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研究报告 

雷公藤植物内生Micromonospora sp. M66 生产的 
一组吲哚生物碱 
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摘  要：【目的】研究稀有放线菌——雷公藤内生小单孢菌(Micromonospora sp. M66)的次级代谢

产物，为微生物药物或农用生物制剂开发提供结构多样的化合物资源。【方法】利用薄层层析、

正(反)相硅胶柱层析、凝胶层析、液相色谱等技术对 M66 菌株中次级代谢产物进行分离纯化，利

用波谱技术对化合物进行结构鉴定。【结果】最终分离纯化了 7 个单体化合物，结合质谱与核磁

技术对这 7 个化合物进行了结构解析和鉴定，它们属于一组吲哚生物碱。化合物 2 是重要的植物

生长调节剂，化合物 3 对淋巴细胞性白血病细胞 P388、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母的增殖有抑制

作用，化合物 6 对金黄色葡萄球菌有很好的抑制作用。【结论】化合物 3-7 首次从小单胞菌中鉴

定出来，表明该小单孢菌具有较强的利用吲哚或色氨酸合成次级代谢产物的能力和挖掘生物碱类

药物的潜力。 
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Indole alkaloids from endophytic Micromonospora sp. M66 of 
Tripterygium wilfordii Hook. f. 

XIE Meng1  XIONG Zi-Jun2  ZHAO Li-Xing2  DENG Zi-Xin1  LIN Shuang-Jun1* 
(1. State Key Laboratory of Microbial Metabolism, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China) 

(2. Yunnan Institute of Microbiology, Yunnan University, Kunming, Yunnan 650091, China) 

Abstract: [Objective] We studied secondary metabolites of endophytic Micromonospora sp. M66 of 
Tripterygium wilfordii Hook. f., a rare actinomycete, provide structurally diverse compounds for 
microbial drugs and pesticides development. [Methods] Combining thin-layer chromatography, silica 
gel column chromatography, gel chromatography and semi-preparative high-performance liquid 
chromatography, we purified the secondary metabolites from Micromonospora sp. M66. By using the 
spectroscopic techniques, we elucidated their chemical structures. [Results] Seven compounds were 
purified and their chemical structures were elucidated through spectroscopic analysis including mass 
spectroscopies and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopies. These 7 compounds were a set 
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of indole alkaloids derived from tryptophan or indole. Compound 2 was an important plant growth 
regulator. Compound 3 showed a notable growth inhibition of lymphocytic leukemia cell P388, 
Bacillus subtillis and Saccharomyces cerevisiae, whereas compound 6 exhibited a significant inhibiting 
activity against Staphylococcus aureus. [Conclusion] Compounds from the bacteria of the genus of 
Micromonospora produce indole alkaloid-like secondary metabolites by using indole or tryptophan as a 
starting material and have potential as new alkaloid-like drugs. 

Keywords: Actinomycetes, Micromonospora sp., Secondary metabolites, Indole alkaloids, Tryptophan 

