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利福霉素抗性突变菌Streptomyces sp. HS-NF-1046R
中的两个新化合物
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摘要: 采用硅胶色谱、凝胶色谱及液相色谱分离纯化一株利福霉素抗性突变菌 Streptomyces sp. HS-NF-1046R

发酵物中的次级代谢产物 , 通过波谱技术鉴定了 3 个化合物 : 3-hydroxyl-2-N-propionyl-anthranilamide (1)、2,3-

dihydro-8-hydroxy-2,2-dimethyl quinazolin-4-(1H)-one (2) 和 2-aminobenzamide (3), 其中 1 和 2 是新化合物。通过

SRB法评价新化合物的细胞毒活性, 化合物 1和 2对人肺癌细胞A549、人肝癌细胞HepG2、人结肠癌细胞HCT-116

和白血病细胞K562的 IC50值均大于100 μmol·L-1, 未表现出明显的细胞毒性。
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Abstract: Using silica gel column chromatography, gel chromatography and HPLC, we isolated secondary

metabolites in fermentation broth of a rifamycin resistant mutation strain Streptomyces sp. HS-NF-1046R. Based

on spectroscopic data, the chemical structures of three compounds were identified as 3-hydroxyl-2-N-propionyl -

anthranilamide (1), 2, 3-dihydro-8-hydroxy-2, 2-dimethyl quinazolin-4 - (1H) - one (2) and 2-aminobenzamide (3).

Compounds 1 and 2, as new entities, were evaluated for cytotoxicity against A549, HepG2, HCT-116 and K562

cells using the SRB assay. Compounds 1 and 2 exhibited no cytotoxicity with IC50 over 100 μmol·L-1.
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微生物次级代谢产物化学结构丰富、生物学功能 多样, 在医药工业、食品工业、畜牧业和农业等领域具

有重要的研究和开发价值[1,2]。然而, 由于重复发现率

不断升高, 使得采用传统手段从原有的微生物资源中

发现新的次级代谢产物变得越来越困难[3-5]。因此, 开

发新策略使微生物产生更多新的生物活性化合物的需

求越来越迫切[6-8]。近些年来, 一些新的手段已经被尝
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试用于从已有的抗生素生产菌中寻找新的微生物次级

代谢产物, 如: 对全局性调控基因进行操作、多种菌株

混合培养、抗生素抗性筛选等 [9-11]。其中, 抗生素抗性

筛选是利用一些作用于核糖体的特定抗生素进行耐药

性诱变筛选, 得到的突变菌株的核糖体或RNA聚合酶

会发生改变导致其基因表达发生变化, 因而可以提高

次级代谢产物的产量或产生新的次级代谢产物 [12-15]。

在前期研究中 , 本课题组从一株放线菌 Streptomyces

sp. HS-NF-1046中分离得到了新的环戊烯多取代衍生

物 hisunic acid [16]。为进一步挖掘该菌株的生物合成

潜力, 本文采用利福霉素抗性筛选获得一株次级代谢

产物的液相谱图发生变化的突变株, 对该菌株进行发

酵 , 然后通过提取分离与鉴定 , 得到化合物 1～3 (图

1), 其中化合物1和2为新化合物。

结果与讨论

化合物 1为白色粉末, HR-ESI-MS: m/z: 209.093 1

[M+H]+ (C10H13N2O3, 计算值为 209.092 1), 提示化合物

的分子式为C10H12N2O3, 计算其不饱和度为 6。IR谱在

3 443 cm-1和 1 666 cm-1处的吸收峰提示分子中含有羟

基和羰基。在 1H NMR 谱 (表 1) 中 , δH 6.99 (1H, dd,

J = 7.8, 1.6 Hz)、7.10 (1H, br d, J = 7.8 Hz) 和 7.13 (1H,

t, J = 7.8 Hz) 说明化合物 1的结构中含有 1个 1,2,3-三

取代的苯环; δH 1.09 (3H, t, J = 7.5 Hz) 和 2.37 (2H, m)

