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Lasiodiplodin溴代衍生物的制备及抗尖孢镰刀菌活性
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摘　要:通过 NBS取代反应 , 制备 lasiodiplod in的溴代衍生物 12, 14-dib rom o-lasiodiplodin, 并首次对其抗尖孢镰

刀菌活性进行研究。 Lasiodiplodin和 12, 14-dib rom o-lasiodiplod in对尖孢镰刀菌的最小抑菌浓度分别为 100, 12. 5

μg /m L。溴代衍生物的抑制活性比母体化合物显著增强。
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　　分子内含有大内酯环的抗生素统称为大环内酯

(m acro lide), 是一类具有重要应用价值的化合

物
[ 1]
。 Lasiodip lodin是十二元环的大环内酯化合

物 , 对绿色植物的生长具有抑制作用 , 1971年由

A ldridge等
[ 2]
从 Lasiod iplodia theobromae的代谢产物

中分离得到。本研究小组在对湛江海藻内生真菌

N o.ZZF36 的研 究中 , 发现 该菌含 有大 量的

lasiodip lodin, 这为广泛研究其药理活性 , 制备衍生

物 , 研究构效关系提供了很好的物质基础 。本文报

道采用 NBS对 lasiodiplodin进行溴代反应 , 得到新

化合物 12, 14-dibromo-lasiodip lodin (1) (图 1)。

通过抑菌实验发现 , 该化合物对尖孢镰刀菌具有较

强抑制作用 , 最小抑菌浓度值比 lasiodiplodin提高

了 7倍 。

图 1　化合物 1的制备

F ig. 1　P repara tion o f com pound 1

尖孢镰刀菌 (Fusarium oxysporum Schlechtend:

Fr.)是一种世界性分布的重要的植物病原真菌 ,

寄主范围广泛 , 可引起 100多种植物维管束萎蔫的

病害
[ 3]
。香蕉枯萎病又称黄叶病 、 巴拿马病 , 即

是由尖孢镰刀菌引起的一种典型的维管束病害
[ 4]
,

轻则引起香蕉减产 , 品质下降 , 重则是世界香蕉生

产的毁灭性灾害。香蕉作为我国南方的重要农产品

之一 , 却面临病害蔓延的威胁。但目前生产上用于

防治此病的药物不多 , 效果也不甚理想 。化合物 1

的发现 , 可能为防治香蕉枯萎病提供新的生物农

药。

1　实验部分

1.1　实验仪器　90-Ⅰ型恒温磁力搅拌器 (上海精

科实 业有 限 公 司 ), Mercury-Plus 300 (美 国

VARIAN), LCQ DECA XP 液质联用仪 (美国

Thremo), ZAB-HS质谱仪 (英国 VG)。

1.2　实验原料　NBS (AR, 国药集团化学试剂有

限公司), 过氧化苯甲酰 (AR, 广州化学试剂厂 ),

四氯化碳 (AR, 广州化学试剂二厂 ), 乙酸乙酯 、

石油醚 、 氯仿 (工业纯重蒸 , 广州化学试剂厂 ),

硅胶 ( 200 ～ 300 目 , 青 岛 海 洋 化 工 厂 ),

lasiodiplodin (从真菌 No.ZZF36中分离得到)。

1.3　供试菌株　真菌 No.ZZF36为采自湛江的海

藻中分离出的内生菌 , 保藏在中山大学生命科学学

院。种属未定。尖孢镰刀菌菌种自香蕉 (Musa

sp.)中分离得到 , 本实验室保藏。

1.4　实验操作

(1) Lasiodiplodin的分离 。真菌 No.ZZF36发

酵培养 (培养基条件:葡萄糖 10 g /L, 蛋白胨 2 g /

L, 酵母膏 1 g /L, 海盐 2 g /L, pH =7.5) 100 L,

25 ℃静置生长 30 d后收取菌体 , 干燥 , 共 300 g。

菌体以 2 L甲醇浸提 3次 , 得粗提物约 20 g。
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硅胶柱层析分离 , 洗脱剂为乙酸乙酯 /石油醚 (体

积比为 3 /7), 得到 lasiodiplodin, 3 g。

Lasiodiplodin:C17H 24O 4。无色针状晶体;FAB-

MS (m /z):293 [M +1]
+
。

1
H NMR (300MHz, CDC l3) δ:6. 19(2H , s),

5. 27(1H , m ), 3. 69(3H , s), 2. 63(1H , m ), 2. 58

(1H , m), 1. 93(2H , m), 1. 62(4H , m), 1. 34(3H , d,

J =6. 5H z), 1. 56 ～ 1. 28(7H , overlap), 与文献 [ 2]