微生物次级代谢产物作为天然产物的重要组

成部分，在医药、抗生素和农用药物的研究与开发

中发挥着重要作用。以链霉菌为主体的放线菌是微

生物药物的主要生产者，然而，近年来从链霉菌中

筛选和分离鉴定的新化合物越来越少，严重制约了

微生物药物研究。因此，人们逐渐把目光投向了以

小单孢菌为代表的稀有放线菌。小单孢菌科作为稀

有放线菌中产生活性物质最多的一个科，产生的活

性化合物占到稀有放线菌所产生化合物总量的约

40%，至今已有 750 多个生物活性化合物成功地从

小单孢菌中分离鉴定出来，这些次级代谢产物的生

物活性十分多样，包括抗细菌活性、抗真菌活性和

抗肿瘤活性等[1]。近二十年来，小单孢菌的次级代

谢产物中新抗生素的发现数量已经超越链霉菌，使

得其已然成为放线菌中最具生产力的活性天然产

物产生菌[2]。 
小单孢菌产生的生物活性化合物主要是抗生

素，包含以下几种类型：氨基糖苷类、大环内酯类、

安莎类、蒽环类、多环呫吨酮和醌类、烯二炔类等。

(1) 氨基糖苷类：庆大霉素是从小单孢菌中鉴定的

第一个氨基糖苷类抗生素，由此拉开了小单孢菌活

性物质研究的序幕[3]。1970 年，Weinstein 等发现一

株小单孢菌 Micromonospora zionensis 能够产生西

索米星，它同样属于氨基糖苷类抗生素且化学结构

和抗菌谱与庆大霉素类似，但对绿脓杆菌抗性相对

更强[4]。(2) 大环内酯类：红霉素是临床上经常使

用 的 大 环 内 酯 类 抗 生 素 ， 在 小 单 孢 菌

Micromonospora megalomicea 中分离得到红霉素 B
具有十分重要的意义，因为这是首次从链霉菌之外

的微生物中分离得到该类抗生素，有力地证实了小 

单孢菌产生抗生素等生物活性物质的巨大潜力[5]。

(3) 安莎类：安莎类抗生素分为卤霉素和利福霉素

两个亚类，而能够产生这两类抗生素的小单孢菌菌

株均已被报道[6]。(4) 蒽环类：Micromonomycin 是

从小单孢菌中分离得到的蒽环类抗生素，具备较强

的抗金黄色葡萄球菌和抗肺炎链球菌活性，对真菌

也有一定的杀灭作用[7]。另一种报道的蒽环类抗生

素 Dynemicins 分 离 自 茶 新 那 小 单 孢 菌

(Micromonospora chersina)，其抗肿瘤活性很强且毒

性较小，具有较好的药物开发前景[8]。(5) 多环呫

吨酮和醌类：从小单孢菌 Micromonospora sp. Tü 

6 368. I.分离得到的多环呫吨酮类抗生素 Retymicin

也具有很好的抗肿瘤活性，特别是对胃癌细胞和肝

癌细胞的生长抑制作用比较明显[9]。而醌环类抗生

素 Kosinostatin 分离自菌株 Micromonospora sp. 

