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固体发酵培养南海红树林内生真菌1403#次级代谢产物研究

蔡奕彪   蔡小玲
（中山大学化学与化学工程学院海洋天然产物有机研究所；广东省生物功能分子重点实验室，广东  广州  510275）

摘要：海洋红树林内生真菌次级代谢产物化学结构新颖、种类繁多，是天然药物先导化合物的重要来源。本文对南海红树林内生真菌1403#进行了固体发酵培养，得到醌类等类型的化合物。
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海洋多变复杂的环境导致了海洋微生物的多样性。海洋微生物因其特殊的生存环境而具有产生新型生物活性物质的巨大潜力。近年来，从海洋真菌中分离鉴定了许多结构新颖的次级代谢产物，这些化合物显示了良好的抗肿瘤、抗细菌或抗真菌等生物活性，为新药的开发和各种疑难疾病的治愈提供了新的希望[1]。

红树林是一种热带盐滩上特有的植物群落，因此组成这个群落的几种主要种类在形态、生理、生态的各个方面都有它的特殊性：主要表现在胎萌现象以及根系的多样性中，以及红树林区经常受到海水的浸淹，土壤中的含盐量很高（一般在4.6~27.8‰之间），因而红树植物绝大部分属于盐生植物，具有排除或分泌盐分的结构，能将吸入体内的盐分分别经过茎、叶表面分布的盐腺排出，排在茎、叶表面的盐分晶体被雨水等淋洗掉。如桐花树、海榄雌等植物，就有泌盐的机能，能排除过量的盐分，以适应高盐度的基质[2-3]。

在固体发酵中，菌体可以更高效地利用培养基中的营养物质，促进次级代谢产物的产生，同时，可能是因为固体发酵更好的模拟了其生活环境，且当菌株附着与固体基质上生长时，供氧丰富，生长密度大，生存竞争更为激烈，因此产生的次级代谢产物的量也会提高。固体发酵还有含水量少，废水、废渣少，环境污染少等优点[4]。
醌类化合物 (quinonoids) 指分子中具有不饱和环二酮结构（醌式结构）或容易转变为这种醌式结构的天然有机化合物。主要包括:苯醌、萘醌、菲醌、蒽醌四类。它是一种色素，在植物中主要存在于蓼科大黄、何首乌、虎杖；茜草科茜草、豆科决明子、番泻叶、百合科芦荟、唇形科丹参、紫草科的紫草等。近年来，随着人们对海洋微生物次级代谢产物研究的深入，一些海洋来源的、结构新颖的且具有良好生物活性的的醌类化合物相继被发现，它们所表现出来的抑菌、抗氧化、诱导细胞凋亡等方面的生物活性比陆生来源的往往要好很多[5]。

1 实验部分

1.1 实验试剂和仪器

(1) 培养、分离、确定化合物结构所用的葡萄糖为化学纯，蛋白胨 (BR), 酵母膏(BR)，粗海盐 (微生物养殖用)，琼脂(BR)，其它实验用试剂均为市售(AR) 试剂。薄层层析是用青岛海洋化工厂生产的硅胶GF254，柱层析硅为青岛海洋化工厂生产的200-300目硅胶，Sephadex LH-20葡聚糖凝胶。
(2) 核磁共振谱用Varian INOVA 500NB，BRUKER 400NB 与300NB 核磁仪测定(1H NMR谱500MHz,13C NMR 谱125MHz，TMS 内标)； HREIMS 用VG Autospec-500 质谱仪；红外光谱用EQUINOX55-A590/3F(Bruker)红外仪测定；紫外光谱用日本岛津公司的UV-2501PC 紫外和可见吸收光谱测定；元素分析用德国Elementar 公司的Vario EL CHNS-O 元素分析仪；熔点用北京X4 型显微熔点仪测定（未校正）。Agilent 1100 型高效液相色谱仪；Waters 515 HPLC 泵；Waters 2487 双波长检测器；浙江大学N-2000 双通道色谱工作站。
1.2 菌种和菌种的固体培养

