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充分，对农村面源污染治理契约体系研究更是处于零状态。

希望学界能够展开充分调研，开展更加深入的实证研究。
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狗牙根内生黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）的化学成分研究
申　丽，李晓雯，朱　力

（扬州大学医学院，江苏扬州２２５００１）

　　摘要：对狗牙根内生黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）菌株ＩＦＢ－Ｅ００３固体发酵产物的化学成分进行了研究。采用硅胶柱
层析和ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０凝胶柱层析对Ａ．ｎｉｇｅｒＩＦＢ－Ｅ００３固体发酵产物浸膏的化学成分进行分离纯化，并利用质
谱、核磁共振氢谱及文献比对的方法进行化合物结构鉴定。从 ＩＦＢ－Ｅ００３中分离获得 ５个化合物，分别鉴定为
７－ｄｅｍｅｔｈｙｌｓｉｄｅｒｉｎ（１）、ｄｅｓｍｅｔｈｙｌｋｏｔａｎｉｎ（２）、ｏｒｌａｎｄｉｎ（３）、ａｓｐｅｒｎｉｇｒｉｎＡ（４）和环－（丙－亮）二肽（５）。内生菌Ａ．ｎｉｇｅｒ
ＩＦＢ－Ｅ００３能产生结构丰富的化学成分，值得深入研究。
　　关键词：狗牙根；内生菌；黑曲霉；化学成分
　　中图分类号：Ｒ２８４．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）１２－０４２２－０２

收稿日期：２０１５－０９－２０
基金项目：国家自然科学基金（编号：２１３７２１９１）。
作者简介：申　丽（１９７２—），女，江苏扬州人，博士，副教授，主要从事
天然产物化学方面研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｈｅｎｌｉ＠ｙｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　植物内生菌作为一种新的微生物资源，在自然界中广泛
存在，从植物内生菌中寻找新药先导化合物是新药研发的一

个重要策略。黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）菌株 ＩＦＢ－Ｅ００３是从
黄海滩涂盐生植物狗牙根（Ｃｙｎｏｄｏｎｄａｃｔｙｌｏｎ）的健康叶片中
分离得到的１株内生真菌，前期试验中，已从该菌株固体发酵
产物中分离得到１个新的具有强细胞毒活性的喹啉生物碱
ａｓｐｅｒｎｉｇｅｒｉｎ［１］，４个具有抗菌、抗肿瘤和显著抑制黄嘌呤氧化
酶活性的萘并吡喃酮化合物 ｒｕｂｒｏｆｕｓａｒｉｎＢ、ｆｏｎｓｅｃｉｎｏｎｅＡ、
ａｓｐｅｒｐｙｒｏｎｅＢ和 ａｕｒａｓｐｅｒｏｎｅＡ［２］，二聚香豆素化合物 ｋｏｔａ
ｎｉｎ［３］，麦角甾醇［３］和烟酸［３］。本研究继续对ＩＦＢ－Ｅ００３固体
发酵产物的化学成分进行分离纯化，结果又分离得到３个香
豆素化合物 ７－ｄｅｍｅｔｈｙｌｓｉｄｅｒｉｎ（１）、ｄｅｓｍｅｔｈｙｌｋｏｔａｎｉｎ（２）、
ｏｒｌａｎｄｉｎ（３）和２个生物碱ａｓｐｅｒｎｉｇｒｉｎＡ（４）、环－（丙－亮）二
肽（５）（图１）。

１　仪器与材料

ＢｒｕｋｅｒＤＲＸ５００核磁共振仪；ＭａｒｉｎｅｒＭａｓｓ５３０４质谱仪；

柱层析硅胶（２００～３００目）和薄层层析硅胶（ＧＦ２５４）为青岛海
洋化工厂出品；ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０由瑞典ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ制
造；其他试剂均为分析纯。

内生菌ＩＦＢ－Ｅ００３是从２００１年１１月采自江苏盐城黄海
滩涂的盐生植物狗牙根健康叶片中分离而得，根据其形态特

征，经宋勇春副教授鉴定为黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）［２］。该
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菌株现保存于南京大学功能生物分子研究所。

