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摘 要:从2014年第六次中国北极科学考察采集的海洋沉积物中,分离获得了具有抑制农作物病原真菌活性的菌

株Pseudoalteromonassp.2018。测定了该菌株对病原真菌的抑制范围和对黄瓜白粉病的大棚防治效果,并对该菌

株代谢产物通过硅胶色谱、凝胶色谱及半制备 HPLC等进行分离纯化,通过质谱(MS)、氢谱(1H NMR)和碳谱

(13CNMR)等 进 行 结 构 鉴 定。研 究 结 果 表 明,Pseudoalteromonassp.2018菌 株 对 辣 椒 疫 霉 (Phytophthora
capsici)、褐孢霉(Fulviafulva)、链格孢(Alternariaalternata)、黄瓜专化型尖孢镰孢(Fusariumoxysporumf.sp.
cucumerinum)、番 茄 专 化 型 尖 孢 镰 孢 (Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici)和 细 极 链 格 孢 (Alternaria
tenuissima)等具有抑制作用,对大棚黄瓜白粉病的防治效果达66.7%;研究分离获得了环(脯-酪)二肽、环(脯-
异亮)二肽、环(脯-亮)二肽和环(脯-苯丙)二肽,其中环(脯-酪)二肽和环(脯-亮)二肽对测试病原真菌的最小

抑制浓度为125~500μg/mL。该研究为极地微生物农用资源的开发利用提供理论参考。
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由真菌引起的农作物病害已成为威胁全球粮食安全的重要问题[1]。农作物种植种类和数量的增加、农
作物全球化贸易和运输、全球气候和环境的变化、以及病原真菌对新的生态系统的适应,都导致了真菌病害

日益严重[2]。目前,人工合成杀菌剂仍是控制农作物真菌病害主要的和最为有效的手段,但同时也对人体和

环境造成危害[3]。微生物防治农作物真菌病害具有安全、高效、对环境友好等优势,已成为国内外广泛关注

的化学杀菌剂的替代途径[4]。为了获得新颖、高效的活性菌株及其代谢产物,国内外学者也将菌株筛选范围

从中温、低盐等常规环境扩展到极端环境[5]。
南北极海洋环境具有特殊的地理及气候特征,微生物为了适应低温、高盐、高辐射等条件,形成独特的基

因组成、酶学特性和代谢调控机制,是新颖的活性菌株及其代谢产物的宝贵资源[5]。近些年,国内外研究者

在南北极区域陆续开展了抑制农作物病原真菌的微生物及代谢产物的研究工作。Ren等[6]从南极企鹅岛沉

积物分离获得棘孢木霉(Trichodermaasperellum),其产生的抗菌肽对茄链格孢(Alternariasolani)和稻梨

孢(Pyriculariaoryzae)具有抑制作用。方海霞等[7]从南大洋海水筛选获得假单胞菌属(Pseudomonas)、嗜
冷菌属(Psychrobacter)和假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)菌株,对尖孢镰孢(Fusariumoxysporum)、



1期 何培青,等:北极海洋细菌Pseudoalteromonassp.2018抑菌活性及其代谢产物研究 99   

辣椒疫霉(Phytophthoracapsici)和立枯丝核菌(Rhizoctoniasolani)等7种农作物病原真菌具有抑制作用。
彭玉娇等[8]从南极假单胞菌(Pseudomonassp.)C分离获得的环(苯丙-脯)二肽对尖孢镰孢(Fusariumox-
ysporum)具有抑制作用。王红梅等[9]从南极假单胞菌(Pseudomonassp.)P4-11获得了抑制尖孢镰孢(Fu-
sariumoxysporum)的 壬 基 酚 聚 氧 乙 烯 醚 类 化 合 物。Schuhmann 等[10] 从 北 极 海 冰 需 盐 杆 菌

(Salegentibactersp.)分离获得新颖的芳香族硝基化合物,对稻瘟病菌(Magnaportheoryzae)具有抑制作

用。赵惠娅等[11]从北极海洋沉积物中分离获得假单胞菌属(Pseudomonas)和假交替单胞菌属(Pseud-
oalteromonas)菌株,对尖孢镰孢(Fusariumoxysparum)具有抑制作用。Guo等[12]从北极海水中获得芽孢

杆菌(Bacillussp.)A053对农作物病原真菌具有广泛的抑制作用,包括盘长孢状刺盘孢(Colletotrichum
gloeosporioides)、尖孢镰孢(Fusariumoxysporum)、立枯丝核菌(Rhizoctoniasolani)、长柄链格孢(Alter-
narialongipes)和核盘菌(Sclerotiniasclerotiorum)等。可见,南北极海洋环境蕴藏着丰富的活性菌株资

