
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

书书书

·９８８　　 ·
第二军医大学学报　　２０１４年９月第３５卷第９期　　犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｅｐ．２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．９

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１４．００９８８ ·论　著·

中国南海黑乳海参共附生真菌犘犺犻犪犾犲犿狅狀犻狌犿狊狆．次生代谢产物的鉴定

王旭东１，孙　鹏
２，许东啸２，汤　华

２，刘宝姝２，张　文
２

１．解放军第４２５医院药械科，三亚５７２０００

２．第二军医大学药学院海洋药物研究中心，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　对中国南海黑乳海参的共附生单胞瓶霉属真菌（犘犺犻犪犾犲犿狅狀犻狌犿ｓｐ．）的次生代谢产物进行研究。方法

　运用硅胶柱色谱、ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０凝胶柱色谱、高效液相色谱等分离手段对真菌犘犺犻犪犾犲犿狅狀犻狌犿ｓｐ．的乙酸乙酯提取物进行

分离纯化，利用现代波谱技术并结合文献报道进行结构鉴定。结果　分离得到２个缩酚酸环醚化合物ｅｍｅｇｕｉｓｉｎＡ和ａｓｐｅｒｇｉｌ

ｌｕｓｉｄｏｎｅＣ。结论　作为黑乳海参共附生真菌犘犺犻犪犾犲犿狅狀犻狌犿ｓｐ．次生代谢产物，２个化合物均为首次从该真菌中分离得到。

　　［关键词］　黑乳海参；海参共附生真菌；单胞瓶霉属；缩酚酸环醚

　　［中图分类号］　Ｒ７３１．７７　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１４）０９０９８８０４
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　　海洋无脊椎动物的共附生微生物是海洋生物生

态体系的组成部分，其次生代谢产物结构多样、活性

丰富，受到天然产物化学家的重视。对共附生微生

物的次生代谢产物的研究不仅能获得药源性活性物

质，还可考察共附生微生物与宿主之间的生态关系，

探讨其在海洋化学防御中可能扮演的角色。

海参是棘皮动物门海参纲动物的总称，全世界

约有１０００多种，在我国分布有１４０多种，主要营海

洋底栖生活［１］。有人从日本海海参表皮真菌犃犮狉犲

犿狅狀犻狌犿狊狋狉犻犪狋犻狊狆狅狉狌犿 中分离得到具有中等细胞毒

活性的二萜皂苷［２４］，从青岛海域海参犛狋犻犮犺狅狆狌狊犼犪

狆狅狀犻犮狌狊共附生真菌犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犳狌犿犻犵犪狋狌狊中分离

得到１９个吲哚二酮哌嗪类生物碱
［５］以及ｐｓｅｕｒｏｔｉｎ

Ａ和它的２个非对映异构体ｐｓｅｕｒｏｔｉｎＡ１和Ａ２
［６］。

黑乳海参（犎狅犾狅狋犺狌狉犻犪狀狅犫犻犾犻狊Ｓｅｌｅｎｋａ）在我国

东海、南海海域均有分布［１］。前期已对黑乳海参体

内的海参皂苷类成分及其生物活性进行了系统研

究［８１０］。本课题组已从黑乳海参的一株共附生真菌
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犇犲狀犱狉狅犱狅犮犺犻狌犿ｓｐ．中分离得到１３个十二元环内酯

化合物，其中包含４对手性异构体
［７］。本研究运用

正、反相硅胶柱色谱、凝胶柱色谱以及高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）等分离纯化技术，对分离自黑乳海参的共附

生真菌犘犺犻犪犾犲犿狅狀犻狌犿ｓｐ．的次生代谢产物进行研

究，结果分离纯化得到２个缩酚酸环醚类化合物，并

运用现代波谱技术结合文献报道进行了结构鉴定。

１　材料和方法

１．１　样品　实验所用菌株由德国布伦瑞克理工大

学（ＴｅｃｈｎｉｓｃｈｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔＢｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ）微生物研

