
0 引言

与陆地微生物相比，海洋微生物能够耐受海洋特

有的高盐、高压、低氧、低光照等多种极端条件，因此形

成了独特的代谢和生理特性，产生了化学结构独特的

次级代谢产物，为人类提供了陆地微生物所不能提供

的活性代谢产物[1]。海洋放线菌作为海洋微生物的一

个重要组成部分，其代谢产物的多样性正日益受到重

视，特别是结构新颖的天然产物[2]。近年来，越来越多

的研究表明许多具有开发前景的海洋生物活性物质并

不是由海绵、海藻等动植物自身产生的，而是由与其共

生或者腐生的微生物产生的[3-4]。笔者对稻瘟病有防治

效果的海绵共附生放线菌Streptomyces sp. A01059的发

酵液进行了分离研究，并从中发现了两个生物活性物

质。

1 材料与方法

1.1 仪器与材料

Waters Alliance 2695 高效液相色谱系统 (美国

Waters公司)；996光电二极管阵列检测器(美国Waters
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摘 要：对海绵共附生放线菌Streptomyces sp. A01059的发酵液进行研究，以获得有抗稻瘟病活性的化合

物；用乙酸乙酯对发酵液进行萃取，然后用活性追踪的方法对乙酸乙酯萃取物进行分析，最后使用制备

液相获得相应的活性部位；结果获得分子量为 508 和 522 的两个活性化合物；实验首次对放线菌

Streptomyces sp. A01059的代谢产物进行分离研究，为稻瘟病的防治提供了新的途径。
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Abstract: The fermentation broth of marine sponge-associated actinobacteria Streptomyces sp. A01059 was
studied for the valuable active compounds which against rice blast; The fermentation broth was extracted with
ethyl acetate, then activity-guided method was used to analysis the extraction and the active compounds were
obtained by preparative liquid chromatography; Two active compounds were obtained and the molecular weight
were 508 and 522, respectively; The metabolites of Streptomyces sp. A01059 were studied in this paper for the
first time systematically, and a new method was provided to control rice blast.
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公司)；Waters DeltaPrep 4000半制备液相色谱仪(美国

