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摘 要: 本文对1株西沙群岛来源土黄孔海绵共附生真菌Penicillium
 

sclerotiorum 进行了次级代谢产物研究。利用硅

胶柱层析、薄层色谱、Sephadex
 

LH-20凝胶色谱、中压制备液相色谱(MPLC)和高效液相色谱(HPLC)等分离手段对菌株发

酵提取物进行分离和纯化。从乙酸乙酯提取物中共分离出1个新的甾醇(1)、1个新的苯衍生物(4)和4个已知化合物。通

过核磁共振(NMR)、质谱(MS)、文献数据比较并结合生物合成途径确定了这些化合物的平面结构和绝对构型。
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  世界上对海洋生物次生代谢产物的化学和生物功

能的研究,
 

即海洋天然产物研究,
 

始于20世纪60年

代并迅速发展成为一门新兴前沿学科[1-3]。根据相关

研究,市场上已上市的药物大约有一半来自于天然产

物,或者是由天然产物进行结构改造而来[4-6]。核盘菌

属子囊菌门、锤舌菌纲、柔膜菌目、核盘菌科、青霉

属[7],该属真菌次级代谢产物主要以氮杂菲酮类化合

物,甾醇类化合物,萜类化合物,呋喃衍生物为主,多具

有细胞毒活性、抗菌、抗病毒、抗肿瘤、抗炎、肝保护及

靶点抑制/激活等活性[8-9]。本研究从西沙群岛永兴岛

海域来源土黄孔海绵(190721-04)中分离得到1株共附

生真菌Penicillium
 

sclerotiorum(19-4-ZM-5),其发酵

液用乙酸乙酯萃取获得粗浸膏,从中获得1个新的苯

的衍生物(1),1个新的甾醇类化合物(4),及2个已知

的苯的衍生物,2个已知的甾醇类化合物。化合物1—
6结构式见图1。

图1 化合物1~6结构式

Fig.1 Structural
 

formulae
 

of
 

compounds
 

1
 

to
 

6
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1 材料与方法

1.1
 

主要仪器与试剂

高压蒸汽灭菌锅(上海市申安集团);恒温培养箱

(宁波江南仪器厂);超净工作台(苏州市苏净公司);旋
转蒸发仪(德国 Heidoph公司);核磁共振仪Bruker-
QRX500(TMS为内标,美国

 

Bruker公司);高效液相

色谱仪
 

Waters2695(美国
 

Waters公司);Agilent
 

1100
型高效液相色谱仪(美国

 

Agilent公司);色谱柱(YMC-
PackC8,5

 

μm,250
 

mm
 

×
 

10
 

mm,YMC-PackC18,
5

 

μm,250
 

mm
 

×
 

10
 

mm,YMC有限公司);柱层析

ODS(50
 

μm,北京金欧亚科技发展有限公司);凝胶柱

填料Sephadex
 

LH-20(Amersham公司);柱层析硅胶

(青岛海洋化工有限公司);HPLC用色谱纯,常用试剂

均为国产分析纯。
1.2

 

菌种来源

土黄孔海绵样品(190721-04)于2019年采集于中

国南海西沙群岛永兴岛海域,样品及编号为19-4-ZM-5
的土黄孔海绵来源真菌分别在-20

 

℃、-80
 

℃甘油条

件下冷冻保存于中国海洋大学医药学院天然产物一室

样品柜中。
1.3

 

发酵与提取

目标菌株Penicillium
 

sclerotiorum
 

(19-4-ZM-5)
经发酵条件考察确定为28

 

℃下180
 

r/min、PDA培养

基摇床培养13
 

d,共64
 

L。保藏菌株经活化后从平板

转接到250
 

mL
 

PDA液体培养基的三角瓶(500
 

mL)中。
PDA培养基(马铃薯(去皮、洗净、切成小块)200

 

g,陈
海水1

 

