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利迪链霉菌 A02抗真菌活性产物的分离和结构鉴定 

隋勤 1,2, 刘伟成 1, 卢彩鸽 1, 刘霆 1, 裘季燕 1, 刘学敏 2 
1 北京市农林科学院植物保护环境保护研究所, 北京 100097 
2 东北农业大学植保系, 哈尔滨 150030 

摘  要: 利迪链霉菌 A02 是从京郊森林土壤中分离筛选出的植物病原真菌高效拮抗菌株。为了明确其抑菌活性的物质

基础, 利用大孔树脂和硅胶吸附柱层析、HPLC 循环制备分离等方法, 从菌株 A02 发酵液中分离获得了纯度达 99.845%

以上的单一组分活性化合物。经紫外光谱、高分辨质谱、红外光谱和核磁共振谱的测定和解析, 确定了该活性化合物的

分子量为 665, 分子式为 C33H47NO13, 化学结构与四烯大环内酯类抗生素纳他霉素相同。这一结果揭示了利迪链霉菌产

生抗真菌天然产物的新功能, 并为纳他霉素在植物病害生物防治中的应用开拓了新的途径。 
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Extraction and structural identification of the antifungal 
metabolite of Streptomyces lydicus A02 
Qin Sui1,2, Weicheng Liu1, Caige Lu1, Ting Liu1, Jiyan Qiu1, and Xuemin Liu2 

1 Institute of Plant and Environment Protection, Beijing Academy of Agriculture and Forestry Sciences, Beijing 100097, China 
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Abstract: We isolated a high efficient antifungal strain A02 from forest soil in a suburb of Beijing. The result of polyphasic 
taxonomy confirmed that strain A02 belongs to Streptomyces lydicus. The fermented broth of the strain presented a stable and strong 
inhibiting activity against many plant pathogenic fungi. The purpose of this study was to ascertain the substance base of the 
antifungal activity of strain A02. We extracted the antifungal metabolite of A02 by using column chromatography with X-5 
macroporous resin and 100~200 mesh silica gel respectively, and then purified it by LC-9101 recycling preparative HPLC with a 
SP-120-15 column (JAIGEL-ODS-AP). An active compound with purity over 99.845% was finally obtained. The chemical structure 
of the active compound was determined with spectroscopy methods, including ultraviolet spectrometry, infrared spectrometry, high 
resolution mass spectrometry and nuclear magnetic resonance. According to the analysis results, we identified the active compound 
as a tetraene macrolide antibiotic with the molecular weight of 665, the molecular formula C33H47NO13 and the same chemical 
structure as natamycin. Our research revealed a new biosynthetic function for S. lydicus to produce natamycin, and an expanding 
application field for natamycin to be used for the control of fungal plant diseases. 

Keywords: Streptomyces lydicus, antifungal metabolite, natamycin, pathogenic fungi 
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利迪链霉菌(Streptomyces lydicus)是重要的天然

活性产物产生菌, 其著名的代表菌株是 NRRL2433, 

在医药领域研究和应用广泛, 可产生具有广谱抗细

菌和分枝杆菌作用的利迪霉素(Lydimycin)、抗革兰

氏 阳 性 细 菌 和 分 枝 杆 菌 的 利 迪 链 菌 素

(Streptolydigin)[1]; 另有产生抗大肠杆菌(Escherichia 

coli)和肺炎克氏杆菌(Klebsiella pneumoniae)等革兰

氏阴性细菌的苹果酸氧霉素(Malioxamycin)的菌株

15748[2], 产生抗金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus 

aureus)等革兰氏阳性细菌的抗生素 Lydicamycin 的

菌株 2249-S3[3], 以及产生抗厌氧菌的多肽类抗生

素 Chandramycin 的菌株 [4]; 在植物病害防治上应

用较广的菌株是 WYEC108, 其能够定殖在植物的

根尖部位 , 主要以菌寄生方式作用于土传病害病

原菌 , 也能分泌几丁质酶(Chitinase)破坏真菌的细

胞壁 [5,6]。国内报道了菌株 23 在离体条件下对番茄

溃 疡 病 菌  (Clavibacter michiganense subsp. 