究所ＢａｒｂａｒａＳｃｈｕｌｚ教授从中国南海黑乳海参中分

离得到，并鉴定为犘犺犻犪犾犲犿狅狀犻狌犿ｓｐ．。现保存在第

二军医大学药学院海洋药物研究中心，编号１００８２。

将菌株接种到培养基上（５０ｇ生物麦芽糖，１５ｇ琼

脂，８００ｍＬ人工海水，ｐＨ５．６），培养箱温度２６℃，

固体培养２８ｄ，共培养３００块。

１．２　仪器与试剂　ＨＺＱＦ２８０型全温振荡培养箱；

ＬＤＺＨ２００ＫＢＳ型立式压力蒸汽灭菌器；Ｂｒｕｋｅｒ

ＶａｒｉａｎＩｎｏｖａ６００、Ａｖａｎｃｅ５００核磁共振仪；Ａｇｉｌｅｎｔ

１１００高效液相色谱仪配有 ＲＩＤ检测器和Ｚｏｒｂａｘ

３００Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×９．４ｍｍ，５μｍ）；ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ

２０凝胶由ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ生产；ＴＬＣ

薄层板和柱色谱硅胶均由烟台黄务硅胶开发实验厂

提供；开放柱色谱所用溶剂为分析纯，ＨＰＬＣ所用试

剂为色谱纯，购自国药集团上海化学试剂公司。

１．３　提取与分离　共附生真菌犘犺犻犪犾犲犿狅狀犻狌犿ｓｐ．

菌株用含５％生物麦芽提取物的Ｂｉｏｍａｌｔ固体琼脂

培养基室温发酵２８ｄ，培养基用乙酸乙酯提取（１．０

Ｌ×５次），合并提取液，浓缩得总浸膏４．２ｇ。将总

浸膏进行正相硅胶柱色谱法分离，依次用石油醚／丙

酮（１０∶１，５∶１，４∶１，３∶１，２∶１，１∶１）和二氯

甲烷／甲醇（１０∶１，５∶１，２∶１，０∶１）系统作为洗

脱剂进行梯度洗脱，ＴＬＣ点板合并共得到Ｆｒ．Ａ～

Ｆｒ．Ｋ１６个部分。对Ｆｒ．Ｅ进行ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０

凝胶柱（ＣＨＣｌ３∶ＭｅＯＨ ＝２∶１）、ＯＤＳ柱分离和半

制备ＨＰＬＣ纯化，得到单体化合物１（４．３ｍｇ）和２

（１．７ｍｇ）。

２　结　果

２．１　化合物１的结构鉴定　白色粉末，ＥＳＩＭＳ显

示准分子离子峰（犿／狕）：４１３［Ｍ－Ｈ］
—和４１５［Ｍ＋

２－Ｈ］
—（比例约为３∶１），提示分子中含有１个Ｃｌ

原子，结合１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ和ＤＥＰＴ谱推测其分

子式为Ｃ２３Ｈ２３ＣｌＯ５，计算其不饱和度为１２。
１３ＣＮＭＲ

谱和１ＨＮＭＲ谱低场区１１０～１６０范围内的芳香碳

信号和芳香氢信号［６．５２（ｓ，１Ｈ，Ｈ２）］，提示分子

中分别存在１个五取代苯环（Ａ）和１个六取代苯环

（Ｂ）。１ＨＮＭＲ 谱的高场区存在两组甲基氢信号

［１．６７（ｄ，犑＝６．６Ｈｚ，３Ｈ，Ｈ３’’），１．８２（ｄ，犑＝

６．６Ｈｚ，３Ｈ，Ｈ３’），１．８６（ｓ，３Ｈ，Ｈ４’’），１．９４（ｓ，

３Ｈ，Ｈ４’）］和低场区存在的两组烯氢信号［５．４６

（ｑ，犑＝６．６Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ２’’），５．４７（ｑ，犑 ＝６．６

Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ２’）］提示分子中存在２个“１甲基丙基

１烯基”单元，这个结构单元进一步被 ＣＯＳＹ 谱中

