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摘要:将混合发酵技术应用于南海红树林内生真菌 E33 和K38 代谢产物的培养，从该提取物中分离到 5 个化合物，

利用波谱技术确定其结构分别为 2- 甲耽基 -3 ， 5 -二是基 -4 -甲基苯甲酸(化合物 1 )、6 ， 8 -二是基 -4 -乙酷

基异香豆素(化合物 2) 、5- 是基 6 ， 8 -二甲氧基 -2 ， 3 -二甲基 -4H -茶一 [2 ， 3-bJ-P比喃 -4 -嗣(化合物

3) 、7 ， 22 - (E) - 二烯 -3 ， 5 ， 6- 三是基麦角面醇(化合物 4) 、甘露醇(化合物 5) .其中，化合物 l 、2 和 3 以往鲜见

从海洋真菌中分离到的报道.
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Abstract: Mixed fennentation technique was app1ied to culture two marine derived mangrove endophytic 

fungi K38 and E33 from the South China Sea coast. Five secondary metabo1ites were iso1ated from the 

crude extracts. Their structures were elucidated by spectral methods as 2-fo口nyl-3 ,5 -dihydroxy-4 -methy1-

benzoic acid (compound 1) , 6 , 8-dihydroxy-4 -acety1isocoumarin (compound 2) , 5-hydroxy-6, 8-dime­

thoxy号， 3-dimethyl-4H-naphtho-[ 2 ,3-b ] -pyran-4-one (compound 3) ,7 , 22-( E) -diene-3β ， 5α ， 6β-trio1-

ergosta ( compound 4) and manr山01 (compound 5). Among them , there were no previous repo时 about

compounds 1 ,2 and 3 iso1ated from marine fungi. 
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海洋微生物已成为寻找新药先导化合物的新源

泉[1] 红树林内生真菌兼具海洋真菌和植物内生菌

的特点，与其他微生物一样，很多红树内生真菌只是

在特定条件下才会发展出独特的代谢方式并产生特
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殊的化学成分，因此仍需发展新技术和手段以寻找

更多的新颖活性代谢产物.混合发酵技术被应用在

食品和酶工业上以提高产量，但极少应用在微生物

代谢产物的发现上，为寻找新的有活性天然产物，本
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研究将该方法用在被系统研究证明有较强代谢能力

的部分红树内生真菌上.内生真菌 IG8 和 E33 分别

采集自我国湛江红树植物秋茄 Kandelia cαndel 叶片

及膜麟菜 Eucheumα 阳盯catum 枝干.我们在对 2 株

菌代谢产物的系统研究中，得到十多种化合物[2-6 J

本课题组在进一步开展 2 株菌泪合发酵产物的研究

中，分离鉴定了 5 种化合物，其中 2- 甲酷基 -3 ， 5 -

二连基 -4 -甲基苯甲酸(化合物 1 )、6 ， 8 -二起基

-4 -乙酷基异香豆素(化合物 2) 、5 一起基 -6 ， 8 -

二甲氧基 -2 ， 3 -二甲基 -4H -荼 -[2 ， 3-bJ-P比

喃 -4 -w同(化合物 3) 以往鲜见从海洋真菌分离到

的报道，且未从单独发酵的 IG8 和 E33 菌中获得过，

7 ，22-(E)-二烯斗，5 ，6 -三是基麦角面醇(化合物

的、甘露醇(化合物 5) 曾在 IG8 的菌丝体中分离到.

1 材料与方法

1. 1 仪器与材料

Varian Mercury2Plus 300 ( TMS 内标)核磁共振

波谱仪为美国瓦里安公司生产， Thermo DSQ 质谱仪

为 Tl町mo Finnigan 公司生产，X4 型显微熔点仪为上

海济成分析仪器有限公司生产. HREIMS 测试用 VG

Autospec-500 质谱仪由美国 Beckman 公司生产;

Bruker VECT0R22 红外波谱仪由德国布鲁克公司生

产;薄层层析和柱层析硅胶为青岛海洋化工厂生产.

所用溶剂为分析纯.菌株采自中国湛江海域，由中山

大学周世宁教授提供，保存在中山大学化学与化学

工程学院内.发酵培养基为葡萄糖 10 glL、蛋白陈 2

glL、酵母膏 1 glL、粗海盐 2 glL ,pH 7. 

