为阴性对照物。将配有测试样品的
24 孔径板放于 28℃的培养箱中放置 24 h 后，观察
实验结果，通过显微镜计算:(1)已附着的幼虫个
数;(2)游动的幼虫个数;(3)已死的幼虫个数。计
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算没附着在板壁上的幼虫个数占实验用的总幼虫个
数的百分比。每个样品做 3 个平行孔。

2 结果和讨论

2. 1 菌株鉴定
利用 通 用 引 物 27F ( 5'-GAGTTTGATCCTGG

CTCAG-3') 和 1525R ( 5'-AGAAAGGAGGTGATCC
AGCC-3')以所提的总 DNA 为模板进行 PCR 扩增
16S rRNA 序列，纯化测序后，菌株 SCSGAA0009 的
16S rRNA 序列 DNA 长度为 1448 bp(基因登录号为
JN049452)，经比较基因序列的同源性，与 Streptomyces
flocculus NBRC 13041(基因登录号为 AB184272)序列
98% 吻合，故鉴定为 Streptomyces sp．。
2. 2 新化合物 1 的结构解析

由 HRESIMS 谱 数 据 m / z 239. 1160 ［M +
Na］+，推断化合物 1 的分子式为 C13 H16 N2O;

1H-
NMR(CD3OD)谱显示有 5 个芳香质子信号［δH 7. 58
(1H，d，J = 8. 0 Hz，H-4)，7. 35 (1H，d，J = 8. 0
Hz，H-7)，7. 11 (1H，dt，J = 1. 0，8. 0 Hz，H-5)，
7. 08 (1H，s，H-2)，7. 03 (1H，dt，J = 1. 0，8. 0
Hz，H-6)］，提示有吲哚环的存在［16］，此外，还有 3
个亚甲基质子信号 δH 3. 50 (2H，br t，J = 7. 5 Hz，
H-11)，2. 97 ( 2H，t，J = 7. 5 Hz，H-10 )，2. 21
(2H，q，J = 8. 0 Hz，H-14)和 1 个甲基质子信号 δH

1. 11 (3H，t，J = 8. 0 Hz，H-15);13 C-NMR 和 DEPT
谱图显示有 1 个甲基、3 个亚甲基、8 个芳香碳信号

(含 5 个次甲基和 3 个不饱和季碳)、以及 1 个酰胺
基团。这 些 氢 谱 和 碳 谱 数 据 与 化 合 物 Nb-

acetyltryptamine 的很相似［16］，差别只在于比化合物
Nb-acetyltryptamine 多一个亚甲基，且根据该多出的
亚甲基的氢裂峰数和偶合常数可推测该亚甲基和一
个甲 基 相 连，这 说 明 化 合 物 1 和 化 合 物 Nb-
acetyltryptamine 的差别只在侧链上一个乙酰基被取
代为丙酰基。该推测通过 HMBC 谱中 H-15 ( δH

1. 11，3H，t，J = 8. 0 Hz)与 C-14 ( δC 26. 3) /C-13
( δC 173. 3)相关得到证实。由此确定化合物 1 的结
构如图 1 所示，命名为 N-(2-(1H-indol-3-yl) ethyl)
propionamide。
2. 3 单体化合物的波谱数据

化合物 1:1H-NMR (500 Hz，CD3OD):δRHR =
7. 58 (1H，d，J = 8. 0 Hz，H-4)，7. 35 (1H，d，J
= 8. 0 Hz，H-7)，7. 11 (1H，dt，J = 1. 0，8. 0 Hz，
H-5)，7. 08 (1H，s，H-2)，7. 03 (1H，dt，J = 1. 0，
8. 0 Hz，H-6)，3. 50 (2H，br t，J = 7. 5 Hz，H-11)，
2. 97 (2H，t，J = 7. 5 Hz，H-10)，2. 21 (2H，q，J
= 8. 0 Hz，H-14)，1. 11 (3H，t，J = 8. 0 Hz，H-
15);13 C-NMR (125 Hz，DMSO-d6 ):δC = 173. 3 (qC，
C-13)，138. 2 (qC，C-8)，128. 9 (qC，C-9)，123. 4
(CH，C-6)，122. 4 (CH，C-2)，119. 7 (CH，C-5)，
119. 3 (CH，C-4)，113. 4 (qC，C-3)，112. 3 (CH，C-
7)，41. 7 (CH2，C-11)，26. 3 (CH2，C-10，C-14)，
22. 7 (CH3，C-15); HRESIMS m / z 239. 1160 ［M +

Na］+ (理论值 239. 1155，［M + Na］+ )(见图 2)。

图 2． 新化合物 1 的高分辨质谱图
Figure 2． The HR-ESIMS spectrum of new compound 1．
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化合物 2:1H-NMR ( 500 Hz，CDCl3 ): δH =
15. 61 (1H，s，11-OH)，9. 00 (1H，dd，J = 1. 5，
7. 5 Hz，H-2)，8. 56 (1H，dd，J = 1. 5，7. 5 Hz，H-
4)，8. 38 (1H，dd，J = 2. 0，8. 0 Hz，H-9)，8. 32
(1H，dd，J = 2. 0，8. 0 Hz，H-6)，8. 06 (3H，m，
H-3，H-7，H-8); 13 C-NMR (125 Hz，CDCl3): δC =
167. 4 (qC，C-11)，146. 3 (qC，C-4a)，145. 6 (qC，
C-5a)，141. 6 ( qC，C-9a)，140. 7 ( qC，C-10a)，
137. 5 ( qC，C-2)，135. 1 ( qC，C-4)，133. 2 ( qC，
C-8)，131. 8 (CH，C-7)，130. 3 (CH，C-1)，130. 1
(CH3，C-3)，128. 7 (CH3，C-9)，128. 0 (CH，C-

