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摘要:【目的】通过多种现代化波谱手段,探究海洋细菌 Bacil lus sp.75 3 的次生代谢产物。【方法】采用硅胶柱

层析、Sephadex LH-20 凝胶柱层析和高效液相色谱分离技术,对海洋细菌 Bacil lus sp.75 3 发酵液的化学成分

进行研究,并运用 NMR、MS 和文献对照方法鉴定其化学结构。【结果】从这株细菌的发酵液中共分离得到 1 2
个单体化合物,分别为 uridine (1),thymine (2),cyclo-(phe-lle)(3),cyclo-(ala-pro)(4),cyclo-(val-pro)(5),

cyclo-(pro-leu)(6),cyclo-(phe-pro)(7),cyclo-(tyr-pro)(8),cyclo-(tyr-4-hydroxy-pro)(9),cyclo-(leu-pro)
(10),cyclo-(pro-4-hydroxyl-lle)(1 1),cyclo-(D-pipecolinyl-L-leucine)(12)。【结论】化合物1~12 均是首次

从该株海洋细菌中分离得到,该实验结果不仅丰富了该株菌的化学成分类型,而且也增强了海洋细菌的研究

价值。
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Abstract:【Objective】To investigate the secondary metabolites of marine bacterium Bacil lus
sp.75 3 by various modern spectrum methods.【Methods】Constituents in the fermentation liq-
uid of the marine bacteria were isolated and purified by silica gel,Sephadex LH-20,and semi-

preparative reverse-phase HPLC (C18).Their
structures were identified by NMR,MS and lit-
eratures.【Results】Twelve compounds were iso-
lated from marine bacterium Bacil lus sp.75 3 and
their structures were identified as uridine (1),

thymine (2),cyclo-(phe-lle)(3),cyclo-(ala-pro)
(4),cyclo-(val-pro)(5),cyclo-(pro-leu)(6),cy-
clo-(phe-pro)(7),cyclo-(tyr-pro)(8),cyclo-
(tyr-4-hydroxy-pro)(9),cyclo-(leu-pro)(10),

cyclo-(pro-4-hydroxyl-lle)(1 1),cyclo-(D-
pipecolinyl-L-leucine)(12).【Conclusion】Com-



pounds 1~12 were isolated from this bacterium for the first time,which not only enriched
the types of chemical composition in the Bacil lus sp.75 3,but also increased the research val-
ue of the marine bacterium.
Key words:marine bacterium,Bacil lus sp.75 3,chemical constituents,structure identification

0 引言

  【研究意义】随着对陆生微生物 50 多年的集中

研究 和 开 发,活 性 天 然 产 物 发 现 的 重 复 率 高 达

9 5%,这种现状已成为制约新型药物研发的瓶颈。
因此,迫切地需要从新的环境、资源中去寻找新型的

活性代谢产物,于是人们将研究的目光投向海洋。
海洋微生物的次生代谢产物具有特异、新颖、多种多

样的化学结构和显著的生物活性,是开发新药的重

要资源[1]。海洋细菌具有产生生物活性物质的潜

力,其代谢途径多样、代谢产物种类特异,可为新的

强效抗生素和抗病毒药物提供物质基础[2]。【前人

研究进展】近年来,我国的科研工作者已经展开海洋

细菌次生代谢产物的研究,不断丰富其代谢产物的

化学成分种类。马小妮等[3]从深海沉积物中的海洋

细菌 Psychro b acter submarinus 1A01 9 98 发酵粗

提物中分离得到 4 个化合物,分别鉴定为环(L-脯氨

酸-L-酪氨酸)、环(D-脯氨酸-L-酪氨酸)、3-吲哚甲醛

和 2曚-O-甲氧基尿嘧啶核苷。苗子等[4]对具有抗肿

瘤活性的海洋细菌 Halomonas e lon gate 的次级代

谢产物进行研究,从中发现 3 个活性化合物,分别为

胸腺嘧啶-2曚-脱氧核苷、环(L-甘氨酸-L-脯氨酸)二
肽和 1-(2曚-脱氧-毬-D-赤式-呋喃戊糖)-1-氢-1,2,4-
三 嗪 酮。龙 彬 等[5] 研 究 柳 珊 瑚 Anthogorgia
caerulea 共生细菌 Bacil lus methy lotrophicus 发酵

