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１株解淀粉芽孢杆菌 ＨＮ０１１抑菌
次级代谢产物的分析
张龙来１，康向辉１，魏孝义２，徐汉虹１

（１华南农业大学 农学院／天然农药与化学生物学教育部重点实验室，广州 广东 ５１０６４２；
２中国科学院 华南植物园／植物资源保护与利用重点实验室，广州 广东 ５１０６５０）

摘要：【目的】分离和鉴定生防菌ＨＮ０１１在 ＹＰＤ条件下发酵的次级代谢产物。【方法】ＨＮ０１１少量 （１Ｌ）发酵，分
别用石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇进行液 －液萃取，通过金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ的活性试验跟踪
确定活性部位；通过放大发酵，对活性部位进行分离得到单体化合物。利用核磁共振和质谱等手段，鉴定单体化合

物。【结果】生防菌ＨＮ０１１少量发酵后，发酵液经不同极性的有机溶剂液 －液萃取，萃取物的活性试验表明，乙酸
乙酯部位活性最强，其次氯仿部位，正丁醇部位活性较弱，石油醚部位、水部位活性不明显。通过放大发酵，在活性

部位分离出１５个单体，结构鉴定表明，主要为小分子的环二肽。【结论】生防菌ＨＮ０１１在ＹＰＤ的发酵条件下，次级
代谢产物主要为一些小分子的环二肽。
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　　解淀粉芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ是目
前生防细菌中研究较多的一类，因其能够产生具有

耐热、耐旱、抗紫外线和有机溶剂功能的内生孢子，

是筛选生防菌比较理想的对象［１２］。解淀粉芽孢杆

菌抑菌范围很广，主要包括根部病害、叶部病害和收

获后果品病害，如大豆根腐病、番茄青枯病、苹果红

腐病、小麦赤霉病及其他一些土传和地上部病害

等［３４］。在这些抗菌化合物中，环状脂肽如表面活性

素（Ｓｕｒｆａｃｔｉｎｓ）、伊枯草菌素 （Ｉｔｕｒｉｎｓ）和丰原素
（Ｆｅｎｇｙｃｉｎｓ或Ｐｌｉｐａｓｔａｔｉｎｓ）具有非常显著的抑制各种
微生物的活性。它们的靶标都是在细胞质膜上［５］。

本文研究的解淀粉芽孢杆菌ＨＮ０１１菌株是一种生防
菌，对多种病原真菌均有明显的拮抗作用。平板对

峙试验和生长速率试验表明，ＨＮ０１１菌株对香蕉枯
萎病病原菌、番茄颈腐根腐病病原菌、菜心炭疽病病

原菌、水稻稻瘟病菌、水稻纹枯病菌有明显的抑菌效

果；滤纸片法试验表明，ＨＮ０１１发酵液对水稻白叶枯
病菌、金黄色葡萄球菌也有明显的抑菌现象［６］。对

其次级代谢产物鲜见报道。本文对其次级代谢产物

进行深入研究，旨在为下一步提高其生物防治效果

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　生防菌：解淀粉芽孢杆菌
ＨＮ０１１；病原菌：金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕ
ｒｅｕｓ。均由华南农业大学天然农药与化学生物学教
育部重点实验室提供。

１．１．２　供试试剂　石油醚、乙酸乙酯、氯仿、正丁
醇、甲醇等，均为广州化学试剂厂生产的分析纯；氘

代二甲基亚砜和氘代甲醇，均为美国剑桥公司（ＣＩＬ）
产品；ＹＰＤ培养基：酵母粉５ｇ，牛肉膏３ｇ，蛋白胨
２０ｇ，葡萄糖１２５ｇ，蒸馏水１Ｌ；柱层析硅胶为青岛
海洋化工厂产品（１００～２００目，２００～３００目）；反相
硅胶层析为德国Ｍｅｒｃｋ公司产品。
１．１．３　供试仪器　ＨＥＶ５０型灭菌器，Ｈｉｒａｙａｍａ公
司；１７０２ＭＰ８型电子天平，德国 Ｓｔａｒｔｏｒｉｕｓ公司生产；
ＳＨＩＭＡＤＵＬＣ６ＡＤ／ＲＩＤ１０Ａ（示差检测器）（日本
Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司生产）；色谱柱为 ＸＴｅｒｒａＰｒｅｐＭＳＣ１８

