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一株耐酸链霉菌菌丝体化学成分的研究
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　　［摘要］　目的　研究耐酸链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍｓｐ．）菌丝体的化学成分。方法　应用多种色谱方法对耐酸链霉
菌菌丝体的化学成分进行分离和纯化，用ＮＭＲ、ＩＲ和 ＭＳ等方法解析其结构；并初步考察了它们对Ⅱ型胶原蛋白（ＣⅡＡ）诱

导大鼠足趾肿胀的影响。结果　从中得到４个单体化合物，它们的结构分别为８（４羟基３，５二甲氧基苯基）２，３二甲氧
基１，６萘二酚（１）、７，４′二羟基异黄酮（２）、５，７，４′三羟基异黄酮（３）、３，４，５三羟基苯甲酸（４）；当对大鼠的给药剂量为１０

ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）时，化合物２、３、４对ＣⅡＡ大鼠足趾肿胀有一定的抑制作用。结论　化合物１为新化合物，其余化合物均为首
次从耐酸链霉菌中分离得到的化合物；且化合物２、３、４具有一定的抗炎活性。

　　［关键词］　链霉菌；菌丝体；８（４羟基３，５二甲氧基苯基）２，３二甲氧基１，６萘二酚
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　　极端环境微生物是指能在异常环境中生存的微

生物。极端环境微生物为了适应特殊的生存环境，

形成了独特的基因类型，其特殊的代谢产物是一类

具有很大开发潜力的生物资源［１］。自２０世纪８０年

代开始，许多新药开发研究工作者开展了对极端环

境微生物的研究，并得到了一些生物活性物质［２］。

本课题组从陕西省定边县酸性土壤中分离到一株耐

酸性链霉菌，发现该菌的菌丝体丙酮提取部分［３００

ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］能显著抑制ＣⅡＡ所致的大鼠足趾的

肿胀（抑制率为７３％，未公开资料）。于是笔者对该

菌株的菌丝体化学成分进行了研究，并初步对其化

学成分进行了抗炎实验，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　菌株和培养液　实验菌株分离自中国陕西省

定边县酸性土壤中，由延安大学生命科学院微生物

研究所任桂梅教授利用１６ＳｒＲＮＡ 基因序列分析法

鉴定为链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍｓｐ．）。

　　种子培养液：淀粉２４ｇ，葡萄糖１ｇ，蛋白胨３ｇ，

牛肉膏３ｇ，酵母膏５ｇ，ＣａＣＯ３４ｇ，水１０００ｍｌ，ｐＨ

６．５。

　　发酵培养液：大豆粉２０ｇ，蛋白胨２ｇ，葡萄糖２０
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ｇ，淀粉５ｇ，酵母膏２ｇ，ＮａＣｌ４ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＣａＣＯ３２ｇ，水１０００ｍｌ，ｐＨ

