
 

 Marine Sciences / Vol. 40, No. 7 / 2016 23 

一株海绵附生芽孢杆菌的抗硅藻附着活性成分的分离鉴定 
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摘要: 为寻找天然抗污损活性化合物, 以抗硅藻附着活性为导向, 采用有机溶剂萃取、半制备高压液

相色谱对分离自海绵的芽孢杆菌 UST050418-715 代谢产物进行分离, 纯化抗硅藻附着活性物质, 并利

用气相色谱-质谱联用仪、核磁共振波谱分析活性物质结构。从菌株 UST050418-715 代谢产物中分离得

到 7 种具有抗硅藻附着活性的环二肽类化合物, 分别鉴定为: (1)环(L-亮氨酸-反式-8-羟基-L-脯氨酸-)、

(2)环(L-缬氨酸-L-脯氨酸)、(3)环(D-脯氨酸-L-亮氨酸)、(4)环(L-脯氨酸-D-亮氨酸)、(5)环(甘氨酸-L-

脯氨酸)、(6)环(L-苯丙氨酸-顺式-8-羟基-D-脯氨酸-)、(7)环(L-苯丙氨酸-反式-8-羟基-L-脯氨酸-)。说明

海绵附生芽孢杆菌 UST050418-715 代谢产物中存在大量环二肽类化合物, 可以帮助宿主海绵实现对硅

藻附着的化学防御。  
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海洋生物污损一直是亟待解决的一个问题, 在

全球范围内给人类造成巨大的经济损失[1]。海洋污损

生物是指栖息、附着及生长在船舶和各类人工设施

上给海洋开发活动带来负效益的动物、植物、微生

物的总称[2]。其中, 海洋硅藻是海洋生物污损过程的

初始附着生物之一, 具有种类多、数量大、繁殖快等

特点, 其在水下固相表面的附着可诱导后期藤壶、贝类

以及无脊椎动物等大型污损生物的附着生长; 形成复

杂的污损生态群落, 加速金属的腐蚀、影响设备的正常

使用, 影响水产养殖业的产量和质量[3-5]。所以, 抑制海

洋硅藻的附着, 可以推迟或阻止大型污损生物的附着, 

对海洋生物污损的防治起着至关重要的作用。 

针对海洋生物污损 , 人们探索多种防污方法 , 

如防污涂料涂装法、超声波振动法、氯气注入法、

海水电解法、铜-镍合金粘贴法、海水间歇加热法、

低表面自由能材料粘贴法等[6]。其中, 防污涂料技术成

熟、工艺简单, 通过化学防污剂的受控释放, 阻止海洋

生物在物体表面的附着, 是应用最广泛的方法[7]。20

世纪 70年代起使用的有机锡、氧化亚铜及合成的杀虫

剂等防污剂, 是通过毒杀附着生物达到防污目的。由于

这些传统防污剂对非目标生物也有严重的毒性, 对海

洋生态造成其不可恢复的损伤, 因而于 20 世纪 80 年

代末相继被禁用或限用[8]。近年来, 随着天然产物化

学的发展, 海洋天然防污剂以其无毒的防污作用引

起了人们注意[9]。海洋天然防污剂是指从一些海洋生物

如红藻、珊瑚、海绵等生物体中提取的具有防污活性的

天然物质, 目前已报道的物质包括有机酸、内酯、萜类、

甾醇类、环二肽类和吲哚类等; 它们降解速度快, 且不

危害海洋生物的生命, 有利于保持生态平衡[8, 10-11]。因

此, 寻找海洋天然防污损化合物已成为获得高效、无

毒、环境友好型防污剂的重要途径之一。 

海洋植物(如红藻、褐藻等)、海洋动物(如珊瑚、

海绵等)是海洋天然抗污损物质的良好来源, 但由于

生长期长、规模化培养条件高等原因, 难以满足商业

规模化生产需要[12]。相比较而言, 海洋微生物(细菌、

真菌等)容易大规模培养, 生长周期短, 更具有优势

和发展潜力[10, 13-14]。海绵以其复杂的孔状结构和滤
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食系统成为海洋微生物的天然宿主, 其体内微生物

