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摘要：为研究冠瘤海鞘（Ｓｔｙｅｌａ　ｃａｎｏｐｕｓ　Ｓａｖｉｇｎｙ）的抗卤虫活性部位及有效成分，采用卤虫致死活性筛选模型，对

冠瘤海鞘的提取物及甾体粗晶进行了生物活性测定，并采用ＧＣ－ＭＳ技术对石油醚相进行了成分分 析。结 果 表

明：乙醇提取物和各有机相均有明显克生活性，冠瘤海鞘甾体粗晶的克生活性是石油醚相的３．２倍；从冠瘤海鞘

石油醚相中鉴定出１２个化合物，主要为脂肪类和甾醇类化合物，而且冠瘤海鞘抗卤虫活性成分主要在乙酸乙酯

相和石油醚相中，石油醚相中的甾醇类化合物是冠瘤海鞘的克生活性物质之一。
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　　海 鞘（Ａｓｃｉｄｉａｎ）是 尾 索 动 物 亚 门（Ｕｒｏｎｏｒｄａｔａ）
海鞘纲 的 尾 索 动 物，主 要 分 布 在 热 带 及 亚 热 带 海

域［１］，目前国内外已经对数种海鞘进行了化学成分研

究，已发现海 鞘 类 生 物 中 含 有 生 物 碱 类、肽 类、吲 哚

类、重金属螯合剂、多硫化物、大环内酯、萜类等数１０
种化合物，且大部分具有较强的生理活性，如抗肿瘤、
抗病毒、抗菌、诱 导 肌 浆 网 释 钙、抑 制 钙 调 蛋 白 活 性

等［２～７］，因此，有关海鞘生理活性成分的研究正受到

越来越多研究者的关注，南海有着丰富的海鞘资源，
但国内对海鞘化学成份的研究还刚刚开始［８～１０］。

　　研 究 以 广 西 北 海 冠 头 岭 冠 瘤 海 鞘（Ｓｔｙｅｌａｃａ
ｎｏｐｕｓ　Ｓａｖｉｇｎｙ）为研究对象，采用卤虫致死活性筛选

模型，对其乙醇提取物、各有机相以及石油醚相的甾

体粗晶进行了克生活性测定，并采用ＧＣ－ＭＳ技术对

６７２ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．４，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２０１３
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活性有机相进行分析，为海鞘的深入科学研究提供理