内生真菌1403#为盐生坚座壳种（Halorosellinia sp.）真菌，来自香港红树林树叶内部，由香港城市大学 L.L.P. Vrijmoed 教授等分离得到，菌种保存在香港城市大学、中山大学和武汉大学中国典型培养物保藏中心内。我们课题组的姜广策、黄华容、夏雪奎三位博士曾对其进行大量液体培养，并对其活性次级代谢产物进行过深入的研究，分出大量的活性强的化合物。本次采用了固体营养基，对1403#内生真菌进行固体发酵，使用PDA固体培养基（10 g蛋白胨、5 g酵母膏、10 gNaCl、1.5%的琼脂，加dH2O溶解后，调pH至7.4，ｄH2O定容至1 L，115 ℃，20 min高压灭菌），接种于平板上的固体培养基中，在温度设置在26℃培养箱中培养25天。
1.3 提取和分离
 近4升的固体培养基培养30天后，将固体培养基切碎，并用甲醇（MO）浸泡一周后，用纱布过滤，分离固体培养基和菌液，此过程重复3次，培养基晒干，菌液浓缩，再用乙酸乙酯（EA）萃取，EA提取物用适量的 200-300 目硅胶拌样，上柱粗分。分别用 5%，10%，20%，30%，50%，80%，100% 的EA\PE（石油醚）淋洗，收集各组分再经反复柱层析，制备薄层层析，重结晶纯化。固体培养基晒干后，用MO反复浸泡。提取物浓缩后合并，再拌硅胶过大柱，以EA\PE梯度淋洗。收集各组分再经反复柱层析，制备薄层层析，重结晶纯化。
2 结果和分析

    此次固体培养1403#内生真菌，经过分离纯化得到5个化合物，尚未得到新化合物，目前分离仍在进行中，下面是所分离得到的化合物。

化合物1：灰黄霉素，为锥状晶体。易溶于氯仿，薄层层析显示，紫外有强荧光吸收。FABMS 中得到分子离子峰 m/z 353 [M+1]+，而且在 EI-MS 谱图中发现 [M]+：[M+2]+为3：1，这表明分子中含有1个氯原子。结合核磁共振氢谱和碳谱，可推出分子式为 C17H17O6Cl，不饱和度为9，显示分子可能含有芳香环。
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化合物1：灰黄霉素                    化合物2：去氯灰黄霉素
1H NMR （CDCl3, TMS）中显示含有17个氢信号，δH 6.52(1H, s)，δH 5.53(1H, s)，δH 4.09(3H, s)，δH 3.98(3H, s)，δH 3.68(3H, s), δH 2.83(1H, dd)，2.38(1H, m)，2.33(1H, dd)， 0.96(3H, d)；推出分子中含有3个连氧的甲基，还有一个和CH相连的甲基。13C NMR 和 DEPT 谱中，表明分子含有2个羰基季碳δC 196.9 和δC 192.4，3个连氧的烯季碳δC 170.7，δC 157.7，δC 164.6以及3个甲氧基 δC 57.0，δC 56.6，56.3和1个甲基 δC14.2，一个亚甲基和2个次甲基 。结合以上分析，此化合物应还有2个环；根据前人的工作和经验，推测可能为灰黄霉素，与标准谱图数据对照[6]，确定化合物为灰黄霉素。