６．５。

１．２　仪器、试剂和动物　ＩＲＰｒｅｓｔｉｇｅ２１红外光谱

仪（日本岛津公司）；ＡＶ５００型核磁共振仪 （瑞士

Ｂｒｕｋｅｒ公司）；ＭＡＴ７１１型质谱仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ公

司）；ＶａｒｉｏＥＬ有机元素分析仪（德国Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ公

司）；１５２５型高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；

ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０（Ｐｈａｒｍａｃｉａ产品）；ＹＬＳ７Ａ 足趾

容积测量仪（山东省医学科学院设备站）；柱层析硅

胶１００～２００目（青岛海洋化工厂）。ＳＤ大鼠３６只，

体质量１２０～１３０ｇ，雌雄各半，由延安大学医学院实

验动物中心提供；Ⅱ型胶原蛋白（ＣⅡＡ）与弗氏完全

佐剂（美国Ｓｉｇｍａ公司）。地塞米松磷酸钠注射液

（贵州华圣制药有限责任公司，批号：０８０３２１）。

１．３　发酵方法　将生长良好的斜面接种于种子培

养液，２８℃、３００转／ｍｉｎ摇床培养４８ｈ，再接种于发

酵培养液，接种量为１∶１０，置于２８℃、３００转／ｍｉｎ
摇床培养１２０ｈ。

１．４　提取与分离　将发酵１２０ｈ的发酵液以

３０２１×ｇ离心２０ｍｉｎ，得上清液和菌丝体两部分。

菌丝体部分用蒸馏水洗涤后，经５０℃烘箱中鼓风干

燥并研磨破碎。取干菌丝体共２８．６ｋｇ用丙酮浸泡

２ｄ后超声提取４次，每次提取２ｈ，提取液过滤后浓

缩，得到丙酮提取浸膏３３８．７ｇ。丙酮提取浸膏用２

Ｌ水溶解，溶解部分用乙酸乙酯振荡萃取３次，减压

浓缩后得菌丝乙酸乙酯提取物９３．８ｇ，用柱层析硅

胶（１００～２００目）拌样，湿法上硅胶柱，以氯仿∶甲

醇（Ｖ∶Ｖ）＝１６∶１→１４∶１→１２∶１→９∶１→５∶１→
０∶１梯度洗脱并分段收集得目的组分Ａ和Ｂ。将组

分Ａ和Ｂ继续上ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０凝胶柱，甲醇为

洗脱剂进行纯化，各流分以高效液相色谱仪检测，从

组分Ａ中分离得到化合物１（８７ｍｇ）、２（７４ｍｇ）、３
（５３ｍｇ），从组分Ｂ中分离得到化合物４（１１９ｍｇ）。

１．５　４个单体化合物对ＣⅡＡ大鼠足趾肿胀的影

响　将３６只ＳＤ大鼠随机分为模型组、阳性对照组、

化合物１组、化合物２组、化合物３组和化合物４
组。每组６只，雌雄各半，除模型组外，其余５组每

日定时腹腔注射地塞米松磷酸钠注射液１次（剂量

均为１０ｍｇ／ｋｇ），连续５ｄ，第５天给药２ｈ后，６组

大鼠右后足趾皮下均注射１ｍｇ／ｍｌＣⅡＡ溶液（配

制方法见文献［３］）０．１ｍｌ，在致炎后第１０天，用排

水法求出肿胀度，计算抑制率。抑制率（％）＝（模型

组平均肿胀度－给药组平均肿胀度）／模型组平均肿

胀度×１００％。

２　结　果

２．１　结构鉴定　化合物１：淡黄色固体。与三氯化

铁反应为阳性，提示含有酚羟基；ＨＲＥＳＩＭＳｍ／ｚ：

显示准分子离子峰 ｍ／ｚ３７３．３８１３［Ｍ＋Ｈ］＋

（Ｃ２０Ｈ２１Ｏ７，计算值３７３．３８１７），确定相对分子质量

为３７２，分子式为 Ｃ２０Ｈ２０Ｏ７，不饱和度为１１。ＩＲ
（ＫＢｒ）νｍａｘ（ｃｍ－１）：３３５７（酚羟基），３０２１（ＡｒＨ 伸

缩振动），１６０８，１５２９（苯环伸缩振动），１２２４，８７８，

８４１。１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，５００ＭＨｚ）显示２０个氢

信号，包括３个活泼质子信号９．０２（１Ｈ，ｂｒｓ，ＯＨ），

８．４６（１Ｈ，ｂｒｓ，ＯＨ），８．４２（１Ｈ，ｂｒｓ，ＯＨ），５个芳香

氢信号６．９３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．０Ｈｚ，Ｈ５），７．３６（１Ｈ，ｄ，

Ｊ＝２．０Ｈｚ，Ｈ７），７．４２（１Ｈ，ｓ，Ｈ４），６．５２（２Ｈ，ｓ，

Ｈ２′，６′），以及４个甲氧基氢信号３．８５（３Ｈ，ｓ，３

ＯＣＨ３），３．７８（６Ｈ，ｓ，３′，５′ＯＣＨ３），３．４６（３Ｈ，ｓ，２

ＯＣＨ３）。在 ＨＭＢＣ谱中，观察到重叠的芳香质子

６．５２（２Ｈ，ｓ，Ｈ２′，６′）与Ｃ１′，３′，４′，５′有相关，由此

