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一株红树林来源放线菌的抗菌活性物质
张骏梁，  史蔷，  吴昊，  张萌，  徐颖

深圳大学生命与海洋科学学院，深圳市海洋生物资源与生态环境重点实验室，深圳市海洋藻类生物开发与应用工程实验室，

广东深圳 518071
摘 要：红树林沉积物微生物资源丰富，是新型天然产物以及药物先导化合物的重要来源之一．为获

得具有新颖结构的微生物次级代谢产物，以活性为导向对红树林来源菌株进行筛选，对表现出抗细菌、生

物膜和真菌活性的 GP3T5（Streptomyces sp.）菌株的次级代谢产物进行研究．通过萃取、C18 反相硅胶柱层

析、Sephadex LH20凝胶柱层析和制备高效液相色谱，从菌株发酵液中分离出3种化合物，分别记为化合物

1、2 和 3．利用高分辨电喷雾质谱、核磁共振波谱和紫外光谱等技术，鉴定化合物 1、2 和 3 依次为

pyrisulfoxin A、collismycin A和 echinomycin A．对化合物1、2和3进行活性评价，结果表明，3种化合物均

有不同程度的抗菌和抗生物膜活性．其中，化合物3的抗菌活性最好，对食源性病原菌有很好的抗菌活性，

对单增李斯特菌和无乳链球菌的最小抑菌质量浓度均为0. 06 μg/mL．化合物1、2和3对鲍曼不动杆菌的最

小生物膜抑制质量浓度分别为32、16和1 μg/mL．化合物2和3具有良好的抗植物病原真菌活性，化合物2
的半数抑制质量浓度 IC50 ≤ 10 μg/mL，化合物 3 的 IC50 ≤ 1 μg/mL．以上红树林来源菌株 GP3T5 的研究结果

可为深入挖掘红树林土壤微生物生物活性物质提供参考．
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Antimicrobial compounds of an actinomycete derived 
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Abstract:  Mangrove-derived microorganism is a promising and important resource of novel natural products and lead 
compounds for drug discovery.  This study aimed to find microbial secondary metabolites with novel structures.  
Based on the bioactive-guided screening of mangrove-derived actinomycetes, Streptomyces sp.  GP3T5 was studied 
owing to its antibacterial, antibiofilm and anti-fungi activities.  Three compounds (1-3) were isolated from the 
fermentation broth by organic solvent extraction, reversed-phase chromatography, Sephadex LH20 gel 
chromatography, and preparative high-performance liquid chromatography.  Their structures were identified as 
pyrisulfoxin A (compound 1), collismycin A (compound 2), and echinomycin A (compound 3), respectively, via high 
resolution electrospray ionization mass spectroscopy (HRESIMS), nuclear magnetic resonance (NMR), ultraviolet 
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(UV) spectroscopy.  The activity evaluation of compounds 1-3 revealed that all three compounds showed antibacterial 
and antibiofilm activities.  Compound 3 showed potent antibacterial activity against foodborne pathogens with 
minimum inhibitory concentrations (ρMIC) of 0. 06 μg/mL for Listeria monocytogenes and Streptococcus agalactiae.  
The minimum biofilm inhibitory concentrations (ρMBIC ) of compounds 1-3 against Acinetobacter baumannii were 32 
μg/mL, 16 μg/mL, and 1 μg/mL, respectively.  Compounds 2 and 3 showed good antifungal activity against plant 
pathogenic fungi, with half maximal inhibitory concentrations (IC50) ≤ 10 μg/mL and ≤ 1 μg/mL, respectively.  In 
conclusion, these results on strain GP3T5 derived from mangroves provide valuable insights for further exploration of 
bioactive compounds from mangrove soil microorganisms.
Key words: natural products; mangrove derived actinomycetes; Streptomyces; secondary metabolites; antibacterial; 
antibiofilm; anti-foodborne pathogens; anti-plant pathogenic fungi

红树林湿地通常分布于亚热带和热带的海岸边

缘，红树林植物生长于其中泥泞及松软的土壤上，

由于长期受到周期性海水浸润，具有沼泽化、盐渍

化的红树林土壤有较强的酸性，其 pH 值通常介于 
3～7［1-2］．正因如此，红树林土壤集中了海洋和陆

地间丰富多样的微生物，在红树林微生物群落中，

细菌和真菌占 91%，远高于藻类（7%）和原生动物

（2%）［3］．红树林微生物群落已经成为天然产物分离

提取、探究其生物合成途径的宝地．据统计，截至

2021 年，已从红树林沉积物来源微生物中分离出

500 多种天然产物和活性物质，其中 200 多种来自

细菌，300 多种来自真菌［4］．在红树林沉积物来源

的细菌中，放线菌尤其是链霉菌属是天然产物的主

要来源［4］．

本课题组一直从事红树林微生物来源天然产物

的研究，建立了丰富多样的红树林来源菌种库，如

强效抗污损化合物 butenolide［5］，广谱抗革兰氏阴性

菌生物膜的化合物 maipomycin A［6］．课题组以生物

活性为导向，对多株菌株进行活性筛选，发现了 1
株来源于红树林植物根系沉积物的 GP3T5（Strepto⁃
myces sp.）菌株，该菌株的发酵粗提物具有抗细菌、