的密度高达 109 个/mL。越来越多的研究证实, 海绵

中分离到的活性物质, 其真正来源是共附生的海洋

微生物[15-16]。而固着生长的海绵具有化学防御机制, 

不会受到污损生物的附着。因此, 海绵共附生微生物

在其化学防御中的作用以及从其共附生微生物中寻

找天然防污损化合物 , 成为目前研究新热点 [17-20]。

Kon-ya等[21]从海绵 Halichondria okadai中分离出的

细菌 Alteromonas sp.的培养液中提取出了泛酶-8, 能

有效抑制纹藤壶附着。朱建生等[22]从海绵 Haliclona 

sp.附生菌 Pseudomonas putida 中提取出了具有抗硅

藻附着活性的环(苯丙氨酸-丙氨酸)和环(丙氨酸-色

氨酸)等环二肽类化合物。本课题组前期从海绵共附

生微生物藻种库中筛选到一株抗硅藻附着的芽孢杆

菌 UST050418-715, 并发现该菌株对小新月菱形藻、

咖啡双眉藻、碎片菱形藻等多种硅藻的附着现象都

有较为明显的抑制效果[12, 23]。 

本研究以抗硅藻附着活性为导向, 对该菌株代

谢产物中的抗硅藻附着活性组分进行分离纯化, 并

鉴定其化学结构, 为海绵共附生芽孢杆菌作为天然

抗污损活性物质来源做一尝试。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及培养基 

试验菌株 UST050418-715 由香港科技大学海岸

海洋实验室钱培元教授课题组提供, 从采集于美国

华盛顿州圣璜岛附近海域 48.55°N, 123.01°W的海绵

样品中分离[12, 23]。该菌株经本实验室鉴定为短小芽

孢杆菌(Bacillus pumilus)。 

培养基配方为: 蛋白胨 7.5 g/L, 酵母粉 3.0 g/L、

NaCl 10.45 g/L、MgCl2 5.90 g/L、MgSO4·7H2O 3.24 g/L、

CaCl2 1.80 g/L、KCl 0.55 g/L、柠檬酸铁 0.10 g/L, pH

为 9.5。琼脂培养基: 在以上配方中加入琼脂 15~20 g/L。 

1.2  菌株 UST050418-715 粗提物的制备 

按朱建生等[23](2013)的方法培养和发酵菌株。在

发酵产物中加入等体积的乙酸乙酯(含 5 %丙酮)进行

震荡萃取分离, 收集上层有机相, 萃取三次; 萃取液

在 37℃水浴下减压浓缩后, 移入小离心管, 用冷冻

离心浓缩仪冻干, 4℃避光保存[23-24]。 

1.3  抗硅藻附着活性测试 

测试硅藻为小新月菱形藻(Nitzschia closterium), 

由中国海洋大学水产学院藻种室提供。硅藻采用 f/2

培养液[25]。 

将离心后的硅藻经人工海水洗涤, 调整密度后

和待测样品在 24 孔板上混合, 使样品的最终测试浓

度均为 100 g/mL。经 24 h光照培养后, 注入人工海

水洗涤。最后, 于显微镜下观察孔底附着的硅藻数

量。具体测试方法按照靳翠丽(2015)方法进行[23]。 

抑制率计算公式:  

(%) (1 ) 100%  
实验组附着藻细胞数

抑制率
对照组附着藻细胞数

 

1.4  抗硅藻活性物质的分离纯化 

将UST050418-715菌株进行批量发酵, 共 120 L, 

萃取、蒸馏得到 13 g粗提物。将其溶于甲醇进行离

心(转速 2000  r/min)去除无机盐, 取上清液蒸干得到

粗提物 10.5 g。在蒸干的粗提物中加入 100 mL 的纯

水, 用玻璃棒搅拌, 并用超声在 30℃下溶解。用等体

积的石油醚萃取 3次, 收集石油醚相; 再用等体积的

二氯甲烷萃取 3次, 收集二氯甲烷相; 之后用等体积

的乙酸乙酯萃取 3 次, 收集乙酸乙酯相; 最后用等体

积的正丁醇萃取 3 次, 分别收集正丁醇相和水相, 将

以上收集到的五相用旋蒸仪浓缩蒸干, 4℃保存备用。 

活性物质的半制备HPLC分离纯化使用LabTech

半制备 HPLC, 色谱柱: C18(250 mm × 10 mm, 5 μm); 

