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ABSTRACT 

From the ethyl acetate extract of the antibiotic biosynthesis fermentation by Streptomyces 
15.29 (Streptomyces microflavus), actinomycin X2 was isolated by various chromatography 
methods. The chemical structure was determined from its spectral data in comparison with 
previous literature. This is the first report of NMR data of actinomycin X2. 
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I - §ÆT VÊN §Ò 

Streptomyces lµ chi x¹ khuÈn gåm nhiÒu loµi 
cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp kh¸ng sinh ®a d¹ng 
vÒ cÊu tróc vµ ®Æc tÝnh kh¸ng sinh, mét sè loµi 
trong chi nµy cßn cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp  
c¸c kh¸ng sinh ch÷a ung th− vµ ®iÒu trÞ 
HIV/AIDS. Trong sè c¸c Streptomyces mµ 
chóng t«i ph©n l©p ®−îc tõ c¬ chÊt ViÖt Nam cã 
Streptomyces 15,29 lµ chñng x¹ khuÈn cã ®é æn 
®Þnh di truyÒn häc tèt, cã kh¶ n¨ng sinh tæng 
hîp kh¸ng sinh phæ réng vµ cã tiÒm n¨ng øng 
dông trong lÜnh vùc phßng bÖnh vµ ch÷a bÖnh. 
B»ng ph−¬ng ph¸p lªn men chñng Streptomyces 
15,29 (KÕt qu¶ gi¶i tr×nh tù gen lµ Streptomyces 
microflavus), tõ dÞch chiÕt etyl axetat cña dÞch 
lªn men nµy, ®· ph©n lËp vµ x¸c ®Þnh cÊu tróc 
hãa häc cña chÊt kh¸ng sinh chÝnh lµ 
actinomycin X2. CÊu tróc hãa häc cña nã ®−îc 
x¸c ®Þnh b»ng ph−¬ng ph¸p phæ NMR vµ MS. 
Bµi b¸o nµy giíi thiÖu qu¸ tr×nh ph©n lËp vµ x¸c 
®Þnh cÊu tróc hãa häc cña kh¸ng sinh chÝnh 
actinomycin X2. §©y lµ th«ng b¸o ®Çu tiªn vÒ 

c¸c d÷ kiÖn phæ NMR 1D vµ 2D cña 
actinomycin X2. 

II - NGUY£N LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P 
1. Nguyªn liÖu 

Chñng Streptomyces 15,29 (Streptomyces 
microflavus) ®−îc ph©n lËp tõ c¬ chÊt ViÖt Nam 
t¹i phßng thÝ nghiÖm Vi sinh vËt häc, Bé m«n 
Vi sinh vµ Sinh häc, tr−êng §¹i häc D−îc Hµ 
Néi. Tªn khoa häc ®· ®−îc x¸c ®Þnh chÝnh x¸c 
b»ng gi¶i tr×nh tù gen 16s rDNA. 

2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu  

a) Ph−¬ng ph¸p ph©n lËp c¸c hîp chÊt 

S¾c ký líp máng (TLC): S¾c ký líp máng 
®−îc thùc hiÖn trªn b¶n máng tr¸ng s½n DC-
Alufolien 60 F254 (Merck 1,05715), RP18 F254s 
(Merck). Ph¸t hiÖn chÊt b»ng ®Ìn tö ngo¹i ë hai 
b−íc sãng 254 nm vµ 365 nm hoÆc dïng thuèc 
thö lµ dung dÞch H2SO4 10% ®−îc phun ®Òu lªn 
b¶n máng, sÊy kh« råi h¬ nãng trªn bÕp ®iÖn tõ 
tõ ®Õn khi hiÖn mµu. 
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S¾c ký cét (CC): S¾c ký cét ®−îc tiÕn hµnh 
víi chÊt hÊp phô lµ Silica gel pha th−êng vµ pha 
®¶o. Silica gel pha th−êng cã cì h¹t lµ 0,040-
0,063 mm (240-430 mesh). Silica gel pha ®¶o 
YMC (30-50 µm, Fujisilisa Chemical Ltd.).  

Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh cÊu tróc ho¸ häc c¸c hîp 
chÊt  

§iÓm nãng ch¶y ®o trªn m¸y Kofler micro-
hotstage 

Phæ khèi l−îng phun mï ®iÖn tö ®−îc ®o 
trªn m¸y AGILENT 1100 LC-MSD Trap. 

Phæ céng h−ëng tõ nh©n NMR ®−îc ®o trªn 
m¸y Bruker AM500 FT-NMR Spectrometer. 