抗生物膜和抗真菌活性．本研究将对该 GP3T5 菌株

的次级代谢产物进行深入研究，分离并鉴定次级代

谢产物结构，评价相关化合物的抗菌和抗生物膜

活性．

1　材料与方法

1. 1　实验设备和材料

实验所用仪器主要有：高效液相色谱仪 Waters 
e2695 和制备级液相色谱仪 2545 均购自美国沃特世

公司；配备分析型色谱柱 Luna C18（内径 4. 6 mm ，
长 度 250 mm， 填 料 粒 径 5 μm）、 制 备 型 色 谱 柱

Luna C18（内径 21. 2 mm，长度 250 mm，填料粒径

5 μm） 均购自美国 Phenonenex 公司；液相串联高

分辨质谱仪 Triple TOF 6600 购自 AB SCIEX；600 M
超低温核磁共振谱仪 AVANCE Ⅲ购自德国 Bruker
公 司 ； 落 地 式 高 速 冷 冻 离 心 机 Lynx4000 购 自

Thermo Fisher 公司；旋转蒸发仪 Hei-VAP Precision 
ML/HB/G3 购自 Heidolph；Sephadex LH-20 购自瑞

典 Pharmacia Biotech 公司；十八烷基硅烷键合硅胶

填料（C18 反相硅胶）购自广州菲罗门公司；色谱甲

醇和乙腈购自上海麦克林公司，实验中其他试剂均

为分析纯．

1. 2　实验方法

1. 2. 1　菌株发酵

① 将红树林沉积物来源的菌株 GP3T5 采用 MS
培养基 （黄豆粉 20 g/L，D -甘露醇 20 g/L，碳酸钙

3 g/L） 平板活化，28 ℃培养 3 d 后接种到甘露醇-黄

豆粉（mannitol soya， MS）孢子斜面培养基（黄豆粉

20 g/L，D-甘露醇 20 g/L，碳酸钙 3 g/L）上；② 接种

后于 28 ℃培养 3 d，将长满菌株的孢子斜面接种于

改良的 S1 种子培养基中（葡萄糖 10 g/L，玉米淀

粉 10 g/L，黄豆粉 10 g/L，硫酸铵 2 g/L，玉米浆干

粉 5 g/L），在摇床（28 ℃， 220 r/min）中培养 1 d；

③ 将种子培养基以 5%（体积分数）接种量接于改良

的 SGTYP 培养基（可溶性淀粉 5 g/L，葡萄糖 5 g/L，

微生物蛋白胨 1 g/L，胰蛋白胨 1 g/L，酵母提取物

1 g/L，人工海盐 17 g/L，L -色氨酸 0. 1 g/L，L -缬氨

酸 0. 1 g/L）中，摇床（28 ℃， 220 r/min）中培养 8 d．

1. 2. 2　化合物的分离和纯化

取 培 养 好 的 菌 株 GP3T5 发 酵 液 约 10 L 离

心（8 × 103 r/min， 10 min）得上清液，经等体积乙

酸乙酯萃取 3 遍，使用旋转蒸发仪浓缩后得到约

1. 1 g 粗提物．另外，使用乙醇对菌体提取 3 次，合

并提取液浓缩得到约 2. 5 g 粗提物．将两部分粗提
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物合并，干 法 上 样 至 C18 反 相 硅 胶 柱 ， 用 体 积