提示化合物的结构中存在 1个乙基; 4个化学位移为

δH 10.29 (1H, br s)、9.70 (1H, s)、7.76 (1H, br s)、7.51

(1H, br s) 的氢信号 , 提示化合物中存在 4 个活泼

氢。13C NMR和DEPT 135谱 (表 1) 显示, 化合物 1中

含有 10个碳原子, 包括 2个酰胺羰基碳原子 (δC 174.4、

170.3)、3个芳香族季碳原子 (δC 151.8、130.9、124.8)、3

个芳香族次甲基碳原子 (δC 126.7、120.2、119.8)、1个脂

肪族亚甲基碳原子 (δC 29.6) 和 1 个甲基碳原子 (δC

10.0)。H3-11 (δH 1.09) 和H2-10 (δH 2.37) 的 1H-1H COSY

相关以及H3-11和H2-10与C-9 (δC 174.4) 的HMBC相

关, 说明化合物 1中存在 1个丙酰基。再结合化合物 1

的分子量, 4个活泼氢分别为 1个氨基、1个亚氨基和 1

个羟基。通过比较化合物 1和化合物 3-hydroxy-2-N-

iso-butyryl-anthranilamide的 1H与 13C NMR谱[17], 发现

它们具有相似的化学结构, 其主要的区别在于化合物

1 中的丙酰基基团取代了 3-hydroxy-2-N-iso-butyryl-

anthranilamide上的异丁酰基团。同时, 在HMBC谱上

(图 2), 羟基氢 (δH 9.70, s) 与 C-1、C-2、C-6的相关关系

表明该羟基位于 1位, H-4与C-7、H-5与C-3的相关关

系说明酰氨羰基C-7直接与C-3相连。在 1H-1H COSY

谱中 (图 2), 两个活泼氢信号 δH 7.76 (br s) 和 δH 7.51

(br s) 存在相关信号, 能确定为CONH2基团中的两个

氢信号。在HMBC谱中NH2与C-3的相关关系进一步

证明了CONH2位于 3位。因此, 结合化合物的分子式,

推导出丙酰基通过 NH 与苯环的 2位相连。H-4、H-6

与C-2, H-5与C-1的远程相关关系更进一步确证了 1

的化学结构。通过文献检索, 该化合物为新化合物, 名

称为3-hydroxyl-2-N-propionyl-anthranilamide。

化合物 2为白色粉末, HR-ESI-MS: m/z: 193.096 8

[M+H]+ (C10H13N2O2, 计算值为 193.097 2), 提示化合物

的分子式为C10H12N2O2,计算其不饱和度为6。在1H NMR

谱中, 3个相互耦合的芳香质子信号 δH 6.47 (1H, t, J =

7.8 Hz)、6.78 (1H, d, J =7.8 Hz)、7.10 (1H, d, J = 7.8

Hz), 提示化合物 2中存在 1个 1,2,3-三取代的苯环。

此外 , 化合物 2 的高场区还存在两个甲基氢信号 δH

1.39 (6H, s), 提示化合物 2 的结构中含有 2 个偕二甲

基, 同时1H NMR谱中还显示有 3个活泼氢信号 δH 5.96

(1H, s)、7.95 (1H, s)、9.57 (1H, s)。化合物 2的13C NMR,

DEPT135 (表1) 及HMQC谱显示化合物2共有10个碳

原子, 包括 2个甲基碳原子 δC 29.3, 1个脂肪族季碳原

子 δC 67.6, 1个酰胺羰基碳原子 δC 163.7, 3个芳香族的

次甲基碳原子 δC 116.4、117.5、118.0和 3个芳香族的季

碳原子 δC 115.0、136.9、144.4。通过比较, 化合物 2和

化合物 2,3-dihydro-5,8-dimethoxy-2,2-dimethyl quinaz‐

olin-4-(1H)-one 的 1H 与 13C NMR 谱信号非常相似[18],

其不同点在于, 化合物 2,3-dihydro-5,8-dimethoxy-2,2-

dimethyl quinazolin-4-(1H)-one结构中的 5,8-dimethoxy

基团在化合物 2中分别替换成了 1个氢原子和 1个羟

基基团。化合物 2中 NH-1与 C-2、C-4a、C-8, NH-3与

C-2、C-4、C-4a, H-5与 C-4, H-6与 C-8、C-4a, H-7与 C-

8a, 8-OH 与 C-7、C-8 和 C-8a, 以及偕二甲基与 C-2 的

HMBC相关更进一步确定了化合物 2的结构。通过文

献检索 , 该化合物为新化合物 , 名称为 2,3-dihydro-8-

hydroxy-2,2-dimethyl quinazolin-4-(1H)-one。

化合物 3为淡黄色粉末, ESI-MS谱图给出相对分

子质量为 135, 结合化合物的 1H NMR谱和 13C NMR谱

推出化合物的分子式为C7H8N2O。1H NMR谱中给出

4 组次甲基氢信号 , 包括 δH6.78 (1H, d, J = 8.2 Hz)、

7.49 (1H, d, J = 7.88 Hz)、6.59 (1H, t, J = 6.96 Hz)、7.18

(1H, t, J = 7.16 Hz), 13C NMR谱中给出 7个碳信号, 包

Figure 1 The chemical structures of compounds 1-3
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括 3 个季碳信号 δC 173.3、128.3、132.2, 4 个次甲基碳

