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♦海洋科学♦

北部湾珊瑚共附生真菌Cladosporium
 

sp.SCSIO41206次级代
谢产物研究*

王梦芹1,帖青清1,黄晓雯1,杨 斌2,刘永宏2,李云秋1**

(1.桂林医学院,广西桂林 541004;2.中国科学院南海海洋研究所,热带海洋生物资源与生态重点实验室,广东广州 510301)

摘要:本研究基于单菌多次级代谢产物(OSMAC)策略对一株北部湾珊瑚共附生真菌Cladosporium
 

sp.SC-
SIO41206中的次级代谢产物进行探究,采用文献数据比对的方法对化合物结构进行鉴定,并对化合物进行酶

抑制活性和抗菌活性筛选。结果表明,共分离鉴定出11个化合物:3􀆼isobutylhexahydropyrrolo
 

(1,2􀆼a)
 

pyrazine􀆼1,4􀆼dione
 

(1)、3􀆼benzyl􀆼7􀆼hydroxyhexahydropyrrolo
 

(1,2􀆼a)
 

pyrazine􀆼1,4􀆼dione
 

(2)、环(L􀆼丙氨酸􀆼
L􀆼4􀆼羟基􀆼脯氨酸)二肽(3)、环(L􀆼脯氨酸􀆼甘氨酸)二肽(4)、cyclo(D)􀆼Pro􀆼(D)􀆼Ile

 

(5)、环(L􀆼苯丙􀆼甘)二肽

(6)、cyclo􀆼(4􀆼S􀆼hydroxy􀆼R􀆼proline􀆼R􀆼isoleucine)(7)、N􀆼phenethylacetamide
 

(8)、N􀆼hydroxy􀆼2􀆼(hydroxyimi-
no)􀆼4􀆼methylpentanamide

 

(9)、quinolactacin
 

A1
 

(10)、quinolactacin
 

A2
 

(11),化合物1-11均是首次从北部

湾珊瑚来源的枝孢菌属(Cladosporium
 

sp.)中分离获得。活性测试结果表明,化合物2-4、8、10和11对乙酰

胆碱酯酶有弱的抑制活性;化合物4、8对胰脂肪酶具有较弱的抑制活性,化合物1-3、5、7、9-11对胰脂肪酶

具有弱的抑制活性,化合物6对胰脂肪酶有中等的抑制活性;未筛查到相关的抗菌活性。本研究结果揭示了北

部湾枝孢菌属真菌次级代谢产物的多样性特征,可为抗肥胖药物的研发奠定重要的理论基础。
关键词:枝孢菌属;次级代谢产物;分离纯化;结构鉴定;酶抑制活性
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  海洋栖息地由于其独特的环境条件和广阔的地

域,孕育着比陆地环境更为丰富的生物资源。海洋生

物物种的多样性为开发结构独特、活性优良的天然产

物提供了丰富的资源基础[1]。近年来,海洋天然产物

在药物开发中的应用取得了新的突破,已有20种海

洋来源的药物正在被临床使用[2]。因此,海洋来源共

附生真菌产生的次级代谢产物是具有发展潜力的药

物研发对象。北部湾是位于南海西北部的一个半封
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闭海湾,是全球生物多样性中心,也是海洋生物多样

性中心[3]。珊瑚是生物多样性最高的珊瑚礁的主要

组成部分,其组织、骨骼和黏液中有着高度多样和丰

富的微生物共生体,是具有物种特异性的核心成

员[4]。研究北部湾珊瑚对维护区域海洋生态系统平

衡、保护生物多样性以及开发新型海洋药物资源具有

重要的科学价值和实践意义。枝孢菌属(Cladospo-
rium

 

sp.)真菌是一类资源丰富的真菌,其次生代谢

产物中化学成分结构类型多样、生物活性突出,包括

生物碱类、聚酮类、大环内酯类、甾体和萜类等化合

物,具有抗菌、抗病毒和抗细胞毒等生物活性[5],为候

选药物分子库提供了重要来源。Silber等[6]从一株

海洋枝孢菌属中分离出4个马来他汀化合物A-D,
其对 人 致 病 性 真 菌 红 色 毛 癣 菌 (Trichophyton

 

