三种中国南海红树林内生真菌次级代谢产物的研究
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摘  要：海洋微生物由于其特殊的生长环境，能够产生结构独特，骨架新颖的各样次级代谢产物，因而成为国内外研究的热点。本文以三种中国南海红树林内生真菌为研究对象，对其次级代谢产物进行分离和结构鉴定，共分离鉴定了5种化合物，分别属于4种不同类别的天然产物。
关键词：红树林内生真菌（Mangrove endophytic fungus），次级代谢产物（secondary metabolite），甾醇（sterol），松胞素（cytochalasin）
1 引言

海洋微生物代谢产物研究是近年来国际上新兴的研究课题。海洋微生物由于特殊的海洋环境, 有独特的代谢途径, 能产生结构独特, 骨架新颖的各式各样次级代谢产物。海洋微生物活性物质开发是新型药物的重要来源[1]。内生真菌处于一个相对独立而不受干扰的生态环境中，而且又与寄主之间相互作用，因而植物内生真菌的次级代谢产物又是一个重要的药物来源。红树林是热带和亚热带海岸潮间带特有的植物群落。红树林内蕴藏着丰富的微生物资源，其中尤以真菌居多，而成为天然产物化学家的关注的热点[2]。
本实验以三种中国南海红树林内生真菌为研究对象，对其次级代谢产物提取后进行系统的分离，对分离得到的纯净化合物进行结构鉴定，共分离鉴定了5种化合物，分别属于4种不同类别的天然产物。
2 实验部分

2.1 仪器和试剂
        仪器：核磁共振仪（Varian INOVA-500NB，1H NMR谱400MHz, 13C NMR谱125MHz,TMS内标），双聚焦质谱仪（VG ZAB-HS双聚焦质谱仪），电子轰击电离质谱仪（DSQ电子轰击电离质谱仪），显微熔点仪（上海精密科学仪器有限公司X-4型）旋转蒸发仪（托普仪器有限公司 EYELA）
试剂：硅胶GF254（青岛海洋化工厂 分析纯），硅胶HF254（青岛海洋化工厂 分析纯），柱层析硅胶（青岛海洋化工厂200-300目 分析纯），硅胶H（青岛海洋化工厂 分析纯）
2.2 菌种和菌种培养 
ZH183等三株菌株是采自珠海红树林的内生真菌，菌种保存在中山大学内。

菌种以PDA为培养基，4℃保存。发酵培养基为葡萄糖0.5%，蛋白胨0.1%，酵母膏0.05%，粗海盐0.2%，PH 7.0。500mL三角瓶，内装培养液300mL，经121℃(0.1mPa)高温灭菌25min后接种。共接种100L，室温静置培养30d。

2.3.3 提取和分离
分别对菌体和菌液进行收集，菌体部分经干燥处理后用甲醇浸提，菌液部分通过加热浓缩后分别利用石油醚、乙酸乙酯分别萃取，得到不同级性的初步提取物，提取浓缩物分别拌硅胶过柱，以石油醚(PE)—乙酸乙酯(EA)—甲醇(MO)梯度洗脱。收集各组分再经反复柱层析，制备薄层层析和重结晶纯化。再通过质谱、核磁共振等手段进行结构鉴定，确定它的化学结构。
大体分离步骤如下：
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    图1 实验流程图

3 结果与讨论

3.1红树林内生真菌中分离得到的甾醇类化合物
3.1.1 化合物1过氧化麦角甾醇（5α, 8α - 二氧 - (22E, 24R) - 麦角甾 - 6, 22 - 二烯 - 3β - 醇）
化合物1为白色针状晶体，mp:182-183℃，从菌体柱层析中用10~20% EtOAc/PE极性的溶剂洗脱下来。洗脱下来时为两种白色晶体的混合物，综合解析1H NMR、13CNMR、DEPT、以及2DNMR推出其中一种为过氧化麦角甾醇，并通过与标准物的1H NMR谱图对比以及与文献波谱数据对比[3-5]，确定这是过氧化麦角甾醇，即5α, 8α - 二氧 - (22E, 24R) - 麦角甾 - 6, 22 - 二烯 - 3β - 醇。

表1 化合物1的13CNMR数据

	　No.
	13CNMR
	1HNMR
	COSY
	HMBC(C→H)

	1
	135.4(CH) 
	6.27d,8.4Hz,(6.20)
	H-4
	

	2
	135.4 (CH)
	5.23d,7.6Hz
	
	

	3
	132.1 (CH)
	5.25d,7.6Hz
	
	H-3,12,13

	4
	130.3 (CH)
	6.55d,8.4Hz,(6.54d)
	
	H-3,13,8

	5
	82.1 (C)
	
	
	H-1,14,27

	6
	79.4 (C)
	
	
	H-9,19

	7
	65.6 (CH)
	3.8m
	
	H-14,17

	8
	56.2 (CH)
	1.28t
	
	H-20,22,26

	9
	51.7 (CH)
	1.5 
	
	

	10
	51.4 (CH)
	1.5 
	
	

	11
	44.4 (C)
	
