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链 菌 4301 菌株抑菌活性物质的分离与结构鉴定
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摘要:从土样中分离筛选的链霉菌 4301 菌株的代谢产物具有抑菌活性，通过溶媒萃取并利用各种柱层析手段从该

菌株发酵液中分离得到 5 个化合物，利用被谱技术确定其结构分别为懈皮素、芹菜素、阿魏酸、香草酸和没食子酸，

并初步评价了化合物 1 - V 的抑菌活性.生测结果表明:浓度为 10 mmoVL 榈皮素对香蕉炭痕病菌 Colletot时hum

musae、荔校炭瘟病菌胁merella cin伊lata、荔枝霜疫霉菌 Peronophythora litchii 和小麦赤霉病菌 Fusarium gram阳α­

rum 均有抑菌作用.浓度为 10 mmoVL 的香草酸对荔校霜疫霉菌的抑菌圈直径达到了 28 mm. 
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Abstract: Streptomyces sp. strain 4301 isolated from the soil displayed fungicidal activity. Five compounds 

were isolated and purified from fermented broth of the strain through silica gel column chromatography. 

白leir structures were identified on the basis on their IR , MS , 1 H and 13 C NMR. 咀le five compounds were 

quercetin , apigenin , ferulic acid and vanillic acid , gallic acid. The fungicidal activity of these compounds 

were assayed. Quercetin inhibited mycelial growth of four test plant pathogens including Colletotrichum mu­

sae ， 臼omerellαcin伊lα阳 ， Peronophythora litchii and Fusarium gramineαmm. The diameter of inl曲itory cy­

cles of P. litchii affected by vanillic acid at a concentration of 10 mmoVL was 28 mm. 
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全球农业病虫草害的防治仍以化学农药为主.

大量化学农药的施用，严重污染了环境，危及人类健

康及生命.据联合国环境规划署调查，全世界每年大

约有 100 万人农药中毒，其中 20 万人死亡[I]. 而我

国农药污染是世界上最严重的国家之一，食品中农

药检出率高达 90% 以上.生物源农药通常具有安全、

无毒副作用、不污染环境等优点，发展生物源农药已
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成为一种趋势.华南农业大学农业部生态农业重点

开放实验室在新农药的筛选过程中，从土壤中分离

到 1 株放线菌，经鉴定为链霉菌 Streptomyces 4301 菌

株.该菌株的代谢产物具有强烈的抑菌活性，在固体

培养条件下 4301 菌株对荔枝霜疫霉菌 Peronophytho­

ra litchii 和荔枝炭瘟病菌 Glomerella cingulatα 的抑菌

圈透明，对荔枝霜疫霉菌的抑菌圈直径达到 25.5
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mm[Zl. 本研究分离与鉴定了该菌株产生的抗菌活性

物质，为研制毒性低、适合于水果生产上使用的新型

杀菌活性物质奠定基础，为人工化学合成杀菌活性

物质提供先导化合物模型.

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌株 从湖南省安乡县安丰乡稻田土样中

分离出的 1 株放线菌，经鉴定该菌株为链霉菌 Strep­

tomyces 4301 1î:fJ、.

1. 1. 2 供试植物病原茵 香蕉炭瘟病菌 Colletotri-

chum musae 、荔枝炭瘟病菌 Glomerella cingulαtα 、荔枝

1. 2. 3 纯样品添加液及对照液的配制 将需要测

试的样品分别搭于丙酣(分析纯)中，然后用水配制

为含 ψ= 1% 丙酣的 0.3 和 10 mmoνL 的样品溶液，

定容至所需要体积，置于冰箱中保存待用.吸取 1 mL 

丙酣倒入 100 mL 的容量瓶中用蒸馆水定容得到ψ=

1% 的丙自由容液，以此溶液为对照.

1. 2. 4 抑菌活性的测定 将培养好的供试菌与适

量培养基充分混匀，倒入 9 cm 培养皿中制成带菌平

板，每个平板上放 3 个牛津杯(内径。.6cm、外径 0.8

crr叽I

mL ，以 ψ=1%毛丙自酣同为对照，置 2骂8 'C恒温箱中培养 2

-4 d 后，用十宇交叉法测量抑菌圈直径[臼山3幻]，3 次重复复• 

霜疫霉菌 Peronophythora litchii 和小麦赤霉病菌 Fu- 2 
s跑αr巾ih印u"川m graαmminMEαrη阳uωw叽均由华南农业大学植物病理研

究室周而勋教授提供.

结果与分析

1. 1. 3 培养基保藏培养基:链霉菌用高氏一号培

养基，病原菌用 PDA 培养基.

