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摘  要:根据活性追踪原理,采用硅胶柱层析以及高效液相色谱等技术对苦皮藤内生真菌 Hd3菌

株发酵液中的抑菌活性成分进行了分离纯化, 得到 5个具有抑菌活性的化合物,经质谱和核磁共振

波谱技术分别鉴定为 3c-氯代杀锥曲菌素、曲地酸、曲地酸甲酯、4c, 6c-二氯代曲地酸甲酯和 4c-氯代

曲地酸甲酯。它们在 500m g /L的浓度下对玉米弯孢菌 Curvula ria luna ta 的孢子萌发抑制率分别

为 100%、67. 6%、17. 3%、29. 1%和 30. 4% ,其中化合物 3c-氯代杀锥曲菌素和曲地酸还对枯草芽
孢杆菌 Bacillus subtilis具有强烈的抑制作用。
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Abstract: F ive ant ibacteria l compounds w ere iso lated from the fermentation bro th o f endophy tes in

C ela stru s angula tus ( stra in Hd3 ) through silica gel co lumns and HPLC by b ioassay-guided

fract ionation. These chem icals w ere e luc idated a s 3c-ch lo ro trypac id in, asterric acid, me thy l asterra te,

m ethy l dich lo roasterrate andm ethy l chloro asterrate by NMR andM S. The b io assay resu lts show ed tha t

the inhibition rate s of 5 compounds aga inst spo re germ ina tion of Curvu la ria luna ta w ere 100%,

67. 6%, 17. 3% , 29. 1% , 30. 4% at the concentration o f 500 mg /L, respective ly; and 3c-
ch lo ro trypac id in and asterric ac id show ed strong antibacteria l activ ity on Bacillus subtilis.
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  从植物内生菌的代谢产物中寻找和发现活性