液的化学成分,从中分离出 6 个化合物,分别鉴定为

环(脯氨酸-甘氨酸)二肽、环(S-脯氨酸-R-亮氨

酸)二肽、胸苷、尿苷、原儿茶酸和 3-Furancarboxylic
acid-5-(hydroxmenthy)-(Furan)。于洋等[6]针对污

损细菌组成的污损微生物膜展开研究工作,从中发

现 9 种次级代谢产物,其中 4 种是二酮哌嗪(Dike-
topiperazine,DKP)类信号分子,即环(脯氨酸-甘氨

酸)、环(脯氨酸-丙氨酸)、环(4-羟基-脯氨酸-亮氨

酸)和环(脯氨酸-酪氨酸),以及尿嘧啶、胸腺嘧啶、
对羟基苯乙醇、十五烷酸、邻苯二甲酸二(2-乙基己)
酯。沈明曦等[7]对海洋细菌 Pantoea agg lomeran s
发酵液中的化学成分进行研究,从中分离鉴定出 7
个化合物,分别为对羟基苯丙酸(p-hydroxy-phe-
nylpropionic acid)、N-乙酰酪胺(N-acetyltyra-

mine)、对羟基苯乙醇(p-hydroxyphenylethyl al-
cohol)、对 羟 基 苯 乙 酸 甲 酯(methyl 4-hydroxy-
benzeneacetate)、3-吲哚甲醛(1H-indole-3-carbal-
dehyde)、环(4-羟基-脯氨酸-亮氨酸)[cyclo-(4-hy-
droxyl-Pro-Leu)]、2-(4-羟苯基)-N-苯乙酰胺[2-
(4-hydroxyphenethyl)-N-phenylacetamide]。【本
研究切入点】在前期研究中发现,来源于太平洋加拿

大海域中海泥的海洋细菌 Bacil lus sp.75 3,其菌株

发酵液的乙酸乙酯粗提物有良好的抑菌和刺激携带

有 linx 基因的工程菌发光的生物活性,因此我们就

其次生代谢产物进行系统研究,以此来丰富海洋细

菌的化学成分类型。【拟解决的关键问题】采用现代

色谱分离和光谱分析技术,对该株细菌的单体化合

物进行分离,并利用现代化波谱手段对其化学结构

进行鉴定。

1 材料与方法

1.1 材料

  超导核磁共振仪:Bruker DRX-500 型,内标为

TMS;ESI-MS:Finnigan LCQDECAXP HPLC-
MASS;高效液相色谱仪:SHIMADZU LC-20A,

YMC-Pack,ODS S-5毺250暳10 mm i.d.;层析用硅

胶:正相硅胶(100~200 目,200~300 目),青岛海洋

所化工厂;凝胶:Sephadex LH-20 型,Pharmacia 公

司;反相硅胶:Rp-18 型,Pharmacia 公司(80~ 100

毺);其它所用试剂均为分析纯。海洋细菌 Bacil lus
sp.75 3 于 2008 年采自太平洋加拿大海域中的海

泥,种属由加拿大 UBC 大学 Julin 教授鉴定,标本

存放于中国科学院南海海洋研究所热带海洋生物资

源与生态重点实验室。

1.2 方法

  种子液和大发酵液均采用 TSB 培养基。从

TSA 平板上挑取研究菌株的单菌落,接入装有 50
mL 培养基的 2 50 mL 锥形瓶中,于 3 7曟、180 r/min
的摇床上培养 48 h,即得种子液。然后再将种子液

按 3%(V/V)的量接入 500 mL 锥形瓶(总计 200
个,每瓶装 1 50 mL 培养基),于 3 7曟、180 r/min 的

摇床上培养 72 h 后结束发酵。将 30 L 发酵液直接

用乙酸乙酯(乙酸乙酯暶发酵液=1暶1,V/V)反复
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萃取 4 次,得到浸膏 7.9 g。对乙酸乙酯萃取物采用

