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摘　要：利用硅胶、ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０凝胶柱层析和高效液相色谱 （ＨＰＬＣ）等方法对采自湛江海百合共附生真
菌Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ９３的次级代谢产物进行分离纯化，根据化合物的理化性质、波谱数据以及与文献数据对照
的方法确定化合物的结构。从海百合共生真菌Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ９３的次级代谢产物中分离得到５个化合物，分
别鉴定为ｃｌａｖａｔｏｌ（１）、３Ｒ，１４ＳｏｃｈｒａｔｏｘｉｎＡ（２）、３Ｒ，１４ＳｏｃｈｒａｔｏｘｉｎＢ（３）、ｃｈａｅｔｏｑｕａｄｒｉｎＦ（４）、ｅｎｔｃｙｃｌｏ

ｅｃｈｉｎｕｌｉｎ（５）。化合物１，２，３，４，５，均为首次从海洋真菌中得到。
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　　海百合是目前现存的最古老的棘皮动物［１］，

现在通常分为两大类：有柄海百合和无柄海百合。

现存的物种中超过８０％是无柄的海百合，只有不
到２０％的是保留着祖先留下的有柄的海百合［２］。

海百合行动迟缓，为了躲避敌人的进攻，往往产生

一些具有刺激性的 “化学武器”进行防御，并且

大部分的海百合都有着鲜艳的色彩，而自然界动物

鲜艳的色彩往往预示着强活性化合物，如渔民在打

鱼中误接触一些品种的海百合，皮肤会感觉到如开

水烫伤的疼痛，因此海百合代谢产物引起科学家关
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注。已有文献报道，从海百合中已分离到多种抗肿

瘤活性和抗菌活性的化合物［３－５］。由于活性代谢产

物在生物体中含量极低，如将活性化合物进一步开

发，需要采集大量的海百合，势必造成海洋生物的

生态平衡的破坏。有研究表明，一些生物体的活性

代谢产物实际是由其共附生微生物产生的［６］。海

百合具有丰富柔软的羽枝，为微生物的栖息和繁殖

提供了丰富的空间和可能。海百合共附生真菌及其

代谢产物研究尚未见文献报道。因此，海百合共附

生微生物引起了我们的关注。本研究对一株采自广

东湛江徐闻珊瑚礁自然保护区的海百合纲动物许氏

大羽花 （Ｃｏｍａｎｔｈｉｎａｓｃｈｌｅｇｅｌｉ）的共附生内生真菌
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ９３及其代谢产物进行了研究。
最终得到了５个化合物 （如图１），经波谱技术确
定了分子结构，分别为 ｃｌａｖａｔｏｌ（１）、３Ｒ，１４Ｓ
ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎＡ （２）、３Ｒ，１４ＳｏｃｈｒａｔｏｘｉｎＢ （３）、
ｃｈａｅｔｏｑｕａｄｒｉｎＦ（４）、ｅｎｔｃｙｃｌｏｅｃｈｉｎｕｌｉｎ（５），本文
首次研了海百合共附生真菌的代谢产物，所获得化

合物均为首次从海洋真菌中得到。

图１　１，２，３，４，５的化学结构
Ｆｉｇ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆ１，２，３，４，５

１　仪器与材料
ＢｒｕｋｅｒＡＶＡＮＣＥ４００和ＢｒｕｋｅｒＡＶＡＮＣＥ５００型

核磁共振波谱仪 （瑞士 Ｂｒｕｋｅｒ公司），ＬＣ１６２０型
高效液相色谱仪 （上海舜宇恒平科学仪器有限公

司），高 效 液 相 色 谱 仪 （ＡｇｉｌｅｎｔＨＰ１１００），
ＭＡＴ９５ＸＰ型高分辨质谱仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司），
ＺＡＢＨＳ型双聚焦磁质谱仪 （ＦＡＢ，英国 ＶＧ公
司），Ｘ射线粉末衍射仪 （日本理学，ＤＭＡＸ

２２００ＶＰＣ），旋光仪为 ＡＤＰ４４０型 （英国 Ｂ＋Ｓ公
司）。

薄层色谱硅胶 ＧＦ２５４、柱色谱硅胶 （２００～３００
目、３００～４００目）为青岛海洋化工厂产品；Ｓｅｐｈ
ａｄｅｘＬＨ２０凝胶 （ＧＥｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）；研究过程中所
用试剂均为广州化学试剂厂的分析纯试剂。

２　菌种来源和菌种的发酵培养
本研究组从广州湛江徐闻珊瑚礁自然保护区采

样得许氏大羽花 （Ｃｏｍａｎｔｈｉｎａｓｃｈｌｅｇｅｌｉ），通过稀释
平板法对其共生真菌进行分离纯化，得到１３株形
态不同的共附生真菌，对这些真菌的初提物经高效

液相色谱指纹图谱分析及薄层色谱 （ＴＬＣ）分析发
现Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ９３的次级代谢产物非常丰富，
有望从中取得活性化合物。通过对其形态特征和