rubrum)均 具 有 中 等 的 生 物 活 性,半 数 抑 制 浓 度

(IC50)值为28.3-37.9
 

μmol/L;Zhu等[7]从海洋来

源枝孢菌属真菌中分离出一种新的杂交聚酮类物质

cladodien,其对 MCF􀆼7、HeLa、HCT􀆼116和 HL􀆼60
人癌细胞株具有细胞毒活性,IC50 值分别为18.7、

19.1、17.9、9.1
 

μmol/L;Gu等[8]运用高速逆流色谱

法从一株海洋来源枝孢菌属真菌中分离出3个含硫

的二酮哌嗪类化合物,均表现出抑制肝癌 HepG2细

胞增殖的作用。目前,国内外对北部湾来源的枝孢菌

属真菌的相关报道较少。因此,本研究基于单菌多次

级代谢产物(OSMAC)策略对一株北部湾珊瑚共附

生真菌Cladosporium
 

sp.SCSIO41206的次级代谢

产物进行挖掘和探索,旨在丰富北部湾来源真菌次级

代谢产物的多样性以及发掘具有药物开发潜力的活

性分子,为新药创制奠定物质基础。

1 材料与方法

1.1 菌株来源

  菌株(图1)采集于广西北部湾地区,保存于中国

科学院南海海洋研究所热带海洋生物资源与生态重

点实验室。

1.2 菌株鉴定

  将菌株样品进行DNA提取,使用ITS
 

(Internal
 

Transcribed
 

Spacer)通用引物进行扩增测序,将测序

结果与美国国家生物技术信息中心(National
 

Center
 

for
 

Biotechnology
 

Information,NCBI)数据库中的结

果进行比对,鉴定该菌株为枝孢菌属(Cladosporium
 

sp.),与Cladosporium
 

oxysporum 同源性达100%,
编号为SCSIO41206。

图1 菌株Cladosporium
 

sp.SCSIO41206
 

Fig.1 Strain
 

Cladosporium
 

sp.SCSIO41206

1.3 仪器与试剂

  旋转蒸发仪(EYELAN􀆼1100V􀆼W 型,日本东京

理化器械株式会社),核磁共振波谱仪(AV500型、

AV600型、AV􀆼700型,德国Bruker公司),半制备高

效液相色谱仪(半制备 HPLC,HITACHI
 

L􀆼2400
型,ChromCore

 

120
 

C18,5
 

μmol/L,10×250
 

mm,日
本日立公司),超净工作台(ZYJ􀆼S型,苏州净化设备

有限公司),中压制备色谱仪(C615/605型,瑞士Bu-
chi公司),高分辨电喷雾电离质谱(德国Brucker公

司),96孔细胞培养板(美国Corning公司);葡聚糖

凝胶(Sephadex
 

LH􀆼20,美国Pharmacia公司);他克

林(Tacrine,批号 Lot#07220AV,美国 Aldrich公

司);奥利司他(Orlistat,批号Lot#C14422849,山东

科源生化有限公司)。

  薄层色谱硅胶(青岛海洋化工有限公司),正相硅

胶(100-200目、300-400目,烟台江友硅胶开发有

限公司),反相硅胶(Spherical
 

C18,20-45
 

μm,常州

三泰科技有限公司),马铃薯葡萄糖肉汤(PDB)干粉

培养基(广东环凯微生物科技有限公司),乙酸乙酯

(广州化学试剂厂)、甲醇(天津市富宇精细化工有限

公司)均为分析纯,甲酸(上海麦克林生化科技股份有

限公司)。

1.4 菌株活化和发酵

  菌株活化和种子液发酵培养步骤参照文献[9]。
首先菌株从保藏在4

 

℃的 MB斜面培养基(配方:麦
芽提取粉15

 

g,粗海盐24
 

g,琼脂15
 

g,蒸馏水1
 

L,

pH值7.0)试管中(每个试管倒入20
 

mL)接种至

MB平板培养基(配方:麦芽提取粉15
 

g,粗海盐24
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g,琼脂15
 

g,蒸馏水1
 

L,pH值7.0)中活化,每个灭

菌平板倒入25
 

mL;然后接种至 MB液体培养基(配
方:麦芽提取粉15

 

g,粗海盐24
 

g,蒸馏水1
 

L,pH值

7.0)中发酵;最后在28
 

℃、180
 

r/min的摇床中培养

即获得种子培养液。将培养好的种子液分别接种至

200瓶已灭菌的PDB液体培养基(配方:PDB培养基

干粉4.8
 

g,200
 

mL纯水)中,于25
 

℃静置培养30
 

d。

1.5 菌株提取与分离

  在含有菌株的PDB液体培养基中加入同等体积

的乙酸乙酯超声30
 

min
 

(40
 

kHz、360
 

W),使菌株中

的次级代谢产物被萃取到乙酸乙酯层,经浸泡过夜后

重复提取5次,浓缩后得到乙酸乙酯相浸膏28.5
 

g。
粗提物浸膏采用中压正相硅胶柱进行分离,用300-
400目的硅胶拌样,梯度洗脱的溶剂体系为V石油醚∶
V乙酸乙酯=100∶0-9∶1-4∶1-3∶1-2∶1-1∶
1,V石油醚∶V乙酸乙酯∶V甲醇=20∶20∶1-10∶10∶
1-5∶5∶1-3∶3∶1-2∶2∶1-0∶0∶100,流速

为100
 

mL·min-1,每个梯度需洗脱4个柱体积,再
通过薄层层析点板进行分析,合并得到7个流分

Fr
 

1-Fr
 

7。

  亚 组 分 Fr
 

4.2(156.8
 

mg)经 半 制 备 HPLC
(V甲醇∶V酸水=16∶84,含甲酸量为0.04%,流速为3

 

mL·min-1)纯化后得到化合物8
 

(46.01
 

mg,tR=9
 

min)。Fr
 

5
 

(1.2
 

g)经半制备HPLC
 

(V甲醇∶V酸水=
18∶82,含甲酸量为0.04%,流速为3

 

mL·min-1)
纯化后得到化合物1

 

(43.25
 

mg,tR=15
 

min)和化合

物2
 

(27
 

mg,tR=18
 

min)。其中,亚组分 Fr
 

5.3
(18.8

 

mg)经半制备 HPLC
 

(V甲醇∶V酸水=20∶80,
含甲酸量为0.04%,流速为3

 

mL·min-1)纯化后得

到化合物5
 

(2.01
 

mg,tR=7.5
 

min)、化合物6
 

(2.17
 

mg,tR=9
 

min)和化合物7
 

(2.73
 

mg,tR=12
 

min);
亚组分 Fr

 