论依据和参考。

１　材料与方法

１．１　材料

　　冠瘤海鞘（Ｓ．ｃａｎｏｐｕｓ）样品于２００９年１２月采

自广西北海，由国家海洋局厦门第三海洋研究所郑成

兴研究员鉴定，存放于广西海洋研究所海洋生物标本

馆，样 品 编 号 为２０１００４２０；卤 虫 （Ａｒｔｅｍｉａ　ｓａｌｉｎａ）
卵，购于海风集团有限公司。

１．２　仪器与试剂

　　旋转蒸发仪Ｅｙｅｌａ　ＮＥ－１１０１（日本 Ｒｉｋａｋｉｋａｉ公

司）；显色剂为硫酸香草醛溶液，喷洒后加热显色；石

油醚、乙酸乙酯、正丁醇等均为分析纯。

１．３　提取与分离

　　鲜海鞘洗净、去壳（提取后干重２７１．５ｇ），于组织

捣碎机 中 匀 浆，经９５％ 乙 醇 提 取３次，每 次１ｄ，过

滤，合并两次提取液，减压浓缩后得浸膏（７３．５ｇ）。浸

膏用水分散后，依次用石油醚、乙酸乙酯和正丁醇萃

取，减 压 浓 缩 后 得 到 石 油 醚 相（９．８ｇ）、乙 酸 乙 酯 相

（６．５ｇ）、正丁醇相（２．７ｇ）和水相（４３．５ｇ）。石油醚相

经正相硅胶层析，石油醚：乙酸乙酯（１００∶１～１∶１）
洗脱，得石油醚相白色甾体粗晶３．７ｇ。

１．４　卤虫致死活性测试

　　依照Ｓｏｌｉｓ改良法［１１，１２］，取２４孔培养板，每孔加

１ｍＬ含卤虫幼体的溶液（每孔２０个卤虫），每个粗提

物及各相浸膏样品设置１００μｇ／ｍＬ，５０μｇ／ｍＬ，２０μｇ／

ｍＬ　３个终浓度，甾体粗晶设置５０μｇ／ｍＬ，２５μｇ／ｍＬ，

１０μｇ／ｍＬ　３个终浓度，同时设置空白对照组（加处理

过的海水１ｍＬ）和ＤＭＳＯ对照组（含 与 测 试 样 品 相

当浓度 的ＤＭＳＯ），每 个 浓 度 的 样 品 设３个 平 行 样，
制成测试 培 养 板，培 养２４ｈ后，记 录 卤 虫 死 亡 个 体

数目。

　　结果评定：死亡率（％）＝死亡个体平均数／个体

总数×１００％。

１．５　ＧＣ?ＭＳ分析

　　ＴｈｅｒｍｏＴｒａｃｅ　ＧＣ　ｕｌｔｒａ　ＤＳＱ　ＩＩ色质联用仪。色

谱柱：ＶＦ－５ＭＳ（３０ｍ×０．２５ｒａｍ）；电离源：７０ｅＶ；操作

系统：Ｘｃａｌｉｂｕｒ；谱 库 ＮＩＳＴ０２；程 序 升 温：５０℃ 保 持

２ｍｉｎ，以５℃／ｍｉｎ升 至１３０℃，再 以２５℃／ｍｉｎ升 至

３００℃。

２　结果与分析

２．１　提取物的克生活性

　　经卤虫致死活性检测，冠瘤海鞘乙醇提取物有明

显的克生活性，在１００μｇ／ｍＬ时，对卤虫的致死率为

２２．０％，经 萃 取 后，乙 酸 乙 酯 相 的 克 生 活 性 最 高，在

１００μｇ／ｍＬ，卤虫 致 死 率 分 别 为６６．５％，其 次 为 石 油

醚相，在１００μｇ／ｍＬ时，卤 虫 致 死 率 分 别 为３５．０％
（表１），且冠瘤海鞘乙醇提取物和各相的卤虫致死率

与浓度呈正相关。
表１　冠瘤海鞘 乙 醇 提 取 物、各 有 机 相 和 甾 体 粗 晶 的 卤 虫 致

死活性

Ｔａｂｌｅ　１　Ｌｅｔｈａｌ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｎ　ｂｒｉｎｅ　ｓｈｒｉｍｐ　Ａ．ｓａｌｉｎａｏｆ　ｔｈｅ　ｅｔｈａｎ－

ｏｌｉｃ　ｅｘｔｒａｃｔ，ｎ?ｂｕｔａｎｏｌ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｓｔｅｒｏｌｓ　ｆｒｏｍＳ．ｃａｎｏｐｕｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

致死率Ｌｅｔｈａｌｉｔｙ（％）

２０μＬ　 ５０μＬ　 １００μＬ

冠瘤海鞘乙醇提取物
Ｅｔｈａｎｏｌｉｃ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｏｆ　Ｓ．ｃａｎｏｐｕｓ １１．６　 １５．０　 ２２．０

冠瘤海鞘石油醚相
Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ
Ｓ．ｃａｎｏｐｕｓ

１０．３　 １２．６　 ３５．０

冠瘤海鞘乙酸乙酯相
Ｅｔｈｙｌ　ａｃｅｔａｔｅ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓ．ｃａｎｏｐｕｓ ２０．０　 １６．６　 ６６．５

冠瘤海鞘正丁醇相
ｎ－ｂｕｔａｎｏｌ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓ．ｃａｎｏｐｕｓ １１．６　 １３．３　 １６．６５

冠瘤海鞘水相
Ｗａｔｅｒ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓ．ｃａｎｏｐｕｓ １８．３　 １６．６　 １５．０

冠瘤海鞘甾体粗晶
Ａ　ｓｔｅｒｏｌ　ｍｉｘｔｕｒｅ　ｆｒｏｍＳ．ｃａｎｏｐｕｓ ２０．０　 ２１．６　 ４０．０

　　为研究冠瘤海鞘克生活性成分，应用ＧＣ－ＭＳ对

冠瘤海鞘石油醚相进行了成分分析，并对冠瘤海鞘甾

体粗晶的克生活性进行了检测，结果，冠瘤海鞘石油

醚相甾体粗晶在５０μｇ／ｍＬ时的克生活性约为石油醚

相的３．２倍，且其致死率随着浓度的升高而增大，呈

现浓度依赖性。结果显示冠瘤海鞘甾体类化合物是

冠瘤海鞘石油醚相的有效克生活性成分，也是冠瘤海

鞘生物活性成分之一。

２．２　石油醚相低极性化合物组成分析

　　为探讨石油醚相中克生活性物质的组成，对石油

醚相进行ＧＣ－ＭＳ分 析。冠 瘤 海 鞘 石 油 醚 相 经 甲 酯

化处理后用ＧＣ－ＭＳ联用仪分析，得冠瘤海鞘石油醚

相总离子流谱（图１），共检测到３０个峰，总离子流色

谱图中的各峰经质谱扫描后得到相应的质谱图，通过

Ｘｃａｌｉｂｕｒ工作站ＮＩＳＴ标准质谱图库进行检索，共鉴

定出其中的１２个化合物（均为首次从冠瘤海鞘中分

得）结果见表２。

　　ＧＣ－ＭＳ分析表明，石油醚相主要为低极性化合

物，脂肪类化合物最多（６个），以不饱和脂肪酸为主，
主要有 Ｍｅｔｈｙｌ　ｈｅｘａｄｅｃａｎｏａｔｅ、Ｍｅｔｈｙｌ　ｃｉｓ－７－ｈｅｘａｄｅ－
ｃｅｎｏａｔｅ和９－Ｍｅｔｈｙｌ　ｈｅｐｔａｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ，ｍｅｔｈｙｌ　ｅｓ－
ｔｅｒ，还有较多的甾醇类化合物（４个），全部为胆甾醇