L,煮沸20
 

min,用纱布过滤,滤液补足海水至

1
 

000
 

mL,再加入葡萄糖20
 

g,溶化后分装,121
 

℃灭菌

20
 

min)。按上述发酵条件进行培养后,用300目绢布

将菌丝体与发酵液分离,菌丝体用体积分数80%的甲

醇-水浸泡,超声破壁后,将甲醇蒸干,剩余水相与发酵

液混合,用乙酸乙酯萃取5次,减压浓缩得粗浸膏

(64.0
 

g),浸膏经200~300目硅胶减压柱层析,分别以

石油醚、石油醚/丙酮系统:200∶1、100∶1、50∶1、
30∶1、20∶1、5∶1、2∶1、1∶1、CH2Cl2/MeOH系统:
10∶1、5∶1、2∶1、1∶1体系进行洗脱,最后分别用纯

丙酮、纯甲醇洗脱至样品全部冲下,分为14个组分,经
过多次正向、反向硅胶柱层析、Sephadex

 

LH-20柱层析

和半制备高效液相分离纯化,从F2馏分中得到新化合

物1
 

(2.0
 

mg),化合物2(20
 

mg),化合物3(16
 

mg),新
化合物4(3.4

 

mg),化合物5(8
 

mg),
 

化合物6(7
 

mg)。

2 结果与讨论

2.1
 

新化合物结构解析

2.1.1化合物1结构解析  化合物1(见图2)为黄色

粉末,高分辨质谱 HRESIMS给出 m/z
 

346.202
 

2
[M+NH4]+ (计算值:346.201

 

3)峰,
 

其分子式为

C20H24O4,不饱和度为9。结合13C-NMR给出的20个

碳信号,可知该化合物中包含一个羰基和两个苯环。
由1H-NMR可知,该化合物含有六个亚甲基氢信号:

 

δH
 2.80(2H,

 

m,
 

H-7),1.82(2H,
 

m,
 

H-9),2.58、
2.62(2H,

 

m,
 

H-10);三个甲基氢信号:
 

包括两个甲氧

基δH
 3.78(3H,

 

s,
 

H-17),3.78(3H,
 

s,
 

H-18)和2.0
(3H,

 

s,
 

H-20);八个苯环氢信号:δH
 6.80(2H,

 

d,
 

J=3.1
 

Hz,
 

H-13/15),6.82(2H,
 

d,
 

J=3.1
 

Hz,
 

H-
3/5),7.03(2H,

 

d,
 

J=8.5
 

Hz,
 

H-12/16),
 

7.08(2H,
 

d,
 

J=8.5
 

Hz,
 

H-2/6)。13C-NMR给出的20个碳信号

分别为五个季碳信号:
 

δC 129.5(C-1),
 

157.9(C-4),
 

133.7(C-11),
 

157.9(C-14),
 

170.8(C-19);9个CH信

号:
 

δC 130.5(C-2),
 

113.8(C-3),
 

113.8(C-5),
 

130.5
(C-6),

 

74.6(C-8),
 

129.5(C-12),
 

113.9(C-13),
 

113.89(C-15),
 

129.28(C-16);三个 CH2 信号:
 

δC 

39.78(C-7),35.41(C-9),
 

31.01(C-10);三个CH3 信

号:
 

δC 55.3(C-17),55.34(C-18),
 

21.29(C-20)。结合

HSQC图谱(见图3)可确定碳上连接的氢。

图2 化合物1的化学结构

Fig.2 Chemical
 

structure
 

of
 

compound
 

1

由1H-1H
 

COSY谱可知,H-8和 H-7、H-9相关,
H-9和H-10相关,构建如图所示自旋耦合片段。通过

HMBC图谱可知,H-2与C-1、C-3、C-4和C-7相关,H-
3与C-1和C-4相关,H-15与C-11、C-14和C-16相关,
H-16与C-10、C-12、C-14和C-15相关,结合碳谱及不

饱和度为9可以确定该化合物的两个苯环分别与C-7
和C-10相连(见图3);由H-17与C-14相关和H-18与

C-4相关可得知苯环C-14位和C-4位均连有氧甲基;
H-20与C-19相关结合C-19的化学位移以及 H-8与

C-19相关可知C-8位为酯基取代。综上,化合物1的

平面结构得以确定。由于其只有一个手性,我们通过

将其比旋光数据[α]24
 

D
 =+1.39(c

 

0.23
 

MeOH)与相似

已知化合物Benzenepentanol([α]24
 

D
 =+7.7)(见图4)

