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摘 要

本文以抗金葡球菌的能力为指标，对药用植物(川乌)的根际放线菌

MY048菌株进行了菌株分子的鉴定、培养基组成与发酵条件的优化、代谢活

性物质的分离纯化等几个方面的研究，结果如下：

运用现代的分子生物技术，从MY048的基因组里获取16SrDNA，对其

进行序列测定及系统发育分析，最后鉴定MY048为链霉属放线菌。

为了提高活性物质的产量，进行通过碳氮源与其浓度及无机盐实验，筛选

出培养基组成的最佳配比为：可溶性淀粉2％，葡萄糖O．5％，酵母浸粉0．5％、

牛肉浸膏0．3％，CaC030．2％、K2HP040．02％。

通过培养条件的实验，确定最适初始pH为7．O～7．2，最适温度为28"C，

最适接种量为10％，最佳种龄48h，最佳装液量为15％，最佳摇床转数为

200r／min，最佳发酵时间为144～168h。按照上述优化后的发酵条件，进行10L

罐发酵培养。

对经乙酸乙酯萃取获得有抑菌活性的粗提物的理化性质进行研究，在此

基础上，运用硅胶柱层析、Sephadex LH．20凝胶柱层析与制备型HPLC等分

离纯化手段，获到1个抑菌高活性化合物，最后通过分析型HPLC分析纯度

达到96％。

关键词：放线菌 抑菌活性 菌种鉴定 条件优化 分离纯化
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Abstract

Based on the index of antibacterial activities．this thesis studied bioactive

metabolite produced by actinomycetes MY048 from the root of Aconitum．The

major contents of research contained as follows：molecular identification of

MY048 strains．optimization of fermentation condition and culture medium，as

well as separation and purification of bioactive substances and SO on．

By mean of the technique for molecular biology,16SrDNA sequence was

obtained from the genome of MY048．Tile result of sequencing and phylogenetic

analysis showed MY048 was identified as Streptomyce．

In order to increase the production．the research for medium composition

including carbOil source．nitrogen source and their concentrations，as well as

orthogonal experiments was implemented．the result showed that the optimal

medium composition contained soluble starch2％，glucose O．5％，yeast extract

Powder 0．5％．beef Extract 0．3％；K：HP04 O．02％and CaC030．2％。

The result of culture condition displayed that the optimal fermentation

conditions was initial pH7．0．7．2，temperature 28℃，inoculation volume 1 O％r

seed age 48h．1iquid volumel5％，culture time 144h，vibration 200r／min．On the

basis of the optimized conditions，MY048 was l"ermented by 1 0L fermentor．

0n the foundation of the research for physical and chemical nature of the

raw substances extracted from the fermentation broth of MY048 by ethyl acetate，

the active substance l were separated and purified by means of silica gel column

chromatography,Sephadex LH20 column chromatography and preparative HPLC．

The analytic HPLC indicated that its content iS 96％。the analysis of H—NMR，

3C—NMR HMBC，HSQC，and ROESY has been conducting．

Key word：+Actinomycete；Antibacterial activity；Strain identification；

Fermentation conditions；Separation and Purification
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1 绪论
1．1 立题背景与目的意义
金黄色葡萄球菌(s aUl'8aU8)是临床常见的高致病性细菌。自从20世

纪40年代青霉素问世以来，该菌引起的感染性疾病曾受到较大控制。随着

青霉素的广泛使用，该菌的某些菌株产生青霉素酶，该酶能水解O一内酰胺

环，使青霉素失活，从而表现为对青霉素耐药。甲氧西林能抗青霉素酶的水

解作用，自1959年应用临床后曾经有效控制了s a"Paus产酶株的感染。

然而，1961年在英国又首先发现了能耐甲氧西林的曼fdUl'e,ffUS(MRSA)⋯，

至20世纪70年代后各国相继报道，80年代其感染几乎遍及全球，最高可占

曼aLI]'eSUS感染总数的58％。MRSA感染，乙型肝炎和获得性免疫缺陷综合征

一直被列为世界范围内三大最难解决的感染性疾患，成为各国研究的热点⋯。

近年来，￡a"Pa￡，s对抗生素的耐药情况日渐严重，MRSA不但对甲氧西林耐

药，而且对所有B一内酰胺类抗生素及其他抗菌药物耐药MRSA还可通过改变

抗生素的作用靶位，产生修饰酶，降低膜通透性等不同机制，对氨基糖苷类、

大环内酯类、四环素类、氟喹诺酮类、磺胺类、利福平产生不同程度的耐药
[叫

。

放线菌作为一类重要的微生物，以产生种类繁多的生物活性物质而广泛

受到重视。目前，放线菌仍是抗生素的主要微生物来源，临床使用的抗生素

有70％是由放线菌产生的。现已发现和分离出的由放线菌产生的抗生素多达

4000多种，其中，有50多种抗生素已经得到广泛的应用，如链霉素、红霉

素、多氧霉素、金霉素、卡那霉素、氯霉素和庆大霉素等用于临床治疗人的

多种疾病。随着病原微生物对抗生素抗性的提高，寻找具有新型作用机制的

抗生素显得十分必要。

本实验室在绵阳及附近地区主要药用植物(乌头)的根系特殊环境中筛

选抗有抑菌活性的放线菌，以置8U]"OaUS ATCC6538为指示菌株，对分离到

的100多株放线菌进行活性测定，发现一株来自药用植物的根部土壤的菌株

MY048具有有较强抑菌活性的。本论文对菌株MY048及次生代谢产物进行了

系统研究，拟为深入开发能够用于临床治疗奠a“憎a￡，s感染的新药寻找新的

先导化合物。
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1．2 国内外研究进展

1．2．1 抗生素

抗生素是由微生物产生的，具有抑制其它微生物生长或杀灭其他微生物

的性能的化学物质。1929年秋，当英国科学家Fleming发现了在含有金黄

色葡萄球菌的培养基平板上的青霉菌菌落周围细菌不能生长的现象，通过研

究，他发现了一种能够抗细菌物质，这就是青霉素。牛津大学病理学教授弗

洛里在1938．1939年对已知的由微生物产生的抗生物质进行了系统的研究，

在以钱恩为首的一批优秀化学家的帮助，于1940年提取和纯化出可用于肌肉

注射的青霉素成品，抗生素的时代随之而到来。

随着微生物学、生物化学、有机化学基础理论的发展以及分子遗传学和

新技术的进步，新抗生素的筛选方法已逐步从传统方法过渡到更为理性化的

新方法。美国放线菌专家瓦克斯曼与他的研究小组于1941年从放线菌培养液

中找到了紫放线菌素【41，并在1944年发现了第一个用于临床的由放线菌产生

的新抗生素一链霉素。瓦克斯曼的成就引起人们在世界范围内寻找土壤微生
物所产生的其它抗生素，于是开始了大规模筛选抗生素的时代。在短短的一

二十年间，相继发现了金霉素(1947)，氯霉素(1948)、土霉素(1950)、制

霉菌素(1950)、红霉素(1952)、卡那霉素(1958)等。这些抗生素的间世，

使当时的细菌性疾病与立克次体病得以成功的治疗，也正是在这一时期，抗

生素研究进入了有目的、有计划、系统化的阶段。并建立了大规模的抗菌素

制药工业，生产方法亦工业化。进入60年代，人们从微生物中寻找新的抗生

素的速度明显放慢，取而代之的是半合成抗生素的出现，从此开始了用化学

方法对已有的抗生素进行化学结构改造的新时期，开辟了抗生素研制的新道

路。目前，发现和分离的天然抗生素有四、五千种，半合成抗生素达三、四

千种，用于临床的大约有350种。

1．2．1．1抗生素的分类

(1)按生物来源分类

放线菌：主要产生酸性、碱性、中性和两性的抗生素，其中以碱性化合

物较多。包括氨基糖苷类(如链霉素、新霉索、卡拉霉素等)；四环类(如四

环素、金霉素、土霉素等)；放线菌素类(如放线菌素D等)；大环内酯类(如

红霉素、螺旋霉素、柱晶白霉素等)和多烯大环内酯类(如制霉素、抗滴虫

霉素等)等；——
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真菌：产生脂环芳香类或简单的氧杂环类抗生素，多数为酸性化合物。

例如，桔霉素、青霉素、头抱菌素等：

细菌：产生一般是具有复杂化学结构的多肽类物质抗生素，多数为碱性，

对肾脏有毒性。例如，多粘霉素、杆菌肽、短杆菌素、枯草杆菌素等；

动植物：植物主要产生蒜素、番茄素、鱼素等，动物主要产生抗菌肽。

等；

(2)按生物合成分类

①氨基酸肽类衍生物

简单的AA类抗生素：如环丝氨酸；

寡肤类抗生素：青霉素头、孢菌素；

多肽类抗生素：多粘菌素、杆菌肽；

多肽大环内酯类：放线菌素；

含嘌呤及嘧啶基因类：曲古霉素、嘌呤霉素；

②糖类衍生物

糖苷类：链霉素、新霉素、卡那霉素和巴龙霉素等；

与大环类内酯连接的糖苷类抗生素：如红霉素、碳霉素等；

③乙酸、丙酸衍生物

乙酸衍生物：如四环类抗生素、灰黄霉素等；

丙酸衍生物：如红霉素等；

多烯和多炔类抗生素：如制霉菌素、曲古霉素等；

(3)化学结构分类

①B一内酰胺类：主要包括头孢菌素和青霉素两大类；

②氨基糖苷类： 如链霉素、新霉素、卡那霉素、庆大霉素、春日霉素

③大环内酯类：如红霉素、柱晶白霉素、麦迪加霉素等；

④苯烃基胺类；如氯霉素、甲枫氯霉素等；

⑤四环类：如金霉素、土霉素、四环素等；

⑥多肽类：如多粘菌素、放线菌素、杆菌肽等；

⑦多烯类：如制霉菌素、两性霉素B等；

⑧葱环类：如柔红霉素、阿霉素、正定霉素等；

⑨环桥类：如利福霉素、利福平等：

⑩其他：如创新霉素、磷霉素等；
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(4)按作用对象分类

①抗G’菌的抗生素：主要是青霉素、红霉素、林可霉素；

②抗G菌的抗生素：主要多粘菌素；

③抗真菌：主要有放射线菌酮、制霉菌素、灰黄霉素、两性霉素；

④抗结核分枝杆菌：主要有链霉素、新霉素、卡那霉素、巴龙霉素和丝

氨酸等；

⑤抗肿瘤： 主要有放线菌素D、丝裂菌素c、博来霉素、柔毛霉、阿

霉素；

⑥抗病毒与噬菌体： 主要有青霉素、四环类抗生素、艾霉素；

⑦抗原虫：青霉素、红霉素能抗梅毒螺旋体，四环类抗生素能抗阿米巴

原虫，嘌呤霉素、巴龙、抗滴虫素能抑制原虫；

1．2．1．2抗生素的作用机制

(1)抑制细胞壁合成

主要有磷霉素、环丝氨酸、杆菌肽、13一内酰胺类及万古霉素、替考拉宁

等。磷霉素抑制有关酶系阻碍N一乙酰胞壁酸的形成，环丝氨酸通过抑制D

一丙氨酸的消旋酶和合成酶阻碍了N一乙酰胞壁酸五肽的形成，从而阻碍胞

浆内肽聚糖前体的形成；万古霉素的作用机制是抑制MNAc一五肽与脂载体结

合形成直链十肽二糖聚合物；杆菌肽的作用机制是能与类脂载体上的十一聚

异戊二烯焦磷酸形成复合物，阻断二糖五肽与胞壁受体结合；青霉素作用靶

位是胞浆膜上的青霉素结合蛋白(PBPs)，表现为抑制转肽酶的转肽作用，从

而阻碍了肽聚糖的交叉联接。

(2)影响细胞膜的通透性

主要包括多肽类抗生素(如多粘菌素B，E)、多烯类抗生素(如两性霉

素B、制霉菌素)与吡咯类抗生素(如咪康喹、酮康喹、氟康噢)等。多粘

菌素分子具两极性，能选择性地与细菌细胞膜中的磷脂结合，从而影响细胞

膜结构；两性霉素、制霉菌素等主要与细胞膜上麦角固醇结合，使膜通透性

增加导致菌体内的蛋白质、核苷酸、氨基酸、糖和盐类等外漏，从而使细菌

死亡；咪康唑、酮康唑、氟康唑等可抑制真菌细胞膜中固醇类生物合成而影

响其通透性。

(3)抑制蛋白质合成
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属于此类的抗生素有氨基糖苷类、氯霉素、红霉素、林可霉素类、四环

