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海洋放线菌 H2003代谢产物中环二肽成分及其抗肿瘤活性的
初步研究 
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摘要：海洋来源放线菌 H2003 发酵产物的粗提物对小鼠乳腺癌细胞 tsFT210 具有明显的细

胞毒活性。为了发现其抗肿瘤活性成分，采用活性跟踪的分离方法，经多次硅胶柱色谱、

凝胶柱色谱及高效液相色谱分离，从菌株 H2003发酵液中分离得到了 7个环二肽化合物。

经核磁共振光谱、质谱和旋光分析，其结构分别鉴定为 cyclo (L-Leu-L-Pro) (1), cyclo 

(D-Val-L-Pro) (2), cyclo (Gly-L-Leu) (3), cyclo (L-Pro-L-Try) (4), cyclo (Gly-D-Phe) (5), cyclo 

(Gly-L-Pro) (6)和 cyclo (L-Ala-L-Phe) (7)。其中化合物 1通过 SRB法测试表现出弱的抗肿瘤

活性，系首次报道。 
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环肽类化合物由于其具有抗肿瘤[1]、抗菌[2]、抗

真菌[3]等生物活性而备受研究者关注。目前已发现的

上百个环肽类化合物绝大部分来自于海洋生物，其中

海洋微生物所产生的一些特殊环肽显示出很好的抗

肿瘤活性。因此，从海洋微生物中寻找具有生物活性

的环肽类化合物已成为一个新的研究热点。作者通过

活性追踪方法对一株海洋放线菌 H2003 的环肽成分
进行分离鉴定并应用 SRB 法对单体化合物进行了抗
肿瘤活性评估。 

1 材料和方法 

1.1 仪器设备与实验材料 
Mariner API-TOF型质谱、日本 JEOL JNM-ECP 

600 型核磁共振仪。分析型 PDA996 监测器的
Waters-600 型高效液相色谱仪，Shimpack ODS (H) 
KIT 柱。岛津制备型高效液相色谱（LC-6AD 泵，
SPD-M10AVP检测器）。 

Sephadex LH-20 (Pharmacia 公司)和色谱用硅胶
H (青岛海洋化工厂)。胎牛血清（FBS）(Hyclone 公
司)， RPMI-1640 细胞培养基（Gibcobrld 公司）。碘

化丙啶（PI）和 Triton X-100（Sigma公司）。 
放线菌菌株 H2003 从青岛胶州湾的海泥样品中

分离。  
1.2 实验方法  
1.2.1 菌种培养 
将菌种从固体斜面培养基取适量接种到内装 100 

mL液体培养基的三角瓶中，在 28 ℃、120 r/min的
条件下摇床培养 48 h，作为种子培养液。将该种子培
养液按 5％的接种量接种于 100 mL液体培养基的三
角瓶中，共接种 8 L。在 28 ℃、120 r/min的条件下
摇床培养 6 d。 
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1.2.2 提取分离 
8 L发酵液经乙酸乙酯萃取得到总浸膏（1.56 g）。

活性表现为坏死性细胞毒活性。总浸膏经过硅胶柱色

谱分离（石油醚：氯仿：甲醇，梯度洗脱）得到 6个
组分，其中组分 2～5 均表现出不同程度的抗肿瘤活
性。组分 2（102.4 mg）经反复硅胶柱色谱分离（氯
仿：甲醇梯度洗脱）及 HPLC分离制备得到化合物 1
（11.5 mg）和化合物 2（6.8 mg），组分 3（75.6 mg）
经 Sephadex LH-20（甲醇）及 HPLC分离制备分离得
到化合物 3（4.1 mg）和化合物 4（14.0 mg），组分 4
（112.4 mg）经反复硅胶柱色谱分离（氯仿：甲醇梯
度洗脱）得到化合物 5（6.9 mg）、化合物 6（5.4 mg）
和 化合物 7（4.7 mg）。 
1.2.3 结构表征 

化合物1，无定性粉末，[α] 26
D  -96.8 (c 1.0,MeOH); 

Positive ESI-MS：m/z 210.20 [M+H]+；1H-NMR(CDCl3)： 
6.37 (br.s, NH), 4.12 (dd, J=7.8,9.6Hz, H), 4.01 (dd, 
J=3.2,9.6Hz, H), 3.54~3.95 (m,2H), 2.34 (m,H), 2.12 
(m,H), 2.01~2.05 (m,2H), 1.92 (m,H), 1.87 (m,H), 1.53 
(m,H), 1.01 (d, J=6.6Hz, 3H), 0.96 (d, J=6.6Hz, 3H)。以
上数据与 cyclo (L-Leu-L-Pro) 的相关数据一致 [4,5]。 

