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摘  要: 星海链霉菌(Streptomyces xinghaiensis)是从大连星海湾海泥样品中分离的海洋链霉菌新

种, 其发酵液具有广谱抗菌活性。研究该菌株的发酵液对临床分离的耐药菌的抑制活性, 发现星

海链霉菌发酵液对鲍曼不动杆菌和耐甲氧西林金黄色葡萄球菌菌株具有抑制活性。采用 SPE、大

孔吸附树脂 HP-20、葡聚糖凝胶 Sephadex LH-20、HPLC、TLC 等对抗耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌的物质进行了活性追踪, 发现活性物质为弱碱性水溶性成分, 无特征紫外吸收, 可被茚三酮显

色, 推断活性物质可能为氨基糖苷类化合物。对星海链霉菌基因组序列进行初步分析, 发现一个

与核糖霉素生物合成基因簇相似性较高的基因簇, 但 TLC 分析结果表明, 活性化合物与核糖霉素

不同。 
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Abstract: Streptomyces xinghaiensis is a novel Streptomyces species isolated from marine sediment 
sample collected in Xinghai Bay, Dalian, China, and wide spectrum of antimicrobial activities of its 
fermentation broth has been observed. In this study, the antibacterial activities of the fermentation broth 
of S. xinghaiensis against drug-resistant clinical isolates were investigated, and inhibitory activities 
against Acinetobacter baumannii and Staphylococcus aureus (MRSA) strains were revealed. Purification 
of the active compound (s) against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) clinical isolates 



张姗姗等: 星海链霉菌抑菌活性物质的分离纯化  1541 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

was performed and the properties of the active compounds were studied. Active fractions were obtained 
after treatments of the broth with macroporous adsorptive resin HP-20 and Sephadex LH-20. The active 
components were weak alkaloid compounds with no specific UV adsorption, and ninhydrin coloration 
further supported the hypothesis that the active compounds likely belong to aminoglycoside antibiotics. 
The draft genomic sequence of S. xinghaiensis was searched and a ribostamycin-related gene cluster was 
identified. However, Thin Layer Chromatography (TLC) analysis indicated that the major components of 
the active compounds are different from ribostamycin. 

Keywords: Streptomyces xinghaiensis, Antimicrobial activity, Purification, Methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA), Aminoglycoside antibiotics 

随着抗生素在临床上的普遍应用, 耐药性病原

菌不断出现, 迫切需要开发新的抗生素类药物。近

年来, 从海洋来源的微生物中寻找和筛选有抗菌活

性的先导化合物成为抗感染创新药物研究的热点。

海洋微生物生活在高压、高盐、寡营养等特殊环境

中, 形成了独特的生长和代谢方式, 与陆地微生物

相比更有可能产生结构新颖、功能独特的次级代谢

物, 具有巨大的开发潜力[1−4]。 

本实验室自 2006 年起对大连地区的海洋放线

菌菌种资源和重要次生代谢物合成基因进行了研

究 , 发现了一些独特的海洋放线菌菌种 , 通过基

因筛选证明了一些菌种生产 I 型聚酮类化合物的

潜能 [5−6], 并鉴定了一株新的海洋放线菌, 命名为星

海链霉菌[7]。星海链霉菌分离自大连星海湾海底沉

积物, 其发酵液对金黄色葡萄球菌、绿脓假单胞菌、

枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、白色假丝酵母等多种致

病菌具有抑制活性, 但对临床分离病原菌的抑制活

性研究还不够深入。本文考查了星海链霉菌对临床

分离的耐药菌的抑制活性, 并对活性物质的性质进

行了研究, 采用活性追踪的方法, 对抗临床分离的

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的活性物质进行了初步

分离纯化。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
星海链霉菌分离自大连星海湾海底沉积物, 菌

种保存号 CCTCC AA 208049, 孢子悬液置于 20%甘

油中, 于−70 °C 保存。 

活性测试菌: 肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneu-

moniae), 鲍 曼 不 动 杆 菌 (Acinetobacter baumannii), 

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)

菌株 5301、5438、5885 为大连医科大学附属第

一医院临床分离耐药菌。活性测试菌培养基参照

文献[5]。  

1.2  培养基 
TSB 培养基购自美国 BD 公司。淀粉-黄豆培养

基(W/V): 可溶性淀粉 0.2%, 黄豆粉 1.5%, 酵母粉 

1.5%, 蛋白胨 0.2%, CaCO3 0.4%, NaCl 0.4%。所有

培养基均 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.3  实验方法 
1.3.1  发酵: 取−70 °C 保存的星海链霉菌菌悬液

