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角果木内生真菌代谢产物的分离鉴定①
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摘要:通过多种色谱分离方法对角果木根部真菌Fusariumsp.JG13代谢产物的化学成分进行研究,从其发酵液

中分离得到6个化合物,利用波谱等方法分别鉴定为Sorbicillin(1),2',3'-Dihydrosorbicillin(2),SohirnoneA
(3),5'-hydroxyprenylsalicylate(4),N-(2-Hydroxyphenyl)-acetamide(5),2-(E-3-heptneyl)-3,6-dihydroxy-5-(3-
methyl-2-butenyl)benzaldehyde(6).所有化合物均为首次从角果木真菌发酵产物中分离得到.
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自然界中的绝大多数植物与菌根真菌(mycorrhizalfungi)或内生真菌(fungalendophytes)产生共生关

系[1],内生真菌和寄主植物的共生关系体现在内生真菌获得寄主植物的营养和保护,而寄主植物通过内

生真菌提高竞争力以及抵抗食草动物,病菌和不同的非生物的侵袭[2-3].内生真菌能够产生必要的酶穿

透并寄宿在寄主植物组织中;真菌产生的防御代谢产物的浓度要高于病原体感染产生的代谢产物的浓

度[4].由于内生真菌代谢产物与植物病原体的毒素强烈相关[5],而且新陈代谢的相互作用能增强次级代

谢产物的合成.故内生真菌是植物代谢产物重要来源,也是筛选新药先导物的快捷途径[6-7].红树林植

物由于处于高盐高温等恶劣环境,其内生真菌次级代谢产物具有结构多样性和显著生物活性等特征,引

起了研究人员的广泛关注.
红树药用植物角果木(Ceriopstagal)可用于止血、通便和治疗恶疮等,我国植物化学家对其化学成

分进行了研究[8-9].为了寻找新的具有生物活性的化合物,笔者对海南红树林植物角果木根部内生真菌

Fusariumsp.JG13的代谢产物进行分离提纯,得到6个化合物单体,运用 HR-ESIMS,1D和2DNMR
等波谱技术确定了它们的结构.

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

核磁共振谱BruckerAVANCE400,超高效液相色谱(ACQUITYUPLCI-Class)与四级杆飞行时间质

谱(XevoG2-SQTof)(waters公司),制备高效液相色谱仪安捷伦1260(Agilent公司),层析用硅胶G和H
(青岛海洋化工厂),其余试剂均为分析纯试剂.
1.2 实验样品

菌株采集于海口市东寨港红树林自然保护区红树林植物角果木的根部,经分离鉴定该菌株为镰孢霉
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属真菌,样本保存于教育部热带药用植物化学重点实验室.分离纯化方法:超净工作台上将角样品用无

菌水冲洗3遍,用1%氯化汞溶液浸泡1min,再用无菌蒸馏水冲洗3遍,用75%乙醇水溶液浸泡30s,
最后用无菌蒸馏水冲洗3遍.将样品组织切块,置于PDA(琼脂7.5g、葡萄糖10g、马铃薯100g、陈海

水500mL,pH=7.2)培养基中,于28℃恒温下倒置培养.待新的菌丝长出后,挑取尖端菌丝并转接至

新的培养基,数次纯化后试管斜面保存备用.发酵培养基选用PDA培养基,并加葡萄糖(25g/L)和粗海

盐(36g/L),在1L锥形瓶内加入0.4L培养液,于121℃,0.1MPa下高温灭菌25min,超净工作台上

接种100L,每瓶接种量为5mL,于28℃恒温下静置培养60d.
1.3 提取与分离

将过滤所得的发酵液用乙酸乙酯(10L)反复萃取3次,萃取相用旋转蒸发仪浓缩后得到褐色粘稠状

浸膏510g,取500g浸膏悬浮于50℃热水中,依次用石油醚(1L)、乙酸乙酯(1L)、正丁醇(1L)重复

萃取3次,旋蒸后分别得到石油醚部位A(130g),乙酸乙酯部位B(150g),正丁醇部位C(180g).正丁

醇部位C经硅胶柱色谱(V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)=1∶0~0∶1)分离得到C1~C16共16个部分.C8
(4g)部分经过正相硅胶柱色谱(V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)=10∶1~0∶1)得到的C8-5(0.5g),再用制备

