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摘要：【目的】研究大黄鱼共生菌 Bacillus coagulans LL1103 的次生代谢产物及其抑菌活性。【方法】利

用色谱层析技术对 B. coagulans LL1103 发酵液乙酸乙酯和正丁醇提取物进行分离纯化；运用波谱技术

鉴定化合物的结构；采用微量肉汤稀释法对化合物进行抗菌活性测定。【结果】从大黄鱼内生菌 B. 

coagulans LL1103 发酵液中分离并鉴定 9 个环二肽类化合物，分别为：(1)环(4-羟基-脯氨酸-亮氨酸)、(2)

环(异亮氨酸-丙氨酸)、(3)环(脯氨酸-缬氨酸)、(4)环(脯氨酸-苯丙氨酸)、(5)环(脯氨酸-亮氨酸)、(6)环(甘

氨酸-丙氨酸)、(7)环(脯氨酸-甘氨酸)、(8)环(脯氨酸-丙氨酸)和(9)环(络氨酸-甘氨酸)。活性评价显示化

合物 3、7 和 9 对大肠埃希菌(Escherichia coli)具有较强抑制作用，最低抑菌浓度(minimal inhibitory 

concentration, MIC)分别为 8.0、4.0 和 16.0 μg/mL。【结论】从大黄鱼共生菌 B. coagulans LL1103 的发酵

液中分离得到 3 个对大肠埃希菌(E. coli)具有较好抑制活性的化合物。 
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随着抗生素的广泛和大量使用，食品和水产