分数为 20%～100% 的乙醇水溶液洗脱，分别将乙

醇体积分数为 30%、50% 和 80% 的流份单独浓缩，

将 3 个流份分别用 Sephadex LH-20 凝胶柱层析进一

步纯化（流份 1 和 2 用甲醇洗脱，流份 3 用氯仿洗

脱），最后用制备高效液相色谱分离纯化，得到的

纯化合物分别记作化合物 1（保留时间为 12. 1 min，

4. 8 mg）、化合物 2（保留时间为 18. 5 min，4. 8 mg）
和化合物 3（保留时间为 27. 3 min，62. 9 mg）．

制备液相色谱使用色谱柱 Luna C18，流动相为

水和乙腈．梯度洗脱步骤如下：0 ~ 15 min，乙腈

体积分数为 10% ~ 30%；15 ~ 40 min，乙腈体积分

数为 30% ~ 100%；40 ~ 45 min，乙腈体积分数为

100%；45 ~ 46 min，乙腈体积分数为 100% ~ 10%；

46 ~ 50 min，乙腈体积分数为 10%．

1. 2. 3　化合物生物活性测试

抗菌活性测定：参照临床和实验室标准协会

（clinical and laboratory standards institute， CLSI）的药

敏试验执行标准 M07-A9 和 M45-A，采用微量稀释

法，用 96 微孔板测定化合物的最小抑菌质量浓度

（minimum inhibitory concentration， MIC； 记作 ρMIC），

同时参照文献［7］的方法测定最小杀菌质量浓度

（minimum bactericidal concentration， MBC； 记 作

ρMBC）．革兰氏阳性菌使用万古霉素（vancomycin， 
Van）为阳性对照，革兰氏阴性菌使用多黏菌素 E

（polymyxin E， PE）为阳性对照．

抗细菌生物膜活性测定：参照文献［5］的方

法，使用 24 孔板测试化合物抑制生物膜形成或清

除成熟生物膜活性，最小生物膜抑制质量浓度

（minimum biofilm inhibitory concentration， MBIC）定

义为抑制生物膜形成量占比超过 75% 时化合物的最

小质量浓度，记作 ρMBIC．使用结晶紫（crystal violet， 
CV）染色法测定生物膜形成量，用噻唑蓝（3-（4，5-

dimethyl-2-thiazolyl） -2，5-diphenyl-tetrazolium bro⁃
mide， MTT）染色法测定生物膜中细胞的活力，最小

生物膜清除质量浓度（minimum biofilm eradication 
concentration， MBEC）定义为化合物清除成熟生物

膜生物量占比超过 50% 时化合物的最小质量浓度，

记作 ρMBEC．

抗植物致病真菌活性测定：参照文献［8］的方

法，用粗提物经过分段分离的流份进行初筛，流份

浓缩后用二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide， DMSO）定

容至 50 mg/mL．初筛时使用打孔法测定抑制率，左

右孔加入待测样品，上下孔加入溶剂，对照组的孔

内均加入溶剂．抑制率 I 为

I = ( )1 - d1 - r
d0 - r × 100% （1）

其中，d1 为实验组左右两孔间菌落直径，单位：

mm； d0 为 对 照 组 左 右 两 孔 间 菌 落 直 径 ， 单 位 ：

mm；r = 5 mm，为平板中央放置的霉菌菌丝块直

径．将初筛活性较好的流份进一步分离纯化，得到

纯化合物，制备含化合物的平板（直径 6 cm）测定抑

制率．

活 性 测 试 用 的 致 病 细 菌 ： 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（Methicillin-sensitive Staphylococcus Aureus， MSSA）

ATCC 25923、粪肠球菌（Enterococcus faecalis）ATCC 
29212、 屎 肠 球 菌（Enterococcus faecium）ATCC 
35667、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus，MRSA）ATCC 43300、

表 皮 葡 萄 球 菌（Staphylococcus epidermidis）ATCC 
12228、无乳链球菌（Streptococcus agalactiae）ATCC 
13813、单增李斯特菌（Listeria monocytogenes）ATCC 
19115、 铜 绿 假 单 胞 菌（Pseudomonas aeruginosa）
ATCC 27853、 大 肠 杆 菌（Escherichia coli，E. coli）
ATCC 25922、肠炎沙门氏菌（Salmonella enteritidis）
CMCC 50335、鲍曼不动杆菌（Acinetobacter bauman⁃
nii）ATCC 19606、无乳链球菌（Streptococcus agalac⁃
tiae）ATCC 13813、肺炎链球菌（Streptococcus pneu⁃
moniae）CMCC 31002、肺炎克雷伯氏菌（Klebsiella 
pneumoniae）ATCC 13883 和 副 溶 血 性 弧 菌（Vibrio 
parahemolyticus）ATCC 17802．植物病原真菌：炭疽

病菌（Colletotrichum fructicola）、灰霉病菌（Botrytis 
cinerea Pers）和稻瘟病菌（Magnaporthe oryzae）．

2　结果与讨论

本研究从红树林来源放线菌 GP3T5 发酵产物中

分离出 3 种化合物，经鉴定分别为 pyrisulfoxin A 
（化合物 1）、collismycin A （化合物 2）、echinomycin 
A （化合物 3），对应结构如图 1 所示．抗菌活性筛

选发现化合物 1、2 和 3 抗菌活性多样，具有抗致病

细菌、真菌和细菌生物膜形成活性．其中，化合物

3 为首次报道具有抗食源性病原菌活性；化合物 2
和 3 为首次报道具有抗植物病原真菌活性．

2. 1　结构鉴定

化合物 1（4. 8 mg）为白色粉末，基于 HRESIMS
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数据，分子式为 C13H13N3O3S（［M + H］+ ，质荷比

