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摘 要:通过混合培养 2 株附生于南海榄钱的真菌产生了 2 个抗菌次级代谢产物 (A 和 B) ，其结构通过完整

的波谱数据(主要是 2D NMR 数据)分别解析为新曲霉酸 (A) 和曲酸 (B) 。化合物 B 的结构进一步通过单晶

X 一射线衍射分析得到证实。当单独培养这 2 株真菌时未能得到化合物 A。研究结果进一步表明， r昆合培养技术

有助于从海洋微生物中发现更多独特的天然产物。
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Abs缸。act: A mixed culture of two epiphytic fungi from a rotten fruit of mangrove Avicennia mαnnαpro­

duced two antibacterial secondary metabolites (A and B). Their structures were elucidated as neo阳

aspergillic acid ( and kojic acid (B) by comprehensive spectral methods (mainly by 2D NMR spec-

tral methods). The structure of compound B was fmther characterized by single crystal diffraction 

analysis. The CIγstal of compound B belongs to monoclinic system , space group is P2 1/n. The unit cell 

parameters are:α= 0.378 33 (3) nm , b = 1. 837 58 (14) nm , c = 0.848 89 (7) nm ， α=90 0 ， β 二

96. 752 0 (10) 0 ， γ =90 0 ， V 二 0.586 06 (8) nm3 and Z = 4. Compound A was not obtained when either 

strains was cultured individually. The results showed that the application of mixed culture technique 

would be contribute to discover more novel natural products from marine microorganisms. 

words: Avicenniαmαnnαi epiphytic fungus; mixed culture; metabolite; crystal structure 

海洋真菌 9 特别是红树林真菌?已被证明是新

颖天然产物的丰富源泉[1 斗。近年来?从海洋真菌

中发现了许多新颖结构?但仍然发现许多海洋真菌

在正常生长环境下不能产生新颖结构或产率非常
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低。因此?有必要发展新的方法或技术用于发现更

多新的结构和提高代谢物产量。由于很多重要的生

化途径单株微生物不能或只能微弱地完成，需要两

种或多种微生物共同作用才能完成?因此在相同培
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养体系中混合培养 2 种不同的微生物商株将有助于

获得新的结构。据此假设，通过混合培养海洋微生

物巳导致至少发现了 9 个新的结构[3 -4 J 。

榄钱是红树白骨壤 Avicenniαmαnna 果的俗称，

其味甘、微苦、性凉，具有清热、利尿、凉血败火

的功效?是沿海一带食、药两用的佳果[5J 。本文

报道通过混合培养 2 株附生于南海腐烂榄钱的真茵

茵株产生的 2 个抗菌次级代谢产物 (A 和 B) 的提

取分离与结构鉴定。

1 结果与讨论

化合物 A 的 LREIMS 分析表明其相对分子质量

为 224 ，电子能谱元素分析表明含有 N 原子，结

合lH NMR 和 13 C NMR 分析，推出其分子式为

C12H20N2020该化合物遇醋酸铜呈现草绿色沉淀，

遇三氯化铁呈现深红色。这是起氨酸的典型特征?

提示存在官能团一时 (OH) C (=0) -，并进一

步由 NMR 信号[句 1 1. 00 (br 8 , 0日)和 δc

154.33 (8 ，叛基) ]所证实。其 NMR 谱给出 2

异丁基结构信号。综合解析化合物 A 完整的 NMR

谱推出其结构为 1 …瓷基 30 6 一二异丁基 2 -

P!t嗦酬(见图，即亲Fr曲霉酸。
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图 1 化合物 A 和 B 的结构式

Fig. 1 Stmctures of compounds A and B 

新由霉酸首次分离自真菌 Aspergillus sclerotio­

rum 的培养滤液。 MacDonald 等发现它有强的抗菌

活性。 Ma8aki 等 [6J 完成了其全合成。 Micetich 等的

生源合成研究表明，它的生源合成前体是亮氨酸。

在本研究中，在相同条件下通过单独培养真菌菌株

FSY … 01 和 FSW 一 02 未能获得化合物 A。提示化

合物 A 可能是 2 株真菌共同作用产生的代谢物。

化合物 B 的 LREIMS 提示其相对分子质量为

142 ，电子能谱元素分析表明含有 C 和 0 原子?结

合其 NMR ì普推出其分子式为 C6日6040 NMR 分析

表明存在 2 个妇基 [OH 8.96 (b:r 8) 和 5.62 (br 

8) ]、 1 个基因 [δH 4. 28 (8) 9 Oc 59. 42 (t) ] 

