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摘　要:从海南三亚海域表面海水分离得到一株能产具有强效生理活性的灵菌红素类化合物的海洋新细菌

Zooshikellasp.SY01, 对这株细菌的培养条件进行了研究。在 2216E培养基中分别加入色氨酸 、 组氨酸 、 内酯

酸 、 樟脑 、 柠檬烯 、 干酪素 、 二苯胍 、 香豆素 、 间二硝基苯等 9种不同物质 , 培养 5 d后 , 利用 (+)ESI-MS

技术测定了不同培养条件下代谢产物的产生情况。研究结果表明 , 加入色氨酸 、 组氨酸 、 干酪酸 , 不影响细菌

灵菌红素的生物合成;加入内酯酸 、 樟脑 、 柠檬烯 、 二苯胍 、 香豆素对细菌生长或者灵菌红素的生物合成具有

一定的抑制作用 , 能明显延迟培养液变红的时间;而加入间二硝基苯则能完全抑制细菌产灵菌红素类化合物。

(+)ESI-MS对细菌 Zooshikellasp.代谢产物相对分子质量检测的结果也表明 , 在不同培养条件下能够产生化

学结构多样的代谢产物 , 尤其是在柠檬烯组 , 检测到系列相对含量高的较大相对分子质量的化合物 , 表明该菌

具有丰富的生物合成潜力。深入研究并优化该菌的培养条件 , 有望从该菌的代谢产物中发现更多新的灵菌红素

类化合物和其它新结构的活性先导化合物。
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　　大量的海洋微生物代谢产物的研究结果表明 ,

海洋微生物 (真菌和细菌)能产生多种结构类型

的化合物。通过对部分真菌和细菌基因全序列的分

析也表明 , 单一微生物菌株也有产生多种结构类型

化合物的生源合成潜力。只是由于人工培养条件与

自然环境的不同 , 微生物很多的功能基因都没有表

达 , 其生源合成能力没有得到发掘。近年 , 在国外

有学者试图系统地改变培养条件 , 比如:培养基的

组成 、 通氧 、培养器皿的选择 、 加入酶抑制剂等 ,

来促使单一菌株产生更多数目的代谢产物 , 并称这

一策略为 “OSMAC(onestrain-manycompounds)

approach”。AxelZeeck等
[ 1]
利用这一策略 , 成功地

使 1个菌株产生 20多种不同的代谢产物 , 并且产

率高于 2.6g/L, 这些化合物涵盖了天然产物所有

的结构类型 。另外 , 在微生物培养基中加入某些简

单的有机化合物 , 也往往能开启新的代谢产物合成

途径。如:AxelZeeck等添加 0.05%的邻氨基苯甲

酸到海洋微生物 Halomonassp.GWS-BW-H8hM的

培养液中 , 能完全改变代谢方式产生不同的代谢产

物 , 使该菌产生桔红色的 2-aminophenoxazin-3-one,

chandrananimycinC和 3个新的 2-aminophenoxazin-

3-one的衍生物 , 这些化合物具有抗菌和抗微生物

活性
[ 2]
。通过改变某一培养条件 , 高产率地生产

代谢产物 , 且其中很多化合物在目前或者是将来都

无法通过化学工业制备的途径来获得 , 这为今后直

接通过微生物发酵来制备化学结构多样的 、 有实际

应用价值的产品提供了可能 。

海洋细菌 Zooshikellasp.SY01, 是从海南三亚

海域采集的 , 经 16SrRNA基因序列分析 , 并与

Genbank的数据进行比较 , 确定该菌与 Zooshikella

ganghwensisstrainJC2045 具 有较 高的 同源 性

(97%), 该菌是一个新的细菌
[ 3]
。用 2216E对该

细菌进行培养 , 当培养到第 3天时培养液出现红

色 , 同时也产生少量的红色的菌体 。培养到第 5天

时 , 有大量的红色菌体产生 , 培养液呈深红色。经

乙酸乙酯提取 , 快速硅胶柱层析和 C18高效液相

色谱分离 , 并经 1D和 2DNMR、 MS分析确定该菌

产生的主要红色素物质为灵菌红素 (prodigiosin)

(图 1), 该化合物相对分子质量为 323.2, 具有独

特的吡咯吡咯亚甲基吡咯骨架结构 , 该化合物具有
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强效的抗菌 、抗肿瘤 、抗疟疾 、促进细胞调亡 、以