源,且具有广泛的抑菌范围和产生新化合物的潜力,而北极在该领域的研究较南极的少。
本研究从2014-07-09中国第六次北极科学考察采集的表层沉积物样品中,分离获得一株Pseudoaltero-

monassp.菌株2018,研究了菌株对农作物病原真菌的抑制作用,及对黄瓜白粉病的大棚防治效果,并对其活

性代谢产物进行了分离纯化和结构解析。研究为极地微生物农用资源的开发利用提供理论参考。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 菌株和测试植物

从2014年中国第六次北极科学考察采集的海洋沉积物样品中分离获得了Pseudoalteromonassp.2018
菌株。16SrDNA部分序列与埃利氏假交替单胞菌(Pseudoalteromonaselyakovii)的相似度为99%,已提交

Genebank数据库,序列号为KY628812。
农作物病原真菌由青岛市农业科学研究院提供,包括辣椒疫霉(Phytophthoracapsici)、褐孢霉(Fulvia

fulva)、链格孢(Alternariaalternata)、黄瓜专化型尖孢镰孢(Fusariumoxysporumf.sp.cucumerinum)、番
茄专化型尖孢镰孢(Fusariumoxysporumf.sp.lycopersici)、葡萄座腔菌(Botryosphaeriadothidea)、拟枝

孢镰孢(Fusariumsporotrichioides)和细极链格孢(Alternariatenuissima)。小区防效实验的供试黄瓜品

种为绿地一号。

1.1.2 培养基

MY固体培养基用于菌株的活化,包含:(1)葡萄糖1g,胰蛋白胨1g,酵母粉1g,酪蛋白氨基酸1g,海
盐(Sigma,美国)30g,NH4Cl1g,KH2PO40.35g,2-N-吗啉乙烷磺酸(MES)1.95g,琼脂15g,去离子水1
L;(2)连二亚硫酸钠0.02g;(3)微量元素SL-10溶液1mL,维生素溶液1mL和促生长因子溶液1mL。培

养基配置过程中,(1)中的组分120℃灭菌15min,待冷却至45℃时,分别添加(2)和(3)中单独配置并除菌

的各组份;(2)和(3)各组分的制备和除菌方法参照文献[13]。培养基的终pH约为6.0。改良的MY液体培

养基用于菌株的大规模发酵,包含:葡萄糖1g,胰蛋白胨1g,酵母粉1g,酪蛋白氨基酸1g,海盐(Sigma,
美国)10g,NH4Cl1g,KH2PO40.35g,2-N-吗啉乙烷磺酸(MES)1.95g,去离子水1L。PDA培养基(中国

微生物菌种保藏管理委员会,1983)[14]用于病原真菌的培养。麦芽汁肉汤培养基,用于化合物对病原真菌最

小抑制浓度的测定,包含:胰蛋白胨2g,麦芽糖17g,去离子水1L。

1.2 方 法

1.2.1 菌株培养

将-80℃甘油管保存的Pseudoalteromonassp.2018菌株接种到 MY固体培养基上,12℃培养7d进
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行活化。挑取单菌落接种于 MY液体培养基中,于12℃,150r/min转速培养48h,作为发酵种子液。将种

子液以5% 接种量接种于50L全温发酵罐中,于12℃,120r/min转速,14m3/h通气量下培养7d。

1.2.2 抑菌活性的测定

菌株发酵液以7500r/min离心15min获得上清液。参照打孔法[14],采用打孔器在含有病原真菌孢子

(1×103个/mL)的PDA培养基上(链霉素100μg/mL)打孔,用融化的PDA培养基封底后,取250μL发酵

上清液置于孔内,20℃培养48h后,测量抑菌圈直径大小来评价抑菌活性。参照纸碟法[14],将分离纯化过

程中所获得的不同组分溶于200μL甲醇,将纸碟浸于甲醇溶液并吹干后,置于含有病原真菌孢子(1×103

个/mL)的PDA培养基上(链霉素100μg/mL),20℃培养48h后,测量抑菌圈直径大小来评价活性。
室内活性测定在青岛市农业科学研究院进行。将菌株发酵液采用无菌水倍半稀释,取10mL加入等体