养殖业等都面临着病原微生物耐药性问题，最终

导致人类健康面临威胁，急需探寻新型抗菌剂。

微生物源天然防腐剂由于安全、广谱、高效、无

毒副作用和抗菌性强等优势而成为研究热点[1]。

最早的天然防腐剂乳酸链球菌素(nisin)来源于乳

酸菌，对许多革兰氏阳性菌具有显著抑制作用，

作为硝酸盐的代替品已广泛应用于肉制品的保

鲜[2–3]。芽孢杆菌属(Bacillus)也是产生防腐抗菌物

质 的 重 要 资 源 ， 如 凝 固 素 [4] 、 lactosporin[5] 、

polyfermenticin SCD[6]、Subtilin[7]等都具有广谱抗

菌效果。然而来源于芽孢杆菌属的小分子抗菌化

合物鲜有报道。天然的小分子抗菌剂由于分子量

小、稳定性好、广谱抗菌、无药物屏蔽且不影响

真核细胞等特性，已成为新型抗菌剂的重要研究

方向。 
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凝结芽孢杆菌是一类“普遍安全的”杆菌类乳

酸菌，具有芽孢菌的抗逆性强、耐高温高压、易

贮藏等优点，其作为抑菌剂已广泛应用于食品、

水产养殖业、医药、保健行业[8]。本研究的对象为

凝结芽孢杆菌(B. coagulans LL1103)，该菌从大黄

鱼的肠道中分离得到，是一种常见养殖经济鱼类

共生菌。研究发现该菌能够延长大黄鱼的保鲜期，

其孢外产物能够抑制腐败菌的生长，并初步鉴定

其抑菌活性物质为细菌素类物质[9–10]。目前，对于

凝结芽孢杆菌的抑菌物质基础研究仅限于具有抑

菌活性的有机酸和多肽类细菌素，尚未见其他小

分子报道[8]。鉴于此，本研究拟以凝结芽孢杆菌为

研究对象，对其代谢产物的化学成分进行系统研

究，并以 3 株腐败菌为模型对化学成分进行抑菌

活性评价，以期从中筛选出活性较好的小分子抗

菌剂，为进一步开发防腐保鲜剂奠定物质基础。 

1  材料和方法 

1.1  仪器和试剂  

Avanced III 型 400 MHz 核磁共振仪(TMS 或

氘代试剂残留峰做内标，瑞士 Bruker 公司)，

Aglient 1260 Infinity-6120 型 液 质 联 用 仪 (美 国

Aglient 公司)，Calmflowplus 型 LUMTECH 制备色

谱系统(可变多波长 UV/VIS 检测器，德国 Lumtech

公 司 ) ， EnVision HTS 多 功 能 酶 标 仪 ( 美 国

PerkinElmer 公司)，安捷伦 pursuit C-18 (150×   

21.2 mm，10 μm)色谱柱(美国 Agilent 公司)，色谱

乙腈(天津市科密欧化学试剂有限公司)，柱层析、

薄层色谱硅胶(80–100、200–300 目，GF254，青

岛 海 洋 化 工 厂 )， 羟 丙 基 葡 聚 糖 凝 胶 (Sephadex 

LH-20)(瑞士 GE Healthcare 公司)，试剂为分析纯

或色谱纯。  

1.2  菌株来源 

凝结芽孢杆菌(B. coagulans LL1103)来源于

大黄鱼，由浙江工商大学王彦波教授提供，菌株

保 藏 在 中 国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心 ， 保 藏 号 为 

CCTC M2013193。 

活 性 检 测 指 示 菌 分 别 为 大 肠 埃 希 菌

(Escherichia coli CGMCC 1.2836)、腐败希瓦氏菌

(Shewanella putrefaciens CGMCC 1.3667)、铜绿假

单胞菌(Pseudomonas aeruginosa CGMCC 1.860)，

上述菌株由浙江工商大学王彦波教授提供。 

1.3  菌株的发酵培养 

将凝结芽孢杆菌接种到营养琼脂培养基上，

37 °C 条件下培养 24 h，获得活化菌种；得到的

活化菌种接种到 MRS (蛋白胨 10.0 g/L、牛肉膏

10.0 g/L、酵母膏 5.0 g/L、葡萄糖 20.0 g/L、乙酸钠

5.0 g/L、柠檬酸二胺 2.0 g/L、磷酸氢二钾 0.4 g/L、

硫酸镁 0.58 g/L、硫酸锰 0.25 g/L、吐温-80 1.0 mL/L，

pH 6.0)液体培养基中，在 150 r/min、37 °C 条件下，

摇床 12 h，得种子液；按 6%接种量把种子液接种

到 MRS 液体培养基中，在 150 r/min、37 °C 条件下，

摇床培养 72 h 得发酵液 20 L。 

1.4  发酵产物的分离纯化 

发酵液经减压浓缩至原发酵液体积的 1/4 后

离心，取上清液用乙醇沉淀，过滤并继续将滤液

浓缩至原滤液体积的 1/4，然后用乙酸乙酯萃取，

萃取液减压浓缩得乙酸乙酯提取物(25 g)，将水相

用正丁醇进行再次萃取，将正丁醇萃取液减压浓

缩获得正丁醇提取物(20 g)。乙酸乙酯提取物经硅

胶柱色谱减压粗分，石油醚-乙酸乙酯系统梯度洗

脱(50:1，30:1，20:1，10:1，5:1，1:1)，得到 7 个

组分(Fr.1–Fr.7)，Fr.5 经 Sephadex LH-20 柱色谱，

二氯甲烷-甲醇(1:1)洗脱，进一步得到 3 个组分 
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(Fr.5.1–Fr.5.3)，Fr.5-2 经硅胶柱层析纯化得化合