和 1 个放基 [δc 173.68 (8) ]。其结构通过综合解

析其完整的 NMRì普推出为 5 …起基 -2 一起甲否-

4 一毗喃酬(见图 lB) ，即曲酸?并最终通过单晶

X 一射线衍射分析得到证实。

化合物 B 的单晶 X 一射线衍射分析表明其分子

式为 C6日6 04 ，相对分子质量为 142. 11 0 晶体为单

斜晶系，空间群为月/noα= O. 378 33 (3) nm , b = 

1. 837 58 (14) nm , c = O. 848 89 (7) nm ， α= 900 ， β 

= 96. 752 0 (10) 0 ， γ= 900 , V = 0.586 06 (8) nm
3 , 

Z = 4 , Dc = 1. 611 mg / m
3 , F (000) = 296， μ 

(Mo 区α) = O. 138 mm - 1 0 化合物 B 的晶体结构见

图 2。化合物 B 中存在分子问氢键，其重要结构特

征见分子晶胞填充图(图 3 和图 4) 。

03 

图 2 化合物 B 的 X 一射线晶体结构

2 crystal stmcture of compound B 

图 3 化合物 B 沿 b 轴晶胞填充图

Fig. 3 Packing diagram of compound B , showing the 

intermolecular hydrogen-bonding network 

along the b axis 

图 4 化合物 B 晶胞立体填充图

Fig. 4 Stereodrawing for the packing diagram 

in the crγstal cell of compound B 
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由酸本身具有抗菌活性 特别是由于进入皮肤