积冷却至45℃的PDA培养基(含链霉素100μg/mL),配制成含50%,25%,12.5% 和6.3%(V/V)发酵液

的平板。将PDA培养基采用无菌水稀释1倍后设为对照。采用PDA培养基,将不同病原真菌于20℃培养

96h后,采用5mm直径的打孔器在菌落外缘切取菌饼,将菌饼接种于含不同浓度发酵液的平板上,菌丝面

朝上,于20℃培养72h后,每个菌落交叉测量2次直径,取平均值。菌落增长直径=菌落直径-菌饼直径;
抑制生长率(%)=(对照菌落增长直径-处理菌落增长直径)/对照菌落增长直径×100%。

1.2.3 小区防效实验

本实验在青岛市即墨绿地研究所蔬菜大棚进行。将Pseudoalteromonassp.2018菌株发酵液与清水按

1∶1和1∶2(V/V)稀释配置成两个浓度的药剂,将30%醚菌酯可湿性粉剂配成1000倍稀释液。在田间选

取发病程度基本一致的黄瓜植株,将不同药剂喷施到叶片上,同时设清水对照。实验共喷药2次,第1次喷

药时间为2016-10-18,第2次喷药时间为2016-10-24。于10-29调查每株黄瓜的所有叶片,以每一叶片上病

斑面积占整个叶面积的百分率来分级,分级方法为:0级,无病斑;1级,病斑面积占整个叶面积的5%以下;3
级,病斑面积占整个叶面积的6%~10%;5级,病斑面积占整个叶面积的11%~20%;7级,病斑面积占整个

叶面积的21%~50%;9级,病斑面积占整个叶面积的50%以上。病情指数=Σ(病级叶数×该病级值)/(调
查总叶数×最高病情级数值)×100;防治效果(%)=(清水对照区病情指数-药剂处理区病情指数)/清水对

照区病情指数×100%。

1.2.4 代谢产物的分离纯化

将获得的40L菌株发酵上清液以等体积的乙酸乙酯萃取3次,于25℃减压蒸馏获得4.5g粗浸膏。将

粗浸膏于甲醇和二氯甲烷混和液(V甲醇∶V二氯甲烷=1∶1)中完全溶解,采用RP-18反相硅胶柱,以不同体积

比的甲醇和水作为流动相进行梯度洗脱,梯度设置依次为5%(V甲醇∶V水=5∶95),10%,20%,30%,40%,

50%,60%,70%,80%,90%和100%,最后以甲醇和二氯甲烷的混合液(V甲醇∶V二氯甲烷=1∶1)洗脱,共获得

14个组分。结合活性测试结果,将洗脱的14个组分整合为Fr1,Fr2,Fr3,Fr4和Fr5。其中Fr3依次通过

AmershamLH-20凝胶色谱柱(V氯仿∶V甲醇=1∶1)和Agilent1100系列半制备型 HPLC(色谱柱Kromasil
100-5C8(10×250mm,5μm);V甲醇∶V水=15∶85)进行分离,获得化合物1(RT1=16.5min,6.5mg)。组

分Fr1于硅胶层析柱(青岛海洋化工厂,200~300目;V石油醚∶V乙酸乙酯=3∶1)去除杂质,并通过Amersham
LH-20凝胶色谱柱(甲醇)后,于半制备型HPLC以V甲醇∶V水=33∶67洗脱获得化合物2(RT2=20min,

4.5mg),以V甲醇∶V水=30∶70洗脱获得化合物3(RT3=14.6min,3.5mg)和化合物4(RT4=15.5min,

2.5mg)。检测波长为UV=254/201nm,流速为2.5mL/min。

1.2.5 化合物结构解析及鉴定

实验在中国海洋大学医药学院完成。NMR测定采用Agilent500MHzDD2型核磁共振仪,以TMS为

内标;ESI-MS采用Q-TOFUltimaGlobalGAA076LC-MS质谱仪。旋光测试于JASCOP-1020旋光仪上

完成。

1.2.6 化合物最小抑制浓度(MIC)的测定

化合物最小抑制浓度(MinimumInhibitoryConcentration,MIC)的测定参照 Magnusson等[15]的方法
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进行。分别称取2mg测试样品,溶于1mL8.0%(V/V)的甲醇溶液,配制成2000μg/mL的母液,进一步