２　方法与结果

２．１　提取与分离
Ａ．ｎｉｇｅｒＩＦＢ－Ｅ００３采用固体发酵法［２］。固体发酵产物

粉碎晒干，然后用ＣＨＣｌ３－ＣＨ３ＯＨ（体积比１∶１）混合溶剂常
温提取 ３次，减压去除溶剂，再经除盐、除蜡后得粗浸膏
１００ｇ［２］。粗浸膏经硅胶柱分离，ＣＨＣｌ３－ＣＨ３ＯＨ梯度洗脱
（体积比１００∶０→ ０∶１００），得到８个组分 Ｆｒ．１～Ｆｒ．８。组
分Ｆｒ．３（１１．４ｇ）经硅胶柱分离得到 Ｆｒ．３－２和 Ｆｒ．３－３，
Ｆｒ．３－２经硅胶柱分离、再经 ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０凝胶柱（洗脱
液为体积比 １∶１的 ＣＨＣｌ３－ＣＨ３ＯＨ）分离得到化合物 １
（２０ｍｇ）和化合物２（３ｍｇ）。Ｆｒ．３－３经ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０凝
胶柱分离（洗脱液为体积比１∶１的 ＣＨＣｌ３－ＣＨ３ＯＨ）得到化
合物５（２ｍｇ）。组分Ｆｒ．４（３．０ｇ）经ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０凝胶柱
层析（洗脱液为体积比１∶１的ＣＨＣｌ３－ＣＨ３ＯＨ）得到Ｆｒ．４－１
和Ｆｒ．４－２，Ｆｒ．４－１经过滤得到化合物４（２５ｍｇ），Ｆｒ．４－２
经ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０凝胶柱层析（洗脱液为体积比１∶１的
ＣＨＣｌ３－ＣＨ３ＯＨ）得到化合物３（３ｍｇ）。
２．２　结构鉴定

化合物１：黄色粉末；ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ２０７［Ｍ＋Ｈ］＋和 ｍ／ｚ
２２９［Ｍ＋Ｎａ］＋；１Ｈ－ＮＭＲ（ＤＭＳＯ－ｄ６，５００ＭＨｚ）δ：１０．４４
（１Ｈ，ｓ，７－ＯＨ），６．５７（１Ｈ，ｓ，Ｈ－８），６．５３（１Ｈ，ｓ，Ｈ－
６），５．５９（１Ｈ，ｓ，Ｈ－３），３．９２（３Ｈ，ｓ，４－ＯＣＨ３），２．５３
（３Ｈ，ｓ，５－ＣＨ３）。以上数据与文献［４］报道基本一致，故鉴
定化合物１为７－ｄｅｍｅｔｈｙｌｓｉｄｅｒｉｎ（即７－ｈｙｄｒｏｘｙ－４－ｍｅ
ｔｈｏｘｙ－５－ｍｅｔｈｙｌｃｏｕｍａｒｉｎ）。

化合物２：白色粉末；ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ４２５［Ｍ＋Ｈ］＋和 ｍ／ｚ
４４７［Ｍ＋Ｎａ］＋；１Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，５００ＭＨｚ）δ：６．７６（１Ｈ，
ｓ，Ｈ－６），６．７０（１Ｈ，ｓ，Ｈ－６′），５．５４（１Ｈ，ｓ，Ｈ－３′），
５．５１（１Ｈ，ｓ，Ｈ－３），３．９５（３Ｈ，ｓ，４′－ＯＣＨ３），３．９３（３Ｈ，
ｓ，４－ＯＣＨ３），３．８２（３Ｈ，ｓ，７－ＯＣＨ３），２．７２（３Ｈ，ｓ，５－
ＣＨ３），２．５２（３Ｈ，ｓ，５′－ＣＨ３）。以上数据与文献［５］报道基
本一致，故鉴定化合物 ２为 ｄｅｓｍｅｔｈｙｌｋｏｔａｎｉｎ（即 ７－
ｈｙｄｒｏｘｙ－４，４′，７′－ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙ－５，５′－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－［８，８′－Ｂｉ－
２Ｈ－１－ｂｅｎｚｏ－ｐｙｒａｎ］－２，２′－ｄｉｏｎｅ）。