相符。
13
C NMR(75.5 MH z, CDC l3 ) δ:169. 90(C),

158. 29(C), 157. 99(C), 143. 08(C), 116. 84(C),

108. 73(CH ), 97. 26 (CH ), 72. 99(CH ), 55. 99

(CH3), 33. 68(CH2), 30. 75(CH2), 30. 42(CH2),

26. 71(CH2), 25. 85(CH 2), 24. 48(CH 2), 21. 75

(CH2), 19. 92(CH3)。

(2)化合物 1的制备 。准确称取 lasiod ip lodin

29 mg (0.1 mmo l), NBS 27 mg (0.15 mmo l), 置

于 10 mL圆底烧瓶中 。加入 CC l4 3 mL 溶解反应

物 , 再加入过氧化苯甲酰 5 mg (0.02 mmol)。加

热回流 , 以 TLC跟踪反应 (展开剂为氯仿 ), 约

12 h后达到反应终点 。反应产物用制备 TLC进行

分离 (展开剂为氯仿 ), 得到 15 mg化合物 1。

化合物 1:C17H 22O 4B r2。无色固体。 LC-MS

(m /z):449.25 [M - 1]
-
。

1
H NMR(300 MHz, CDC l3 )δ:5. 28(1H , m),

3. 88(3H , s), 2. 82(2H , m), 1. 95(1H , m ), 1. 71

(5H , m), 1. 38(3H , d, J =6. 6H z), 1. 45 ～ 1. 28(6H ,

overlap)。
13
C NMR(75.5 MHz, CDC l3 )δ:166. 77(C),

154. 31(C), 151. 29(C), 140. 12(C), 124. 83(C),

108. 40(C), 102. 90(C), 73. 82(CH), 62. 43(CH 3),

33. 23(CH2), 31. 31(CH 2), 27. 13(CH 2), 27. 01

(CH2), 26. 17(CH2), 24. 73(CH2), 21. 77(CH2),

19. 95(CH 3)。

(3)对尖孢镰刀菌最小抑菌浓度 (M IC)的

测定。采用液体二倍稀释法
[ 5]
, 分别准确称量

lasiodip lodin和化合物 1, 用 DMSO溶解配成 2mg /

mL的母液 。样品母液用无菌双蒸水作系列的二倍

稀释 , 按梯度依次配成 1 000, 500, 250, 125, 62. 5,

31. 3, 15. 6, 7. 8, 3. 9 μg /mL的稀释液 。

挑取一满环尖孢镰刀菌新鲜孢子于 Sabau raud

培养液 (葡萄糖 40 g, 蛋白胨 10 g, pH 值自然 )

