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摘 要 : 乃
已陇幼砌asn sP

.

是从大亚湾表面海水分离到的一株新的海洋细菌
,

在改变培养条件之后
,

能产生不同

的次级代谢产物
。

从该菌培养液的脂溶性部分分离得到一种蓝色素 lB ue
一
1

,

它的结构通过 N MR
,

ZR N MR
,

F ABM S
,

元素分析得到确定
,

与从陆生菌 hC or mo b

~ unz 汕Z故
℃

um (及
“ )汉2。 彻人

互℃出 ) 中分离得到紫色杆菌素

( vi
o

lac ie n) 的结构一致
。

抗肿瘤活性试验结果表明
,

lB ue
一
1对肿瘤细胞生长有很强的抑制作用

,

对 M Cg 刃 3 的

I与为 4
.

6 闻mL
,
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.
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65 79 (200 5 ) 以双巧3
一

以

自从 19 29 年弗来明从真菌发现青霉素以来
,

微生物活性代谢产物成了药物的丰富源泉
。

科学家

大力研究细菌发酵代谢物的分子结构
、

化学性质和

药理活性
,

但 目前分离到的所有细菌代谢物大部分

是已知物质
,

这些结果令人失望
。

另一方面
,

传染

性病菌对传统抗生素的抗药性正在增加
,

寻找活性

物质新源泉成了当务之急
。

因此科学界把注意力投

向一个尚未开发的巨大天然资源宝库— 海洋微生

物
。

由于海洋环境的微生物在生态系统的功能
,

海

洋微生物已发展出独特的代谢方式
,

也提供了在陆

地微生物中未遇到过的代谢产物
。

近年来海洋微生

物研究技术取得突破性的进展
,

人们对从海洋微生

物中找到新的特效药物寄予了极大的希望
。

海洋细

菌作为海洋微生物的一个分支
,

近年来一直吸引着

科学工作者的目光
,

取得重大的发展
黔’ 」 。

v iol ac
e i n 是 T o l〕i e 在 19 3 5 年 从 陆 生 菌

以阳onI bac 如um
: 如之以℃

um 中分离得到的化合物
,

之

后陆续有科学工作者研究了该化合物的杀菌活性
,

杀利什曼原虫活性 2[]
,

抗大肠杆菌活性川
,

抗胃溃

疡活性 [’]
,

杀鞭毛虫活性 5[]
,

抗白血病和淋巴瘤细

胞活性 t6 ]
。

seP 故扔onI anS sP
.

是从大亚湾表面海水分离到的

一株新的海洋细菌
。

本实验对该菌种的次级代谢产

物进行了研究
,

得到了一个蓝色素
。

生物活性试验

显示
,

lB ue
一

1对肿瘤细胞生长有很强的抑制作用
。

1 结果与讨论

1
·

1 lB ue
一

l 的结构分析

蓝色素 lB ue
一

l ( 1) 从 seP 故扔m o

asn sP
.

的培养

液脂溶性部分分离得到
。

据文献报导
,

酞化的高丝

氨酸内醋
,

例如 H H L ( 2 ) 是产生
v io laC e in 的实质

因素
,

H
HL 是 自然界中存在的发送信息的化合物

之一
,

在细菌的次级代谢产物的产生过程中显示了

非常特殊的活性
,

在细菌自身之间起着传达信息的

作用
,

构成群体感应 ( qu ~ ~
ign )

。

iV d ac ie n

就是在这个特殊条件下的产物
,

产生 vi ol ` ie n H HL

24

HO
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的最佳浓度是 3
.

7 x 10
一 8 m o l /L川

。

所 以可 以推测
,

在用 22 16 E 培养基培养细菌 seP 议 fo n 刃、 sP
.

的时

候
,

由于酵母膏中含有 2
.

3% 的丝氨酸
,

在加 ℃条

件下
,

会生成 H HL
,

并且 H H L 在代谢过程中维持

一定的浓度
,

就会产生大量的 lB ue
一

1
。

FA B
一

M S 谱 显 示 m / : 3叫 I M + 1 ]
+ ,

9 1

( l X() % )
,

16 5 ( 6% )
,

6 9 ( 46 % )
,

结合元素分析与

NMR 谱分析得到 lB ue
一

1分子式 蝙 H
I 3从 q

,

不饱和

度为 16
。

碳谱结合 DE rP 谱可看出
,

20 个碳中有

1一个 e
,

9个 e H
,

没有 C从
,

C玩
。

占 17 1
.

