
　第５４卷　第 ４期
２０１５年　７月

中山大学学报 （自然科学版）

ＡＣＴＡ　ＳＣＩＥＮＴＩＡＲＵＭ　ＮＡＴＵＲＡＬＩＵＭ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＡＴＩＳ　ＳＵＮＹＡＴＳＥＮＩ
Ｖｏｌ５４　Ｎｏ４
Ｊｕｌ　２０１５

　

ＤＯＩ：１０１３４７１／ｊｃｎｋｉａｃｔａｓｎｕｓ２０１５０４０１６
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摘　要：研究濒危藏药肉叶金腰内生真菌 ＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐＪ６次级代谢产物。采用硅胶、ＬＨ－２０凝胶、Ｃ－１８
反相硅胶及ＨＰＬＣ等柱色谱技术对ＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐＪ６的次级代谢产物进行研究；采用波谱分析及与文献比对等
方法进行化合物结构鉴定；结果从肉叶金腰内生真菌 ＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐＪ６的发酵提取物中分离得到５个化合物，
分别鉴定为ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ（１）、ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ５Ｏｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ（２）、β－咔啉 （３）、尿嘧啶 （４）和尿嘧啶核苷 （５）。关
于金腰属植物内生真菌次级代谢产物研究是首次报道。
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　　肉叶金腰 （Ｃｈｒｙｓｏｓｐｌｅｎｉｕｍｃａｒｎｏｓｕｍ）为多年
生虎耳草科金腰属植物，是藏药中常用的一味植物

药，全草入药，用于治疗胆囊疾患、急性黄疸型肝

炎、急性肝坏死及传染病引起的高烧等症［１］；其

主要成份为三萜、黄酮及苷类等化合物［２］。肉叶

金腰自然生长环境独特，只长在海拔 ４４００～
４７００ｍ的高山灌丛、草甸和石隙，目前已被列为

一级濒危藏药资源［３］。为了研究内生真菌在濒危

植物保护中的生态学意义，探讨内生真菌次级代谢

产物对濒危藏药的保护及对藏药次级代谢生物合成

的相互关系，课题组前期对濒危肉叶金腰内生真菌

进行了系统分离研究，从中共分离得到内生真菌

１３株，并对分离到的内生菌进行了初步抗菌活性
筛选及微生物学研究［４］。在前期工作的基础上，
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本文对具有较好抗菌活性的内生枝孢霉 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉ
ｕｍｓｐＪ６进行了初步的次级代谢产物研究，从其
发酵提取物中分离得到了５个化合物 （图１），经
核磁共振、质谱等技术及与文献比对的方法，分别

鉴定为：ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ（１）、ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ５Ｏｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ
（２）、β－咔啉 （３）、尿嘧啶 （４），尿嘧啶核苷
（５）。这是首次关于金腰属植物内生真菌次级代谢
产物研究的报道；内生枝孢霉 ＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐＪ６
的主要次级代谢产物为化合物１、２，这两个化合
物具有显著抑制光合作用中电子传递活性［５］，它

们对濒危藏药肉叶金腰的生长特性是否有生态学保

护意义，有待进一步深入研究。

图１　肉叶金腰内生真菌ＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐＪ６次级代谢产物
Ｆｉｇ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

１，２，３，４，５ｆｒｏｍｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐＪ６
ｆｒｏｍＣｈｒｙｓｏｓｐｌｅｎｉｕｍｃａｒｎｏｓｕｍ

１　仪器与试剂
ＢｒｕｋｅｒＡＶＡＮＣＥ４００型核磁共振谱仪 （Ｂｒｕｋｅｒ

Ｂｉｏｓｐｉｎ，Ｒｈｅｉｎｓｔｅｔｔｅｎ，Ｇｅｒｍａｎ），ＬＣＱＤＥＣＡＸＰ型
液相色谱－质联用仪 （Ｔｈｅｒｍｏ），ＥｓｓｅｎｔｉａＳＰＤ－１６
型高效液相色谱仪 （ＨＰＬＣ） （Ｓｈｉｍａｄｚｕ）；ＴＬＣ硅
胶 （ＧＦ２５４）、柱层析硅胶 （２００～３００ｍ）均为青岛
海洋化工有限公司产品，ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０凝胶为
美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ产品，反相硅胶 ＯＤＳＡ为日本
Ｄａｉｓｏ公司产品；色谱纯甲醇为 Ｍｅｒｃｋ产品，其他
试剂均为分析纯，为广州化学试剂厂产品。

肉叶金腰草活株于２０１０年７月２０日采自西藏
自治区山南地区扎囊县达夏村山坡 （Ｅ：９１°１８′
５４０５′，Ｎ：２９°１８′１１９２″），连土带根挖起放入洁
净的花盆中带回实验室，次日进行活植株内生真菌