流速: 2 mL/min; UV检测器检测波长: 210 nm。样品

用甲醇溶解, 14 000 r/min 离心 5 min, 取上清液进

样。选取一定比例的甲醇水为流动相, 根据出峰的保

留时间收集流出液。 

1.5  抗硅藻活性物质的结构分析 

GC-MS分析采用 Thermo ITQ900系统, 配制的

GC运行条件: 色谱柱为DB-VRX毛细管柱(60.0 m × 

250 μm × 1.40 μm), 载气为高纯He, 进样口温度 280℃, 

10︰1分流进样模式, 进样量 1 µL, 柱流速 1 mL/min, 

程序升温, 起始温度 40℃, 保持 3 min, 以 10℃/min

升到 300℃, 保持 5 min。MS运行条件: EI离子源, 离

子源温度为 250℃, 质量扫描范围为 50~650 amu。 

将 5 mg左右真空干燥后的样品, 溶于 0.5 mL氘

代 DMSO 中, 装入核磁共振, 利用 Bruker AVANCE 

600 核磁共振波谱仪在 600 MHz 下共振测量, 得到
1H-NMR谱。利用 Anton Paar MCP300 旋光仪测得

化合物比旋光值。 

2  结果与讨论 

2.1  有机溶剂萃取结果 

按照极性从小到大的顺序用石油醚、二氯甲烷、
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乙酸乙酯、正丁醇四种有机溶剂对菌株 UST050418- 

715粗提物进行萃取, 得到石油醚相(Fr-1)、二氯甲烷

相(Fr-2)、乙酸乙酯相(Fr-3)、正丁醇相(Fr-4)和水相

(Fr-5)。 

测定初分离各相的抗硅藻附着活性, 结果见图

1。由图 1可见, 5个组分对硅藻的附着均有抑制作用, 

相对于极性中等和偏大的 Fr-3、Fr-4和 Fr-5, 极性偏

小的 Fr-1 和 Fr-2 硅藻抑制活性更好, 说明活性主要

集中在中偏小极性区。从质量分布来看, 二氯甲烷相

Fr-2(质量占比 41.7%)最大, 远远大于其他相, 而其

他各相质量占比差异较小。因中等极性的片段分离

难度小, 本研究选取抗硅藻附着活性最好和质量占

比最大的二氯甲烷相 Fr-2 和极性中等的乙酸乙酯相

Fr-3进行下一步的分离。 

2.2  二氯甲烷相(Fr-2)的半制备 HPLC 分离 

对中小极性片段二氯甲烷相 Fr-2, 进行半制备

HPLC的分离纯化。其分离、纯化流程图如图 2所示。 

通过半制备HPLC对 Fr-2(二氯甲烷相)进行分离 

 

图 1  初分离后各相组分的抗硅藻附着活性 

Fig. 1  Antidiatom attachment activities of each phase after 
solvent extraction 

 
(MeOH-H2O=40%), 得到组分 Fr-2.1~Fr-2.8, 其半制

备高压液相制备分离的保留时间截点图见图 3。

Fr-2.3、Fr-2.5 从液相谱图上看都是单峰且峰面积占

比较大, 因此在出峰时将其从半峰高到峰顶的部分

单独接出 , 就能得到相对较纯的组分 , 分别标记为

Fr-2.3*、Fr-2.5*。 

 

图 2  Fr-2的分离、纯化流程图 

Fig. 2  Separation and purification flow chart for Fr-2 

 

图 3  Fr-2的半制备高压液相制备分离的截点图 

Fig. 3  Semipreparative high-performance liquid chromatography (HPLC) profile for Fr-2 
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在 24 孔板下测定 Fr-2(二氯甲烷相)经半制备

HPLC 分离得到的 Fr-2.1~Fr-2.8 各组分的抗硅藻附

着活性, 结果如图 4所示。 

 

