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SPRI2231菌株活性组分分离纯化及抑菌作用简报
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摘　要 :从广西南宁地区采集的土壤里筛选出一株能够产生抗菌活性物质的链霉菌株 ( strep tom yces) ,

菌号为 SPR I2231。通过溶剂浸提、大孔树脂吸附、柱层析、薄层层析、高效液相色谱等方法分离得到

两个具有抑菌活性的化合物 ,分别命名为 SPR I2231 (Ⅰ)和 SPR I2231 ( Ⅱ) ,经过 UV、IR、ES I2M S、

ES I2HRM S、元素分析等鉴定方法 ,判定其分子式分别为 C51 H91 N 3 O 21和 C52 H93 N 3 O 21。活体和离体

生物活性测定发现其具有较好的抗菌效果 , 500 m g /L SPR I2231 (Ⅱ)精提物对黄瓜灰霉病菌和黄瓜

炭疽病菌的抑制率分别为 83102%和 90140%。
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Abstract: For the screen ing of new agro2an tib io tics, a stra in of strep tom ycetes w as iso la ted from the

so il sam p le co llec ted in G uangx i Prov ince and nam ed SPR I2231. The stra in′s ac tive m etabo lites of the

stra in w ere iso la ted and pu rif ied w ith so lven t ex trac tion, silica ge l chrom atograp hy, TL C, H PL C etc.

The pure com ponen ts of com p ound SPR I2231 ( Ⅰ) and SPR I2231 ( Ⅱ) w ere ob ta ined. B ased on

physico2chem ica l p rop erties, as w e ll as UV、IR、ES I2M S、ES I2HRM S and e lem enta l ana lysis, the ir

m o lecu lar fo rm ula w ere confirm ed as C51H91N 3 O 21 and C52H93N 3 O 21 , respec tive ly. These tw o com pounds

have good effec t in p ro tec ting p lan t fung i d iseases, the inh ib ition ra te of ref ined ex trac ts of SPR I2231

(Ⅱ) a t 500 m g /L aga inst cucum ber B otrytis c inerea and cucum ber C olle to trichum lagena rium w ere

83102% and 90140% , respec tive ly1
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　　农用抗生素是微生物的次级代谢产物 ,能以

较低的浓度杀死或抑制其他微生物生长、发育、代

谢等 [ 1 ]
,是生物农药发展的一个重要方向。

在筛选新的农用抗生素的过程中 ,上海农药

研究所、国家南方农药创制中心上海基地工作人

员从广西南宁采集的土壤中分离出一株具有抗菌

　收稿日期 : 2005205216; 修回日期 : 2005206224.

　作者简介 :李庆华 ( 19782) ,男 ,湖北人 ,华东理工大学硕士研究生 ,主要从事农用抗生素研究 ; 3 通讯作者 :陶黎明 ( 19582) ,男 ,上海人 ,博

士 ,教授级高级工程师 ,主要从事农用抗生素研究 . 联系电话 : 021259883850; E2ma il: lim ing833@ hotm ail. com



活性的链霉菌属菌株 SPR I2231,在其发酵产物中

发现的抗生物质对黄瓜灰霉病菌和黄瓜炭疽病菌

具有较好的活体防治效果 ,对多种植物病原真菌

如小麦赤霉病菌、黄瓜灰霉病菌、水稻纹枯病菌等

具有很好的离体抑制效果。笔者对其发酵液中活

性组分的分离纯化及抑菌活性进行了研究 ,并对

纯化后的活性组分进行了初步的结构分析与鉴

定。目前尚未见到相关的文献报道。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌种及作物 　SPR I2231菌株 : 采自广西