（mass-to-charge ratio， m/z） = 292. 075 7，C13H14N3O3S
理论相对分子质量为 292. 075 6），不饱和度为 9．

紫外光谱分析显示，化合物 1 在波长为 199、240 和

282 nm 处有最大吸收值，其紫外吸收与已知化合物

caerulomycin A 相似［9］．化合物 1 的核磁共振氢谱

（hydrogen nuclear magnetic resonance， 1HNMR）， 
DMSO-d6， 600 MHz， 化学位移 δH 分别为 11. 94（1H， 
s， N-OH）、8. 82（1H， s， H-7）、8. 74（1H， ddd， 耦
合常数 J 分别为 4. 8、 1. 8 和 0. 9 Hz， H-6′）、8. 41

（1H， ddd， J 分 别 为 7. 9、 1. 1 和 1. 1 Hz， H-3′）、

8. 08（1H， s， H-3）、8. 00（1H， ddd， J 分别为 7. 8、 
7. 7 和 1. 8 Hz， H-4′）、 7. 54（1H， ddd， J 分 别 为

7. 5、 4. 8 和 1. 2 Hz， H-5′）、4. 07（3H， s， O-CH3）、

3. 02（3H， s， S-CH3）； 化 合 物 1 的 核 磁 共 振 碳 谱

（carbon nuclear magnetic resonance， 13CNMR）， 
DMSO-d6， 150 MHz， δC 分 别 为 164. 9（C， C-4）、

158. 4（C， C-2）、153. 9（C， C-2′）、150. 6（C， C-6）、

149. 4（CH， C-6′）、145. 9（C， C-7）、137. 6（CH， C-

4′）、127. 8（C， C-5）、125. 2（CH， C-5′）、121. 2
（CH， C-3′）、 103. 6（CH， C-3）、 56. 7（O-CH3）和

39. 4（S-CH3）．经过 Scifinder 数据库(http://scifinder.
cas.org)查询和参考文献［10］，可判断化合物 1 为已

知化合物 pyrisulfoxin A．

化合物 2（4. 8 mg）为白色粉末，基于高分辨电

喷雾电离质谱（high resolution electrospray ionization 
mass spectroscopy， HRESIMS） 数 据 ， 分 子 式 为

C13H13N3O2S（［M + H］+，m/z = 276. 080 2，C13H14N3O2
S 理论相对分子质量为 276. 080 7），不饱和度为 9，

紫外光谱分析显示，化合物 2 在 247、240 和 262 nm
有最大吸收值，其紫外吸收与已知化合物 caerulo⁃
mycin A［9］相似．化合物 2 的 1HNMR 数据（DMSO-d6， 
600 MHz）δH 分 别 为 11. 75（1H， s， N-OH）， 8. 73

（1H， s， H-7），8. 72（1H， ddd， J = 4. 8， 2. 0， 1. 2 
Hz， H-6′），8. 41（1H， ddd， J = 8. 0， 1. 1， 1. 1 Hz， 
H-3′）， 8. 03（1H， s， H-3）， 7. 99（1H， ddd， J = 
7. 8， 7. 7， 1. 8 Hz， H-4′），7. 51（1H， ddd， J = 7. 5， 
4. 8， 1. 2 Hz， H-5′），4. 07（3H， s， O-CH3），2. 35

（3H， s， S-CH3）．化合物 2 的 13CNMR 数据（DMSO-

d6，150 MHz）δC分别为 166. 9（C， C-4）、155. 7（C， C-

2）、154. 3（C， C-2′）、152. 6（C， C-6）、149. 1（C， C-

6′）、146. 7（C， C-7）、137. 6（C， C-4′）、124. 8（C， 
C-5′）、121. 2（C， C-5）、120. 9（C， C-3′）、103. 0

（C， C-3）、56. 4（O-CH3）和 17. 8（S-CH3）．与化合物

1 相比，化合物 2 结构上 5 号碳由亚砜基变成甲硫

基，少了 1 个氧原子．经 Scifinder 数据库(http://sci⁃
finder.cas.org)和参考文献［11］查询排重，可以判断

化合物 2 为已知化合物 collismycin A．

化合物 3（62 mg）为白色粉末，基于 HRESIMS
数据，分子式为 C51H64N12O12S2（［M + H］+ ，m/z = 
1 101. 431 7， C51H65N12O12S2 理论相对分子质量为