倍半稀释配制成1~1000μg/mL抑菌溶液。每个微孔中加入50μL不同浓度的抑菌溶液和50μL麦芽汁

肉汤培养基(含有2×104个真菌孢子),以两性霉素B为阳性对照,20℃培养24~48h,肉眼观察孔中真菌的

生长。MIC为真菌孢子萌发完全被抑制时的最低浓度。

1.2.7 数据统计分析

活性测定和防效实验至少重复3次,数据统计分析采用SPSS(17.0)软件进行。结果值=平均值±SE,
在p=0.05水平上进行组间显著性差异的数据分析。

2 结果与分析

2.1 抑菌活性

如图1所示,Pseudoalteromonassp.2018菌株发酵上清液对辣椒疫霉(Phytophthoracapsici)和褐孢

霉(Fulviafulva)有较强的抑菌作用,抑菌圈直径均在2cm 以上。

图1 Pseudoalteromonassp.2018上清液对辣椒疫霉(Phytophthoracapsici)和褐孢霉(Fulviafulva)的抑制作用

Fig.1 InhibitionofPseudoalteromonassp.2018fermentationbrothagainstPhytophthoracapsiciLeonianandFulviafulva

菌株发酵液对6种病原真菌的抑制生长率结果见表1和图2。采用含50%发酵液处理时,黄瓜专化型

尖孢镰孢(Fusariumoxysporumf.sp.cucumerinum)、番茄专化型尖孢镰孢(Fusariumoxysporumf.sp.
lycopersici)和细极链格孢(Alternariatenuissima)的抑菌生长率均在50%及以上。含25%发酵液的处理

仍对4株病原真菌有较好的抑制作用(抑制率35%及以上)。

表1 Pseudoalteromonassp.2018发酵上清液对6种农作物病原真菌的抑制生长率

Table1 InhibitionratiosofPseudoalteromonassp.2018fermentationliquidonsixplantpathogenicfungi

测试真菌
抑制生长率

50%发酵液 25%发酵液 12.5%发酵液 6.3%发酵液

链格孢(Alternariaalternata) 41.3±3.5 22.0±0.0 18.3±2.0 16.0±3.0

拟枝孢镰孢(Fusariumsporotrichioides) 27.4±3.0 34.8±1.9 16.7±3.0 9.1±0.2

葡萄座腔菌(Botryosphaeriadothidea) 39.9±1.8 35.8±2.0 18.9±1.4 10.5±1.8

黄瓜专化型尖孢镰孢(Fusariumoxysporumf.sp.cucumerinum) 52.7±2.1 45.3±1.4 38.7±2.2 29.1±2.8

细极链格孢(Alternariatenuissima) 57.5±1.7 40.4±2.7 42.9±3.0 31.1±2.7

番茄专化型尖孢镰孢(Fusariumoxysporumf.sp.lycopersici) 49.5±1.5 25.0±1.4 23.8±1.5 20.5±0.8
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注:1.链 格 孢(Alternariaalternata);2.拟 枝 孢 镰 孢(Fusariumsporotrichioides);3.葡 萄 座 腔 菌(Botryosphaeria

dothidea);4.黄瓜专化型尖孢镰孢(Fusariumoxysporumf.sp.cucumerinum);5.细极链格孢(Alternariatenuissima);

6.番茄专化型尖孢镰孢(Fusariumoxysporumf.sp.lycopersici)

图2 Pseudoalteromonassp.2018对农作物病原真菌生长的抑制作用

(平板含25%的Pseudoalteromonassp.2018发酵液)

Fig.2 GrowthinhibitionofPseudoalteromonassp.2018againstplantpathogenicfungi
(platescontain25%fermentationofPseudoalteromonassp.2018)

2.2 菌株对黄瓜白粉病的大棚防治效果

从10-29调查结果(表2)可知,采用菌株发酵液的1∶1和1∶2稀释液喷施黄瓜11d后,黄瓜白粉病的

病情指数显著低于清水对照组,其防治效果分别为66.7%和62.4%。30%醚菌酯可湿性粉剂1000倍稀释

液对黄瓜白粉病的防治效果为88.4%,高于菌株发酵液。

表2 Pseudoalteromonassp.2018对黄瓜白粉病的防治效果

Table2 ControleffectofPseudoalteromonassp.2018oncucumberpowderymildew

处 理 病情指数 防治效果/%

发酵液1∶1稀释 21.8±0.7* 66.7±0.7

发酵液1∶2稀释 24.5±1.0* 62.4±1.9

30%醚菌酯可湿性粉剂1000倍稀释 7.6±0.3* 88.4±0.8

清水对照 65.2±0.6

  注:空白处为无数据;*为p=0.05水平上,处理组与对照组呈显著性性差异

2.3 化合物的结构鉴定

分离纯化获得到了4个化合物,其结构式如图3所示。
化合物1:黄色粉末。13C-NMR(DEPT)数据表明,化合物1共获得14个碳信号,包括4个亚甲基,6个

次甲基和4个季碳。1H-NMR结果显示了苯环质子信号δ7.01(2H,d)和6.62(2H,d),其偶合常数均为8.4,
表明结构中存在对位取代的苯环。根据H-10与C-2,C-3,C-11,C-12,C-16的HMBC远程相关关系,确定结