１６ｓｒＲＮＡ基因测序分析，鉴定为芸苔生链格孢菌
（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ）。对该菌株进行放大培养，菌
种培养液采用 ＰＤＢ液体培养基摇床培养，发酵培
养基采用大米固体培养基。大米培养基配方：

１０００ｍＬ三角瓶，８０ｍＬ大米，８０ｍＬ培养液 （粗

海盐３０ｇ／Ｌ，水溶液 ｐＨ７０），经 １２１℃ （０１
ＭＰａ）高温灭菌２０ｍｉｎ。每瓶接种５ｍＬ菌种培养
液，共接种１２０瓶。接种后的大米培养基在２８℃
室温条件下静置培养３０ｄ。

３　提取与分离
用甲醇对静置培养的培养基浸泡３次，过滤收

集甲醇相，经减压浓缩，用乙酸乙酯萃取３次，收
集乙酸乙酯相，减压浓缩得到粗提物 （５０ｇ）。粗
提物采用硅胶 （３００～４００目）柱色谱分离，以流
动相为石油醚／乙酸乙酯体系及乙酸乙酯／甲醇体系
进行梯度洗脱，收集各极性段组分，共１２个组分，
其中编号为 Ｍ、Ｎ、Ｏ的 ３个组分进行进一步分
离。在石油醚／乙酸乙酯体系：Ｖ（ＰＥ）∶Ｖ（ＥＡ）＝
８５∶１的极性段析出固体，对固体进行重结晶，得
到化合物１（５６ｍｇ）；Ｍ组分经正相硅胶 （２００～
３００目）柱色谱分离 （流动相：Ｖ（ＰＥ）∶Ｖ（ＥＡ）
为１００∶０～０∶１００梯度洗脱），得五个组分 （Ｍ－
１、Ｍ－２、Ｍ－３、Ｍ－４、Ｍ－５），其中Ｍ－２（即
化合物２） （４６５了 ｍｇ）；Ｍ－４组分经 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
ＬＨ－２０， （Ｖ（ＤＣＭ）∶Ｖ（ＭＯ） ＝１∶１）凝胶柱
色谱纯化，得到化合物３（３４２ｍｇ）；Ｎ组分经正
相硅胶 （２００～３００目）柱色谱 （φ＝１００％氯仿 －
φ＝５％甲醇，φ＝０１％冰醋酸），得到 ３个组分
（Ａ，Ｂ，Ｃ），Ｂ组分经ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０凝胶柱色

６７
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谱 （Ｖ（ＤＣＭ）∶Ｖ（ＭＯ） ＝１∶１）得到２个组分，
第一个组分经 ＨＰＬＣ（Ｖ（ＭＯ）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ） ＝１∶１，
ｔＲ＝３５ｍｉｎ），得到化合物４（３８１ｍｇ）；Ｏ组分再
进一步经正相硅胶 （２００～３００目）色谱柱 （流动

相：Ｖ（ＰＥ）∶Ｖ（ＥＡ） ＝１００∶０～４０∶６０梯度洗
脱），得到５个 （Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ）组分，Ｂ组分
经ＨＰＬＣ（Ｖ（ＭＯ）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ） ＝３∶２，ｔＲ ＝２８
ｍｉｎ）得到化合物５（５２６ｍｇ）。

４　结构鉴定
化合物１：无色针状晶体，ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：１８１２

［Ｍ＋Ｎａ］＋，分子式为Ｃ１０Ｈ１２Ｏ３。
１ＨＮＭＲ（５００ＭＨｚ，

Ａｃｅｔｏｎｅｄ６）δ：１２９６（１Ｈ，ｓ，Ｈ１－２′），８４７（１Ｈ，ｓ，
Ｈ１－４′），７５２（１Ｈ，ｓ，Ｈ１－６′），２５３（３Ｈ，ｓ，Ｈ３－
１），２１９（３Ｈ，ｓ，Ｈ３－８′），２０９（３Ｈ，ｓ，Ｈ３－７′）；

１３Ｃ
ＮＭＲ（１２６ＭＨｚ，Ａｃｅｔｏｎｅｄ６）δ：２０３０（Ｃ－２），１６１３
（Ｃ－２′），１６０４（Ｃ－４′），１３０１（Ｃ－６′），１１５６（Ｃ－
５′），１１２７（Ｃ－１′），１１０５（Ｃ－３′），２５４（Ｃ－１），
１５４（Ｃ－８′），７２（Ｃ－７′）。以上数据与文献报道
基本一致［７］，故鉴定化合物１为 ｃｌａｖａｔｏｌ（２′，４′－Ｄｉ
ｈｙｄｒｏｘｙ－３′，５′－ｄｉｍｅｔｈｙｌａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ）。