物 3 (24.6 mg)，Fr.5-3 经硅胶柱层析纯化得到化

合物 4 (13.9 mg)。Fr.6 经 Sephadex LH-20 柱色谱，

二氯甲烷 -甲醇 (1:1)洗脱，进一步得到 5 个组   

分 (Fr.6.1–Fr.6.5)， Fr.6.3 经 重 结 晶 得 化 合 物 2  

(32.8 mg)，Fr.6-4 经反复硅胶柱层析得化合物 5 

(7.5 mg)。Fr.7 经 Sephadex LH-20 柱色谱，二氯甲

烷-甲醇(1:1)洗脱得化合物 1 (9.4 mg)。正丁醇提取

物经甲醇溶解后，经加压硅胶柱层析，以二氯甲

烷-甲醇梯度洗脱(50:1，40:1，30:1，20:1，10:1，

1:1)，得到 5 个组分(Fr.1–Fr.5)；Fr.3 经 Sephadex 

LH-20 柱色谱，进一步得到 3 个组分(Fr.3.1–Fr.3.3)，

Fr.3.2 经反复硅胶柱纯化得到化合物 8 (9.3 mg)，

Fr.3.3 经半制备高效液相色谱纯化得到化合物 9 

(10.8 mg)；Fr.4 经 Sephadex LH-20 柱色谱分离，

再 经 重 结 晶 得 化 合 物 7 (980.0 mg) ； Fr.5 经

Sephadex LH-20 柱色谱分离，再经重结晶得化合

物 6 (940.0 mg)。 

1.5  抑菌活性测定 

指示菌培养：挑取单菌落于试管中，将试管

置于 37 °C、200 r/min 摇床中培养 12 h，经 LB 肉

汤梯度稀释至浓度约 1×108 CFU/mL 后备用。 

化合物活性初筛采用纸片扩散法测抑菌圈，

首先挑取单菌落于含有 LB 液体培养基的试管中，

将试管置于 37 °C、200 r/min 摇床中培养 12 h；取

LB 半固体培养基 55 °C 水浴加热 30 min，每个培

养皿倒入 LB 培养基 15 mL；用移液枪加入指示菌，

摇 匀 。 用 甲 醇 溶 解 待 测 抑 菌 样 品 (化 合 物 浓 度   

0.1 mg/mL)，移液枪吸取 10 μL 滴加在直径为    

6 mm 的无菌纸片上，待甲醇挥干后，贴于涂布有

病原菌的固体培养基中。放置于 35 °C 恒温培养箱

中培养 18–24 h，观察是否产生抑菌圈。 

最小抑制浓度(MIC)测定：MIC 的测定采用微

量肉汤稀释法，样品用甲醇溶解，将倍比稀释后

不同浓度的样品溶液分别加到灭菌的 96 孔聚苯乙

烯板中，第 1 至第 11 孔加样品，每孔 10 μL，样

品浓度分别为 1280、640、320、160、80、40、20、

10、5、2.5、1.25 μg/mL。第 12 孔为空白对照。

向每孔中加 90 μL 稀释后的指示菌液，密封后置

37 °C 摇床孵育 12–20 h 判断结果。此时，第 1 孔

至第 11 孔药物浓度分别为 128、64、32、16、8、

4、2、1、0.5、0.25、0.125 μg/mL。每个浓度设置

3 个平行实验，头孢西丁(cefoxitin)为阳性对照，

培养基空白对照组，以小孔内完全抑制细菌生长

的样品的最低浓度为 MIC(用酶标仪测定 OD600)。 

2  结果和分析 

2.1  化合物结构鉴定 

化合物 1：白色粉末，EI-MS m/z 226 [M]+，

由 1H NMR 分析 4.46 (1H, t, J=4.12 Hz), 4.17 (1H, 

m)两处信号为与酰胺基相连的质子信号，同时结

合 13C NMR 中 169.0、173.0 两个酰胺羰基碳信号，

推测化合物 1 为环二肽类化合物。对比氨基酸残

基，1H NMR (400 MHz, CD3OD) 中 δ：4.52 (1H, m)

连接羟基的次甲基质子信号和 δ：4.46 (1H, t, 

J=4.12 Hz)，3.66 (1H, dd, J=4.40, 12.76 Hz)，3.43 

(1H, d, J=12.80 Hz)，2.28 (1H, dd, J=13.28, 6.44 

Hz)，2.05-2.13 (1H, m)信号以及 13C NMR (100 

MHz, CD3OD)中 δ：173.0，55.2，69.1，39.4，58.7 

推测为 4 号位带羟基的脯氨酸残基。δ：1.85-1.95 

(2H, m)，1.49-1.57 (1H, m)，0.96 (3H, d, J=6.20 Hz)，

0.97 (3H, d, J=6.20 Hz)推测含有异丙基，结合 δ：

169.0，54.6，38.2，25.8，23.3，22.2 信号显示含
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有亮氨酸残基。1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ：

4.52 (1H, m, H-6)，4.46 (1H, t, J=4.12 Hz, H-9)，

4.17(1H, m, H-4)，3.66 (1H, m, H-3a)，3.43 (1H, m, 

H-3b)，2.28 (1H, m, H-5a)，2.05~2.13 (1H, m, 

H-5b)，1.85-1.95 (2H, m, H2-10)，1.49-1.57 (1H, m, 

H-11)，0.96 (3H, d, J=6.20 Hz, H-12)，0.97 (3H, d, 

J=6.20 Hz, H-13)；13C NMR (100 MHz, CD3OD) δ：

173.0 (C-1, C=O)，55.2 (C-3)，69.1 (C-4), 39.4 

(C-5)，58.7 (C-6)，169.0 (C-7, C=O)，54.6 (C-9)，

38.2 (C-10)，25.8 (C-11)，23.3 (C-12)，22.2 (C-13)。

该化合物的 1H NMR 和 13C NMR 数据与文献[11]