南宁地区的土样中 ,用高氏培养基在 28℃恒温分

离培养 6～8 d所得。

供试病原菌 :灰霉病菌 B o trytis c ine rea、炭疽

病菌 C o lle to trichum lagena rium、玉 米 小 斑 病 菌

H elm in thosp o rium m ayd is、白粉病菌 Sp hae ro theca

fu lig inea (仅作盆栽用 ) 、小麦赤霉病菌 F usa rium

g ram inea ru、纹枯病菌 Rh izoc ton ia so lan i、稻瘟病菌

P yrico ra ria o rizae。

　　盆栽试验供试作物 :黄瓜、水稻、玉米等盆栽

小苗。

1. 1. 2　培养基 　抑菌活性测定采用 PDA 培养

基 ;斜面用培养基配制 :每 1 000 mL 摇瓶培养基

中含淀粉 20. 0 g、K2 H PO 4 0. 5 g、N aC l 0. 5 g、

M gSO 4 ·7H2 O 0. 5 g、KNO 3 1. 0 g、FeSO 4 0. 01 g、

琼脂 20. 0 g, pH 7. 2;发酵用培养基 :每 100 mL 摇

瓶培养基中含葡萄糖 2. 0 g、黄豆粉 2. 5 g、淀粉

1 g、酵母粉 0. 4 g、N aC l 0. 2 g、牛肉膏 0. 1 g、

K2 H PO 4 0. 5 m g, pH 7. 2。

1. 1. 3　分离指示菌 　在初步分离 SPR I2231活性

组分粗品的过程中 ,为了确定活性组分在分离相

中的分布位置 ,使用稻瘟病菌作为活性组分的指

示菌。生测方法为通用的纸碟法 (抑菌圈法 ) 。

1. 1. 4　供试药剂 　经过有机溶剂浸提、大孔树脂

吸附解析、柱层析、薄层层析及高效液相色谱等方

法从 SPR I2231菌株发酵代谢产物中分离纯化得到

了两个具有抑菌活性的化合物 SPR I2231 ( Ⅰ)和

SPR I2231 ( Ⅱ) , 经 H PL C 分析其纯度均在 97%

以上。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　菌株发酵及发酵液预处理 　将放线菌菌

株 SPR I2231接入发酵培养基中 , 28℃恒温摇床培

养 96 h。摇瓶发酵液经 5 000 r /m in离心 15 m in

后 ,得上清液和菌丝体 ,菌丝体用体积分数为 80%

的丙酮浸泡 ,得浸泡液 ,待用。

1. 2. 2　抑菌活性物质粗提及其活性测定 　将菌

丝体的丙酮浸泡液旋转蒸发除去丙酮得水溶液 ,

取一定量发酵上清液和浸泡液分别用酸碱溶液调

节至 pH值为 2、7、10,各分成两份 ,一份在 100℃

水浴中加热 10 m in,然后利用指示菌检测其热稳

定性 ,另一份检测其酸碱稳定性。

1. 2. 3　粗提物提取纯化 　滤液经旋转蒸发除去

丙酮后 ,用稀盐酸调节溶液 pH 值约为 5～6,静置

过夜 ,有沉淀析出 ,滤去上清液。所得沉淀依次用

乙醚、丙酮溶解 , 洗涤 , 过滤 , 除去强脂溶性的杂

质 [ 2 ] 。滤饼用少量甲醇溶解 ,进行硅胶柱层析 ,淋

洗剂为氯仿 2甲醇 2水 = 12 ∶5 ∶0. 3 (体积比 , 下

同 ) 。合并含有活性组分的收集液 ,浓缩 ,经制备

硅胶薄层色谱进一步纯化 (展开剂为氯仿 2甲醇 2水
= 12 ∶6 ∶0. 3 ) , 得 Rf 值为 0. 3的色带 , 刮下色

带 ,用甲醇浸泡 ,抽滤浓缩 ,供下步纯化 [ 3 ] 。

将经过薄层层析得到的样品进行高效液相色谱

制备。所用流动相为甲醇 2乙腈 2水 ( 74 ∶10 ∶16,

5 mm o l乙酸胺缓冲液 ) , UV 2V is 检测器波长为

210 nm
[ 4 ] 。

1. 2. 4　生物活性测定 　将经由高效液相色谱制

备所得的两个化合物分别进行活体和离体生物活

性测定。活体生物活性测定按国家南方农药创制

中心 SO P (标准操作程序 )进行。

喷药 :将各待测定用盆栽小苗 (黄瓜 1叶真叶期 ,

玉米、小麦 2叶期 ,水稻 3～4叶期 )置喷药塔中均匀