构中含有酪氨酸片断。根据 H-7与C-8,C-9和 H-6与C-5,C-7的 HMBC远程相关关系,确定结构中含有

脯氨酸片断。ESI-MS测得化合物的准分子离子峰为m/z260.9[M+H]+,确定其相对分子质量为260,分
子式为C14H16N2O3。旋光测试结果显示[α]D20=-33°(c1.3,MeOH),经上述特征分析和文献[15]比对,该
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化合物的结构确定为环(脯-酪)二肽。
1H-NMR(600MHz,DMSO-d6)δ:4.03(1H,s,H-3),7.83(1H,s,NH-4),4.04(1H,t,8.4;H-6),1.98

(1H,m,H-7a),1.39(1H,m,H-7b),1.69(2H,m,H-8),3.36(1H,m,H-9a),3.32(1H,m,H-9b),2.89(1H,

s,H-10a),3.23(1H,s,H-10b),7.01(1H,d,8.4;H-12),6.62(1H,d,8.4;H-13),6.62(1H,d,8.4;H-15),7.01
(1H,d,8.4;H-16),9.17(1H,s,OH-14);13C-NMR(150MHz,DMSO-d6)δ:165.50(s,C-2),56.42(d,C-3),

169.29(s,C-5),58.80(d,C-6),28.25(t,C-7),22.27(t,C-8),44.96(t,C-9),35.11(t,C-10),127.45(s,C-11),

131.21(d,C-12,C-16),115.17(d,C-13,C-15),156.29(s,C-14)。
化合物2:白色粉末。1H-NMRδ7.96(1H,brs),4.06(1H,brt,J=7.6Hz),4.32(1H,brt,J=5.5

Hz),以及13C-NMRδ169.46和165.48表明分子可能为环二肽类化合物。根据1H-NMRδ7.15-7.24(5H),

4.32(1H,brt,J=5.5Hz),2.98(1H,dd,J=14.8,6.4Hz),3.69(1H,dd,J=14.8,6.4Hz)和13C-NMRδ
137.3,130.21,128.37,128.37,126.75,126.75推测分子含有苯丙氨酸残基。由于1H-NMRδ7.96(1H,brs)
只显示一个酰胺质子信号,再结合3.00(1H,dt,J=12.0,8.4,4.0Hz),3.23(1H,dt,J=12.0,8.0Hz),1.39
(1H,m),1.69(1H,m),1.96(1H,m),1.99(1H,m)等信号可知另一部分为脯氨酸残基。经上述特征分析和

文献[16]比对,确定化合物的结构定为环(脯-苯丙)二肽。
1H-NMR(600MHz,DMSO-d6)δ:3.00(1H,dt,H-3a,J=12.0,8.4,4.0Hz),3.23(1H,dt,H-3b,J=

12.0,8.0Hz),1.39(1H,m,H-4a),1.69(1H,m,H-4b),1.96(1H,m,H-5a),1.99(1H,m,H-5b),4.06(1H,

brt,H-6,J=7.6Hz),7.96(1H,brs,NH-8),4.32(1H,brt,H-9,J=5.5Hz),2.98(1H,dd,H-10a,J=
14.8,6.4Hz),3.69(1H,dd,H-10b,J=14.8,4.6Hz),7.24(1H,dd,H-2',J=8.4,1.8Hz),7.15(1H,dd,H-
3',J=8.4,1.8Hz),7.21(1H,dd,H-4',J=8.4,8.4Hz),7.16(1H,dd,H-5',J=8.4,1.8Hz),7.22(1H,dd,

H-6',J=8.4,1.8Hz);13C-NMR(150MHz,DMSO-d6)δ:169.46(C-1),45.01(C-3),22.32(C-4),28.20(C-
5),58.83(C-6),165.48(C-7),56.16(C-9),35.75(C-10),137.70(C-1'),128.37(C-2'),126.75(C-3',C-5'),