TP-A0 468，能够抑制 21 种人类癌细胞的生长[10]。

(6) 烯二炔类：Calicheamicin 是一种结构新颖的烯

二炔类抗生素，最初由 CYANAMID 公司的科学家

在 1987 年 分 离 自 棘 孢 小 单 孢 菌 亚 种

Micromonospora echinospora subsp. calichensis，其

抗肿瘤活性大约是 Doxorubicin 的 4 000 倍，抗肿瘤

疗效明显，经过多年的研究，已在 2000 年作为药

物成功上市[11]。 

为了获取更多的结构多样的次级代谢产物，本

文选取一株稀有放线菌——小单孢菌 M66，以

HPLC-MS 技术指导代谢产物的分离纯化过程，从

中分离鉴定了 7 个吲哚生物碱类次级代谢产物，为

新型微生物药物和农业生物制剂开发提供了有益

信息。 
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1  材料与方法 
1.1  菌株和培养基 

菌株 M66 分离自云南特有的药用植物雷公滕

Tripterygium wilfordii Hook. f.的根，经 16S rRNA 基

因和形态鉴定为 Micromonospora sp.，编号为 M66。
Bennet 培养基(g/L)[12]；种子培养基(g/L)：淀粉 20.0，

葡萄糖 5.0，酵母提取物 5.0，胰蛋白胨 5.0，
MgSO4•7H2O 0.5，CaCO3 0.5，pH 7.2；发酵培养

基(g/L)：糊精 35.0，豆粉 20.0，葡萄糖 10.0，胰蛋

白胨 10.0，MgSO4•7H2O 0.5，CaCO3 1.0，pH 7.2。 

1.2  主要试剂和仪器 
试剂：丙酮、氯仿、二氯甲烷，国药集团化学

试剂公司；甲醇、石油醚、乙酸乙酯，上海凌峰试

剂公司；氘代试剂，Cambridge Isotope Laboratory；

HPLC 级试剂，Hipure Chem；柱层析硅胶、硅胶

GF254 薄层层析高效板，青岛海洋化工厂；C18 反

相层析硅胶(50−75 μm)，YMC*GEL；Sephadex 

LH-20，GE Healthcare。 

仪器：旋转蒸发仪，Buchi (荷兰)；Innova 44

摇床，New Brunswick Scientific (美国)；HPLC，

LC-MS，Agilent 1260 Infinity (德国)；分析色谱柱

ZORBAX SB-C18 (5 μm ， 4.6 mm×150 mm) ，

Agilent，半制备色谱柱 ZORBAX ODS (5 μm，

9.4 mm×250 mm)，Agilent；500M 核磁共振仪，

Bruker (德国)。 

1.3  菌株的培养及发酵 
将菌种划线接种于 Bennet 平板，在 30 °C 培养

3 d，刮取 1 cm2 的菌落，接种于 50 mL 种子培养基，

30 °C、200 r/min 摇床培养 2 d。取种子液，5%接种

量接种到 500 mL 发酵培养基中，30 °C、200 r/min

摇床培养 7 d。 

1.4  次级代谢产物的提取 
对小单孢菌 M66 进行大批量发酵，共 40 L。

将收集到的发酵液先经过 6 000 r/min 离心 20 min，
合并上清液。随后用等体积乙酸乙酯反复萃取 3 次，

将萃取后的有机相于 30 °C 减压蒸馏，除去有机溶

剂，得到粗产物。 
1.5  次级代谢产物分离及纯化 

使用正相硅胶柱对粗产物进行粗分。分离条件

为石油醚:乙酸乙酯=10:1、石油醚:乙酸乙酯=5:1、
石油醚:乙酸乙酯=2:1、石油醚:乙酸乙酯=1:2、乙酸

乙酯、乙酸乙酯:甲醇=10:1、乙酸乙酯:甲醇=5:1、
乙酸乙酯:甲醇=1:1、甲醇。收集洗脱液，采用薄层

层析进行样品分析，最终合并为 FR1−FR16 (FR：

Fraction)共 16 个组分。 
对组分 FR7 进行反相硅胶吸附柱色谱分离，用

甲醇-水进行梯度洗脱，甲醇浓度依次为 10%、30%、

50%、70%和 100%，收集洗脱液用 HPLC 检测，合

并得到 FR7A、FR7B 和 FR7C 三个组分。再对 FR7A
组分用 Sephadex LH-20 柱色谱进行分离，甲醇作流

动相，HPLC 检测并合并，得到组分 FR7A1 和化合

物 6。之后，对 FR7A1 组分用半制备型 HPLC 进行

分离制备，得到化合物 1 和化合物 2。 
对组分 FR8 用 Sephadex LH-20 柱色谱进行分

离，甲醇作流动相，HPLC 检测并合并得到组分

FR8A、组分 FR8B 和化合物 7。之后，对 FR8B 组

分用半制备型 HPLC 进行分离制备，得到化合物 3
和化合物 5。 

对组分 FR9 用 Sephadex LH-20 柱色谱进行分

离，甲醇作流动相，得到化合物 4。 
最终得到化合物 1 (15 mg)，化合物 2 (10 mg)，

化合物3 (10 mg)，化合物4 (25 mg)，化合物5 (10 mg)，
化合物 6 (20 mg)，化合物 7 (15 mg) (图 1、2)。 

2  结构鉴定 

化合物 1 为淡黄色粉末，易溶于甲醇和二甲基

亚砜，微溶于氯仿。紫外吸收如图 3 所示。对化合

物 1 进行液-质(LC-MS)分析，结果显示其准分子离

子峰 (m/z) 为 146.062 7 [M+H]+ ，其分子式为

C9H8NO+，理论分子量为 146.060 0。将化合物 1 溶

解于 0.6 mL 的氘代甲醇中，进行核磁共振谱(NMR)
分析，以 TMS (Tetramethylsilane)为内标。根据其 1H 
NMR 谱图(图 4)和高分辨质谱，确定该化合物为已 
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图 1  化合物 1−7 的化学结构 

Figure 1  The chemical structures of compounds 1−7 
 

 
 

图 2  化合物 1−7 的 HPLC 色谱图  
Figure 2  HPLC chromatograms of compounds 1−7 
注：HPLC 分析条件：乙腈 30%−100% (0−30 min). 
Note: HPLC analysis condition: ACN 30%−100% (0−30 min). 
 