Ｃｏｌｕｍｎ（１９ｍｍ×３００ｍｍ×１０μｍ和４６ｍｍ×２５０
ｍｍ×１０μｍ）；旋转蒸发仪型号为 ＥＹＥＬＡＮ１００１；
ＥＹＥＬＡ，Ａ１０００Ｓ型循环水真空泵；ＥＹＥＬＡＣＡ１１１１
型低温冷却液循环泵，ＴｏｋｙｏＲｉｋａｋａｉＣｏ．Ｌｔｄ．生产；
电热恒温水浴锅为上海精宏实验设备有限公司生

产；ＭＤＳＳＣＩＥＸＡＰＩ２０００ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ质谱仪，美国
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司生产；ＢＲＵＫＥＲＡＶ６００Ｍ核
磁共振波谱仪，瑞士布鲁克公司生产。

１．２　方法
１．２．１　活性部位初探　将供试生防菌株 ＨＮ０１１在
ＹＰＤ培养基上活化后，挑取１环接种于含２５ｍＬＹＰＤ
培养液的２５０ｍＬ三角瓶中，２８℃、１７０ｒ·ｍｉｎ－１振荡
培养２ｄ，取５ｍＬ种子液接种于１Ｌ的 ＹＰＤ培养液
中，２８℃、１７０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养２ｄ，得到发酵液。冷
冻离心去除菌体后，利用石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁

醇对发酵液进行分步液－液萃取３次，旋转蒸发得浸
膏。利用牛津杯法对各个萃取部位浸膏进行金黄色

葡萄球菌抑制活性试验，确定活性部位。在相同条件

下进行放大发酵（５３Ｌ）培养，发酵培养后，除去菌体，
分步萃取，得乙酸乙酯浸膏３０６ｇ，备用。
１．２．２　活性部位大柱分段　将活性部位浸膏，利用
正相硅胶色谱分离方法，氯仿 －甲醇系统进行梯度
洗脱，根据主点，分成若干个馏分段，对各馏分段进

行取样，利用牛津杯法进行金黄色葡萄球菌抑制活

性试验，确定各馏分段的活性。

１．２．３　各馏分的细分　将活性馏分段通过 ＯＤＳ反
相中压色谱分离方法进行细分，结合凝胶柱色谱和

高效液相色谱分离方法，分离出活性馏分段的单体

化合物。同时，为了更好地阐述生防菌 ＨＮ０１１的次
级代谢产物，活性较弱的馏分段利用各种分离技术，

分离单体化合物。

１．２．４　单体化合物的结构鉴定　各个馏分段分离
出的单体化合物通过核磁共振波谱仪和质谱仪等波

谱方法进行结构鉴定。

２　结果

２．１　活性部位初探的结果
１Ｌ的生防菌 ＨＮ０１１发酵液通过冷冻离心去除

菌体，分别用等比例不同极性的有机溶剂萃取３次，
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通过旋转蒸发回收有机溶剂得石油醚部位浸膏０４１
ｇ、氯仿部位浸膏０２２ｇ、乙酸乙酯部位浸膏０４２ｇ、
正丁醇部位浸膏１１０ｇ。各部位的金黄色葡萄球菌
抑制试验结果表明，乙酸乙酯部位的抑菌圈最大，其

次是氯仿部位、石油醚部位、正丁醇部位，水部位基

本没有活性（图１）。考虑到乙酸乙酯部位和氯仿部
位都具有活性，并且氯仿和乙酸乙酯的化学极性相

差不大，放大发酵后，去除菌体的发酵液经过石油醚

萃取后，直接使用乙酸乙酯进行萃取，余下水部位，３
个组分的金黄色葡萄球菌抑制试验结果（图 ２）表
明，石油醚部位和水部位抑菌圈较小，而乙酸乙酯部

位抑菌圈较大，和预期的结果一致，生防菌ＨＮ０１１的
活性次级代谢产物都可以被乙酸乙酯萃取出来。

图１　少量发酵液萃取物对金黄色葡萄球菌抑制活性试验
结果

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｚｙｍｏｔｉｃｆｌｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｓ
ａｇａｉｎｓｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｂｙａｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔｏｆ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