5.2(10
 

mg)经半制备 HPLC
 

(V甲醇 ∶
V酸水=20∶80,含甲酸量为0.04%,流速为3

 

mL·

min-1)纯化 后 得 到 化 合 物 9
 

(3.31
 

mg,tR=8.6
 

min)。流分Fr
 

6经中压制备柱色谱仪中Sepaflash
色谱柱,用20%、40%、60%、80%和100%的甲醇􀆼水
体系进行梯度洗脱,合并为6个组分 Fr

 

6.1-Fr
 

6.6。Fr
 

6.1
 

(200
 

mg)经 半 制 备 HPLC
 

(V甲醇 ∶
V酸水=60∶40,含甲酸量为0.04%,流速为3

 

mL·

min-1)纯化后得到Fr
 

6.1.2和化合物4
 

(34.79
 

mg,

tR=12
 

min);将亚组分Fr
 

6.1.2
 

(72.1
 

mg)再经半

制备 HPLC
 

(V甲醇 ∶V酸水 =50∶50,含 甲 酸 量 为

0.04%,流速为3
 

mL·min-1)纯化后得到化合物3
 

(21.49
 

mg,tR=15
 

min);Fr
 

7(500
 

mg)经半制备

HPLC
 

(V乙腈∶V酸水=40∶60,含甲酸量为0.04%,
流速为3

 

mL·min-1)纯化后得到化合物10
 

(2.78
 

mg,tR=10
 

min)和化合物11
 

(2.45
 

mg,tR=10.5
 

min)。

1.6 活性测试

1.6.1 乙酰胆碱酶抑制活性

  参照Ellman等[10]和蔡健等[11]的方法评价化合

物对乙酰胆碱酯酶的抑制活性。分别设置实验组、阴
性对照组、阳性对照组、背景对照组、空白对照组,每
组设置3个复孔,以二甲基亚砜(DMSO)作为阴性对

照,他克林(Tacrine)作为阳性对照,浓度均配制为1
 

mg/mL。在96孔板中,实验组中加入10
 

μL化合物

溶液、110
 

μL
 

pH值为8.0的PBS缓冲溶液和40
 

μL
 

0.1
 

U/mL
 

(200
 

U=1
 

g)的乙酰胆碱酯酶溶液;阴性

对照组中加入10
 

μL
 

2%
 

DMSO的PBS溶液、110
 

μL
 

pH值为8.0的PBS缓冲溶液和40
 

μL
 

0.1
 

U/

mL的乙酰胆碱酯酶溶液;阳性对照组加入10
 

μL
 

6.66
 

μmol/L他克林溶液、110
 

μL
 

pH 值为8.0的

PBS缓冲溶液和40
 

μL
 

0.1
 

U/mL的乙酰胆碱酯酶

溶液;背景对照组中加入10
 

μL化合物溶液和150
 

μL
 

pH值为8.0的PBS缓冲溶液;空白对照组加入

10
 

μL
 

2%
 

DMSO的PBS溶液和150
 

μL
 

pH 值为

8.0的PBS缓冲溶液。将96孔板置于30
 

℃烘箱中

孵育20
 

min,然后向各组加入40
 

μL等体积混合的、
物质的量浓度为6.25

 

mmol/L的5,5􀆼二硫代双(2􀆼
硝基苯甲酸)溶液和硫代乙酰胆碱溶液,再次将96孔

板置于30
 

℃烘箱中孵育30
 

min,于405
 

nm波长下

测定每孔的光密度(OD)值,并计算化合物对乙酰胆

碱酯酶的抑制活性。抑制率(M1,%)的计算公式

如下:

  M1=
(BOD405-AOD405

)-(DOD405-COD405
)

BOD405-AOD405

×

100%,
式中,A为空白对照组,B为阴性对照组,C为背景对

照组,D为实验组。

1.6.2 胰脂肪酶抑制活性

  参照 Abdallah等[12]的实验步骤对化合物的胰

脂肪酶抑制活性进行评价。分别采用DMSO和奥利

司他(Orlistat)作为阴性对照和阳性对照,浓度均为

1
 

mg·mL-1。在96孔板中,实验组中加入50
 

μL
 

2.5
 

mg·mL-1 的胰脂肪酶溶液和10
 

μL的化合物

溶液;背景对照组中加入50
 

μL
 

pH值为8.4的Tris􀆼

513
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HCl缓冲溶液和10
 

μL的化合物溶液;阴性对照组中

加入50
 

μL胰脂肪酶溶液和10
 

μL
 

DMSO;空白对照

组中加入50
 

μL
 

pH值为8.4的Tris􀆼HCl缓冲溶液

和10
 

μL
 

DMSO,每组设置3个复孔,于37
 

℃烘箱中

孵育10
 

min后,均加入130
 

μL的助溶剂和10
 

μL
 

1.89
 

mg·mL-1 的对硝基苯棕榈酸酯溶液,再放置

于37
 

℃烘箱中孵育10
 

min,于405
 

nm波长下测定

每孔的OD 值,并计算化合物对胰脂肪酶的抑制活

性。抑制率(M2,%)的计算公式如下:

  M2=
1-(B'OD405-A'OD405

)