1 mL, 于 TSB 平板 30 °C 活化培养 7 d, 然后接种于

TSB 液体培养基中, 250 mL 摇瓶装 50 mL 培养基, 

160 r/min、30 °C 培养 2 d 后, 按 2%接种量, 将种子

培养基接于 TSB 液体培养基或淀粉-黄豆培养基中, 

250 mL 摇瓶装 50 mL 培养基, 160 r/min、30 °C 培养

7 d。 

1.3.2  抑菌活性测试方法[8]: 发酵液 6 000 r/min 离

心 10 min, 取上清液, 将 100 μL 待测液体加入直径

6 mm 的抗生素测定纸片中, 放入铺有受试菌的平

板上, 通过观察抑菌圈大小判断抑菌活性强弱。空

培养基做相同实验作为空白对照。 

1.3.3  发酵产物中活性物质的分离纯化: (1) 活性

物质的稳定性及极性测试: 将离心处理后的发酵液

分别置于 20 °C、30 °C、40 °C、50 °C、60 °C、70 °C、

80 °C、90 °C 和 100 °C 水浴 30 min, 检测抗菌活性, 

确定热稳定性[9]。将发酵液分别调至 pH 值为 1、2、

3、4、5、6、7、8、9、10、11、12 维持 60 min 后
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调至 pH 为 7, 然后进行抑菌测试 , 检测酸碱稳定