1 101. 428 6），不饱和度为 26，紫外光谱分析显示，

化合物 3 在 243 nm 和 322 nm 有最大吸收值．化合

物 3 的 1HNMR 数据（DMSO-d6， 600 MHz）δH 分别为

9. 55（1H， s， H-3/3′）、9. 54（1H， s， H-3/3′）、8. 76
（1H， d， J = 6. 4 Hz，Ser-NH）、8. 53（1H， d， J = 7. 9 
Hz， Ser-NH）、8. 16（1H， d， J = 8. 4 Hz， H-7/7′）、

8. 11（1H， d， J = 8. 4 Hz， H-7/7′）、 7. 77 ~ 7. 55
（6H， m， H-5/6/8 和 H-5′/6′/8′）、7. 06（1H， d， J = 
7. 3 Hz， Ala-NH）、 6. 98（1H， d， J = 7. 4 Hz， Ala-

NH）、6. 48（1H， d， J = 8. 6 Hz， N-Me-Cys-α-CH）、

6. 11（1H， d， J = 10. 7 Hz， N-Me-Cys-α-CH）、5. 17
（1H， d， J = 10. 2 Hz， N-Me-Val-αCH）、5. 12（1H， 
d， J = 10. 0 Hz， N-Me-Val-αCH）、5. 00 ~ 4. 89（3H， 
m， Ser- αCH/ Ala- αCH/ N-Me-Cys-SCHS）、 4. 85 ~ 
4. 79（2H， m， Ser- αCH/ Ala- αCH）、 4. 75 ~ 4. 61

（4H， m，Ser-βCH2）、3. 42（1H， dd， J = 16. 2， 2. 1 
Hz， SCH2）、3. 18（3H， s， N-Me-Val-N-CH3）、3. 11

（3H， s， N-Me-Val-N-CH3）、3. 00（3H， s， N-Me-Cys-

N-CH3）、 2. 98（3H， s， N-Me-Cys-N-CH3）、 2. 86
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图图 1　　分离到的化合物结构式　 （a）化合物 1（pyrisulfoxin 
A）；（b）化合物 2（collismycin A）；（c）化合物 3（echinomycin A）

Fig. 1　　 The chemical structures of isolated compounds.  (a) 
Compound 1 (pyrisulfoxin A), (b) compound 2 (collismycin A), 

and (c) compound 3 (echinomycin A).
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（1H， dd， J = 16. 1， 11. 0 Hz， N-Me-Cys-SCH2）、

2. 35 ~ 2. 29（1H， m， N-Me-Val- βCH）、 2. 26（1H， 
m， N-Me-Val- βCH）、 2. 07（3H， s， N-Me-Cys-

SCH3）、 1. 41（3H， d， J = 6. 9 Hz， Ala- β -CH3）、

1. 38（3H， d， J = 7. 0 Hz， Ala-β -CH3）、1. 06（3H， 
d， J = 6. 4 Hz， N-Me-Val-γCH3）、1. 05（3H， d， J = 
6. 4 Hz， N-Me-Val- γCH3）、 0. 89（3H， d， J = 6. 7 
Hz， N-Me-Val-γCH3）和 0. 86（3H， d， J = 6. 7 Hz， N-

Me-Val-γCH3）．化合物 3 的 13CNMR 数据（DMSO-d6，
150 MHz）δC 分别为 144. 0 和 143. 9（C-2/2′），143. 5
和 143. 5（C-3/3′），132. 0 和 131. 9（C-5/5′），129. 6
和 129. 6（C-6/6′），129. 2 和 129. 1（C-7/7′），130. 9
和 130. 8（C-8/8′），139. 9 和 139. 8（C-9/9′），142. 3
和 142. 2（C-10/10′）， 163. 9 和 163. 8（C-11/11′）；

53. 4 和 52. 2（Ser-αCH），64. 9 和 64. 6（Ser-βCH2），

167. 6 和 167. 3（Ser-CO）；46. 6 和 46. 2（Ala-αCH），

18. 1 和 16. 9（Ala- β -CH3）， 173. 5 和 173. 3（Ala-

CO）；59. 9 和 53. 5（N-Me-Cys-α-CH），27. 2（N-Me-

Cys-SCH2）， 51. 7（N-Me-Cys-SCHS）， 15. 2（N-Me-

Cys-S-CH3），171. 1 和 168. 9（N-Me-Cys-CO）；62. 7
和 61. 9（N-Me-Val-αCH），27. 8 和 27. 7（N-Me-Val-
βCH）， 20. 4、 20. 4、 19. 1 和 18. 8（N-Me-Val-
γCH3），31. 6 和 31. 0（N-Me-Val-N-CH3），170. 9 和