130.21(C-4'),128.37(C-6')。
化合物3:白色粉末。13C-NMR(DEPT)数据表明,化合物3共获得11个碳信号,1H-NMRδ7.92(1H,

s),4.08(1H),3.95(1H,s)和13C-NMRδ170.58,165.95表明分子可能为环二肽类化合物。1H-NMR的一个

酰胺质子信号δ7.92(1H,brs),以及3.30(2H,m),2.13(1H,m),1.78(2H,m),1.81(1H,m)等信号可知另

一部分为脯氨酸残基。化合物阳离子ESI-MS在m/z233[M+Na]+位置出现准分子离子峰。经上述特征

分析和文献[17]比对,将该化合物的结构定为环(脯-异亮)二肽。
1H-NMR(600MHz,DMSO-d6)δ:3.30(2H,m,H-3),1.78(2H,m,H-4),2.13(1H,m,H-5a),1.81

(1H,m,H-5b),4.08(1H,H-6)7.92(1H,brs,NH-8),3.95(1H,s,H-9),2.02(1H,m,H-10),1.33(2H,m,

H-11),0.81(3H,t,H-12,J=7.4Hz),0.96(3H,d,H-13,J=7.1Hz);13C-NMR(150MHz,DMSO-d6)δ:

170.58(C-1),45.05(C-3),22.45(C-4),28.35(C-5),58.62(C-6),165.95(C-7),59.61(C-9),35.30(C-10),

24.30(C-11),12.69(C-12),15.39(C-13)。
化合物4:白色粉末。1H-NMR和13C-NMR数据结果表明,化合物4与化合物3结构相似,仅在甲基

的位置有所区别。化合物的阳离子ESI-MS在m/z233[M+Na]+处出现准分子离子峰。经上述特征分析

和文献[17]比对,将该化合物的结构定为环(脯-亮)二肽。
1H-NMR(600MHz,DMSO-d6)δ:3.34(2H,m,H-3),1.78(2H,m,H-4),1.84(1H,m,H-5a),2.07

(1H,m,H-5b),4.17(1H,t,H-6,J=7.8Hz),7.92(1H,s,NH-8),3.98(1H,t,H-9,J=6.2Hz),1.87(2H,

m,H-10),1.34(1H,m,H-11),0.85(3H,d,H-12,J=6.5Hz),0.83(3H,d,H-13,J=6.5Hz);13C-NMR
(150MHz,DMSO-d6)δ:170.76(C-1),45.29(C-3),22.90(C-4),27.86(C-5),58.89(C-6),166.95(C-7),53.03
(C-9),39.63(C-10),24.50(C-11),23.25(C-12),21.25(C-13)。
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图3 Pseudoalteromonassp.2018菌株产生的化合物的结构式

Fig.3 StructureofcompoundsfromPseudoalteromonassp.2018

2.4 环二肽对病原真菌的最小抑制浓度

由表3可知,环(脯-酪)二肽和环(脯-亮)二肽对7种病原真菌均有抑制作用,MIC在125和500μg/mL
之间,高于两性霉素B的 MIC(1~16μg/mL)。

表3 环二肽对病原真菌的最小抑制浓度

Table3 MICofcyclicdipeptidesagainstplantpathogenicfungi

测试真菌
最小抑制浓度/μg·mL-1

环(脯-酪)二肽 环(脯-亮)二肽 两性霉素B

黄瓜专化型尖孢镰孢(Fusariumoxysporumf.sp.cucumerinum) 250(24h) 500(24h) 2(24h)

链格孢(Alternariaalternata) 250(48h) 250(48h) 2(24h)

拟枝孢镰孢(Fusariumsporotrichioides) 250(24h) 250(24h) 2(24h)

葡萄座腔菌(Botryosphaeriadothidea) 500(48h) 500(48h) 1(24h)

番茄专化型尖孢镰孢(Fusariumoxysporumf.sp.lycopersici) 125(36h) 500(36h) 2(36h)

细极链格孢(Alternariatenuissima) 500(48h) 500(48h) 4(48h)

辣椒疫霉(Phytophthoracapsici) 500(48h) 500(48h) 16(48h)

3 讨 论

假交替单胞菌为专性海洋细菌,也是海洋γ-变形菌门的主要类群。假交替单胞菌通过多种代谢途径来

适应不同的栖息环境,因此可以产生抗生素、细胞毒素、溶菌物质、自毒物质和抗污物质等。根据合成途径,
这些物质主要包括生物碱、聚酮和肽等[18]。据报道,温海假交替单胞菌(Pseudoalteromonasmaricaloris)可
以产生溴化环缩肽类,具有潜在的细胞毒性和抗菌活性[19]。南极嗜冷的海游假交替单胞菌(Pseudoaltero-
monashaloplanktis)TAC125产生多种环二肽及线性四肽和六肽,其中,环-(L-脯-L-酪)二肽和L-缬-L-亮-
L-脯-L-缬-L-脯-L-谷六肽具有清除1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)自由基的抗氧化活性[20]。泰国海绵