3. Ph©n lËp hîp chÊt 

DÞch chiÕt etyl axetat cña dÞch lªn men 
kh¸ng sinh Streptomyces microflavus ®−îc lo¹i 
dung m«i (5,0 gam cÆn chiÕt) vµ ph©n lËp b»ng 
c¸c ph−¬ng ph¸p s¾c ký kÕt hîp sö dông chÊt 
hÊp phô lµ silica gel pha th−êng, pha ®¶o, YMC 
víi c¸c hÖ dung m«i thÝch hîp thu ®−îc chÊt 
kh¸ng sinh chÝnh 1 (1,0 g). 

Actinomycin X2 (1): ChÊt r¾ng cã mµu hång 
sÉm, Phæ khèi l−îng ESI-MS m/z 1292 [M+Na]+ 
C62H84N12O17. 

NhiÖt ®é nãng ch¶y: 249 - 250oC.   

§é quay cùc:  [α]22D -360
o (c, 0,5 trong 

MeOH). 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) vµ 

13C-NMR 
(125 MHz, CDCl3), xem b¶ng 1.
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L-Meval: N-metyl-L-valine; Sar: sarcosine; L-Pro: L-proline;  

L-4-oxoPro: L-4-oxo-proline; D-Val: D-valine; L-Thr: L-threoline 
H×nh 1: CÊu tróc hãa häc cña actinomycin X2 (1) vµ actinomycin D (1a) 

 
III - KÕT QU¶ vµ TH¶O LUËN  

Phæ 13C-NMR cña 1 xuÊt hiÖn 14 tÝn hiÖu t¹i 
vïng tr−êng thÊp (δC 166,1; 166,3; 2 x 166,5; 2 
x 167,6; 168,5; 168,9; 3 x 173,3; 173,7, 179,1, 

208,79) trong ®ã cã 12 tÝn hiÖu t¹i δ 166,1; 
166,3; 2 x 166,5; 2 x 167,6; 168,5; 168,9; 3 x 
173.3 vµ 173,7 ®iÓn h×nh cho sù cã mÆt cña 12 
nhãm C=O trong liªn kÕt peptid vµ mét nhãm 
C=O trong vßng t¹i δ 179,1 vµ mét nhãm C=O 
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kh¸c dÞch chuyÓn m¹nh h¬n vÒ phÝa tr−êng thÊp 
t¹i δ 208,79. Bèn tÝn hiÖu cña bèn nhãm metyl 
dÞch chuyÓn vÒ phÝa tr−êng thÊp h¬n so víi c¸c 
tÝn hiÖu metyl th«ng th−êng kh¸c t¹i δ 39,41, 
39,32, 34,92 vµ 34,37 ®iÓn h×nh cho sù cã mÆt 
cña 4 nhãm metyl cã nèi trùc tiÕp víi nguyªn tö 
nit¬. Sù cã mÆt cña 4 nhãm N-Me nµy cßn ®−îc 

kh¼ng ®Þnh b»ng sù xuÊt hiÖn tÝn hiÖu t−¬ng t¸c 
cña c¸c proton cña 4 nhãm metyl t¹i δ 2,95 
(3H), 2,62 (3H) vµ 2,89 (6H) d−íi d¹ng c¸c 
singlet, ®ång thêi cã t−¬ng t¸c cña c¸c proton 
nµy lÇn l−ît víi c¸c cacbon t¹i δ 39,41, 39,32, 
34,92 vµ 34,37 trªn phæ HSQC. 

  
 

B¶ng 1: D÷ kiÖn phæ NMR cña 1 vµ actinomycin D 

VÞ trÝ 

1a 1 

α-ring β-ring α-ring β-ring 

δC δC δC δH δC δH 

(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) 

L-Meval 

C=O # # 167,52 - 167,52 - 

α-CH 71,3/71,4 71,54 2,70* 71,36 2,70* 

β-CH 26,9 26,9 26,99 2,66* 26,91 2,66* 

N-CH3 39,2 39,2 39,41 2,95 s 39,23 2,92 s 

2 x CH3 & & $ @ $ @ 

Sar 

C=O # # 166,51 - 166,35 - 

CH2 51,4 51,4 52,89 
4,60 (d, 18Hz) 
3,98 (d, 18Hz) 

51,38 
4,72* 
4,62* 

N-CH3 34,9 34,9 34,92 2,89 s 34,77 2,89 s 

L-Pro L-Pro L-Pro L-Pro (L-4-oxo) 