图 4  Fr-2半制备 HPLC分离纯化各组分的测试抑制率计

算值 

Fig. 4  Inhibition rate of the fractions from Fr-2 after semi-
preparative HPLC separation 

 
其中制备得到较纯的组分 Fr-2.3*(抑制率 12.7%)、

Fr-2.5*(抑制率-10%), 都没有表现出显著活性。而

Fr-2.4(抑制率 57%)、Fr-2.6(抑制率 65.5%)、Fr-2.7(抑

制率 61.5%)、Fr-2.8(抑制率 66.5%)都对硅藻表现出

一定的抑制作用, 但是从其液相图谱上看都不是单一

组分, 因此对 Fr-2.4、Fr-2.6、Fr-2.7 进行进一步的半

制备HPLC分离(MeOH-H2O=30%), Fr-2.8由于极性太

小, 分离比较费时, 直接对其尝试结构分析。 

对 Fr-2.4 组分进行半制备 HPLC 分离, 得到 6

个组分分别记为 Fr-2.4.1~Fr-2.4.6, 测定各组分抗硅

藻附着活性, 发现 Fr-2.4.1 和 Fr-2.4.5 的活性相对较

好, 抑制率分别为 67%和 39%。从半制备液相谱图上

看 Fr-2.4.2、Fr-2.4.4、Fr-2.4.6均为单峰, Fr-2.4.3和

Fr-2.4.5 在半制备液相谱图上看均有两个峰, 成分相

对简单。 

对 Fr-2.6 组分进行半制备 HPLC 分离, 得到 6

个组分分别记为 Fr-2.6.1~Fr-2.6.6, 测定各组分抗硅

藻附着活性, 发现 Fr-2.6.2 对硅藻有显著的抑制活性, 

抑制率达 98%, Fr-2.6.1 也有一定的抑藻活性, 抑制

率为 58.6%。其余组分没有表现出明显的抑制活性。

从半制备液相谱图上看, Fr-2.6.3 组分较纯呈单峰 , 

Fr-2.6.4 和 Fr-2.6.5 相对较纯, 都有一个峰面积较大

的主峰。活性最好的 Fr-2.6.2 液相谱图并不是单峰, 

有四个较大的峰, 进一步分离纯化(MeOH-H2O=30%)

得到 4个组分记为 Fr-2.6.2.1~Fr-2.6.2.4, 从其液相谱

图看来只有 Fr-2.6.2.4的组分比较单一。活性其次的

Fr-2.6.1, 从液相谱图上看, 有三个较大的峰。 

对 Fr-2.7 组分进行半制备 HPLC 分离, 得到 3

个组分分别记为 Fr-2.7.1、Fr-2.7.2 和 Fr-2.7.3, 测定

各组分抗硅藻附着活性, 发现 Fr-2.7.2的活性相对较

好, 抑制率为 58%, 另外两个组分没有表现出明显

的抑藻活性。从半制备液相谱图上看 , Fr-2.7.1 和

Fr-2.7.3 组分较纯, 都呈单峰。而有一定抑藻活性的

Fr-2.7.2其液相谱图并不是单峰。 

对以上经液相完成初步纯化的组分进行结构

分析。  

2.3  乙酸乙酯相 Fr-3 的半制备 HPLC 分离 

对中极性片段乙酸乙酯相 Fr-3, 进行半制备

HPLC的分离纯化。其分离、纯化流程图见图 5。 

 

图 5  Fr-3的分离、纯化流程图 

Fig. 5  Separation and purification flow chart for Fr-2 

*. 表示片段中较纯的部分 

*. indicates the purer portion of the fragment 

 
通过半制备HPLC对 Fr-3(乙酸乙酯相)进行制备

分离(MeOH-H2O=40%), 得到组分 Fr-3.1~ Fr-3.7, 其

半制备高压液相制备分离的保留时间截点图见图 6。

Fr-3.2、Fr-3.5、Fr-3.7从液相谱图上看都是单峰且峰

面积占比较大, 因此在出峰时将其从半峰高到峰顶

的部分单独接出 , 就能得到相对较纯的组分 , 分别

标记为 Fr-3.2*、Fr-3.5*、Fr-3.7*。 

在 24 孔板下测定 Fr-3(乙酸乙酯相)经半制备

HPLC分离得到的 Fr-3.1 ~ Fr-3.7各组分的抗硅藻附

着活性, 结果如图 7所示。 
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图 6  Fr-3的半制备高压液相制备分离的截点图 