后能络合细胞中的铜离子?使铜离子无法再与酷氨

酸酶结合，从而有效抑制酷氨酸酶的活性，减少黑

素的生成，因此，曲酸巳被广泛地应用于美白护肤
口 [7J

生长现象(见 2.3) 提示代谢物合成机制有可

能是一开始菌株 FSY - 01 产生了抑菌活性物质曲

酸抑制菌株 FSW … 02 的生长， 1旦国株 FSW … 02 在

被抑制的过程中改变自己的代谢途径，产生了纯培

养时没能产生的抗菌物质新曲霉酸，从而反过来抑

制了菌株 FSY - 01 的生长。本实验结果进一步说

明混合培养技术可以改变微生物的代谢途径，从而

导致产生独特的活性代谢物，因而有助于从海洋微

生物发现更多独特的结构。

2 实验部分

2.1 仪器与试剂

仪器:美国 Varian Inova 500NB 超导核磁共振

仪; Thermo DSQ 低分辨质谱仪; - 8800R 电子

探针和 INCA 能谱仪;德国 Bmker Smart 1 000 CCD 

X 一射线单晶衍射仪;却显微镜熔点测定仪(温

度计未校正)。

试剂:葡萄糖 CP，蛋白陈 BR，酵母膏 BR ，

粗海盐(食用) ，其它均为市售 AR 试剂。

2.2 菌种

2 株真菌菌株(菌株编号 FSY - 01 和 FSW -

02) 均分离自广东湛江遂溪潮间带泥地里一腐烂

榄钱，种属均为 Aspergillus 8p. 。菌种保存在佛山科

学技术学院。

2. 3 

培养基:葡萄糖 10 g/L，蛋8 月东 2 g/L，酵母

1 glL，粗海盐 3.5 g/L，自然 pH 值。

60 L 培养基分装 1 L 二角瓶罗每瓶装 400 mL , 

1. 25 X 105 Pa 灭菌 15 min ，冷却后于无菌条件下同

时接入真茵茵株 FSY - 01 和 FSW … 02 ，在室温下

静置培养 30 d。开始时菌株 FSY - 01 快速生长，

15 d 后?菌株 FSW -02 反而比菌株 FSY - 01 长的

更快。

2.4 

发酵总物纱布过滤，滤液于 50 oC 下减压浓缩

至约 3 L，用等体积乙酸乙酣萃取 5 次 9 萃取液合

并J戚压浓缩得粗提物?粗提物拌硅胶过柱，石油回去

一乙酸乙醋梯度洗脱?洗脱组分再反复硅胶柱层

析?重结晶纯化，先后得到化合物 A (60 mg) 和

B( 1. 1g) 。

2. 5 化合物

化合物 A: 黄色颗粒状固体， ()rnp 125 ~ 128 

oC 0
1 H NMR (500 MHz , DMSO - d6 ) {5: 11. 00 (br唱

8 , OH) , 7.27 (飞 H … 5) , 2.57 (d , 7.5 Hz , H-

7) , 2. 51 (dd , 4. 0 , 2. 0 Hz , H - 11 ) , 2. 14 (m , H 

- 12) , 2. 04 (m ，日- 8) , O. 90 (d , 6. 5 Hz 罗 H -9 

和 H - 10) , O. 89 (d , 6. 5 日z ， H 一 13 和 H -14) 。

13C NMR (125 MHz , DMSO - d6 ) 0: 154.33 (8 , C 

-.2) , 152. 27 (8 , C - 3 ), 121. 48 (d , C - 5 ) , 

137.52 (8 , C -6) , 36.11 (t , C …7) , 26.12(d , C 

- 8) , 21. 98 (q , C - 9 和 C - 10) , 41. 43 (t , C -

11) , 26. 18 (d , C - 12) , 22.36 (q , C - 13 和 C …

14 ) 0 HMBC: C - 2 与 H -7 , OH; C-3 与日 -7 ，

8; C-5 与 H-11; C-6 与 H-5 ， 11 和 OH; C-7 

与日… 8 、 9 、 10; C - 8 与 H 一 7 、 9 、 10;C-9/C

-10 与日 -7 ， 8;C 11 与 H … 5 、 12; C 一 12 与日

11 、 13 、 14; C - 13 / C - 14 与日 -11 、 12 相

关。 lH 一 lH COSY: 日 -7 、 H -8 和 H 9 / H 10 

连续相关;自 -11 、日 -12 和 H … 13 / - 14 连续

相关。电子能谱元素分析 (ω/% ): C 64.49 ，时

14.21 和 o . 30 0 LREIMS (m/ z ) 224 (M + ) , 

207 , 193 , 182 (基峰)， 166 , 153 0 

化合物 B 无色棱柱状晶体， ()rnp 155 ~ 

157 0C 0 1 H NMR (500 MHz , DMSO … d6 ) ö: 8.96 

(br 8 , - 0日)， 7.99 (飞 H … 6) , 6.32 (s ，日

3) , 5.62 (br 8 , 7 - OH) , 4.28 (8 ，日一 7) 0
13 C 

NMR (125 MHz , DMSO … d6 ) 0: 167. 84 (8 , C -

2) , 109.68 (d , C -3) , 173.68 (8 , C -4) , 145.48 

( 8 , C - 5) , 139. 07 (d , C - 6) , 59. 42 (t , C - 7 ) 0 

HMBC C … 2 与日 -3 ， 6 ， 7 ， 7-0日， C 一 3 与日

-7 , C 4 与日 -3 、 6 ， C 5 与日 -3 、 6 、 5-0日?

C -6 与 H -3 、 5 … O旺， C … 7 与日- 3 , 7 一 OH 相

关。 lH … 1 日 COSY: H-7 与 7 - OH 相关。电子能

谱元素分析 (ω/%); C 49.26 和 o 50.74 0 LRE­

IMS (m/z): 142 (M+) , 113 , 96 , 85 , 69 (基

峰)， 57 0 

2‘ 6 化合物 B 单晶 X 一?

用于单晶 X …射线衍射分析用的晶体通过甲醇

重结晶制备。取大小为 O. 46 mm X O. 40 mm X O. 26 

mm 的元色棱柱形晶体置于 Bmker Smart 1 000 CCD 

X 一射线单品行了射仪上，用石墨单色化的 Mo-Kα 辐

射为光源 (λ 二 O. 071 073 nm) , 173 (2) 区

以 ω/2() 扫描方式在 2. 22 0 ~2()~27. 01 0范围内收

集 3 153 衍射数据?其中 1 266 为独立衍射点(

=0.0204) 。使用 f注2σ( 1)点，用 SHELXL -97 
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程序直接法解出晶体结构，数轮差值 Fo盯wr 拟合

确定非氢原子坐标，对全部非氢原子坐标及各向异

性参数进行全矩阵最小二乘法修正。氢原子位置按

理论模型计算，偏差因子为 Rj = 0.035 5 ， ωR2 = 
0.096 3 [1 > 28( I) ]和 R j =0.040 5 ， ωR2 =0. 102 

2 (所有数据)。差值电子密度最高和最低峰分别为

0.334 x 10 一 3和一 O. 222 >< 10 -3 e/nm3
o 
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