michiganense)表现出很强的拮抗作用[7]。 

本研究室从森林土壤中分离筛选出一株高效拮

抗菌 A02, 经鉴定为利迪链霉菌, 其代谢产物具有

广谱抗真菌活性 , 对果蔬作物灰霉病菌 (Botrytis 

cinerea)、小麦赤霉病菌(Fusarium graminearium)等

多种植物病原真菌和酿酒酵母 (Saccharomyces 

cerevisiae)有明显的抑制作用 , 而对供试细菌无活

性[8], 因此认为其抗菌活性不同于上述已知菌株。为

了明确利迪链霉菌A02新抗菌活性产生的物质基础, 

本研究对其代谢产物中的主要抗菌活性组分进行了

分离纯化和结构鉴定。 

1  材料和方法 

1.1  供试菌株和培养基 
利迪链霉菌 A02: 自北京远郊天然次生林土壤

中分离筛选获得, 分别保藏于中国微生物菌种保藏

管理委员会普通微生物中心(CGMCC No.1654)和北

京市农林科学院植物保护环境保护研究所生防微生

物菌种保藏室(BAAFS-IPEP No.A02); 指示菌 : 酿

酒酵母(ACCC20036)由中国农业微生物菌种保藏管

理中心提供 , 番茄灰霉病菌(Bc-T03)由本室分离自

京郊保护地番茄病株。 

固体培养基: 高氏一号琼脂和 PDA培养基参照

文献[9]的方法配制; 菌株 A02 液体种子和发酵培养

基: 同文献[8]。 

1.2  菌株 A02 发酵液的制备 
参照文献[8]的方法摇瓶发酵 96 h。 

1.3  发酵液中活性产物的粗提取 
发酵液用 3倍体积的无水乙醇预处理, 4oC静置

2 h, 以沉淀菌体、固形颗粒和可溶性粘胶状物等, 

上清液用 2 层滤纸以布氏漏斗真空抽滤, 滤液经旋

转蒸发仪在 45oC下减压浓缩, 浓缩液即为活性物质

粗提物, 4oC保存备用。 

1.4  样品抗菌活性的跟踪检测 
采用滤纸片琼脂扩散法[10]。 

1.5  粗提物的分离纯化 
1.5.1  大孔树脂吸附柱层析 

选用 40 cm×2.6 cm玻璃层析柱, X-5大孔树脂

(天津南开大学化工厂), 装柱体积为 150 mL。取粗

提物与树脂以 1:1 的体积比动态吸附, 按以下过程

进行洗脱: 2倍柱体积的无离子水洗脱去除部分色素

和水溶性杂质; 2倍柱体积的 30%甲醇洗脱去除色素; 

最后用 2 倍柱体积的 70%乙醇洗脱活性成分, 洗脱

速度为 0.5 mL/min。分管收集洗脱液, 每管 15 mL, 

分别以酿酒酵母和番茄灰霉病菌为指示菌进行活性

测定; 合并活性洗脱液, 45oC 下减压浓缩后供下一

步分离。 

1.5.2  硅胶吸附柱层析 

选用 40 cm×2.6 cm玻璃层析柱, 100~200目硅胶, 

装柱体积为 150 mL。取大孔树脂活性洗脱浓缩液上

柱进行动态吸附, 用 2~3倍柱体积的洗脱液(8:1:1的

乙醇、氨水和水, V/V)按 0.5 mL/min的流速洗脱, 分

管收集洗脱液, 每管 5 mL。活性检测后合并活性洗

脱液, 45oC真空减压浓缩备用。 

1.5.3  制备型 HPLC分离纯化 

采用日本分析工业株式会社 LC-9101 型循环制

备 HPLC, JAIGEL-ODS-AP型 SP-120-15制备柱。 

取硅胶柱层析活性洗脱浓缩液, 用 0.45 μm 微

孔滤器过滤, 自动进样器进样, 每次进样量 6 mL; 