知化合物 1H-Indole-3-carboxaldehyde，是重要的化

学合成中间体。1H NMR (500 MHz，CD3OD)：δ 9.89 

(s，1H)，8.16 (d，7.5 Hz，1H)，8.09 (s，1H)，7.47 

(d，7.5 Hz，1H)，7.27 (td，7.0，1.0 Hz，1H)，7.23 

(td，7.5，1.0 Hz，1H)。 

化合物 2 是淡黄色粉末，易溶于甲醇和二甲基

亚砜，微溶于氯仿。其与化合物 1 的紫外吸收相似，

HPLC 分析的出峰时间在 6.5 min 左右(图 2)。对化

合物 2 进行液-质(LC-MS)分析，结果显示其准分子

离子峰 (m/z)为 176.072 0 [M+H]+，其分子式为

C10H10NO2
+，理论分子量为 176.070 6。将化合物 2

溶解于 0.6 mL 的氘代甲醇中，进行核磁共振谱

(NMR)分析，以 TMS 为内标。其 1H NMR 图谱(图
5)和高分辨质谱表明，该化合物为已知化合物

1H-Indole-3-acetic acid 。 1H NMR (500 MHz ，

CD3OD)：δ 7.57 (d，8.0 Hz，1H)，7.30 (d，8.5 Hz，
1H)，7.14 (s，1H)，7.06 (td，8.0，1.0 Hz，1H)，6.97 
(td，8.0，1.0 Hz，1H)，3.65 (s，2H)。 

化合物 3 是淡黄色粉末，易溶于甲醇和二甲基

亚砜，微溶于氯仿。其与化合物 1 和 2 的紫外吸收

相似，HPLC 分析的出峰时间在 15 min 左右(图 2)。

对化合物 3 进行液-质(LC-MS)分析，其准分子离子

峰 (m/z) 为 176.071 0 [M+H]+ ， 其 分 子 式 为

C10H10NO2
+，理论分子量为 176.070 6，与化合物 2

的分子量完全相同，那么它们属于同分异构体。将

化合物 3 溶解于 0.6 mL 的氘代甲醇中，进行核磁共

振谱(NMR)分析，以 TMS 为内标。比较化合物 3

的 1H NMR 谱图(图 6)与化合物 2 的 1H NMR 谱图，

尽管芳香氢的化学位移不同，但是裂分方式是相同

的，可见均是 3-位取代的吲哚环；二者均含有一个

CH2 单元，而化合物 3 的 CH2 出现在δH 4.73 (s)，表

明这个 CH2 与氧相连。结合高分辨质谱，推测该化

合物为已知化合物 3-Hydroxyacetyl-indole。1H NMR 

(500 MHz，CD3OD)：δ 8.22 (dd，7.5，1.5 Hz，1H)，

8.19 (s，1H)，7.45 (dd，7.0，1.5 Hz，1H)，7.24 (td，

7.5，1.0 Hz，1H)，7.21 (td，7.5，1.5 Hz，1H)，

4.74 (s，2H)。 

化合物 4 是淡黄色粉末，微溶于甲醇，易溶于 
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图 3  代表性化合物 1、5、6、7 的紫外吸收光谱 

Figure 3  UV absorbance spectra of compounds 1, 5, 6, 7 
 

 
 

图 4  化合物 1 的核磁共振氢谱(500 MHz，CD3OD) 
Figure 4  The 1H NMR of compound 1 (500 MHz, CD3OD) 

 

 
 

图 5  化合物 2 的核磁共振氢谱(500 MHz，CD3OD) 
Figure 5  The 1H NMR of compound 2 (500 MHz, CD3OD) 
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氯仿。与化合物 1、2 和 3 的紫外吸收相似，HPLC
分析的出峰时间在 14 min 左右(图 2)。对化合物 4