对照基本一致，故该化合物鉴定为环(4-羟基-脯氨

酸-亮氨酸)(图 1)。 

化合物 2：白色粉末，EI-MS m/z 184 [M]+，
13C NMR (100 MHz, CD3OD)低场区含有两个酰胺

羰基信号 δ：171.3 和 169.2 推测为结合与两个与

N 质子信号 δ：4.03 (1H, m)，3.90 (1H, m)推测为

环二肽类化合物。1H NMR (400 MHz, CD3OD)给

出 δ：1.02 (3H, d, J=7.04 Hz)，0.94 (3H, t, J=7.34 Hz)

两个甲基氢信号，3.90 (1H, m)，1.94–1.98 (1H, m)

两个次甲基氢信号, 1.50–1.51 (1H, m)，1.20–1.30 

(1H, m)为一个 CH2 中氢信号，结合 C 信号 δ：

169.2，60.9，40.3，25.6，12.2，15.5 推测为异亮

氨酸残基。氢信号 δ：4.03 (1H, m)，1.44 (3H, d, 

J=6.8 Hz)以及碳信号 δ：171.2，51.7，20.9 推测

为丙氨酸残基。1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ：

4.03 (1H, m, H-2)，3.90 (1H, m, H-5)，1.94-1.98 (1H, 

m, H-8)，1.50-1.51 (1H, m, H-9a)，1.44 (3H, d, J=6.8 

Hz , H3-7)，1.20-1.30 (1H, m, H-9b)，1.02 (3H, d, 

J=7.04 Hz, H3-11)，0.94 (3H, t, J=7.34 Hz, H3-10)；
13C NMR (100 MHz, CD3OD) δ：171.3 (C-1, C=O)，

51.7 (C-2)，169.2 (C-4, C=O)，60.9 (C-5)，20.9 

(C-7)，40.3 (C-8)，25.6 (C-9)，12.2 (C-10)，15.5 

(C-11)。该化合物的 1H NMR 和 13C NMR 数据与

文献[12]对照基本一致，故该化合物鉴定为环(丙

氨酸-异亮氨酸)(图 1)。 

化合物 3：白色粉末，EI-MS m/z 196 [M]+ ，

由 1H NMR (400 MHz, CDCl3)分析可知 δ：4.08 (1H, 

m), 3.94 (1H, m)是两个与 N 相连的 CH 质子信号，

结合碳谱中的 δ：164.9，169.9 酰胺羰基碳信号，

推测化合物为环二肽类化合物。 1H NMR (400 

MHz, CDCl3) 给出两个双重峰甲基信号 δ：1.07 

(3H, d, J=7.20 Hz)，0.92 (3H, d, J=6.80 Hz)以及

3.94 (1H, m)，2.64 (1H, m)两个次甲基氢信号，5.80 

(1H, br s)为连 N 的氢质子，结合 13C NMR (100 

MHz, CDCl3) δ：164.9，60.4，28.6，16.1，19.3

推测为缬氨酸残基。氢 δ：3.64 (1H, m)，3.55 (1H, 

m)，2.04 (2H, m)，2.38 (1H, m)，1.91 (1H, m)，4.08 

(1H, m)和碳 δ：169.9，58.8，28.4，22.4，45.1 为

脯氨酸的特征信号。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 

5.80 (1H, br s, NH-8),4.08 (1H, m, H-6)，3.94 (1H, 

m, H-9)，3.64 (1H, m, H-3b)，3.55 (1H, m, H-3a)，

2.64 (1H, m, H-10)，2.38 (1H, m, H-5a)，2.04 (2H, m, 

H-4)，1.91 (1H, m, H-5b)，1.07 (3H, d, J=7.2 Hz, 

H-12)，0.92 (3H, d, J=6.8 Hz, H-11)；13C NMR (100 

MHz, CDCl3) δ：164.9 (C-1, C=O)，45.1 (C-3)，22.4 

(C-4)，28.4 (C-5)，58.8 (C-6)，169.9 (C-7, C=O)，

60.4 (C-9)，28.6 (C-10)，16.1 (C-11)，19.3 (C-12)。

该化合物的 1H NMR 和 13C NMR 数据与文献[13]

对照基本一致，故该化合物鉴定为环(缬氨酸-脯氨

酸)(图 1)。 

化合物 4：白色粉末，EI-MS m/z 244 [M]+，

在 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 中，δ：5.76 (1H, br s)

为连 N 的氢质子，4.28 (1H, dd, J=10.28, 2.78 Hz)， 
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图 1.  化合物 1−9 的结构式 

Figure 1.  Structures of compounds 1–9. 