素类及大环内酯类抗生素。氯霉素、林可霉素和大环内酯类抗生素与细菌核

糖体50S亚基结合，抑制蛋白质合成的延长阶段；四环素类抗生素与核糖体

30S亚基结合，阻止氨基酰tRNA向30S亚基的A位结合，从而抑制蛋白质合

成；氨基糖苷类抗生素与30S亚基结合，抑制蛋白质合成的起始及密码子识

别。

(4)抑制核酸代谢

属于此类的药物有利福霉素、新生霉素、灰黄霉素、喹诺酮类、磺胺类

和抗肿瘤药物，不同的抗生素通过不同的机制干扰或抑制微生物细胞核酸

(DNA或RNA)的合成。喹诺酮类药物能抑制DNA的合成；利福霉素和利福平

直接作用于RNA聚合酶而抑制RNA的合成；磺胺类抗生素抑制二氢叶酸合成

酶而妨碍叶酸代谢，最终影响核酸合成，从而抑制细菌的生长和繁殖。

(5)抑制生物能作用

如抗霉素A，是呼吸链电子传递体系的抑制剂，能够抑制电子转移；寡

霉素能阻抑细胞能量代谢中的氧化磷酸化过程。

1．2．2细菌耐药性研究
随着抗生素的广泛运用，在临床上亦引起了一些问题，如细菌耐药性逐

年增加致使一些抗生素疗效降低，一些不致病的细菌成为条件致病菌等。

1．2．2．1耐药性产生的方式

(1)固有耐药性

在长期抗生素压力下通过诱导突变，对抗生素产生了抵抗力。这种耐药

有种属特异性，来源于该细菌固有的自然特性，耐药基因存在于染色体上。

非发酵的一杆菌如绿脓杆菌、醋酸不动杆菌、假单胞菌属及大多数一杆菌耐万

古霉素和甲氧西林；肠球菌耐头饱菌素；厌氧菌耐氨基糖甙类药物；铜绿假

单孢菌耐头孢氨苄、头孢克洛、头孢噻肟、头孢呋辛、四环素；嗜麦芽窄食

假单孢菌耐泰能、美平等，这些是耐药性产生的原始遗传基础。这种高度固

有耐药性是由于菌体外膜的通透性低与继发的双重耐药机制(诱导产生头孢

菌素酶和抗生素导出泵所致)。
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(2)染色体突变

染色体突变是细菌耐药性产生的原始遗传基础，质粒的产生和传播是细

菌扩散耐药性、新菌株获得耐药性的一种快捷方式。突变可发生于分子，也

可发生于质粒和转座子的基因上。如质粒编码产生的超广谱B一内酰胺酶可

能由于和酶基因点突变导致，若酶基因连续突变可从本质上增强酶的活力，

使新一代头孢菌素灭活。某些调节区共同的突变可产生头孢菌素酶，致对第

三代头孢菌素耐药。

耐药质粒广泛存在于G一、G+菌中，耐药性质粒可通过转导、转化、接合

及转座4种方式进行传递或转移；转座现象是细菌耐药性播散的重要方式，

可使耐药因子增多造成多重耐药性，带有多重耐药基因的质粒，从一种微生

物进入另一种微生物，不断传给后代还可转移至无此质粒的细菌，使敏感菌

变为耐药菌。耐药菌株在长期进化过程中可能通过染色体断裂或缺失，使带

有耐药基因的片段脱离形成耐药性质粒，通过质粒的转移和插入堆积，使耐

药性在不同菌株间传播，使同一菌株抗菌谱扩大。

(3)多重耐药性

细菌耐药性从对单种药物耐药发展至多种耐药，即某种细菌对多种作用

机制不同的抗菌药物产生的耐药性。耐药机制是两个或多种不同的机制相互

作用决定一种细菌对一种抗菌药物的耐药水平。如多重耐药大肠杆菌菌株是

外膜通透性下降与主动外排系统的协同作用所致高度的耐药性。

1．2．2．2耐药机制

细菌的耐药机制非常复杂，不同的细菌其耐药机制不同，归纳起来有以

下几种机制：

(1)产生灭活酶或钝化酶

产生灭活酶是引起细菌耐药性的最重要机制，产酶菌往往表现明显的耐

药性。细菌产生的灭活酶有多种，主要有B一内酰胺酶、氨基糖甙灭活酶、

乙酰转移酶CAT、核苷酸转移酶、酯酶等通过修饰，它们能通过水解乙酰化、

磷酸化等方式破坏抗生素的活性。

①B一内酰胺酶质粒介导或染色体突变使细菌产生6一内酰胺酶，可水

解破坏13一内酰胺环，使B一内酰胺类抗生素灭活。这是大多数致病菌对此类

抗生素产生耐药性的主要机制。目前B一内酰胺酶已有230余种，包括TEM

系列酶、SHV系列酶、OXA系列酶、PSE系列酶、头孢菌素酶等。随着新的§一
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内酰胺类抗生素的临床应用，新的酶类不断产生，近年报道的ESBL可能来源

于TEM和SHY酶，由于其固有序列的基因点突变导致的”1。

②金属酶(碳青霉稀酶IMP一1)金属酶为Bush的B类酶”1其由染色体

介导，能水解亚胺培南、美罗培南以及大多数B一内酰胺类药物，但对氧哌

嗪、青霉素和氨曲南影响较小，不被克拉维酸和他唑巴坦所抑制。

③氨基糖甙类灭活酶双功能的氨基糖甙类灭活酶(6-N氨基糖甙类乙

酰转移酶，2-o一氨基糖甙类磷酸转移酶)是葡萄球菌和肠球菌高水平耐氨基

糖甙类药的重要机制，也是不动杆菌对氨基糖甙类耐药机制”3。此酶在分子

不同的区域内存在二种不同的氨基糖甙改造因子，是由Th一4100转座子内

6--aac—A一20基因编码合成，该基因可插入R质粒及氨基糖甙类抗生素染色

体基因中，导致革兰阳性菌中氨基糖甙类抗药性的快速传播。

④乙酰基转移酶某些细菌(如金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、肠球

菌、肺炎链球菌及流感嗜血杆菌等)对氯霉素耐药性主要是由于质粒编码产

生的乙酰基转移酶所致，该酶使氯霉素转化为无活性代谢产物，而失去抗菌

活性。

⑤拓扑异构酶 该酶又称脱氧核糖核酸旋转酶，由gyrA和gyrB编码，

基因的突变引起靶酶脱氧核糖核酸旋转酶的改变，使喹诺酮类药物失去抑制

此酶的活性，而使细菌获得耐药性。

⑥氯霉素乙酰转移酶某些革兰阴性杆菌、葡萄球菌、D组链球菌可产

生氯霉素乙酰转移酶，使氯霉素失去抗菌活性。

⑦红霉素酯酶和其它灭活酶革兰阴性杆菌、某些链球菌、葡萄球菌可

分离出灭活酶，使大环内酯类、林可霉素等抗菌药物灭活。

(2)靶位结构的改变

靶位结构包括靶标蛋白空间结构变化和靶部位组成的变化，细菌在抗生

素作用下产生诱导酶对菌体成分进行化学修饰，使其与抗生素结合的有效部

位变异，使药物不敏感而细菌本身的生物功能正常：①青霉素结合蛋白编码

的基因突变：青霉素结合蛋白的编码基因突变致构象改变，与B一内酰胺类

药物结合降低而耐药；②拓扑异构酶编码基因突变：编码促旋酶的、基因及

编码拓扑异构酶的、基因突变，其表达产物的构象改变即可致细菌对喹诺酮

类耐药；③细菌16SrRNA基因突变，氨基糖甙类药物对其失去作用，编码s12

核糖体蛋白的rpsL基因及编码16SrRNA的rrs基因的突变，都会使核糖体靶

位点改变，使得细基因突变，红霉素类药物对其失去作用。
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肺炎链球菌对青霉素与其它13一内酰胺类抗生素的耐药机制的根本原因

是青霉素结合蛋白PBPs的改变。肺炎链球菌有6个PBPs，分子量由43～

lOOKb。敏感肺炎链球菌的PBP—la／lb，PBP一2a／2x／2b都很容易被13一内酰胺

类抗生素结合而杀菌。肺炎链球菌耐药株则PBP-la，2x，2a与2b这4个分

子量较大的PBPs与青霉素的亲和力明显降低”1。

链霉素耐药株的细菌核蛋白体30S亚基上链霉素作用靶位PIO蛋白质发

生改变；利福平的耐药性是细菌RNA多聚酶的B亚基发生改变，使其与药物

的结合力降低而耐药。由质粒介导的对林可霉素和红霉素的耐药性，系细菌

核蛋白体23S亚基的腺嘌呤甲基化，使药物不能与细菌结合所致变。

(3)膜的通透性改变

药物长期作用，导致细菌改变了外膜蛋白，使菌体外膜通透性下降，阻

碍抗生素进入细胞内膜靶位。外膜通透性降低是由于膜孔蛋白的缺陷、多向

性突变、特异性通道的改变及膜脂质双层的改变所致。常见于假单孢菌、醋

酸不动杆菌、肠球菌等对p一内酰胺类、氨基糖甙类、氯酶素、喹诺酮类抗

生素的耐药。

基因突变也可导致膜的通透性降低，可使能量代谢如电子运受到影响而

减少氨基糖苷类药物的吸收；也可药物的转运系统缺损而减少药物的摄取量：

细菌四环素耐药主要由于所带的耐药质粒可诱导产生种新的蛋白，阻塞了细

胞壁水孔，使药物无法进入有研究表明，细菌对药物的摄取量与药物的亲水

性或琉水性也有关。

(4)主动泵出

细菌获得编码转运蛋白基因，表达的编码蛋白能细菌中形成存在主动外

排系统可排出已进入细菌内的药物使抗生素在细菌体内的积累减少从而使细

菌获得耐药性，这些基因都由质粒介导。膜主动外排系统一般由3部分组成：

外膜通道蛋白、融合蛋白和质膜外排蛋白。近年来研究表明，在细菌的主动

外排系统主要分为四大类：①主要易化超家族(MFS)，与哺乳动物的葡萄糖

易化转运器具有同源性；②耐药结节分化家族(RND)，包括能够泵出镉、钴

和镍离子的转运蛋白；③葡萄球菌多重耐药家族，由比较小的含有四个跨膜

螺旋的转运器组成；④ATP组合盒转运器(ABC)，包括两个跨膜区和两个AT

结合亚单位；⑤药物代谢转运分子(DMT)家族和MOP(MOP)家族．真核细胞

中，除上述个主要超家族外，还存在有机阴离子转运分子(OAT)家族和内涵
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体多重药物转分子(MET)家族。1。在这些外排泵超家族中，仅仅ABC超家族

以ATP解提供能量，其余都以质子驱动力提供能量。DMT家族以小多重耐药

转运子(SMR)为代表，MOP家族以多种抗菌药排出转运分子(MATE)为代表。

hcrAB—TolC外排泵系统是大肠埃希菌的最主要多重药物外排系统，由药

物质子转运子AcrB、周质融合蛋白AcrA和外膜通道蛋白TolC组成。在正常

状况下，AcrAB—TolC表达有助于大肠埃希菌抵抗肠道的胆盐、脂肪酸等疏水

性物质的入侵。但是AcrAB—TolC高水平表达表现出对多种化合物的耐受“⋯；

外排底物包括四环素、氯霉素、红霉素、8一内酰胺类、利福平和氟喹诺酮类

等。

铜绿假单胞菌主动外排系统主要由3部分组成：①外膜通道蛋白，如

OprM、OprJ和OprN，主要形成细胞内有害物质排出细胞外的通道；②融合蛋

白，如MexA、MexC和MexE；③内膜蛋白，具有主动识别有害物质作用，如

MexB、MexD和MexF。在铜绿假单胞菌中至少存在3类主动外排系统，1

MexAB—OprM、MexCD—OprJ和MexEF—OprN。在铜绿假单胞菌膜主动外排系统中

起最主要作用的是MexAB—OprM，它是铜绿假单胞菌固有多重耐药性和获得性

多重耐药性的主要原因。MexAB—OprM主动外排系统所需能量由H‘药物反转运

体逆转}r，形成H+浓度差而产生的动力所提供川。

(5)形成生物被膜
。1

细菌生物被膜(BBF)是指细菌粘附于固体或有机腔道表面，形成微菌落，

并分泌细胞外多糖蛋白复合物将自身包裹其中而形成的膜状物。细菌间的多

糖蛋白复合物形成孔道维持细菌物质代谢。细菌形成生物被膜后，往往对抗

菌药物产生耐药性，其原因有：①细菌生物被膜可减少抗菌药物渗透；②吸

附抗菌药物钝化酶，促进抗菌药物水解；③细菌生物被膜下细菌代谢低下，

对抗菌药物不敏感；④生物被膜的存在阻止了机体对细菌的免疫力，产生免

疫逃逸现象，减弱机体免疫力与抗菌药物的协同杀菌作用。

生物被膜的阻止渗透作用也不相同：铜绿假单胞菌形成的生物被膜对环

丙沙星、哌拉西林和过氧化氢的渗透有屏障作用；而氨苄西林和环丙沙星可

透过肺炎克雷伯菌形成的生物被膜，利福平可透过表葡菌形成的生物被膜，

但却不能杀死膜内细菌，提示包埋于被膜中的细菌除了依靠生物被膜的屏障

作用以外，一定存在着其它机制保护膜内细菌的生存。

(6)保护抗生素作用靶位：
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①核糖体保护蛋白：核糖体保护蛋白(RPPS)由基因编码，该蛋白能