6); ESIMS m / z 247. 05［M + Na］+ ; 以上数据与文
献报道［14］ 一致，故鉴定为 phenazine-1-carboxylic
acid。
2. 4 抗细菌活性结果

抗菌结果显示化合物 2 在 5 μg /纸片时能显著
抑制大肠杆菌和海洋细菌假单胞菌的生长，其抑制
圈大小分别为 15 mm 和 14 mm (如图 3 所示)，但
在 5 μg /纸片时对枯草芽胞杆菌、海洋细菌香港洛
克氏菌和藤黄微球菌均未显示明显抑制活性。阳性
对照青霉素在 5μg /纸片时抑制大肠杆菌、枯草芽胞
杆菌、海洋细菌假单胞菌和藤黄微球菌的抑制圈大
小分别为 15、22、30、25 mm，阳性对照卡那霉素在 5
μg /纸片时抑制大肠杆菌、枯草芽胞杆菌、假单胞菌
和藤黄微球菌的抑制圈大小分别为 26、16、8、7 mm。
化合物 1 在 5μg /纸片时对所有指示菌均未显示明
显抑制活性。甲醇溶剂作为阴性对照未显示任何抑
制活性。

图 3． 化合物 1 和 2 的抑菌活性结果(5 μg /纸片)
Figure 3． Antimicrobial activity of compounds 1 and 2(5 μg / disc) ．

2. 5 抗附着活性结果
化合物 2 在 25 μg /mL 浓度时测试的 20 只草苔

虫幼虫一直都在孔板中游动(3 个平行)，抑制草苔
虫幼虫附着的抗附着率达到 100%，且没显示出毒

性。化合物 1 在 25 μg /mL 浓度下显示很弱的抗附
着活性。DMSO 和海水混合液作为阴性对照未显示
任何抗附着活性 (草苔虫幼虫全部附着在孔板壁
上)。

3 讨论

通过对柳珊瑚共附生放线菌 Streptomyces sp．
SCSGAA0009 的次级代谢产物的研究，初步了解了
这株放线菌在改良的 ISP2 培养条件下的次生代谢
产物主要以简单生物碱类化合物为主，寻找更有利
于它产生结构结构新颖复杂的活性次生代谢产物还
需进一步优化其培养条件;在此研究中我们结合活
性追踪的方法找到了一个具有显著抗菌和抗草苔虫
幼虫附着的活性化合物 2，这与文献报道［14，17］该化
合物有较好抗菌活性相一致，但这是首次报道该化
合物的抗海洋细菌假单胞菌(P． piscida)和抗草苔
虫幼虫附着的活性;从抗附着实验结果可以推出化
合物 2 抗草苔虫幼虫附着的 EC50小于25 μg /mL，该
数值小于美国海军舰队规定的天然抗污损试剂
EC50值为 25 μg /mL 的标准。结合其抗海洋细菌活
和抗附着活性，推测化合物 2 应是潜在的天然抗污
损试剂。另外，由于珊瑚生活在海洋中，必然存在海
洋细菌对珊瑚的入侵和致病作用［18］，为此我们尝试
以 3 种常见的海洋 细菌 ( L． hongkongensis、M．
luteus、P． piscida)作为珊瑚共附生微生物抗菌的指
示菌，期望建立这种模型以深入研究它们之间的作
用机制，这对于我们了解珊瑚的生态学效应有一定
意义。
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Alkaloids from gorgonian-derived Streptomyces sp．
SCSGAA0009 and their antibacterial and antilarval
activities

Xuhua Nong1，2，Xiaoyong Zhang1，Yin Chen3，Shuhua Qi1*
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Abstract:［Objective］ To search for structurally novel and biologically active compounds from the secondary metabolites
of gorgonian-derived actinomyces． ［Methods］ Strains of actinomyces with antimicrobial activities were screened by
biological methods． Then， those active strains were cultured under different conditions to obtain crude extracts．
Subsequently，the chemical diversities of the extracts were investigated by reverse phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC) and thin layer chromatography (TLC)，while the bioactivities of the extracts were evaluated
by antifoulingand antibacterial assays． A target strain Streptomyces sp． SCSGAA0009 was selected to further study by
large-scale fermentationon modified ISP2 medium． The compounds were isolated by column chromatography over silica
gel，Sephadex LH-20，and semipreparative HPLC，and their structures were determinated by spectroscopic analysis．
［Results］ The target strain was identified as actinomyces，Streptomyces sp． SCSGAA0009． A new alkaloid N-(2-(1H-
indol-3-yl) ethyl) propionamide ( 1 ) and a known compound phenazine-1-carboxylic acid ( 2 ) were purified from the
culture broth． Compound 2 showed moderate antibacterial activity against Escherichia coli and Pseudoaltermonas piscida，
and exhibited strong antilarval settlement activity towards Bugula neritina larva． ［Conclusion］ Bioactive and new
compounds can be achieved from the secondary metabolites of gorgonian-derived microorganisms from South China Sea．
Keywords: Gorgonian-derived Streptomyces sp．，alkaloid，structure elucidation，antibacterial activity，antilarval activity
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