1. 2 菌种培养
500 mL 三角瓶，内装培养液 300 mL，经 121 "C 

高温灭菌 15 min 后接种，25 "C静置培养 30 d ，过滤，

收集发酵液和菌体，共培养 60 L. 

1.3 提取与分离

培养液在 60 "C下浓缩至 2 L ，用 2L 乙酸乙醋萃

取，重复 6 次.提取液浓缩后，经硅胶柱层析，用石油

醒一乙酸乙醋、乙酸乙醋-甲醇梯度洗脱分别得到

化合物 1 (20 mg) 、化合物 2 (20 mg) 、化合物 3

(10 mg) 、化合物 4(20 mg) 和化合物 5 (150 mg). 

1. 4 结构鉴定

通过分析化合物的氢谱 CH NMR) ，碳谱

C3CNMR) ，红外光谱(IR) ，质谱( EIMS , HREIMS )等

试验数据，鉴定了化合物 1 -5 的结构.

2 结果与分析

2.1 试验数据

化合物 1: C9 HsOs ，元色针状晶体熔点( mp) 

264 "C , 1 H NMR (300 MHz , DMSO-d6 ) :δ12.80 ( s , 

1 H) , 10. 35 ( s , 1 H) , 11. 46 ( s , 1 H) , 7. 02 ( s , 1 H) , 

2.01 (s ,3H). 13C NMR(75 MHz ,DMSO-d6 ) :δ195.7 ， 

167. 1 , 162. 9 , 134.0 , 113.9 , 11 1. 2 , 110.4 , 7. 6. ES­

IMS(m/z) :195 ,151. 

化合物 2 :C II HsOs ，元色针状晶体. mp 240 -241 

"C , HREIMS [ M J + 220.0372. 1 H NMR (acetone-d6 , 

300 MHz)δ2.53 (s , 3H) , 6.47 ( d , 2.4 Hz , 1 H) , 

7.73 (d , 2. 4 Hz , lH) , 8. 49 (s , lH) , 9.81 (br s , 

lH) , 11. 1 (s , IH). 13C NMR (DMSO-d6 ,75 MHz)δ 

196.4 , 166.4 , 163.7 , 163.3 , 155.1 , 135.1 , 116.9 , 

104. 1 , 102.6 , 98.5 , 28.5. IR (KBr) Vm旧 : 3 422 , 

3 188 , 1 685 , 1 651 , 1 165 cm -1 . 

化合物 3 :黄色针状晶体， mp 195 - 197 "C, 

1 H NMR( CDC13 ， 3∞ MHz)δ15.22 (s , IH) ,6.93 (s , 

lH) ,6.57 (d ,2. 4 Hz , IH) ,6.37 (d ,2. 4 Hz , IH) ,4. 00 

(s ,3H) , 3.92 ( s , 3H) , 2.39 (s , 3H) , 2.03 (s , 3H). 

气 NMR (CDC13, 75 MHz)δ184.13 ， 167.40 ， 162.61 ， 

161. 50 , 160.62 , 153.30 , 141. 09 , 119.22 , 108.40 

104.21 , 101. 04 , 97.80 , 97.23 , 56.08 , 55.40 , 23. 12 , 

20.68. EIMS (m/z) :3∞[MJ + ,282 ,271 ,254 ,229. 

化合物 4: 白色固体， mp 242 -244 "C. IH NMR 

( CDC13 ,300 MHz) : 5. 35 ( 1 H , m) , 5. 20 ( 2H) , 4. 07 

(m , 1 H) , 3. 62 ( brs , 1 H ) , 2. 14 ( dd , 8. 0 , 6. 5 Hz , 

1 H) ,2. 10 - 2. 00 , ( m , 2H) , 2. 01 - 1. 80 ( m , 4 H) , 

1. 80 - 1. 70 ( m ,2H) , 1. 70 - 1. 20 ( m , 1 H) , 1. 09 ( s , 

3H) ,1. 03(d , 6.0 Hz , 3H) , 0.92(d , 6.5 Hz ， 3日) , 

0.84(d , 7.5 Hz , 3H) , 0.83(d , 6.5 Hz , 3H) , 0.60 

(s ,3H). 