中 , 剧烈振荡使孢子分散 , 用无菌棉花过滤除菌

丝 , 于显微镜下计算孢子悬液中孢子浓度 , 再用新

鲜的 Sabauraud培养液作适当稀释 , 使孢子悬液浓

度为 10
4
个 / mL左右。取无菌带盖试管 , 每支试

管中加入 0.9mL菌悬液 , 再加 0.1mL不同浓度的

测试液 , 另取一支加入 0.1 mL灭菌双蒸水作为对

照。 28 ℃恒温箱中静置培养 , 2 d后记录生长情

况 , 以在对照管中出现明显的菌丝球而含测试样品

试管培养液中无明显生长的菌丝体的最低样品浓度

为对该菌的最小抑菌浓度。

2　结果与讨论

2.1　Lasiodip lodin溴代物的制备　海洋内生真菌

No.ZZF36从湛江采集的海藻中分离得到 , 菌属尚

未完全确定 。其培养条件要求简单 , lasiodiplod in

在菌体中含量较大 , 应为该菌的重要组成成分之

一。

Lasiodiplodin溴代物是制备其它很多衍生物的

比较理想的前体。以 NBS为溴化剂 , CC l4为溶剂 ,

过氧化苯甲酰作为引发剂进行溴化反应 , 制备

lasiodiplodin溴代物。该反应条件温和 , 方法简便

易行 。其中一个关键之处是反应前 , 所有的反应原

料需经过彻底干燥 , 以保证反应发生 。反应过程

中 , 以 TLC追踪反应进程 , 当原料点消失 , 可判

断达到了反应终点 。 12, 14-d ibromo-lasiodiplod in

(1)为主要产物 , 产率为 33.6%。

化合物 1与 lasiod ip lodin的波谱数据相对照 ,

在
1
H NMR中 , δ6.19处 2H的单峰的消失 , 说明

lasiodiplodin苯环上的氢被溴完全取代 , 而其他的

结构无变化。

从
13
C-NMR中也可以看出 , 原 lasiodiplod in苯

环上两个 CH的位移 108.73和 97.26, 在反应后消

失 , 而多了 108. 40(C), 102. 90(C),说明溴是取代

在 12, 14位的 C上 。最后结果从质谱得到证实。反

应前 lasiod ip lodin的相对分子质量为 292, 反应后

化合物 1的相对分子质量为 450 , 其同位素峰比例

M∶(M +2) ∶(M +4) =1∶2∶1, 这是分子含 2个

溴原子的特征 , 也证明取代了两个溴原子。故化合

物 1应为 12 , 14-dibromo-lasiod ip lodin。

2.2　抑菌实验结果　初筛的实验结果表明 , 12,

14-dibromo-lasiod ip lodin对尖孢镰刀菌的抑制活性

明显比母体化合物 lasiod ip lodin强 (资料未列出 ),

该结论在最小抑菌浓度试验中得到进一步证实

(表 1): lasiodiplodin 为 100 μg /mL, 12, 14-

dibromo-lasiodiplodin为 12.5 μg /mL。说明在苯环

上发生了溴代反应之后 , 与原化合物比较 , 对尖孢

镰刀菌的抑制作用提高了 7倍 , 得到了显著的增

强。

对于大环内酯类抗生素 , 尽管化学结构差异很

大 , 但抗菌机制十分相似 , 其作用的位点都是 50S

核糖体。关键反应是阻断 50S核糖体中肽酰转移酶
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活性的功能 , 使供位上的肽酰 tRNA不能与受位上

的氨基酰 tRNA结合 , 从而起到抑制蛋白质合成的

作用
[ 6]
。对于大环内酯 lasiod ip lodin, 除 3位的

-CH3外 , 十二元环上并无其他的取代基团 。在并

连的苯环上 , 有 -OCH 3和 - OH两个取代基团 。

我们推测 , 苯环上的 -OH为表现抑菌作用的活性

基团。当苯环上的 H被 B r完全取代 , 对于尖孢镰

刀菌的抑制作用得到大幅度的提高 , 说明 B r可能

是提高抑制作用的关键因素 , 是实现抑菌效果的重

要活性基团 。

表 1　 lasiod ip lodin和 12, 14-d ibromo-lasiodiplodin

对尖孢镰刀菌的最小抑菌浓度

Tab. 1　 M IC o f lasiodip lodin and 12, 14-dibromo-

lasiodiplodin forFusarium oxysporum

c

(μg mL - 1)

生长情况

lasiodiplod in 12, 14-dibrom o-lasiodiplod in

200

100

50

25

12. 5

6. 25

3. 13

1. 56

0. 78

0. 39

0

-

-

+

+

+

+

+

+

+

+

+

-

-

-

-

-

+

+

+

+

+

+

在对 lasiodiplodin的研究中 , 未见对尖孢镰刀

菌抑制作用的报道。我们通过 NBS取代反应 , 制

备 lasiod ip lodin的溴代衍生物 , 其抗菌活性得到了

显著的增强 , 为研究 lasiodiplod in的生理活性与构

效关系提供了一条新思路 。而溴代产物 12, 14-

dibromo-lasiodiplodin对尖孢镰刀菌具有较强的抑制

作用 , 亦可考虑作为新型生物农药的先导化合物。

对于 lasiod ip lodin的进一步衍生化和生理活性研究

仍在进行之中 。

3　结　论

发现湛江海藻内生真菌 No.ZZF36含丰富的大

环内酯 lasiod ip lodin, 抗菌试验显示 , lasiodiplod in

有一定的抗尖孢镰刀菌活性。通过 NBS取代反应 ,

制备获得新衍生物 12, 14-dibromo-lasiod ip lodin, 它

的抗菌活性比母体化合物增强 7倍 。由此表明 , 对

lasiodiplodin的结构改造 , 有可能获得新型生物农

药的先导化合物。

致谢:尖孢镰刀菌菌种由中山大学生命科学学院陈志仕博

士惠赠。
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Abstract:12, 14-D ibromo-lasiodiplodin, a substitution product of lasiodiplod in , was prepared th rough the NBS

me thod. The antifungal activ ity of lasiodiplodin and its substitu tion produc tw ere studied at first tim e. TheM IC o f

lasiodip lodin and 12, 14-d ib romo-lasiodiplod in to Fusarium oxysporum were 100 μg /mL and 12.5 μg /mL. The

activ ity of the brom ina ted lasiod ip lodin w as stronger than that of the parent compound.

Key words: lasiodiplodin;12, 14-dibromo-lasiod ip lodin;NBS;Fusarium oxysporum;antifungal activities
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