C=O # # 173,62 - 173,19 - 

α-CH 56,3 56,3 56,43 5,58 m 54,31 6,60 m 

β-CH2 31,0/31,3 31,05 1,82 m 41,96 2,37/3,86 m 

γ- CH2/C 22,9/23,1 23,00 2,15-2,30 m 208,79 - 

δ- CH2 47,3/47,5 47,46 3,72-3,90 m 51,38 
3,60 (d, 18 Hz) 
4,60 (d, 18 Hz) 

D-Val 

C=O # # 174,09 - 172,78 - 

α-CH 58,7 58,7 58,57 3,59 m 57,21 3,70 m 

β-CH 31,5/31,7 31,90 2,78/3,20 31,75 2,15/2,20 

2 x CH3 & & $ @ $ @ 
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(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) 

L-Thr 

C=O # # 168,99 - 168,71 - 

α-CH 54,9/55,3 54,85 4,63* 55,06 4,53* 

β-CH 75,0 75,0 74,78 5,23* 74,69 5,23* 

CH3 17,8 17,4 17,74 1,27 s 17,19 1,27 s 

Phenoxazone  

 1a 1 

 δδδδC δδδδC δδδδH 

C=O # 165,96/166,02 - 

1 101,6 101,82 - 

2 146,0 146,00 - 

3 # 179,11 - 

4 113,5 113,63 - 

4a 145,1 145,08 - 

5a 140,5 140,55 - 

6 127,5 127,82 - 

7 130,2 130,34 7,36 (d, 9,0 Hz) 

8 125,9 126,23  7,62 (d, 9,0 Hz) 

9 132,6 132,19 - 

9a 129,1 129,22 - 

4-CH3 7,7 7,76 2,25 s 

6-CH3 15,0 15,04 2,25 s 

#: 13 nhãm C=O cña actinomycin D [1] δC = 166,1; 166,3; 2 x 166,5; 2 x 167,6; 168.5; 168,9; 3 x 173,3; 
173,7, 179,1. 
&: 8 nhãm CH3 cña actinomycin D [1] δC = 6 x 19,1; 2 x 21,6. 
$: 8 nhãm CH3 cña 1 δC = 18,86; 18,95; 2 x 19,07; 19,10; 19,25; 21,26; 21,73. 
@: 8 nhãm CH3 cña 1 δH = 0,75 (6H); 0.96 (12H);  vµ 1,02 (6H). 
 

Còng trªn phæ 13C-NMR cßn xuÊt hiÖn tÝn 
hiÖu cña 7 nhãm metylen t¹i δ 23,00, 29,69, 
31,05, 41,96, 47,46, 51,38 vµ 52,89, trong ®ã 
ngo¹i trõ hai tÝn hiÖu t¹i δ 23,00, 29,69, cßn l¹i 
5 tÝn hiÖu kh¸c ®Òu ®· bÞ dÞch chuyÓn m¹nh vÒ 
phÝa tr−êng thÊp h¬n c¸c nhãm metylen th«ng 
th−êng. §iÒu nµy chøng tá 5 nhãm metylen nµy 
®Òu cã liªn kÕt víi c¸c nhãm hót ®iÖn tö m¹nh 
nh− Nit¬ vµ C=O. Phæ 13C-NMR còng xuÊt hiÖn 
tÝn hiÖu cña 10 cacbon metin t¹i δ 74,78, 74,69, 
71,59, 71,36, 56,43, 54,31, 58,57, 57,81, 54,85 

vµ 55,06. C¸c nhãm metin nµy còng chÞu ¶nh 
h−ëng cña hiÖu øng thuËn tõ nªn céng h−ëng ë 
vïng tr−êng thÊp h¬n so víi c¸c tÝn hiÖu metin 
kh¸c th«ng th−êng. §Æc biÖt, trªn phæ NMR cßn 
xuÊt hiÖn c¸c tÝn hiÖu cña khung phenoxazone 
t¹i δc 165,96 vµ 166,02 (2 x C=O), 101,82, 
146,00, 179,11 (C=O), 113,63 (C), 145,08 (C),  
140,55 (C),  127,82 (C),  130,34 (CH), 126,23 
(CH), 132,19 (C), 129,22 (C), 15,04 (CH3) vµ 
7,76 (CH3); hai proton olefin vÞ trÝ octo t¹i δH 
7,62 (d, J = 9,0 Hz), 7,36 (d, J = 9,0 Hz) vµ tÝn 
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H×nh 2: Mét sè t−¬ng t¸c chÝnh trªn phæ HMBC vµ H-H COSY cña 1 
 