以 7:3的甲醇和水(V/V)为流动相, 2 mL/min 的泵流

速进行循环分离, 利用 UV检测器在波长 305 nm处

检测并自动形成分离图谱, 分别收集图谱中各曲线

峰所对应的洗脱液并进行活性检测; 活性洗脱液再

以 3 mL/min 的泵流速相继分离 2 次 , 真空浓缩   

干燥。 
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1.5.4  样品的纯度验证 

取少量纯样品溶于 70%甲醇水溶液, 利用岛津

分析型 HPLC, 以甲醇和水为流动相进行梯度洗脱。

色谱条件为: C18反相柱, 柱温 30oC, UV检测器, 检

测波长为 305 nm, SIL-10ADVP 自动进样器进样  

10 μL, 以 1 mL/min的流速洗脱 60 min。 

1.6  纯样品溶解度和抑菌活性的测定 
按国家药典规定的标准和方法[11]进行溶解度试

验行; 采用MTT比色法[12]和菌丝生长速率抑制法[8]分

别测定对酿酒酵母和番茄灰霉病菌的抑菌活性, 观察

最低抑菌浓度(MIC), 并利用统计分析软件 SPSS 对供

试样品浓度的对数值和抑菌率对应的机率值进行回归

分析, 建立毒力回归方程, 计算抑制中浓度(IC50)。 

1.7  化学结构的鉴定 
1.7.1  紫外光谱测定 

纯化样品溶于 70%甲醇水溶液, 用日立UV-VIS 

3010 紫外可见分光光度计在 190~400 nm 波长范围

内进行全波长扫描。 

1.7.2  高分辨质谱测定 

采用德国 Bruker公司超高分辨傅立叶变换质谱

仪(9.4T Apex Q-FT-MS), 以 ESI法测定。检出模式: 

正、负离子检测; 质谱条件: 毛细管电压 4 kV, 离

子源温度 180°C, 扫描范围(m/z) 300~2000, 泵流速

1.5 mL/min。数据分析软件为 Bruker Daltonics Data 

Analysis 3.4。 

1.7.3  红外光谱测定 

采用德国 Bruker 公司 TENSOR 27 傅立叶红外

光谱仪, 以 KBr 压片法进行 400~4000 cm−1区域扫

描。 

1.7.4  核磁共振谱测定 

采用德国 Bruker公司 AVANCE DRX-500核磁

共振谱仪, 以氘代二甲基甲酰胺为溶剂, 四甲基硅

烷为内标, 进行氢谱(1H-NMR)、碳谱(13C-NMR)及异

核多键相关谱(HMBC)等的测定。 

2  结果和分析 

2.1  发酵液及其粗提物抑菌活性 
摇瓶发酵液经 0.45 μm 的无菌微孔滤膜过滤除

菌, 滤纸片琼脂扩散法进行活性测定, 结果其对酿

酒酵母和番茄灰霉病菌的抑菌圈直径分别达

(32.03±0.30) mm和(47.07±0.45) mm, 表明已有大量

的活性产物积累; 发酵液浓缩 20 倍后获得粗提物, 

取少量稀释至原浓度检测活性, 其抑菌作用与浓缩

前基本一致。 

2.2  活性产物的分离纯化 
大孔树脂吸附分离结果表明, 活性洗脱液集中

在第 48~56 管(自 4.8 倍柱体积至 5.6 倍柱体积之间

的 70%乙醇洗脱液); 合并活性部分, 浓缩后经硅胶

吸附柱层析, 洗脱液中的活性组分集中在第 7~36管

(自 0.23倍柱体积至 1.2倍柱体积之间的洗脱液); 硅

胶层析活性洗脱浓缩液的第一次 HPLC 分离共检测

到 30个峰, 其中保留时间为 57.866 min的强吸收峰

为活性峰, 其相对峰面积为 35.121%; 第 2次分离检

测到 6个峰, 保留时间为 41.699 min的峰为活性峰, 

其相对峰面积为 97.020%; 第 3 次分离检测到保留

时间为 39.766 min的活性峰(图 1), 通过峰面积计算

其纯度达 99.845%以上; 收集此活性峰洗脱液, 真

空浓缩干燥后得乳白色至淡黄色粉末状纯化样品。

经分析型 HPLC 纯度验证, 洗脱曲线为单一的峰, 

说明其为单一组分化合物, 纯度达到化学结构测定

的要求。 

 
图 1  菌株 A02 活性产物的最终 HPLC 分离图谱 
Fig. 1 HPLC spectrum for the final separation of the active 
compound of strain A02. 
 