170. 2（N-Me-Val-N-CO）．

经过数据库和参考文献［12-13］查询、排重，

可以判断化合物 3 为已知化合物 echinomycin A，该

化合物为对称的环肽结构，通过喹喔啉、丝氨酸

（Ser）、丙氨酸（Ala）、N-甲基半胱氨酸（N-Me-Cys）
和 N-甲基缬氨酸（N-Me-Val）缩合呈链状，最终形成

环肽．

2. 2　抗菌活性评价

对化合物 1、2 和 3 进行最小质量浓度抑菌活性

测试，供试菌为 2 株革兰氏阳性菌（金黄色葡萄球

菌 ATCC 25923 和 43300）和 3 株革兰氏阴性菌（大肠

杆菌、铜绿假单胞菌以及鲍曼不动杆菌）．结果显

示，化合物 1 仅对金黄色葡萄球菌（ATCC 25923）具

有一定的抗菌活性，ρMIC = 64. 00 μg/mL，对测试的

3 株革兰氏阴性菌没有抗菌活性；化合物 2 对金黄

色 葡 萄 球 菌 ATCC 25923 和 鲍 曼 不 动 杆 菌（ATCC 
19606）的 ρMIC 均为 32. 00 μg/mL，对金黄色葡萄球

菌 ATCC 43300 的 ρMIC = 64. 00 μg/mL；化合物 3 不

仅 对 金 黄 色 葡 萄 球 菌 有 很 强 的 抗 菌 活 性（ρMIC = 
0. 06 μg/mL，远低于 多 黏 菌 素）， 还 对 大 肠 杆

菌 和 鲍 曼 不 动 杆 菌 具 有 较好的抗菌活性，ρMIC
分别为 2. 00 μg/mL 和 4. 00 μg/mL（表 1）．

对化合物 3 进行多菌株 MIC 测试结果显示，

化 合 物 3 对 革 兰 氏 阳 性 菌 具 有 很 强 的 抗 菌 活

性 ， 对 MSSA ATCC 25923、 MRSA ATCC 43300、

粪 肠 球 菌 ATCC 29212、 单 增 李 斯 特 菌 ATCC 
19115、无乳链球菌 ATCC 13813 的 ρMIC 均为 0. 06 
μg/mL；对屎肠球菌 ATCC 35667 ρMIC = 0. 50 μg/mL；

对表皮葡萄球菌 ATCC 12228 ρMIC = 0. 25 μg/mL；对

肺炎链球菌 CMCC 31002 ρMIC = 0. 13 μg/mL；对大肠

杆菌 ATCC 25922 和鲍曼不动杆菌 ATCC 19606 的

ρMIC 均 为 2. 00 μg/mL； 对 副 溶 血 性 弧 菌 ATCC 
17802 的 ρMIC = 4. 00 μg/mL； 对 肺 炎 克 雷 伯 菌

ATCC 13883 和肠炎沙门氏菌 CMCC 50335 的 ρMIC 均

为 8. 00 μg/mL． 值 得 注 意 的 是 ， 化 合 物 3 对 测

试的四株食源性病原菌同样具备良好的抗菌活

性 ， 尤 其是对单增李斯特菌 ATCC 19115 和无乳链

球菌 ATCC 13813 的抗菌活性，ρMIC 均达到了 0. 06 
μg/mL，远小于万古霉素（表 2），在作为食品天然

来源抗菌剂上具有很大的应用潜力．

根据 MIC 结果，对化合物 3 进行最小杀菌质量

浓度测试．表 2 结果显示，化合物 3 对革兰氏阳性

菌的杀菌活性较好，对表皮葡萄球菌 ATCC 12228、

屎肠球菌 ATCC 35667 和鲍曼不动杆菌 ATCC 19606

表表 1　 化合物 1、 2 和 3 最小抑菌质量浓度的测定

Table 1　 Minimum inhibitory concentration of compound 1-3 μg/mL
测试菌株

MSSA ATCC 25923
MRSA ATCC 43300
E. coli ATCC 25922

铜绿假单胞菌 ATCC 27853
鲍曼不动杆菌 ATCC 19606

化合物 1
64. 00

> 128. 00
> 128. 00
> 128. 00
> 128. 00

化合物 2
32. 00
64. 00

> 128. 00
> 128. 00

32. 00

化合物 3
0. 06
0. 06
2. 00

> 128. 00
4. 00

Van
1. 00
1. 00

PE

0. 25
0. 50
1. 00
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的 ρMBC 均为 2. 00 μg/mL；尤其对食源性病原菌单增

李斯特菌 ATCC 19115 和无乳链球菌 ATCC 13813
的 杀菌活性较强，ρMBC 分别为 1. 00 μg/mL 和 0. 06 
μg/mL；对肺炎克雷伯菌 ATCC 13883 和肠炎沙门氏