图２　放大发酵萃取物对金黄色葡萄球菌抑制活性试验结果
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｚｙｍｏｔｉｃｆｌｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｓ

ａｇａｉｎｓｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ａｆｔｅｒ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

２．２　活性部位大柱分段结果
利用正相硅胶色谱分离技术将３０６ｇ乙酸乙酯

部位浸膏进行分段。３０ｇ正相硅胶拌样后，采用 φ
为１００％氯仿湿法装柱干法上样的方法，氯仿－甲醇
系统进行梯度洗脱，根据柱体积２０００ｍＬ，以５００ｍＬ
为１个小馏分，每个梯度洗脱３～４个柱体积。ＴＬＣ
色谱方法分析各个小馏分后，根据主点合并得１０个
馏分段。利用牛津杯法，对各馏分进行金黄色葡萄

球菌抑制活性试验，结果（图３）表明，馏分 Ｅ７的活
性最明显，馏分 Ｅ６次之，Ｅ３和 Ｅ８较弱，其他的馏分
活性不明显。

图３　乙酸乙酯部位各馏分段金黄色葡萄球菌抑制活性
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅａｃｈｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｅｔｈｙｌａｃｅ

ｔａｔｅｐｏｒｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ

２．３　各组分细分单体的结构鉴定结果
将活性馏分段Ｅ７（４０ｇ）通过 ＯＤＳ反相中压色

谱分离技术进行分离，得到１２个小组分，其中小组
分４、６、７、８有明显的主点。通过 ＨＰＬＣ结合凝胶柱
色谱分离技术对４个小组分进行分离，得到单体化
合物Ｅ７４、Ｅ７６、Ｅ７７、Ｅ７８。通过核磁共振氢谱和核
磁共振碳谱进行结构解析，并用质谱进行验证，参考

和比对文献，鉴定化合物 Ｅ７４为 Ｃｙｃｌｉｃ（ＴｈｒＬｅｕ），
Ｅ７６为Ｃｙｃｌｉｃ（ＴｙｒＶａｌ），Ｅ７７为Ｃｙｃｌｉｃ（ＴｙｒＴｒｐ）（图
４ａ）。

将活性馏分段Ｅ６（２６ｇ）通过 ＯＤＳ反相中压色
谱进行分离，得到１４个小组分，其中小组分４、５、１３
有明显的主点，通过 ＨＰＬＣ分析，发现 Ｅ６的１３个小
组分和Ｅ７８出峰时间一致，利用薄层色谱技术进行
比对，Ｒｆ一致，证明Ｅ６１３就是 Ｃｙｃｌｉｃ（ＰｈｅＴｙｒ）。小
组分４、５通过制备液相得到化合物 Ｅ６４和 Ｅ６５，利
用核磁共振氢谱和核磁共振碳谱进行结构解析，并

用质谱进行验证，参考和比对文献，鉴定化合物Ｅ６４
为 Ｃｙｃｌｉｃ（ＰｈｅＧｌｙ），Ｅ６５为 Ｃｙｃｌｉｃ（ＰｈｅＡｌａ）
（图４ｂ）。
　　通过ＯＤＳ反相中压色谱进行分离得若干个小组
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分，根据ＴＬＣ判断主点明显的小组分进行分离，结合
凝胶色谱分离技术、高效液相色谱和制备液相色谱

分离技术，分离得到单体。通过核磁共振氢谱和核

磁共振碳谱，并用质谱进行验证，参考和比对相关文

献，鉴定相关的化合物。从馏分段Ｅ３（２２ｇ）分离出

化合物Ｅ３２３；馏分段Ｅ８（１４ｇ）分离出化合物Ｅ８６Ｂ
（图４ｃ）；馏分段 Ｅ４（７４ｇ）分离出化合物 Ｅ４２Ａ、
Ｅ４３Ａ、Ｅ４１０Ａ、Ｅ４１０Ｂ（图５ａ）；馏分段Ｅ５（６１ｇ）分
离出化合物Ｅ５４Ａ、Ｅ５４Ｂ、Ｅ５４Ｃ（图５ｂ）。