2.3  纯化样品的溶解特性和抑菌活性 

溶解度试验结果表明, A02 抗菌活性产物纯样

品溶解于甲醇、二甲基亚砜、二甲基甲酰胺和冰醋

酸; 略溶于丙二醇、正丁醇; 极微溶解于乙醇; 几乎

不溶于水。 

MTT法测定了 0.03125、0.0625、0.125、0.25、

0.5、1.0、2.0、4.0、8.0、16.0 μg/mL 共 10 个浓度

的纯样品对酿酒酵母ACCC20036的抑菌活性, 结果
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显示浓度为 1.0 μg/mL 的样品能够完全抑制酿酒酵

母的细胞增殖, 浓度再低则有活细胞检出, 表明其

MIC 为 1.0 μg/mL; 回归分析得抑菌率机率值(Y)对

样品浓度对数值(X)的毒力方程为: Y=8.161+3.616X 

(R2=0.968), 由此计算出 IC50为 0.1336 μg/mL。 

测定了 0.625、1.25、2.5、5.0、10.0、20.0、40.0、
80.0 μg/mL 共 8 个浓度的样品对番茄灰霉病菌
Bc-T03的抑菌活性, 观测其 MIC为 10.0 μg/mL; 回
归分析得其毒力方程为: Y=3.488+4.619X (R2=0.952), 
计算得其 IC50为 2.1249 μg/mL。 

2.4  化学结构解析 
2.4.1  紫外吸收光谱 

菌株 A02活性产物紫外扫描图谱中有 3个明显
的吸收峰 , 分别位于波长 291 nm、304.4 nm 和  
319.4 nm 处, 推测其结构中有共轭发色基团存在; 
其三分叉的笔架形吸收峰及其位置表现出四烯类抗

生素的特征性紫外吸收谱型[13]。 
2.4.2  高分辨质谱 

A02 活性产物的质谱图中, 采用正离子检测方

式检测到加合离子[M+Na]+峰 m/z 688.2937, 计算值

为 688.2940(图 2); 负离子检测方式检测到准分子离

子[M-H]+峰m/z 664.2975, 计算值为 664.2975(图 3)。

据此确定了该抗菌化合物的分子量为 665, 并解析

出其分子式为 C33H47NO13; 由分子式计算出该化合

物的不饱和度为 11, 表明其分子结构中含有多个不

饱和键与环等。 

2.4.3  红外吸收光谱 

菌株 A02 活性产物的红外光谱如图 4 所示, 在

其特征频率区波数 3416.78 cm−1处有宽的强吸收峰, 

为 O-H 的伸缩振动 , 指纹区 1108.10 cm−1 和

1004.43cm−1处有 C-O伸缩振动吸收峰, 说明分子结

构中有醇羟基; 3288.23 cm−1处有 N-H的伸缩振动吸

收峰 , 1571.44 cm−1 处为 N-H 变形振动吸收峰 , 

1267.65 cm−1处有 C-N 伸缩振动吸收峰, 分子中应

该有氨基; 3017.23 cm−1 处应为=CH−伸缩振动吸收

峰, 1634.40 cm−1表现为 C=C伸缩振动(共轭)吸收峰, 

显示分子内有共轭烯类结构 ; 2980.27 cm−1 和

2940.44 cm−1是烷烃 C-H伸缩振动峰, 1400.21应为

−CH3 变形振动吸收峰; 1715.38 cm−1 表现为典型的

C=O 伸缩振动强吸收, 3400~2400 区间有 O-H 的伸

缩振动, 1233.35 cm−1、1190.63 cm−1和 1171.40 cm−1

处为 C-O和 C-O-C伸缩振动峰, 推断分子中具有羧

基、酮类或酯类结构。 

 

图 2  菌株 A02 活性产物的高分辨正离子质谱图 
Fig. 2  High resolution mass spectrum (positive ion) of the active compound of strain A02. 
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图 3  菌株 A02 活性产物的高分辨负离子质谱图 
Fig. 3  High resolution mass spectrum (negative ion) of the active compound of strain A02. 

 

图 4  菌株 A02 活性产物的红外吸收光谱 
Fig. 4  IR spectrum of the active compound of strain A02. 
 