菌 CMCC 50335 不具有杀菌活性．

化合物 3 对铜绿假单胞菌 ATCC 27853 不具有

抗菌活性，ρMIC > 1 024 μg/mL（表 3），而当化合物 3
与质量浓度为 32 μg/mL 的苯丙氨酸-精氨酸-β-萘胺

（Phe-Arg-β-naphthylamide， PAβN）外排泵抑制剂［14］

联用时，能够增效化合物 3 抗铜绿假单胞菌 ATCC 
27853 的活性，使得 ρMIC 和 ρMBC 值分为 8 μg/mL 和 32 
μg/mL，分级抑制浓度指数（fractional inhibitory con⁃
centration index， FICI）F = 0. 039，具有很强的增效

作用（表 3）．说明化合物 3 对铜绿假单胞菌的抗菌

活性较弱，可能是铜绿假单胞菌的外排泵机制导致

的耐药．

FICI 是评价两种化合物联用测定 ρMIC 时相互作

用的指标．F < 0. 5 时为协同作用；F 值为 0. 5 ~ 
1. 0 时为相加作用；F 值为 1. 0 ~ 2. 0 时为无关作

用；F > 2. 0 时为拮抗作用．化合物 A 与 B 联用时

F 为

F = ρMICA (联)
ρMICA (单 ) +  ρMICB (联)

ρMICB (单 ) （2）

2. 3　抗生物膜活性评价

对化合物 1、2 和 3 进行生物膜活性测试，图 2
结果显示，化合物 3 对鲍曼不动杆菌生物膜的形成

有较强的抑制作用，ρMBIC = 1 μg/mL；化合物 1 和化

合物 2 的 ρMBIC 分别为 32 μg/mL 和 16 μg/mL．

2. 4　清除细菌生物膜活性试验

对化合物 3 进行清除生物膜活性实验，结果显

示化合物 3 对 MRSA 具有活性，ρMBEC 为 1 μg/mL（图

3（a）），但需要较高质量浓度（4 μg/mL）才能抑制生

物膜中细胞的活力（图 3（b））．化合物 3 虽然对鲍曼

不动杆菌（ATCC 19606）具有较好的抗菌和杀菌活

表表 2　 化合物 3 最小抑菌和杀菌质量浓度的测定

Table2　 Minimum inhibitory and bactericidal concentration of 
compound 3 μg/mL

测试菌株

MSSA ATCC 25923
MRSA ATCC 43300

表皮葡萄球菌 ATCC 12228
粪肠球菌 ATCC 29212
屎肠球菌 ATCC 35667

肺炎链球菌 CMCC 31002
单增李斯特菌 ATCC 13818

无乳链球菌 ATCC 12228
E. coli ATCC 25922

鲍曼不动杆菌 ATCC 19606
肺炎克雷伯菌 ATCC 13883
肠炎沙门氏菌 CMCC 50335
副溶血性弧菌 ATCC 17802

ρMIC

化合物 3
0. 06
0. 06
0. 25
0. 06
0. 50
0. 13
0. 06
0. 06
2. 00
2. 00
8. 00
8. 00
4. 00

Van
1. 00
1. 00
1. 00
2. 00
0. 50
1. 00
1. 00
0. 25

PE

0. 25
0. 25
8. 00
0. 50
1. 00

ρMBC

化合物 3
4. 00
4. 00
2. 00
1. 00
2. 00

> 4. 00
1. 00
0. 06
8. 00
2. 00

> 128. 00
> 128. 00

8. 00

表表 3　 PAβN 增效化合物 3 抗铜绿假单胞菌 ATCC 27853
Table 3　 PAβN increased the efficacies against Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 of compound 3
化合物

种类

化合物 3
PAβN

ρMIC（单）/ 
（μg·mL-1）

> 1 024
1 024

ρMIC（联）/ 
（μg·mL-1）

8
32

ρMBC（联）/ 
（μg·mL-1）

32
32

F

0. 039
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图图 2　　化合物对鲍曼不动杆菌生物膜形成的抑制　 （a）化合物 1；（b）化合物 2；（c）化合物 3

Fig. 2　　Inhibitory activity of the compounds on A.  baumannii biofilm formation.  (a) Compound 1, (b) compound 2, and (c) compound 3.
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性，但不具有清除鲍曼不动杆菌生物膜活性（图 3
（c））．通过 MTT 染色法发现，当化合物 3 质量浓度