液体种子培养基:每 1 ∞o mL 水含黄豆饼粉 60

4煮后过滤) ，葡萄糖 10 g，氯化铀 2.5 g，蛋白豚 3

g，碳酸钙 2 g ，用 NaOH 调节 pH 至 7.2 -7.4. 

液体发酵培养基:1000 mL 水含黄豆饼粉 40 g 

(煮后过滤) ，葡萄糖 10 g，氯化饷 2.5 g ，蛋白陈 3 g , 

碳酸钙 2 g , FeS04 • 7HzO O. 01 g, MgS04 • 7HzO O. 3 

g，磷酸氢二梆 0.5 g ，用 NaOH 调节 pH 至 7.2 -7.4. 

1. 1. 4 仪器与试剂 Bruker A V -600 型核磁共振仪，

以 TMS 为内标; Agilentll00MSD Trap 质谱仪;北京

X4 型显微熔点仪(温度计未校正) ;上海博讯

DZF6050MBE 真空干燥箱;上海嘉鹏 RE52-3 旋转蒸

发器;上海安亭 ZF-2 型三用紫外分析仪;巩义市予

华 SHZ-D( m)真空泵.薄层硅胶板 GF254 和柱层析

硅胶 G(200 - 300 目) ，均为青岛海洋化工厂生产;

Sephadex LH-20 和 C 18 均为 Pharmacia 公司生产.其

他试剂均为分析纯.

1. 2 方法

1. 2. 1 菌株的发酵培养 菌种在高氏 1 号培养基

上 28 'c培养 7 d 后，取适量菌体接种于种子培养基，

于 28 'c、 120 r/min 的条件下摇床培养 2d 得到种子

培养液.将该种子培养液按 10% 的接种量，接种于

5∞ mL 三角瓶，每瓶含 100 mL 液体发酵培养基，

28 'c、 120 r/min 摇床培养 5 d，共计发酵 60 L. 

1. 2. 2 提取分离 菌株发酵培养后用布氏漏斗抽

滤，分为上清液和菌丝体两部分.上清液 60 L 浓缩至

约 5 L，用等体积乙酸乙醋萃取 3 次得浸膏 10 g. 浸

膏拌硅胶过柱，依次用石油醋、乙酸乙醋、甲醇梯度

洗脱，收集各馆分，减压浓缩、合井，得到 5 个色谱组

分 Fr. 1 - Fr. 5. 

链霉菌 4301 菌株发酵液(60 L) 经过乙酸乙醋

萃取液浓缩获得浸膏 10 g，经过硅胶柱层析获得

Fr. 1 - Fr. 5 共 5 个组分.经反复的正反相硅胶、Sepha­

dex LH-20 和 C 18柱色谱等分离，从 Fr.2 得到化合物I

(80 mg) 、化合物II( 10 mg) ，从 Fr. 3 得化合物m(50

mg) 、化合物N(59 mg) ，从 Fr. 4 得化合物V(40 mg). 

2.1 结构鉴定

已经分离获得的 5 个化合物经过薄层色谱和熔

点测定，证明是纯化合物.利用波谱技术对其结构进

行解析.这些化合物的结构如图 1 所示.
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图 1 5 种化合物的结构图

Fig. 1 Structures of five compounds 
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化合物 1 (甲醇) :黄色粉末， m. p. 310 -312 "C, 

E I-MS m/z: 303 [M + H ] + , C15 HlO 0 7 •
13 C-NMR 

(600 MHz , DMSO-d6 )δ: 175. 9 ( C -4 ) , 163. 9 ( C -7 ) , 

160. 7( C-5) , 156.2 ( C-9) , 147.7 (C-4'), 146. 8 (C-

2) , 145. 1 ( C-3') , 135. 8 ( C-3 ) , 122. 0 ( C-l') , 120.0 

(C毡')， 115.6(C号') , 115. 1 (C-5' ), 103. 0 (C- lO) , 

98.2 ( C-6 ) ,93.4 ( C-8 ) . 1 H-NMR (600 MHz , DMSO­

d6)8:6. 18 (1 H , d ,J =210 Hz , H-6) ,6. 40 (1 H , d , J = 

210 Hz , H-8) , 6.88 (IH , d , J = 815 Hz , Hδ') ， 7.53 



34 华南农业大学学报 第 30 卷

(1 H ,dd ,J = 815 , 210Hz , H毡') ,7. 68 (1 H , d , J = 210 

Hz , H-2') , 9. 30 ( 1 H , br , 3' -OH ) , 9. 58 ( 1 H , br , 4'­

OH) , 10. 77 (1 H , br ,7-0H) ， 12.48 (1 H ，如，5-0H) .与

文献[ 4-5 J 波谱数据对照，鉴定化合物 I 为 3 ， 5 ， 7 ，

3' ，4'-五是基黄隅，即懈皮素( Quercetin) . 