及免疫抑制活性 。目前 , 寻找新的灵菌红素产生

菌 , 发现更多新的具该骨架的衍生物 , 为开展构效

关系的研究以及深入的药物研究开发提供更多的候

选化合物已成为一个研究热点
[ 4]
。

本文研究了海洋细菌 Zooshikellasp.SY01在

2216E培养基中 , 分别加入色氨酸 、组氨酸 、 内酯

酸 、樟脑 、 柠檬烯 、 干酪素 、 二苯胍 、香豆素 、间

二硝基苯等 9种不同的物质 , 用电喷雾质谱 (ESI-

MS)检测了在不同培养条件下代谢产物的产生情

况 , 初步探讨了不同物质对代谢产物产生的影响 ,

并评价确定了以 2216E培养基中加入柠檬烯能促

进细菌产生化学结构多样性的代谢产物 , 值得以该

培养条件开展大规模的发酵以进行深入代谢产物研

究 。

图 1　灵菌红素 (prodigiosin)的结构

Fig.1　Thechemicalstructuresofprodigiosin

1　实验部分

1.1　菌株和培养基

海洋细菌 Zooshikellasp.SY01样品采自海南三

亚海域 , 储藏于中山大学化学与化学工程学院天然

有机化学研究室 。

2216E培养基组成如下:蛋白胨 5 g/L, 酵母

膏 1 g/L, 柠檬酸亚铁 0.1 g/L, NaCl19.45 g/L,

MgCl2· 6H2O8.8 g/L, Na2SO4· 10H2O3.24 g/L,

CaCl2· 6H2O1.8g/L, KCl0.55g/L, NaHCO3 0.16

g/L, KBr0.08g/L, SrCl2· 6H2O0.034 g/L, HBO3

0.022 g/L, NaSiO3 0.004 g/L, NaF0.0024 g/L,

NH4NO3 0.0016 g/L, K2HPO4 0.008 g/L, H2O1 L,

pH7.5。

1.2　实验方法

配制共 20 L的 2216E培养基 , 分装于 1 000

mL的三角瓶中 , 每瓶装液 400 mL, 于 124 ℃灭菌

30 min。灭菌液均分成 10组 , 每组 5瓶共 2 L, 一

组做空白 , 其余每组分别加入 200 mg/L的底物 ,

底物分别为:色氨酸 、组氨酸 、内酯酸 、 樟脑 、柠

檬烯 、 干酪素 、 二苯胍 、 香豆素 、间二硝基苯 。每

瓶灭菌液的 Zooshikellasp.接种量为 1mL。培养温

度为 28℃, 摇床的转速为 120r/min, 每隔 12h观

察并记录生长状况 , 在摇床上培养 5 d后 , 用乙酸

乙酯提取培养液 , 提取液用 LCQDECAXP高效液

相色谱 -质谱联用仪进行 ESI-MS分析 , 检测质量

范围 120 ～ 2 000 amu。

2　结果与讨论

从外部观察 , 在培养基里面加入色氨酸 、组氨

酸 、 干酪素 , 对细菌产红色素的速度影响不是很

大。加入内酯酸 、 樟脑 、柠檬烯 、二苯胍 、 香豆素

则对细菌生长或者灵菌红素的生物合成具有一定的

抑制作用 , 能明显延迟培养液变红的时间。在间二

硝基苯的实验组 , 培养液的颜色不变红 。一些氨基

酸类化合物常被添加到微生物培养液中 , 以助于含

氮有机化合物的生物合成 , 而这里加入的色氨酸 、

组氨酸 , 干酪素是否参与了色素类化合物的生源合

成 , 有待深入研究 。樟脑 、 柠檬烯等亲脂性的化合

物对微生物的细胞膜有一定的毒性 , 而微生物细胞

具有自我调节和保护功能 , 能对该类化合物转化或

降解以进行解毒 , 膜上的部分酶活力增强 , 将能得

到不同于空白对照条件下的生物代谢过程
[ 5]
。间

二硝基苯具有很大的毒性 , 对中枢神经系统 、肝细

胞 、 生殖细胞有直接的损害 。我们也筛选出一批海

洋细菌能把间二硝基苯转化为间硝基苯胺和间苯二

胺 , 微生物还原酶活性增强 。在本实验中 , 间二硝

基苯可能完全抑制了细菌产灵菌红素类化合物。

从 (+)ESI-MS的检测结果来看 , 除间二硝

基苯的实验组外 , 其余各组均检测到灵菌红素

[ m/z324 , (M+H)
+
] , 并且在空白组 、 色氨酸 、

内酯酸 、 樟脑 、 柠檬烯 、 以及香豆素组均是最强

峰;分子离子峰为 m/z322 [ M+H]
+
的另一个红

色物质在空白组 、 色氨酸 、 组氨酸 、 内酯酸 、 樟

脑 、 柠檬烯 、 干酪素 、 以及香豆素组也均能产生 ,

在组氨酸以及干酪素组是最强峰;在空白组 、色氨

酸 、 组氨酸 、 柠檬烯实验组 , 均能检测到相对分子

质量较大 (大于 m/z500)的化合物 , 尤其是在柠

檬烯组 , 检测到 m/z391.0(33%), 680.2(52%),

899.2(52%), 927.0(23%), 984.3(30%),

986.2(53%), 1343.4(28%)等(见图 2)。研究含

量高的较大相对分子质量的化合物 , 发现新的药物

先导化合物的可能性大 。

　　本研究表明 , 细菌 Zooshikellasp.在不同的培

养条件下能够产生不同的代谢产物 , 说明了该微生

物代谢产物具有丰富的化学结构多样性 , 深入研究

有望发现新的灵菌红素类化合物和其它的新化合

物 , 在寻找活性先导化合物方面具有巨大的潜力 。
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表 1　不同培养条件对细菌 Zooshikellasp.SY01代谢产物产生的影响
Tab.1　TheinfluencesofcultureconditionsonthepnetaboliteproductionofZooshikellasp.SY01

编号 底物
培养液开始

变红时间 /h