推出该化合物中含有一个对称的１，３，４，５四取代苯

环的结构片段；３．７８（６Ｈ，ｓ，３′，５′ＯＣＨ３）的２个重

叠甲氧基氢信号与１４６．７（Ｃ３′，５′）相关，８．４６（１Ｈ，

ｓ，ＯＨ）的活泼质子信号与Ｃ４′相关，进一步提示该

片段结构中２个甲氧基在３′、５′位，羟基在苯环的４′
位，即该化合物的第一片段结构为３′，５′二甲氧基

４′羟基１′苯基。在１３ＣＮＭＲ谱中除了第一片段结

构中的２个重叠甲氧基碳信号和６个不饱和碳信号

外，在高场区还有２个甲氧基碳信号６０．２（ｓ），５５．９
（ｓ）和１０个不饱和碳信号１５０．１（ｓ），１４９．８（ｓ），

１４２．３（ｓ），１４０．９（ｓ），１３５．４（ｓ），１２７．０（ｓ），１２０．９（ｓ），

１１６．０（ｄ），１０８．４（ｄ），１０５．３（ｄ），结合分子的不饱和

度和１ＨＮＭＲ信号，推测该化合物的结构骨架为萘

环。而且萘环片段结构中有５个取代基；在１Ｈ１Ｈ

ＣＯＳＹ谱中仅观察到芳香氢６．９３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．０

Ｈｚ）与７．３６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．０Ｈｚ）相关，进一步推出

芳香氢６．９３（１Ｈ）与７．３６（１Ｈ）在萘环的Ｂ环中，且

在间位，芳香氢７．４２（１Ｈ）在萘环的 Ａ 环中。在

ＨＭＢＣ谱中芳香氢δ７．３６与该化合物的第一结构片

段中的Ｃ１′相关，而δ６．９３与Ｃ１′无相关，推出第一

结构片段连接在萘环的８位，δ７．３６（１Ｈ）为７Ｈ，

δ６．９３（１Ｈ）为５Ｈ；根据ＨＭＢＣ谱，确定化学位移在

９．０２的羟基连接在δ１５０．１碳原子上，５Ｈ与７Ｈ也
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与此碳原子相关，说明此羟基在萘环的６位；此外５

Ｈ与芳香次甲基δ１０５．３碳相关，推测δ７．４２（１Ｈ，ｓ）

在萘环的４Ｈ，４Ｈ又与２个连接甲氧基的季碳１４９．８
（ｓ），１４０．９（ｓ）相关，说明这２个甲氧基分别连接在萘

环的２、３位，则第３个羟基连接在萘环的１位。该化

合物的１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ数据和 ＨＭＢＣ见表１。综

合以上分析，化合物１的结构推定为８（４羟基３，５
二甲氧基苯基）２，３二甲氧基１，６萘二酚（图１），该

化合物尚未见文献报道。

表１　化合物１的ＮＭＲ光谱数据（溶剂：ＤＭＳＯｄ６）

Ｔａｂ１　ＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｌｄａｔａｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ１（ｉｎＤＭＳＯｄ６）

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ δＨ
（ｍｕｌｔ，Ｊ／Ｈｚ） δＣ ＨＭＢＣ

１ １４２．３（ｓ）

１ＯＨ ８．４２（１Ｈ，ｂｒｓ） Ｃ１
２ １４０．９（ｓ）

２ＯＣＨ３ ３．４６（３Ｈ，ｓ） ６０．２（ｑ） Ｃ２
３ １４９．８（ｓ）

３ＯＣＨ３ ３．８５（３Ｈ，ｓ） ５５．９（ｑ） Ｃ３
４ ７．４２（１Ｈ，ｓ） １０５．３（ｄ） Ｃ２，３，５，９，１０
５ ６．９３（１Ｈ，ｄ，２．０） １０８．４（ｄ） Ｃ４，７，９，６，１０
６ １５０．１（ｓ）

６ＯＨ ９．０２（１Ｈ，ｂｒｓ） Ｃ６
７ ７．３６（１Ｈ，ｄ，２．０） １１６．０（ｄ） Ｃ１′，５，９，６，８
８ １３５．４（ｓ）

９ １２０．９（ｓ）

１０ １２７．０（ｓ）

１′ １３３．５（ｓ）

２′，６′ ６．５２（２Ｈ，ｓ） １０６．８（ｄ） Ｃ３′，４′，５′，８
３′，５′ １４６．７（ｓ）

３′，５′ＯＣＨ３ ３．７８（６Ｈ，ｓ） ５６．４（ｑ） Ｃ３′，５′
４′ １３６．９（ｓ）

４′ＯＨ ８．４６（１Ｈ，ｂｒｓ） Ｃ４′

图１　化合物１的化学结构式与主要ＨＭＢＣ

Ｆｉｇ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｋｅｙＨＭＢＣｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ１

