软珊瑚Sarcophyton tortuosum内生真菌SarcoF5代谢产物研究
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摘要：本课题对从扭曲肉芝软珊瑚Sarcophyton tortuosum分离到的一株真菌SarcoF5展开研究，以GYP+100%海水为培养基对该真菌进行大规模的培养，待培养40天后，其培养液用乙酸乙酯提取，培养液提取液经低温减压浓缩，得到培养液粗提取物43.16g。接着对培养液粗提取物进行分离，纯化得到三个化合物，分别命名为SarcoF5-1，SarcoF5-2，SarcoF5-3。然后用核磁共振和MS对这三个化合物进行结构鉴定，确定其结构分别为青霉酸，(E)-3-isobutyl-6-methyl-4- oxohept-2-enoic acid和(Z)-3-(1-hydroxy-2-methylpropyl)-6-methyl-4-oxohept-2-enoic acid，其中SarcoF5-2和SarcoF5-3两个是新化合物。
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1 前言

自从1986年苏镜娱等从扭曲肉芝软珊瑚Sarcophyton tortuosum中得到2个罕见的四环四萜化合物methyl sartortuoate和methyl isosartortuoate [1,2,3]，打破了文献记载中只有胡萝卜素类型碳架的现状以来，扭曲肉芝软珊瑚马上成为了研究热点。接着中山大学药学院蓝文健等[4,5] 又从扭曲肉芝软珊瑚的甲醇和氯仿浸提物的乙酸乙酯萃取部分分离得到3个新的四萜化合物methyl tortuoate A，methyl tortuoate B，methyl tortuoate C。它们对老鼠S180，CNE-2， P-388，HT-29，CNE-1显示了不同程度的抑制作用。

海洋生物中单萜，倍半萜，二萜，三萜化合物广泛存在，但这种四萜化合物是首次从该种属软珊瑚中得到。而很多文献报道中指出,许多以前认为是由植物和无脊椎动物产生的活性物质实际上是由与其共附生的微生物产生的。这些化合物是来源于软珊瑚本身，还是由软珊瑚附生微生物产生而在珊瑚体内积累？我们课题已经开展了该珊瑚附生微生物的分离工作，已经分离、纯化了30多株真菌和细菌，深入研究这些软珊瑚Sarcophyton tortuosum的附生微生物，将能揭示这些具抗肿瘤活性的四萜类化合物的真正来源。另外，系统地研究附生微生物的代谢产物，也必将能发现系列其它结构类型的新化合物、或者是药理活性的有用代谢产物，为海洋药物的发展积累数据，也为进一步研究生物之间的相互作用及其生态学方面的研究打下基础。
2 实验部分
 菌种
扭曲肉芝软珊瑚内生真菌SarcoF5分离自扭曲肉芝软珊瑚Sarcophyton tortuosum，在GYP＋100％海水的培养基上，生长良好，这个真菌还能产生丰富的代谢产物。菌种保藏于中山大学化学于化学工程学院天然产物研究室。
 试剂与仪器

乙酸乙酯，A.R.，天津市福晨化学试剂厂；石油醚，A.R.，天津市富宇精细化工有限公司；甲醇，A.R.，广州市东红化工厂；二氯甲烷，A.R.，天津市富宇精细化工有限公司；三氯甲烷，A.R.，天津市富宇精细化工有限公司；羧甲基纤维素钠，天津市福晨化学试剂厂；蛋白胨，广东环凯微生物科技有限公司；酵母膏，广东环凯微生物科技有限公司；粗海盐，海南省莺歌海盐场；葡萄糖，山东天力药业有限公司；LDZX-30KB立式压力蒸汽灭菌器，上海申安医疗器械厂；星海旋转蒸发器，无锡市星海王生化设备有限公司；Mercury－Plus 300核磁共振波谱仪，美国VARIAN公司。
2.3  SarcoF5的培养