化合物己经成为天然产物化学一个新的研究热

点
[ 1]
。在研究苦皮藤内生真菌代谢产物的过程

中, 笔者筛选到 Hd3菌株,除从其发酵产物中分离

得到了具有杀虫活性的化合物 2, 3-二甲氧基-5-甲

基苯酚外
[ 2]
, 还在抑菌活性生物测定的追踪下, 从

其发酵产物中分离鉴定出了 5个具有抑菌活性的

化合物。现将部分结果报道如下。
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1 材料与方法

1. 1 仪器及试剂

Sh im adzu LC-6AD 高 效 液 相 色 谱 仪, X 4

型 显 微 熔点测定仪 (温度计未校正 ) , B ruker

DRX 400MH z核磁共振波谱仪 ( CDC l3作溶剂,

TM S为内标 ), LCQ A dvantageMAX质谱仪。

柱层析硅胶 ( 200 ~ 300目, 青岛海洋化工

厂 ) ;丙酮、甲醇等均为国产分析纯。

1. 2 供试真菌及细菌

玉米弯孢菌 Curvula ria luna ta 由西北农林科

技大学植物病理室提供; 枯草芽孢杆菌 Bac illus

subtilis购自中国科学院普通微生物菌种保藏

中心。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 抑制真菌活性测定  采用抑制孢子萌发
法

[ 3]
。将供试病原菌的孢子配制成适当浓度的孢

子悬浮液 (在 10 @ 10的低倍镜下, 每个视野有 30~

40个孢子 )。将待测样品以少量丙酮溶解, 滴加少

量土温-80后以蒸馏水稀释配制成一定浓度的样品

溶液,将样品溶液与孢子悬浮液等体积混合,滴加一

滴混合液在凹玻片上,将凹玻片迅速翻转使液滴倒

悬在凹玻片下表面,小心将凹玻片放在保湿器架上,

使液滴倒悬在保湿的小环境中。以不加样品的等量

丙酮 +土温-80+蒸馏水为对照, 重复 3次。在 25e

下培养 6 h后检查对照孢子的萌发情况。当对照的

萌发率达到 85%后,检查所有处理的萌发率。以孢

子芽管长度大于孢子短半径者为萌发。

孢子萌发抑制率 (% ) =
对照孢子萌发率 -处理孢子萌发率

对照孢子萌发率
@ 100

1. 3. 2 抑制细菌活性测定  采用管碟法 [ 4]
。取

10mL熔化好的水琼脂培养基倒入直径 9 cm的培

养皿中,冷却后, 将培养好的供试细菌与适量培养

基充分混匀, 取 5 mL 倒人培养皿中, 制成带菌双

层平板,每个平板上放 3个牛津杯 (内径 0. 6 cm,

外径 0. 8 cm, 高 1. 0 cm的不锈钢杯 ), 每杯加入药

液 0. 2mL, 4e 下放置 2 h后置于 37e 恒温箱中

培养 20 h, 用十字交叉法测量抑菌圈直径。

1. 3. 3 活性成分分离  Hd3发酵液乙酸乙酯萃

取物经过一级硅胶柱层析分段后进行生物活性测

定, 对有活性段再进行二级硅胶柱层析: 层析柱

( 40mm @ 900 mm ), 依次用 V石油醚 BV乙酸乙酯 = 9B1~

1B9、V乙酸乙酯 BV甲醇 = 9B1~ 1B9以及纯甲醇梯度洗

脱, 得 17个馏分,测定每个馏分的杀菌活性, 其中

馏分 15( 189. 3m g )用甲醇重结晶, 得到化合物 b

( 129m g )。利用 HPLC对硅胶柱层析所得具有强

抑菌活性的馏分 13 ( 412. 5m g)进行纯化。HPLC条

件为: 色谱柱 Hypersil C18, 250 mm @ 20. 0 mm,

10 Lm; 流动相为甲醇-水 = 80 B20 (体积比 )和甲

醇-水 = 65B35(体积比 ); 流速 5 mL /m in; 检测波长

UV 230 nm。分别得到化合物 a ( 12. 7 m g )、c

( 3. 3m g )、d ( 9. 2m g )和 e ( 8. 5 mg )。

2 结果与分析

2. 1 活性成分的结构鉴定

化合物 a:淡黄色结晶, m. p. 179~ 189e (文献

值
[ 5]

193 ~ 196e )。 ESI-M S负离子: [ M-H ]
-
m /z

362. 9( 100% ), 364. 8 ( 38% ), 表明化合物 a的相

对 分 子 质 量为 364, 并且分子中含有一个氯。
13
C NMR( DEPT )显示化合物 a有 17个碳, 其中有

1个 CH3 ( D 21. 05) , 2个 OCH3 ( D 57. 05, 53. 11 ),

3个 羰基 ( D 185. 17, 167. 01, 194. 30 ), 8个季碳

( D168. 27, 163. 42, 154. 00, 150. 14, 137. 51,

109. 02, 108. 44, 84. 5 )及 3个叔碳 ( D 137. 35,

104. 43, 111. 69)。结合 M S和 NMR, 化合物 a的分

子式可确定为 C17 H 13 C lO 7。
1
H NMR 显示在

D7. 15, 6. 53和 5. 82存在 3个芳环质子, D 3. 74,

3. 71存在两个甲氧基, D 2. 44存在一个甲基。化合

物 a的 NMR数据与日本专利
[ 6 ]
中报道的化合物

3c-氯代杀锥曲菌素 ( SS19508D ) 基本一致, 将化合

物 a鉴定为 3c-氯代杀锥曲菌素 ( ch lo ro trypacid in )。

NMR数据见表 1和表 2,结构见图 1。

化合物 b:淡黄色结晶, m. p. 208~ 210e (文献

值
[ 5]

209 ~ 210e )。 ESI-M S负离子: [ M-H ]
-
m /z

346. 7( 100% ), 表明化合物 b的相对分子质量为

348。
13
C NMR ( DEPT )显示化合物 b有 17个碳,其

中有 1个 CH3 ( D 22. 00) , 2个 OCH3 ( D 56. 73,

52. 74), 2个羰基 ( D 165. 64, 171. 63) , 8个季碳

( D 134. 73, 125. 71, 156. 89, 155. 62, 164. 26,

106. 07, 159. 44, 147. 82)及 4个叔碳 ( D 109. 31,

105. 00, 100. 63, 112. 61 )。结合 M S和 NMR, 化合

物 b的分子式可确定为 C17H16O 8。
1
H NMR显示在
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D7. 05, 6. 93, 6. 49, 5. 92存在 4个芳环质子, D3. 82,