 

4.07 (1H, m) 是两个与 N 相连的 CH 质子信号，结

合碳谱中的 δ: 169.4，165.1 酰胺羰基碳信号，推

测化合物为环二肽类化合物。13C NMR 中 δ：

7.22–7.37 (5H, m)为典型的单取代的苯环上质子

信号，结合 13C NMR (100 MHz, CDCl3)中 169.4，

56.2，36.8，136.0，129.2，129.1，127.1 推测含

有苯丙氨酸。碳 δ: 165.1，59.1，28.3，22.5，45.4

为脯氨酸特征信号。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ：

7.22-7.37 (5H, m, H-2, 3, 4,5, 6)，5.76 (1H, br s, 

NH-8)，4.28 (1H, dd, J=10.28, 2.78 Hz, H-9)，4.07 

(1H, m, H-6)，3.54-3.66 (3H, m, H-3,10)，2.80 (1H, 

m, H-10)，2.30-2.34 (1H, m, H-5a)，1.92-2.04 (3H, 

m, H-4, 5b)；13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ：165.1 

(C-1, C=O)，45.4 (C-3)，22.5 (C-4)，28.3 (C-5)，

59.1 (C-6)，169.4 (C-7, C=O)，56.2 (C-9)，36.8 

(C-10)，136.0 (C-1)，129.2 (C-2, 6)，129.1(C-3, 

5)，127.1 (C-4)。该化合物的 1H NMR 和 13C NMR

数据与文献[14]对照基本一致，故该化合物鉴定为

环(脯氨酸-苯丙氨酸)(图 1)。 

化合物 5：白色粉末，EI-MS m/z 210 [M]+，

在 1H NMR (400 MHz, CDCl3)中，δ：5.80 (1H, br s)

为连 N 的氢质子，δ：4.12 (1H, t, J=8.22 Hz)，4.02 

(1H, dd, J=3.12, 9.22 Hz)是两个与 N 相连的 CH 质

子信号，结合碳谱中的 δ：170.0，166.1 酰胺羰基

碳信号，推测化合物为环二肽类化合物。对比氨

基酸残基，1H NMR(400 MHz, CDCl3)中 δ：4.12 (1H, 
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t, J=8.22 Hz)，3.58 (2H, m)，2.34 (1H, m)，2.14 (1H, 

m)，2.01 (1H, m)，1.90 (1H, m)信号以及 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3)中 δ：170.0，59.0，28.1，23.2，

45.5 推测为脯氨酸残基。δ：2.07 (1H, m)，1.52 (1H, 

m)，1.75 (1H, m)，1.00 (3H, d, J=6.6 Hz)，0.96 (3H, 

d, J=6.6 Hz)推测含有异丙基，结合 δ：166.0，53.4，

38.7，24.8，22.7，21.2 信号显示含有亮氨酸残基。
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ：5.80 (1H, br s, 