Fig. 6  Semipreparative HPLC profile for Fr-3 
 

 

图 7  Fr-3经半制备 HPLC分离后各组分的硅藻抑制活性 

Fig. 7  Antidiatom attachment activity of the fragments from 
Fr-3 separated using HPLC 

 
其中制备得到较纯的组分 Fr-3.2*、Fr-3.5*、

Fr-3.6、Fr-3.7*中, Fr-3.7*(抑制率 11.0%)活性很差, 

Fr-3.2*和 Fr-3.5*抑制率分别为 46.3%和 30.7%, 但活

性在重复测试中的稳定性不高。Fr-3.3(抑制率 44.8%)

是 10个组分中活性相对最好且活性表现最稳定的组

分, 因此对 Fr-3.3进行进一步的半制备 HPLC分离。 

Fr-3.3的极性较大, 用 10%的甲醇水对其进行半

制备 HPLC 纯化, 得到组分 Fr-3.3.1~Fr-3.3.8, 测定

各组分抗硅藻附着活性, 其中Fr-3.3.8的硅藻抑制活性

最好, 抑制率高达 90%, 液相谱图上看组分单一, 且由

于组分质量较少, 没有进行更进一步的分离工作。 

对以上经液相完成初步纯化的组分进行结构

分析。  

2.4  抗硅藻活性化合物结构的分析鉴定 

通过 GC-MS 对前面获得的共计 34 个样品进行

测定 , 说明其中共有 12 个样品纯度较高 , 包括 :  

Fr-2.1(101mg)、 Fr-2.3*(244mg)、 Fr-2.4.2(7.8mg)、

Fr-2.4.3(5.7mg)、 Fr-3.2*(62mg)、 Fr-3.5*(295mg)、

Fr-3.6(89mg) 、 Fr-3.7*(116mg) 、 Fr-2.6.5(16mg) 、

Fr-2.7.1(27mg)、Fr-2.7.2(3.7mg)、Fr-2.6.2.4(4mg)。

12个组分的 GC-MS分析结果见表 1, 其中 Fr-2.3*未

测出结果, Fr-2.4.2、Fr-3.5*、Fr-3.6和 Fr-3.7*未定出

分子式。Fr-2.4.3、Fr-2.6.2.4、Fr-2.6.5、Fr-2.7.1、

Fr-2.7.2 的 GC-MS 测定结果分子质量都为 210, 

Fr-2.4.2、Fr-3.5*的 GC-MS测定结果分子量都为 226, 

Fr-3.6 和 Fr-3.7*的 GC-MS 测定结果分子质量都为

260, 推测它们可能是有不同的同分异构体。其他活

性较好组分 , 如 Fr-2.8、 Fr-2.6.2.1、 Fr-2.6.2.2、

Fr-2.6.2.3、Fr-3.3.5, 由其 GC-MS谱图来看成分纯度

不高, 难以推测其所含活性物质结构。 

根据 GC-MS 的初步分析, 选取上述 12 个较纯

的样品进行 1H-NMR波谱分析。样品性状和 1H NMR

分析结果如下:  

Fr-2.3*、Fr-2.4.2、Fr-3.5*为白色粉末 ; 20
D[ ] - 

102.3 (c 1.0, MeOH); 分子式: C11H18N2O3; 
1H NMR 

(600 MHz, DMSO-d6): δH 0.87 (3H, d, J=6.5 Hz, H-13), 
0.85 (3H, d, J=6.5 Hz, H-12), 1.35 (1H, m, H-10b), 
1.78(1H, m, H-10a), 1.87-1.93 (2H, overlap, H-7b, 
H-11), 2.03 (1H, m, H-7a), 3.23 (1H, d, J=12.3 Hz, 
H-9a), 3.48 (1H, dd, J=4.3, 12.3 Hz, H-9b), 3.49 (1H, 
m, H-6), 4.04 (1H, t, J=6.0 Hz, H-3), 4.38 (1H, m, H-8), 
5.08 (1H, brs, OH), 7.98 (1H, brs, 4-NH)。参照 Liu H