	
	H-9,10

	12
	42.9 (CH)
	1.9 
	H-18
	H-3,8,25

	13
	39.7 (CH)
	2.1 
	H-8
	H-3,4

	14
	39.3 (CH2)
	1.98,1.26
	H-17
	

	15
	36.8 (C)
	
	
	H-10

	16
	36.4 (CH2)
	1.9-2.0
	
	

	17
	34.5 (CH2)
	1.7,1.9
	H-14,19
	

	18
	33.0 (CH)
	1.48 
	H-23,28
	H-12,23

	19
	29.5 (CH2)
	1.53,1.78
	H-17
	H-17

	20
	28.4 (CH2)
	1.42,1.78
	H-22
	H-10,22

	21
	23.0 (CH2)
	1.29,1.56
	
	H-9,16

	22
	20.2 (CH2)
	1.53 
	H-8,20
	H-8,20

	23
	20.0 (CH3)
	1.04 
	
	

	24
	19.0 (CH3)
	0.86 
	
	

	25
	18.7 (CH3)
	
	
	H-3,12

	26
	17.2 (CH3)
	0.93 
	H-8
	

	27
	16.8 (CH3)
	0.95 
	
	

	28
	11.9 (CH3)
	0.68,0.75
	H-23
	


另外还有一个结构相似物，因含量较少，结构仍在解析中

3.1.2 化合物2麦角甾醇(Ergosterol)
化合物2为白色针状晶体, 易溶于氯仿, mp:155-157℃。Rf=0.5(硅胶板, 展开剂25%乙酸乙酯/石油醚), 吸碘很强,由碘中取出薄层板为浓浓的黑色。熔点、红外光谱数据, NMR 数据与麦角甾醇的标准图谱比较, 基本一致。可确认为麦角甾醇(Ergosterol)。

3.2红树林内生真菌中分离得到的松胞素类化合物（化合物3）
化合物3为白色晶体，紫外不显色，碘缸可以显色，系统命名为(7E,13E)-3-benzyl-6,12-dihydroxy-4,5,10,12-tetramethyl-1,11- dioxo-2,3,3a,6,6a,9,10,11,12,15- decahydro-1H-cycloundeca[d]isoindol-15-yl acetate，波谱数据如下。
表2 化合物3的波谱数据

	NO.
	13C NMR
	1H NMR
	COSY
	HMBC

	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

27’
28

28’
29

7-OH

18-OH
	175.3(C)

N-H

60.5(CH)

49.4(CH)

126.3(C)

132.0(C)

68.2(CH)

49.7(CH)

53.0(C)

44.3(CH2)

13.7 (CH3)

16.8 (CH3)

128.0(CH)

131.0 (CH)

37.8(CH2) A

B

42.3(CH)

210.3(C)

77.9(C)

131.9(CH)

133.6(CH)

75.3(CH)

19.1(CH3)

20.6(CH3)

170.3(C)

23.9(CH3)

137.5(C)

129.2(CH)

129.2(CH)

128.7(CH)

128.7(CH)

126.9(CH)


	5.88, br s

3.34, dd, 4, 8

2.46, m

3.75, d, 10

2.46, m 

2.96, ddd, 7.6

1.65, s

1.28, s

5.18, dd, 5.2

5.79,dd,10.4,5.2

2.03, dd, 

2.46 dd,4.8, 12

2.77, m, 7.6

5.99, dd,

5.30, m

5.87,dd,10.4,5.2

1.19, d, 7.6

2.29, s

1.52, s

7.19,dd, 7.6, 7.2

7.19,dd, 7.6 ,7.2

7.34, dd, 7.2,7.6

7.34, dd, 7.2,7.6

7.24, dd, 7.2,7.6

2.30, s

3.94, s
	H-4, 10

H-3,7,11,12

H-4, 8, 11

H-7, 13,14

H-3 

H-8, 14, 15A

H-8, 13, 15

H-14, 16, B

H-14, 16, A

H-15B, 22

H- 20,21

H-19, 21

H-19, 20

H-16

H-28, 29

H-28’, 29

 H-27, 29

H-27’, 29

H-27, 28
	H-4, 8

H-4, 10

H-11

H-4, 11, 12

H-4, 11, 12

H-8, 12

H-21

H-2, 8, 21

H-4, 27

H-8, 15AB

H-8, 15B

H-13, 22

H-22

H-15, 22, 23

H-19, 20, 23

H-20, 21

H-21

H-19, 20

H-21, 25

H- 10, 28

H-10, 28, 29

H-10, 28’, 29

H-27, 29

H-27’, 29

H-27, 28
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图2 分离得到的化合物结构图

3.3红树林内生真菌中分离得到的甾醇类化合物
3.3.1化合物4 2-hydroxy-7-methoxyanthracene-9,10-dione（蒽醌类化合物）

化合物4为红色针状结晶，易溶于乙酸乙酯。EI数据确定分子量为284，与标准谱库对照，基本一致，可确认为如图所示结构，系统命名为2-hydroxy-7-methoxyanthracene-9,10-dione
3.3.2化合物5甘露醇(Mannitol)
化合物5为白色针状结晶，易溶于水，mp:168-170℃。EI数据确定分子量为182，与标准谱库对照，基本一致，可确认为甘露醇(Mannitol)。
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