阻遏四环素与细菌核糖体结合使药物失去作用。淋病萘瑟菌、金黄色葡萄球

菌、表皮葡萄球菌、肺炎链球菌、李斯特菌、加德纳菌均可获含基因质粒而

耐四环素。

②红霉素甲基化酶：当细菌获得erm基因表达红霉素甲基化酶，使细菌

核糖体23SrRNA基因甲基化，大环内酯类对细菌失效而耐药。在肺炎链球菌

中发现有ermA、ermB基因，得到erm基因的细菌可同时表现为对大环内脂类

一林可霉素一链阳菌素B耐药，简称MSLB耐药。

③获得功能取代蛋白(酶)：金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、溶血葡

萄球菌可获MECA基因，表达PBP2蛋白，使B一内酰胺类药物虽与PBP2结合，

但PBP2仍占具转肽酶活性，仍然可合成细胞壁；连接酶：万古霉素等糖肽类

可与细菌细胞壁成分一丙胺酰～丙氨酸结合抑制细菌细胞壁肽聚糖的合成．耐

万古酶素菌株获得VANA、VANB、VANC、VAND与VANE基因可表达一组功能相

似的连接酶，即3D一丙胺酰一D一乳酸取代正常的细胞壁肽聚糖成分一丙胺酰一D一

丙氨酸，一丙胺酰一D一丝氨酸取代正常胞壁成分。

1．2．3耐药型金葡球菌的耐药机制
1．2．3．1 PBP2a与相关基因

青霉素结合蛋白(PBPs)由金黄色葡萄球菌自身合成．普通的金黄色葡萄

球菌合成5种与13一内酰胺类抗生素亲和力较高的PBPs，包括PBPl、PBP2、

PBP3、PBP3c和PBP4，。PBPs参与合成细菌细胞壁的转肽酶、羧肽酶和内肽

酶，催化糖肽交叉联接反应，对细菌的生长繁殖起着极其重要的作用。

MRSA染色体中含有mecA基因““，能合成一种相对分子质量为78X 103

的、与B一内酰胺类抗生素亲和力较低的青霉素结合蛋白PBP2a(PBP2c)。

PBP2a蛋白属高分子量PBP，具有与高亲和力PBPs相同的青霉素结合基序，

结合能力却很低，能在MRSA中高亲和性PBPs结合B一内酰胺类抗生素失活

后，代替PBPs，维持细菌的生长和存活，从而使MRSA表现出耐药性。

mecA基因的基本调节基因为meaI和mecRl基因。mecI基因编码meaI

蛋白，后者为抑制因子、DNA结合蛋白，抑制下游结构基因的表达，当其结

合到mecA基因的启动子上时，抑制mecA基因的转录，从而不能产生PBP2a．

mecRl基因编码的mecRl蛋白为诱导因子，当其接触到诱导剂B2内酰胺类抗

生素时被活化，活化的mecRl蛋白能够去除mecI蛋白对meaA基因的阻遏作

用，使meaA编码产生PBP2a蛋白””。mec序列中含有一个或数个拷贝的插入
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序列IS431／IS257，在其他耐药基因的同源重组和转座子整合中起到接受连

接位点的作用，这些其他抗生素及金属离子抗性、耐药基因可以通过转座子

作用及质粒传播整合到插入序列外侧，进而表达出来，使MRSA表现出多重耐

药性，并且使源于质粒的耐药基因可以稳定地遗传。

1．2．3．2其它基因：

fem因子，是金黄色葡萄球菌染色体中的固有基因，包括femA、femB、

emC、femD、femE和femF““。femA和femB为两个相连的开放阅读框对细菌

细胞壁的五甘氨酸侧链以及肽间桥的生物合成是必需的。当其失活时，金黄

色葡萄球菌细胞壁糖肽中的五甘氨酸肽间桥变成单甘氨酸，并且影响细菌的

多种代谢机制，导致MRSA对B2内酰胺酶类抗生素以及多种其他类抗生素的

耐药性降低。femC引起谷氨酰胺合成酶基因glnA转录和活化及异谷氨酰胺

的酰胺化。其失活时，谷氨酰胺合成受阻，异谷氨酰胺的酰胺化作用降低，

导致糖肽的交叉联接降低MRSA对13一内酰胺酶类抗生素耐药性降低。

hmrC、hmrD和chr基因是染色体突变基因，引起MRSA对甲氧西林的高

度耐药，其机制尚未阐明“⋯。控制胞壁及胞外蛋白质表达的球状调节子agr

和sar，任一个发生失活均可导致小球状的高水平耐药MRSA亚群出现，并使

细菌胞壁中PBPl和PBP3数量减少。

1．2．4放线菌
放线菌是因菌丝呈放射状而得名，自从1877年Cohn从牛的颈肿病中发

现放线菌以后，直到本世纪40年代初期，放线菌还是未被人们所熟知的一类

微不足道的微生物，当时仅报道了含义不很明确的四五个属，比较知名的是

对人和动物有致病性的放线菌属(Actinomycetes)、诺卡氏菌属(Nocardia)

和被认为是细菌的分枝杆菌(Mycobacterium)。随着认识的深入，到60年代

放线菌被确认是原核生物，与细菌的关系极为密切，甚至可以包括在广义的

细菌中。目前，在《伯杰氏系统细菌学手册》第四卷中，放线菌属于原核生

物界，厚壁菌门、放线菌纲、放线菌目(Actinomycetales)““。

放线菌在自然界的分布极为广泛，存在于各种不同的自然生态环境里，

其种类繁多，代谢功能各异，是一类有着广泛实际用途的生物资源。现在己

发现的数万种微生物来源的生物活性物质和l临床使用的大约100种抗生素

中，约有70％是由放线菌所合成的次生代谢产物。放线菌产生的活性物质主

要有抗菌物质与抗肿瘤物质，还包括抗病毒物质、抗虫物质、免疫抑制剂、
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酶抑制荆、受体拮抗剂、抗氧化剂、多糖、色素以及胞外水解酶，如淀粉酶、

几丁质酶、纤维素酶、果胶酶、木聚糖酶和蛋白酶等【"】。

近20年来，从普通环境中的放线菌分离得到的先导化合物的数量锐减。

据估计，目前分离到的放线菌种类，仅为实际存在种类的0．1％～1．0％，因此，

放线菌还存在着大量的未知种群等待发现。在这种理论的指导下，各国的科

研人员采用新的分离技术从一些特殊环境中等发现能产生新化合物的放线

菌。

1．2．4．1抗真菌活性物质

Kurosawa K报道“”从放线菌(Str．spectabiliS)发酵液中分离的硝苯

吡喃酮(nitrophenyl pyrone)SNF 4435C、D(图卜1)，它们都具有免疫抑

制活性和抗白色念珠菌的作用；来自链霉菌Str．sp SNA 15896“”的大环结

构的Neoantimycin类似物SW一163 A和B，也具有免疫抑制作用和抗丝状和

酵母样真菌的作用；Gerber。”等从海洋线菌(12396)中分离得到桔色色素

(图卜2)，它有抑制真菌活性；Capon等从维多利亚Lorne海岸采集到的海

洋放线菌MST—MAl90“”培养液中分离得到芳香氨基酸类化合物l,orneamides

A and B，活性研究结果显示Lomeamides B(图卜3)对枯草杆菌的LDP为

50ug／mL，具有中等抗菌活性；Kitamura””研究组在海洋链霉菌AP77的培养

液中分离得到一种抗真菌的160 kD的蛋白质SAP。显示强烈的抗真菌活性。

此外，我国焦炳华033课题组从中国东海一株嗜盐的海洋放线菌XD20菌

株中分离到2个体生物碱类化合物CPA和CPB，具有抗真菌和细胞毒活性；

崔洪霞。”等从胶州湾海洋链霉菌M095的代谢产物中获得一种对丝状真菌毛

霉miehei(T284)有显著抑制作用的化合物。

霆l—l
SNF{435c、D

图l一2
桔色色素

O

图1—3
Lomem避髂B

扩
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1．2．4．2抗细菌活性物质

Asolkar RN””通过抗菌活性跟踪筛选，从海洋链霉菌B7046得到一大环

内酯类新化合物Calcomycin B，它对金黄色葡萄球菌的MIC。。达到0．39ug／mL，

对枯草杆菌的MIC为6．25ug／mL，显示高效的抗菌活性；Riedlinger J等从一

株海洋放线菌Verrucosispora中分离到有抗G+及金黄色葡萄球菌的物质

abyssomiein C“”(图卜4)；廖文彬等从海洋放线菌HSL-6071中分离能产生对

金黄色葡萄球菌有强烈抑制作用的活性物质；P．Sujatha等”蚰从放线菌

BT一408中分离到多肽类抗生素SBR一22，它抗菌谱广泛，特别对MRSA有很强的

抑制作用；黄惠琴等“”从海南三亚海域的海绵中分离到一株杭MRSA的海洋放

线菌A115，其对81株MRSA中的64株有明显的抑制效果，从小单孢菌属AMl05””

发酵液中分离得到一种新结构的化合物i sorifamycinS(图1—5)，MIC结果反

映isorifamycin S抑菌活性明显优于目前临床药物rifamycin SV：

张海涛等””在大连海域潮间带繁茂膜海绵上分离到一株链霉菌B37，它

的代谢产物能够专一的抑制革兰氏阳性细菌(金葡菌)。此外，Cho等从一棵

海洋放线菌中分离得到具有抗菌活性的五元环内酯化合物””；Mincer””等从

一种新放线菌属海洋单孢菌中分离鉴定出一系列结构新颖的化合物，命名为

Salinosporamides，这些化合物具有很强抗菌活性；dieter等””从嗜碱放线

菌2409的发酵液中分离得到了pyrocoll(图卜6)，该化合物具有抗菌活性，

对不同的Arthrobacter菌株均有较好的抑制作用(为1 11 g／mL)，且对丝状真

菌也有一定的抑制作用。

田1一‘
-b，=，o^∽1n

1．2．4．3抗肿瘤活性物质

盐屋链霉菌Streptomyces sioyaensisSA-1758””是从海底淤泥中分离

到的，该菌株可产生一种结构新颖的生物碱Altemicindin(图卜7)，此化合
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物在体外对肿瘤细胞株L1210及IMC肉瘤细胞的IC。分别为0．84 g／mL

和0．82 g／mL，且还有微弱的抗菌活性，但是体内毒性较高，LD。。为0．3 mg／kg；

Tapiocas等人在采集于加利福尼亚海沟的一种珊瑚表面分离到的链霉菌的

培养物中发现了结构新颖的Octalacions A和B”“，这两种化合物分别是

寡霉素A的20一羟基衍生物和肠菌素的5一脱氧衍生物，是含有少见的八元环

的内酯官能团的19碳酮基化合物，OctalacioilS A在体外有抗B16-F17鼠

黑素瘤和HCT一116人胃癌细胞活性，其Ic。。值分别为0．0072 g／mL，0．5

g／mL g曾伟等从海洋放线菌N350”73的脂溶性发酵产物中纯化并鉴定了4个化

合物，分别为反式一13一二十二碳单烯酰胺，7，4一二羟基异黄酮、6一甲氧基一7，

4一二羟基异黄酮及B一胡萝h甙，其中，前三中物质具有抗肿瘤活性，抑制人

口腔上皮癌KB细胞生长的ID；。分别为15，8ll，512ug／cm3，抑制人白血病细

胞HL一60生长的ID。分别为7，218，119 II g／cm’．这些化合物均首次在海洋放线

菌中得到分离；

Streptomyces aureovertiCillatus NPS001583。”。是来自于海底沉积物

的链霉菌，它能代谢产生一种22个原子的大环内酰胺Aureovertic订lactam，

Aureoverticillactam对多种肿瘤细胞有细胞毒性；王健等从黄直丝链霉菌

Z4—007“”发酵物中分离得到1个活性化合物卜(2，4-二羟基一3，5一二甲基)

一(2E，4E)一己二烯一卜酮，该化合物是一种新的细胞周期抑制剂，该化合物

在高浓度时将小鼠乳腺癌tsFT210细胞分裂周期抑制在G。／G．期，而在低浓度

时则抑制在G：／M期并显示出一定的细胞凋亡诱导活性；streptomyces

nodosus NPS007994是从加尼福利亚的海底沉积物中分离到的一株放线菌，它

产生的Lajollamycin“”对肿瘤细胞B16一FIO有抑制作用，他还对药敏型及耐

药型革兰氏阳性菌有抑制作用；Thioviridamide”“是橄榄绿链霉菌产生的～

类细胞凋亡诱导剂，它有专一的毒性，对肿瘤细胞对Adl2—3Y1，E1A一3Y1的

Ic。。分别为3．9 u g／mL，2 p g／mL；Jeong SY”21等从海洋链霉菌KORDI一32的

发酵液中分离到的一种新的嘧啶类化合物Streptokordin与四种已知化合物

nonactic acid，dilactone。trilactone， nonactin，其中Streptokordin

对七种人类肿瘤细胞有明显的细胞毒性，但对细菌的生长无抑制作用。

Thiocoraline是一种具有显著抗肿瘤活性的缩酚肽，它来自于印度洋的

一株小单孢菌“⋯，其对肿瘤细胞P388，A-549，HT一29及MEL一28的ICso分别为

0．002，0．002，0．01及0．002 II g／mL，可显著抑制DNA和RNA的合成，进一步

的抗肿瘤机制研究表明，它具有细胞周期阻滞作用，但不抑制拓扑异构酶II

及DNA断裂，最主要的抗肿瘤机制可能在于抑$!IDNA聚合酶，目前已经进入1临
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床前试验；AntibioticIB一96212””对肿瘤P388有很强的细胞毒性作用(IC；。

0．00lmg／mL)，对肿瘤A一549ttT一29和MEL一28的IC50为l mg／mL：Ingo H Hard“”

