
 

110 海洋科学  / 2017年  / 第 41卷  / 第 9期 
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摘要: 从采自海南东寨港的红树林卤蕨(Acrostichum aureum Linn.)中分离得到的一株内生真菌 Cladosporium 

perangustum MA-318, 对其次级代谢产物进行了研究。利用反相硅胶柱层析、正相硅胶柱层析以及葡

聚糖凝胶 Sephadex LH-20 柱层析等分离手段获得一个单体化合物。通过波谱数据分析(HRESIMS、1D 

NMR、2D NMR)鉴定该化合物为新的链烯酸酐, 其结构为 methyl (E)-3-(4-(2-((4-(but-1-en-1-yl)-2,5- 

dioxo-2,5-dihydrofuran-3-yl)methyl)butyl)-2,5-dioxo-2, 5-dihydrofuran-3-yl)propanoate, 命名为 methylate 

cordyanhydride A。抗菌实验表明该化合物对藤黄微球菌(Micrococcus luteus)表现出一定的抑制作用。  
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天然产物是药物研发先导化合物的重要来源[1]。

其中 , 来自特殊生态位的微生物 , 例如海洋内生共

生体 , 为了适应海洋生态系统的特殊生活环境 (高

盐、高压、低氧、低光、营养限制等)[2], 在长期进化

刚才中形成了独特的生物代谢途径, 能够产生许多

结构新颖、具有良好生物活性的天然产物[3]。近年来

我们系统开展了海洋生物天然产物研究, 发现、报道

了一系列分子多样性丰富的海洋天然产物, 若干化

合物具有显著的抗肿瘤、抗菌活性[4-6]。 

本文报道从红树林植物卤蕨(Acrostichum aureum 

Linn.)中分离得到的一株内生真菌 Cladosporium 

perangustum MA-318的化学成分研究。从该菌发酵

产物中分离得到一个新的链烯酸酐类成分, 通过波谱

数据分析鉴定其结构为 methyl (E)-3-(4-(2-((4-(but- 

1-en-1-yl)-2,5-dioxo-2,5-dihydrofuran-3-yl)methyl)butyl)- 
2,5-dioxo-2,5-dihydrofuran-3-yl)propanoate, 命 名 为

methyate cordyanhydride A, 在其长直链上含有 2个

顺丁烯二酸酐结构单元(图 1)。 

 

图 1  化合物 1的结构 

Fig. 1  Structure of compound 1 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

核磁共振图谱由Bruker Avance 500核磁共振仪测

定, TMS为内标; 质谱数据由 API QSTAR Pulsar 1质

谱仪测定; 薄层色谱硅胶 GF254 和柱色谱硅胶(200~ 

300 目)为青岛海洋化工厂分厂产品; Lobar LiChro-

prep RP-18硅胶 (40~63 μm, Merck); 显色剂为茴香

醛硫酸溶液; 所用有机溶剂为重蒸的工业级溶剂。 

1.2  菌株发酵 

(1) 菌株: 菌株 C. perangustum MA-318分离自

2015 年 3 月采集自海南东寨港的卤蕨(Acrostichum 

aureum Linn.)。通过形态学观察与 ITS序列系统发育

分析[7], 将该菌株鉴定为Cladosporium perangustum。 

(2) 菌株发酵: 菌种于–80℃以 20% 甘油-水保

存。发酵采用改良 PDB培养基, 组成为: 蔗糖 6.0 g, 

甘露醇 6.0 g, 蛋白胨 1.5 g, 酵母浸粉 0.9 g, 含 20%

土豆汁的纯海水 300 mL。 
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采用 1 L 三角瓶发酵培养, 每瓶装液体培养基