化合物３：白色粉末；ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ４１１［Ｍ＋Ｈ］＋和 ｍ／ｚ
４３３［Ｍ＋Ｎａ］＋；１Ｈ－ＮＭＲ（ＤＭＳＯ－ｄ６，５００ＭＨｚ）δ：１０．２０
（２Ｈ，ｓ，７－ＯＨ，７′－ＯＨ），６．７２（２Ｈ，ｓ，Ｈ－６，Ｈ－６′），
５．５８（２Ｈ，ｓ，Ｈ－３，Ｈ－３′），３．９４（６Ｈ，ｓ，４－ＯＣＨ３，４′－
ＯＣＨ３），２．６０（６Ｈ，ｓ，５′－ＣＨ３，５′－ＣＨ３）。以上数据与文
献［６］报道基本一致，故鉴定化合物３为 ｏｒｌａｎｄｉｎ（即 ｂｉｓ［８，
８′－（７－ｈｙｄｒｏｘｙ－４－ｍｅｔｈｏｘｙ－５－ｍｅｔｈｙｌｃｏｕｍａｒｉｎ）］）。

化合物４：无色晶体。１Ｈ－ＮＭＲ（ＤＭＳＯ－ｄ６，５００ＭＨｚ）
δ：１２．１４（Ｈ，ｂｒｓ，１－ＮＨ），９．５１（１Ｈ，ｂｒｓ，１４－ＮＨ２－ａ），
８．３２（Ｈ，ｓ，Ｈ－２），７．３６（２Ｈ，ｍ，Ｈ－１０，Ｈ－１２），７．３３
（１Ｈ，ｂｒｓ，１４－ＮＨ２－ｂ），７．２８（２Ｈ，ｍ，Ｈ－９，Ｈ－１３），
７．２７（１Ｈ，ｍ，Ｈ－１１），６．２１（１Ｈ，ｓ，Ｈ－５），３．９０（２Ｈ，ｓ，
Ｈ－７）。以上数据与文献［７］报道的ａｓｐｅｒｎｉｇｒｉｎＡ基本一致，
且薄层层析显示，化合物４与 ａｓｐｅｒｎｉｇｒｉｎＡ具有相同 Ｒｆ值，
故鉴定化合物４为 ａｓｐｅｒｎｉｇｒｉｎＡ（即６－ｂｅｎｚｙｌ－４－ｏｘｏ－１，

４－ｄｉｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ－３－ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ）。
化合物５：白色针状晶体；ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ１８５［Ｍ＋Ｈ］＋和

ｍ／ｚ３６９［２Ｍ＋Ｈ］＋；１Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，５００ＭＨｚ）δ：６．３４
（Ｈ，ｂｒｓ，１－ＮＨ），６．３１（１Ｈ，ｂｒｓ，４－ＮＨ），４．１０（１Ｈ，ｄ，
Ｊ＝６．６Ｈｚ，Ｈ－３），４．００（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７．３Ｈｚ，Ｈ－６），１．８６
（１Ｈ，ｍ，Ｈ－７ａ），１．７８（１Ｈ，ｍ，Ｈ－７ｂ），１．６６（１Ｈ，ｍ，
Ｈ－８），１．５２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．９Ｈｚ，１１－ＣＨ３），１．００（３Ｈ，ｄ，
Ｊ＝６．６Ｈｚ，１０－ＣＨ３），０．９５（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．４Ｈｚ，９－ＣＨ３）。
以上数据与文献［８］报道基本一致，故鉴定化合物５为环 －
（丙－亮）二肽［即ｃｙｃｌｏ－（Ａｌａ－Ｌｅｕ）］。

３　结论

黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）是一种分布极为广泛的真菌，
在工业上有着广泛的应用，常用于有机酸和酶的发酵生产，还

常用于天然活性成分的生物转化研究［９］。此外，特殊生境

Ａ．ｎｉｇｅｒ还是结构丰富、生物活性多样的天然产物的重要来源
［１０－１１］。狗牙根内生菌Ａ．ｎｉｇｅｒＩＦＢ－Ｅ００３固体发酵主要产生
萘并吡喃酮化合物和香豆素化合物，其中萘并吡喃酮化合物是

Ａ．ｎｉｇｅｒ的特征次生代谢产物，具有抗菌、抗肿瘤和抑制黄嘌呤
氧化酶等活性［２］。此外，Ａ．ｎｉｇｅｒＩＦＢ－Ｅ００３还产生不同结构
类型的生物碱化合物 ａｓｐｅｒｎｉｇｅｒｉｎ［１］、ａｓｐｅｒｎｉｇｒｉｎＡ和环 －
（丙－亮）二肽，其中ａｓｐｅｒｎｉｇｅｒｉｎ为新化合物。狗牙根内生菌
Ａ．ｎｉｇｅｒＩＦＢ－Ｅ００３的化学成分结构丰富，值得深入研究。
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