图４　活性馏分段分离出的化合物

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｆｒａｃｔｉｏｎｓ

图５　活性不明显馏分段分离出的化合物

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｉｎｃｏｎｓｐｉｃｕｏｕｓａｃｔｉｖｉｔｙｆｒａｃｔｉｏｎｓ

　　化合物 Ｅ７４：白色粉末（甲醇），
１ＨＮＭＲ（６００

ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ８１８（ｄ，Ｊ＝２５Ｈｚ，１Ｈ），７９９
（ｄ，Ｊ＝２７Ｈｚ，１Ｈ），５００（ｄ，Ｊ＝５５Ｈｚ，１Ｈ），
４０４～３９２（ｍ，１Ｈ），３６７～３６１（ｍ，１Ｈ），３４９
（ｔ，Ｊ＝２６Ｈｚ，１Ｈ），１８０（ｄｑ，Ｊ＝１３１，６６Ｈｚ，
１Ｈ），１６９（ｄｄｄ，Ｊ＝１４１，９３，５０Ｈｚ，１Ｈ），
１５８（ｄｄｄ，Ｊ＝１３６，９３，４６Ｈｚ，１Ｈ），１０８（ｄ，

Ｊ＝６６Ｈｚ，１Ｈ），０８６（ｄ，Ｊ＝６６Ｈｚ，３Ｈ），０８３
（ｄ，Ｊ＝６５Ｈｚ，３Ｈ）；１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ
１６９１４，１６７２４，６７１３，６０９７，５３２０，４５４７，
２３７８，２３６３，２１９７，２０６０。从核磁共振碳谱低场
δ１６９１４，１６７２４说明是２个酰胺上的碳，结合核磁
共振氢谱δ８１８，７９９这２个氮上的活泼氢，说明是
一个典型环二肽结构。有２个二重峰的甲基，有 １
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个低场的二重峰的甲基，同时δ５００是一个二重峰，
说明含有１个羟基。同时质谱结果显示，相对分子
质量为２１４０４，结合文献［７］，推导 Ｅ７４结构为 Ｃｙ
ｃｌｉｃ（ＴｈｒＬｅｕ）。

化合物 Ｅ７７：白色粉末（甲醇），
１ＨＮＭＲ（６００

ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ９１９（ｓ，１Ｈ），７８２（ｄ，Ｊ＝２５
Ｈｚ，１Ｈ），７６３（ｄ，Ｊ＝２５Ｈｚ，１Ｈ），７４８（ｄ，Ｊ＝
８０Ｈｚ，１Ｈ），７３２（ｄ，Ｊ＝８１Ｈｚ，１Ｈ），７１０～
７０２（ｍ，１Ｈ），７０２～６９４（ｍ，２Ｈ），６５８（ｄ，Ｊ
＝８５Ｈｚ，２Ｈ），６５１（ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，２Ｈ），３９４
（ｔ，Ｊ＝６３Ｈｚ，１Ｈ），３７７（ｄ，Ｊ＝６９Ｈｚ，１Ｈ），
２７９（ｄｄ，Ｊ＝１４５，４３Ｈｚ，１Ｈ），２４３（ｄｄｄ，Ｊ＝
１８１，１４０，５５Ｈｚ，２Ｈ），１７８（ｄｄ，Ｊ＝１３６，７０

Ｈｚ，１Ｈ）；１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ１６７２５，
１６６７６，１５６４３，１３６５３，１３１１５，１２７９３，１２６８６，
１２４８４，１２１３５，１１９１９，１１８８９，１１５３６，１１１７８，
１０９３４，５６３３，５５７０，３１１４，３０３９。如图６所示，
根据核磁共振碳谱 δ１６７２５，１６６７６和核磁共振氢
谱δ７８２，７６３这２个二重峰的活泼氢，表明化合物
含有一个典型的环二肽骨架。从核磁共振氢谱 δ
６５８（ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，２Ｈ），６５１（ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，
２Ｈ），结合碳谱 δ１５６４３的碳，说明含有１个对位羟
基取代的苯环；低场芳香区有个邻位取代苯环，同时