C'OD405-D'OD405

×100%,

式中,A'为实验组,B'为背景对照组,C'为阴性对照

组,D'为空白对照组。

1.6.3 抗菌活性

  采用K􀆼B圆盘琼脂扩散法[13]测定化合物1-11

对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
 

aureus,ATCC
 

29213)、粪 肠 球 菌 (Enterococcus
 

faecalis,ATCC
 

29212)、肺 炎 克 雷 伯 菌 (Klebsiella
 

pneumoniae,

ATCC
 

13883)、大肠杆菌(Escherichia
 

coli,ATCC
 

25922)和耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(Methicillin􀆼
 

Resistant
 

Staphylococcus
 

aureus,MRSA)
 

5种病原

菌的抑菌活性,其中以氨苄西林和庆大霉素分别作为

革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的阳性对照。

2 结果与分析

2.1 化合物结构

  从北部湾珊瑚共附生真菌Cladosporium
 

sp.
SCSIO41206次级代谢产物中共分离鉴定出11个化

合物,结构如图2所示。

图2 化合物1-11的结构式

Fig.2 Structures
 

of
 

compounds
 

1-11
 

2.2 化合物结构鉴定结果

  化合物1:白色粉末,43.25
 

mg。ESI􀆼MS
 

m/z:

227.5
 

[M+H]+。1H􀆼NMR
 

(500
 

MHz,DMSO􀆼d6)

δ:8.00
 

(1H,s,2􀆼NH),5.13
 

(1H,s,7􀆼OH),4.39
 

(1H,dd,J=10.7,6.6
 

Hz,H􀆼7),4.28
 

(1H,t,J=
4.4

 

Hz,H􀆼3),4.07-4.02
 

(1H,m,H􀆼9),3.48
 

(1H,dd,J=12.4,4.4
 

Hz,H􀆼6a),3.23
 

(1H,d,J=
12.4

 

Hz,H􀆼6b),2.04
 

(1H,ddt,J=13.1,6.7,1.6
 

Hz,H􀆼8a),1.90
 

(2H,dddd,J=25.5,12.7,9.5,5.3
 

Hz,H􀆼10),1.34
 

(1H,ddd,J=13.7,7.5,5.9
 

Hz,

H􀆼8b),0.87
 

(3H,d,J=3.5
 

Hz,H􀆼12),0.85
 

(3H,

d,J=3.6
 

Hz,H􀆼13);13C􀆼NMR
 

(125
 

MHz,DMSO􀆼

d6)
 

δ:170.8
 

(C􀆼4),166.7
 

(C􀆼1),67.1
 

(C􀆼7),57.1
 

(C􀆼9),53.8
 

(C􀆼6),52.6
 

(C􀆼3),37.8
 

(C􀆼10),36.7
 

(C􀆼8),24.1
 

(C􀆼11),22.9
 

(C􀆼13),21.9
 

(C􀆼12)。以

上数据与文献[14􀆼15]报道一致,故鉴定化合物1结

构为3􀆼isobutylhexahydropyrrolo
 

(1,2􀆼a)
 

pyrazine􀆼
1,4􀆼dione。

  化合物 2:白色粉末,27
 

mg。ESI􀆼MS
 

m/z:

261.6
 

[M+H]+。1H􀆼NMR
 

(500
 

MHz,DMSO􀆼d6)

δ:7.99
 

(1H,s,4􀆼OH),7.29-7.23
 

(4H,m,H􀆼2',

3',5',6'),7.20-7.16
 

(1H,m,H􀆼4'),5.10
 

(1H,s,

8􀆼NH),4.40
 

(1H,t,J=5.2
 

Hz,H􀆼4),4.31
 

(1H,

ddd,J=11.3,6.3,1.6
 

Hz,H􀆼6),4.19
 

(1H,t,J=

613
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4.7
 

Hz,H􀆼9),3.52
 

(1H,dd,J=12.5,4.8
 

Hz,H􀆼
3),3.16

 

(1H,d,J=12.5
 

Hz,H􀆼3),3.11-2.97
 

(2H,m,H􀆼10),1.94
 

(1H,ddt,J=13.0,6.4,1.5
 

Hz,H􀆼5),1.52
 

(1H,ddd,J=12.8,11.2,4.5
 

Hz,

H􀆼5);13C􀆼NMR
 

(125
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:169.6
 

(C􀆼
1),165.3

 

(C􀆼7),137.3
 

(C􀆼1'),129.8
 

(C􀆼2',C􀆼6'),

128.0
 

(C􀆼3',5'),126.4
 

(C􀆼4'),66.8
 

(C􀆼4),57.0
 

(C􀆼6),55.7
 

(C􀆼9),53.9
 

(C􀆼3),37.2
 

(C􀆼5),35.2
 

(C􀆼10)。以上数据与文献[15]报道一致,故鉴定化合

物2 结构为3􀆼benzyl􀆼7􀆼hydroxyhexahydropyrrolo
 

(1,2􀆼a)
 

pyrazine􀆼1,4􀆼dione。

  化合物3:无色针状结晶,21.49
 

mg。ESI􀆼MS
 

m/z:185.3
 

[M + H]+。1 H􀆼NMR
 

(500
 

MHz,

DMSO􀆼d6)
 

δ:8.14
 

(1H,s,4􀆼NH),5.10
 

(1H,s,8􀆼
OH),4.37

 

(1H,ddd,J=11.0,6.6,1.5
 

Hz,H􀆼6),

4.28
 

(1H,t,J=4.4
 

Hz,H􀆼8),4.17-4.08
 

(1H,m,

H􀆼3),3.50
 

(1H,dd,J=12.4,4.5
 

Hz,H􀆼9),3.22
 

(1H,d,J=12.4
 

Hz,H􀆼9),2.04
 

(1H,ddt,J=
13.0,6.6,1.5

 

