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摘要:采用多种常规柱色谱和高效液相色谱分离技术 , 运用理化和波谱分析方法 , 对柳珊瑚共生细菌 Bacillus

subtilis的化学成分进行分离鉴定 ,并对分离得到的化合物进行抑菌活性测试和抗污损生物幼虫附着活性测试。

结果分离得到 7 个环二肽类化合物 , 依次为环(S-脯氨酸-甘氨酸), 环(S-脯氨酸-R-亮氨酸), 环(4-羟基-脯氨酸-

亮氨酸),环(苯丙氨酸-甘氨酸), 环(丙氨酸-苯丙氨酸),环(苯丙氨酸-缬氨酸), 环(S-脯氨酸-R-苯丙氨酸)。化

合物 1 和化合物 2 有抑制罗非鱼病原菌生长活性 , 化合物 1 ～ 3有抗藤壶幼虫附着活性 ,化合物 1 有抗华美盘管

幼虫附着活性。 7 个化合物均首次从柳珊瑚共生菌 Bacillus subtilis发酵液中分离得到 ,其抑制罗非鱼致病菌活

性和抗污损生物附着活性也是首次报道。
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Abstract:Studies on the chemical const ituents of the culture broth f rom marine go rgonian-asso-
ciated bacterium Baci l lus subti l is were carried out.Seven pure substances w ere f irst i solated

f rom the culture bro th by CC and HPLC , and their st ructures w ere determined on the basis of
phy sic-chemical propert ie s and spectro scopic methods such as 1 H NM R and 13 C NM R.These

compounds we re obtained and characterized by comparison of thei r physical and spect ral data(1

H NM R ,
13

C NM R and M S)w ith values obtained in the literature.A ntibacterial activi ty bioas-
say indicated that compounds 1 and 2 had significant act ivity against pathogenic bacteria f rom
ti lapia .Compounds 1 ～ 3 show ed potent antilarval activity tow ards Balanus amphi trite larvae.
Compound 1 exhibi ted antilarval act ivity ag ainst Hydroides elegans at the concentrat ion of 50

μg/ml.
Key words:marine bacillus , Bacil lus subti li s , cyclic dipeptide , chemical identif icat ion

　　柳珊瑚俗称海柳 ,广泛分布于热带和亚热带海

域。柳珊瑚属于腔肠动物 ,能够在错综复杂的海洋环

境中免受外来生物如致病菌和海洋污损生物侵害而

顺利生长。柳珊瑚共生海洋细菌能够产生活性独特

的化学成分帮助柳珊瑚防御外来生物侵害
[ 1 ～ 3]

。另

外 ,在海洋独特的低温 、高压 、高盐 、寡营养环境中 ,海

洋细菌以其特有的代谢方式 ,产生出众多结构新颖特

殊代谢产物
[ 4 , 5]
。因此 ,从柳珊瑚共生细菌寻找生物

独特 、结构新颖的活性先导化合物是目前国内外海洋

微生物研究的热点之一。

　　本研究对柳珊瑚共生细菌 Bacil lus subti l is发酵

液的乙酸乙酯萃取部分进行化学成分分析 ,从中分离

得到 7 个化合物 。运用理化方法 、1 H NM R 、13 C
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NM R和文献对照等方法 , 7个化合物依次分别被鉴