3. 74存在两个甲氧基, D 2. 17存在一个甲基。根据

化合物 b的 CO SY、HSQC、HMBC谱确定了各取代

基的位置以及两个苯环间的连接关系。化合物 b

的 NMR数据与文献报道的曲地酸一致
[ 5]
, 由此推

断化合物 b为曲地酸 ( asterric acid)。NMR数据见

表 1和表 2,结构见图 1。

化合物 c: 淡黄色柱状结晶, m. p. 180~ 186e

(文献值
[ 5]

185 ~ 186e )。 ES I-M S负离子: [ M-

H ]
-
m /z 360. 9( 100% ), 表明化合物 c的相对分

子质量为 362。
13
C NMR (D EPT )显示化合物 c有

18个碳, 其中有 1个 CH3 ( D22. 15) , 3个 OCH3 ( D

56. 52, 52. 52, 52. 36 ) , 2 个 羰基 ( D 165. 77,

171. 77) , 8个季碳 ( D 136. 82, 125. 91, 154. 06,

153. 26, 163. 17, 100. 88, 159. 95, 146. 14 )及 4个

叔碳 ( D 108. 49, 105. 02, 105. 89, 111. 16 )。结合 M S

和 NMR, 化合物 c的分子式可确定为 C18H18O8。

与化合物 b相比, 化合物 c多了一个甲氧基 ( DC:

52. 36, DH: 3. 75), 其余 NMR数据与化合物 b基

本一致,推测化合物 c是 b的甲酯。化合物 c的

NMR数据与文献报道的曲地酸甲酯基本一致
[ 5]
,

由此 推 断 化合 物 c 为 曲 地 酸 甲 酯 ( m e thy l

asterrate)。NMR数据见表 1和表 2, 结构见图 1。

化合物 d: 淡黄色柱状结晶, m. p. 144~ 147e

(文献值
[ 5]