6
,

170
.

2

提示分子中有 2 个拨基 (连 NH ) 存在
。

其他 18 个

碳都是烯烃碳
,

则分子中共有 n 个不饱和度
,

故

此分子有 5 个环
。

在氢谱中
,

有 4 个活泼氢
,

8

1 1
.

8 9 (
s ,

I H )
,

10
.

6 7 (
s ,

I H )
,

10
.

5 5 (
s ,

I H )
,

9
.

2 6 (
s ,

I H ) ;从化学位移
,

峰形和偶合常数「7
.

20 ( d dd
,

1
,

7
.

5
,

7
.

5 几 )
,

6
.

94 ( dd d
,

z
,

7
.

5
,

7
.

5 凡 )」可知化合

物中有一个邻位二取代的苯环 ;3 个芳香氢信号

〔6
.

7 9 ( dd
,

2
,

8
.

S zH )
,

7
.

34 ( d
,

g zH )
,

7
.

2 4 ( d
,

2

zH ) 〕提示还有 1 个三取代的苯环
。 ’ H

一 , HC OsY 与

HM B C谱 (图 l) 的相关信号
,

清楚地揭示了整个

分子的结构
: ’

-H
,

cH os Y 谱中
,

H 一 5 与 H 一 7 相关
,

H 一 7 与 H 一 8 相关可看出连接这 3 个 H 的 C 恰在

三取代的苯环上
,

H 一
13 与 NH 一 10 相关

,

证明 C

一
13 与 NH 在同一个毗咯环上

,

H 一 19 与 H 一
20 相

关
,

H 一
20 与 H 一 21 相关

,

H 一 21 与 H 一
20

,

H -

22 相关
,

H 一
22 与 H 一 21 相关

,

显示出 C 一 19 一 C

一
22 在二取代的苯环上 ; 在 H MB C 谱中

,

H 一 8 与

C 一 4
,

H 一 7 与 C 一 9
,

H 一 5 与 C 一 7 相关再次证明

C 一 4 一 C 一 9 在同一个苯环上
,

OH 一
24 与 C 一 7 相

关说明 O H 在苯环上
,

H 一 2 与 C 一 9 相关
,

H 一 5

与 C 一 3相关说明苯环连接了一个毗咯环
,

而 H 一 2

与 C 一 3 相关表明 C 一 2 与 C 一 3 在毗咯环上的相关

关系
,

H 一
13 与 C 一 n

,

C 一 3 相关显示 出 C 一
13 所

在毗咯环与 C 一 3 所在毗咯环相连
,

H 一
19 与 C -

21
,

H 一
20 与 c 一

18
,

c 一 22 相关
,

建立 了它们在

邻位取代的苯环上的关系
,

H 一 19 与 C 一 17
,

N’H
-

巧 与 c 一 23 相关说明了毗咯环与苯环的相连关系

与位置
。

将以上分析的各部分组合起来
,

即得到

lB ue
一

1 的结构
。

该结构与由陆生菌 hC or lon 乙aC et r i!un
: 如之砚 e

uln ( 及
双
娥 us 。如友记 e us ) 中分到的 iV ol ` ie n

相

同
,

其波谱数据也是一致的
。

1
.

2 Blue
一

1的抗肿瘤活性

本文对 lB ue
一

1作了一系列抗肿瘤活性实验
,

结

果表明
:

lB ue
一

1 对肿瘤细胞生长有很强 的抑制作

用
,

对 M C G8o 3 的 I与为 4
.

6 拜gl mL
,

对 B E L 7 40 2

的 cI * 为 6
.

8 阐nrL
。

该物质对肿瘤细胞毒性作用
,

图 l 化合物 1的 H M B C相关

iF g
.

1 H MBC oC
n e liat

o sn of
e

om 印
u
dn l

可通过其引起的细胞形态学变化观察得到
,

B E L
-

7《 )2 细胞在含该化合物的培养基 中培养 24 h 后
,

10 拼留mL 的量使大部分的 BE L 7
402 细胞脱落变圆

,

细胞体积也有所变小
,

随着 lB ue
一

1 作用时间的延

长
,

对肿瘤细胞形态的影响会更显著
。

另外
,

肿瘤

细胞经 10 呵mL lB ue
一

l 处理 24 h 后
,

引发 了肿瘤

细胞凋亡
,

细胞核形态 由圆形变为固缩或不规则
、

边集呈肾形
、

分裂
,

有的细胞核还已碎裂为诸多小

块
。

MC G8 0 3 细胞用 10 拜创mL
B l u e 一

l 处理 2 4 h 后
,

出现了基因组 DNA 的降解
。

实验部分

试剂与实验仪器

美国 V面an 公司 NI Vo A soo N B 超导核磁共振

潜仪 ; VG ZA B
一

H S 质谱仪 ; 德国 E le me nt ar 公司

v “ 。 E L e刚s
一

。 元素分析仪 : A g i l e n t 1 100 型高效

液相色谱仪 ;