hiÖu cña hai nhãm metyl g¾n vµo vßng th¬m t¹i 
δH 2,25 (6H, s) [1]. C¸c d÷ kiÖn phæ NMR nªu 
trªn cho thÊy ®©y lµ mét hîp chÊt cã cÊu tróc 
bao gåm mét chuçi 10 axit amin g¾n víi khung 
phenoxazone. Gîi ý b−íc ®Çu cho thÊy, hîp chÊt 
1 cã c¸c gi¸ trÞ phæ NMR gÇn t−¬ng tù nh− c¸c 
gi¸ trÞ phæ cña actinomycin D, mét hîp chÊt ®· 
®−îc biÕt ®Õn tõ Streptomyces spp. KÕt qu¶ so 
s¸nh c¸c gi¸ trÞ phæ cña hai hîp chÊt nµy cho 
thÊy chóng kh¸ t−¬ng tù nhau, ngo¹i trõ sù xuÊt 
hiÖn thªm 3 tÝn hiÖu cacbon metylen vµ ®Æc biÖt 
lµ tÝn hiÖu cña nhãm cacbonyl ë vïng tr−êng rÊt 
thÊp t¹i δ 208,79 (B¶ng 1 [1]). §iÒu nµy gîi ý sù 
xuÊt hiÖn nhãm cacbonyl t¹i vÞ trÝ γ cña vßng L-
proline thuéc nh¸nh β-ring, tøc lµ L-4-
oxoproline. Sù cã mÆt cña nhãm cacbonyl nµy 
còng ®−îc chøng minh b»ng sù dÞch chuyÓn 
m¹nh vÒ khÝa tr−êng thÊp cña c¶ hai tÝn hiÖu cña 
hai nhãm metylen t¹i 41,96 vµ 51,38 bëi hiÖu 
øng thuËn tõ do chóng ®Òu n»m c¹nh nhãm 
cacbonyl. H¬n n÷a, trªn phæ HSQC, tÝn hiÖu 

cacbon t¹i δ 54,31 (CH) t−¬ng t¸c víi tÝn hiÖu 
proton δ 6,60, tÝn hiÖu cacbon t¹i δ 41,96 t−¬ng 
t¸c víi proton t¹i δ 2,37 vµ 3,86, tÝn hiÖu cacbon 
t¹i δ 51,38 t−¬ng t¸c víi proton t¹i δ 3,60 vµ 
4,60, ®ång thêi trªn phæ HMBC, t−¬ng t¸c gi÷a 
proton t¹i δ 2,37/3,86 vµ 3,60/4,60 víi cacbon 
cacbonyl t¹i δ 208,79, t−¬ng t¸c HMBC cña 
nhãm metin t¹i δ 6,60 víi cacbon cacbonyl t¹i δ 
208,79, còng nh− t−¬ng t¸c cña proton t¹i δ 
2,37/3,86 víi nhãm C=O t¹i δ 173,19 chøng tá 
sù cã mÆt cña nhãm cacbonyl t¹i vÞ trÝ γ cña 
vßng L-proline thuéc nh¸nh β-ring. TÊt c¶ c¸c 
gi¸ trÞ phæ NMR cña 1 ®−îc x¸c ®Þnh ®Çu tiªn 
b»ng sù so s¸nh c¸c gi¸ trÞ phæ cña 1 víi c¸c gi¸ 
trÞ phæ cña actinomycin D [1] [2], sau ®ã ®−îc 
x¸c ®Þnh b»ng viÖc ph©n tÝch c¸c t−¬ng t¸c trªn 
phæ HSQC, HMBC vµ H-H COSY. Nh÷ng ph©n 
tÝch nªu trªn cho thÊy, so víi c«ng thøc ph©n tö 
cña actinomycon D (C62H86N12O17) th× hîp chÊt 
1 mÊt ®i hai proton vµ do ®ã cã c«ng thøc ph©n 
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tö lµ C62H84N12O17. Trªn phæ khèi l−îng ESIMS 
xuÊt hiÖn pic ion víi c−êng ®é rÊt cao t¹i m/z 
1292 [M+Na]+. Nh− vËy, hîp chÊt 1 ®−îc x¸c 
®Þnh lµ actinomycin X2, mét hîp chÊt còng ®−îc 
ph©n lËp tõ chñng Streptomyces spp. vµ cã ho¹t 
tÝnh chèng ung th− còng nh− ho¹t tÝnh kh¸ng 
sinh rÊt m¹nh. §©y lµ lÇn ®Çu tiªn d÷ kiÖn phæ 
NMR cña actinomycin X2 ®−îc th«ng b¸o. 
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