质谱结果显示，相对分子质量为３４９１４。结合文献
［８］，推导Ｅ７７结构为Ｃｙｃｌｉｃ（ＴｙｒＴｒｐ）。

图６　Ｅ７７核磁共振氢谱和碳谱图

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｒｏｔｏｎＮＭＲａｎｄｃａｒｂｏｎＮＭＲｏｆＥ７７

　　化合物 Ｅ７６：
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ

１６７９４，１６６７５，１５６８５，１３１７０，１２６３３，１１５３３，
５６１５， ５２７３， ４４１８， ３８１８， ２３４１， ２３２５，
２１８１。结合质谱和文献［９］，推导 Ｅ７６的结构为
Ｃｙｃｌｉｃ（ＴｙｒＶａｌ）。

化合物 Ｅ７８：
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ

１６６７３，１６６６３，１５６５６，１３７１２，１３１２８，１３０２０，
１２８６４，１２６９０，１１５４８，５６１８，５５８６，３８９９。结
合质谱和文献［１０］，推导 Ｅ７８结构为 Ｃｙｃｌｉｃ（Ｐｈｅ
Ｔｙｒ）。

化合物 Ｅ６５：
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ

１６８１２，１６６２７，１３６５０，１３０８２，１２８４７，１２７１０，
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５５８１，５０１７，２０１４。结合质谱和文献［１０］，推导
化合物Ｅ６５结构为Ｃｙｃｌｉｃ（ＰｈｅＡｌａ）。

化合物 Ｅ６４：
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ

１６７５９，１６６０９，１３６４３，１３０５０，１２８５７，１２７２０，
５５９４，４４１３。结合质谱和文献［１１］，推导化合物
Ｅ６４结构为Ｃｙｃｌｉｃ（ＰｈｅＧｌｙ）。

化合物 Ｅ３２３：
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ

１７０５０，１６５６７，５９６４，５８６４，４５０８，３５３４，
２８３７，２４３２，２２４７，１５４１，１２７１。结合质谱和
文献［１０］，推导化合物 Ｅ３２３结构为 Ｃｙｃｌｉｃ（Ｉｌｅ
Ｐｒｏ）。

化合物Ｅ８６Ｂ：
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ

１６９２７，１６７３２，１５６５４，１３１３３，１２５６５，１１４８８，
５６１７，５０３２，３８１２，１９０１。结合质谱和文献
［１２］，推导化合物Ｅ８６Ｂ结构为Ｃｙｃｌｉｃ（ＴｙｒＬｅｕ）。

化合物 Ｅ４２Ａ：
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ

１７０７０，１６５６７，５９９３，５８６９，４５０８，２８３０，
２８１５，２２５３，１８７８，１６８４。结合质谱和文献
［１３］，推导化合物Ｅ４２Ａ结构为Ｃｙｃｌｉｃ（ＰｒｏＶａｌ）。

化合物 Ｅ４３Ａ：
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ

１６９３５，１６９３１，５３８９，４９４２，４２５８，２４０８，
２３３４，２２２４，１８２９。结合质谱和文献［１２］，推导
化合物Ｅ４３Ａ结构为Ｃｙｃｌｉｃ（ＡｌａＬｅｕ）。

化合物 Ｅ４１０Ｂ：
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ

１６８８９，１６７２９，５９９８，５２８５，４４３９，４０５３，
４０４１， ４０２７， ４０１３， ４０００， ３９８６， ３９７２，
３９５８， ３１９１， ２４０１， ２３５４， ２２２２， １９２１，
１７８０。结合质谱和文献［１４］，推导化合物 Ｅ４１０Ｂ
结构为Ｃｙｃｌｉｃ（ＬｅｕＶａｌ）。

化合物 Ｅ５４Ａ：
１ＨＮＭＲ（６００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ

７０５（ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，２Ｈ），６７２（ｄ，Ｊ＝８６Ｈｚ，
２Ｈ），４３７（ｔｄ，Ｊ＝５１，１９Ｈｚ，１Ｈ），４０５（ｄｄｄ，
Ｊ＝１０９，６３，１９Ｈｚ，１Ｈ），３５６（ｄｔ，Ｊ＝１１９，
８４Ｈｚ，１Ｈ），３４０～３３３（ｍ，１Ｈ），３０７（ｄｄｄ，
Ｊ＝３１４，１４２，４９Ｈｚ，１Ｈ），２１１（ｄｔｄ，Ｊ＝１０７，
６０，４４Ｈｚ，１Ｈ），１８７～１７６（ｍ，１Ｈ），１３０～
１１９（ｍ，１Ｈ）。结合质谱和文献［１４］，化合物 Ｅ５
４Ａ为 Ｃｙｃｌｉｃ（ＴｙｒＰｒｏ）。