Hz,H􀆼7),1.91
 

(1H,ddd,J=12.9,

10.9,4.3
 

Hz,H􀆼7),1.21
 

(3H,d,J=6.9
 

Hz,H􀆼
10);13C􀆼NMR

 

(125
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:170.4
 

(C􀆼
2),166.7

 

(C􀆼5),67.1
 

(C􀆼8),57.3
 

(C􀆼3),53.8
 

(C􀆼
7),50.1

 

(C􀆼6),36.9
 

(C􀆼9),15.3
 

(C􀆼10)。以上数据

与文献[16]报道一致,故鉴定化合物3结构为环(L􀆼
丙氨酸􀆼L􀆼4􀆼羟基􀆼脯氨酸)二肽。

  化合物4:无色针状结晶,34.79
 

mg。ESI􀆼MS
 

m/z:155.2
 

[M + H]+。1 H􀆼NMR
 

(500
 

MHz,

DMSO􀆼d6)
 

δ:8.06
 

(1H,s,7􀆼NH),4.15-4.08
 

(1H,m,H􀆼3),3.99
 

(1H,dd,J=16.4,1.8
 

Hz,H􀆼
3),3.50

 

(1H,dd,J=16.4,4.5
 

Hz,H􀆼7),3.41
 

(1H,dt,J=11.3,7.7
 

Hz,H􀆼5),3.33
 

(1H,ddd,

J=11.6,8.2,3.3
 

Hz,H􀆼5),2.16-2.10
 

(1H,m,

H􀆼3),1.89-1.75
 

(2H,m,H􀆼4);13C􀆼NMR
 

(125
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:169.3
 

(C􀆼1),163.9
 

(C􀆼6),58.0
 

(C􀆼2),45.9
 

(C􀆼5),44.7
 

(C􀆼7),27.9
 

(C􀆼3),22.1
 

(C􀆼4)。以上数据与文献[17]报道一致,故鉴定化合

物4结构为环(L􀆼脯氨酸􀆼甘氨酸)二肽。

  化合物5:白色固体,2.01
 

mg。ESI􀆼MS
 

m/z:

211.1
 

[M+H]+。1H􀆼NMR
 

(600
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:7.96
 

(1H,s,8􀆼NH),4.11
 

(1H,td,J=7.1,6.6,

3.6
 

Hz,H􀆼6),3.92
 

(1H,s,H􀆼9),2.34
 

(1H,pd,J=
7.1,2.5

 

Hz,H􀆼10),2.16-2.11
 

(1H,m,H􀆼5),

1.90-1.74
 

(2H,m,H􀆼4),1.01
 

(3H,d,J=7.2
 

Hz,H􀆼12),0.85
 

(3H,d,J=6.9
 

Hz,H􀆼13);13C􀆼
NMR

 

(150
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:170.3
 

(C􀆼1),165.3
 

(C􀆼7),59.5
 

(C􀆼6),58.3
 

(C􀆼9),44.6
 

(C􀆼3),27.9
 

(C􀆼10),27.7
 

(C􀆼5),22.1
 

(C􀆼4),18.3
 

(C􀆼13),16.4
 

(C􀆼12)。以上数据与文献[15]报道一致,故鉴定化合

物5结构为cyclo(D)􀆼Pro􀆼(D)􀆼Ile。

  化合物6:白色固体,2.17
 

mg。ESI􀆼MS
 

m/z:

204.1
 

[M+H]+。1H􀆼NMR
 

(600
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:8.15
 

(1H,d,J=2.7
 

Hz,5􀆼NH),7.89
 

(1H,s,2􀆼
NH),7.30-7.23

 

(3H,m,H􀆼2',4',6'),7.18-7.15
 

(2H,m,H􀆼3',5'),4.06
 

(1H,q,J=4.2,3.1
 

Hz,H􀆼
6),3.09

 

(1H,dd,J=13.5,4.5
 

Hz,H􀆼7),2.88
 

(1H,dd,J=13.5,5.0
 

Hz,H􀆼7),2.76
 

(1H,d,J=
17.3

 

Hz,H􀆼3);13C􀆼NMR
 

(150
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:

167.6
 

(C􀆼1),166.1
 

(C􀆼4),136.4
 

(C􀆼1'),130.5
 

(C􀆼
2'),128.6

 

(C􀆼3'),127.2
 

(C􀆼4'),56.0
 

(C􀆼5),44.1
 

(C􀆼3),40.5
 

(C􀆼7)。以上数据与文献[18]报道一致,
故鉴定化合物6结构为环(L􀆼苯丙􀆼甘)二肽。

  化合物7:白色固体,2.73
 

mg。ESI􀆼MS
 

m/z:

226.13
 

[M+H]+。1H􀆼NMR
 

(600
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:7.96
 

(1H,s,8􀆼NH),4.32
 

(1H,ddd,J=11.2,

6.3,1.7
 

Hz,H􀆼6),4.28
 

(1H,t,J=4.4
 

Hz,H􀆼4),

4.00
 

(1H,s,H􀆼9),3.52
 

(1H,dd,J=12.5,4.6
 

Hz,

H􀆼3),3.21
 

(1H,d,J=12.5
 

Hz,H􀆼3),2.03
 

(2H,

dddd,J=18.7,9.5,5.4,1.9
 

Hz,H􀆼5
 

and
 

H􀆼10),

1.88
 

(1H,ddd,J=12.9,11.2,4.4
 

Hz,H􀆼5),1.34
 

(1H,dtd,J=15.1,7.5,4.5
 

Hz,H􀆼11),1.29-1.22
 

(1H,m,H􀆼11),0.98
 

(3H,d,J=7.1
 

Hz,H􀆼13),

0.82
 

(3H,t,J=7.4
 

Hz,H􀆼12);13C􀆼NMR
 

(150
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:170.5
 

(C􀆼7),165.4
 

(C􀆼1),66.9
 

(C􀆼4),59.1
 

(C􀆼9),56.7
 

(C􀆼6),53.8
 

(C􀆼3),37.2
 

(C􀆼5),34.8
 

(C􀆼10),23.9
 

(C􀆼11),15.0
 

(C􀆼13),12.3
 

(C􀆼12)。以上数据与文献[19]报道一致,故鉴定化合

物7结构为cyclo􀆼(4􀆼S􀆼hydroxy􀆼R􀆼proline􀆼R􀆼isoleu-
cine)。

 

  化合物8:棕色油状,46.01
 

mg。ESI􀆼MS
 

m/z:

164.2
 

[M+H]+。1H􀆼NMR
 

(500
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:7.93
 

(1H,s,NH),7.32-7.25
 

(2H,m,H􀆼3,5),

7.20
 

(3H,d,J=7.4
 

Hz,H􀆼2,4,6),3.28-3.23
 

(2H,m,H􀆼8),2.70
 

(1H,t,J=7.5
 

Hz,H􀆼7),1.79
 

(3H,s,H􀆼10);13C􀆼NMR
 

(125
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:

169.2
 

(C􀆼9),139.6
 

(C􀆼1),128.6
 

(C􀆼3,5),128.3
 

(C􀆼2,6),126.1
 

(C􀆼4),40.3
 

(C􀆼8),35.2
 

(C􀆼7),22.6
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(C􀆼10)。以上数据与文献[20]报道一致,故鉴定化合

物8结构为N􀆼phenethylacetamide。
 

  化合物9:白色固体,3.31
 

mg。ESI􀆼MS
 

m/z:

114.09
 

[M+H]+。1H􀆼NMR
 

(600
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:11.53
 

(1H,s,2􀆼N􀆼OH),7.15
 

(2H,d,J=75.5
 

Hz,1􀆼NH),2.35
 

(2H,d,J=7.4
 

Hz,H􀆼3),1.91
 

(1H,hept,J=6.9
 

Hz,H􀆼4),0.83
 

(6H,d,J=6.7
 

Hz,H􀆼5,6);13C􀆼NMR
 

(150
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:

165.9
 

(C􀆼1),153.4
 

(C􀆼2),31.6
 

(C􀆼3),25.9
 

(C􀆼4),

22.7
 

(C􀆼5,6)。以上数据与文献[21]报道一致,故鉴

定化合物9结构为N􀆼hydroxy􀆼2􀆼(hydroxyimino)􀆼4􀆼
methylpentanamide。

  化合物10:黄色油状,2.45
 

mg。ESI􀆼MS
 

m/z:

271.1
 

[M+H]+。1H􀆼NMR
 

(500
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:8.26
 

(1H,d,J=7.7
 

Hz,H􀆼8),7.83(2H,d,J=
1.7

 

Hz,H􀆼5,6),7.49
 

(1H,t,J=8.0
 

Hz,H􀆼7),

4.91
 

(1H,s,H􀆼3),3.85
 

(3H,s,N􀆼CH3),2.18
 

(1H,

tt,J=7.1,3.6
 

Hz,H􀆼1'),1.28-1.20
 

(2H,m,H􀆼
2'),1.01

 

(3H,t,J=7.4
 

Hz,H􀆼2'􀆼CH3),0.44
 

(3H,

d,J=6.9
 

Hz,H􀆼1'􀆼CH3);13C􀆼NMR
 

(125
 

MHz,

DMSO􀆼d6)
 

δ:171.6
 

(C􀆼9),168.5
 

(C􀆼1),164.2
 

(C􀆼
3a),141.3

 

(C􀆼4a),132.6
 

(C􀆼6),128.0
 

(C􀆼8a),

125.9
 

(C􀆼8),124.4
 

(C􀆼7),117.2
 

(C􀆼5),110.3
 

(C􀆼
9a),56.9

 

(C􀆼3),36.1
 

(N􀆼CH3),35.7
 

(C􀆼1'),27.3
 

(C􀆼2'),12.0
 

(2'􀆼CH3),11.5
 

(1'􀆼CH3)。以上数据

与文献[22􀆼23]报道一致,故鉴定化合物10结构为

quinolactacin
 

A1。

  化合物11:黄色油状,2.45
 

mg。ESI􀆼MS
 

m/z:

271.1
 

[M+H]+。1H􀆼NMR
 

(500
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:8.26
 

(1H,d,J=7.7
 

Hz,H􀆼8),7.83
 

(2H,d,J=
1.7

 