NH-8)，4.12 (1H, t, J=8.22 Hz, H-6)，4.02 (1H, dd, 

J=3.12, 9.22 Hz, H-9)，3.58 (2H, m, H-3)，2.34 (1H, 

m, H-5a)，2.14 (1H, m, H-5b)，2.07 (1H, m, H-10a)，

2.01 (1H, m, H-4a)，1.90 (1H, m, H-4b)，1.75 (1H, m, 

H-11)，1.52 (1H, m, H-10b)，1.00 (3H, d, J=6.60 Hz , 

H-13)，0.96 (3H, d, J=6.60 Hz, H-12)；13C NMR 

(100 MHz, CDCl3) δ：166.1 (C-1, C=O)，45.5 (C-3)，

23.2 (C-4)，28.1 (C-5)，59.0 (C-6)，170.0 (C-7, 

C=O)，53.4 (C-9)，38.7 (C-10)，24.8 (C-11)，22.7 

(C-12)，21.2 (C-13)。该化合物的 1H NMR 和 13C 

NMR 数据与文献[14]对照基本一致，故该化合物

鉴定为环(脯氨酸-亮氨酸)(图 1)。 

化合物 6：白色粉末，EI-MS m/z 128 [M]+，

在 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)中 δ：8.09 (1H, s), 

7.91 (1H, s)提示存在活泼氨基质子，结合  13C 

NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ：169.3，166.7 提示

化合物为环二肽类化合物。氢 δ：3.84 (1H, q, 

J=6.90 Hz)，1.26 (3H, J=6.90 Hz)以及碳 δ：169.3，

50.2，19.1 提示含有丙氨酸残基。氢 δ：3.73 (2H, br s)

和 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6)) δ: 166.7，45.0

提 示 含 有 甘 氨 酸 残 基 。 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ：8.09 (1H, s, NH-6)，7.91 (1H, s, NH-3)，

3.84 (1H, q, J=6.90 Hz,H-2)，3.73 (2H, br s, H2-5)，

1.26 (3H, J=6.90 Hz, H3-7); 13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6)) δ：169.3 (C-1, C=O)，50.2 (C-2)，166.7 

(C-4, C=O)，45.0 (C-5)，19.1 (C-7)。该化合物的 1H 

NMR 和 13C NMR 数据与文献[15]对照基本一致，

故该化合物鉴定为环(甘氨酸-丙氨酸)(图 1)。 

化合物 7：白色针晶，EI-MS m/z 154[M]+，由
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ：8.06 (1H, s)显示

含有活泼氨基质子，结合 13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6)) δ：169.7，164.3 提示化合物为环二肽

类化合物。氢 δ：4.12 (1H, d, J=8.20 Hz, H-6)，3.38 

(2H, m)，2.14 (1H, m)，1.88(1H, m )，1.81 (2H, m)

以及碳 δ：169.7，58.5，28.3，22.5 为脯氨酸残基

信号。氢 δ：4.00 (1H, d, J=16.9 Hz)，3.51 (1H, d, 

J=16.90 Hz)和 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ：

164.3，46.4 提示含有甘氨酸残基。1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ：8.06 (1H, s, NH-8)，4.12 (1H, d, 

J=8.2 Hz, H-6)，4.00 (1H, d, J=16.9 Hz, H-9a)，3.51 

(1H, d, J=16.9 Hz, H-9b)，3.38 (2H, m, H2-3)，2.14 

(1H, m, H-5a)，1.84 (2H, m, H2-4)，1.84(1H, m, 

H-5b)；13C NMR (100 MHz, DMSO-d6)) δ：169.7 

(C-1, C=O)，45.1 (C-3)，22.5 (C-4)，28.3 (C-5)，58.5 

(C-6)，164.3 (C-7, C=O)，46.4 (C-9)。该化合物的
1H NMR 和 13C NMR 数据与文献[13]对照基本一

致，故该化合物鉴定为环(脯氨酸-甘氨酸)(图 1)。 

化合物 8：白色粉末，EI-MS m/z 168 [M]+，

在 1H NMR (400 MHz, CD3OD)中 δ：4.25 (1H, m)，

4.18 (1H, m) 是两个与 N 相连的 CH 质子信号，结

合碳谱中的 δ：171.2，167.7 酰胺羰基碳信号，推

测化合物为环二肽类化合物。氢 δ：4.18 (1H, m)，

1.38 (3H, d, J=6.90 Hz)以及碳 δ：171.2，50.7，14.3

提示含有丙氨酸残基。氢 δ：4.25 (1H, m)，3.51 (2H, 

m)，2.30 (1H, m)，2.05(1H, m)，1.95 (2H, m)和 13C 

NMR (100 MHz, CD3OD) δ：166.7，59.1，45.0，

27.8，22.2 为脯氨酸残基。1H NMR (400 MHz, 
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CD3OD) δ：4.25 (1H, m, H-6)，4.18 (1H, m, H-9)，