进行液-质(LC-MS)分析，其准分子离子峰(m/z)为
190.085 9 [M-H]−，其分子式为 C11H12NO2

−，理论分

子量为 190.087 4。将化合物 4 溶解于 0.6 mL 的氘

代氯仿中，进行核磁共振谱(NMR)分析，以 TMS

为内标。利用核磁共振光谱数据如 1H NMR (图 7)、
13C NMR、HMBC、HMQC 和 COSY 谱鉴定该化合

物为已知化合物 3-(2,3-Dihydroxypropyl) indole。1H 
NMR (500 MHz，CDCl3)：δ 8.06 (brs，1H)，7.62 (d，

8.0 Hz，1H)，7.38 (d，8.0 Hz，1H)，7.22 (td，8.0，
1.0 Hz，1H)，7.14 (td，7.5，0.5 Hz，1H)，7.10 (d，

2.0 Hz，1H)，4.07 (m，1H)，3.76 (dd，11.0，3.5 Hz，

1H)，3.59 (dd，11.0，7.0 Hz，1H)，3.00 (dd，9.5，

5.0 Hz，1H)，2.92 (dd，9.5，8.0 Hz，1H)。13C NMR 

(125 MHz，CDCl3)：δ 136.6，127.7，123.0，122.5，

119.8，119.0，111.7，111.4，72.0，66.5，29.5。 

化合物 5 是淡黄色粉末，易溶于甲醇和二甲基

亚砜。紫外吸收略不同于以上 4 个化合物的紫外吸

收图谱，如图 1 所示。对化合物 5 进行液-质谱

(LC-MS)分析，结果显示其准分子离子峰(m/z)为

211.044 0 [M+Na]+，其分子式为 C10H8N2NaO2
+，理

论分子量为 211.047 8。将化合物 5 溶解于 0.6 mL

的氘代甲醇中，进行核磁共振谱(NMR)分析，以

TMS 为内标。根据其 1H NMR (图 8)、13C NMR 谱

和高分辨质谱数据，确定该化合物为已知化合

物 N-(1H-Indol-3-yl)-2-oxo-acetamide。1H NMR 
(500 MHz，CD3OD)：δ 8.72 (s，1H)，8.30 (dd，7.0，

1.0 Hz，1H)，7.47 (dd，7.0，2.0 Hz，1H)，7.27 (td，
7.5，2.0 Hz，1H)，7.24 (td，7.5，1.5 Hz，1H)。13C 

NMR (125 MHz，CD3OD)：δ 183.4，168.6，139.8，
138.3，128.2，125.1，124.1，123.3，114.3，113.4。 

化合物 6 是淡黄色粉末，易溶于氯仿和二甲基

亚砜。紫外吸收图谱见图 1。对化合物 6 进行液-质

(LC-MS)分析，结果显示其准分子离子峰(m/z)为
224.122 6 [M+H]+，其分子式为 C14H14N3

+，理论分

子量为 224.118 2。将化合物 6 溶解于 0.6 mL 的氘

代氯仿中，进行核磁共振光谱(NMR)分析，以 TMS

为内标。根据 1H NMR (图 9)、13C NMR、HMBC、

HMQC 和 COSY 谱，鉴定该化合物为已知化合物

1H-Indole，3-[(5-methyl-2-pyrazinyl)methyl]，是 2013

年从一株深海稀有放线菌 Serinicoccus profundi sp. 

nov.分离鉴定的[13]。1H NMR (500 MHz，CDCl3)：δ 

8.27 (d，3.5 Hz，2H)，8.09 (brs，1H)，7.56 (d，8.0 

Hz，1H)，7.36 (d，8.0 Hz，1H)，7.19 (t，8.0 Hz，

1H)，7.09 (t，7.5 Hz，1H)，7.07 (d，1.5 Hz，1H)，

4.28 (s，2H)，2.56 (s，3H)。13C NMR (125 MHz，

CDCl3)：δ 155.6，152.9，142.0，141.6，136.6，127.4，  

 

 
 