Hz,H􀆼5,6),7.49
 

(1H,t,J=8.0
 

Hz,H􀆼7),

4.83
 

(1H,s,H􀆼3),3.82
 

(3H,s,N􀆼CH3),2.18
 

(1H,

tt,J=7.1,3.6
 

Hz,H􀆼1'),1.13
 

(3H,d,J=6.9
 

Hz,

H􀆼1'􀆼CH3),0.86
 

(2H,td,J=7.3,2.8
 

Hz,H􀆼2'),

0.66
 

(3H,t,J=7.4
 

Hz,H􀆼2'􀆼CH3);13C􀆼NMR
 

(125
 

MHz,DMSO􀆼d6)
 

δ:171.6
 

(C􀆼9),168.7
 

(C􀆼1),

164.6
 

(C􀆼3a),141.3
 

(C􀆼4a),132.6
 

(C􀆼6),128.0
 

(C􀆼
8a),125.9

 

(C􀆼8),124.4
 

(C􀆼7),117.2
 

(C􀆼5),110.3
 

(C􀆼9a),59.0
 

(C􀆼3),36.1
 

(N􀆼CH3),35.8
 

(C􀆼1'),

20.9
 

(C􀆼2'),17.6
 

(1'􀆼CH3),11.6
 

(2'􀆼CH3)。以上

数据与文献[22􀆼23]报道一致,故鉴定化合物11结构

为quinolactacin
 

A2。

2.3 活性测试结果

2.3.1 乙酰胆碱酯酶抑制活性

  化合物对乙酰胆碱酯酶抑制活性的评价结果如

表1所示。当化合物终浓度为0.05
 

μg·μL
-1 时,化

合物2、3、4、8、10和11对乙酰胆碱酯酶的抑制率分

别为17.45%、18.93%、13.97%、14.13%、16.78%
和32.30%,具有弱的抑制活性。当化合物终浓度为

6.60×10-5
 

μg·μL
-1 时,阳性对照药物他克林对乙

酰胆碱酯酶的抑制率为72.20%。
表1 化合物对乙酰胆碱酯酶的抑制活性

Table
 

1 Inhibitory
 

activity
 

of
 

compounds
 

on
 

acetylcholinester-

ase Unit:%

化合物
Compound

抑制率
Inhibition

 

rate
化合物
Compound

抑制率
Inhibition

 

rate

1 2.29
 

7 7.33

2 17.45 8 14.13

3 18.93 9 9.21

4 13.97 10 16.78

5 4.13
 

11 32.30

6 5.67

2.3.2 胰脂肪酶抑制活性

  化合物对胰脂肪酶抑制活性的评价结果如表2
所示。当化合物终浓度为0.05

 

μg·μL
-1 时,化合物

4、8对胰脂肪酶具有较弱的抑制活性;化合物1-3、

5、7、9-11对胰脂肪酶具有弱的抑制活性;化合物6
对胰脂肪酶具有中等的抑制活性。当化合物终浓度

为1.24×10-4
 

μg·μL
-1 时,阳性对照药物奥利司他

对胰脂肪酶的抑制率为94.37%。
表2 化合物对胰脂肪酶的抑制活性

Table
 

2 Inhibitory
 

activity
 

of
 

compounds
 

on
 

pancreatic
 

lipase
 Unit:%

化合物
Compound

抑制率
Inhibition

 

rate
化合物
Compound

 

抑制率
Inhibition

 

rate

1 12.47
 

7 18.59
2 29.34 8 9.40
3 12.27 9 14.45
4 3.71 10 24.47
5 29.51

 

11 33.39
6 42.45

2.3.3 抗菌活性

  对分离得到的11个化合物进行抑菌活性筛选,
发现化合物1-11对金黄色葡萄球菌、粪肠球菌、肺
炎克雷伯菌、大肠杆菌和耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

等5种致病菌均无抑制活性。
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3 讨论

  北部湾虽然具有丰富的海洋微生物资源,但是相

关研究起步较晚,目前对北部湾海洋微生物的新物

种、新基因、新化学成分的研究还处于早期阶段[24]。
为填补这一研究空白并挖掘北部湾特色海洋微生物

资源,本研究对北部湾珊瑚来源的共附生真菌Cla-
dosporium

 