化合物２：白色粉末，［α］２４Ｄ ＋６３°，（ｃ＝０３５，
ＣＤ３ＯＤ），ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：４０２５［ＭＨ］

－，分子式为

Ｃ２０Ｈ１８Ｏ６ＮＣｌ。
１ＨＮＭＲ：（５００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：１６１

（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６４５Ｈｚ，Ｈ－１１），２８７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
１１６，１７３Ｈｚ，Ｈ－４ａ），３２９（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝３５３，
１７４Ｈｚ，Ｈ－４ｂ），３２４（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝７１，１４１Ｈｚ，Ｈ
－１５ａ），３３６（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝５２，１４２Ｈｚ，Ｈ－１５ｂ），
４７７（１Ｈ，ｄｄｄ，Ｊ＝３５，６３，９９Ｈｚ，Ｈ－３），５０９
（１Ｈ，ｍ，Ｈ－１４），７２～７３（５Ｈ，ｍ，Ｈ－１７～Ｈ－
２１），８５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７０Ｈｚ，Ｈ－１３），８３（１Ｈ，ｓ，Ｈ－
６），１２７（１Ｈ，ｓ）；１３ＣＮＭＲ（１２６ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：
２０７（Ｃ－１１），３２３（Ｃ－４），３７４（Ｃ－１５），５４３
（Ｃ－１４），８００（Ｃ－３），１１０１（Ｃ－９），１２０３（Ｃ－
７），１２３２（Ｃ－５），１２７３（Ｃ－１８），１２８７（Ｃ－１７，Ｃ
－２１），１２９４（Ｃ－１８，Ｃ－２０），１３５８（Ｃ－１６），
１３９０（Ｃ－６），１４１０（Ｃ－１０），１５９１（Ｃ－８），１６３０
（Ｃ－１２），１６９８（Ｃ－１），１７５４（Ｃ－２２）。以上数据
与文献报道基本一致［８］，故鉴定化合物 ２为 ３Ｒ，
１４ＳｏｃｈｒａｔｏｘｉｎＡ。

化合物 ３：白色针状晶体，ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：３６９
［Ｍ＋Ｈ］＋，分子式为 Ｃ２０Ｈ１９ＮＯ６。

１ＨＮＭＲ：（５００
ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：１４２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６２Ｈｚ，Ｈ－１１），
２８７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１１６，１７０Ｈｚ，Ｈ－４ａ），３１０（１Ｈ，
ｄｄ，Ｊ＝３８，１７４Ｈｚ，Ｈ－４ｂ），３２４（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝７５，

１３５Ｈｚ，Ｈ－１５ａ），３３６（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝５０，１３９Ｈｚ，Ｈ
－１５ｂ），４７７（１Ｈ，ｄｄｄ，Ｊ＝３５，６３，１１０Ｈｚ，Ｈ－
３），５０９（１Ｈ，ｍ，Ｈ－１４），６９５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，
Ｈ－６），７２－７３（５Ｈ，ｍ，Ｈ－１７～Ｈ－２１），８５
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７０Ｈｚ，Ｈ－１３），８３（１Ｈ，ｓ，Ｈ－６），
１２７（１Ｈ，ｓ）；１３ＣＮＭＲ（１２６ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：２０７
（Ｃ－１１），３２３（Ｃ－４），３６７（Ｃ－１５），５３８（Ｃ－
１４），８００（Ｃ－３），１１０１（Ｃ－９），１２０３（Ｃ－７），
１２０２（Ｃ－５），１２６６（Ｃ－１８），１２８７（Ｃ－１７，Ｃ－
２１），１２９４（Ｃ－１８，Ｃ－２０），１３６８（Ｃ－１６），１３９０
（Ｃ－６），１４１０（Ｃ－１０），１５９１（Ｃ－８），１６３０（Ｃ－
１２），１６９８（Ｃ－１），１７２４（Ｃ－２２）。以上数据与文
献报道基本一致［９］，经Ｘｒａｙ单晶衍射，确定了其绝
对构型为３Ｒ，１４ＳｏｃｈｒａｔｏｘｉｎＢ（图２）。

图２　化合物３的晶体结构
Ｆｉｇ２　Ｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ３

化合物４：白色粉末，［α］２５Ｄ ＋４０１（ｃ＝０２４，
ＣＤ３ＯＤ）ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：１８５２［Ｍ＋Ｈ］

＋，分子式为

Ｃ９Ｈ１２Ｏ４。
１ＨＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：６０７（１Ｈ，

ｓ，Ｈ１－５），４１（１Ｈ，ｍ，Ｈ１－２′），２５４（ｄｄ，１４９，
７７，Ｈ－１′），２６０（ｄｄ，１３９５，５３４，Ｈ－１′），１８７
（３Ｈ，ｓ，Ｈ－ＣＨ３），１２４（３Ｈ，ｄ，６５１，Ｈ３－３′），