以葡糖糖(10g/L)、蛋白胨(3g/L)、酵母膏(1g/L)、100%人工海水(粗海盐23g/L)、PH 7.5为培养基配制150L培养液进行大规模培养，在124℃高温高压下灭菌1个小时，接入菌种，在28℃下静置培养40天。
2.4  培养液的提取
待内生真菌SarcoF5长到40天后，通过纱布过滤，培养液用乙酸乙酯提取三次。合并乙酸乙酯提取液，在低温旋转蒸发至干，浓缩得到棕色提取物43.16g。
2.5  提取物的分离

选用一根大小合适的色谱柱，用石油醚湿法装柱，将浓缩后的提取物与200ml200－300目的硅胶混匀晾干后上样进行柱层析。用石油醚/乙酸乙酯、乙酸乙酯/甲醇梯度洗脱，收集洗脱流出液，共收集洗脱液48个组分。对收集到的各组分进行薄层层析分析，根据分析的结果合并化学成分相同或相近的组分并浓缩。选取16-19合并液1ml乙酸乙酯溶解，然后慢慢向溶液中滴加石油醚，溶液中慢慢析出无色透明晶体。然后多次用同样的方法重结晶，过滤得到无色透明晶体(1)。选取8、9合并液用石油醚湿法装柱，把8、9合并液与40ml硅胶混匀晾干后上样进行硅胶柱层析，用石油醚/乙酸乙酯、乙酸乙酯/甲醇梯度洗脱，其中在接收洗脱液极性在石油醚：乙酸乙酯＝2：1到石油醚：乙酸乙酯＝1：1(v/v)的试管内壁析出针状晶体，合并析出晶体的组分，多次重结晶，得到无色透明针状晶体(2)。选取13-15合并液用石油醚湿法装柱，把13-15合并液与40ml硅胶混匀晾干后上样进行硅胶柱层析，用石油醚/乙酸乙酯、乙酸乙酯/甲醇梯度洗脱，其中在接收洗脱液极性在100％乙酸乙酯的试管内壁析出针状晶体，合并析出晶体的组分，多次重结晶，得到无色透明树枝状晶体(3)。

分离流程图：
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图1 分离流程图
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图2 分离得到化合物结构图
3  结果与讨论
3.1  SarcoF5-1结构鉴定
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图3  SarcoF5-1结构图
SarcoF5-1为无色透明针状晶体，ESI-MS[m/z 171.1(M+1)+]，分子式为C8H10O4，不饱和度为3。其1D NMR（表 2-1）波谱数据表明存在下面的基团：1个甲氧基（δC，57.88，C-8）；δH：3.93（3H，s，H-8）； 1个双取代双键（δC，86.32，C-3；171.17，C-4）δH：5.23（1H，s，H- 3）；和一个单取代双键（δC，133.97，C-9；114.36，C-10）；δH：5.21（1H，s，H-10a）；5.50（1H，s，H-10b）；一个酯基（δC，172.02，C-2；109.58，C-5）；一个甲基（δC，17.43，C-12）；δH：1.96（3H，s，H-12）。根据这些再通过推断确定了该化合物的结构。从而确定了该化合物为青霉酸。青霉酸是一个很强的多聚乙酰类霉菌毒素，是由Alsberg等[6]在1913年首先分离出来的。1949年Munday[7]发现青霉酸有一个内酯结构和一个酸式结构两个互变异构体，并且在一定的条件下这两个结构会发生互变。以下就是这两个结构的互变反应式：

[image: image4.emf]O

O

O

HO

H

H

COOH

O

H

H

O

乙醇中重结晶

熔融状态下结晶

the lactone

the keto acid


图4 青霉酸互变异构反应式
表 2-1 SarcoF5-1的NMR数据(1H NMR 300MHz，13C NMR 75MHz，CDCl3，TMS)

	Position
	δC
	DEPT
	δH

	2

3

4

5

8

9

10

11

12
	172.02

86.32

171.17

109.58

57.88

133.97

114.36

－

17.43
	C

CH

C

C

CH3
C

CH2
－

CH3
	－

5.23

－

－

3.93

－

5.21(10a)5.5010b)