信号 δC 116.9、115.7、114.4、107.7。将上述数据与 2-

aminobenzamide 的数据进行比较[19], 可以将化合物 3

确定为2-aminobenzamide。

实验部分

仪器 Innova 5000摇床 (New Brunswick Scientific,

美国); 50 L 发酵罐 (上海国强生化工程装备有限公

司); Agilent 1100半制备 HPLC, Zorbax SB-C18 (5 μm,

250 mm×9.4 mm)色谱柱 (Agilent, 美国); Nicolet Magna

FT-IR 750 光谱仪 (Nicolet, 日本); Varian CARY 300

BIO 分光光度计 (Varian, 美国); Bruker DRX-400核磁

共振仪 (Bruker, 日本); Q-TOF Micro LC-MS-MS质谱

仪 (Waters, 美国)。

试剂 丙酮、石油醚 (国药集团化学试剂公司); 甲

醇 (临海市浙东特种试剂有限公司); 乙醇 (安徽省安特

食品有限公司)、乙酸乙酯 (临安市青山化工试剂厂)、

乙腈 (Merck, 德国); 柱色谱硅胶、硅胶薄层色谱板 (青

岛海洋化工集团); Sephadex LH-20 (GE Healthcare, 英

国); 氘代试剂 (Cambridge Isotope Laboratory, 美国);

利福霉素 (浙江海正药业股份有限公司); 麦芽抽提物

(BD, 美国); 酵母抽提物 (Oxoid, 英国); 琼脂 (BD, 美

国); 葡萄糖 (国药集团化学试剂公司); 大豆粉 (宁波北

仑江南油脂公司); 甘露醇 (青岛明月海藻集团有限

公司)。

1 利福霉素抗性筛选

原始菌株 Streptomyces sp. HS-NF-1046 在 ISP2

固体培养基上, 28 ℃生长 7天。配制浓度分别为 0.01、

0.05、0.1、0.5、1、2.5、5和 10 μg ·mL-1的利福霉素平板,

将原始菌株的孢子悬液 (1×108) 分别涂布在不同浓度

的抗生素平板上, 每个浓度设 3个平行, 28 ℃生长 4天

后, 目测无菌落生长的最小浓度即为MIC (1 μg·mL-1)。

再将原始菌株孢子液悬液 (1×108) 分别涂于 1、2、4、8、

16、32倍MIC浓度的利福霉素平板上, 28 ℃培养 6～9

天, 挑取生长出来的菌落, 共得到突变菌 41株。将得

到的突变菌株于对应利福霉素浓度的平板上划线 ,

28 ℃生长 7天。然后刮取突变株孢子, 接种种子培养

基 (葡萄糖 0.4%、酵母抽提物 0.4%、麦芽抽提物 1.0%、

碳酸钙 0.2%, pH 7.0～7.2; 250 mL 摇瓶装量 25 mL),

250 r · min-1 摇床培养 2 天 , 转接摇瓶发酵 (大豆粉

2.0%、甘露醇 2.0%, pH 7.0～7.2; 250 mL 摇瓶装量 25

mL), 250 r·min-1摇床发酵 7天。取摇瓶发酵液, 加入 3

倍体积甲醇浸泡, 超声 30 min, 过滤取上清, 用氮吹浓

缩后, 再用 HPLC [色谱柱: Zorbax SB-C18 (5 μm, 250

mm×9.4 mm); 流动相: CH3CN/H2O (10∶90, v/v); 流速:

1.5 mL · min-1; 检测波长: 220 nm] 分析。最终发现一

株菌落形态、孢子颜色发生明显变化的抗性突变株

HS-NF-1046R, 其发酵产物 HPLC 分析图谱也发生了

明显的变化 (图3)。

2 突变菌株发酵

利福霉素抗性突变株 HS-NF-1046R 在 ISP2固体

培养基上, 28 ℃生长 8天。刮取孢子进种子 (葡萄糖

Figure 2 Key HMBC and 1H-1H COSY correlations of 1 and 2

Table 1 1H and 13C NMR spectral data for 1 and 2 (DMSO-d6, J

in Hz)

Position

1

2

3

4

4a

5

6

7

8

8a

9

10

11

1-OH

8-OH

NH2

1

δH

7.10 (br d, 7.8)

7.13 (t, 7.8)

6.99 (dd, 7.8, 1.6)

