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深海芽孢杆菌 E401B03次生代谢产物分离和结构鉴定 
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摘要: 利用硅胶柱、凝胶柱及高效液相(HPLC)等色谱方法, 对采自中国南海的深海芽孢杆菌 E401B03

发酵液的乙酸乙酯相浸膏进行了分离, 通过 1H-NMR、13C-NMR、EIMS 等方法鉴定了 7 个化合物: N-

苯乙基乙酰胺、3-(羟基乙酰基)-吲哚、3-(2-羟基乙基)-吲哚、环(缬-缬)二肽、尿嘧啶、胸腺嘧啶、对

羟基苯甲醛。 
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芽孢杆菌是一类重要的微生物, 广泛存在于土
壤、水、空气中, 可以产生多种多样的代谢物质, 如
环肽、多肽、香豆素及大环内酯类化合物[1-3]。深海

芽孢杆菌因其独特的生存环境, 可能产生一些结构
新颖、活性独特的化合物。本研究以采自中国南海

的芽孢杆菌 E401B03 为研究对象, 对其发酵液的乙
酸乙酯相提取物进行了分离, 先期分离了 7 个化合
物, 并通过 1H-NMR、13C-NMR等方法鉴定了其结构
分别为: N-苯乙基乙酰胺、3-(羟基乙酰基)-吲哚、
3-(2-羟基乙基)-吲哚、环(缬-缬)二肽、尿嘧啶、胸腺
嘧啶、对羟基苯甲醛。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与材料 
BRUKER AVANCE-500 型核磁共振仪; 三氯甲

烷、二氯甲烷、四氯化碳、石油醚、乙酸乙酯、冰

乙酸、三氟乙酸酐、溴素、香草醛、N-溴代丁二酰
亚胺、乙醇钠、乙醇均为分析纯 ; 柱色谱硅胶
(160~200 目)和薄层色谱硅胶 GF254(60 型)为青岛
海洋化工厂产品。 

芽孢杆菌 E401B03从中国南海北部 1400 m深海
沉积物中分离。 

1.2  实验方法 
1.2.1  菌株培养 

将菌种从固体斜面培养基取适量接种到固体培

养基(蛋白胨 5 g/L, 酵母粉 1 g/L, 柠檬酸铁 0.01 g/L, 
琼脂粉 15 g/L, pH 7.6)的平板上, 28℃培养 48 h后, 

作为种子接种到液体培养基(蛋白胨 5 g/L, 酵母粉  
1 g/L, 柠檬酸铁 0.01 g/L, pH 7.6)中, 共接种 25 L,  
28℃, 130 r/min于摇床培养 7 d。  
1.2.2   提取分离 

25 L 发酵液用同体积的乙酸乙酯萃取 3 次后, 
减压蒸干得到 1.50 g 浸膏。浸膏经硅胶柱色谱分离
(石油醚: 乙酸乙酯, 氯仿: 甲醇梯度洗脱), 得到 13
个组分, 组分 J2 经过凝胶柱和硅胶柱分离, 得到化
合物 6。组分 J1经过凝胶柱氯仿: 甲醇 1:1洗脱, 得
化合物 7。组分 E 经过凝胶柱分离 , 得到化合物 4。
组分 F经过凝胶柱、HPLC分离, 得到化合物 2和 3。
组分 K经凝胶柱、HPLC分离得到化合物 5。组分 G
经过凝胶柱、HPLC分离的化合物 1。 

2  波谱数据与结果鉴定 
化合物 1, 白色粉末, 易溶于甲醇。EI-MS: m/z 

[M]+ 163(22), 104(100), 91(20), 72(18); 1H-NMR 
(CD3OD): 7.24(m, 2H), 7.16(m, 3H), 3.37(m, 2H), 
2.77(m, 2H), 1.89(s, 3H); 13C-NMR(CD3OD): 172.9, 
140.1, 129.5, 129.2, 127.1, 41.8, 36.3, 22.6。以上数据
与 N-苯乙基乙酰胺的相关数据一致[4]。 