为 4 μg/mL 时，鲍曼不动杆菌生物膜中的细胞活力

已经降低至 30% 以下（图 3（d））．说明尽管化合物 3
不能清除成熟的鲍曼不动杆菌生物膜，使其生物膜

形成量降低，但可能通过杀死生物膜中的部分细

菌，导致生物膜的细胞活力下降．

2. 5　抑制植物病原真菌活性试验

在活性初筛时，使用经过初步分离、主成分分

别为 3 个化合物的流份进行活性试验，结果显示，

含有化合物 2 和 3 的流份均对炭疽病菌、灰霉病菌

和稻瘟病菌有一定的抑制作用（图 4）．各流份对炭

疽病菌抑制率分别约 6%、64% 和 63%，对灰霉病

菌抑制率分别约 6%、50% 和 52%，对稻瘟病菌抑

制率分别约 1%、81% 和 54%．

设置质量浓度梯度对化合物 2 和 3 进行活性复

筛．结果显示，化合物 2 对炭疽病菌、灰霉病菌和

稻瘟病菌的半数抑制质量浓度（median inhibition 
concentration）IC50 分别为< 30、< 40 和< 30 μg/mL；

化合物 3 对植物病原真菌的活性较好，对炭疽病

菌、灰霉病菌和稻瘟病菌的 IC50均为 < 1 μg/mL（图

5）．其中，化合物 2 对炭疽病菌和灰霉病菌的抗菌

活性随着化合物质量浓度升高而提高，而当化合物
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图图 3　　化合物 3 对 MRSA 和鲍曼不动杆菌生物膜的清除作用　 （a）使用 CV 染色测试化合物 3 清除 MRSA 成熟生物膜； （b）使用

MTT 染色测试化合物 3 清除 MRSA 成熟生； （c）使用 CV 染色测试化合物 3 清除鲍曼不动杆菌成熟生物膜； （d）使用 MTT 染色测

试化合物 3 清除鲍曼不动杆菌成熟生物膜

Fig. 3　　Biofilm eradication activity of compound 3 on MRSA and A.  baumannii.  (a) and (b) represent the CV and MTT stain results of 
compound 3 on eradicating MRSA biofilm with a series of concentrations.  (c) and (d) represent the CV and MTT stain results of 

compound 3 on eradicating MRSA biofilm with a series of concentrations.
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图图 4　　以化合物 1、 2 和 3 为主成分的流份 1～3 抗植物病原真

菌的抗菌活性

Fig. 4　　The anti-plant pathogenic fungi activity of the 
predominant components 1-3 in fractions 1-3.

质量浓度为 20 μg/mL 时，对稻瘟病菌的抗菌活性

达到峰值，随后抗菌活性下降；化合物 3 对灰霉病

菌和稻瘟病菌的抗菌活性随着化合物质量浓度升高

而 逐 渐 提 高 ， 对 炭 疽 病 菌 的 抗 菌 活 性 较 为 稳

定（图 5）．

3　结 论

中国红树林环境独特，其中微生物丰富且多

样，是挖掘新型天然产物活性物质的重要宝库［15］．

放线菌是最为常见的药用微生物资源，是天然产物

药物先导化合物的重要来源［16-18］．本研究对红树林

来源放线菌（Streptomyces sp.）GP3T5 进行次级代谢

产物的研究，利用多种分离纯化方法，从该菌株代

谢产物中分离出 3 个单体化合物（分别记作化合物

1、化合物 2 和化合物 3），经过高分辨质谱分析、

NMR 结构鉴定以及数据库检索，确定该 3 个化合物

分别为 pyrisulfoxin A （化合物 1）、collismycin A （化

合物 2）和 echinomycin A （化合物 3），对应结构如图

1．化合物 1、2 和 3 活性多样，文献报道具有抗菌、

抗肿瘤和免疫调节等活性［19-22］．本研究对分离纯化

的 3 个化合物进行深入的抗菌活性筛选发现，化合

物 3 抗菌活性最好，尤其发现对食源性病原菌单增

李斯特菌、无乳链球菌、肠炎沙门氏菌和副溶血弧

菌也有很好的抗菌活性，扩展了化合物 3 的抗菌

谱．研究还发现，化合物 1、2 和 3 具有抑制鲍曼不

动杆菌生物膜形成活性，化合物 3 还可能较好地抑

制鲍曼不动杆菌成熟生物膜中细胞的活力．另外，

化合物 2 和 3 均为首次报道具有抗植物病原真菌活

性，化合物 3 对炭疽病菌、灰霉病菌和稻瘟病菌的

IC50 均 ≤1 μg/mL． 综 上 ， 从 红 树 林 来 源 链 霉 菌

（Streptomyces sp.）GP3T5 的抗菌活性化合物，在天
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图图 5　　化合物抗病原真菌的活性　 （a）化合物 2 对 3 种病原真

菌抑制；（b）化合物 3 对 3 种病原真菌抑制

Fig. 5　　The anti-plant pathogenic fungi activity of compounds.  
(a) and (b) represent the inhibition of the compound 2 and 3 on 

three kinds of anti-plant pathogenic fungi with a series of 
concentrations.  Circle line indicates Colletotrichum fructicola, 
square line indicates Botrytis cinerea Pers, and diamond line 

indicates Magnaporthe oryzae.
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