硅胶柱色谱和半制备高效液相色谱等方法进行分离

纯化。运用 1 H NMR、1 3 C-NMR 及文献报道对比方

法,对分离纯化获得的单体化合物进行结构鉴定。

2 结果与分析

2.1 化合物 1~12 的分离纯化

  将得到的浸膏 7.9 g 经硅胶 (100~200 目)柱
层析,以石油醚/丙酮(1暶0~0暶1,V/V)系统进行

梯度洗脱,得到 6 个亚流分 (Fr01 ~Fr06)。流分

Fr04(0.98 g)经硅胶 (200~300 目)柱层析,以石油

醚/丙酮(8暶2,V/V)进行等度洗脱,得到 4 个亚流

分 (Fr040 1 ~Fr0404)。亚流分 Fr0404 经半制备

HPLC 纯化,得到化合物 1(SHIMADZU LC-20A,

ODS S-5毺250暳10 mm i.d.,3 mL/min,甲醇与水

的体积比为 1 0暶90,t R=6.7 min,7.1 mg),2 (t R
=11 min,2.5 mg),4 (t R=16.5 min,2.7 mg)。
亚流分 Fr0402 经 Sephadex LH-20 柱层析,得到 5
个 亚 流 分 (Fr04020 1 ~ Fr040205 )。 亚 流 分

Fr040203 经半制备 HPLC 纯化,得到化合物5(甲醇

与水的体积比为 2 5暶75,t R=14.5 min,7.2 mg),7
(t R=53.0 min,18.3 mg),8 (t R=66.0 min,1.9
mg)。流分 Fr03(0.71 g)经 Sephadex LH-20 柱层

析后,得到 4 个亚流分 (Fr030 1~Fr0304),亚流分

Fr0304 经半制备 HPLC 纯化,得到化合物 1 0 (甲醇

与水的体积比为 30暶70,t R=12.5 min,7.3 mg),9
(t R=44 min,2.5 mg)。亚流分 Fr0302 经半制备

HPLC 纯化,得到化合物 1 1 (甲醇与水的体积比为

30暶70,t R=24.0 min,4.5 mg);亚流分 Fr0303 经

半制备 HPLC 纯化,得到化合物6(乙腈与水的体积

比为 1 0暶90,t R=40.0 min,2.7 mg),12(t R=47.5
min,4 mg)。流分 Fr05 (0.90 g)经 Sephadex LH-
20 柱层析后,得到 5 个亚流分 (Fr050 1~Fr0505),
亚流分 Fr0503 通过重结晶得到化合物3(5 mg)。

2.2 化合物 1~12 的结构

  化合物1~12 的结构如下图 1 所示。

  化 合 物 1:白 色 无 定 形 粉 末;1 H NMR (500
MHz,DMSO-d 6)毮H 1 0.96 (1H,brs,NH- 1),

0.76(1H,brs,NH-3),5.43 (1H,d,J =9.0 Hz,

H-5),7.36(1H,d,J = 9.0 Hz,H-6)。经与文

献[8]对照确定其为尿嘧啶。

图 1 化合物1 ~12 的结构

Fig.1 Structures of compound 1 ~12

  化合物2:白色无定形粉末;紫外光 2 54 nm 下

观 察 有 明 显 的 暗 斑;1 H NMR (500 MHz,

CD3 OD)毮H 1 0.99 (1H,brs,NH- 1),0.57 (1H,

brs,NH- 3),7.24(1H,d,J =2.0 Hz,H- 6),

7.24 (1H,s,H-7)。经与文献[8]对照确定该化合

物为胸腺嘧啶。

  化 合 物 3:白 色 无 定 形 粉 末;1 H NMR(500
MHz,Acetone-d 6)毮H 3.55 (1H,m,H-2),1.41
(1H,m,H-3),0.66(2H,m,H-4),0.94 (3H,

m,H- 5),0.84 (3H,m,H- 6),4.14(1H,m,

H-2曚),3.30 (1H,dd,J =5.0,13.5 Hz,H-3曚
a),2.85 (1H,dd,J = 5.0,13.5 Hz,H- 3曚b),

7.01- 7.41 (5H,m,H-5曚-9曚);1 3 C-NMR(125
MHz,Acetone-d 6)毮C 1 6 6.5 (s,C- 1),59.0 (d,

C-2),38.0 (d,C-3),22.5(t,C-4),12.5 (q,C
-5),15.9(q,C-6),16 9.7(s,C-1曚),58.2 (d,C-
2曚),39.5(t,C-3曚),137.1 (s,C-4曚),13 1.4 (d,C
-5曚),129.6 (d,C-6曚),128.3(d,C-7曚),29.6 (d,