图 6  化合物 3 的核磁共振氢谱(500 MHz，CD3OD) 
Figure 6  The 1H NMR of compound 3 (500 MHz, CD3OD) 
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图 7  化合物 4 的核磁共振氢谱(500 MHz，CDCl3) 
Figure 7  The 1H NMR of compound 4 (500 MHz, CDCl3) 

 

 
 

图 8  化合物 5 的核磁共振氢谱(500 MHz，CD3OD) 
Figure 8  The 1H NMR of compound 5 (500 MHz, CD3OD) 

 
 

图 9  化合物 6 的核磁共振氢谱(500 MHz，CDCl3) 
Figure 9  The 1H NMR of compound 6 (500 MHz, CDCl3) 
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图 10  化合物 7 的核磁共振氢谱(500 MHz，DMSO-d6) 
Figure 10  The 1H NMR of compound 7 (500 MHz, DMSO-d6) 

 
122.7，122.4，119.8，119.2，113.1，111.3，32.2，

21.7。此外，一些结构类似的化合物被报道从微生

物中分离鉴定或通过化学合成方法合成出来[14-15]。 

化合物 7 是淡黄色粉末，微溶于甲醇和氯仿，

易溶于二甲基亚砜。紫外吸收如图 1 所示。对化合

物 7 进行液-质谱(LC-MS)分析，结果显示其准分子

离子峰 (m/z)为 339.159 8 [M+H]+，其分子式为

C22H15N4
+，理论分子量为 339.160 4。将化合物 7

溶解于 0.6 mL 的氘代二甲基亚砜中，进行核磁共振

谱(NMR)分析，以 TMS 为内标。根据 1H NMR (图

10)、13C NMR 谱和高分辨质谱数据，确认该化合

物 为 已 知 化 合 物 1H-Indole ，

3,3'-[2,5-pyrazinediylbis(methylene)]bis- 。 1H NMR 

(500 MHz，DMSO-d6)：δ 10.86 (brs，1H)，8.45 (s，

1H)，7.45 (d，8.0 Hz，1H)，7.32 (d，8.0 Hz，1H)，

7.18 (d，2.5 Hz，1H)，7.04 (td，7.5，0.5 Hz，1H)，

6.92 (td，7.5，0.5 Hz，1H)，4.16 (s，2H)。13C NMR 

(125 MHz，DMSO-d6)：δ 153.7，142.9，136.2，126.8，
123.4，121.0，118.4，118.4，111.6，111.4，30.8。 

3  讨论 

通过上述结构鉴定可知，化合物 1−7 均为吲哚

衍生物，其中化合物 1−5 都具有一个吲哚环和一个

3 位上取代的不同支链，化合物 6 和 7 是吲哚-吡嗪

衍生物，从生源上推测这些化合物均可能来源于色

氨酸的代谢途径产生的中间体或者色氨酸与其他

化合物形成的衍生物。其中，化合物 2 是重要的植

物生长调节剂，在植物体内，一般由色氨酸合成；

在一些植物根际微生物中，也发现了能够产生此化

合物的物种[16-17]。化合物 3 也是一种重要的植物生

长调节剂；Pettit 等报道其对淋巴细胞性白血病细胞

P388 的增殖有抑制作用；Ashour 等报道其对枯草 

芽孢杆菌和酿酒酵母生长有抑制作用[18-20]。化合物

6 由 Zhang 等 2013 年在深海放线菌 Serinicoccus 
profundi sp. nov.中首次分离得到，具有一定的抗金

黄色葡萄球菌的活性[13]。化合物 3−7 首次在小单孢

菌中分离得到，体现了小单孢菌合成代谢产物结构

多形性的能力。从我们鉴定的代谢产物的化学结构

分析表明，此株小单孢菌合成这些吲哚类化合物可

能通过吲哚或者色氨酸经一系列的修饰反应来完

成的，预示着该菌株中蕴含着较丰富的吲哚或色氨

酸的后修饰反应酶。因此，在将来的工作中或许可

以通过喂养吲哚或者色氨酸，增强小单孢菌 M66
产生此类次级代谢产物的能力和效率，获得结构更

加复杂、新颖的次级代谢产物。 
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