sp.SCSIO41206的次级代谢产物进行挖

掘和探索,共分离得到11个生物碱类化合物,经文献

检索证实,这些化合物均为首次从北部湾珊瑚共附生

真菌中分离获得,为海洋微生物资源的药物开发提供

了新的候选分子。
  邢楠楠等[25]、Chen等[26]研究发现2,5􀆼二酮哌嗪

六元环是一种重要的药效基团,含有该药效基团的化

合物不仅表现出良好的生物活性,还因其结构稳定性

和可修饰性而具备显著的药物开发潜力。本研究中

化合物1-7含有该药效基团,可作为创新药物候选

分子或先导化合物进行后续的构效关系研究和结构

优化。据已有文献报道,该类化合物对乙酰胆碱酯酶

和胰脂肪酶具有抑制活性[27􀆼30]。乙酰胆碱酯酶作为

神经系统中关键的代谢酶,其主要通过高效水解神经

递质乙酰胆碱,从而终止神经冲动的传递,对细胞和

神经元的发育具有关键作用,并能确保神经信号在生

物体内高效传递。本研究发现,化合物2-4、8、10、
11对乙酰胆碱酯酶有弱的抑制活性,其中化合物11
对乙酰胆碱酯酶的抑制活性明显强于化合物10。值

得注意的是,化合物10与化合物11是一对仅在C􀆼
12位构型不同的非对映异构体,这表明C􀆼12位的立

体构型可能对乙酰胆碱酯酶的抑制活性具有重要影

响。胰脂肪酶又称三酰基甘油酰基水解酶,负责水解

胃肠道中50%-70%的膳食脂肪,是预防和治疗肥

胖的关键蛋白[31]。本研究对分离得到的11个化合

物进行胰脂肪酶抑制活性测试,其中化合物6的抑制

活性强于其他化合物,可能是由于化合物6形成的

2,5􀆼二酮哌嗪结构只由丙氨酸形成,分子量较该类型

其他化合物(1-5、7)小,从而表现出更高的反应活性

和特定的构象稳定性。此外,本研究对11个化合物

进行5种致病菌的抗菌活性筛选,结果发现所有化合

物并未筛查到抑菌活性。本研究丰富了北部湾珊瑚

来源枝孢菌属次级代谢产物的多样性,为肥胖症药物

先导化合物的发现奠定了理论基础。

4 结论

  本研究以北部湾珊瑚来源共附生真菌Clados-

porium
 

sp.SCSIO41206为研究对象,通过系统分析

其次级代谢产物,成功分离鉴定出11个新型小分子

化合物,包括环二肽类及喹啉类生物碱,这些化合物

均为首次从北部湾珊瑚来源枝孢菌属中分离获得。
活性测试结果表明,化合物2-4、8、10和11对乙酰

胆碱酯酶有弱的抑制活性;化合物4、8对胰脂肪酶具

有较弱的抑制活性,化合物1-3、5、7、9-11对胰脂

肪酶有弱的抑制活性,化合物6对胰脂肪酶具有中等

的抑制活性;所有化合物均未有抑菌活性。本研究通

过系统分析北部湾珊瑚来源枝孢菌属的次级代谢产

物,不仅拓展了该属真菌天然产物的结构多样性谱

系,更深入揭示了其生物活性特征,为开发新型药物

先导化合物提供了重要的资源基础和理论依据。
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Abstract:The
 

One
 

Strain
 

Many
 

Compounds
 

(OSMAC)
 

strategy
 

was
 

employed
 

to
 

explore
 

the
 

secondary
 

me-
tabolites

 

of
 

Cladosporium
 

sp.SCSIO41206,a
 

symbiotic
 

epiphytic
 

fungus
 

of
 

coral
 

in
 

the
 

Beibu
 

Gulf.The
 

com-
pound

 

structures
 

were
 

identified
 

by
 

comparison
 

with
 

literature
 

data.Furthermore,the
 

compounds
 

with
 

en-
zyme

 

inhibition
 

activity
 

and
 

antibacterial
 

activity
 

were
 

screened.The
 

results
 

showed
 

that
 

a
 

total
 

of
 

11
 

com-
pounds

 

were
 

isolated
 

and
 

identified,namely
 

3􀆼isobutylhexahydropyrrolo
 

(1,2􀆼a)
 

pyrazine􀆼1,4􀆼dione
 

(1),3􀆼
benzyl􀆼7􀆼hydroxyhexahydropyrolo

 

(1,2􀆼a)
 

pyrazine􀆼1,4􀆼dione
 

(2),cyclic
 

(L􀆼alanine􀆼L􀆼4􀆼hydroxyproline)
 

dipeptide
 

(3),cyclic
 

(L􀆼proline
 

glycine)
 

dipeptide
 

(4),cyclo
 

(D)􀆼Pro􀆼(D)􀆼Ile
 

(5),cyclic
 

(L􀆼phenylpropyl
 

glyceride)
 

dipeptide
 

(6),cyclo􀆼(4􀆼S􀆼hydroxy􀆼R􀆼proline􀆼R􀆼isoleucine)(7),N􀆼phenethylacetamide
 

(8),N􀆼hy-
droxy􀆼2􀆼(hydroxyimino)􀆼4􀆼methylpentamide

 

(9),quinolactacin
 

A1
 

(10),and
 

quinolactacin
 

A2
 

(11).Com-
pounds

 

1-11
 

were
 

isolated
 

for
 

the
 

first
 

time
 

from
 

Cladosporium
 

sp..The
 

activity
 

test
 

results
 

showed
 

that
 

compounds
 

2-4,8,10,and
 

11
 

had
 

weak
 

inhibitory
 

activity
 

against
 

acetylcholinesterase.Compounds
 

4
 

and
 

8
 

had
 

weaker
 

inhibitory
 

activity
 

against
 

pancreatic
 

lipase,and
 

compounds
 

1-3,5,7,and
 

9-11
 

had
 

weak
 

inhibi-
tory

 

activity
 

against
 

pancreatic
 

lipase.However,compound
 

6
 

had
 

moderate
 

inhibitory
 

activity
 

against
 

pancre-
atic

 

lipase.No
 

relevant
 

antibacterial
 

activity
 

was
 

detected.The
 

findings
 

enrich
 

the
 

diversity
 

of
 

secondary
 

me-
tabolites

 

of
 

Cladosporium
 

sp.
 

from
 

the
 

Beibu
 

Gulf
 

and
 

lay
 

a
 

theoretical
 

foundation
 

for
 

the
 

discovery
 

of
 

active
 

lead
 

compounds
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

obesity.
Key

 

words:Cladosporium
 

sp.;secondary
 

metabolites;separation
 

and
 

purification;structural
 

identification;in-
hibitory

 

activity
 

against
 

enzymes
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