10.29 ( br s)

2.37 (m)

1.09 (t, 7.5)

9.70 (s)

7.76 (br s)

7.51 (br s)

δC

151.8, C

124.8, C

130.9, C

119.8, CH

126.7, CH

120.2, CH

170.3, C

174.4, C

29.6, CH2

10.0, CH3

2

δH

5.96 (s)

7.95 (s)

7.10 (d, 7.8)

6.47 (t, 7.8)

6.78 (d, 7.8)

1.39 (s)

1.39 (s)

9.57 (s)

δC

67.6, C

163.7, C

115.0, C

118.0, CH

116.4, CH

117.5, CH

144.4, C

136.9, C

29.3, CH3

29.3, CH3

Figure 3 HPLC figure of the the strain HS-NF-1046 and the

rifamycin resistant mutant strain HS-NF-1046R
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0.4%、酵母抽提物 0.4%、麦芽抽提物 1.0%、碳酸钙

0.2%, pH 7.0～7.2; 1000 mL 摇瓶装量 250 mL), 250

r·min-1摇床 28 ℃培养 2天。以 5%接种量进 50 L罐发

酵 (大豆粉 2.0%、甘露醇 2.0%, pH 7.0～7.2; 50 L罐装

量 30 L), 搅拌转速 200 r ·min-1, 通气量 1 000 L ·h-1, 罐

压0.05 MPa, 28 ℃发酵7天, 最后得到发酵液30 L。

3 化合物分离提取

发酵液经过滤得到菌丝体和上清液。其中, 菌丝

体用 3 L的纯化水冲洗, 冲洗液并入上清液, 然后将混

合液用Diaion HP-20树脂吸附, 并用 95%乙醇洗脱得

到乙醇洗脱液; 另外, 菌丝体用 3 L的甲醇浸泡过夜,

过滤得甲醇提取液。合并所得乙醇洗脱液和甲醇提取

液 , 在 50 ℃减压将其浓缩至 1 L, 然后用等体积的乙

酸乙酯萃取 3次得乙酸乙酯相。合并乙酸乙酯相, 并

浓缩至干得到膏状物 30 g。膏状物使用正相硅胶柱色

谱 (100～200目), 以石油醚/丙酮 (10∶0～60∶40) 梯度

洗脱, 分别收集流分。各流分经薄层色谱检测, 合并得

到 4 个组分 (Fr.1～Fr.4)。组分 Fr.3 用半制备高压液

相进行反相色谱分离 [(洗脱剂: CH3CN-H2O, 10∶90,

v/v), 流速: 1.5 mL ·min-1, 检测波长: 220 nm)], 得到化

合物 1 (tR 17 min, 6.4 mg)。组分 Fr.4以上述相同的液

相条件进行分离 , 得到化合物 2 (tR 27.8 min, 9.2 mg)

和化合物 3 (tR 26.1 min, 30.2 mg), 其中化合物 3 对应

于HPLC谱图上约26 min处的新峰。

4 结构鉴定

化合物 1 白色粉末; UV (EtOH) λmax (log ε): 217

(4.36)、304 (3.50) nm; [α]
25

D - 136 (c 0.03, EtOH)。 IR

(KBr) vmax: 1 666、1 578、1 548、1 398、1 296、1 260、1 189、

1 072、1 019、957 cm-1; HR-ESI-MS: m/z 209.093 1 [M+

H]+ (计算值为 209.092 1, C10H13N2O3)。
1H和 13C NMR

数据见表1。

化合物 2 白色粉末; UV (EtOH) λmax (log ε): 220

(4.14)、348 (3.17) nm; [α]
25

D - 113 (c 0.05, EtOH)。 IR

(KBr) vmax: 3 356、1 644、1 574、1 517、1 419、1 265、1 204、

1 073、1 011、950 cm-1; HR-ESI-MS: m/z 193.096 8 [M+

H]+ (计算值为 193.097 2, C10H13N2O2)。
1H和 13C NMR

数据见表1。

5 化合物抗肿瘤活性测定

采用SRB法[20]评价新化合物对人肺癌细胞A549、

人肝癌细胞HepG2、人结肠癌细胞HCT-116和白血病

细胞K562的细胞毒活性, 结果显示, 化合物 1和 2对所

有细胞的 IC50值均大于 100 μmol · L-1, 无明显的细胞

毒性。

本研究表明通过利福霉素抗性筛选可以激活非常

规的或处于沉默状态的次级代谢通路, 使突变株产生

新的次级代谢产物, 有利于对已有的微生物资源进行

深入挖掘。
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