5.93

1.96


3.2  SarcoF5-2结构鉴定
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    图5  SarcoF5-2结构图
SarcoF5-2为无色透明针状晶体，ESI-MS[m/z 213.2(M+1)+]，分子式为C12H20O3，不饱和度为3。其1D NMR（表 2-1）波谱数据表明存在下面的基团：1个羧基（δC，172.93，C-2）；δH：13.153（1H，s，H-3）； 1个三取代双键（δC，124.87，C-4；150.66，C-5）δH：6.60（1H，s，H-4a）；和一个酮基（δC，203.90，C-6）；四个甲基（δC，22.94，C-10，22.94，C-14，22.80，C-13，22.80，C-15）；δH：0.90（6H， H-10，14）；0.95（6H，H-13,15）。根据这些再通过推断确定了该化合物的结构。
表 2-2  SarcoF5-2的NMR数据(1H NMR 300MHz，13C NMR 75MHz，CDCl3，TMS)

	Position
	δC
	DEPT
	δH

	2

3

4

5

6

8

9

10

11

12

13

14

15
	172.93

－

124.87

150.66

203.90

35.63

27.20

22.94

43.65

26.62

22.80

22.94

22.80
	C

－

CH

C

C

CH2
CH

CH3
CH2
CH

CH3
CH3
CH3
	－

13.153

6.60(4a)

－

－

2.45

1.89

0.90

2.47

2.09

0.95

0.90

0.95


3.3  SarcoF5-3结构鉴定
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    图6  SarcoF5-3结构图
SarcoF5-3为无色透明树枝状晶体，ESI-MS[m/z 229.2(M+1)+]，分子式为C12H20O4，不饱和度为3。其1D NMR（表 2-1）波谱数据表明存在下面的基团：1个羧基（δC，172.16，C-10）；δH：9.26（1H，s，H-15）； 1个三取代双键（δC，151.32，C-5；123.78，C-9）δH：6.24（1H，s，H-9a）；和一个酮基（δC，200.56，C-6）；四个甲基（δC，20.06，C-4，18.66，C-8，22.85，C-14，22.85，C-16）；δH：1.02（3H， H-4）；δH：0.86（3H， H-8）；0.96（3H，H-14,16）。另外还有一个氧没有归属，根据δH：9.26（1H， H-1），应该还有一个羟基。根据这些再通过推断确定了该化合物的结构。
表 2-3  SarcoF5-1的NMR数据(1H NMR 300MHz，13C NMR 75MHz，CDCl3，TMS)

	Position
	δC
	DEPT
	δH

	1

2

3

4

5

6

8

9

10

12

13

14

15

16
	－

75.93

32.34

20.06

151.32

200.56

18.66

123.78

172.16

43.69

27.04

22.85

－

22.85
	－

CH

CH

CH3
C

C

CH3
CH

C

CH2
CH

CH3

－

CH3
	9.26

4.87

1.95

1.02

－

－

0.86

6.24(9a)

－

2.44

2.11

0.96

9.26

0.96
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Study on the secondary metabolites of endogenetic fungi SarcoF5 of Soft Coral Sarcophyton tortuosum
Yongtong Cai

(School of Chemistry and Chemical Engineer, Sun Yat-sen University Guangzhou 510275, China)

Abstract：Glucose(10g/L)， yeast extract(1g/L)，peptone(2g/L)，and 100％ artificial seawater(GYP) were mixed to prepare the liquid medium for the SarcoF5. After 40 days cultivation, secondary metabolites was extracted with EtOAc，and separated, purified. Three compounds were seperated , and measured by NMR. The results showed that SarcoF5-1 was penicillic acid, which was found in 1913. But SarcoF5-2 and SarcoF5-3 were new compounds, which were named (E)-3-isobutyl-6-methyl- 4-oxohept-2-enoic acid and (Z)-3-(1-hydroxy-2-methylpropyl)-6-methyl -4-oxohept-2-enoic acid.

Keywords：Sarcophyton tortuosum, SarcoF5, extraction, separation, purification, chemical structure
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