300 mL, 于 116℃灭菌 30 min后接种。共接种液体

培养基 18 L, 于 28℃恒温、自然光条件下培养 30 d, 

分别收集菌丝体和发酵液。 

1.3  提取分离 

收集发酵液约 18 L, 用乙酸乙酯萃取。菌丝体晾

干、粉碎后用丙酮︰水(4︰1)浸泡。将丙酮蒸出, 水

相用乙酸乙酯萃取, 萃取物经薄层层析检测发现与

发酵液萃取物一致, 合并得粗提物 39.7 g。 

将上述粗提物进行硅胶柱层析, 以石油醚-乙酸

乙酯、氯仿-甲醇体系梯度洗脱, 经 TLC检测合并为

9 个组分(Fr.1-9)。其中组分 Fr.5 经反相硅胶柱层析

(甲醇—水从 10︰90到 90︰10梯度洗脱)、Sephadex 

LH-20 凝胶柱层析(甲醇)及正相硅胶柱层析(石油醚/

乙酸乙酯 20/1 到 5/1 梯度洗脱)分离得到化合物

1(20.9 mg)。 

1.4  抑菌活性 MIC 测试 

(1) 病原指示菌: 抗菌活性所使用的病原指示菌包

括大肠杆菌(Escherichia coli), 藤黄微球菌(Micrococcus 

luteus), 铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa), 迟

缓爱德华氏菌 (Edwardsiella tarda), 副溶血性弧菌

(Vibrio parahaemolyticus)和哈氏弧菌(Vibrio harveyi), 

以上所有供试菌株均来自于中国科学院海洋研究所。 

(2) 指示菌菌悬液制备: 将接种于 LB 培养基表

面的指示菌于 37℃培养 24 h 后, 吸取 2 mL 无菌

0.85% NaCl溶液洗涤培养物, 并用刮刀将菌刮下。吸

取适量菌悬液于无菌试管中, 然后用 0.85% NaCl溶液

将菌悬液调至 0.5 麦氏浊度(相当于 1.5×108 CFU/mL), 

备用。 

(3) 抑菌活性 MIC 测试: 采用微量肉汤稀释法[8], 

测定化合物的抗菌活性。采用无菌操作, 以氯霉素为

阳性对照, 将梯度稀释后不同浓度的样品溶液分别

加到无菌的 96孔聚苯乙烯板中(每孔 5 μL)。然后取

95 μL麦氏浊度为 0.5的指示菌悬液, 依次加入到 96

孔板中。轻轻震荡后, 将 96孔板置于 37℃培养箱中, 

培养 24 h, 在 600 nm波长下使用酶标仪测定每孔的

吸光值, 以完全抑制指示菌生长的最低样品浓度为

该化合物的 MIC值。 

2  化合物的结构鉴定 

化合物 1为无色油状, 旋光值为 25
D[ ] +12.1 (c 0.99, 

MeOH), 紫外吸收(MeOH)为 λmax (log ε) 207 (2.98), 

243 (3.12), 311 (3.04) nm, 高分辨质谱(HRESIMS)给

出准分子离子峰 m/z 405.1541 [M+H]+, 提示其分子

式为 C21H24O8(准分子离子 C21H 25O8
+的理论计算值

为 405.1549), 通过其 1H-、13C-NMR、1H-1H COSY

以及 HMQC可以推断该化合物的分子中含有三个结

构片段, 包括-CH2CH2-, -CH2CH(CH2CH3)CH2-以及

反式 1-丁烯基。13C NMR和 DEPT谱提示该化合物

存在 5个羰基, 分别在 δC 172.4(C-1)、166.0(C-15)、

166.6(C-16)、166.4(C-17)和 164.9(C-18); 4个双键季

碳, 分别在 δC 143.5(C-4)、144.4(C-5)、138.6(C-9)和

138.1(C-10); 3 个次甲基 , 分别在 δC 38.0(C-7)、

117.4(C-11)和 148.2(C-12); 6 个亚甲基, 分别在 δC 

27.9(C-2)、19.9(C-3)、31.1(C-6)、28.4(C-8)、27.1(C-13)