分离；该样本经西藏自治区高原生物研究所李晖研

究员鉴定为肉叶金腰Ｃｈｒｙｓｏｓｐｌｅｎｉｕｍｃａｒｎｏｓｕｍ。

２　方法与结果
２１　内生真菌分离

采用φ＝０２％升汞进行植物表面消毒，培养
基为 ＰＤＡ培养基［６］；共分离得到内生真菌１３株。
其中编号为Ｊ６的菌株经分子生物学鉴定为枝孢霉
菌属 （Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ），命名为Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ
Ｊ６，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＲ４９２６８８。
２２　发酵与提取

将菌种种子接种到盛有大米培养基的１Ｌ三角
瓶中［７］，常温发酵培养２８ｄ；共接种１００瓶。发酵
物采用甲醇－氯仿－乙酸乙酯混合溶液 （Ｖ／Ｖ／Ｖ＝
１∶１∶１）提取浸泡，３００ｍＬ／瓶，过滤，减压蒸出
滤液中有机溶剂，剩余的水相用乙酸乙酯等体积萃

取３次，浓缩乙酸乙酯萃取液，得浸膏９９ｇ。
２３　分离纯化

将提取物浸膏悬浮于 ２Ｌ水中，分别用石油
醚、乙酸乙酯、正丁醇等体积萃取２次，分别减压
蒸干有机溶剂，得石油醚部位浸膏１５ｇ，乙酸乙酯
部位浸膏２５ｇ，正丁醇部位浸膏６ｇ。正丁醇部位
浸膏经ＯＤＳＣ１８硅胶柱纯化，水 －甲醇溶液洗脱，
收集水 （１００％）洗脱馏分；经 ＬＨ－２０凝胶柱纯
化，甲醇洗脱，得到化合物４（１２ｍｇ），化合物５
（６ｍｇ）；收集水－甲醇 （Ｖ／Ｖ＝９０∶１０）洗脱馏分，
经ＬＨ－２０凝胶柱纯化，甲醇洗脱，得到化合物３
（２ｍｇ）。乙酸乙酯部位浸膏经硅胶柱纯化，石油
醚－乙酸乙酯溶液 （Ｖ／Ｖ＝１００∶０～０∶１００）洗脱，
收集石油醚 －乙酸乙酯 （Ｖ／Ｖ＝８０∶２０～６０∶４０）
洗脱馏分，经 ＨＰＬＣ分离，水 －甲醇 （Ｖ／Ｖ＝
４０∶６０）溶液洗脱，ＬＨ－２０凝胶柱纯化，甲醇洗
脱，分别得到化合物１（３０ｍｇ），化合物２（５５ｍｇ）。

３　结构鉴定
１）化合物 １：白色针状固体，难溶于氯仿，

溶于丙酮；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：２５７１［Ｍ－Ｈ］－；分子式
为Ｃ１４Ｈ１０Ｏ５。

１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ａｃｅｔｏｎｄ６）δ：６４５
（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝２４Ｈｚ，Ｈ－４），７３５（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝２０
Ｈｚ，Ｈ－６），６７０（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝２８Ｈｚ，Ｈ－３′），
６７９（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝２８Ｈｚ，Ｈ－５′），２７７（ｓ，３Ｈ，
ＣＨ３－６′），１１９４（ｓ，１Ｈ，ＯＨ－３），９７０（ｂｒ，１Ｈ，
ＯＨ－５），９２２（ｂｒ，１Ｈ，ＯＨ－４′）；１３ＣＮＭＲ（１００
ＭＨｚ，ａｃｅｔｏｎ－ｄ６）δ：１３９５（ｓ，Ｃ－１），９９２（ｓ，Ｃ－
２），１６６０（ｓ，Ｃ－３），１０１９（ｄ，Ｃ－４），１６５９（ｓ，
Ｃ－５），１０５２（ｄ，Ｃ－６），１６６１（ｓ，Ｃ－７），１１０７
（ｓ，Ｃ－１′），１５４１（ｓ，Ｃ－２′），１０２７（ｄ，Ｃ－３′），

５８
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１５９３（ｓ，Ｃ－４′），１１８４（ｄ，Ｃ－５′），１３９６（ｓ，Ｃ
－６′），２５７（ｑ，Ｍｅ－６′）。以上数据与文献 ［８］
报道对照基本一致，故鉴定化合物１为 ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ。
２）化合物 ２：白色羽状固体，难溶于氯仿，

溶于丙酮；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：２７１５［Ｍ－Ｈ］－；分子式
为Ｃ１５Ｈ１２Ｏ５。