等 2010年的文献, 确定结构为环 (L-亮氨酸-反式-8-

羟基-L-脯氨酸-) [cyclo (L-leu-trans-8-hydroxy-L-pro)] 

(见图 8-化合物 1) [15, 26]。 

Fr-2.4.3为白色粉末; 20
D[ ] -105.0 (c 1.0, MeOH); 

分子式: C10H16N2O2; 
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6): 

δH 0.86 (3H, d, J=6.5 Hz, H-12), 1.02 (3H, d, J=6.5 Hz, 
H-11), 1.77-1.86 (3H, overlap, H-7a, H-8), 2.13 (1H, m, 
H-7b), 2.33 (1H, m, H-10), 3.33 (1H, m, H-9a), 3.39 
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表 1  12 个组分的 GC-MS 分析结果 
Tab. 1  Gas chromatography–mass spectrometry (GC–MS) analysis of 12 fractions 

序号 组分名称 分子式 分子质量 

1 Fr-2.1 C9H12O3 168 

2 Fr-2.3* — — 

3 Fr-2.4.2 — 226 

4 Fr-2.4.3 — — 

5 Fr-2.6.2.4 C11H18N2O2 210 

6 Fr-2.6.5 C11H18N2O2 210 

7 Fr-2.7.1 C11H18N2O2 210 

8 Fr-2.7.2 C11H18N2O2 210 

9 Fr-3.2* C7H10N2O2 154 

10 Fr-3.5* — 226 

11 Fr-3.6 — 260 

12 Fr-3.7* — 260 

注: “—”代表未测出结果 

  
(1H, m, H-9b), 3.90 (1H, m, H-3), 4.12 (1H, t, J =7.3 
Hz, H-6), 7.93 (1H, brs, 4-NH)。参照 Adamczeski M

等 1999年以及李益等 2010年的文献, 确定结构为环 

(L-缬氨酸-L-脯氨酸) [cyclo (L-val-L-pro)] (见图 8-化

合物 2) [15, 27-28]。 

Fr-2.6.5 为无色针晶; 分子式: C11H18N2O2; 
20
D[ ] + 

89.2 (c 1.0, MeOH); 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6): 
δH 0.89 (3H, d, J =6.6 Hz, H-12), 0.91 (3H, d, J =6.6 
Hz, H-13), 1.45 (1H, m, H-10a), 1.56 (1H, m, H-11), 
1.77-1.82 (4H, overlap, H-7a, H-8, H-10b), 2.14 (1H, 
m, H-7b), 3.33 (1H, m, H-9a), 3.34 (1H, m, H-9b), 3.60 
(1H, m, H-3), 4.16 (1H, dd, J =6.4, 1.5 Hz, H-6), 8.33 
(1H, d, J =3.2 Hz, 4-NH)。参照Adamczeski M等 1999年

以及朱建生 2013 年的文献, 确定结构为环(D-脯氨酸-L-

亮氨酸) [cyclo (D-pro-L-leu)](见图 8-化合物 3) [15, 27, 29]。 

Fr-2.7.1 为无色针晶; 分子式: C11H18N2O2; 
20
D[ ] – 

81.5 (c 1.0, MeOH); 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6): 
δH 0.87 (6H, overlap, H-12, H-13), 1.35 (1H, m, H-11), 
1.76-1.87 (6H, overlap, H-7, H-8, H-10), 3.38 (2H, m, 
H-9), 4.00 (1H, m, H-3), 4.18 (1H, m, H-6), 7.98 (1H, brs, 
4-NH)。将 1H NMR数据与朱建生 2013年以及刘涛等

2009 年的文献对照, 确定结构为环 (L-脯氨酸-D-亮氨

酸)[cyclo (L-pro-D-leu)] (见图 8-化合物 4) [15, 29-30]。 

Fr-3.2*为无色块晶; 分子式: C7H10N2O2; 
20
D[ ] – 

98.2 (c 1.0, MeOH); 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6): 
δH 1.78-1.87 (3H, overlap, H-7a, H-8), 2.13 (1H, m, 
H-7b), 3.33 (1H, m, H-9b), 3.41 (1H, m, H-9a), 3.51 
(1H, dd, J =4.5, 16.2 Hz, H-3a), 3.99 (1H, d, J =16.2 
Hz, H-3b), 4.12 (1H, dd, J =6.0, 8.0 Hz, H-6), 8.05 (1H, 
brs, 4-NH)。将 1H NMR数据与 Liu H等 2010年的文献