薄层色谱分离(V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)=3∶1),得到化合物5(30mg).C8-7(7.5g)部分经过正相硅胶

柱色谱(V(二氯甲烷)∶V(甲醇)=10∶1~0∶1)得到的C8-7-4(2.4g)部分经过反相硅胶柱色谱(V(甲醇)

∶V(水)=5∶95~50∶50)得到的C8-7-4-3(500mg)部分经制备高效液相色谱(V(乙腈)∶V(水)=1∶9~
5∶5,流速10mL/min,检测波长240nm)分离得到化合物4(15mg).C9(12g)部分经过正相硅胶柱色谱

(V(二氯甲烷)∶V(甲醇)=10∶1~0∶1)得到的C9-5(3.5g)部分经过反相硅胶柱色谱(V(甲醇)∶V(水)

=5∶95~50∶50)得到的C9-5-3(700mg)部分经制备高效液相色谱(V(乙腈)∶V(水)=1∶9~5∶5,流

速10mL/min,检测波长240nm)分离得到化合物1(12mg),2(25mg),3(16mg)和6(20mg).

2 结构鉴定

化合物1 淡黄色固体;ESI-MSm/z:233;1HNMR(400MHz,CD3OD):δ13.6(1H,s,H-6),7.44
(1H,dd,J=11.0,3.6,H-4',),7.14(1H,d,J=14,H-2'),6.48(1H,t,J=11.3,H-3'),6.33(1H,

m,H-5'),2.22(3H,s,5—CH3),2.11(3H,s,3—CH3),1.94(3H,d,J=6.6,6'—CH3),;13CNMR
(100MHz,CD3OD)δ192.6(C-1'),162.2(C-2),160.8(C-4),144.0(C-4'),140.4(C-6),130.6(C-5'),
128.7(C-5),122.1(C-3),115.9(C-1),112.6(C-2'),110.7(C-3'),17.3(6'—CH3),15.0(5—CH3),6.7
(3—CH3).依据NMR波谱数据并与已知文献[10]对照,鉴定该化合物结构为Sorbicillin.

化合物2 淡黄色固体;ESI-MSm/z:234;1HNMR(400MHz,CD3OD):δ7.50(1H,s,H-6),5.54
(2H,m,H-4',H-5'),3.00(2H,t,J=7.3,H-2'),2.39(2H,m,H-3'),2.20(3H,s,5—CH3),2.10
(3H,s,3—CH3),1.66(3H,s,6'—CH3);13CNMR(100MHz,CD3OD)δ204.7(C-1'),161.1(C-2),

160.6(C-4),129.6(C-4'),129.1(C-6),125.5(C-5'),115.8(C-5),112.0(C-3),110.6(C-1),37.3(C-
2'),27.6(C-3'),16.7(6'—CH3),15.0(5—CH3),6.6(3—CH3).依据波谱数据并与已知文献[11]对照,
鉴定该化合物结构为2',3'-Dihydrosorbicillin.

化合物3 黄色粉末;ESI-MSm/z:219;1H NMR(400MHz,CD3OD):δ12.61(1H,s,—OH),
7.59(1H,s,H-3),6.28(1H,s,H-6),5.54(2H,s,H-4',5'),2.99(2H,t,J=7.4,H-2'),2.39(2H,

s,H-3'),2.19(3H,s,4—CH3),1.67(3H,s,H-6');13CNMR(100MHz,CD3OD)δ204.2(C-1'),

163.4(C-1),160.6(C-5),132.0(C-3),129.6(C-4'),125.5(C-5'),116.9(C-4),112.2(C-2),101.6(C-
6),37.3(C-2'),27.5(C-3,5),16.7(C-6'),14.1(4—CH3).依据波谱数据并与已知文献[12]对照,鉴定