3.51 (2H, m, H2-3)，2.30 (1H, m, H-5a)，1.98 (2H, m, 

H2-4)，1.98 (1H, m, H-5b)，1.38 (3H, d, J=6.9 Hz, 

H3-10)；13C NMR (100 MHz, CD3OD) δ：171.2 (C-1, 

C=O)，45.0 (C-3)，22.2 (C-4)，27.8 (C-5)，59.1 

(C-6)，167.7 (C-7, C=O)，50.7 (C-9)，14.3 (C-10)。

该化合物的 1H NMR 和 13C NMR 数据与文献[12]

对照基本一致，故该化合物鉴定为环(丙氨酸-脯氨

酸)(图 1)。 

化合物 9：白色粉末，EI-MS m/z 220 [M]+，

在 13C NMR (100 MHz, CD3OD)谱中 δ：170.3，

168.9 为两个酰胺羰基信号，推测化合物为环二肽

类化合物。在 1H NMR (400 MHz, CD3OD)中，δ：

7.01 (2H, d, J=8.40 Hz)，6.71 (2H, d, J=8.40 Hz)为

典型的对位取代苯环上质子信号，结合 δ：4.15(1H, 

t, J=3.82 Hz)，3.15 (1H, dd, J=13.80, 3.60 Hz)，2.87 

(1H, dd, J=13.80, 3.46 Hz)以及碳 δ：170.3，57.8，

40.2，126.7，116.4，132.6，158.2 推测为络氨酸

残基。在 1H NMR (400 MHz, CD3OD) 中，δ：3.41 

(1H, d, J=17.7 Hz, H-3a)，2.63(1H, d, J=17.7 Hz, 

H-3b)以及碳 δ: 168.9，44.7 推测为甘氨酸残基。1H 

NMR (400 MHz, CD3OD) δ：7.01 (2H, d, J=8.40 Hz, 

H2-2´, 6´)，6.71 (2H, d, J=8.40 Hz, H2-3´, 5´)，

4.15(1H, t, J=3.82 Hz, H-2)，3.41 (1H, m, H-7a)，

3.15 (1H, dd, J=13.80, 3.60 Hz, H-7b)，2.87 (1H, dd, 

J=13.80, 3.46 Hz, H-3a)，2.63(1H, m, H-3b)；13C 

NMR (100 MHz, CD3OD) δ：170.3 (C-1, C=O)，57.8 

(C-2)，168.9 (C-4, C=O)，44.7 (C-5)，40.2 (C-7)，

126.7(C-1´)，116.4 (C-2´, 6´)，132.6(C-3´, 5´)，158.2 

(C-4´)。该化合物的 1H NMR 和 13C NMR 数据与

文献[16]对照基本一致，故该化合物鉴定为环(络

氨酸-甘氨酸)(图 1)。 

2.2  化合物抗菌活性 

本实验通过抑菌圈实验对化合物 1–9 进行抗

大肠埃希菌、腐败希瓦氏菌和铜绿假单胞菌活性

初筛，发现化合物 3、7 和 9 对大肠埃希菌有一定

抑制作用，而对腐败希瓦氏菌和铜绿假单胞菌均

无明显抑制活性。进一步测定化合物的 MIC 值结

果见表 1。 

3  讨论 

环二肽，因其稳定的六元环骨架结构以及两

个氢键给体和氢键受体，使其成为药物化学中重

要的药效基团。天然环二肽类化合物广泛存在于

蛋白及多肽水解物，以及动植物、酵母、原生生

物、真菌、海洋生物中，具有抗菌[17–19]、抗病毒[20]、

抗肿瘤[21]、抗高血糖[22]、抗凝血[23]、抗疟疾[24]、

神经保护[25]、杀螨虫[16]以及细胞信息传递[26]等多

种生物活性和功能。本研究以来源于大黄鱼的益

生菌凝结芽孢杆菌为研究对象，从其发酵液中分

离得到 9 个环二肽类化合物，其中化合物 3 和 4

为首次从凝结芽孢杆菌分离得到。据报道，凝结 
 
 
 

表 1.  化合物抗菌活性 MIC 值(μg/mL) 

Table 1.  Antibacterial activities of compounds 
(μg/mL) 

Drugs and samples 
Escherichia coli 
(CGMCC 1.2836) 

1 >128 

2 >128 

3 8 

4 >128 

5 >128 

6 >128 

7 4 

8 >128 

9 16 

Cefoxitin 1 
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芽孢杆菌孢外产物具有广谱的抑菌活性，并且对