化合物2：去氯灰黄霉素，为白色晶体，mp 182-185℃，极性和灰黄霉素相似。从FABMS谱得到其分子离子峰m/z 319[M+1]+； 1H NMR谱中显示该化合物可能含有一个连着CH的甲基δH 0.90(3H，d，7.0)，另外有3个连氧的甲基δH3.67(3H，s)，3.89(3H，s)，3.95(3H，s)，以及6个H信号6.34(1H，d，1.5)，6.20(1H，d，1.5)，5.50(1H，s)，2.85(1H，dd，3.0，16.0)，2.74(1H，m)，2.29(1H，dd，4.0，16.0)，从它们的偶合常数分析，δH 6.34和6.20可能为苯上间位的两个氢，δH 2.85和2.29这2个氢可能为同碳上的氢。13C NMR和DEPT谱图分析，化合物含有8个季碳，其中可能包括2个羰基季碳δC 196.1和192.0，其他为δC 176.9，172.0，171.3，105.1和90.4，另外从碳谱中也进一步确定分子中含有3个甲氧基δC 57.0，56.7，56.4和1个甲基δC 14.5，同时也确定分子中δH 2.85和2.29是δC 40.7的两个氢；分析DEPT-90的碳谱，分子中还有4个次甲基，δC105.1，93.9和89.6为烯烃的CH，而δC 37.2对应的δH 2.74，说明它应与甲基δC 14.5相连。 1H-1HCOSY中，δH 6.34和6.20弱的相关关系，确证它们为间位的苯氢，δH 2.85和2.29的强相关关系再次肯定它们为δC 40.7这个亚甲基的两个氢。同时，也可得到δH 0.90和2.74相关。 
     去氯灰黄霉素的结构中存在2个手性碳原子，这样化合物就存在几种可能的构型。查阅文献[7]，发现当去氯灰黄霉素的2个手性碳原子的构型不同时，它们所对应的熔点也不同，绝对构型为（4S, 5R）的熔点181-182℃，构型为(4S, 5S)时，熔点为129-131℃，对照熔点，推测该化合物与Cole报道的(4S, 5R)去氯灰黄霉素一致[8]。 去氯灰黄霉素与灰黄霉素的差别在于10-C上的氯原子，但抗真菌活性却比灰黄霉素弱很多，因此，去氯灰黄霉素是发酵得灰黄霉素的主要杂质，在发酵生产中采用在发酵培养基中同时加入一定量的NaCl和KCl来提高Cl，降低去氯灰黄霉素的产生量，提高灰黄霉素的产量和质量[9]。
化合物3：1,4-二羟基-7-甲基-9,10-蒽醌，是粉红色粉末。Mp: 166-167 ℃。ESI-MS中的分子离子峰[M-H] +为253。其氢谱中低场区有2个活泼氢的信号分别为δ 12.11，12.00 ppm,表明该羟基有可能与位羰基形成氢键，在芳香质子信号区有5个质子信号δ 7.83 （dd,0.9, 7.5, 1H），7.65 (m, 2H)，7.29 (dd, 1.2, 8.4, 1H)，7.10 (s, 1H)，可以看出该化合物有一个邻二取代的苯环和一个五取代苯环存在，并且高场区仅有一个连苯环的甲基存在。其碳谱中显示出15个碳，其中有五个CH，一个CH3这与其一维氢谱是一致的，还有九个季碳，其中δ 192.37，181.81 ppm的季碳可能是两个与苯环共轭的羰基，这表明3有可能是一个蒽醌类化合物。还有δ 162.59，162.30 ppm的季碳表明其中苯环上有两个连有羟基的碳存在。其它的季碳均在均在芳香区更加确定了3是一个蒽醌类化合物。最后化合物确定为1,4-二羟基-7-甲基-9,10-蒽醌。该化合物是首次从海洋真菌中分离得到的。
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化合物4：化合物1-hydroxy-3- methylanthracene-9,10-dione(3-8)，是黄色粉末。极性较小，PE为流动相，通过制备薄层层析纯化得到纯品。Mp:118-119 ℃。ESI-MS中的分子离子峰[M-H] -为237。通过1H NMR 图谱，可以看到有一个螯合的活泼氢12.57 (s, OH), 一个连在苯环上的甲基2.48 (s)，两个间位的苯环上的氢7.60 (d, 2.5Hz), 7.11(d 2.5 Hz)，以及一个1，2-取代苯环8.30 (2H, d, 8.4, 2.5Hz), 7.81 (2H, ddd, 8.4, 5.7, 2.5), 7.60(d, 2.5Hz), 最后，推断该化合物为1-hydroxy-3- methylanthracene-9,10-dione，与文献报道一致[10]。
化合物5：大黄酚，为黄色针状晶体，熔点为196-197℃。ESI-MS 显示分子离子峰为 m/z 255 [M＋1] +，结合氢谱、碳谱推出化合物的分子式为 C15H10O4，计算出其不饱和度为11，说明分子结构中含有苯环。

1H NMR (CD3COCD3, TMS) 中有8组氢信号，位于低场处有两个活泼氢信号，δH 12.01（1H, s）和δH 11.92（1H, s）。说明这两个羟基氢应与羰基邻近，形成分子内氢键。δH 7.81（1H, dd），δH 7.78（1H, dd）和δH 7.34（1H, t）为苯环上相连的三个氢，δH 7.60（1H, s）和δH 7.18（1H, s）为苯上的间位氢，δH 2.50（3H, s）为连在苯环上的甲基氢。

13C NMR 和 DEPT 谱中，表明分子中含有 9 个季碳，其中两个为羰基碳δC 189.28和δC 181.72，而δC 163.98和δC 160.76为苯环上与羟基相连的碳信号，δC 21.44为与苯环相连的甲基碳信号，结合氢谱碳谱并与标准谱图对照推出该化合物的结构[11]。

3 结果与讨论
由于海洋环境具有低温、高压、高盐、少光照、贫营养等特点，所以海洋微生物有着自己独特的代谢方式，从而产生结构新颖、活性显著的代谢产物[12]。本文是对对南海红树林内生真菌1403#进行了固体培养，得到一系列的醌类类化合物。由于只培养量较少（4升），相对于液体培养，产量还是较丰富，但尚未得到新化合物，目前分离仍在进行中。鉴于固体发酵对产量有极大的影响，下一步的工作还有就是更换种子培养基以及发酵培养基，对真菌的发酵条件进行优化，并对固液发酵的影响因素进行探讨，以得到更丰富的代谢产物。
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