喷雾已配制好的药液 ,喷湿即可 ,不使叶片流淌药液。

每处理 3次重复 ,并设喷水作空白对照。

接种诱发 :黄瓜白粉病在喷药前一天先喷雾

接种白粉病菌孢子悬浮液 ,置 28～26℃有光照的

恒温室中 , 24 h后再喷药 ;其他各病都于喷药当天

药液干后接种 ,其中炭疽病、稻瘟病、玉米小斑病

用一定浓度分生孢子悬浮液 ,赤霉病用菌丝体悬

浮液均匀喷雾接种。接种后 ,分别设置各自适宜

发病的温湿度条件 ,置恒温室保温柜中保温诱发。

调查 :接种诱发 7 d后 ,待空白对照病症稳定

后调查。其中稻瘟病、纹枯病、玉米小斑病、小麦

赤霉病、灰霉病按病情分级调查 ,按病情指数计算

防治效果 ; 白粉病、炭疽病调查病斑个数 ,按病斑

个数计算防治效果。

盆栽试验设置 3个浓度 : 500、250、125 m g /L ,
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以清水作对照 ,分别对灰霉病菌等 7种病原菌进

行试验。每个浓度重复 3次 ,试验重复 2次。

离体生物测定均采用稀释法 (含毒介质法 ) 。

将待测药物配制成一定浓度药液 ,吸取 1 mL 加入

到 9 mL 培养基中充分混匀后制成平板。用微量

加样器吸取 5μL 菌液或孢子悬浮液滴加在含药

平板中 ,或者用镊子将用打孔器切取的 5 mm 菌块

放到含药平板上。设不含药空白对照。2～3 d后

量取菌落生长直径 ,计算抑制率。

1. 2. 5　纯组分初步鉴定 　制备所得活性组分纯

品经过 UV、IR、ES I2M S、ES I2HRM S、NM R、元素分

析等鉴定方法进行初步结构解析 [ 5 ] 。

2　结果与分析

2. 1　活性组分的提取纯化

生物测定跟踪结果显示 ,上清液无抑菌活性。

菌丝体经 80%丙酮浸泡后离心所得的浸泡液具有

抑菌活性 ,可知 SPR I2231活性组分主要存在于菌

丝体中。活性组分在 pH 7时热稳定性较好 ,同样

SPR I2231发酵产物在 pH 7时生测效果亦最好 ,在

pH 2和 pH 10时次之。

薄层层析分析显示 Rf 值为 0. 3左右有一个斑

点 ,而高效液相色谱分析结果显示 , Rf 值为 0. 3左

右的样品中含有两个具有抑菌活性的化合物 ,其

保留时间分别为 30. 84和 34. 70 m in,分别命名为

SPR I2231 ( Ⅰ)和 SPR I2231 ( Ⅱ) 。

2. 2　SPR I2231活体及离体生物活性

活体抗菌活性测试结果 (见表 1 )表明 , SPR I2
231 ( Ⅰ)和 SPR I2231 ( Ⅱ)都对黄瓜灰霉病菌 (B c)

和黄瓜炭疽病菌 ( C l)有一定的抑制作用 ,其中 Ⅱ

的药效比 Ⅰ好 , 500 m g /L 处理时 SPR I2231 ( Ⅱ)对

两种病菌的抑制率分别达 83102%和 90140%。

两化合物对其他的植物病害无抑制作用。

离体的抗菌活性测试结果 (表 2 )表明 , SPR I2
231 ( Ⅰ)和 SPR I2231 ( Ⅱ)对多种植物病害都具有

较强的离体抑菌作用。

Tab le 1　Inh ib ition ra te of SPR I2231 in vivo ( % )

Cont. /m g·L - 1
SPR I2231 ( Ⅰ)

B c SD C l SD
Con t. /m g·L - 1

SPR I2231 ( Ⅱ)

B c SD C l SD

500 16. 80 0. 29 62. 13 0. 45 500 83. 02 0. 16 90. 40 0. 53

250 10. 41 0. 34 50. 42 0. 65 250 32. 16 0. 21 85. 57 0. 21

125 7. 52 0. 28 39. 34 0. 57 125 13. 31 0. 28 71. 73 0. 21

　N ote: B c—B otrytis c inerea, C l—Colleto trichum lagena rium; SD —standand devia tion. The sam e as in tab le 21