Halisarcaectofibrosa 附生假交替单胞菌 (Pseudoalteromonassp.)产生多种环四肽,其中,环(苯丙-脯-亮-
脯)四肽对铜绿假单胞菌(Pseudomonasaeruginosa)和产酸克雷伯氏菌(Klebselliaoxytoca)具有抑制作

用[21]。本研究首次从北极假交替单胞菌(Pseudoalteromonassp.)2018中获得环(脯-酪)二肽、环(脯-异亮)
二肽、环(脯-亮)二肽和环(脯-苯丙)二肽。可见,假交替单胞菌属可产生多种环肽和线性肽。

环二肽是由2个氨基酸通过肽键缩合而成的最小环肽。环二肽骨架受到六元环和具有一定空间位置的

侧链的刚性约束,骨架包含的2个氢键接受中心和2个供氢位点,往往是其与目标蛋白之间相互作用的必要

结构,这使得环二肽成为药物化学中的重要药效团。与典型的线性肽类相比,环二肽对蛋白酶更为稳定。这
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些结构特性决定了环二肽具有广泛的生物活性和应用价值[22]。Kumar等[23]从芽孢杆菌(Bacillussp.)获得

环(L-脯-L-亮)二肽、环(D-脯-L-亮)二肽和环(D-脯-L-酪)二肽,对尖孢镰孢(Fusariumoxysporum)、立枯丝

核菌(Rhizoctoniasolani)和扩展青霉(Penicilliumexpansum)均有抑制作用,最小抑制浓度范围为4~
64μg/mL。据Rhee[24]报道,土壤链霉菌(Streptomycessp.)产生的环(L-亮-L-脯)二肽可抑制多种农作物

病原真菌,如毛霉(Mucorramannianus)、立枯丝核菌(Rhizoctoniasolani)、稻梨孢(Pyriculariaoryzae)、
烟曲霉(Aspergillusfumigatus)、围小丛壳(Glomerellacingulata)、盘长孢状刺盘 孢(Colletotrichum
gloeosporoides)和稻梨孢(Pyriculariaoryzae),其最小抑制浓度范围为2.5~100μg/mL。我们的研究结

果也证实,环(脯-酪)和环(脯-亮)二肽对多种农作物病原真菌具有抑制作用,且首次证明其对辣椒疫霉

(Phytophthoracapsici)、链格孢(Alternariaalternata)、葡萄座腔菌(Botryosphaeriadothidea)、拟枝孢镰

孢(Fusariumsporotrichioides)和细极链格孢(Alternariatenuissima)有抑制作用,这说明环二肽具有广泛

的抑菌范围。本研究中,环(脯-酪)和环(脯-亮)二肽最小抑制浓度为125~500μg/mL,该浓度高于Kumar
等[23]和Rhee[24]报道的2.5~100μg/mL范围。该差异可能与测试方法有关,Kumar等[23]和Rhee[24]采用

纸碟扩散法分析环二肽最小抑制浓度时,干燥纸碟中含有的一定量环二肽通过扩散作用接触真菌孢子时,纸
碟边缘的局部浓度可能会较高,这就导致对环二肽最小抑制浓度的估计偏低。本研究采用准确浓度的化合

物和孢子相混合的微孔板法,其结果与已报道采用该方法所获得的化合物最小抑制浓度的结果相近。如

Ström等[16]测得环(L-丙-L-脯)二肽对拟枝孢镰孢(Fusariumsporotrichioides)和烟曲霉菌(Aspergillus
fumigatus)的最小抑制浓度为250μg/mL。Kumar等[23]测得环(L-酪-L-酪)二肽和环(L-苯丙-L-甘)二肽