化合物 2, 淡黄色晶体, 易溶于甲醇。EI-MS: m/z 
[M]+ 175(20), 144(100), 116(21), 89(13); 1H-NMR 
(CD3OD): 8.22(m, 1H), 8.19(s, 1H), 7.45(m, 1H), 7.22(m, 
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2H), 4.73(s, 2H); 13C-NMR(CD3OD): 196.0, 138.2, 134.0, 
126.9, 124.3, 123.2, 122.6, 114.9, 112.8, 66.2。以上数据
与 3-(羟基乙酰基)-吲哚的相关数据 一致[5]。 

化合物 3, 淡黄色晶体 , 易溶于甲醇。EI-MS: 
m/z [M]+ 161(25), 130(100), 103(8), 77(8); 1H-NMR 
(CD3OD): 7.52(d, J=7.7Hz, 1H), 7.31(d, J=7.7Hz, 1H), 
7.06(m, 2H), 6.98(m, 1H), 3.80(t, J=7.15Hz, 2H), 
2.96(t, J=7.15, 2H); 13C-NMR(CD3OD): 136.3, 128.0, 
123.3, 122.3, 119.4, 119.1, 112.2, 110.0, 63.6, 29.7。以
上数据与 3-(2-羟基乙基)-吲哚的相关数据一致[6]。 

化合物 4, 白色粉末 , 易溶于氯仿。 1H-NMR 
(CDCl3): 9.87(bs, 1H), 7.80(dd, J=9.2, 4.4Hz, 2H), 
6.96(dd, J=9.2, 4.4Hz, 2H); 13C-NMR(CDCl3): 190.8, 
161.4, 132.2, 132.2, 130.0, 115.8, 115.8。EI-MS: m/z 
[M]+122(91), 121(100), 93(41), 65(42), 39(30). 以上
数据对羟基苯甲醛的相关数据一致, 确定该化合物
为对羟基苯甲醛。 

化合物 5, 白色粉末。1H-NMR(CDCl3): 3.86(m, 
2H), 2.25(m, 2H), 0.84(d, J=7.2, 6H), 0.72(d, J=7.2, 
6H); 13C-NMR(CDCl3): 168.0, 168.0, 59.5, 59.5, 31.1, 
31.1, 18.1, 18.1, 16.2, 16.2。以上数据与化合物环(缬-
缬)二肽的相关谱图数据一致[7]。 

化合物 6, 白色粉末。 1H-NMR(d6-DMSO): 
7.38(1H, d, J=7.5Hz), 5.45(1H, d, J=7.5Hz); 13C-NMR 
(d6-DMSO): 164.4, 151.5, 142.3, 100.3。EI-MS: m/z 
[M]+ 112(100), 69(65), 42(47), 28(34).以上数据与尿
嘧啶的相关数据一致, 确定该化合物为尿嘧啶。 

化合物 7, 白色粉末。 1H-NMR(d6-DMSO): 
7.23(1H, s), 1.72(3H,s)。13C-NMR(d6-DMSO): 164.9, 
151.5, 137.7, 107.7, 11.7. EI-MS: m/z [M]+ 126(100), 
55(82), 28(34).以上数据与胸腺嘧啶的相关数据一致, 
确定该化合物为胸腺嘧啶。 

化合物 1-7的化学结构见图 1。 

 

图 1  化合物 1-7的结构 
 

3  结论 
目前 , 针对海洋微生物的研究 , 还主要集中在

近海, 但是在黑暗寡营养的深海, 同样存在着大量的
深海微生物。本研究以采自中国南海的深海细菌为研

究对象, 先期从深海芽孢杆菌 E401B03 的次生代谢产
物中分离并鉴定了 7 个化合物, 为深海微生物次生代
谢产物的研究带来了新的契机。目前, 本课题组正在对
深海细菌次生代谢产物进行深入研究。随着人们对深

海微生物资源的重视及研究的深入, 相信会有越来越
多的深海微生物活性物质被 发现。 
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Isolation and identification of secondary metabolites pro-
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Abstract: Seven compounds, were isolated from the ethyl acetate extract of Bacillus sp. E401B03. Compounds 1-7 

were obtained by normal phase silica gel, Sephadex LH-20 chromatography and reverse phase HPLC techniques. 

Their structures were identified by spectroscopic methods including 1H-NMR,13C-NMR, and EIMS. 
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