等从海洋放线菌CNH一099分离到的含倍半萜的新萘醌类抗生素Neomarinone

(图卜8)，体外对HCT一116有中等细胞毒性(IC50=O．8mg／L)，它对60种癌细

胞的平均Ic。。为lOug／mL：日本Furumai等发现来自小单胞菌TP—A0468“射发酵

液的醌环类抗生素Kosinostatin，对白血病U937细胞的毒性IC。。为

0．091 lI g／mL，与阿克拉霉素A相当，同时，还对21种人类癌细胞具有抑制作

用ICso小于0．1uM，而它和阿克拉霉素A对人的DNA拓扑异构酶的IC。。分别为1～

30uM和3～lOuM；Wang等“”从海洋小单孢菌1M2670的甲醇提取物分离得到2个

吡啶生物碱：Streptonigrin及其衍生物，它们都有很强的通过激活p53蛋白

诱导肿瘤细胞细胞凋亡的活性。

LomaivitiCins A”“为DNA损伤剂，具有较强抗肿瘤活性，对一系列肿瘤

细胞群有细胞毒活性，其IC。。值在0．01～98ng／mL范围内，它的作用方式与多

柔比星、丝裂霉素不同，己进人I期临床试验；LyngbouillOSide“”来自于海

洋放线菌Cyano bacterium Lyngbya Bouilloni i的发酵液，对成神经细胞瘤

细胞有较弱的细胞毒性，Ic。。值为17Il g／mL；江红”01等从福建海滩土分离到

青铜小单孢菌FIM 02—523，产生脂肽类抗肿瘤抗生素Rakicidin B，曾报道来

自陆地土壤的小单孢菌Micromonospora sp．No．8385-2也产生此类抗生素。

Rakicidin A， B，从海洋小单孢菌FIM02—523发酵液中共分离出5个化合物

(FW523一l，2， 3，4，5)。FW523—1，2的分子量与Rakicidin A一致，两

者可能是同分异构体，FW523—3与RakiCidinB(图卜9)同质，能够抑制肿瘤

细胞L929的生长，而且与临床上常用的免疫抑制剂环孢素有相当免疫抑制活

性，FW523—4，5的分子量分别为634和592，前者比Rakicidin B结构上多一个

一CH。，后者比Rakicidin A少一个一cH2，两者可能为新组分。

曲新颜””等利用细胞周期抑制为抗肿瘤活性指标，从其海洋来源的放线

菌3295代谢产物中分离得到1个具有抗种瘤活性的化合物I，结构鉴定为邻苯

二甲酸二丁醋。化合物T对小鼠乳腺癌温敏型tsFT210细胞具有G。／G。期细胞周

期抑制作用：李德海“21等进行海洋微生物抗肿瘤活性筛选过程中，从11014

的发酵产物分离得到25个化合物，包括一个五元环内酯类化合物，8个酚类衍

生物和13个环二肽，采用SRB法测定了13个环二肽的体外抗肿瘤活性，其中环

二肽10在5ug／mL时有较强的体外抗肿瘤活性，1、3、4、8、9、12具有弱的体

外抗肿瘤活性，同时发现这些环二肽的体外抗肿瘤作用在5～100ug／mL范围内

不具有浓度依赖性，其他化合物未表现出体外抗肿瘤活性；
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胡继兰等“”从南极乔治王岛土壤中分离到1株放线菌3905，其生长适宜

温度为15℃一20℃，该菌株经发酵后能产生抗肿瘤抗生素缩酚酸肽

sandramycin(图I一10)。Holtzel。”等从1株嗜碱链霉菌623的发酵中能产

生抗菌及抗肿瘤物质LactonomycinZ(图卜11)，该物质具有微弱的抗革兰阳

性菌活性，并对人类胃癌细胞有显著抑制作用IC。为0．19 u g／mL)，对乳腺

癌及肝癌细胞的抑制活性较差等。

￡tHH．

目卜7
A1tenc强ailL

圈i一8

le01arirnn6

圉1-9

R吐icidin B

，点撩缸 。。瓢臻缸：ⅡmmFm ㈣l“Fm‘

1．2．4．4其他

JShin等””从海洋放线菌(MKN349A)中得到具有对自血病K 562细胞有

很好活性的组分，又经进一步地分离纯化得到无色树胶状化合物(图1—12)。

Bringmann等““从南极土壤中分离到1株嗜冷放线菌NTK 14，并从其发酵液

中得到了有特殊氧桥结构的新化合物Gephyromycin(图I—13)，能使神经细

胞中ca“浓度迅速增加，使蛋白质及酶的作用受到影响，可用做谷氨酸收缩

剂。Renner“71等从放线菌streptomycessp(CNB2982)中分离得到eye]omarins



西南科技大学硕士研究生学位论文 第”页

A(图卜14)，它是活性最强的抗炎剂，体内水肿活性实验中，当给药浓度为

30p g／mL时，水肿抑制率为45％。

图l—12
无色树胶状化台物

图1一l 3
G印h弘。珂cin cyclo=anns^

综上所述，生活在特殊环境下的放线菌作为一类的重要微生物资源已越

来越受到人们重视。由于环境的影响，这些放线菌可能已经进化出了新的基

因，新的基因能够产生独特合成途径与代谢途径，这不仅确保其在这些环境

中生存，也能够产生并积累具有大量特殊结构与特殊功能的性物质。对它们

及其它们次生代谢产物的系统研究，不仅为人们认识与发现新的放线菌提供

了必要的依据，同时也为开发新的抗菌药物、抗病毒药物、抗肿瘤药物、生

物毒素、酶类、免疫抑制剂以及酶类抑制剂等提供了丰富的资源。

1．3研究的主要内容

1．3．1 放线菌MY048的种属鉴定

运用分子手段，获得出放线菌MY048的16S rDNA基因，进行序列测定，

通过序列分析与鉴定，确立MY048的种属。

1．3．2放线菌MY048的发酵条件优化

对MY048的培养基组成(碳源及浓度、氮源及浓度)与发酵条件(温度、

时间、初始pH、接种量、装液量、种龄、转数)的进行系统研究，提高发酵

产物的生物量。

!：墨：圣适丝塑亟丝坌塞与纯丝

泉kJ^～嘴
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以￡。3Ul'eaUS ATCC6538标准菌株为药物筛选模型中的关键指示菌，采

用活性追踪法，综合运用薄层层析、硅胶柱层析、凝胶柱层析以及高效液相

色谱等手段对放线菌MY048的发酵产物进行分离纯化，从粗提物中分离、纯

化出能够抑制￡au]"e,aus ATCC6538菌株的活性化合物。

1．3．4活性物质的理化性质鉴定

通过热稳定性、酸碱稳定性、紫外荧光检测、溶解性反应和紫外吸收光

谱分析等了解其理化性质。
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2材料与方法

2．1 材料

放线菌MY048，由绵阳师范学院分子生物学与生物制药重点实验室从绵

阳地区药用植物(川I乌)的根部筛选获得到；供试菌：金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)、大肠杆菌(Escherichia．coli)、绿脓杆菌

(Pseudomonas aeruginosa)、腊样芽胞杆菌(Bacillus cereus)等均为该

实验室保存。

2．2仪器与试剂

2．2．1 主要仪器
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2．2．2主要试剂与溶液

试剂名称 来源

HSGF254高效薄层板

薄层层析硅胶GF254

柱层析硅胶(H)

葡聚糖凝胶Sephadex LH一20

忍口DNA聚合酶

￡4 DNA聚合酶

T4 DNA连接酶

DLl5000，DL2000

dNTP

argroso

agar power

四水氯化锰

PIPES

甘油

甘氨酸

溴化乙锭

酵母提取物

蛋白胨

无水氯化钙

乙酸钾

乙二胺四乙酸二钠

青岛海浪硅胶干燥剂厂

青岛海浪硅胶干燥剂厂

青岛海浪硅胶干燥剂厂

TAKARA

TAKARA

TAKARA

TAKARA

TAKARA

BBI

ARMESCO(天泰分装)

BBI

AMRESCO(上海生工分装)

AMRESCO(天泰分装)

AMRESCO(天泰分装)

AMRESco

OXOID

OXOID

天津市天达净化材料精细化工厂

成都科龙化工

AMRESCO天泰分装
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饱和酚 上海生工

DMSO 上海生工

Tris—base AMRESCO(天泰分装)

氨苄青霉素 上海生工

卡那霉素 上海生工

四环素 上海生工

Buffer I 50mM葡萄糖：25mgTriS(pB8．0)；lOmg

EDTA(pB8．0)：

Buffer 11 0．2M NaOH；I％SDS；

Buffer III 5M乙酸钾60mL；冰乙酸11．5 mL：水28．5

mL

TB Buffer 3．Og PIPES(10mM)；2．29 CaCl·2H20

溶菌酶溶液 (5mM)；18．69 KCl定容100 mL

蛋白酶K溶液lOmg／mL

KAC溶液 20mg／mL

NaAC溶液 5mol／L，pH4．8

酚／氯仿／异戊醇 3mol／L，DH5．2

氯仿／异戊醇 25／24／1

70％乙醇 24／l

10％SDS溶液 70mL无水乙醇，加ddBzO至lOOmL

0．1％SDS溶液lOg SDS定容至lOOmL

0．5 mol／L EDTA(pH8．0 0．19 SDS固体定容lOOmL

在800mL水中加入186．19二水乙二胺四

乙酸二钠(EDTA-Na·2Hz0)，在磁力搅拌器上

剧烈搅拌，用NaOB调节溶液的pH值至8．0

(约需NaOH颗粒209)然后定容至1L分装后

高压灭菌，备用

2．3培养基

2．3．1发酵培养基
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高氏一号培养基：可溶性淀粉209、氯化钠0．59、磷酸氢二钾0．59、硝

酸钾lg、琼脂209、硫酸亚铁0．019、硫酸镁0．59、蒸馏水1000mL pH 7．2。”。。

种子培养基：葡萄糖lOg、硫酸镁0．59、可溶性淀粉209、酵母浸粉lOg、

牛肉浸膏39、蒸馏水1000mL pH 7．2。

发酵培养基：葡萄糖59、可溶性淀粉209、酵母浸粉59、牛肉浸膏39、

碳酸钙29、磷酸氢二钾0．29、蒸馏水1000mL pH 7．2。

2．3．2分子鉴定培养基

LB培养基：lOg胰化蛋白胨、59酵母提取物、lOg氯化钠、蒸馏水1000mL

pH7．2。

SOC培养基：209胰化蛋白胨；59酵母提取物；0．59NaCl、

lmol／LMgCl zlmL、lmol／L KCI 2．5mL、lmol／L葡萄糖2mL pH 7．0。

SOl3培养基：209胰化蛋白胨；59酵母提取物；0．59NaCl、lmol／L MgCI。
lmL、lmol／L KCl 2．5mL、pH 7．0。

2．3．3活性检测培养基

牛肉膏蛋白胨培养基：蛋白胨109，牛肉浸膏39，NaCI 59，琼脂粉209，

蒸馏水1000mL，pH7．4～7．6㈣3。

2．4分子鉴定

2．4．1总DNA的提取

参考文献“叮“们等的实验方法进行改进。

(1)取处于平台初期的MY048菌液1．OmL放入1．5mL EP管中，12，

000／min，4℃离心9 min弃上清，再次离心2min，彻底去上清；

(2)加入1．OmL TE缓冲液，振荡混匀，-20℃过夜。12，000r／min，4℃

离心9 min弃上清，瞬时离心；

(3)加入500p L细胞裂解缓冲液，加入lOp L溶菌酶，置于65℃水浴

中120min；

(4)冷却至室温，加入10|I L蛋白酶K，置于37℃水浴中60min，冷却：

(5)加入等体积酚：氯仿：异戊醇(25：24：1)，振荡，充分混匀；

(6)12，000r／min，4℃离心9min，取上清液于1．5mL离心管；

(7)加入1／10体积NaAc-HAc缓冲液；
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(8)加入2倍体积预冷的无水乙醇，轻轻混匀，静置直到DNA析出；

(9)12，000r／min离心2min，去上清液；

(10)加入70％乙醇漂洗，适当风干，溶于20-30 II L TE溶液中待用。

2．4．2 PCR扩增

(1)30ⅡL反应体系

15|I L 2×GC Buffer，1．6Il L MgCl 2，2．4 U L dNTP，1．051．t L 5’一P，

1．05lJ L 3’一P，0．1 5II L La Taq，3．0 U L Template，5．75 u LddH20：

(2)循环体系

95％2预变性3 min，94℃变性1min，65℃复性lmin，72"C延伸1．5min

进行35个循环，72 9C延伸lOmin”’“3：

(3)电泳检测：1．0％琼脂糖胶lO p L点样。

2．4．3胶回收

采OMEGA一柱式DNA胶回收试剂盒，操作步骤如下；

(1)在紫外光下，用干净手术刀切下含有目的DNA片段的琼脂块，放入，

1．5mL收集管中；

(2)按每100II L／lOOmg琼脂糖凝胶的比例加入Binding Buffer，置于

65℃水浴中7min，加热融胶时，每2min混匀一次，使胶彻底融化；

(3)将融化的胶溶液转移到收集管内的HiBi—DNA spin-column中，室温

放置2min后10000r／min离心imin；

(4)取下HiBi—DNA spin—column柱，倒掉收集管中的废液，将HiBi-DNA

spin—column放入同一个收集管中，加入700 u L SPW buffer，10000r／min室

温离心1min：

(5)重复上步骤：

(6)取下HiBi—ONA spin—column柱，倒掉收集管中的废液，将HiBi-DNA

spin—column放入1．5mLEP中，t2000r／min室温离心15s；

(7)将HiBi—DNA spin—column柱转移至新的1．5mLEP管中，加入30p L DNA

Elution Buffer或ddH20(pH>7．0)，室温放置2min：

(8)12000r／min室温离心1 min，离心管中的液体即为回收的DNA片段可

立即使用或保存于～20℃备用；

(9)取4ll LDNA、1％琼脂糖凝胶电泳检测。
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2．4．4连接(将POR产物与T载体连接)
(1)30p L反应体系