　　化合物２：浅黄色针晶。三氯化铁反应阳性，提
示有酚羟基存在。ＥＳＩ（＋）ＭＳ：（ｍ／ｚ）２５５［Ｍ ＋
Ｈ］＋，５４７［２Ｍ ＋Ｋ］＋；从元素分析得知碳、氢的含

量分别为７０．８１％和３．９８％；质谱结合元素分析提
示该化合物的分子式为 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ４；ＩＲ （ＫＢｒ）νｍａｘ
（ｃｍ－１）：３２２９（ＯＨ），３０３１（ＡｒＨ 伸缩振动），

１６３２（Ｃ＝Ｏ），１６０１，１５１８，１４５２（苯环骨架伸缩振
动）。１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，５００ＭＨｚ）δ：１０．７９（１Ｈ，

ｓ，７ＯＨ），９．５４（１Ｈ，ｓ，４′ＯＨ）为２个酚羟基质子信
号；８．３０（１Ｈ，ｓ，Ｈ２）为异黄酮２位质子的特征信
号；７．９７（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，Ｈ５），７．３８（２Ｈ，ｄ，

Ｊ＝８．０ Ｈｚ，Ｈ２′，６′），６．９３ （１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８．０，

２．０Ｈｚ，Ｈ６），６．８４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．０Ｈｚ，Ｈ８），６．８０
（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，Ｈ３′，５′）。１３ＣＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，

１２５ＭＨｚ）δ：１７４．５（Ｃ４），１６２．３（Ｃ７），１５７．２（Ｃ
４′），１５７．３（Ｃ９），１５２．６（Ｃ２），１３０．２（Ｃ２′，６′），

１２７．４（Ｃ５），１２３．６（Ｃ３），１２２．５（Ｃ１′），１１６．３（Ｃ
１０），１１５．２（Ｃ６），１１４．８（Ｃ３′，５′），１０１．８（Ｃ８）。
以上数据与文献［４］报道的７，４′二羟基异黄酮数据
一致，故化合物２为７，４′二羟基异黄酮。

　　化合物３：浅黄色针晶。三氯化铁反应阳性，提
示有酚羟基存在。ＥＳＩ（＋）ＭＳ：（ｍ／ｚ）２７１［Ｍ ＋
Ｈ］＋，２９３［Ｍ ＋Ｎａ］＋；从元素分析得知碳、氢的含
量分别为６５．９３％和３．７８％；质谱结合元素分析提
示该化合物的分子式为 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５；ＩＲ （ＫＢｒ）νｍａｘ
（ｃｍ－１）：３４１５（ＯＨ），３０２９（ＡｒＨ 伸缩振动），

１６５８（Ｃ＝Ｏ），１６１１，１５６９（苯环骨架伸缩振动），

１３０９，１０４６，７８５；１ＨＮＭＲ （ＣＤ３ＯＤ，５００ＭＨｚ）δ：

１２．８９（１Ｈ，ｓ，５ＯＨ），１０．７６（１Ｈ，ｓ，７ＯＨ），９．５３
（１Ｈ，ｓ，４′ＯＨ）为３个酚羟基质子信号；８．２６（１Ｈ，

ｓ，Ｈ２）为异黄酮２位质子的特征信号；７．３６（２Ｈ，

ｄ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，Ｈ２′，６′），６．８３（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，

Ｈ３′，５′），６．３５ （１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．０ Ｈｚ，Ｈ８），６．２０
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．０Ｈｚ，Ｈ６）。１３ＣＮＭＲ （ＣＤ３ＯＤ，１２５
ＭＨｚ）δ：１８１．７（Ｃ４），１６５．９（Ｃ７），１６３．３（Ｃ５），

１５９．０ （Ｃ４′），１５８．６ （Ｃ９），１５４．５ （Ｃ２），１３１．０
（２Ｃ，Ｃ２′，６′），１２４．３（Ｃ１′），１２３．１ （Ｃ３），１１５．８
（２Ｃ，Ｃ３′，５′），１０５．６（Ｃ１０），１００．２（Ｃ６），９４．８（Ｃ
８）。以上数据与文献［５］报道的５，７，４′三羟基异黄
酮数据一致，故化合物３为５，７，４′三羟基异黄酮。