化合物Ｅ５４Ｂ：
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ

１６９８４，１６７８０，５９５０，５０２４，３８８６，２４２３，
１９５０，１４１３，１０７７。结合质谱和文献［１１］，化合
物Ｅ５４Ｂ为Ｃｙｃｌｉｃ（ＡｌａＩｌｅ）。

化合物Ｅ５４Ｃ：
１３ＣＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ

１７００５，１６９５４，５３２２，５０５２，４３６４，２３８９，
２２１１，２０６９，１９４５。其中Ｅ５４Ｃ的核磁共振氢谱
δ０９９（ｄ，Ｊ＝６６Ｈｚ，３Ｈ），０９７（ｄ，Ｊ＝６６Ｈｚ，
３Ｈ），而 Ｅ５４Ｂ的核磁共振氢谱 δ１０４（ｄ，Ｊ＝７１
Ｈｚ，３Ｈ），０９７（ｔ，Ｊ＝７４Ｈｚ，３Ｈ），说明Ｅ５４Ｂ含
有异亮氨酸而Ｅ５４Ｃ含有亮氨酸。结合质谱和文献
［１４］，化合物Ｅ５４Ｃ为Ｃｙｃｌｉｃ（ＡｌａＬｅｕ）。

３　结论

生防菌ＨＮ０１１对多种病原菌均有明显的拮抗作
用，通过滤纸片试验表明 ＨＮ０１１发酵液对金黄色葡
萄球菌、水稻白叶枯病菌有明显的抑菌现象。但目

前鲜见对其有效成分进行报道。因此，有必要对生

防菌ＨＮ０１１的次级代谢产物进行研究。本研究通过
少量发酵，对发酵液不同的极性段进行分部，通过活

性跟踪，确定了活性部位主要集中在乙酸乙酯部位

和氯仿部位，由于氯仿部位的活性和极性与乙酸乙

酯部位差别不明显，因此放大发酵后，为了节省时间

和成本，在使用石油醚进行萃取后，直接使用乙酸乙

酯对水相进行萃取，旋转蒸发后得浸膏。对乙酸乙

酯部位的浸膏３０６ｇ进行划段和活性试验，结果表
明活性物质主要集中在馏分６和馏分７中，对这２个
活性段进行分离，得到６个单体化合物。其中化合
物Ｅ７７［Ｃｙｃｌｉｃ（ＴｙｒＴｒｐ）］首次在细菌中被发现。为
了系统了解生防菌代谢产物的类型，对其他的活性

不明显的馏分段进行分离，得到 ９个单体化合物。
单体化合物通过核磁共振氢谱、核磁共振碳谱和质

谱进行结构鉴定，结果表明通过活性追踪等方法，生

防菌ＨＮ０１１发酵液活性段的次级代谢产物主要是一
些环二肽。

环二肽是由２个氨基酸通过肽键环合形成的二
酮哌嗪类化合物，也是自然界中最小的环肽化合物，

具有多种生物活性［１５］。近年来，环二肽在生物防治

的运用上也屡有发现。在试验分离中，次级产物全

部是环二肽，说明环二肽在防治上有重大的意义。

环二肽及其衍生物具有多种生物活性，尤其是在抑

菌方面具有显著的效果。艾峰等［１６］从东海微生物中

分离出６种对鳗弧菌具有显著抑制活性的环二肽；
诺尔斯链霉菌ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｎｏｕｒｓｅｉＨａｚｅｎ的次生代谢
产物白诺氏菌素（Ａｌｂｏｎｏｕｒｓｉｎ）为 Ｃｙｃｌｏ（ＰｈｅＬｅｕ）的
四脱氢衍生物，具有显著抗菌作用［１７］。生防菌活性

代谢产物的分离是在抑制金黄色葡萄球菌的指示下

进行的，试验结果表明各组分的抑菌活性不一致，分
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离的结果显示各组分的成分也不同，说明生防菌

ＨＮ０１１不同的代谢产物具有不同的生物活性；生防
菌具有显著的抑制各种病原菌的作用很大程度是因

为其代谢产物具有多样性。
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