目的基因 1．5 u L

pMDl8-T vector 1，0 p L

T4DNA 1igase 2．0 II L

10XT。DNAligase buffer 3．0 U L

dd H：0 14 la L (1．5mL EP反应)；

(2)枪头混匀，瞬时离心；

(3)16℃，24小时；

2．4．5感受态细胞的制备

(1)取出在-8012存储的E．coli菌株，在LB平板上划线37℃培养，

过夜：

(2)挑取单菌落到5mL SOB culture medium，3722振荡培养6—8小时；

(3)取2mL加入100mL SOB(加MgCl：)培养基内1822，摇床培养OD=O．5；

(4)取出放到冰水中lOmin，3000rpm，422离心15min，彻底除上清；

(5)沉淀中加入初菌液总体积的1／3的TB溶液，冰浴约lOmin．

(6)3000 rpm，4℃，离心15min，去上清；

(7)沉淀溶于TB中(4mL)；

(8)冰水浴10min；

(9)加7％终体积DMSO(0．3mL)边加边摇(用剪过的枪头将沉淀吹散)；

(10)冰水浴10mim

(11)O．5mL／管，分装于预冷过的Eppendorf管(1．5mL)；

(12)液氮速冻，．80℃储存。

2．4．6转化

(1)将连接sample 10“L放入1．5mL EP管中，65"C，水浴10min，冰

水浴2min。离心2min；

(2)取出E coli DH 5 Q competent cell：

(3)在超净工作台中将150 ii L competant cell加入1．5 mL EP管，

混匀；

(4)冰水浴20 min；

(5)4222水浴22 s，再冰浴2 min(水银温度计控制)；
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(6)加入950It L SOC c11 Lture mediUlll，轻轻摇匀；

(7)转入50 mL尖底管中，37℃振荡cIl Lture l b；

(8)涂平板(LB+Amp)，平板先预热，37℃培养过夜；

(9)扩大培养：挑单菌落于5mL／50mL尖底管中37℃液体

c It Lturel2—16h：

(10)在无菌台内取lmL菌液到EP管中作保菌用，做标签；

(11)提取重组plasmid，20 11 L ddH：0溶解，电泳检测；

2．4．7重组质粒提取
(1)1．5mL(75011 L×2)菌液，12000 g，412 2 min离心，去上清，

再瞬时离心，彻底去上清；

(2)加入裂解液buffer I 133“L，用枪头吹散，混匀；

(3)加入133|l L2％SOS，133 u L 0．4 NaOH，颠倒混匀5次(现用现

混合)；

(4)加入bufferⅢ200p L颠倒混匀，冰水浴5min；

(5)取出120009 412，9min离心，将上清转移到新的EP管；

(6)120009，4"C，9min离心，将上清转移新的EP管中；

(7)加入2倍体积的无水乙醇(800 u L)，颠倒混匀；

(8)放入冰箱(一2012)，半小时左右(时间可长一些或过夜)；

(8)取出120009，4℃，离心9min，去上清；

(9)加入70％乙醇1000 It L，120009，离心3min；

(10)加入70％乙醇1000 II L，120009，离心3min，用枪头吸净上清；

(11)放入超净工作台风干(15 min)；

(12)用ddH：0(20—25 u L)溶解，一20℃保存备用。

2．4．8重组质粒检测

(1)30 u L反应体系

15ll L 2×GC Buffer。1．6#L MgCl”2．4 p L dNTP，1．05ll L 5’一P，

1．05 u L 3’一P，0．15 U L La Taq，3．0ll L Template，5．75It L ddH20。

(2)循环体系

95℃预变性3 min，94℃变性lmin，65℃复性lmin，7212延伸1．5min

进行35个循环，7212延伸lOmil3”2“”。

(3)电泳检测：1．0％琼脂糖胶10ll L点样。
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PCR的产物用0．8％的琼脂糖凝胶进行电泳检测，如果在1．5kb处有一

明显的电泳条带，表明16SrDNA的目的片段以被成功连接到T一载体上。将转

化好的菌体穿刺培养，寄送大连宝生物公司测序。

2．4．9序列比对与系统发育分析
将菌株16S rDNA序列结果，通过Blast程序与GenBank中核酸数据库中，

调出的相关放线菌菌株的16SrDNA序列，用ClustalX 1．8对16SrDNA基因序

列行数据处理，用Treeview构建进化树。

2．5 MY048的发酵条件优化

菌种活化：将4℃保存菌种转接高氏一号平板，28℃培养3d～5d；

种子液制备：挑取活化菌种，接入装有20mL种子培养基的lOOmL三角瓶·

中，28"C、200r／min下培养72h作为活化的种子液；将活化的种子液进行二，

级种子培养，接种量10％，培养时间48h。

摇瓶培养：取5mL种子液接入装有50mL培养基的250mL三角瓶中，28℃．

200r／min下培养144h。

生物活性检测：纸片扩散法，浓缩萃取液后，用甲醇溶解样品，将滤纸

片(6mm)贴在涂有指示菌液的平板上，再用移液枪吸取lOH L滴入滤纸崩，

(6mm)，37℃培养24h后测量抑菌圈的直径。抑菌活性(mm)=抑菌圈直径(mm)

一纸片直径(mm)。

菌体浓度检测：取离心后收集菌体，在105"C烘至重量恒定后测其干重。

2．5．1培养基组成的影响

参考有关文献“”6”的方法。

2．5．1．1碳源的影响

实验选择分别选择葡萄糖、可溶性淀粉分别作为碳源，作为碳源，浓度

为1％，摇瓶培养，采用纸片法测发酵液抑菌活性。

2．5．I．2碳源浓度的影响

采用不同浓度的葡萄糖、可溶性淀粉(0．5％、1．o％、1．5％、2．O％、2．5％、

3．0％)进行发酵实验，测定不同碳源浓度对活性物质合成的影响””抽⋯。
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2．5．1．3 氮源的影响

分别以酵母浸粉、蛋白胨、牛肉浸膏、KN03、(NH4)2S04作为氮源，

浓度为0．5％，摇瓶培养，测定发酵液抑菌活性。

2．5．1．4氮源浓度的影响

采用不同浓度的酵母浸粉，牛肉浸膏(0．1％、O二．2％、0．3％、0．4％、0．596、

0．6％)进行发酵实验，研究不同氮源浓度对活性物质合成的影响”“”⋯。

2．5．2．5碳氮源正交实验

在上面单因素实验的基础上，以、葡萄糖(A)、可溶性淀粉(B)、酵

母浸粉(C)及牛肉浸膏(D)为4因素，每因素取3水平，每组设置3平

行，按正交表L9(34)进行实验，碳、氮源均匀设计安排见表”⋯。

褒2-1 碳氯源正交实验

Table．2-1 the orthogonaI experiment of carbon source

and n i trogen source

2．5．1．6无机盐的影响

采用优化后的培养基，分别加入不同浓度KH2P04(O％、0．02％、0．04％、

0．06％、0．08％)，CaC03(O％、0．1％、0．2％、0．3％、0．4％)，以确定其最佳的

浓度。

2．5．2培养条件的影响

参考有关文献等阳”。m。!的方法。
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2．5．2．1起始pH的影响

采用优化后发酵培养基，用lmol几HCl或NaOtt溶液调整培养基初始pH

值分别为5．0、6．0、7．0、8．0、9．0，检测发酵后发酵液的抑菌活性。

2．5，2．2温度的影响

将优化后的发酵培养基，分别于24℃、26℃、28℃、30℃、32℃，

振荡培养后测定发酵液抑菌活性。

2．5．2．3种龄的影响

将培养时间分别为24h、36h、48h、60h、72h的摇瓶种子，以10％的接

种量接种于发酵优化培养基，28℃培养后测活。

2．5．2．4接种量的影响

将种子液按装液量的4％、6％、8％、10％、12％，分别接入优化培养基中，

检测发酵液的抑菌活性。

2．5．2．5装液量的影响

将种子液接入装有50mL、lOOmL、150mL、200mL、250mL发酵液的50051．

三角瓶中，摇瓶培养后检测发酵液的抑菌活性。

2．5．2．6发酵时间的影响

采用优化发酵培养基配方，分别发酵48h、72h、96h、120h、144h、168h，

测定发酵时问对抑菌活性物质合成的影响。

2．5．2．7转数的影响

采用优化发酵培养基配方。分别发酵lOOr、150r、200r、250、300r测

定发酵时间对抑菌活性物质合成的影响。

2．5．3 10L发酵罐培养试验

(1)将菌种在商氏一号斜面培养基上培养3～5天，挑单菌落接入到液

体种子培养基中，28℃、200r／min、72h；

(2) 再以10％的接种量将进行二级培养，培养条件条件28℃、
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200r／min，48h；

(3)配制9L发酵培养基，将其注入10L全自动发酵罐，灭菌12l℃、

30min：

(4)将二级种子液1L在无菌操作台上转移到已灭菌的两个进样瓶中：

(5)设定发酵的相关参数：温度28℃，搅拌转数200r／min，通氧量

80％，罐空气进口压力0．2Mpa，罐空气出口压力0．04Mpa，发酵过程PH自

然；

(6)待培养基冷却到28℃时，打开进样器，让种子液进入发酵罐，开

始发酵；

(7)记录发酵的起始时间，发酵在144h左右时终止，以金黄色葡萄球

菌为指示菌。用纸片法测定发酵液抑菌活性。

2．6分离预试验

参考相关文献。”7”等的方法。

2．6．1 萃取剂的选择

活性物质在不同有机相中的分配值有差异，选择适当有机溶剂进行萃取；

能够最大限度的获得活性产物。取发酵上清液lOmL，用乙酸乙酯、氯仿、石

油醚、四氯化碳、正丁醇进行等三倍的体积萃取，减压浓缩后，分别测定其

萃取物质的活性。

2．6．2萃取液的pH选择

溶液的pH会影响活性物质在水相与有机相中的分布，为了让有机溶剂能

够萃取出更多活性物质，需要确定最佳的萃取pH值。取lOmL发酵上清液，

分别调节pH值为4．0、5．0、6．0、7．0、8．0、9．0加入三倍体积的乙酸乙

酯，充分混匀，静置过夜，分别检测萃取液抑菌活性。

2．8．3抑菌活性测定

通过纸片扩散法测定MY048发酵液的抗菌谱。在无菌条件下，吸取

60且L各种菌的菌悬液至平板上，均匀涂布，用无菌镊子取滤纸片(D=6mm)

贴在培养基上，然后在滤纸片上均匀的滴入10“L减压浓缩后的粗提物，

37℃恒温培养24h，测量抑菌圈的直径。
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2．6．4活性成分的分布

分别取上清液与菌体破碎后提取液10mL，经乙酸乙酯萃取，减压浓缩后，

分别测定活性物质的效价。

2．6．5热稳定性

分别取上清液lOmL，在不同温度75"C、10012与不同时间30min、45min、

60min处理后，冷却至室温后将pH调至中性，经乙酸乙酯萃取后，减压浓缩，

用未作处理的发酵液的粗提物为对照，测定活性物质的效价。

2．6．6酸碱稳定性

分别用lmol／LHCl或NaOH将lOmL上清液的pl{值调为l、3、5、7、9、

11、13，在常温下放置48h，然后pH调回到7．0，乙酸乙酯萃取浓缩后，与

未作处理的发酵液的粗提物对照，钡8定抑菌活性。

2．6．7对照实验

分别用移液枪吸取氨苄青霉素钠(10mg／mL)、卡那霉素(30mg／mL)、四

环素(10mg／mL)以及发酵粗提物各10|I L，滴加在涂有金葡球菌平板上的纸

片上，37℃恒温培养24h，测量抑菌圈的直径。

2．7分离纯化

2。7．1活性成分萃取

将发酵液，在4℃、转数5000r／min离心20min，得到上清液与菌丝体：

菌丝体加入80％的丙酮，过夜搅拌，离心后减压浓缩，将丙酮从水溶液完全

蒸发，加入等体积的乙酸乙酯萃取三次；发酵上清液减压浓缩至原体积的十

三分之一，加入等体积的乙酸乙酯萃取，重复三次上诉操作过程，将萃取液

在旋转蒸发仪上40℃减压浓缩，4℃保存备用。
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活茬囊爱嚣分骞与冀纯蹇线琵