对照完全一致, 但是旋光值完全相反, 因而结构确定为

环 (甘氨酸-D-脯氨酸)的对应异构体, 为环 (甘氨酸

-L-脯氨酸) [cyclo (gly-L-pro)] (见图 8-化合物 5) [15, 26]。 

Fr-3.6 呈无色油状; 分子式: C14H16N2O3; 
20
D[ ] + 

31.0 (c 1.0, MeOH); 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6): 
δH 1.84 (1H, m, H-7a), 2.11 (1H, m, H-7b), 2.92 (1H, 
dd, J =3.5, 15.0 Hz, H-10a), 3.02 (1H, dd, J =5.0, 15.0 
Hz, H-10b), 3.14 (2H, m, H-9), 3.45 (1H, dd, J =3.5, 
5.0 Hz, H-3), 3.97 (1H, m, H-6), 4.11 (1H, m, H-8), 
5.00 (1H, brs, 5-OH), 7.26-7.30 (5H, overlap, H-11, 12, 
13, 14, 15, 16), 8.13 (1H, brs, 4-NH)。参照朱建生

2013年以及 Shigemori 等 1998年的文献, 确定结构

为环(L-苯丙氨酸-顺式-8-羟基-D-脯氨酸-)[cyclo (L- 

phe-cis-8-hydroxy-D-pro)](见图 8-化合物 6)[15, 29, 31]。 

Fr-3.7*呈无色油状; 分子式: C14H16N2O3; 
20
D[ ] – 

35.9 (c 1.0, MeOH); 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6): 
δH 1.52 (1H, m, H-7a), 1.94 (1H, m, H-7b), 3.02 (1H, 
dd, J =5.0, 15.0 Hz, H-10a), 3.06 (1H, dd, J =5.4, 15.0 
Hz, H-10b), 3.07 (1H, dd, J =3.8, 12.0 Hz, H-9a), 3.13 
(1H, overlap, H-9b), 4.19 (1H, t, J =5.2, H-3), 4.31 (1H, 
dd, J =6.2, 11.2 Hz, H-6), 4.39 (1H, m, H-8), 5.10 (1H, 
brs, OH), 7.19-7.29 (5H, overlap, H-12, 13, 14, 15, 16), 
7.95 (1H, brs, 4-NH)。参照 Liu 等 2010年以及朱建

生 2013 年的文献, 确定结构为环 (L-苯丙氨酸-反式- 

8-羟基-L-脯氨酸-) [cyclo (L-phe-trans-8-hydroxy-L- 

pro)](见图 8-化合物 7) [15, 26, 29]。 

Fr-2.1、Fr-2.6.2.4、Fr-2.7.2样品不纯, 无法根据
1H-NMR解析出结构。 

综上, 通过半制备 HPLC 对海绵附生芽孢杆菌

UST050418-715 代谢产物中具有抗硅藻附着活性的

组分进行活性导向的分离纯化, 并采用 GC-MS 和
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1H-NMR 对分离得到的较纯活性组分进行结构分析, 得到 7种环二肽类化合物, 分别鉴定为: 

 

图 8  各组分分子结构的 1H NMR分析结果 

Fig. 8  1H nuclear magnetic resonance (NMR) analysis of the molecular structure of the fractions 

 
(1) Fr-2.3*、Fr-2.4.2 和 Fr-3.5*的主要成分为同

种物质 , 均为环(L-亮氨酸-反式-8-羟基-L-脯氨酸-) 

[cyclo(L-leu-trans-8-hydroxy-L-pro)], 其抑制率最高

达 30.7%±5.0%;  

(2) Fr-2.4.3 的平面结构为环(L-缬氨酸-L-脯氨

酸)[cyclo (L-val-L-pro)], 其抑制率为 28.0%±10.4%;  