该化合物结构为SohirnoneA.
化合物4 棕色油状物;ESI-MSm/z:222;1HNMR(400MHz,acetone-d6):δ11.2(1H,s,—OH),

7.91(1H,dd,J=6.76,2.08,H-6),7.60(1H,dd,J=8.4,7.44,H-4),7.01(1H,d,J=7.36,H-3),

6.97(1H,dd,J=8.4,0.96,H-5),4.93(1H,dd,J=2.16,H-1'),4.84(1H,d,J=2.12,H-2'),

4.81(1H,d,J=2.12,H-4'),4.69(1H,brs,—OH),1.54(1H,d,J=6.56,H-5');13CNMR
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(100MHz,acetone-d6)δ169.5(C-7),161.6(C-2),142.3(C-3'),136.3(C-6),130.6(C-2'),118.5(C-4),

117.4(C-5),117.0(C-3),107.4(C-1),78.6(C-1'),66.2(C-4'),15.4(C-3').依据波谱数据并与已知文献

[13]对照,鉴定该化合物结构为5'-hydroxyprenylsalicylate.
化合物5 淡黄色固体;ESI-MSm/z:152;1HNMR(400MHz,CDCl3):δ6.28(1H,dd,J=7.9,

1.4,H-2),5.71(1H,td,J=8.0,1.5,H-4),5.56(1H,dd,J=8.0,1.16,H-3),5.51(1H,td,J=
8.0,1.28,H-4),0.88(3H,s,—CH3);13CNMR(100MHz,Methanol-d4)δ170.8(C-7),148.4(C-6),

125.7(C-1),125.4(C-4,5),122.6(C-2),119.2(C-3),115.9(C-5),22.1(C-8).依据波谱数据并与已知

文献[14]对照,鉴定该化合物结构为N-(2-Hydroxyphenyl)-acetamide.
化合物6 淡黄色针状晶体(甲醇);ESI-MSm/z:301;1HNMR(400MHz,CDCl3):δ11.98(1H,s,

6—OH),10.27(1H,s,—CHO),6.95(1H,s,H-4),5.50(2H,s,H-9,10),5.32(1H,t,J=6.9,H-
16),4.49(1H,s,3—OH),3.33(2H,d,J=6.9,H-15),2.99(2H,t,J=7.4,H-7),2.32(2H,m,

H-8),1.99(2H,m,H-11),1.80(3H,s,—CH3),1.74(3H,s,—CH3),1.38(2H,q,J=7.2,H-12),

0.90(3H,t,J=7.2,H-13);13CNMR(100MHz,CDCl3)δ195.5(C-14),155.9(C-6),145.1(C-3)

133.9(C-17),132.7(C-10),128.9(C-2)128.3(C-9),127.6(C-5),125.9(C-4),121.2(C-16),117.3(C-
1),34.6(C-11)34.2(C-8),27.0(C-15),25.8(C-19),24.3(C-7),22.5(C-12),17.8(C-18),13.7(C-13).
依据波谱数据并与已知文献[15]对照,鉴定该化合物结构为2-(E-3-heptneyl)-3,6-dihydroxy-5-(3-methyl-
2-butenyl)benzaldehyde.

化合物1-6的结构见图1.

图1 化合物1-6化学结构
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Abstract:Severalmethodsofchromatographywereusedtostudythechemicalconstitutionoftheroot-en-
dophyticfungiofCeriopstagal.Sixcompoundswereisolatedfromthefermentationbroth.Onthebasisof
spectralevidences,theywereidentifiedassorbicillin,2􀆳,3􀆳-dihydrosorbicillin,sohirnoneA,5􀆳-hydroxy-
prenylsalicylate,N-(2-hydroxyphenyl)-acetamideand2-(E-3-heptneyl)-3,6-dihydroxy-5-(3-methyl-2-
butenyl)benzaldehyde.
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