Ｈ２’’／Ｈ３’’和 Ｈ２’／Ｈ３’相关信号证实。根据１３

ＣＮＭＲ谱上烯甲基碳的化学位移［１７．７（Ｃ４’’），

１７．５（Ｃ４’）］，“１甲基丙基１烯基”的烯键被确定为

犈构型。ＨＭＢＣ谱中，Ｈ４’’与 Ｃ１’’、Ｃ２’’、Ｃ１

的相关信号以及 Ｈ４’与Ｃ１’、Ｃ２’、Ｃ６的相关信

号，确定两个“（犈）１甲基丙基１烯基”单元分别连

接在Ａ环的Ｃ１位和Ｂ环的Ｃ６位上。Ｈ３４Ｍｅ与

Ｃ３、Ｃ４和Ｃ４ａ，Ｈ３９Ｍｅ与Ｃ８、Ｃ９和Ｃ９ａ，以及

Ｈ２与Ｃ１、Ｃ２和Ｃ３分别确定了 Ａ、Ｂ苯环上甲

基、羟基和氯原子的取代位置。１３ＣＮＭＲ谱中的酯羰

基信号（１６４．７，Ｃ１１）提示Ａ、Ｂ环通过１个酯键和１

个醚键环合形成Ｃ环。经与文献［１１］中数据比对，

鉴定化合物１为缩酚酸环醚化合物ｅｍｅｇｕｉｓｉｎＡ（图

１Ａ）。化合物１的核磁数据见表１。

图１　化合物犲犿犲犵狌犻狊犻狀犃（犃）和

犪狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犻犱狅狀犲犆（犅）的化学结构式

犉犻犵１　犛狋狉狌犮狋狌狉犲狊狅犳犲犿犲犵狌犻狊犻狀犃（犃）犪狀犱犪狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犻犱狅狀犲犆（犅）

２．２　化合物２的结构鉴定　白色粉末，ＥＳＩＭＳ显

示准分子离子峰（犿／狕）：３９３［Ｍ－Ｈ］
—，３９５［Ｍ＋２

－Ｈ］
—和３９５［Ｍ＋４－Ｈ］

—（比例９∶６∶１），提示分
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子中含有２个 Ｃｌ原子，结合１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ和

ＤＥＰＴ谱推测其分子式为Ｃ１９Ｈ１６Ｃｌ２Ｏ５，计算其不饱

和度为１１。化合物２的１３ＣＮＭＲ和１ＨＮＭＲ谱与化

合物 １ 相 似，提 示 也 为 缩 酚 酸 环 醚 类 化 合

物。１ＨＮＭＲ谱的高场区的甲基氢信号［１．８９（ｄ，

犑＝６．８Ｈｚ，３Ｈ，Ｈ３’）和１．９６（ｓ，３Ｈ，Ｈ４’）］和

低场区的烯氢信号［５．４２（ｑ，犑＝６．８，１Ｈ，Ｈ２’）］

提示分子中只含有１个“（犈）１甲基丙基１烯基”单

元，Ｈ４’与Ｃ１’、Ｃ２’、Ｃ６的 ＨＭＢＣ远程相关信号

确定“（犈）１甲基丙基１烯基”连接在Ｂ环的 Ｃ６

上。ＨＭＢＣ谱上芳氢［６．５９（ｓ，１Ｈ，Ｈ４）］与Ｃ３、

Ｃ４和Ｃ４ａ的相关信号以及 Ｈ３１Ｍｅ与Ｃ１、Ｃ２和

Ｃ１１ａ，Ｈ３９Ｍｅ与Ｃ８、Ｃ９和Ｃ９ａ的相关信号确定

了Ａ、Ｂ环上的取代基位置。经与文献［１２］中数据

比对，鉴定化合物２为ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｉｄｏｎｅＣ（图１Ｂ），其

核磁数据见表１。

表１　化合物犲犿犲犵狌犻狊犻狀犃和犪狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犻犱狅狀犲犆的
１犎犖犕犚和１３犆犖犕犚数据

犜犪犫１　
１犎犖犕犚犪狀犱１３犆犖犕犚狊狆犲犮狋狉狅狊犮狅狆犻犮犱犪狋犪狅犳犮狅犿狆狅狌狀犱狊犲犿犲犵狌犻狊犻狀犃犪狀犱犪狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犻犱狅狀犲犆