和 26.2(C-19); 3个甲基(其中 1个为甲氧基), 分别在

δC 12.9(C-14)、11.0(C-20)和 52.0(1-OCH3)(表 1)。通

过 HMBC可以确定这三个结构片段以及 9个季碳的

位置(图 2)。以上数据与 Isaka 等人报道的分离自昆

虫病原菌 Cordyceps pseudomilitaris BCC 1620中的

马来酸酐类化合物 cordyanhydride A 的数据非常相

似[9], 不同之处是该化合物在 C-1的位置由-CO2H变

成了-CO2CH3。化合物 1的结构由此得以确定。该化

合物命名为methylate cordyanhydride A, 其分子中含

有两个顺丁烯二酸酐结构单元。酸酐类化合物在自

然界中很少报道[9], 该类化合物稳定性较差。化合物

1 的分子中含有一个手性中心(C-7), 我们曾尝试培

养其单晶以期通过 X-射线晶体衍射来确定其绝对构

型, 但遗憾的是在培养晶体的过程中发现其已分解。

另外, 模型化合物 cordyanhydride A的绝对构型也未

确定 [9], 因此也难以通过与其比对的方法确定化合

物 1的绝对构型。 

3  化合物的抗菌活性 

化合物 1是已知化合物 cordyanhydride A的甲酯

化产物[9], 迄今为止未见该类化合物的活性报道。我

们对分离得到的化合物 1 进行了抗菌活性测试, 受

试菌包括大肠杆菌(E. coli), 藤黄微球菌(M. luteus), 

铜绿假单胞菌 (P. aeruginosa), 迟缓爱德华氏菌 (E. 

tarda), 副溶血性弧菌(V. parahaemolyticus)和哈氏弧

菌(V. harveyi)。测试结果表明化合物 1对藤黄微球菌

表现出一定的抑制活性, 其MIC值为 16 μg/mL(阳性

对照氯霉素的 MIC值为 4 μg/mL)。 
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图 2  化合物 1的 HMBC以及 1H-1HCOSY相关 

Fig. 2  Key HMBC and COSY correlations of 1 

 
表 1  化合物 1 的 1H-(500 MHz)和 13C-NMR(125 MHz)数据(DMSO-d6) 
Tab. 1  1H and 13C NMR data of 1 DMSO-d6 (at 500 and 125 MHz, respectively) 

Position δH (J in Hz) δC Position δH (J in Hz) δC 

1  172.4, C 10  138.1, C 

2 2.59 (dd, 8.9, 7.1) 27.9, CH2 11 6.42 (dt, 15.9, 1.6) 117.4, CH 

3 2.68 (t, 6.9) 19.9, CH2 12 7.07 (dt, 15.9, 6.7) 148.2, CH 

4  143.5, C 13 2.29 (m) 27.1, CH2 

5  144.4, C 14 1.04 (t, 7.4) 12.9, CH3 

6 2.43 (dd, 7.9, 14.1) 31.1, CH2 15  166.0, C 

 2.53 (dd, 7.9, 14.1)  16  166.6, C 

7 2.06 (hex, 6.9) 38.0, CH 17  166.4, C 

8 2.39 (dd, 7.9, 13.9) 28.4, CH2 18  164.9, C 

 2.49 (dd, 7.9, 13.9)  19 1.28 (m) 26.2, CH2 

9  138.6, C 20 0.87 (t, 7.4) 11.0, CH3 

1-OCH3 3.58 (s) 52.0, CH3    
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Abstract: The biochemical investigation of Cladosporium perangustum MA-318, an endophytic fungus isolated 

from the mangrove plant Acrostichum aureum Linn., resulted in the identification of a new alkenoic anhydride, 

methylate cordyanhydride A. Spectroscopic methods were used to elucidate the structure of this compound. Re-

garding the antimicrobial activity, this compound was found to possess moderate activity against Micrococcus lu-

teus, with an MIC value of 16 μg/mL. 
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