化合物 11 (丙酬) :黄色粉末， mp340 - 342 "C, 

ESI-MS 显示准分子离子峰为 m/z : 269. 64 [ M -1 J - , 

结合IH-NMR 和13 C-NMR，推定分子式为 CI5 HIO 0 5, 

从IH-NMR(6∞ MHz ， DMSO-d6 )可以看出，该化合物

为黄酣类化合物，并且有 3 个起基;气-NMR( 6∞ 

MHz , DMSO-d6 )指出 C-4在低场 (8 181. 72 ，时，为 4

位的棋基碳信号，说明有 5 位短基，δ98. 81(C-6)和

93. 94( C-8) 分别为 8 位和 6 位的碳信号.IH-NMR

中，δ6.76(IH ， s ， 3-H) 为 3 位的质子信号，δ6. 18 

(1 H ,d ,J = 1. 8Hz , H而) ,6.46 (1 H , d , J = 1. 8Hz , H-

8)分别为 6 位和 8 位的 2 个间位氢质子， δ7.90

(2H ,d ,J =9.0 Hz ， H岳飞')，6.91(2H ， d ， J=9.0 Hz , 

H-3' ， 5') 构成 AA'BB'偶合系统，为黄酣 B 环上 2' ， 6'

和 3' ，5'位质子特征信号，提示 B 环为 4'位取代模

式， 12. 95 ( 1 H , s , 5-0H) , 10. 80 ( 1 H , s , 7 -OH) , 10. 35 

(1 H , s , 4'-OH). 13 C-NMR δ: 181. 72 ( C-4 ) , 164. 10 

(C-2) ,163. 71 ( C-7 ) , 161. 44 ( C-9) , 161. 14 ( C-4') , 

157. 29( C-5) , 128.44 (2C , C-2' ，们， 121. 16 ( C-l') , 

115. 93(2C ,C-3' ,5') , 103.68 (C-IO) , 102. 82( C-3) , 

98.81 (C -6) ,93. 94( C-8). 以上数据与文献 [6唰8J 对

照，鉴定该化合物 E 为 5 ， 7 ， 4'- 三起基黄自同，即芹菜

素( Apigenin) . 

化合物皿(甲醇) :白色结晶， mp 170 - 171 "C, 

ESI-MS m/z 195.0 [ M + H J + , CIO H10 0 4 , IH-NMR 

(CDCI3 ,600 MHz)δ :7.11 (1 H ， d ， J= 1. 6 Hz , H-2) , 

6. 93 ( 1 H ,d ,J = 8. 0 Hz , H -5 ) ,7. 09 ( 1 H , dd , J = 1. 6 , 

8.0 Hz , H-6) , 7. 26 (1 H , d , J = 16 Hz , H-7 ) , 6.31 

(1 H , d , J = 16 Hz , H-8) , 3. 94(3H , s , -OCH3 ); 13C_ 

NMR ( CDC13 ,600 MHz)δ:126. 7(C-l) , 109.5(C-2) , 

147. O( C-3 ) , 148.4 ( C-4 ) , 114. 7 ( Cδ) , 123. 6 ( C-

6) , 146.8 (C-7) , 114.2 (C-8) , 170.6 (C-9) , 56.0 

(-OCH3 ) .其光谱数据与文献 [9J 对照，其各种数据

与阿魏酸一致，故确定为 3- 甲氧基 -4 -起基-桂

皮酸，即阿魏酸( F erulic acid). 

化合物町(丙酣) :浅黄色针状结晶， mp 209 -

212 "C ， ESI-MS 显示准分子离子峰 mlz: 169 [M + 

HJ + , IH-NMR(600 MHz ， CD3 0D)显示该化合物有 1

个呈 ABX 系统的 3 个烯炬信号，IH-NMRδ: 3. 91 

(3 H , s , Ar-OCH3 ) , 6. 91 ( 1 H , d , J = 8. 2 Hz , H -5 ) , 

7. 60 (1 H , d , J = 2. 0 Hz , H -2 ) , 7. 57 (1 H , d , d , J = 

2.0 ,8.2 Hz , H-6); 13C-MNR(600 MHz ， CD3 0D)δ: 
56. 3 ( Ar-OCH3 ) , 113.4 ( C-5 ) , 115. 5 ( C-2 ) , 122. 8 

( C-6 ) , 124. 8 ( C斗) , 148.0 ( C-4 ) , 152.0 ( C-3 ) , 

167.6(C喃7) .综合以上分析，化合物町为邻二取代苯

甲酸衍生物，分子式为 CS HS 04 • 以上数据显示与文

献报道的 3 -甲氧基 -4 -是基苯甲酸，即香草酸
( Vanillic acid) 一致[m， 11].