144 ~ 147e )。 ES I-M S负离子: [ M-

H ]
-
m /z 429. 0 ( 100% ), 431. 1 ( 67% ), 表明化合

物 d的分子中含有两个氯原子, 相对分子质量为

430。
13
C NMR ( D EPT )显示化合物 d中含有 18

个碳, 其中有 1个 CH 3 ( D 18. 79 ) , 3个 OCH3

( D 56. 62, 53. 01, 52. 52) , 2个羰基 ( D 166. 66,

170. 11 ), 10个季碳 ( D 139. 27, 123. 23, 151. 02,

152. 46, 155. 44, 106. 65, 151. 36, 118. 38, 141. 54,

117. 86 )及 2个叔碳 ( D 108. 46, 105. 13 )。结合

M S和 NMR, 化合物 d的分子式可确定为 C18H 16

C l2O 8。与 c相比, 化合物 d减少了两个芳氢质子

而多出了两个季碳, 减少了两个叔碳, 其中 C-1c、

C-3c、C-5c化学位移向高场移动 ( D5~ 8 ) ,而 C-2c、

C-4c、C-6c化学位移向低场移动 ( D 3~ 6 ), 推测化

合物 d是两个氯原子取代了化合物 c中的两个芳

氢所得到的二氯代曲地酸甲酯。化合物 d的

NMR数据与文献报道的 4c, 6c-二氯代曲地酸甲酯

基本一致
[ 5]
, 由此推断化合物 d为 4c, 6c-二氯代曲

地酸甲酯 ( m e thy l 4c, 6c-dich loro asterrate )。NMR

数据见表 1和表 2, 结构见图 1。

表 1 化合物 a、b、 c、d、e的 13C NMR数据

Tab le 1 13
C NMR data o f compounds

a, b, c, d and e

位置编号

Pos ition
a b c d e

1 84. 56 134. 73 136. 82 139. 27 136. 23

2 137. 51 125. 71 125. 91 123. 23 126. 78

3 137. 35 109. 31 108. 49 108. 46 108. 53

4 185. 17 156. 89 154. 06 151. 02 154. 65

5 104. 43 105. 00 105. 02 105. 13 105. 03

6 168. 27 155. 62 153. 26 152. 46 154. 89

7 57. 05 56. 73 56. 52 56. 62 56. 47

8 167. 01 165. 64 165. 77 166. 66 166. 71

9 53. 11 52. 74 52. 52 53. 01 52. 96

1c 109. 02 164. 26 163. 17 155. 44 157. 94

2c 154. 00 106. 07 100. 88 106. 65 101. 97

3c 108. 44 159. 44 159. 95 151. 36 158. 49

4c 150. 14 100. 63 105. 89 118. 38 106. 68

5c 111. 69 147. 82 146. 14 141. 54 143. 73

6c 163. 42 112. 61 111. 16 117. 86 114. 82

7c 21. 05 22. 00 22. 15 18. 79 21. 24

8c 194. 30 171. 63 171. 77 170. 11 171. 65

9c \ \ 52. 36 52. 52 52. 48

表 2 化合物 a、b、c、d、e的 1H NMR数据

T able 2 1
H NMR da ta o f com pounds a, b, c, d and e

位置编号 Po sition a b c d e

3 7. 15( s) 6. 93( d, J = 3. 0 H z) 6. 97( s) 6. 86 ( s) 6. 98 ( s)

5 5. 82( s) 7. 05( d, J = 3. 0 H z) 6. 72( s) 6. 56 ( s) 6. 72 ( s)

7 3. 74( s) 3. 82( s) 3. 94( s) 3. 80 ( s) 3. 97 ( s)

9 3. 71( s) 3. 74( s) 3. 69( s) 3. 78 ( s) 3. 75 ( s)

4c \ 6. 49( s) 5. 75 ( s) \ 5. 87 ( s)

6c 6. 53( s) 5. 92( s) 6. 42 ( s) \ \

7c 2. 44( s) 2. 17( s) 2. 14( s) 2. 50 ( s) 2. 23 ( s)

9c \ \ 3. 75( s) 3. 75 ( s) 3. 70 ( s)
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图 1 化合物 a、b、c、d、e的结构

Fig. 1 Structures o f com pounds a, b, c, d and e

  化合物 e:淡黄色片状结晶, m. p. 171~ 174e
(文献值

[ 5]
171 ~ 174e )。 ES I-M S负离子: [ M-

H ]
-
m /z 394. 9 ( 100% ), 396. 8 ( 33% ), 表明化合

物 e的分子中含有 1个氯原子, 相对分子质量为

396。
13
C NMR (D EPT )显示化合物 e中含有 18个

碳,其中有 1个 CH3 ( D 21. 24), 3个 OCH3 ( D 56. 47,

52. 96, 52. 48) , 2个羰基 ( D 166. 71, 171. 65) , 9个

季碳 ( D 136. 23, 126. 78, 154. 65, 154. 89, 157. 94,

101. 97, 158. 49, 143. 73, 114. 82 )和 3个叔碳

( D 108. 53, 105. 03, 106. 68 )。结合 M S和 NMR,

化合物 e的分子式可确定为 C18H 17C lO 8。与化合

物 d相比,化合物 e减少了一个氯原子, 多出一个

芳氢质子, 同时多了一个叔碳和一个季碳, 其中

C-1c、C-3c、C-5c化学位移向低场移动 ( D 2~ 7) ,

C-2c、C-4c、C-6c化学位移向高场移动 ( D 3 ~

12) ,推测化合物 e是一个氯原子取代了化合物 c

中的一个芳氢所得到的一氯代曲地酸甲酯。化合

物 e的 NM R数据与文献报道的 4c-氯代曲地酸甲
酯基本一致

[ 5 ]
, 由此推断 e为 4c-氯代曲地酸甲酯

(m ethy l ch loroa sterrate)。NMR数据见表 1和表 2,

结构见图 1。

2. 2 化合物的抑菌活性
化合物 a~ e在 500 mg /L下对枯草芽孢杆菌

及玉米弯孢菌孢子萌发的抑制作用见表 3。可以

看出,在从 Hd3菌株发酵液乙酸乙酯萃提物中分

离得到的 5个化合物中, 具有主要抑菌活性的为

化合物 a和 b, 在 500m g /L 的浓度下对玉米弯孢

菌孢子萌发的抑制率分别为 100%和 67. 6%; 对

枯草芽孢杆菌的抑菌圈均清晰、透明, 说明对其具

有很强的抑制活性。

表 3 化合物 a、b、 c、d和 e的抑菌活性

Table 3 A ntibio tic ac tiv ity o f com pounds

a, b, c, d and e

化合物

C om pd. ( 500 m g /L)