化合物 5 :无色针状结晶，mp 164-165 "C. IR V maX 

(KBr) : 3 432 , 1 615 , 1 454 , 1 401 , 1 078 , 885 , 589 

cm -1. IH NMR ( DMSO-d6 , 300 MHz , TMS) : 3.37 

(ddd ,11 ,5.5 Hz , IH) ,3.45 (ddd ,8.5 ,5.5 Hz , IH) , 

3.54 (t ,7. 5 Hz , IH) ,3.60 (ddd , 11. 0 ,8. 5 ,3.5 Hz , 

lH) ,4.08 (d , 7.0 Hz , lH) , 4.26 (t , 5.5 Hz , IH) , 

4.34 (d ,5. 5 Hz , IH). 

2.2 结构鉴定

化合物 1 ，无色针状结晶(丙酬)， mp264 ℃，用

硅胶柱[ V( 石油酷): V( 乙酸乙醋)=3:1J 洗脱获得，

TLC[ V( 石油酷): V( 乙酸乙醋) = 2: 1 J 展开，紫外灯

下显彗星状斑点，腆缸里斑点变白色，表明该化合物

为有机酸或碱，测其 pH 呈酸性，表明该化合物含有

竣基.对化合物溶液滴加三氯化铁-铁氧化何显蓝

色，与 2 ， 4 -二硝基苯脚反应，溶液中出现砖红色絮

状沉淀，提示分子中含有酣起基和醒基.根据

IH NMR的积分，排除干扰峰，可以明显地识别出 8
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12.80(s ， lH) 和 10. 35 ( s , 1 H) 是活泼 H 信号，δ7.02

(s ， lH) 初步判断是芳香 H 信号，δ2.01(s ， 3H) 是与

芳香环相连的甲基信号气 NMR (150 MHz , DMSO­

d6 ) 在低场区 δ195. 7 是醒基信号，δ167.1 初步判断

是竣基的信号，δ7.6 对应芳香环上甲基信号，剩余 6

个 C 推测为 1 个苯环，由于分子中苯环上只有 1 个

H 未被取代，根据 ESIMS 给出的分子离子峰 195 [M­

Hr ，结合碳谱、氢i普及上述分析，表明化合物 1 分

子式为 C9日805 ，因此结构式中还有 1 个起基，即推测

化合物 1 苯环上 5 个 H 分别被 1 个殷基、2 个是基、1

个醒基、1 个甲基取代.进一步与文献 [7 J 数据对照

基本一致，确定化合物 1 为 2 一甲酷基 -3 ， 5 一二楚

基 -4 一甲基苯甲酸.其分子结构见图1.

化合物 3 ，黄色针状晶体. EIMS 谱给出分子离子

峰 m/z 282 [ M J + ，结合氢谱和碳谱，推出分子式为

C17HI 6 0S '不饱和度为 10. 碳谱存在 10 个季 C( 其中

δ184.13 的旗基 C 与双键共扼) ， 3 个 CH ， 4 个 CH3 •

除去双键和殷基所占的 7 个不饱和度，分子应具有

三环结构.'H NMRδ6. 57 (1 H , d , 2. 4 Hz) 和 6. 37 

(1 H , d ,2. 4 Hz) 是苯环上互为间位的 H，分子中 4 个

CH3 从位移上看 δ 56. 08 ( OCH3 -6 )和 55.40 为

OC吨， δ23. 12 和 20.68 为与双键相连的 C吨，

IHNMRδ15.22(lH ， s) 高尖峰是和攒基形成氢键

的一OH，分子式中剩余的 1 个 O 表明分子中存在 1

个毗喃环，由此写出可能的结构式，查阅文献[9J ，对

照波谱数据，基本一致，确定化合物 3 为 5 一起基-

化合物 2 ，元色针状结晶(丙酬) , mp 240 - 241 6 ,8 -二甲氧基 -2 ， 3 -二甲基 -4H -荼一 [2 ， 3 -bJ 一

"C. HREIMS 给出相对分子质量 220.0372 ，分子式为 毗喃 -4 - W同.其分子结构见图1.