对几种农作物病原菌的最小抑制浓度达到500μg/mL,而两性霉素B的最小抑制浓度仅为2μg/mL。除了

研究方法,环二肽的构象,病原真菌的种类、浓度等也可能是影响其最小抑制浓度的因素。
据报道,南极适冷的假单胞菌(Pseudomonassp.)C产生的环(苯丙-脯)二肽可抑制尖孢镰孢(Fusarium

oxysporum)[8]。伯克 霍 尔 德 菌(Burkholderiacepacia)CF-66 产 生 的 环(苯 丙-脯)二 肽 对 尖 孢 镰 孢

(Fusariumoxysporum)、立枯丝核菌 (Rhizoctoniasolani)、盘核菌(Sclerotiniasclerotiorum)和新月弯孢

霉(Curvularialunata)等农作物病原真菌均具有较强的抑制作用[25]。因此,除了环(脯-酪)和环(脯-亮)二
肽,本研究获得的环(脯-苯丙)二肽可能也是Pseudoalteromonassp.2018菌株抑制多种病原真菌的原因。
这几种环二肽共同作用可能会增强菌株对病原真菌的抑制活性,这可能是该菌株防治农作物病害的主要

机理。

4 结 语

研究从北极海域沉积物中获得假交替单胞菌Pseudoalteromonassp.2018,对农作物病原真菌具有广泛

的抑制作用,对黄瓜白粉病的大棚防治效果达66.7%。从Pseudoalteromonassp.2018菌株中分离获得了

环(脯-酪)二肽、环(脯-异亮)二肽、环(脯-亮)二肽和环(脯-苯丙)二肽,这几种环二肽的共同作用可能

是菌株抑制病原真菌的主要机理。我们从北极海域获得抑制植物病原真菌的希瓦氏菌(Shewanellasp.)

R06-1也产生多种环二肽(未发表数据)。已报道,南极适冷的假单胞菌(Pseudomonassp.)C也产生环(苯
丙-脯)二肽,对尖镰孢(Fusariumoxysporum)有抑制作用[8]。因此,环二肽结构可能是极地海洋微生物普

遍存在的活性组分。利用极地微生物有可能发现更多具有新结构、新生物活性的环二肽。
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InhibitoryEffectofArcticMarineBacteriumPseudoalteromonassp.
2018AgainstPlantPathogenicFungi,andtheStudyonItsMetabolites

HEPei-qing1,2,3,LIJiang1,2,3,LIUCai-yun1,2,3,ZHANGTing4,5,

WANGPei-sheng6,LINXue-zheng1,2,3

(1.KeyLaboratoryofmarinenaturalproductsresearchanddevelopment,Qingdao266061,China;

2.TheFirstInstituteofOceanography,SOA,Qingdao266061,China;

3.KeyLaboratoryofMarineBioactiveSubstance,SOA,Qingdao266061,China;

4.SchoolofMedicineandPharmacy,OceanUniversityofChina,Qingdao266003,China;

5.KeyLaboratoryofMarineDrugsofShandongProvince,KeyLaboratoryofMarineDrugs,

MinistryofEducation,Qingdao266003,China;

6.AcademyofAgriculturalSciencesofQingdao,Qingdao266100,China)

Abstract:BacteriumstrainPseudoalteromonassp.2018wasisolatedfrommarinesedimentcollectedduring
thesixthChineseArcticResearchExpeditionintheyearof2014,andthisstraincouldinhibitthegrowth
ofseveralplantpathogenicfungi.Itsantifungalspectrumandcontroleffectoncucumberpowderymildew
inagreenhouseweredetermined.Crudemetaboliteswereextractedfromthefermentationbrothofthe
strain and were further separated,and purified copmpounds were obtained using silica gel
chromatography,gelchromatographyandsemi-preparativeHPLCchromatography.Thestructuresof
thesecompoundsweredeterminedviaMS,1HNMRand13CNMR.TheresultsdemonstratedthatPseud-
oalteromonassp.2018couldinhibitPhytophthoracapsici,Fulviafulva,Alternariaalternata,Fusarium
oxysporumf.sp.cucumerinum,Fusariumoxysporumf.sp.lycopersici,Botryosphaeriadothidea,Fu-
sariumsporotrichioides,andAlternariatenuissima.Itscontroleffectoncucumberpowderymildewin
greenhousereached66.7%.Thestructuresofthemetaboliteswereidentifiedascyclo(Pro-Tyr),cyclo
(Pro-Ile),cyclo(Pro-Leu),andcyclo(Pro-Phe).TheMICvaluesofcyclo(Pro-Tyr)andcyclo(Pro-Leu)a-
gainstsevenpathogenicfungiweredeterminedas125~500μg/mL.Ourstudyprovidestheoreticalknowl-
edgefordevelopmentandutilizationofagriculturalresourcesfromthepolarenvironment.
Keywords:arcticmarinebacteria;inhibitionagainstplantpathogenicfungi;cyclicdipeptides
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