１３Ｃ
ＮＭＲ（１２６ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：１６７７（Ｃ－２），１６６３（Ｃ
－４），１６０６（Ｃ－６），１０１４（Ｃ－５），９７９（Ｃ－３），
６４８（Ｃ－２′），４２６（Ｃ－１′），２２０（Ｃ－３′），６９（Ｃ－
ＣＨ３）。以上数据与文献报道基本一致

［１０］。故鉴定

化合物４为ｃｈａｅｔｏｑｕａｄｒｉｎＦ。
化合物 ５：黄色针状固体，［α］２４３Ｄ ＋１２５°

（ｃ＝０１６，ＣＤＣｌ３），分子式为 Ｃ２０Ｈ２１Ｎ３Ｏ３。ＥＳＩＭＳ
ｍ／ｚ：３５０２［Ｍ－Ｈ］－。１ＨＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）
δ：８４５（１Ｈ，ｂｒｓ，Ｈ１－Ｎ），７６４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８７Ｈｚ，
Ｈ１－４），７６０（１Ｈ，Ｓ，Ｈ１－１０），６８６（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
２１，８７Ｈｚ，Ｈ１－５），６８４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２０Ｈｚ，Ｈ１－
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７），５９７（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８３Ｈｚ，Ｈ１－１８），５８３（１Ｈ，ｄ，Ｊ
＝８２Ｈｚ，Ｈ１－１７），４１５（１Ｈ，ｄｑ，Ｊ＝２３，７１Ｈｚ，Ｈ１
－１４），３８３（３Ｈ，ｓ，Ｈ３－２３），１７１（３Ｈ，ｓ，Ｈ３－２０），
１６９（３Ｈ，ｓ，Ｈ３－２１），１５４（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６８Ｈｚ，Ｈ３－
２２）。１３ＣＮＭＲ（１２６ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１６７３（Ｃ－１５），
１６４８（Ｃ－１２），１５６９（Ｃ－６），１４５７（Ｃ－２），１３９８
（Ｃ－１８），１３４１（Ｃ－８），１２４９（Ｃ－１１），１２４５（Ｃ－
９），１２２４（Ｃ－１７），１１８７（Ｃ－４），１１５４（Ｃ－１０），
１１０９（Ｃ－５），１０５７（Ｃ－３），９４９（Ｃ－７），５５８（Ｃ
－２３），５１１（Ｃ－１４），３６０（Ｃ－１９），２７３（Ｃ－２０），
２７１（Ｃ－２１），１８５（Ｃ－２２）。以上数据与文献报道
基本一致［１１］，故鉴定化合物５为 ｅｎｔ－ｃｙｃｌｏｅｃｈｉｎｕ
ｌｉｎ。

５　结果与讨论
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ９３菌落生长形态如图 ３所

示。其指纹图谱如图４所示，表明该菌株代谢产物
丰富，并且代谢产物主要集中在中高极性段，为下

一步的分离工作的进行提供了依据 。

从海百合共附生生真菌 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ９３
中共分离得到５个化合物，其中化合物１对金黄色
酿脓葡萄球Ｓａｕｒｅｕｓ、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌
ＭＲＳＡ和多重耐药金黄色葡萄球菌 ＭＤＲＳＡ有中等
程度的抑制活性［７］；化合物 ２具有一定的细胞毒
性，有强烈的肾脏毒性、神经毒性、免疫毒性，并

具有致癌、致畸、致突变性［１２］；化合物４是一种
单胺氧化酶抑制剂［１０］，而且对人类癌细胞有一定

的抑制作用［１３］。化合物所显示强烈的生理活性，

表明海百合内生微生物可能为海百合生物竞争中的

生物武器。

图３　Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ９３
生长５ｄ的菌落图片 （ＰＤＡ培养基）
Ｆｉｇ３　ＡｎｉｍａｇｅｏｆＡｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ９３
ｇｒｏｗｔｈｆｏｒ５ｄａｙｓ（ＰＤＡｍｅｄｉｕｍ）

图４　Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ９３的指纹图谱 ［８５％水和
１５％乙腈、０１％冰醋酸梯度洗脱至１５％水和８５％乙腈、
０１％冰醋酸 （全部以φ计），洗脱时间３０ｍｉｎ］
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＡｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ９３

（８５％ ｗａｔｅｒ，１５％ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅａｎｄ０１％ ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ
ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｔｏ１５％ ｗａｔｅｒ，８５％ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ
ａｎｄ０１％ ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ｅｌｕｔｉｏｎｔｉｍｅ３０ｍｉｎ）
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