性 [10]。将处理后的发酵液分别用正己烷、丙酮、乙

酸乙酯等体积萃取 3 次, 萃取相浓缩 10 倍加入测试

纸片, 吹干后做抑菌测试, 检测活性物质的极性[11]。 

(2) SPE 固相萃取实验: Waters Oasis MCX 6 mL 

SPE 小柱(美国 Waters 公司), 经 2 倍柱体积的去离

子水活化后, 加样 1 mL 星海链霉菌发酵液, 用 3 倍

柱体积的 2%甲酸洗脱, 再以 3 倍柱体积的甲醇洗

脱, 最后用 3 倍柱体积的含 5%氨水的甲醇溶液洗

脱。将氨化甲醇洗脱相旋蒸干, 沉积物用 1 mL 的去

离子水溶解, 以金黄色葡萄球菌 5438 为受试菌做抑

菌测试。 

Waters Oasis HLB 6 mL SPE 小柱(美国 Waters

公司), 经 2 倍柱体积的去离子水活化后, 加样 1 mL

星 海 链 霉 菌 发 酵 液 , 用 3 倍 柱 体 积 的 甲 醇 和 水

5:95 (V/V)的混合液洗脱, 然后用 3 倍柱体积的甲醇

洗脱。将甲醇洗脱相旋蒸干, 沉积物用 1 mL 的去离

子水溶解, 以金黄色葡萄球菌 5438 为受试菌做抑菌

测试。 

将上述 2 个样品做 HPLC 检测, 采用 C18 柱, 流

动相为甲醇和水, 甲醇比例 20 min 内从 10%升至

100%并维持至 30 min。 

(3) 大孔吸附树脂 HP-20 吸附[12]: 将 30 mL 发

酵液加入预处理后的 30 g 大孔吸附树脂 HP-20 中, 

室温静态吸附 2 h, 将发酵液与树脂分离, 得到未吸

附组分。分别用等倍体积 50%乙醇和 100%乙醇静态

解析 1 h, 将得到的组分利用金黄色葡萄球菌 5438

进行抑菌活性测试, 并用 HPLC 分析化合物组成, 

HPLC 洗脱条件同上。 

(4) 葡聚糖凝胶 Sephadex LH-20 分离: 制成内

径为 1 cm、高度为 17 cm 的葡聚糖凝胶柱。2 mL 未

吸附组分(具有抗耐药金黄色葡萄球菌活性)用葡聚

糖凝胶 Sephadex LH-20 进行分离, 用 3 倍柱体积水

缓慢洗脱, 每 10 mL 为 1 个组分, 共得到 15 个组分, 

10 倍浓缩后, 做活性测试, 并用 HPLC 分析组成, 

HPLC 洗脱条件同上。 

(5) 薄层层析检测及显色试验[13−15]: 取 2.5 cm× 
7.5 cm 的 硅 胶 薄 层 层 析 板 , 取 经 葡 聚 糖 凝 胶

Sephadex LH-20 处理后的有活性样品上样 1 μL, 以

不同比例的氯仿:甲醇:氨水为展层剂进行层析。茚

三酮 0.2 g 溶于 100 mL 乙醇中作为显色剂, 喷于硅

胶板表面进行显色。 

将 1 mg/mL 浓度的硫酸核糖霉素(购自无锡福

祈制药有限公司) 1 μL 与上述活性样品 1 μL 上样于

同一硅胶板上 , 以氯仿:甲醇:氨水=2:5:4 (V/V/V)作

为展层剂, 并用茚三酮显色剂显色[14]。 

2  结果与讨论 

2.1  星海链霉菌发酵液对耐药性致病菌的抑菌

活性 
采用 TSB 培养基培养 7 d 获得的发酵液对 5 株

临床分离的致病病原菌进行了活性测试, 结果表明, 
星海链霉菌发酵产物对肺炎克雷伯氏菌无抑制活

性, 对鲍曼不动杆菌有一定抑制活性, 对 3 株抗药

性金黄色葡萄球菌中的 2 株有抑制活性, 对 5301 菌

株没有活性(表 1)。淀粉-黄豆培养基对抗菌活性物

质的产生效果与 TSB 相似(结果未显示)。 
 

表 1  发酵液对致病菌的抑菌测试 
Table 1  Antimicrobial activity test of the fermentation 

broth 
致病菌测试菌株 

Pathogenic test strains 
抑菌圈直径 

Diameter of the inhibition zone (mm)

肺炎克雷伯氏菌 
Klebsiella pneumoniae 

 6.0 

鲍曼不动杆菌 
Acinetobacter baumannii 

 8.0 

金黄色葡萄球菌 5301 
Staphylococcus aureus 5301

 6.0 

金黄色葡萄球菌 5438 
Staphylococcus aureus 5438

11.5 

金黄色葡萄球菌 5885 
Staphylococcus aureus 5885

 9.8 

 

2.2  抑菌活性物质的分离纯化 
2.2.1  抑菌物质的稳定性与极性: 为了寻找合适的

分离纯化方法, 需要研究活性物质的性质。对发酵

液的活性物质进行了耐热和酸碱稳定性实验, 结果

表明, 在 20 °C−100 °C 内和 pH 值 1−14 的酸碱范围

内, 发酵液对多种测试菌的稳定性很好, 活性物质

性质稳定。有机溶剂萃取实验表明, 活性物质主要
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集中在水相, 不溶于有机溶剂, 为强极性物质。 
2.2.2  抗菌活性物质的酸碱性质 : Waters Oasis 
MCX SPE 小柱为强酸性离子交换树脂填料, Waters 

Oasis MCX 是混合阳离子萃取柱, 对碱性化合物具

有较好的选择性。对金黄色葡萄球菌的抑菌测试结

果表明, MCX 6 mL SPE 小柱得到的氨化甲醇洗脱

相组分有抑菌活性 , 原发酵液测试抑菌圈直径为

22 mm, 洗脱液抑菌圈直径为 18 mm, 说明发酵液

中含有能抗金黄色葡萄球菌的碱性物质。星海链霉

菌培养 7 d 后发酵液 pH 值在 8−9 之间, 显弱碱性, 

与活性物质为弱碱性物质的推断吻合。 

2.2.3  大孔吸附树脂 HP-20 吸附杂质: 考察了多种

树脂对活性化合物分离纯化的效果, 发现大孔吸附

树脂 HP-20 的纯化效果最好。大孔吸附树脂 HP-20
处理空培养基的吸附相和未吸附相无抑菌活性, 发

酵液未吸附相相比 50%乙醇洗脱相有更好的活性

(表 2), 且 HPLC 峰较少, 而 100%乙醇洗脱相无活

性, 因此选择未吸附相做进一步分离。发酵液的大

孔吸附树脂 HP-20 未吸附相与经过相同处理的空白

培养基的未吸附相成分比较见图 1。 

2.2.4  葡聚糖凝胶 Sephadex LH-20 分离: 对葡聚

糖凝胶 Sephadex LH-20 洗脱得到的 15 个组分分别

进行耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 5438 的活性检测, 

发现在分离得到的 15 个组分中, 第 2 个组分有抑制

金黄色葡萄球菌的活性, 对该组分进行 HPLC 分析, 

结果见图 2。 
 

表 2  大孔吸附树脂 HP-20 分离组分抑菌测试结果(抑菌圈直径, mm) 
Table 2  Bacterium-inhibition test of Macroreticular resin HP-20 experiment (Diameter of the inhibition zone, mm) 