化合物 2，无定性粉末，[α] 26
D  -85.4 (c 1.0,MeOH); 

Positive ESI-MS：m/z 197.32 [M+H]+；1H-NMR(MeOH- 
d4)：4.19 (t,H), 4.02 (d, J=2.4Hz, H), 3.49~3.53 (m,2H), 
2.48 (m,H), 2.30 (m,H), 2.03 (m,H), 1.93 (m,2H), 1.09 
(m,3H), 0.92 (m,6H)。 13C-NMR(MeOH-d4)：172.6 (C), 
167.6(C), 61.5(CH), 60.0(CH), 46.2(CH2), 29.2(CH2), 
29.5(CH2), 23.2(CH), 18.8(CH3), 16.6(CH3)。以上数据
与 cyclo (D-Val-L-Pro)的相关数据一致[6,7]。 

化合物 3，无定性粉末，[α] 26
D  +7.4 (c 1.0,MeOH); 

Positive ESI-MS：m/z 170.56 [M]+；1H-NMR（MeOH- 
d4）：4.00 (d, J=18.0Hz, H), 3.88 (dd, J=5.4,7.8Hz, H), 
3.82 (d, J=18.0Hz, H),  1.78~1.84 (m,H), 1.65~1.68 
(m,2H), 0.96 (d, J=6.6Hz, 3H), 0.95 (d, J=6.6Hz, 3H)。
13C-NMR(MeOH-d4)：171.6(C), 168.9(C), 49.4(CH), 
48.7(CH), 43.8(CH2), 5.3(CH), 23.4(CH3)。以上数据与
cyclo (Gly-L-Leu)的相关数据一致[7,8]。 

化合物4, 无定性粉末，[α] 26
D  -36.2 (c 1.0, MeOH)； 

Negative ESI-MS：m/z 259.53 [M-H]-；1H-NMR(MeOH- 
d4)：7.03 (d, J=8.4Hz, 2H), 6.69 (d, J=8.4Hz, 2H), 4.35 
(m,H), 4.04(m,H), 3.51 (m,H), 3.52 (m,H), 3.02~3.06 

(m,2H), 2.08(m,H), 1.80 (m,H), 1.79(m,2H)。以上数据
与 cyclo (L-Pro-L-Try)相关数据一致[9]。 

化合物5,无定性粉末，[α] 26
D  +4.7(c 1.0, MeOH)； 

Positive ESI-MS： m/z 205.56 [M+H]+； 1H-NMR
（MeOH-d4）：7.29 (m,3H), 7.27 (m,2H), 4.21 (dd, J=4.2, 
13.6Hz, H), 3.42 (d, J=18.0Hz, H), 3.21 (t, J=4.2Hz, H), 
3.00 (dd, J=4.2,13.6Hz, H), 2.64 (d, J=18.0Hz, H)。
13C-NMR（MeOH-d4）：170.0(C), 168.7(C), 136.4(C), 
131.5(2CH), 129.6(2CH), 128.5(CH), 57.5(CH), 44.7 
(CH2), 40.9(CH2)。以上数据与 cyclo (Gly-D-Phe)的相
关数据一致[8,9]。 

化合物 6：无定性粉末，[α] 26
D  -14.8 (c 1.0, MeOH)； 

Positive ESI-MS：m/z 173.24 [M+H2O+H]+；1H-NMR
（MeOH-d4）：4.22 (m,H), 4.08 (dd, J=1.8,16.8Hz, H), 
3.73 (d, J=16.8Hz, H), 3.50~3.54 (m,2H), 2.31 (m,H), 
1.94~1.98 (m,3H)。 13C-NMR（MeOH-d4）：171.9 (C), 
166.4(C), 59.8(CH), 46.9(CH2), 46.3(CH2), 29.4(CH2), 
23.3(CH2)。以上数据与 cyclo (Gly-L-Pro)的相关数据
一致[7,8,11]。 