C-8曚),13 1.4 (d,C-9曚)。将以上数据与文献[9]
对照,可确定化合物3 为 cyclo-(phe-lle)。

  化合物4:白色无定型粉末;紫外光 2 54 nm 下

观 察 有 明 显 的 暗 斑;1 H NMR (500 MHz,

Acetone-d 6)毮H 4.1 6 (1H,m,H-3),4.12 (1H,

m,H-6),1.89 -2.20 (4H,m,H-7-H-8),

3.58(1H,m,H-9a),3.40 (1H,m,H-9b),1.35
(3H,d,J =7.0 Hz,H-10);1 3 C-NMR(125 MHz,

Acetone-d 6)毮C 1 7 1.8 (s,C-2),52.7 (d,C-3),

168.3 (s,C-5),60.9 (d,C-6),28.9 (t,C-7),

24.5(t,C-8),46.8 (t,C-9),7.0 (q,C-10)。将

以上数据与文献[10]对照,可确定化合物4 为cyclo-
(ala-pro)。

  化 合 物 5:白 色 无 定 性 粉 末;1 H NMR (500
MHz,Acetone-d 6)毮H 3.72 (1H,m,H-3),4.09
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(1H,m,H-6),2.20-2.37 (2H,m,H-7),1.85
(2H,m,H-8),3.5 1 (2H,m,H-9),1.84 (3H,

m,H- 10),0.96 (3H,d,J =7.0 Hz,H- 1 1),

1.03(3H,d,J =7.0 Hz,H-12)。将以上数据与

文献[11]对照,确定化合物5 为 cyclo-(val-pro)。

  化 合 物 6:白 色 无 定 性 粉 末;1 H NMR(500
MHz,CDCl3)毮H 3.80 (1H,m,H-3),4.10(1H,

dd,J =6.5,10.0 Hz,H-6),1.81(1H,m,H-
7a),2.40(1H,m,H-7b),1.81 (2H,m,H-8),

3.53(2H,m,H-9),2.05(1H,m,H- 10),1.24
(2H,m,H-1 1),0.93 (3H,d,J =7.5 Hz,H-
12),1.01(3H,d,J =6.5 Hz,H-12)。将以上数

据与文献[12]对照,确定化合物 6 为 cyclo-(val-
pro)。

  化合物7:无色片状结晶(甲醇);1 H NMR(500
MHz,CDCl3)毮H 4.34 (1H,m,H-3),4.07 (1H,

m,H- 6),2.05 (1H,m,H- 7a),1.73 (2H,m,

H-7b and H-8a),1.41 (1H,m,H-8b),3.29
(1H,m,H - 9a),3.08 (1H,m,H - 9b),3.07
(1H,m,H-10a),3.00 (1H,m,H-10b),7.25
(5H,m,H- 12 -H- 16),7.99 (1H,brs,NH-
4)。参照文献[8],鉴定该化合物为 cyclo-(phe-
pro)。

  化 合 物 8:黄 色 粉 末;1 H NMR (500 MHz,

CD3 OD)毮H 4.47(1H,m,H-3),4.07(1H,m,H-
6),2.14(1H,m,H-7a),1.83(2H,m,H-7b),

1.63(2H,m,H-8),3.39 (1H,m,H-9a),3.50
(1H,m,H-9b),7.31 (2H,m,H-12,H-13),

7.20(2H,m,H-15,H-16)。综合数据并与文献

[13]对照,确定该化合物为 cyclo-(tyr-pro)。

  化合物9:白色无定性粉末;负离子 ESIMS 给出

准分子离子峰m/z 2 7 5.3 [M-H]-;1 H NMR(500
MHz,CDCl3)毮H 4.20 (1H,m,H-3),3.31 (1H,

dd,J = 8.0,9.0 Hz,H-6),2.14 (1H,m,H-
7a),2.04(2H,m,H-7b),4.20 (2H,m,H-8),

3.57(1H,dd,J = 3.5,12.5 Hz,H- 9a),3.34
(1H,dd,J =6.5,12.5 Hz,H-9b),3.12 (1H,

dd,J = 4.5,14.0 Hz,H-10a),3.02(1H,dd,J =
5.0,14.0 Hz,H-10b),7.26 (2H,m,H-12,H-
16),7.17 (2H,m,H-13,H-15)。综合数据并与