 
未吸附组分 A 
No absorption  

phase 

50%乙醇洗脱组分 10 倍浓缩
Ethanol eluent 10 times 

concentrated 

50%乙醇洗脱组分 2 倍浓缩 
Ethanol eluent 2 times  

concentrated 

100%乙醇洗脱组分 10 倍浓缩
100% Ethanol eluent 10  

times concentrated 

金黄色葡萄球菌 5438 
Staphylococcus aureus 5438 

14 20 11 6 

 

 

图 1  大孔吸附树脂 HP-20 发酵液未吸附相和空白培养基未吸附相在 210 nm 处 HPLC 分析 
Fig. 1  HPLC under 210 nm of the fermentation eluents and the culture medium eluents in macroporous adsorptive resin 

HP-20 experiment 
注: A: 发酵液未吸附组分; B: 空培养基未吸附组分. 
Note: A: Non-absorption phase of the fermentation broth; B: Non-absorption phase of the culture medium. 
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图 2  葡聚糖凝胶 Sephadex LH-20 第 2 组分在 210 nm 处 HPLC 分析结果 
Fig. 2  HPLC analysis of the 2nd eluent of Sephadex LH-20 under 210 nm 

 
由图 2 可以看出, 葡聚糖凝胶 Sephadex LH-20

能有效分离活性物质, 紫外全波长扫描表明可能的

活性物质的最大吸收值在 196 nm 左右, 在 200 nm

到 400 nm 波长范围内无特征紫外吸收。 
2.2.5  薄层层析检测及显色实验: 星海链霉菌抗菌

活性物质是极性弱碱性物质, 无特征紫外吸收, 符

合氨基糖苷类抗生素的特点。利用文献报道的检测

氨基糖苷类化合物的方法对活性组分进行了 TLC 分

析 [14], 经茚三酮显色试验, 发现平板上紫红色显色

点(图 3), 推断活性样品中含有带伯胺基的物质, 进

一步支持了活性物质很可能是氨基糖苷类化合物的

推测。多种不同比例的展层剂试验, 茚三酮显色结

果表明, 可被显色的物质, 在甲醇:氯仿:氨水的比例

为 3:1:2 时, 颜色最深的主成分的 Rf 值较大且各组分

分离较好。 
本课题组近期利用 454 和 Solexa 高通量测序对

星海链霉菌进行了全基因组测序, 由于本课题发现

星海链霉菌可能产生氨基糖苷类抗生素, 对星海链

霉菌的基因组序列进行了分析, 发现了一个与核糖

霉素生物合成基因簇同源性很高的基因簇[16], 该基

因 簇 序 列 已 提 交 G e n B a n k  ( G e n B a n k 登 录 号 
JF19543)。利用 TLC 分析了硫酸核糖霉素和纯化的

样品, 显色结果见图 3, 可以看出, 活性物质除了一

个主成分(Rf 值 0.246)以外, 还包括一些次要组分, 
而所有活性成分与核糖霉素的 Rf 值(0.087)不同, 目

前正在参照文献[17]的方法利用氯甲酸-9-芴基甲酯 

 

图 3  发酵液抗耐药金黄色葡萄球菌纯化组分与硫酸核

糖霉素薄层层析对照试验 
Fig. 3  TCL analysis results of the purified components 
with antibacterial activities against Staphylococcus aureus 
(MRSA) strain comparing with ribostamycin sulfate  
standard 
注: 1: 活性组分; 2: 核糖霉素标准品. 
Note: 1: Active components; 2: Ribostamycin standard. 
 
衍生化反应对活性物质的化学结构进行进一步深

入研究。 

3  讨论 

星海链霉菌发酵液对临床分离病原菌的抗菌活

性目前还未被深入研究。本文报道了星海链霉菌发
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酵液对临床分离的耐药菌鲍曼不动杆菌以及 2 株耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌的抑制作用, 证明活性物

质具有很好的治疗临床病原菌感染的开发前景。 

本研究发现大孔吸附树脂 HP-20 能有效吸附星

海链霉菌发酵液中对金黄色葡萄球菌无活性的杂

质, 葡聚糖凝胶 Sephadex LH-20 能有效分离活性组

分。活性物质在紫外波长范围内无明显吸收, 结合

其碱性物质及可被茚三酮显色, 推测可能是氨基糖

苷类物质。在星海链霉菌的基因组序列中, 发现了

一个类似于核糖霉素的基因簇, 但是该基因簇与核

糖霉素相比多了一个氧化还原酶基因, 可能造成合

成的化合物结构出现差异。本课题确立了星海链霉

菌抗耐药金黄色葡萄球菌活性物质的分离纯化路

线, 目前正对活性物质进行进一步的分离纯化和结

构鉴定。 
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