#
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2．7．2薄层层析

参考有关文献””的方法。

2．7．2．1 6F254硅胶板的制备

取适量薄层色谱用的硅胶GF。lOg，置于研钵中，加0．5％CMC-Na澄清

溶液30mL，研磨均匀，勿使产生气泡，可加入少量无水乙醇，使成为无气泡

状态后铺板40块左右(7．5am)薄层板厚度为0．3mm左右， 摇动摊平凉干，

使用前110℃活化2h。

2．7．2．2展开剂体系的选择

参考有关文献文献氯仿一甲醇(95：5)、甲苯一甲醇(14：2)、甲醇一石油醚

(9：1)、甲醇一氯仿(9：1)、甲醇一乙酸乙脂一三氯甲烷(1．5：2：2)、丙酮一氯

仿(9：1)、氯仿：甲醇(9：1～3：1)，石油醚一乙酸乙酯(5：1～1：1)等进行

实验，以摸索出分离效果相对较好的有溶剂系统。

2．7．2．3展层与显色

用甲醇溶解后在层析板上点样，将其置于层析缸中，当溶剂前沿距上段

lcm处，取出晾干：在紫外光下观察出现的斑点，同时用碘蒸气熏蒸或

15％H：SO。浸泡后120"(2显色2h。

2．7．2．4活性检测

用铅笔标明各组分的位置，根据各组分的相对移动值计算Rf值；用小刀

将铅笔划出的条带逐一的刮下，用乙酸乙酯进行萃取，测定其抑菌活性”⋯。

2．7．3硅胶柱层析

参考有关文献””⋯的方法。

2．7．3．1装柱

(1)称30一70倍于上样量200—300目硅胶，加入干硅胶体积一倍的石

油醚，充分搅拌。

(2)选用径高比在1：5～10减压柱，将柱底与茄形瓶连接，固定住阀

门，加入约1／3体积石油醚，将匀浆一次倾入玻璃柱内。

(3) 自然沉降片刻后，打开下端阀门，加入更多的石油醚，用恒流泵

从底部抽真空，直到柱床体积不在减小；然后将其尽量压实，这样可以使分

离度提高很多，且避免过柱时由于柱床萎缩产生开裂。
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2．7．3．2上样

取适量起始洗脱剂将样品溶解，加入少量的硅胶充分拌样，减压浓缩抽

干后，在柱面铺匀，拌样硅胶体积为柱体积的l：10为宜；表面再覆盖一层硅

胶粉，防止大量加入洗脱液时将表面硅胶冲起造成液面不平整。

2．7．3．3样品收集与活性检测

使用梯度洗脱法，先加入石油醚，在加石油醚一乙酸乙酯的混合液，最后

加乙酸乙酯一甲醇，每个梯度大约是2倍柱体积；将各组分的洗脱剂减压浓缩，

用纸片法分别测活性，对有活性的组分进行进一步分离。

2．7．4凝胶柱层析

参考相关文献““。

采用Sephadex LH-20对薄层层析所得样品进一步纯化，柱层析洗脱剂为

氯仿一甲醇(3：1)，采用分部收集的方法，GF254薄层检测纯度。

2．7．4．1预处理

将于胶颗粒悬浮于5～10倍的蒸馏水或甲醇中充分溶胀，然后除去极小

的颗粒。

2．7．4．2装填

将玻璃层析柱固定在与地面垂直铁架上，关闭下端流出口，将调成较稀

薄的凝胶液灌入层析柱内，凝胶缓缓沉降直到所需高度为止，用直径与柱内

径相等滤纸片轻轻盖在凝胶床表面。放置一段时间后开始用洗脱剂平衡，平

衡凝胶床过夜，使用前检查层析床是否均匀，发现纹路、分层等不正常现象

时应重新装柱。

2．7．4．3上样

凝胶床经平衡后，吸去上层液体，待平衡液下降至床表面时，关闭流出

口，用滴管加入样品液，打开流出口，使样品液缓慢渗入凝胶床内。当样品

液藤恰与凝胶床表面持平时，小心加入少量洗脱液冲洗管壁，然后继续用大

量洗脱液洗脱。

2．7．4．4洗脱
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加完样品后，将层析床与洗脱液储瓶、检测仪、分部收集器及记录仪相

连，根据被分离物质的性质，预先估计好一个适宜的流速，定量地分部收集

流出液，每组分从1到数mL，各组分进行定性分析。

2．7．5高压液相色谱

采用Aglientll00高压液相分析仪对样品进行检测与分离。色谱柱为

ZORBAX SB-C18，511Ill 4．6mm X 20mm，Agilent生产：Venuisil XBP—C18 10lI m

20 X 250，Agela technologies itiC生产：柱温：23'12；洗脱剂：甲醇、乙

腈、水。

2．7．5．1清洗进样阀

选择适当的样品环(检测：20 u L、制备：5ml。)，然后用平头注射器吸取

去离子水对进样阀清洗，重复数次，尽可能的将进样阀的残留物去除。

2．7．5．2清洗柱子

用脱气后的纯甲醇或乙腈溶剂冲洗色谱柱卜2h除去柱上的杂质，然后用

流动相平衡色谱柱1h，直至基线趋近零。

2．7．5．3样品处理

将少量的样品溶解于流动相中，上柱前经0．45 p m微孔滤膜过滤，然后

用微量进样针吸取适量的样品溶液，注射到进样阀中(分析型的样品量不超

过20 Il L、半制备的样品体积不超过5mL)。

2．7．5．4洗脱分析

根据紫外全波长扫描的结果，选择检测波长，设定相关的参数(流动相

比例、流速、柱温、最大柱压等)后，开始迸样。在不同分离条件下，样品

在分离过程形成的不同高压液相色谱图，对其进行综合的分析，确立目标物

质与杂质分离的最佳条件。

2．7．5．5样品收集

按照最佳分离条件，选择半制备型色谱柱，大量进样后，根据管道的体

积与色谱图上的出峰时间，计算出收集样品的时间。将所有收集到的样品减

压浓缩，进行活性检测。
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3结果与分析

3．1 MY048的分子鉴定

3．1．1 MY048 DNA的电泳图

将单克隆菌中提取到的总DNA，在0．8％琼脂糖凝胶中进行电泳检测(如

图3-1)。结果表明：基因组DNA条带完整，适合用于16S rDNA的扩增。

图3-1 MY048的基因组DNA

Fig．3-1 Genome of MY048

1，2，4，5，基因组DNA；3．Marker：DLl5，000bp

3．1．2 PCR扩增产物

以总DNA样品为模板，通过16SrRNA通用引物扩增得到的PCR产物，经

0．8％的琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图3-2。扩增产物大小约为1．5Kb与理

论值相吻合，因此判断该产物为16S rDNA。
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图3-2 PCR扩增产物

Fig．3-2 the product of PCR

1．阴性对照；2．16SrDNA．3．DL2000

3．1．3重组质粒的电泳图
以重组pMD一18T质粒为模板，扩增得到的PCR产物，经1％的琼脂糖凝

胶电泳检测，结果如图3-3。

图3-3一重组质粒的PCR扩增产物

Fig．3-3 the product of PCR

!：!!!!!!!丝!!=!：塑竺重堡兰!!：堕丝堕塑!．
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3．1．4系统发育分析
通过PCR方法克隆菌株MY048的16SrDNA并进行测序，获得16S rDNA近

全长序列。将MY048的16S rDNA序列与GenBank数据库中相关序列进行比对，

根据序列同源性从高到低的原则，选取11个菌株用于序列分析并构建系统发

育树。序列分析由BIOEDIT程序生成，用Neighbor—joining法，用TreevieW

得到系统进化发育树，见图3-4。同源性分析发现，MY048与链霉属菌株的序

列相似性比较高，其中MY048与AF290616的相似性最高，为98．6％。据此判

断，菌株MY048属于链霉属，命名为Streptomycessp．MY048。

图3-4 NY048与相关菌株的系统发育树

Fig．3-4 PhyIogenetic tree of stain MY048 and reIatiVO strai ns

篡罴黧=：：
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3．2 MY048的发酵条件优化

3．2．1培养基组成
3．2．1．1碳源的影响

本试验以1％的质量浓度加入葡萄糖、可溶性淀粉，菌株所产生的活性物

质的抑菌圈分别为13．Ocm、12．Ocm，可以看出葡萄糖、可溶性淀粉都可以作

为发酵的碳源。

3．2．1 2碳源浓度的影响

在实验中分别加入不同浓度的葡萄糖、可溶性淀粉作为碳源。从可以看

出，当葡萄糖浓度为1％时，发酵液抑菌活性最好；以可溶性淀粉作为碳源，

浓度为2％时，活性最好。

星

堪
钿
圈
稠

嚣

匦亟垂亟豳

0．5 1 1．5 2 2．5 3

碳源浓度(％)

图3-5 不同浓度的碳源对MY048活性物质产量的影响

Flg．3-5 Effect of different concentration ca rbon sources on the production

of bioaoti ve substances

3．2．1．3氮源的影响

分别以0．5％的酵母浸粉、蛋白胨、牛肉浸膏、KNO。、(NH一)。SOt和NH,NO。

作为氮源。结果表明，酵母浸粉、蛋白胨、牛肉膏以及KNOa均可作为氮源，

其中酵母浸粉、牛肉膏对MY048的活性影响较大，抑菌圈分别为15．5mm、

12．5mm。

搦缌缀匿
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3．2．1．4氮源浓度的影响

分别加入不同浓度的氮源，测定氮源浓度对MY048产活性物质的影响。

如图3-6，可以看到，当添加适量的氮源时，会促进活性物质的产生。酵母

浸粉浓度大于0．5％时抑菌圈直径最大，牛肉浸膏浓度在0．3％时抑菌圈最大。

园酵母浸粉-牛肉浸青

翘目图一雷国．阻
0．1 0．2 0．3 0．4 0．5 0．6

氮源浓度(％)

图3—6 不同浓度的氯源对MY048活性物质产量的影响

F i g．3-6 Effec．L of d i fferen．L concentra．L i on n i trogen sources

on the product i on of b I oac'L i Ve substances

3．2．1．5碳源与氮源正交实验

为了提高发酵液中活性物质的含量，寻找到最佳碳源、氮源的比例，以

葡萄糖、可溶性淀粉、酵母浸粉和牛肉浸膏为4因素，每因素取3水平，每

组设置2个平行，按正交表L9(34)进行实验，结果见表3—7。

表3-1 碳氮源正交实验结果

Tab I e．3-1 The resu I．Ls of or．Lhogona I exper i men．L of Carbon SOUrCeS and

n i．Lrogen sources
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对碳氮源正交实验的结果进行统计分析，得到最优碳氮源组合是

A2Blc2D2，即葡萄糖0．5％，可溶性淀粉2％，酵母浸粉0．5％，牛肉浸膏0．3％，

各因子对活性物质产量的影响是：可溶性淀粉>葡萄糖>牛肉浸膏>酵母浸粉；；

3．2．1．6无机盐的影响

磷酸盐不但是核蛋白等重要细胞物质的组成部分，而且还是许多辅酶、

高能磷酸键的组成部分，磷是微生物菌体生长繁殖所必需的成分，也是合成

代谢产物所必须的，KH2P04可起到调节细胞的渗透压，作为某些酶的辅助

因子维持细胞功能等作用：菌体快速生长阶段中会代谢产生的大量酸，CaC03

可以中和过量酸，起到调节pH值的作用，以便于菌体的继续生长。在上述

培养基中，分别加入不同浓度KH2P04、CaC03，发酵后进行价效比较发现，

当KH2P04的浓度为0．04时，抑菌活性最强，见表3．2；当CaC030．2％浓度，

有最大抑菌效果，见表3-3。
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表3-2 KHtPO．浓度对MY048产活性物质产量的影响

Tab I e．3—2 Effect of KH2PO·concentrat i on on the product i on

of bioactive substances

衷3-3 OaC03浓度对MY048产活性物质产量的影响

Tab I e．3-3 Effect of CaC03 concentrat i on on the product i on

of bioactive substances

3．2．2培养条件的影响
3．2．2．1起始pH的影响

培养基的pH值，对微生物的生长具有非常明显的影响，也是影响发酵过

程中各种酶活的重要因素，pH过高或过低都可能影响到菌体的生长和其次生

代谢产物的合成。培养基初始pH对MY048活性物质的产量影响。如图3—7，

可以看出，发酵液的起始pH在6．O～8．0时，抑菌圈变化不大，当pH 7．0

时抑菌圈直径最大，因此将pH值控制在7．0～7．2之间。
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圉3-7 起始pH对MY048产活性物质产量的影响

Fig．3-7 Effect of pH on the production

of bioactive substances

3．2．2．2温度的影响

微生物的生长和合成药物的代谢活动都是在各种酶的催化作用下进行

的，酶的催化需要适当的温度。只有在合适的温度下，菌体生长和代谢产物

和合成才能顺利的进行；如果温度不适宜就会抑制其代谢过程的酶的活力，

从而影响微生物的菌体生长与代谢产物的合成。培养温度对MY048活性物质

的产量影响如图3—8，可以可以看到，在28"C时抑菌圈直径最大，为此选择

培养温度28℃。
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图3-8 温度对MY048产活性物质产量的影响