定为环(S-脯氨酸-甘氨酸),环(S-脯氨酸-R-亮氨酸),

环(4-羟基-脯氨酸-亮氨酸),环 (苯丙氨酸-甘氨酸),

环(丙氨酸-苯丙氨酸),环(苯丙氨酸-缬氨酸),环 (S

-脯氨酸-R-苯丙氨酸)。

1　材料与方法

1.1　仪器与材料

　　Brucker Avance 500 型核磁共振波谱仪 , TMS

为内标;Waters 600半制备型高效液相色谱仪(PDA

检测器;色谱柱参数:10mm × 250mm , 5μm , Phe-

nomenex)。Agilent 1200 LC-MS 液相质谱连用仪 ,

XT5显微熔点测定仪 , TQHZ-2002A 型摇床 ,薄层色

谱硅胶板 ,柱层析硅胶 , Sephadex LH-20 凝胶;高效

液相色谱用试剂为色谱纯 , 所用其他试剂均为分

析纯 。

　　共生细菌从 2010年 8月在广西涠洲岛海域采集

的柳珊瑚(Anthogorg ia caerulea)中分离 ,通过形态

比对和 16S rRNA 鉴定为枯草芽孢杆菌 (Baci l lus

subt i lis)。

1.2　提取与分离

　　共生细菌 Baci l lus subti li s用摇床培养(培养基:

牛肉膏 3g/L ,蛋白胨 10g/ L , 氯化钠 5g/L ;培养条

件:30℃, 150r/min),获得 60 L 发酵液。发酵液用乙

酸乙酯萃取 ,萃取液真空浓缩后得到乙酸乙酯萃取部

分 4.6g 。对乙酸乙酯萃取部分采用硅胶柱 、凝胶柱

(Sephadex LH-20)和半制备高效液相色谱等方法进

行分离纯化。

1.3　结构鉴定

　　运用1 H NM R 、13 C NM R 、M S 和样品熔点测定

分析方法及与文献对比方法 ,对获得的单体化合物 1

～ 7进行结构鉴定 。

1.4　抑菌活性测试

　　化合物 1 ～ 7采用标准的纸片扩散法
[ 6]
测试对罗

非鱼病原菌(无乳链球菌 、嗜水气单胞菌病 、爱德华氏

菌病 、荧光假单胞菌)的抑制活性。

　　将 28 ℃下培养 24 h 的 4种病原菌菌株悬浮液

加入到已经灭菌处理的 LB培养基中 ,然后倒平板静

置。化合物 1 ～ 7 用 DMSO 溶解 , 然后配制成 10

mg/ml浓度的溶液。将 5μl溶液加入到灭菌滤纸片

上( = 6 mm),以 DMSO 为空白对照 ,以利福平

(Rifampicin ,0.2 mg/ml)和氨苄青霉素(A mpici llin ,

10 mg/ml)为阳性对照 。将纸片置于已倒好的 LB培

养基上 ,紧贴培养基。每个菌种做 2个平行 。30 ℃

下培养 24 h后观察抑菌斑的大小。

1.5　抗污损生物幼虫附着活性筛选

1.5.1　幼虫的培养

　　华美盘管虫幼虫的培养按照 Qian&Pechenik 方

法
[ 7]
,幼虫需要培养 5 d左右达到附着前的状态。藤

壶幼虫的培养根据 Thiyagarajan 等[ 8] 方法 ,在附着

测试之前 ,处于介虫状态的藤壶幼虫在8 ℃黑暗环境

中放置 4 d 。

1.5.2　抗幼虫附着活性筛选

　　化合物 1 ～ 7分别溶解于 DM SO溶液中 ,用无菌

海水配制成 100μg/ml 、50μg/ml 、25μg/ml 、12.5μg/

ml 、6.25μg/ml共 5个浓度梯度 。在聚苯乙烯 24孔

径板的每个孔中加入 1 ml配制好的测试样品和 20

个游动的华美盘管虫幼虫或藤壶幼虫 ,每个样品做 4

个平行 ,加有 DM SO 的无菌海水作为阴性对照 。将

配有测试样品的 24孔径板放于 28°C 的培养箱中放

置 24 h后 ,观察实验结果。通过显微镜观察逐个记

录已附着在板壁上的幼虫个数和没有附着在板壁上

的幼虫个数以及已死亡的幼虫个数 。计算已附着在

板壁上的幼虫个数占实验用的总幼虫个数的百分比 ,

通过 EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM Ver-

sion 1.5软件计算抑制幼虫附着 EC50 。

2　结果与分析

2.1　分离纯化结果

　　将乙酸乙酯萃取部位经硅胶柱层析 ,以石油醚-

丙酮系统(100∶0 ～ 0∶100)梯度洗脱 ,得到 E1 ～

E35共 35个流份 。E13 ～ E15流份经硅胶柱层析 ,以

石油醚-乙酸乙酯系统(30∶70)等梯度梯度洗脱得到

化合物 1(7.3 mg)。E16流份经过重结晶得化合物 2

(10.8 mg)。E19 ～ E21 流份经硅胶柱层析 ,以石油

醚-丙酮梯度洗脱(100∶10 ～ 0∶100)并重结晶得化

合物 3(4.8 mg)和化合物 4(5.7mg)。E25 ～ 258 流

份经反复硅胶柱层析 ,以石油醚-丙酮梯度洗脱以及

半制备高效液相色谱得到化合物 5 (6.7 mg)、化合

物 6 (14.2 mg)、化合物 7(13.5 mg)。

2.2　结构鉴定结果

　　化合物 1:C7H 10N 2 O2 ,淡黄色固体;mp.158 ～

160 ℃;ESI-MS m/z 155 [ M + H ]
+
;

1
H NM R

(500 M Hz ,CD 3OD)δ:4.26(1H , t , J =6.9 Hz ,H

-6), 4.13(1H ,d , J = 16.8 Hz , H-9a), 3.77(1H ,

d , J =16.8 Hz , H-9b), 3.53 (2H , m , H-3), 2.32

(1H , m , H-5a),2.12(1H ,m , H -5b),2.03 (1H ,

m ,H -4a), 1.98 (1H , m , H -4b)。13 C NM R (125

M Hz ,CD3 OD)δ:172.0 (C -7), 166.5 (C -1),

59.9(C-6),47.0(C-9), 46.4 (C-3), 29.4 (C-
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5),23.3(C -4)。以上波谱数据与文献[ 9] 对照一

致 ,故鉴定化合物 1为环(S-脯氨酸-甘氨酸)。

　　化合物 2:C11 H18 N 2 O 2 ,白色固体;mp.162 ～

164 ℃;ESI-M S m/z 211[ M + H ] +;1H NM R

(500 M Hz ,CDCl3)δ:6.23 (1H , brs , N-H),4.10

(1H , t , J = 8.2 Hz , H -6), 4.00 (1H , dd , J =

9.4 , 3.5 Hz , H -9), 3.59 (1H , m , H -3a), 3.51

(1H ,m ,H -3b),2.33 (1H , m , H -5a), 2.05 (1H ,

m ,H -5b),2.03 (1H , m , H -4a), 1.88 (1H , m , H

-4b), 2.01 (1H , m , H -10a), 1.52 (1H , m , H -

10b),1.78(1H ,m , H -11), 0.99(3H , d , J = 6.6

Hz , M e -12), 0.94 (3H , d , J = 6.6 Hz , Me -

13)。13 C N M R (125 M Hz , CDCl3)δ:170.3 (C -

7),166.2 (C-1),59.0(C -6), 53.4(C-9),45.5

(C-3),28.1(C-5), 22.7(C-4),38.6(C-10),

24.6(C-11), 23.3(C -12), 21.3(C -13).以上

波谱数据与文献[ 10]对照一致 ,故鉴定化合物 2为环

(S-脯氨酸-R-亮氨酸)。

　　化合物 3:C11 H 18N 2 O3 ,黄色针晶;ESI-M S m/z

227 [ M + H ] +;1 H NM R(500 M Hz , CDCl3)δ:

4.49(1H , t , J =4.0 Hz , H -6), 4.18 (1H ,m , H -

9),3.65 (1H , dd , J =13.0 Hz , 4.5 Hz , H -3a),

3.48(1H , dd , J =13.0 ,4.5 Hz ,H -3b),3.70(1H ,

m ,H -4),2.30(1H , m , H -5a),2.10(1H , m , H -

5b),1.93(2H , m , H -10), 1.52(1H , m , H -11),

0.97(3H ,d , J =7.0 Hz , H -12),0.96 (3H , d , J

=7.0 Hz ,H -13)。13C NM R(100 M Hz ,CDCl3)δ:

170.3(C-1), 167.8 (C-7),68.2(C-4), 61.6 (C

-6), 54.5 (C -3), 53.6 (C -9), 41.2 (C -10),

36.4(C-5), 26.4 (C-11),23.1(C-12),22.5(C

-13)。以上波谱数据与文献[ 11]对照基本一致 ,故

鉴定化合物 3为环(4-羟基-脯氨酸-亮氨酸)。

　　化合物 4:C11 H18 N 2 O 2 ,白色粉末;mp.162 ～

164 ℃;ESI -MS m/z 205[ M + H ]
+
;
1
H NM R

(500 M Hz , CDCl3)δ:7.30 (5H , m , H -2′, 3′, 4′,

5′, 6′),4.24(1H , t , J =4.5 Hz , H -6),3.44(1H ,

dd , J =12.0 , 4.5 Hz , H -3a),3.25 (1H , dd , J =

14.0 ,4.0 Hz , H -3b),3.02 (1H ,dd , J =14.0 , 4.5

Hz ,H -7a),2.64(1H ,dd , J =18.0 ,1.33 Hz , H -

7b)。
13

C NM R(100 M Hz ,DMSO-d6)δ:170.0(C

-1),168.6(C-4), 136.4(C-1′), 131.4(C -2′,

5′),129.6(C -3′, 5′), 128.4 (C -4′), 57.5 (C -

6),44.7(C-3),40.87(C-7)。以上波谱数据与文

献[ 12 ,13]对照基本一致 ,故鉴定化合物 4为环(苯丙

氨酸-甘氨酸)。

　　化合物 5:C12 H14 N 2O 2 ,无色针晶;ESI-M S m/ z

218.24 [ M +H ]
+
;
1
H NM R(500 M Hz , CDCl3)δ:

7.27(5H , m , H -2′, 3′,4′, 5′, 6′), 4.35(1H , td , J

=4.56 ,0.90 Hz , H -2), 3.74 (1H , qd , J =6.90 ,

1.38Hz ,H -6),3.27(1H ,dd , J =13.74 ,4.56 Hz ,

H-7a), 3.03 (1H , dd , J =13.74 , 4.56 Hz , H -

7b), 0.60 (3H , d , J =6.90 Hz , H -8)。13 C NM R

(100M Hz ,CDC l3)δ:166.9 (C-1),50.9 (C-3),

170.1(C-4), 54.8 (C-6),37.1(C -7), 19.6(C

-8), 136.6(C-1′),128.6(C-3′,5′),127.7 (C-

2′,6′), 125.9 (C-4′)。以上波谱数据与文献[ 14]对

照基本一致 , 故鉴定化合物 5 为环(丙氨酸-苯丙

氨酸)。

　　化合物 6:C14 H 18 N 2 O 2 ,白色粉末;mp.280 ～

282℃;ESI-M S 　m/z 269 [ M +Na] +;1 H NM R

(500 M Hz ,DM SO-d6)δ:8.26(1H , s , H-Phe),7.88

(1H , s , H-Va1), 7.22 (5H , m , H -(5′-9′), 4.15

(1H ,m , H -2 ), 3.62 (1H , m , H -2), 3.14 (1H ,

dd , J =5.0 , 13.5Hz , H -3a ), 2.88(1H , dd , J =

5.0 ,13.5 Hz , H -3b ), 1.76 (1H , m , H -3), 0.89

(3H ,d , J =7.0 Hz , H -4), 0.86 (3H , d , J =7.0

Hz ,H -5)。13 C NM R(100 M Hz , DMSO -d6)δ:

166.4(C-1), 58.7 (C-2),37.7(C -3), 23.1(C

-4), 11.7 (C -5), 166.3(C -1′), 55.0 (C -2′),

37.6(C-3′), 136.3 (C-4′),130.4(C-5′),127.9

(C-6′),126.4(C-7′),127.9(C-8′),130.4(C-

9′)。以上波谱数据与文献[ 15 ,16]对照基本一致 ,故

鉴定化合物 6为环(苯丙氨酸-缬氨酸)。

　　化合物 7:C14 H 16 N 2 O 2 ,黄色油状;mp.137 ～

139℃;ESI-MS m/z 245 [ M + H ]
+
;

1
H NM R

(500 M Hz ,CD3OD)δ:7.34(2H , dd , J =7.8 ,7.2

Hz ,H -3′, 5′),7.29(1H , t , J =7.8 Hz , H -4′),

7.23(2H , d , J =7.2 Hz , H-2′,6′),4.13(1H , t ,

J =3.0 Hz , H -9), 4.07 (1H , br s , H -6), 3.60

(1H ,m , H -3a), 3.40(1H , m , H -3b), 3.10(2H ,

m ,H -10), 1.95 (1H , m , H -5a), 1.83 (1H , m , H

-5b),1.72 (2H , m , H -4)。
13

C N M R(125 M Hz ,

CD3OD)δ:169.18 (C -7), 164.8 (C -1), 135.3

(C -1′), 132.3 (C -2′, 6′), 129.1 (C -3′, 5′),

127.7(C-4′),60.1 (C-6),57.8(C-9),45.2(C

-3), 40.5(C-10),28.9(C-5),21.7(C -4)。以

上波谱数据与文献[ 12 ,17]对照基本一致 ,故鉴定化

合物 7为环(S-脯氨酸-R-苯丙氨酸)。

2.3　抑菌活性

　　化合物 1对无乳链球菌 、嗜水气单胞菌病 、爱德
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华氏菌病 、荧光假单胞菌病 4种罗非鱼病原菌均显示

出较强抑菌活性 ,最小抑制浓度皆为 1.0μg/ml。化

合物 2对无乳链球菌 、爱德华氏菌也显示出较强抑菌

活性 ,最小抑制浓度分别为 3.0μg/ml和 1.4μg/ml。

化合物 3 ～ 7对 4种罗非鱼病原菌基本无抑菌活性 。

2.4　抗幼虫附着活性

　　化合物 1在浓度为 50 μg/ml时 ,具有抗华美盘

管虫幼虫附着的活性 ,但是在浓度为 25 μg/ml时 ,没

有显示出活性。化合物 2 ～ 7 在实验浓度范围内 ,没

有显示出抗华美盘管虫幼虫附着活性。

　　在抗藤壶幼虫附着实验中 ,化合物 1 ～ 3均显示

出潜在的抗藤壶幼虫附着活性 , EC50 分别为

40.27μg/ml ,36.14μg/ml , 44.88μg/ml。化合物 4 ～

7在实验浓度范围内 ,没有显示出抗藤壶幼虫附着。

3　结论

　　通过各种分离技术和结构鉴定方法 ,从柳珊瑚共

生菌 Bacil lus subti li s的发酵液共分离鉴定了 7个环

二肽类化合物。化合物 1 ～ 2显示出较强抑制罗非鱼

病原菌的活性。化合物 1 ～ 3显示出较强的抗藤壶幼

虫附着活性。化合物 1显示出较强的抗华美盘管幼

虫附着活性。从化学生态学角度解释了柳珊瑚不被

污损生物覆盖的原因 。化合物 1 ～ 7均首次从柳珊瑚

共生菌 Baci l lus subt i lis 发酵液中分离得到 ,其抑制

罗非鱼致病菌活性和抗污损生物附着活性也是首次

报道 ,该研究为深入了解北部湾海域的柳珊瑚共生菌

特性提供了科学依据 。
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