Waters 公司)；Finnigan TSQ 三级四级杆质谱仪(美国

Finnigan公司)带有ESI源和Xcalibur1.0工作站；超纯

水（Millipore 公司）；甲醇 (色谱纯,山东禹王实业)；

HYPERSIL C18 色谱柱(4.6mm×250mm，5um)，Waters

Nova-Pak C18柱（25 mm×200 mm，6 μm）。

稻瘟病菌（Pyricularia oryzae）购自中国工业微生

物保藏中心。菌株A01059由笔者实验室分离获得。

1.2 菌株发酵

取海洋放线菌A01059接种于装有 100 ml种子培

养基（葡萄糖10 g，大豆粉10 g，酵母膏10 g，可溶性淀

粉 5 g，KH2PO4 0.5 g，天然陈海水 1000 ml，pH 7.2）的

250 ml三角瓶中，28 ℃、150 r/min震荡培养 48 h作为

种子液。将种子液接种于发酵培养基（大豆粉1%，玉

米粉1%，可溶性淀粉0.5%，KH2PO4 0.05%，天然陈海

水，pH 7.2），接种量为6%，28 ℃震荡培养6天。

1.3 提取分离

海洋放线菌 A01059 发酵液经 8000r/min 离心

10 min，共得到 30 L上清液。取上清液用乙酸乙酯萃

取，减压浓缩回收乙酸乙酯得到萃取物，萃取物用甲醇

溶解后使用液相色谱仪（HPLC）进行分析，根据分析

结果对活性部位使用制备型HPLC制备。

1.4 乙酸乙酯萃取物的分析与制备

取乙酸乙酯萃取物用50%甲醇(V/V)溶解，并进行

HPLC 色谱分析，分析条件为：流动相为甲醇（B）-水

（C），B相由 30% (V/V) 20 min内线性升到 60%(V/V)，

然后再20 min线性升到100%(V/V)，流速1 ml/min，检

测波长 220 nm。根据分析条件确定Waters Delta Prep

4000半制备液相色谱仪对各组分进行制备的流动相

条件为：Waters Nova-Pak C18柱（25 mm×200 mm，6 μm）；

流动相为甲醇-水，甲醇由 35%（V/V）保持 15 min后，

15 min内线性升到 90%（V/V），然后再保持 10 min，流

速15 ml/min，检测波长220 nm，室温。

1.5 活性检测

采用纸片扩散法[5]，将稻瘟病菌的孢子悬液均匀

涂布于土豆汁固体培养基上，取直径为 6 mm无菌滤

纸片轻贴于检测平板上，滴加 10 μl 待测样品/纸片，

28 ℃下培养 24 h后，测量抑菌圈直径。每个样重复 3

次取平均值。

2 结果

2.1 乙酸乙酯萃取物HPLC色谱分析

在1.4的分析条件下，乙酸乙酯萃取物中的各组分

均得到了很好的分离效果，各峰均达到了基线分离。

色谱分析图如图1。

图1 乙酸乙酯提取物HPLC分析图谱
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2.2 乙酸乙酯萃取物中各化合物的制备

使用1.4的半制备液相流动相条件对乙酸乙酯萃取

物中的各组分进行分离制备，各组分均得到很好的分离

效果（图 2），并分别得到 123.1 mg、64.8 mg、24.6 mg、

46.5 mg、110.3 mg、99.7 mg、32.3 mg、103.3 mg、97.0 mg

棕黄色膏状样品，备用。

2.3 乙酸乙酯萃取物中各成分的活性测定

采用纸片扩散法，测定乙酸乙酯提取物中 9个组

分的甲醇溶解物对稻瘟病菌的抑制情况，以甲醇作对

照。发现1~7号物质均无活性，8、9号物质对稻瘟病菌

表现出较强的抑制活性，纯甲醇对稻瘟霉孢子的萌发

无影响（表1）。因此，确定8、9号物质是抑制稻瘟病菌

的活性物质。

2.4 活性物质的HPLC/ESI-MS-MS分析

HPLC条件同 1.4分析条件，质谱条件：喷雾电压

4.0 kv；加热毛细管温度 325 ℃；氮气作为夹套气和辅

助气，夹套气 40 psi；辅助气为 20个单位；一级质谱扫

描范围M/Z 100-1000（图 3）。得出活性峰 8、9的分子

量分别为 508和 522，UV吸收扫描图谱显示两个化合

物具有相同的紫外吸收，笔者初步推断这 2种物质是

相差 1个-CH2的类似化合物。化合物结构正在解析，
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图2 乙酸乙酯提取物中各成份制备HPLC图谱
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表1 各组分对稻瘟病菌的抑制情况

3 讨论

使用多种有机溶剂对海洋放线菌 Streptomyces sp.

A01059的发酵液进行萃取，发现大部分溶剂均能有效

萃取活性物质。但由于乙酸乙酯毒性低，最终选择使

用乙酸乙酯作为萃取溶剂。在采用半制备液相色谱制

备活性物质时，为确保样品的分离效果，用于进样的样

品溶剂应与洗脱液的起始浓度保持一致。因此，用于

溶解样品的溶剂不采用纯甲醇，而改用 50%甲醇/水

彭 杰等：海绵共附生放线菌Streptomycessp.A01059抗稻瘟病活性物质的分离研究
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图3 乙酸乙酯提取物HPLC/ESI- MS分析图谱
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（V/V）溶解。此时，各峰值紫外吸收显著增强，峰宽减

小、峰高增加，进样量显著加大。

试验应用稻瘟霉活性追踪分离方法，对产于中国

南海的放线菌Streptomyces sp. A01059的代谢产物进

行了分离研究，为海洋天然产物的研究积累了新的研

究资料。
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