F i g，3-8 Effect of temperature on the product i on

of bioacti ve substances

3．2．2．3种龄的影响

分别将不同种龄的种子液接种于发酵培养基，按10％接种量的，28℃振

荡培养144h后，测定抑菌圈直径。种龄对MY048活性物质产量的影响如图

3-9，当种龄为48h时，发酵液的抑菌圈最大，所以最佳种龄应为48h。

名
E

蟪i
删
一
匿
掘

最

【二三垂遁互习

图3-9 种龄对MY048产活性物质产量的影响

Fig．3—9 Effect of age on the production

of bioactiVe substances

3．2．2．4接种量的影响

在发酵液中的菌体浓度对其次生代谢有重要的影响，当起始菌体浓度过

低时，会延长发酵周期，从而影响代谢产物的稳定性；当菌体浓度过高时，

会过快营养物质的消耗，会导致有毒物质的大量积累，这可能改变菌体的代

谢途径，降低活性物质的产量。由图3—10可以看出，以不同的接种量接入优

化培养基中，发酵结束后发现当接种量为10％，抑菌圈直径最大可达到

22．Omm，为此选择接种量为10％。
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图3-10 接种量对MY048活性物质产量的影响

Fig．3-10 Effect of NOCUIation VOI ume on the production

of bioactive substances

3．2．2．5装液量的影响

对于好氧型微生物，氧对其生长有至关重要的作用，在微生物的发酵过

程中，发酵液的溶氧会直接影响的菌体代谢活动。当溶氧不足时，菌体生长

会受到影响；当溶氧过大时，又会抑制代谢产物的合成。在500mL三角瓶中

分别装入不同体积的培养基，考察装液量对MY048活性物质产量的影响。从，

图3-11可以看出，，装液量在10％～15％时，发酵液抑菌圈直径变化不大，但

当装液量大于20％时，发酵液抑菌圈直径明显变小，500mL三角瓶装液量为

15％(75m[。)。
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图3-1 1 装液量对MY048产活性物质产量的影响

Fig．3—11 Effect of CUlturo voI Uflte 011 the productjon

of bioacti ve substances

3．2．2．6发酵时间的影响

微生物发酵时间会影响到其代谢产物的最终产量。在发酵初期，菌体主

要进行初级代谢产物的合成，这时次级产物的量很少；到发酵后期，菌体开

始进行次生代谢产物的合成，随着发酵液中次级产物的浓度增加，茵体的代

谢合成逐渐受到抑制，导致次级产物的合成受阻：在发酵末期，菌体会出现

衰老、自溶现象，胞内酶可能会影响产物的活性，同时大量的细胞内含物也

会增加分离纯化活性物质的难度。采用优化后的发酵培养基，分别发酵72h，

96h，120h，44h，168h，192h后，检测其抑菌活性，结果如图3一12。在72～

144h内，随着发酵时间延长，MY048发酵液抑菌圈逐渐变大，当发酵至144h

时，其抑菌圈达到最大值，随后则开始变小，发酵时间应该在144h左右。

匝圃

图3-12 发酵时间对MY048产活性物质产量的影响

Fig．3-12 Effect of fermentatiOFt time oR the producti011

of bioactIve substances

3．2．2．7转数的影响

分别将按10％接种量将种子液接种于发酵培养基，28℃振荡培养转数分

别为100r、150r、200r、250r、300r，培养144h后测定抑菌圈直径。结果
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如图3-13，当摇床转数为200r／min对，活性最强。
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转数(r／min)

图3-13 转数对MY048产活性物质产量的影响

Fig．3-13 Effect of vibration on the producti011

of bioacti ve substance8

3．2．5 10L发酵罐试验
表3-4 发酵罐相关参数变化

TabIe．3-4 the reI ative parameter of fermentor i n the

COUrse of fermentati011

时间(h) 温度(℃) 通氧(％) PH变化 干重(mg／mL) 发酵液状态

24 28．0 80 7．08 13．5 澄清

48 28．0 80 7．26 16．1 澄清

72 28．0 100 7．04 20．2 澄清

96 28．0 80 6．80 24．4 半透明

120 28．0 80 6．44 29．2 半浑浊

144 28．0 100 6．20 26．5 浑浊

168 28．0 80 5．95 23．6 浑浊
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3．3预实验

3．3．1萃取剂选择
经过抑菌活性测定，发现乙酸乙酯、氯仿、正丁醇均能萃取出活性物质，

乙酸乙酯的萃取物的抑菌活性较强，且价格便宜，所以在试验中选择用乙酸

乙酯作为萃取剂，结果见表3—5。

表3-5 不同有机溶剂的萃取结果

Tab．3-5 the extraction of bioactive substances-ith

different organic soIvents

3．3．2萃取液的pH选择

如表3-6所示，当上清液的pH在6．O～7．0之间时，乙酸乙酯都能够有

效地萃取出活性物质。由于在发酵终点，其pH值为6．20左右，所以在萃取

时，不需要调节发酵液的pH。

表3-6 不同pH值下的萃取结果

TabIe．3-6 The extraction of bioacti ve substances

at different pH

3．3．3抗菌活性试验
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以金黄色葡萄球菌(&a)、大肠杆菌(叵c)，绿脓杆菌(尸．a)，腊样芽

胞杆菌(丑c)作为指示菌，采用纸片扩散法检测菌株～1Y048菌谱，结果见表

3—7。MY048的发酵液粗提物对上述几种指示菌均有抑制作用，尤其是对金黄

金黄色葡萄球菌(量a)的效果明显，但对大肠杆菌(E c)的抑制能力较弱。

表3—7 MY048发酵液的抗菌活性

Tab．3-7 Antittlicrobi aI act；vity of fermengation medium

agai nst triaI straifls

3．3．4活性分布实验
实验结果表明MY048的活性物质主要分布于发酵液中(表3-8)，菌体中

仅有少活性物质存在，该菌株为外泌型。

表3-8 MY048活性物质分布

Tab．3-8 The di stri but；on of bioacti ve substance

In fermentation medi um
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3．3．5热稳定性试验
原始发酵液在75℃水浴中加热30、45、60m in后，与对照没有明显的

变化；在100℃水浴中加热30min后，活性显著降低，加热60min后，活性

完全消失。上述实验说明MY048发酵液的热稳定性较强(表3-9)。

表3-9 温度对发酵液活性的影响

Tab．3-9 Effect of different temperature treatment on antimicrobieI activity

of fermentation medium

3．3．6酸碱稳定性试验
在相同条件下，将上清液进行不同PH处理后测定生物活性。在中性和酸

碱条件下，发酵液能够保持较好的活性，抑菌圈没有明显的变化(表3-lO)：

pH值大于11．0，小于3．0活性基本丧失，说明在纯化分离的过程中PH值对

活性物质的影响不大。

表3-10 pH对发酵液抑菌活性的影响

Tab．3-10 Effect of different pH oll antimicrobial activity of

fermentation medi um



S．a 6．0 16．0 19．5 22．0

E．c 2．0 4．0 7．0 8．0

P．a 3．5 10．0 12．0 14．5

19．0 14．5 6．5 21．5

6．O

13．5

4．5

8．0

2．5 8．0

4．0 14．0

最c 4．5 12．0 15．0 16．5 14．0 11．5 5．0 16．0

3．3．7抑菌对比实验
实验结果如图3-14，青霉素的抑菌能力最强(28．Omm)，其次是四环素

(21．Omm)，卡那霉素(16．Omm)的抑菌能力最小，而发酵粗产物在稀释一倍

后，其抑菌圈大小(22．Omm)与四环素相近，说明该物质有较强的抑菌能力。

图3—14 发酵粗产物与三种抗生素的抑菌活性比较

F；g．3-14 Anti—S。j actiVity of fermentatiOR substance and

3 d：fferent antibiotiCS

^(氨苄青霉素)K(卡那霉素)T(四环素)Y(租提物)
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3．4分离与纯化

3．4．1活性物质萃取
发酵液经bOOOr／min，离心20min，将发酵上清液在旋转蒸发仪上50"C

减压浓缩至原体积的1／10，用乙酸乙酯萃取，合并乙酸乙酯萃取液并在50℃

下减压浓缩，得到红褐色浸膏9．21709。

3．4．2薄层层析
将乙酸乙酯提取物取少量，用甲醇溶解，按照甲醇一乙酸乙酯一氯仿

(1：1．5：2．5)在GF254薄层板上进行分离，在凝胶成像上观测，薄层板上出

现数条荧光带，如图3一15。对其进行制备型薄层分离，用铅笔分别标记条带

的位置，用小刀将条带分别刮下，用乙酸乙酯萃取后，测定活性发现，有几

个条带都具有一定活性。实验中发现用纯的石油醚无法推动样品，于是用石

油醚一乙酸乙酯作为展开剂对样品进行分离，根据多次薄层色谱结果发现，当

石油醚一乙酸乙酯(3：1)作为展开剂时，最前沿的Rf值在0．2～O．3之间，

可以用作柱层析的起始洗脱剂。

图3-15 活性物质的薄层色谱图
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3．4．3硅胶柱层析
利用硅胶柱层析对萃取所得的浸膏进行粗分离，采用干法装柱，石油醚一

乙酸乙酯梯度洗脱后，再用乙酸乙酯一甲醇梯度洗脱，每个剃度洗脱体积为

200mL，分部收集洗脱液，得到30组分，用GF254硅胶板检测，合并相近的

组分，减压浓缩得到8个组分。活性检测(表3—11)发现组分I、II、III、

IV均有活性，组分I、III、IV的量大少，无法进行一步实验；组分V、VI、

vII、vIII均无活性，但组分V的量较大，可以做进一步研究。将有活性组

分II反复硅胶柱层析，选用氯仿一甲醇剃度洗脱，得到粗品I；将组分V用

氯仿一甲醇进行反复的洗脱，得到粗品II(1lmg)。

表3-11 8个组成的抗菌活性

TabIe．3—11 The antibacteri aI actiVity of 8 mi xture$

3．4．4 Sephadex LH一20柱层析
采用Sephadex LH-20对有活性粗品1进一步纯化，洗脱剂为氯仿：甲醇

(2：1)，分部收集并检测活性，经过合并所需要的洗脱液，减压浓缩后经得

浅黄色油状液体一样品I。

3．4．5高效液相色谱(HPLC)

全波长扫描显示样品I的最大紫外吸收在220nm，样品2的最大紫外吸

收在260nm。高效液相色谱仪(色谱柱ZORBAX SB—C 18，4．6mm X 20mm 5lI in)

分别检测样品I、II的纯度。对样品I的色谱峰进行面积归一化，得出该组

份百分含量为81％。对样品II的色谱峰进行面积归一化，得出该组份百分含

量为92％，如图3-16。

运用半制备高效液相色谱柱对上述样品进一步纯化，Venu J sil XBP—C18



西南科技大学硕士研究生学位论文 第53页

20mm X 250mm tO|I m，柱温2312，流动相为乙腈：溶液(50：50)，流速：

2mL／min，进样量：500 n L(10mg／ml，)，UV检测波长220nm，收集保留时间

12．5min的组分，减压浓缩后得到化合物I(20mg)：HPLC检测，流动相为乙

腈：水(50：50)，UV检测波长为220nm，柱温23℃，流速1．OmL／min，保留

时间为7．1min，如图3—17。

V帅'^．怕吲哪嘲帆∞m^^驯 m伪
111^u #
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图3—16 化台物II的HPLC图谱

Fig．3-16 HPLC spectrum of compound
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V～*4D1 A．v黼ngth=220 rein(ZHAOJL、ZHAOJ_11D)

．．．．．．．．．．．．‘I．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．：：．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．jL．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．JEL．。．．．．．．．．—．—．————．—．．．．．．．EL．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．_L

图3—1 7 化合物I的HPLC图谱

F i g．3-1 7 HPLC spectrum of compound

3，4．6化合物的理化性质
化合物I为黄色油状液体，有刺激性气味，常温下，易能溶于水、甲醇

乙酸乙酯等有机溶剂，最大紫外吸收在220nm(图3—18)。

化合物Il为灰白色固体，无特殊气味，常温下，在水、甲醇、乙酸乙酯

等溶剂中的溶解度较小，加热后，溶解度增大，其最大紫外吸收为260nm(图

3—19)。
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图3—18 化合物I的紫外全波长扫描图

F i g．3-1 8 UV—Scan spectrum of compound

图3-19 化合物II的紫外全波长扫描图

Fig．3-19 UV—Scan spectrum of compound
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3．4．7活性物质的抑菌实验
用甲醇将化合物I稀释10倍，分别测定其抑菌活性，结果如表3—12。

化合物I对金黄色葡萄球菌的抑制效果较明显，对其他的菌的活性则较弱。

表3-12 化合物I的抑菌活性

TabIe 3-12 The antibacteri aI actiVity of compound

化合物I 13．0 5．0 2．0 4．5

化合物11 0 0 0 0
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4讨论

4．1实验材料选择

近20年来，人们发现从生活在普通环境的放线菌中分离到新化合物的数

量锐减‘而已知化合物重复出现的机率越来越大，在这种情况下，人们开始

将目光投向生活在特殊环境中(极端环境、海洋、生物体内以及植物根际等)

的放线菌。它们绝大多数都具有耐高盐、高温、高压、低营养、低温、高酸

碱度等的能力。生活在这些环境中，它们其基因将发生一些改变，以便它们

能够形成特殊的代谢途径。这⋯方面为它们的生存提供了保障，另一方面也

为新化合物的产生提供了物质基础。

Anaicholas等””从一株澳大利亚海绵中分离得到的海洋放线菌

Oceanapiasp中分离到一种新的分枝杆菌酶抑制剂咔唑生物碱；Lopez等””