１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ａｃｅｔｏｎ－ｄ６）δ：６５７
（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝２０Ｈｚ，Ｈ－４），７３０（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝２０
Ｈｚ，Ｈ－６），６７０（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝２４Ｈｚ，Ｈ－３′），
６８１（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝２４Ｈｚ，Ｈ－５′），３９７（ｓ，３Ｈ，
ＯＭｅ－５），２８１（ｓ，３Ｈ，Ｍｅ－６′），１１９８（ｓ，１Ｈ，
ＯＨ－３），９２６（ｂｒ，１Ｈ，ＯＨ－４′）；１３ＣＮＭＲ（１００
ＭＨｚ，ａｃｅｔｏｎ－ｄ６）δ：１３９１（ｓ，Ｃ－１），１００（ｓ，Ｃ－
２），１６６（ｓ，Ｃ－３），１０１（ｄ，Ｃ－４），１６７６（ｓ，Ｃ－
５），１０４６（ｄ，Ｃ－６），１６６１（ｓ，Ｃ－７），１１０５（ｓ，
Ｃ－１′），１５４２（ｓ，Ｃ－２′），１０２８（ｄ，Ｃ－３′），
１５９４（ｓ，Ｃ－４′），１１８５（ｄ，Ｃ－５′），１３９７（ｓ，Ｃ
－６′），５６３（ｑ，ＯＭｅ－５），２５６（ｑ，Ｍｅ－６′）。以
上数据与文献［９］报道对照基本一致，故鉴定化合
物２为ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ５－Ｏ－ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ。
３）化合物３：针状结晶，易溶于氯仿、丙酮；

ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ：１６９５［Ｍ ＋Ｈ］＋；分 子 式 为
Ｃ１１Ｈ８Ｎ２。

１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤ３Ｃｌ）δ：８９５（ｂｒ，
１Ｈ，Ｈ－１），８４８（ｂｒ，１Ｈ，Ｈ－３），７９９（ｄ，１Ｈ，Ｊ
＝４４Ｈｚ，Ｈ－４），８１５（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ｈ－
５），７３１（ｔ，１Ｈ，Ｊ＝７６Ｈｚ，Ｈ－６），７５５（ｔ，１Ｈ，Ｊ
＝７６Ｈｚ，Ｈ－７），７５６（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝７６，Ｈ－８），
８７８（ｂｒ，１Ｈ，Ｎ－Ｈ）；１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＣＤ３Ｃｌ）
δ：１３３７（ｄ，Ｃ－１），１３９１（ｄ，Ｃ－３），１１５（ｄ，Ｃ－
４），１２１６（ｓ，Ｃ－４ａ），１２９２（ｓ，Ｃ－４ｂ），１２２（ｄ，
Ｃ－５），１２０４（ｄ，Ｃ－６），１２８８（ｄ，Ｃ－７），１１１８
（ｄ，Ｃ－８），１４０６（ｓ，Ｃ－９ａ，９ｂ）。以上数据与文
献 ［１０］报道对照基本一致，故化合物３鉴定为β
－ｃａｒｂｏｌｉｎｅ。
４）化合物４：白色无定形固体，不溶于氯仿、

丙酮，微溶于甲醇；ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ：１１１２［Ｍ－
Ｈ］－；分 子 式 为 Ｃ４Ｈ４Ｎ２Ｏ２；

１Ｈ ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：５６３（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ｈ－５），７４１（ｄ，
１Ｈ，Ｊ＝８Ｈｚ，Ｈ－６）；１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：
１５３５（ｓ，Ｃ－２），１６７３（ｓ，Ｃ－４），１０１７（ｄ，Ｃ－５），
１４３５（ｄ，Ｃ－６）。以上数据与文献 ［１１］报道对照
基本一致，故化合物４鉴定为尿嘧啶。
５）化合物５：白色无定形固体，不溶于氯仿，

溶于甲醇；ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ：２４３５［Ｍ－Ｈ］－；分子式
为Ｃ９Ｈ１２Ｎ２Ｏ６；

１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：５７１
（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ｈ－５），８０１（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８４

Ｈｚ，Ｈ－６），５９１（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝４４Ｈｚ，Ｈ－１′），
４１５（ｔ，１Ｈ，Ｊ＝４４Ｈｚ，Ｈ－２′），４１８（ｔ，１Ｈ，Ｊ＝
４４Ｈｚ，Ｈ－３′），４０１（ｍ，１Ｈ，Ｈ－４′），３８１（ｄｄ，
１Ｈ，Ｊ＝１２４，２８Ｈｚ，Ｈ－５（α），３７４（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝
１２４，２８Ｈｚ，Ｈ－５（β）；１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：１５２６（ｓ，Ｃ－２），１６６３（ｓ，Ｃ－４），
１０２８（ｄ，Ｃ－５），１４２６（ｄ，Ｃ－６），９０８（ｄ，Ｃ－
１′），７１４（ｄ，Ｃ－２′），７５８（ｄ，Ｃ－３′），８６５（ｄ，
Ｃ－４′），６２４（ｔ，Ｃ－５′）。以上数据与与文献［１２］
报道对照基本一致，故化合物５鉴定为尿嘧啶核苷。
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