抑菌圈直径 1 /mm

D iam eter of inh ib it ion zone

抑制率 2 (% )

Inh ib ition rate

a 20. 5+++ 100. 0

b 4+++ 67. 6

c \ 17. 3

d 7. 0+ 29. 1

e 6. 5+ 30. 4

  注: 1.抑菌圈直径为对枯草芽孢杆菌的抑制作用, 表中数据

为 3次重复的平均值, / + 0表示抑菌圈可见, / ++ 0表示抑菌圈清
晰, / +++ 0表示抑菌圈透明 , / \0表示无抑制作用。 2. 抑制率为对

玉米弯孢菌孢子萌发的抑制作用。

No te: 1. D iam eter of inh ibit ion z one again stB acillu s sub ti lis. A ll

values are m ean s of th ree rep licates, / + 0 m eans v isib le, / ++ 0
m ean s clear, / + ++ 0 m ean s tran sparen ,t / \0 m ean s n o inh ib ito ry

effec.t 2. Inh ib it ion rate aga ins t sp ore germ in ation of C u rvu laria

luna ta.

3 讨论

文献报道
[ 5, 7, 8 ]

, 化合物 2在不同条件下可以

分别转化成化合物 b和 c(图 2) , 由笔者分离所得

到的几个化合物来推断, 发酵液中还可能存在化

合物 1和 2以及其他类似结构的该类化合物。
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  笔者首次从农药学的角度对曲地酸及其衍生

物进行了初步研究, 发现该类化合物具有类似的

生物活性和相似的结构, 并且结构相对简单, 从化

学合成的角度来看, 该类结构有可能是一个潜在

的杀菌剂先导结构, 以此为基础通过人工设计合

成一系列衍生物, 并从中筛选出高活性抗菌候选

化合物将可能具有较好的前景。
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#会讯 #

第一届国际作物保护科学大会论文征集

  由中国农药工业协会主办的第九届全国农药交流会暨农化产品展览会将于 2009年 9月 27日

~ 29日在上海光大会展中心召开, 为配合此次农化产品展览会, 中国农药工业协会将在会展期间同

期举办第一届国际作物保护科学大会, 同时编辑出版 5第一届国际作物保护科学大会论文集 6 (中英

文双语版 )。论文集的主题为 /农药科技与和谐社会 0。
主要内容包括: ( 1)政策法规: 各国农药管理与登记; ( 2)研究开发:农药原药、中间体、农药前体

的合成技术、前景预测等; ( 3)环境科学: /三废 0处理新工艺、新技术; /绿色 0工艺研究; 降低能耗与

资源综合利用技术; ( 4)加工应用: 制剂加工、助剂与配方研究、使用与药效研究、药械等; ( 5)营销策

略:市场开拓、进出口等; ( 6)植物保护:植物病虫草害的发生及防治等; ( 7)生物农药; ( 8 )其他: 分析

方法研究、农药毒性毒理及残留、药效等。

大会诚邀农药科研、生产、营销以及与农药行业相关的人员踊跃投稿。稿件要求有明确的主题

和中英文摘要, 以及作者详细的联系方式, 投稿截止日期为 2009年 7月 30日。论文一经录用, 赠送

论文集一本。同时,大会将评选出优秀论文, 并设立特等奖及一、二、三等奖若干名,颁发优秀论文证

书和奖金,并筛选优秀论文在会上宣讲。

论文请发送至: ao_cc@ ho tm a i.l com; ccp ia_zw j@ 126. com; ccpia_ lijuan@ 126. com

(敖聪聪  供稿 )
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