(3) Fr-2.6.5 为环 (D-脯氨酸 -L-亮氨酸 )[cyclo 

(D-pro-L-leu)], 其抑制率为 28.0%±12.6%;  

(4) Fr-2.7.1 为环 (L-脯氨酸 -D-亮氨酸 )[cyclo 

(L-pro-D-leu)], 其抑制率为 18.0%±2.8%;  

(5) Fr-3.2*为环(甘氨酸-L-脯氨酸)[cyclo (gly- 

L-pro)] , 其抑制率为 46.3%±10.8%;  

(6) Fr-3.6为环(L-苯丙氨酸-顺式-8-羟基-D-脯氨

酸-)[cyclo (L-phe-cis-8-hydroxy-D-pro)], 其抑制率为

28.7%±11.3%;  
(7) Fr-3.7*为环(L-苯丙氨酸-反式-8-羟基-L-脯

氨酸-)[cyclo (L-phe-trans-8-hydroxy-L-pro)], 其抑制

率为 11%±5.5%。 

3  讨论 

海洋生物污损一直是困扰人类的棘手难题, 现

行的防污措施都只是临时的, 没有从根本上解决问

题。开发高效、无毒、环境友好的活性化合物, 是目

前国内外都比较看好的解决途径。从海洋微生物中

寻找这种环境友好的天然抗污损化合物是切实可行

的, 我国在海洋微生物资源的开发方面, 起步较晚, 

因此有很大的潜力和发展空间。 

海绵其独特的化学防御机制一般认为与其共附

生微生物相关, 海绵附生微生物可产生具有显著抗

污损活性的次生代谢产物。本研究所采用的试验菌

株UST050418-715, 为海绵附生芽孢杆菌, 在前期研

究中, 发现其对多种硅藻的附着都有较为明显的抑

制作用。本文以抗硅藻附着活性作为追踪指标, 利用

溶剂萃取和半制备 HPLC 相结合的手段, 从该活性

菌株发酵产物中分离活性化合物。并通过结构鉴定, 

得到 7 种环二肽类化合物, 对硅藻附着均有一定的

抑制作用。这一结果和朱建生等从海绵附着菌

Pseudomunas putida 中分离到多个具有抗硅藻活性

的环二肽的报道相似[22]。说明环二肽在海绵附生微

生物帮助宿主进行化学防御的过程中起重要作用。

同时 , 实验中也发现 , 活性随着分离纯化的深入有

一定程度的丢失, 说明可能化合物间存在一定的协

同效应。 

环二肽类化合物广泛存在于自然界中, 报道的活

性不仅有抗污损, 还有抗菌、抗肿瘤、调节激素、抑

制群体感应等广泛的生物活性[32-33]。另外, 环二肽类

化合物多样性极高, 混合样品间的协同效应存在的可

能性也较大。因此将其作为海洋天然产物防污剂用于

海洋生物防污具有较高的可能性和选择性[32, 34-35]。 
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Abstract: In order to search for natural antifouling compounds, the compounds inhibiting diatom settlements were 

purified from the metabolites of a sponge-associated Bacillus sp. UST050418-715 via purification of organic 

solvent extraction and semipreparative high-performance liquid chromatography (HPLC) using antidiatom- 

settlement assays. The structures of active compounds were analyzed via gas chromatography–mass spectroscopy 

(GC–MS) and 1H nuclear magnetic resonance (NMR). Consequently, seven active cyclic dipeptides in addition to 

dozens of fractions were isolated and purified. The seven cyclic dipeptides were identified as (1) cyclo 

(L-leu-trans-8- hydroxy-L-pro), (2) cyclo (L-val-L-pro), (3) cyclo (D-pro-L-leu), (4) cyclo (L-pro-D-leu), (5) cyclo 

(gly-L-pro), (6) cyclo (L-phe-cis-8-hydroxy-D-pro), and (7) cyclo (L-phe-trans-8-hydroxy-L-pro). The results of this 

study indicate that multiple cyclic dipeptides exist in the metabolites of sponge-associated Bacillus sp. 

UST050418-715 and contribute to the host’s chemical defense. 
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