化合物7: 无定性粉末，[α] 26
D  +35.4 (c 1.0, MeOH)； 

Positive ESI-MS：m/z 218.13 [M]+；1H-NMR（DMSO 
-d6）：8.09 (br.s, NH), 8.00 (br.s, NH), 7.14~7.27 (m,5H), 
4.16 (t,H), 3.62 (m,H), 3.11~3.13 (dd, J=3.6,13.8Hz, H), 
2.84~2.87 (dd, J=3.6,13.8Hz, H), 0.47 (d, J=6.6Hz, 3H)。
13C-NMR（MeOH-d4）：167.7(C), 165.8(C), 136.0(C), 
130.4(2CH), 128.0(2CH), 126.7(CH), 55.4(CH), 49.7(CH),  
19.7(CH3)。以上数据与 cyclo (L-Ala-L-Phe)的相关数
据一致[8,12]。 
1.2.4 活性测试 
活性跟踪采用温敏型小鼠乳腺癌细胞 tsFT210，

以细胞毒为抗肿瘤活性筛选指标。 
化合物活性评价采用磺基罗丹明 B染色法(SRB)

进行[13]。 

2 结果与讨论 

本实验室近年来利用温敏型小鼠乳腺癌 tsFT210
细胞，采用流式细胞术筛选手段，开展了从海洋微生

物中寻找天然抗肿瘤物质的研究工作。其中从海洋样

品中分离出放线菌 H2003菌株，其发酵物的乙酸乙酯
提取物显示明显的坏死性细胞毒活性（图 1）。TLC
检测表明其发酵产物中存在大量的环肽类化合物[14]，
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采用活性跟踪的方法和色谱分离技术，作者从其中 3
个活性组分中初步分离得到了 7个环二肽类化合物，
利用波谱学方法并结合旋光分析，其结构分别鉴定

为：cyclo (L-Leu-L-Pro) (1)，cyclo (D-Val-L- Pro) (2)，

cyclo (Gly-L-Leu) (3)，cyclo (L-Pro-L-Try) (4)，cyclo 
(Gly-D-Phe) (5)，cyclo (Gly-L-Pro) (6)和 cyclo (L-Ala- 
L-Phe) (7)。其中组分 5的分离工作仍在进行当中。

 

 

 

 

 

 

 

图 1  32oC给药 3h后浸提物对 tsFT210细胞的形态学影响（50 g/L） 

Fig. 1  Effect of crud extracts on the morphology of tsFT210 cells at 50 g/L (32oC, 3h) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2   化合物 1~7的结构 

Fig . 2  The structure of compounds 1~7  

 

利用 SRB法，初步研究了环二肽类化合物 1～7

对 tsFT210小鼠乳腺癌细胞的抗肿瘤活性。除化合物

1 外，化合物 2～7 在试验条件下未表现出抗肿瘤活

性。化合物 1在浓度为 0.952 mmol/L时对 tsFT210小

鼠乳腺癌细胞的抑制率为 43.89%±1.837％（表 1），

表现出弱的抗肿瘤活性。作者对化合物 1的抗肿瘤活

性的研究虽属首次报道，但其活性较弱。由于该菌株

发酵产物的总浸膏中含有大量环肽类化合物同时表

现出强的坏死性细胞毒活性，目前分离得到的 7个环

二肽类化合物只有化合物 1具有弱的活性，但对该菌

株发酵物中微量强活性物质成分尚未分离得到。因此

对该菌株活性成分的分离工作仍需继续进行。 

表 1   化合物 1对 tsFT210细胞的增殖抑制作用 

Tab. 1  Inhibitory effect of compound 1 on the proliferations of  

tsFT210 cells (n=3, 
_
x± s) 

化合物 浓度 

(mmol/L)

A值 抑制率 (%)

空白 - 0.817±0.019 - 

化合物 1 0.24 0.770±0.052* 5.7±6.4 

化合物 1 0.48 0.743±0.058** 25.7±7.1 

化合物 1 0.95 0.458±0.015** 43.9±1.8 

注：*P<0.05, **P<0.01，与对照组相比 
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Abstract：The fermentation of the marine-derived actinomycete H2003 showed toxicity on tsFT210 cells.  In 
order to isolate and identify the bioactive components, the secondary metabolite of the fermentation of H2003 was 
studied.  Through bioassay-guided fractionation of necrosis on tsFT210 cells, seven diketopiperazines were isolated 
from the secondary metabolites of actinomycete H2003 by repeating chromatography over silica gel, sephadex LH-20 
and HPLC. Their structures were identified by the spectroscopic methods and anti-tumor activities were assayed by 
SRB method.  Compound(1) showed weak anti-tumor activity on tsFT210 cells.         

（本文编辑：张培新） 