文献[14]对照,确定该化合物为 cyclo-(tyr-4-hy-
droxy-pro)。

  化合物1 0:白色无定性粉末。该化合物与化合

物4 的谱图很相似,提示该化合物也为二酮哌嗪类

的化合物。与化合物4 的氢谱仔细对比,发现唯一

的区别在于化合物1 0 中 C-3 位的取代基由甲基变

为异丁基。与文献[11]对照,确定该化合物为 cyclo
-(leu-pro),核磁数据见表 1。

  化合物1 1:白色无定性粉末。该化合物与化合

物1 0 的谱图很相似,提示该化合物也为二酮哌嗪类

的化合物。与化合物1 0 的氢谱对比,发现唯一的区

别在于化合物1 1 中 C-8 位亚甲基上的 1 个氢被 1
个羟基所取代。与文献[8]对照,确定该化合物为

cyclo-(pro-4-hydroxyl-lle),核磁数据见表 1。

  化合物1 2:白色无定性粉末。该化合物与化合

物1 0 的谱图很相似,提示该化合物也为二酮哌嗪类

的化合物。仔细比较两者的氢谱,发现唯一的区别

在于化合物1 2 氢谱上多出 1 个亚甲基毮H 1.67(2H,

m,H-9)。综合以上数据并和文献[14]比对,确定

该化合物为 cyclo-(D-pipecolinyl-L-leucine),核
磁数据见表 1。

表 1 化合物 10~12 的氢谱数据

Table 1 1H (500 MHz)Spectroscopic data for compounds 10~12
编号
No.

10
毮H(J in Hz)

1 1
毮H(J in Hz)

12
毮H(J in Hz)

1
2
3 3.94,(1H,m) 4.23,(1H,m) 3.92,(1H,m)
4
5
6 4.07,(1H,t,J =7.5 Hz) 4.1 9,(1H,m) 4.08,(1H,m)
7 2.62,(1H,m),2.02,(1H,m) 2.13,(1H,m),2.1 7,(1H,m) 2.01,(1H,m),1.89,(1H,m)
8 1.90,(2H,m) 4.21,(1H,m) 1.60,(2H,m)
9 3.6 1,(1H,m),3.5 1,(1H,m) 3.46,(1H,m),3.60,(1H,m) 1.67,(2H,m)
10 2.34,(1H,m),2.02,(1H,m) 1.65,(1H,m),1.81,(1H,m) 3.63,(1H,m),3.53,(1H,m)
1 1 1.50,(1H,m) 1.64,(1H,m) 2.40,(1H,m),1.89,(1H,m)
12 1.06,(3H,d,J =7.0 Hz) 0.94,(3H,d,J =6.5 Hz) 1.78,(1H,m)
13 0.9 1,(3H,d,J =7.0 Hz) 0.92,(3H,d,J =6.5 Hz) 0.98,(3H,d,J =6.5 Hz)
14 0.95,(3H,d,J =6.5 Hz)

Note:Compounds 1 0,1 2 in CDCl3,1 1 in Pyr-d 5
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3 结论

  本研究对来源于太平洋加拿大海域海泥中的海

洋细菌 Bacil lus sp.75 3 的化学成分进行系统研究,
从中获得 uridine(1),thymine(2),cyclo-(phe-lle)
(3),cyclo-(ala-pro)(4),cyclo-(val-pro)(5),cyclo-
(pro-leu)(6),cyclo-(phe-pro)(7),cyclo-(tyr-pro)
(8),cyclo-(tyr-4-hydroxy-pro)(9),cyclo-(leu-pro)
(10),cyclo-(pro-4-hydroxyl-lle)(1 1),cyclo-(D-
pipecolinyl-L-leucine)(12)等 1 2 个单体化合物,其
中化合物1,2 为核苷类化合物,化合物3~12 均为二

酮哌嗪类化合物,并且均为首次从该株菌中分离得

到。本研究也证明该株菌中主要的化学成分是二酮

哌嗪类化合物,同时丰富了该属细菌中的化学成分

类型,为进一步研究该菌属的海洋细菌提供参考

资料。
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