2.4.4  核磁共振谱 

参照菌株 A02活性产物的分子式和不饱和度等
已获得的信息, 对其 1H-NMR谱和 13C-NMR谱中各
峰和 HMBC谱中 1H-13C相关信息进行分析归属, 结
果列于表 1。 

2.4.5  化学结构确定 

综合分析上述实验数据, 推断菌株 A02 所产生
的主要抗真菌活性组分的主体结构为四烯大环内酯, 
化学结构式如图 5 所示。该结构与文献报道的纳他

霉素结构相同[14,15]。 

3  讨论 

目前已知的抗生素有 5 0 %以上是由链霉菌
(Streptomyces spp.)产生的[16], 纳他霉素亦从纳塔尔
链霉菌(S. natalensis)中首次分离获得, 迄今未见有
利迪链霉菌产生纳他霉素的报道。本研究结果表明

菌株 A02主要抗真菌活性组分的化学结构与纳他霉
素相同, 其溶解特性和抗菌活性也与纳他霉素一致, 
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表 1  菌株 A02 活性产物 1H-NMR、13C-NMR 和 HMBC 谱峰的归属 
Table 1  Assignments of the peaks in the 1H-NMR, 13C-NMR and HMBC spectra of the active compound of strain A02 

Position δH (J in Hz) δC, multiplicity HMBC (H → C#) 
1  165.2, qC  
2 6.18, s 125.1, CH 1, 3, 4 
3 6.39, d (7.5) 145.4, CH 1, 2, 4, 5 
4 3.30, d (6.5) 54.4, CH 2, 3, 5, 6 
5 2.89, d (6.5) 58.8, CH 4, 6, 7 
6a 1.30, m 
6b 2.10, m 

41.8, CH2  

7 4.39, br 66.5, CH  
8a 1.30, m  
8b 2.01, m 

45.1, CH2  
9  96.7, qC  
10a 1.59, br  
10b 2.45, br 

37.7, CH2  
11 4.30, br 66.1, CH  
12 2.01, br 60.3, CH  
13 4.10, br 69.2, CH  
14a 1.59, m  
14b 1.73, m 

47.6, CH2  
15 4.52, s 75.3, CH  
16 6.12, br 129.2, CH 17, 18 
17 6.10, s 137.2, CH 15, 16, 18, 19 
18 6.25, s 132.8, CH 16, 20 
19 6.61, br 134.4, CH 20, 21 
20 6.41, br 132.1, CH 21, 22 
21 6.41, br 131.9, CH 22, 23 
22 6.18, br 136.4, CH 20, 21, 23, 24 
23 5.69, s 128.9, CH 21, 24, 25 
24a 2.27, br 
24b 2.44, br 

39.9, CH2 22, 23, 25, 26 

25 4.74, m 71.2, CH  
26 1.32, d (5.5) 20.4, CH3  
27  178.6, qC  
1′ 4.74, br 97.8, CH  
2′ 4.39, m  67.3, CH  
3′ 3.15, br 57.4, CH  
4′ 3.35, br 70.3, CH  
5′ 3.40, br 73.5, CH  
6′ 1.28, d (12.0) 18.1, CH3 4′, 5′ 

 
图 5  菌株 A02 活性产物的化学结构式 
Fig. 5  Chemical structure of the active compound of strain A02. 
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因此可以确定 A02代谢产物的主要抗菌成分为纳他

霉素。这一结果揭示了利迪链霉菌产生抗真菌天然

产物的新功能。 

纳他霉素为广谱抗真菌天然药物, 据报道对几

乎所有的霉菌和酵母菌均具很强的抑制作用, 最低

抑菌浓度一般小于 15 μg/mL, 且不易引起靶标真菌

形成抗性, 对哺乳动物无毒, 无诱导突变、致畸、致

癌作用和过敏反应[17], 具有低剂量、高效率、抗菌

作用时间长等特点, 是一种高效、安全的天然生物

性食品防腐剂和医用抗真菌剂, 目前已在 30多个国

家广泛应用; 但对植物病害的防治尚缺乏系统的研

究和应用。本研究阐明了菌株 A02主要抗菌活性物

质的化学结构 , 结合前期对其抗菌作用的实验结 

果 [8], 说明纳他霉素能够有效地抑制多种植物病原

真菌, 这为利迪链霉菌及纳他霉素在植物病害生物

防治中的应用开拓了新的途径。对该菌株进行进一

步的菌种选育、发酵及制剂加工工艺优化, 有望开

发出高效、低毒、环境友好的农用杀菌剂, 为植物

真菌病害, 尤其是有机果蔬病害的防治及果品保鲜

提供良好的替代产品。 
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