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ
ＥｍｅｇｕｉｓｉｎＡ

δＣ，ｔｙｐｅ δＨ（犑ｉｎＨｚ）

ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｉｄｏｎｅＣ

δＣ，ｔｙｐｅ δＨ（犑ｉｎＨｚ）

１ １３５．９，Ｃ １１５．８，Ｃ

１Ｍｅ １８．７，ＣＨ３ ２．５３，ｓ

２ １１２．４，ＣＨ ６．５２，ｓ １１９．３，Ｃ

３ １５８．４，Ｃ １５５．１，Ｃ

４ １１３．８，Ｃ １０５．８，ＣＨ ６．５９，ｓ

４ａ １６２．１，Ｃ １６１．８，Ｃ

４Ｍｅ ８．６，ＣＨ３ ２．１７，ｓ

５ａ １４３．５，Ｃ １４２．５，Ｃ

６ １３０．１，Ｃ １３４．４，Ｃ

７ １１５．２，Ｃ １１５．０，Ｃ

８ １４９．６，Ｃ １４７．６，Ｃ

９ １１６．１，Ｃ １１６．０，Ｃ

９ａ １４２．９，Ｃ １４１．７，Ｃ

９Ｍｅ ９．９，ＣＨ３ ２．２８，ｓ １０．１，ＣＨ３ ２．２８，ｓ

１１ １６４．７，Ｃ １６４．６，Ｃ

１１ａ １１２．６，Ｃ １１２．７，Ｃ

１’ １３４．３，Ｃ １２９．３，Ｃ

２’ １２８．１，ＣＨ ５．４７，ｑ（６．６） １２７．５，ＣＨ ５．４２，ｑ（６．８）

３’ １４．０，ＣＨ３ １．８２，ｄ（６．６） １３．８，ＣＨ３ １．８９，ｄ（６．８）

４’ １７．５，ＣＨ３ １．９４，ｄ（６．６） １７．３，ＣＨ３ １．９６，ｓ

１’’ １４７．５，Ｃ

２’’ １２５．２，Ｃ ５．４６，ｑ（６．６）

３’’ １４．４，ＣＨ３ １．６７，ｄ（６．６）

４’’ １７．７，ＣＨ３ １．８６，ｄ（６．６）

１２５ＭＨｚｆｏｒ１３ＣＮＭＲａｎｄ５００ＭＨｚｆｏｒ１ＨＮＭＲｉｎＣＤＣｌ３．

３　讨论

本研究首次对南海黑乳海参共附生真菌犘犺犻

犪犾犲犿狅狀犻狌犿ｓｐ．次生代谢产物进行分离鉴定，２个缩

酚酸环醚化合物均为首次从该真菌中分离得到。缩

酚酸环醚主要存在于低等生物地衣中［１３１４］，在一些

植物［１５］和少数真菌［１６］中也有存在。缩酚酸环醚类

化合物具有广泛的生物活性，如抗分枝杆菌、抗革兰

阳性细菌、杀线虫、抗炎、抗肿瘤和抗病毒等［１７１８］。

ＥｍｅｇｕｉｓｉｎＡ 最早分离自真菌犈犿犲狉犻犮犲犾犾犪狌狀犵狌犻狊

Ｍａｌｌｏｃｈ＆Ｃａｉｎ，在１０－３ｍｏｌ／Ｌ浓度下对单胺氧化

酶的抑制率为４．７％，在５０μｇ／板浓度下能够抑制
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革兰阳性菌犅．犛狌犫狋犻犾犻狊的生长
［１１］。Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｉ

ｄｏｎｅＣ最早分离自海洋真菌 犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狌狀犵狌犻狊

ＣＲＩ２８２０３，具有芳香酶抑制活性和自由基清除活

性［１２］。黑乳海参共附生真菌犘犺犻犪犾犲犿狅狀犻狌犿ｓｐ．及

其缩酚酸环醚类代谢产物在黑乳海参化学防御机制

中的可能作用还有待进一步研究。
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