大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、腐败希瓦氏菌等腐

败菌具有显著的抑制作用[9–10]。鉴于此，本研究探

讨了凝结芽孢杆菌中的 9 个环二肽类小分子化合

物对大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、腐败希瓦氏菌  

3 株腐败菌的抑菌作用，发现只有化合物 3、7、9

对大肠埃希菌具有良好抑制活性。其他环二肽类

化合物对 3 株腐败菌并没有显示生物活性。推测

其抑菌活性可能是两种或多种环二肽的协同作

用，例如，Rhee 等[27]发现环(L-脯氨酸-L-亮氨酸)

和环(L-脯氨酸-L-苯丙氨酸)两种环二肽协同能够

显著抑制耐万古霉素的多种粪肠球菌的生长，其

最低抑菌浓度为 0.25–1 mg/L。Sajeli 等[28]报道了

化合物(4-羟基-L-脯氨酸-L-亮氨酸)和环(4-羟基- 

L-脯氨酸-L-苯丙氨酸)两种环二肽混合物能够显

著抑制多种高粱霉菌的生长。本次分离得到的环

二肽化合物多数具有脯氨酸骨架，而含脯氨酸骨

架的化合物往往具有良好的抗菌活性，例如，

Fdhila 等[14]曾报道含脯氨酸的化合物 3、4、5 具

有抗鳗弧菌活性，其 MIC 值 0.03–0.07 μg/mL。

Furtado 等[13]报道了含脯氨酸的化合物 1、3、4、5、

7 等化合物对金黄色酿脓葡萄球菌和滕黄微球菌

有较弱的抑制作用。Kumar 等[29]报道了化合物 5 的

两种构型环(L-脯氨酸-L-亮氨酸)和环(D-脯氨酸-  

L-亮氨酸)具有广谱抗真菌活性，不过对大肠杆菌

和铜绿假单胞菌，只有特殊构型环(D-脯氨酸-L-

亮氨酸)具有明显抑制活性。据报道化合物 4 环(脯

氨酸-苯丙氨酸)具有抗青枯雷尔氏菌、结核分支杆

菌以及稻瘟病、烟曲霉娄地青霉、白色念珠菌等

真菌活性[16,19,30–31]。本文首次报道了环二肽类化合

物 3、7、9 的抗大肠埃希菌活性，为进一步开发

利用凝结芽孢杆菌资源，开发新型防腐和抗菌剂 

奠定了物质基础。 
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Secondary metabolites of Bacillus coagulans LL1103 from large 
yellow croaker (Pseudosciaena crocea) 

Qingfeng Guo1, Lin Chen1*, Zhenhua Yin1, Juanjuan Zhang1, Yanbo Wang2, Wenbing Yin3 
1 Zhengzhou Key Laboratory of Medicinal Resources Research, Huanghe Science and Technology College, Zhengzhou 450063, 
Henan Province, China 
2 Zhejiang Gongshang University, Hangzhou 310018, Zhejiang Province, China 
3 Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

Abstract: [Objective] To mine new antimicrobial agents from Bacillus coagulans LL1103 isolated from large 

yellow croaker. [Methods] The ethyl acetate and n-butanol extracts of B. coagulans LL1103 fermentation broth 

were separated and purified by chromatographic techniques, and their structures were identified based on spectral 

analysis. Their antibacterial activities were detected by micro-broth dilution method. [Results] From the 

fermentation broth of B. coagulans LL1103, 9 cyclic dipeptides (1–9) were obtained as (1) 

cyclo-(4-Hydroxyl-Pro-Leu), (2) cyclo-(Ile-Ala), (3) cyclo-(Pro-Val), (4) cyclo-(Pro-Phe), (5) cyclo-(Pro-Leu), (6) 

cyclo-(Gly-Ala), (7) cyclo-(Pro-Gly), (8) cyclo-(Pro-Ala) and (9) cyclo-(Tyr-Gly). Cyclic dipeptides 3, 7 and 9 

showed strong antibacterial activities against Escherichia coli with minimal inhibitory concentration values of 8.0, 

4.0 and 16.0 μg/mL, respectively. [Conclusion] Three compounds showed remarkably biological effect on the 

growth of E. coli. 

Keywords: large yellow croaker, antibacterial activities, cyclic dipeptides, Bacillus coagulans 
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