类，分别为Ｃｈｏｌｅｓｔａｎ－３ｂｅｔａ－ｏｌ（ＶＡＮ）、Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ、
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Ｅｔｈｙｌ　ｉｓｏ－ａｌｌｏｃｈｏｌａｔｅ和２４（Ｒ）－２５－Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ
Ｄ３，以 及２个 长 链 烷 烃１，１－Ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｏｃｔａｎｅ和１－
ｎｏｎａｄｅｃｅｎｅ（表２）。

　　据文献报道，柳珊瑚中的甾体类化合物，在生物

间 相 生 相 克 或 生 态 交 感 中 起 着 十 分 重 要 的 作

用［１３，１４］，甾体类 化 合 物 往 往 具 有 对 珊 瑚 礁 热 带 鱼 类

的拒食活性［１５］，根据实验结果分析，甾醇类化合物可

能是冠瘤海鞘中的克生活性物质，在其生境中起化学

防御作用，而冠瘤海鞘脂肪类化合物的克生活性还有

待于进一步研究。本研究结果对活性化合物的追踪

分离及化学防御作用的研究具有借鉴意义。
表２　冠瘤海鞘石油醚相中低极性化合物的ＧＣ?ＭＳ分析

Ｔａｂｌｅ　２　ＧＣ?ＭＳ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｅｔｒｏ－
ｌｅｕｍ　ｅｔｈｅｒ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍＳ．ｃａｎｏｐｕｓ

序号
Ｐｅａｋ
Ｎｏ．

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

分子式
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｏｒｍｕｌａ

Ｍ

１　 ２５．８１ Ｔｅｔｒａｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ，
ｍｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ Ｃ１５Ｈ３０Ｏ２ ２４２

２　 ２６．４０　 １－ｎｏｎａｄｅｃｅｎｅ　 Ｃ１９Ｈ３８ ２６６

３　 ２７．３８ Ｍｅｔｈｙｌ　ｃｉｓ－７－ｈｅｘａｄｅｃｅｎｏ－
ａｔｅ Ｃ１７Ｈ３２Ｏ２ ２６８

４　 ２７．５２ Ｍｅｔｈｙｌ　ｈｅｘａｄｅｃａｎｏａｔｅ　 Ｃ１７Ｈ３４Ｏ２ ２７０

５　 ２８．２ Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ　 Ｃ２７Ｈ４６Ｏ　 ３８６

６　 ２８．６９ Ｃｈｏｌｅｓｔａｎ－３ｂｅｔａ－ｏｌ
（ＶＡＮ） Ｃ２７Ｈ４８Ｏ　 ３８８

７　 ２８．７６ １０ －Ｏｃｔａｄｅｃｅｎｏｉｃ　ａｃｉｄ，
ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ Ｃ１９Ｈ３６Ｏ２ ２９６

８　 ２８．９１ ９－Ｍｅｔｈｙｌ　ｈｅｐｔａｄｅｃａｎｏｉｃ
ａｃｉｄ，ｍｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ Ｃ１９Ｈ３８Ｏ２ ２９８

９　 ２９．２　 １，１－Ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｏｃｔａｎｅ　 Ｃ１０Ｈ２２Ｏ３ １７４

１０　 ２９．５５ １０－ｕｎｄｅｃｅｎｏｉｃ　ａｃｉｄ，２－ｍｅ－
ｔｈｏｘｙ－ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ Ｃ１３Ｈ２４Ｏ２ ２２８

１１　 ２９．６９ Ｅｔｈｙｌ　ｉｓｏ－ａｌｌｏｃｈｏｌａｔｅ　 Ｃ２６Ｈ４４Ｏ５ ４３６

１２　 ３０．８３ ２４（Ｒ），２５－Ｄｉ－
ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ３ Ｃ２７Ｈ４４Ｏ３ ４１６

图１　冠瘤海鞘石油醚相气质分析总离子流

　　Ｆｉｇ．１　Ｔｏｔａｌ　ｉｏｎ　ｃｕｒｒｅｎｔ（ＴＩＣ）ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｐｅｔｒｏ－
ｌｅｕｍ　ｅｔｈｅｒ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍＳ．ｃａｎｏｐｕｓ

３　结论

　　据报道，在生物间相生相克或生态交感中柳珊瑚

中的甾体 类 化 合 物 起 着 十 分 重 要 的 作 用［１３，１４］，甾 体

类化 合 物 往 往 具 有 对 珊 瑚 礁 热 带 鱼 类 的 拒 食 活

性［１５］，而本文实验结果表明，甾醇类化合物可能是冠

瘤海鞘中的克生活性物质，在其生境中起化学防御作

用，而冠瘤海鞘脂肪类化合物的克生活性还有待于进

一步研究。该结果对活性化合物的追踪分离及化学

防御作用的研究具有借鉴意义。
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