　　化合物４：无色针状晶体。ＥＩＭＳ：（ｍ／ｚ）１７０
［Ｍ］＋；从元素分析得知碳、氢的含量 分 别 为

４９．３２％和３．５６％；质谱结合元素分析提示该化合物
的分子式为Ｃ７Ｈ６Ｏ５；ＩＲ （ＫＢｒ）νｍａｘ（ｃｍ－１）：３４０２
（游离酚ＯＨ），３１００（缔合酚ＯＨ），３０２８（ＡｒＨ伸
缩振动），３０００～２５００（多重峰组合，羧基上的游离
羟基与缔合羟基），１６７０（Ｃ ＝ Ｏ），１６３２，１５６７，

１４２８（苯环骨架伸缩振动），１１７０，１０７５，８９０，７８０，
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７４０；１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，５００ＭＨｚ）δＨ：１２．４８（ｂｒ
ｓ，ＣＯＯＨ），９．２４（ｂｒｓ，３，５ＯＨ），８．８５（ｂｒｓ，４ＯＨ），

７．１５（２Ｈ，ｓ，Ｈ２，Ｈ６）。１３ＣＮＭＲ （ＤＭＳＯｄ６，１２５
ＭＨｚ）δＣ：１６８．３（ｓ，ＣＯＯＨ），１１０．２（ｄ，Ｃ２，６），

１４５．９（ｓ，Ｃ３，５），１３８．５（ｓ，Ｃ４），１２２．１（ｓ，Ｃ１）。
以上数据与文献［６］报道的３，４，５三羟基苯甲酸数据
一致，故化合物４为３，４，５三羟基苯甲酸。

２．２　４个单体化合物对ＣⅡＡ大鼠足趾肿胀的影
响　实验结果表明在给药剂量相同的条件下，地塞
米松磷酸钠、化合物２、３和４对ＣⅡＡ所致大鼠足
趾肿胀的抑制率分别为５３．７％、３５．６％、４２．３％和

２８．９％，化合物１无抑制作用。

３　讨　论

　　本实验从一株耐酸链霉菌的菌丝体中分离得到

４个单体化合物，其中化合物１为新化合物，其余化
合物均为首次从耐酸链霉菌中分离得到。抗炎实验
研究表明，化合物２、３和４均有一定的抗炎作用，其
中化合物３能有效抑制类风湿关节炎成纤维样滑膜
细胞的数目增长［７］，因此本实验研究结果为寻找预

防或治疗类风湿性关节炎的活性物质提供了一定依

据。
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·消　息·

我校长征医院获得ＩＳＯ１５１８９医学实验室认可

　　我校长征医院已获得ＩＳＯ１５１８９医学实验室认证并于近日举行了揭牌仪式。

　　ＩＳＯ１５１８９是国际公认的医学实验室认可标准，医学实验室要获得认可，就必须在软、硬件建设和检验能力等方面达到其

标准。近年来，国际医学界非常重视医学实验室的质量管理，国际标准化组织颁布了《医学实验室质量和能力专用要求》，即

ＩＳＯ１５１８９标准，以加强医学实验室的质量管理，推动全球医学实验室的标准化、规范化建设。凡获此资质认证的医疗机构，其

出具的检验报告可被国际上多数国家的医疗机构认可。

　　长征医院实验诊断科作为全军临床免疫中心，始终高度重视质量控制工作，其学科建设、科学研究、人才培养在全国享有

盛誉，是全国临床免疫学会、上海检验学会的主任委员和上海免疫学会理事长挂靠单位。该科从２０１０年开始着手实验室认可

的准备工作，相继派出２２人参加国家认可委员会组织的内审员、评审员学习班，邀请了近２０位专家来科室讲课，撰写了近１００
万字的质量管理体系文件，各级人员职责明确，体系运行实施良好。２０１０年１２月１４日顺利通过考核，获得了中国合格评定国

家认可委员会的现场评审。通过ＩＳＯ１５１８９医学实验室的认可，即医院的检验报告获得了国际“通行证”，今后长征医院医学实

验室出具的检验报告将得到全世界５４个国家的医疗机构的认可，这标志着长征医院医学实验室已具备了国际标准的管理与

技术水平，已迈进国际一流临床实验室的行列。