Tab le 2　 Inh ib ition ra te of SPR I2231 in vitro ( % )

Pathogens

Cont. of SPR I2231 ( Ⅰ) /m g·L - 1

100

IR SD

10

IR SD

1

IR SD

Pathogens

Cont. of SPR I2231 ( Ⅱ) /m g·L - 1

100

IR SD

10

IR SD

1

IR SD

Fg 10010 0100 7712 0157 5114 1100 Fg 10010 0100 8219 0111 5413 0154

B c 100. 0 0100 81. 3 0. 12 0. 0 1. 15 B c 100. 0 0100 78. 1 0. 23 43. 8 0. 64

Rs 100. 0 0100 96. 7 0. 10 77. 5 1. 09 Rs 96. 7 0. 22 96. 7 0. 31 82. 5 0. 54

Hm 100. 0 0100 55. 6 0. 11 33. 0 0. 43 Hm 100. 0 0100 33. 3 0. 25 2. 22 0. 24

C l 100. 0 0100 70. 0 0. 24 40. 0 0. 36 C l 100. 0 0100 100. 0 0100 50. 0 0. 36

Po 77. 3 0. 06 72. 7 0. 20 63. 6 0. 11 Po 81. 8 0. 32 72. 7 0. 43 63. 6 0. 12

　N ote: Fg—Fusa rium gram inea ru, Rs2Rhizoc ton ia so lan i, Hm—H elm in thospo rium m aydis, Po—Pyrico ra ria o rizae; IR—Inh ib ition ra te ( % ) 1

2. 3　SPR I2231( Ⅰ)和 SPR I2231( Ⅱ)的图谱解析

及初步鉴定

SPR I2231 ( Ⅰ)紫外光谱显示 ,其在 233、240、

269 nm 有 3个较为明显的吸收峰 ,最大吸收波长

为 240 nm。红外光谱显示在约 3 350 cm
- 1左右有宽

而 强的吸收峰 , 可以推断其为 -O H或者 2N H2 ,

1 650 cm
- 1左右有吸收峰 ,推断其为酰胺的 - C = O

或者 - C = C特征峰 ,根据 1 700 cm
- 1左右的吸收

峰推断其可能为α、β不饱和酮羰基特征峰。元素

分析中 C: 56. 42% , H: 8. 62% , N : 3. 51% , 其他

31. 45%。根据质谱 (见图 1A )测试结果可知 ,其

中 1 082. 624 3 为 [ M + H
+

]峰 , 1 104. 603 9为
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[M +N a
+

]峰 ,可以推断其含有 C、H、N、O 4种元

素 ,且分子式为 C51 H91 N 3 O 21。

　　同样 , SPR I2231 ( Ⅱ) 的紫外光谱显示其在

233、240、270 nm 有 3个较为明显的吸收峰 ,最大

吸收波长为 233 nm。红外光谱分析情况同 SPIR 2

231 ( Ⅰ) 。元素分析中 C: 56. 56% , H: 8. 86% ,

N : 3. 30% ,其他 31. 28%。根据质谱测试结果 ,其

中 1 096. 641 1为 [M + H
+

]峰 ,可以推断其含有

C、H、N、O 4种元素 ,且分子式为 C52 H93 N 3 O 21 (图

1B ) 。其余图谱略。

Fig. 1　ES I2HRM S of SPR I2231 ( Ⅰ) (A ) and SPR I2231 ( Ⅱ) (B )

3　讨论

随着人们生活质量的提高 ,对农药使用的要

求也在逐步严格 ,急需一批高效、安全、对环境友

好、能够在环境中很快降解的新型农用杀菌剂产

品来替代现有的一些污染严重的老品种。本研究

中的 SPR I2231抗生素经微生物发酵而来 ,其两个

活性组分对黄瓜灰霉病和黄瓜炭疽病有一定的防

效 ,由其分子式分析可能是新化合物 ,有待于进一

步确证其结构 ,以便深入研究其化合物结构与活

性的关系。
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