Wa
et o 51 5扭平LC 泵 ; W d te o 24 87 双波

长检测 器 ; 浙江大学 N
~

2 X( Xj 双通道色谱工作站 ;

北京泰克仪器有限公司的 X一数字显示显微熔点测

定仪
。

所用试剂均为广州化学试剂厂生产
,

化学纯
,

溶剂经重蒸后使用
。

柱层析硅胶为青岛海洋化工厂

生产 的 2X()
一 3 00 目硅 胶

,

硅胶 H
,

薄层 硅胶

GF2 54
。

2
.

2 菌种和菌种培养
2

.

2
.

1 菌种 菌株由南海海洋研究所蔡创华提供
,

是从大亚湾表面海水分离到的
。

种属鉴定为新的海

洋细菌 乃已故为卿
尹
心 sP

.

困
。

现保存于南海海洋研究

所和中山大学化学与化工学院天然产物研究室
。

2
.

2
.

2 菌种培养 以 22 16 E 培养基 (带鱼蛋白膝

0
.

5 9
,

酵母膏 0
.

1 9
,

磷酸铁 0
.

0 1 9
,

陈海水 100

rnL ) 培养
,

温度控制在 加 ℃
,

18 0 r/ m in 摇床培养

42 h
,

共培养 S L
,

最后菌体与培养液均变为蓝色
。

2
.

3 提取与分离

收集发酵液
,

冷冻干燥抽
一

于水份后
,

用甲醇浸

泡
,

提取浓缩物拌硅胶进行柱层析
,

以石油醚 /氯

仿 l甲醇梯度淋洗
。

收集各组分再进行反复柱层析
,
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B l u e 一

1 的 NM R 数据

仆
e N MR d a t泛1 of BI 盼 l

D EPI
,

N H

CH 8
.

08 ( d
,

3凡 ) 11
.

8 9

7
.

24

6
.

7 9

7
.

24 ( d
,

Z zH )

7
.

34 ( d
,

g ZH )

6
.

7 9 ( dd
,

2
,

8
.

SH
z
)

7
.

34

6
.

79
,

10
.

55

6
.

7
.

24

7
.

24
,

5 5
,

8
.

08

24
,

8
.

08

7 9

,

7
.

34

9
.

26

,了7,.

7
.

34
,

8
.

朋

了07669
门、à
0
乙U

290531供52131325

CC

.、ù6,
了Rù9

10
.

67

CHcCCHHcNH

6767

55.1067.10.755,or55,1 7 1
,

6

147
.

6

%
.

%

136
.

96

7
.

55 ( d
,

2 几 )

10
.

55

10
.

67

8
.

92
,

10
.

55

10
.

55叭2083929492,丘7656983206tz

8
.

9 2

9420678 92 (d
,

8 比 )

6
.

94 ( dd d
,

l
,

7
.

5
,
7

.

5 抚 )

7
.

2() ( dd
,

l
,

7
.

5
,

7
.

S ZH )

6
.

83 ( d
,

7
.

S ZH )

7
.

24

6
.

94
,

6
.

83

7
.

20

10
.

5 5

2工
J厅

.

4IJR
伟、é一日Rà

701822262029的41

9
.

26

ccCHcNHcccCHCCCHHHcoH

10H121314巧161718192021222324

1) cA
e ot -ne 浅

,

125 M zH ; 2) A e e t o ne
一

浅
,

s oo M氏

重结晶纯化
,

用 HP LC监测纯度
,

最后从培养液提

取物中得到主要成分 lB ue
一

1 ( 1) 约 3 mg
。

B lu e 一 l
,

蓝紫色粉末
,

易溶于 丙 酮
,

甲醇
,

0 , : > 2 80 ℃
,

M S 3 4 3
.

34
,

蝙 H , 3 N 3 q
,

NM R 数据

见表 l
,

元素分析 ( w z% ) : e 的
.

9 6
,

H 3
.

52
,

N

12
.

24
,

0 13
.

9 8
。
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