C11H8 0S • 气 NMR 结合 DEPf可以看出分子中包括 化合物 4 ，元色针状晶体，硅胶柱分离用 V( 乙酸

3 个芳香 CH ，以及 1 个 CH3 和 7 个季 C ， δ196.4 是 乙目的: V( 石油酷) = 3: 1 洗脱得到.其IH NMR 与微

碳基 C，和双键发生共扼.'H NMR 显示 δ6.47 (d , 生物代谢产物中广泛存在的麦角面醇的氢谱类似，

2.4 险， 1H) 和 7. 73(d ,2. 4 Hz ， lH)是苯上 2 个间位 与麦角面醇的氢谱不同的是在低场出现了 3 个活泼

的 H ,8. 49 (s , 1 H) 的 H 从化学位移值判断参与了共 H，推测可能是三捏基麦角面醇.查阅文献[lOJ ，

扼.δ9. 81 ( brs , 1 H) 和 1 1. 1(s ， lH) 结合 IR 3 422 对照波谱数据，基本一致.化合物 4 确定为 7 ， 22 -

cm-I 吸收判断是 2 个是基，其中 81 1. 1(s ， lH) 高尖 (E) - 二烯 -3 ， 5 ， 6 三是基麦角面醇.其分子结构

l峰是和嵌基形成氢键的一OH ，气 NMR 中 δ166.4 的 见图1.

C 初步判断是醋嵌基.因此化合物 2 可能是异香豆素

类.'HNMRδ2.53(s ， 3H)表明分子的一CH3 与双键
或碳基连接.由此查阅文献 [8 ]，对照有关物理常数

和波谱数据，基本一致，确定化合物 2 为 6 ， 8 一二是

基 4- 乙酷基异香豆素.其分子结构见图1.

COOH OH 0 
1- -- " OCH, OH 0 
J、 .CHO /斗\/飞 11

化合物 5 极易溶于水和 DMSO ， mp164 - 165 "C , 

在紫外灯下和腆中均不显色. IH NMR( DMSO - d6 , 

TMS)谱只在 83.36 -4.34 之间有吸收峰.分析可能

为甘露醇，查阅文献[11 ]，对照波谱数据，基本一致.

确定为甘露醇.其分子结构见图1.

H, QH 昌、OH
仍" 咽夺'

/气/\，CH，OH
f 、、rι 、电f 飞o ...!\/久 A

JL ;j 人人~- ('丫γγ I I 
HOH,C ~.，乱，

.~玄--二~OHH- OH H 
HO 丫 OH HO H.CÓ 飞/、/\0"""\HryE

CH飞 /-=0 -"OH 

化合物l 化合物2 化合物3 化合物4 化合物5

图 I 化合物 1 -5 的分子结构

Fig. 1 The structures of compound 1 - 5 

3 结论

从该菌培养液的乙酸乙醋萃取部分得到 5 个化

合物，分别鉴定为 2 一甲酷基 -3 ， 5 -二是基 -4 一甲

基苯甲酸(化合物 1 )、6 ， 8 二是基 -4 -乙酷基异香

豆素(化合物 2) 、5-是基 -6 ， 8 -二甲氧基 -2 ， 3 -二

甲基 -4H 一茶一 [2 ， 3 -bJ 一毗喃 -4 -酣(化合物

3) 、7 ， 22 - (E) - 二烯- 3 ， 5 ， 6 一三是基麦角面醇

(化合物 4) 和甘露醇(化合物 5) .化合物 1 ，2 ， 3 以往

鲜见从海洋真菌中分离到的报道.化合物 4 ，5 曾从单

独发酵的K38 菌株中分离得到.根据文献报道，化合

物 1 能抑制稻瘟霉分生抱子生长，最低抑菌浓度为

3. 06 mmol . L -1 ，同时还能使稻'瘟霉菌丝体变形，出现

多分枝现象，最低变形浓度为1. 53 mmol . L - 1 [叫，

因此判断该化合物可能是混合发酵液乙酸乙醋提取

物表现出抑制稻瘟霉活性的原因之一.化合物 1 - 5 

的相关生物活性尚在继续研究中.

(下转第 123 页)
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林分调落物显著增加了土壤有机质和氮，促进

了微生物的活动，增强了酶的活性，对土壤肥力改善

具有积极的作用，有利于林木的健康生长.
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