培养 5 d后

培养液的颜色
(+)ESI-MS检测结果 (m/z)

1 空白 48 深红 322.2(21%), 324.3(100%), 683.0(8%), 706.9(10%),

900.9(16%), 930.1(8%)

2 色氨酸 48 深红 322.1(16%), 324.3(100%), 368.2(13%), 469.1(10%),

683.2(11%), 707.0(12%), 900.9(9%), 928.9(13%)
3 组氨酸 48 深红 322.2(100%), 324.3(53%), 704.9(12%), 898.4(19%),

926.6(19%)
4 内酯酸 96 浅红 252.3(14%), 322.3(33%), 324.3(100%), 435.2(8%),

663.4(16%)

5 樟脑 96 浅红 252.3(14%), 322.3(17%), 324.3(100%)

6 柠檬烯 96 浅红 279.1(25%), 322.1(68%), 324.4(100%), 391.0(33%),

680.2(52%), 899.2(52%), 927.0(23%), 984.3(30%),

986.2(53%), 1343.4(28%), 1907.7(11%), 1965.6(12%)

7 干酪素 48 红 322.3(100%), 324.4(40%)

8 二苯胍 96 浅红 212.2(100%), 324.3(13%), 422.8(7%), 458.9(7%)

9 香豆素 96 浅红 252.3(16%), 322.2(21%), 324.3(100%), 459.0(20%)

10 间二硝基苯 不变红 不变红 212.2(100%)

图 2　在 2216E培养基加入柠檬烯培养细菌得到的代谢产物的质谱图

Fig2　Massspectrumofbacterialmetabolitesobtainedfrom2216Eculturemediacontaininglimonene

微生物的代谢产物粗提取物不经分离 、通过直接进

样进行质谱分析(directinfusionmassspectrometry,

DIMS),能获得代谢产物的相对分子质量 ,通过测定

的相对分子质量相应的数据库 , 如:Dictionaryof

NaturalProducts(Chapman＆ Hall)进行检索 ,可初

步判定这些分子量所对应的化合物是新或旧的 。这

种快速地鉴别提取物中的已知化合物的方法被称为

“dereplication”技术 。该技术能有效避免传统天然

产物研究方法带来的耗时和资金浪费 ,促使我们经

济 、高效地发现更多新的 、有各种应用价值的天然产

物
[ 6]
。
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Abstract:NewmarinebacteriumZooshikellasp.SY01, producerofprodigiosin, wasisolatedfromtheseawater

ofSanyaBay.Thecultureconditionsofthisbacteriumwereinvestigated.Zooshikellasp.SY01 wasculturedin

2216Emediawhichcontainedtryptophan, histidine, lactonicacid, camphor, limonene, casein, diphenylguan-

idine, coumarinand1, 3-dinitrobenzene, respectively.After5dayscultivation, theextractsweredetectedbydi-

rectinfusionmassspectroscopyusingpositiveESImode.Asaresult, tryptophan, histidineandcaseindidntshow

anyobservableinfluencesonthebiosynthesisofprodigiosin.Lactonicacid, camphor, limonene, diphenylguani-

dine, coumarincouldinhibitthebacteriumgrowthandprodigiosinbiosynthesistoacertainextent, slowerthecul-

turebrothtoturnred.However, 1, 3-dinitrobenzeneinhibitedthebacteriatoproduceprodigiosincompletely.MS

datasuggestedthatvariousmetaboliteswithchemodiversitywereproducedindifferentculturemedia.Inparticular,

aseriesofhigh-molecular-weightcompoundswithhighrelativeabundanceswereobservedinthemediumcontaining

limonene.Tofurtheroptimizetheculturecondition, morenewprodigiosinanaloguesandbioactivecompoundscan

beobtainedandthegoalof“onestrain-manycompounds” canbeachieved.

Keywords:marinebacterium;Zooshikellasp.SY01;culture;prodigiosin

58