从海洋放线菌(BL一49—58—005)中分离得到3个新的吲哚物碱；Chanran等””

从一株海洋小单孢菌中分离到新的抗细菌的生物碱一diazepinomicin；

Strobel的研究小组从药用植物蛇藤中分离到一株新的链霉菌NRRL30562，它

能产生4种新的广谱抗生素MunumbicinsA，B，C和D”⋯；后又从一种有叶蕨

类植物中分离到一株新内生链霉菌NRRL230566，它能产生一种称为

kakadumycins的新型抗菌素，其中kakadumycin A含丙氨酸、丝氨酸和一个

未知的氨基酸，kakadumycinA有广谱的抑菌杀虫活性对炭疽芽孢杆菌和疟原

虫均具有强烈的抑杀活性，其生物活性比棘霉素强”⋯。

植物的根际是一种特殊的生态环境。由于根系的穿插，使根际的通气条

件和水分状况优于根际外，从而形成利于微生物的生态环境；而根系分泌物

作用于根系周围环境产生根际效应。根系分泌的有机化合物除了有机酸、糖

类、酚类、各种氨基酸、粘胶与胞外酶外，还包括了种类繁多的次生代谢产

物。这些次生代谢能起到保护植物免受病原体与杂草的侵害及种间化感作用，

同时也能抑制或促进根际微生物种群的生长。在这种环境中，根际微生物能

够获得丰富的营养和能源，但它们之间同时也面I临着竞争与选择压力。根际

微生物为了适应这种环境，可能会进化出一些特别的代谢途径，一方面抑制

其它微生物的生长，另一方面拮抗植物的次生代谢产物，从而为其生存提供

必要的保证。

1978年欧阳谅””等从江西农业大学校园油茶根际土壤中分离筛选到的

一株链霉菌新种一南昌链霉菌，它能产生南昌霉素与梅岭霉素；廖昌珑””等
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从三七根际分离到一株产木聚糖酶链霉菌Streptomyces．0233，其16SrDNA

片段与中所有己注册的链霉菌分类单位均不同；张克诚等。”从小麦根际筛选

的一株链霉菌(streptomycesspp．)s一5，它的发酵液能有效地抑制棉花枯黄萎

病菌。

目前，国外内的文献大多是报道关于药用植物内生放线菌产生的新化合

物，而关于根际放线菌产生新的合物的报道却很少。四川境内复杂的气候条

件孕育了十分丰富的药用植物类群，它们能够产生许多复杂的次生代谢产物，

例如萜类、芪类、异黄酮类、生物碱等化合物，这些化合物参与药用植物的

抗真菌、抗细菌以及抗病虫的活动。这对生活在它们根际的种类繁多的微生

物来说，既是一种“机遇”也是一种“挑战”。在药用植物根际这个特殊的环

境中，放线菌可能会进化出～些新的代谢方式，以便它们能够在这种环境下

生存，这样就可能会有新的活性物质产生。为此，我们广泛收集川乌、麦冬、

黄连、杜仲、黄柏等药用植物的根际微生物，从中分离高活性菌株。本实验

所选用的菌株MY048就是在对药用植物川乌的根际土壤中的放线菌前期筛选

的基础上，从分离到的100多株放线蔺中发现的一株有较强活性菌株。

4．2放线菌的genome提取与16SrDNA的扩增

传统的放线菌的系统分类的主要依据是观察其形态特征和生理生化性

状，近年来，分子分类作为新的分类鉴定手段被引入放线菌的分类中。放线

菌的16SrDNA序列相对稳定而又高度保守，分子中含有进化速度不同的区域，

相对分子量约为1．5kb，所代表的信息量既能反映其的进化关系，能够为鉴

定提供相对稳定可靠的信息。16SrDNA是对放线菌进行系统分类、探讨进化

比较理想的材料、已被广泛接受并应用”””“。

放线菌是一类(G+C)mol含量高的G+菌，而且细胞壁较厚，这就为放线

菌基因组的提取以及16SrDNA片段的特异扩增带来了一定难度。实验中，参

考了徐平””关于放线菌基因组的提取方法，经微波处理后，用琼脂糖检测发

现，电泳图上没有基因组的条带，可能是微波处理的条件不合适，没有能破

开放线菌的细胞壁；后来又采用菌落PCR的方法直接扩增16SrDNA片段，多

次实验后均发现，在1．5kb左右没有出现16SrDNA的条带，可能是在变性的

过程中，由于放线菌的细胞壁较厚，而没有被打开。参考文献””的提取方法

加以改进，将放线菌在一20℃条件下过夜处理，在细胞裂解液中加入适量的溶

菌酶，同时延长65℃水浴时间至2h。对上述改进方法的提取的样品，进行检
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测，得取的基因组条带清晰与完整，适合于进行下一步扩增实验。

在最初的PCR实验中，选用的反应体系是普通的Ex buffer、Taq酶以

及通用引物27f、1495r，扩增后进行电泳检测，发现没有16SrDNA的条带。

在对整个反应体系分析后，进行了对照实验，排除了因为反应体系被污染而

导致扩增失败因素，考虑到放线菌基因组中的(G+C)mol含量较高，于是改

采用2×GC buffer与la—taq酶，同时并提高变性、退火温度，经过反复实

验，16SrDNA的基因片段被扩增出来。

4．3发酵条件工艺的优化

微生物生产活性产物的能力不仅取决于生产菌种自身的性能，而且要需

要合适的环境条件，只有这样才能让它的生产能力充分表达出来。影响因素

有很多，主要包括碳源、氮源、有机盐、温度、pI{等。本论文通过摇瓶发酵

试验，以抗金黄色葡萄球菌的活性为指标，对菌株MY048的培养基组成和发

酵条件进行了优化。

实验中发现，葡萄糖作为速效碳源，当浓度过高时，活性物质的产量降

低，这可能是过量的葡萄糖的代谢产物，减少细胞的环腺苷酸量，因而环腺

苷酸从酶合成系统的正控制物cAMP受体蛋白质与cAMP的复体分离而纯化，

降低了酶的合成率从而影响了活性物质的产量；可溶性淀粉作为迟敬碳源，

单独使用会延缓菌体的生长时间，从而影响活性物质的产量。因此，选用一

定比例的葡萄糖、可溶性淀粉共同作为MY048的碳源，有利于菌体的生长与

活性物质的产生。酵母浸粉与牛肉浸膏中除了含有丰富蛋白质、游离氨基酸、

多肽、B类维生素、糖类、苷酸以及微量元素无机盐和生长因子等各种营养

成分外，可能还含有可作为抗生素合成的前体物质。因此适量的加入作为微

生物发酵的氮源，会促进微生物发酵生产。通过正交优化实验得出：以0．5％

葡萄糖与2％淀粉为碳源，以0．5％酵母浸粉与0．3％牛肉浸膏为氮源，最有利

于MY048合成抗菌活性物质。

在lOL发酵罐的放大实验中，发现在相同的浓度下的对比实验中，7发酵

罐中的活性物质的抗菌能力，有一定程度地下降，这可能是发酵罐内的发酵

条件与摇瓶的发酵条件存在一定差异，导致菌株的代谢途径发生了一定改变，

从而影响了代谢物质的抑菌能力。大量制各有活性的化合物不但需要足够量

的发酵产物，而且还要求化合物有良好的活性。所以，从发酵罐的发酵工艺

需要在摇瓶发酵试验优化的工艺基础上进行适当的优化改进，以得利高活性
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的发酵产物。

4．4活性物质的分离与纯化

活性物质的分离纯化通常采用活性追踪的方法，因此以抗金葡球菌活性

为抑菌活性指标，以分离获得抑菌活性物质。有机溶剂萃取是发酵产物提取

过程中的一种常用方法。在预实验中。氯仿、乙酸乙酯、正丁醇等有机溶剂

的萃取液均能表现出一定抑菌活性能力，说明选择有机溶剂萃取MY048菌

株发酵液中的活性物质的方法是可行。经多次萃取后，水相的抑菌能力很弱，

表明抑茵活性物质不在残留的水相中。

对薄层板的分离后的组分进行活性检测后，发现其中几个组分都具有活

性，但活性强度不一致。根据它们在薄层板上的色谱行为差异，初步判断可

能在发酵液中存在几种有抑菌活性的物质。实验中，发现GF25。薄层板在紫

外254nm下的荧光斑点与在碘蒸气染色后上出现的条带位置有一定差异，有‘

可能是某些物质在254nm处没有吸收值，没有荧光斑点。在后面的实验中，

将两种方法结合起来对活性成分进行检测，增加了实验的准确性。

在高压液相色谱柱的分离过程中，开始选择了甲醇与水做为流动相进行、

分离，但拄压保持在很高状态，导致无法进行溶剂比例的调整，样品的分离

度差：后改用乙腈与水做为的流动相，分离效果比较好。对凝胶柱层析卮鸬“
样品用c．18柱进行半制备，将样品的纯度提高到96％。．
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结 论

本研究工作取得的结果如一F：

(1)运用现代分子生物技术，通过对药用植物(川乌)的根际放线茵

MY048的16SrDNA进行序列比对与系统发育分析，结果表明菌株MY048为链

霉属放线菌。

(2)通过优化性实验，确定MY048的液体发酵培养基的组成：可溶性

淀粉1％，葡萄糖1．5％，酵母浸粉0．5％、牛肉浸膏0．3％、CaCO，0．2％、K。HPO。0．02％；

培养条件：最适初始pH为7．0～7．2，最适温度为28℃，最适接种量为10％，

最佳龄48h， 最佳装液量为1 5％，最佳摇床转数为200r／min，最佳发酵时间

为144h。并在此基础上，进行了10L罐发酵放大实验。

(3)MY048的发酵产物能够抑制多种细菌生长，主要活性物质存在于

发酵液，当pH 6．0～7．0时在乙酸乙酯相中的分配量最大，同时有着较强的

酸碱稳定性与热稳定性。

(4)运用乙酸乙酯萃取、硅胶柱层析、Sephadex LH一20凝胶层析与高

压液相色谱等各种分离纯化手段，从菌株MY048发酵产物中分离获得1个抑

菌高活性化合物，纯度达96％。
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植物根际放线菌MY048的分子鉴定与抑菌活性成分分离
作者： 赵俊凌

学位授予单位： 西南科技大学

  
相似文献(1条)

1.学位论文 袁丽杰 若干分离自药用植物根际土的稀有放线菌的分类鉴定及其活性产物的初步研究 2008
    植物根际是微生物生长的特殊微生态环境，根际微生物在种类和数量上往往不同于非根际微生物。越来越多的研究表明，从根际微生态环境中分离

得到的许多微生物具有重要生物活性，因此，植物根际微生物是一类值得深入研究与开发的微生物资源。      本研究采用稀有放线菌选择性分离方法

，从我国云南及重庆地区采集的60余种我国特有的药用植物的根际土样中分离得到近1000株根际放线菌。根据菌株的形态特征并结合代谢产物的生物活

性，挑选了部分分离株进行系统的分类鉴定，包括形态特征和生理生化特性测定、细胞化学组分分析、16S rRNA基因序列相似性比对、基因组DNA G+C

mol％和DNA-DNA同源性测定等的多相分类研究。从表型、基因型及系统发育三个层次确定其分类地位。      本研究从新分离根际微生物和菌库保藏的

菌株中，挑选出9株菌，进行系统的分类研究。菌株I05-00074T被鉴定为糖多孢菌属(Saccharopolyspora)的一个新种，命名为Saccharopolyspora

antimicrobica sp.nov.，文章已发表在IJSEM，2008，58，1180-1185；菌株I03-09939代表了一个新属-异型束丝放线菌属(Actinoallosynnema

gen.nov.)，命名为Actinoallosynnema albus sp.nov.，文章已撰写完成；菌株I06-02230为放线多形态菌属(Actinopolymorpha)的一个新种，命名为

Actinopolymorpha cephalotaxus sp.nov.，文章已撰写完成；菌株I06-02658为糖霉菌属(Glycomyces)的一个新种，命名为Glycomyces chongqingensis

sp.nov.(文章在整理中)；菌株I06-03147为动孢囊菌属(Kineosporia)的一个新种，命名为Kineosporia aconitum sp.nov.(文章在整理中)。      分离

所得1000株根际放线菌菌株经发酵和多种筛选模型的检测，显示出多种生物活性，包括抗G+细菌，G-细菌，酵母，丝状真菌及其他生理活性，初筛总阳

性率达31％。选取其中具有抑制绿脓杆菌SecA蛋白活性的放线多形态菌属新种I06-02230进行了扩大发酵和活性组分的分离提取，对活性成分2230A进行

了初步研究，鉴于该属菌株未有生物活性报道，因此，推测2230A可能为一个新化合物，至少是一个首次从放线多形态菌属菌株代谢产物中分离得到的活

性化合物。      本研究首次对我国特有的若干药用植物根际放线菌资源开展了选择性分离研究和生物活性研究。所取得的初步研究成果对于充分认识

我国药用植物根际微生物资源的多样性有重要意义，也为今后药用植物根际微生物资源的深入开发利用提供了可靠的实验依据。另外，在“新菌”产生

“新素”的思想指导下，本论文工作实践了“通过挖掘新种来提高新药筛选的效率和命中率”的筛选策略，并取得初步成效。
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