化合物 v (丙酣) :无色针状结晶， mp 248 -

252 "C ，紫外灯 365 nm 下显蓝色荧光. ESI-MS mlz: 

171[M+HJ+. 分子式 C7H6 05 ， 13C-NMR( 6∞ MHz ， 

CD3 0D)δ:168. O( C-7) ,145. 9( C-3 ,5) ,138. 7( C-4) , 

121. 9 (C-l) , 110.1 (C-2 , 6). IH-NMR (600 MHz , 

CD3 0D)5:7.18(2H ， s ， H-2 ， 5). 与文献 [5 J 波谱数据

对照，鉴定化合物V为 3 ， 4 ， 5 -三瓷基苯甲酸，即没

食子酸( Gallicacid) . 

2.2 纯样晶的抑菌活性
5 个化合物对香蕉炭瘟病菌、荔枝炭瘟病菌、荔

枝霜疫霉菌和小麦赤霉病菌的抗菌活性结果见表1.

从表 1 可以看出，在浓度为 0.3 mmoVL 时，化合物

II(芹菜素)对小麦赤霉病菌抑菌效果很好，其抑

圈直径达到了 26.5 mm;在浓度为 10 mmoνL 时，化

合物町(香草酸)对荔枝霜疫霉菌抑制效果非常好，

其抑菌圈直径达到 28 mm. 化合物 1 (懈皮素)对荔

枝炭瘟病菌的抑菌圈直径也达到 18 mm. 化合物 I

对所有 4 种作物病原菌均有抑制作用.

表 1 链霉菌 4301 菌株所产生的 5 种化合物的抑菌活性1)

Tab. 1 Antimicrobial activity of tive pure compounds isolated from SÞ叩tomyces sp. strain 4301 

抑菌圈直径Imm

荔校炭瘟病菌 小麦赤霉病菌 荔枝霜疫霉菌 香蕉炭瘟病菌
化合物 cl( 阳nol.L-')

对照 。 O. ∞j: O. ∞a O. ∞j: O. ∞a 0.00 j: O. OOa O. ∞土 O. ∞a

懈皮素 10.0 18.00 j: 0.41c 6.00 j: O. 39b 16.53 j: O. 54c 18.15 j: 0. 43b 

芹菜素 0.3 16.50 j: 0. 64b 26.50 j: O. 64d O. ∞j: O.OOa O. ∞j: O.OOa 

阿魏酸 10.0 O. ∞j: O.OOa 12. 12 j: O. 43c 5.93 j: O. 35b O. ∞j: O. ∞a 

香草酸 10.0 O. ∞士 O. ∞a O. ∞j: O.∞a 28. ∞j: 0.91d O. ∞j: O. ∞a 

没食子酸 10.0 O. ∞j: O.OOa 0.00 j: O. OOa 16.63 j: O. 75c O. ∞j: O. ∞a 

1 )表中数据为平均值±标准误，同列数字后小写字母不同者表示 0.05 水平差异显著(Duncan' s 法)
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3 讨论

本文从链霉菌菌株 4301 发酵液中分离得到的 5

个化合物中，3 个属于酣酸类，2 个为黄酣类化合物.

黄酣类化合物具有多种生物活性，芹菜素具有抗肿

瘤、抗氧化、抗炎等多种生物学作用[口] , 2005 年

Kristan 等[口]研究证明 5 ， 7 ， 4' -三是基黄酣为 17 -

起面脱氢酶的抗氧化剂(IC50 = 2.9μmoνL) 和抑制
剂 (IC5o = 54μmoνL) .而懈皮素也具有广泛的药理

作用和生物活性，如抗氧化和清除氧自由基、降低血

压、保护心肌缺血、避免缺血再灌注损伤、增强免疫

功能及抗癌、抗菌、抗病毒及镇痛作用等[M-16]. 而在

农业上的应用比较少，本研究证明榈皮素和芹菜素

对农作物病原菌有较强烈的抑制作用，可为黄酣类

化合物的应用开拓新的领域..

酣酸类物质具有化感作用已被广泛报道[川3]­

Chen 等[ 24] 从链霉菌中分离得到对是基苯甲酸，并证

明其对油菜和碑草有化感作用， Kim 等[ 25] 从番茄植

株水提液中分离得到水杨酸，证明其对茄子有化感

作用.本研究证明香草酸和没食子酸对荔枝霜疫霉

病菌有强烈的抑制作用.这些酣酸类化感物质结构

虽然简单，但可以为研制开发新型农药提供模型.
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