对比[10],可确定其绝对构型为8R。
 

2.1.2
 

化合物4结构解析  化合物4为白色粉末状,
高分辨质谱 HRESIMS给出m/z

 

415.357
 

1的[M+
H]+(计算值415.357

 

0)峰,分子式为C28H46O2。1H和

99
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图3 化合物1的1H-1H
 

COSY,
 

主要的HMBC信号

Fig.3 1H-1H
 

COSY
 

and
 

the
 

major
 

HMBC
 

signal
 

of
 

compound
 

1

图4 化合物1的相似化合物结构

Fig.4 Similar
 

compound
 

structures
 

for
 

compound
 

1

13C
 

NMR谱显示该化合物具有典型的甾醇类化合物的

信号特征。氢谱显示了1个甲基单峰信号δH
 0.95(H-

19)和3个甲基双峰信号0.88(H-21),
 

1.02(H-26)和
1.01(H-27);1个含氧亚甲基信号δH

 3.74和一系列位

于δH
 1.25和δH

 2.40之间的亚甲基和次甲基信号。
13C

 

NMR谱显示了28个碳信号的存在,包括以下特征

碳信号:1个二取代的双键(δC 156.7和δC106.2),1个

含氧的sp3杂化的次甲基(δC 76.3),1个含氧的亚甲基

(δC 71.9)和1个连氧的季碳信号(δC 84.5)。由于该化

合物的6个不饱和度中有1个被双键占据,剩余的4个

不饱和度应对应于甾醇的四环结构,还剩1个不饱和

度说明该化合物还有成环位置。由1H和13C
 

NMR谱

可知该化合物缺少一个典型的角甲基信号,结合HM-
BC谱图中的H2-18与C-8/

 

C-12/C-13/C-14/C-17相

关可知C-18处角甲基与C-8之间形成氧环。由此,化
合物4的平面结构得以确定(见图5)。

图5 化合物4的化学结构

Fig.5 Chemical
 

structure
 

of
 

compound
 

4

通过NOESY谱图中的信号CH3-19和H-4a(δH
 

1.57)相关,H-4b(δH
 1.67)与H-3相关,H-9与 H-5、

H-14和 H-12a(δH
 1.37)相关,H-12a与 H-17相关,

H-11b(δH
 1.61)与CH3-19和H-18相关可知H-3、H-

5、H-9、H-14和H-17处于同一平面而CH3-19和H-18
位于另一平面。结合甾醇类化合物的生源合成途径[13]

可确定该化合物的绝对构型(见图6)。

图6 化合物2的1H-1H
 

COSY,
 

主要的HMBC信号

Fig.6 1H-1H
 

COSY
 

and
 

the
 

major
 

HMBC
 

signal
 

of
 

compound
 

2

2.2
  

理化数据

化合物1:淡黄色油状物;分子式:C20H24O4;分子

量:328;比旋光值[α]24
 

D
 =+1.39(c

 

0.23
 

MeOH);
 

高

分辨质谱 HRESIMS
 

m/z
 

346.202
 

2([M+NH4]+,
(计算值:

 

346.201
 

3)。
 

1H
 

NMR(400
 

MHz,
 

CDCl3,
 

δH)
 

7.08(2H,
 

d,
 

J=8.5
 

Hz,
 

H-2/6),
 

7.03(2H,
 

d,
 

J=8.5
 

Hz,
 

H-12/16),
 

6.82(2H,
 

d,
 

J=3.1
 

Hz,
 

H-
3/5),

 

6.80(2H,
 

d,
 

J=3.1
 

Hz,
 

H-13/15),
 

2.80
(2H,

 

qd,
 

J
 

=13.9,
 

6.5
 

Hz,
 

H-7),
 

5.07(1H,
 

m,
 

H-8),
 

1.82(2H,
 

m,
 

H-9),
 

2.58,
 

2.62(2H,
 

m,
 

H-
10),

 

3.78(3H,
 

s,
 

H-17),
 

3.78(3H,
 

s,
 

H-18),
 

2.00
(3H,

 

s,
 

H-19);
 

13C
 

NMR(101
 

MHz,
 

CDCl3 ,
 

δC)
 

129.5(C,
 

C-1),
 

130.5(CH,
 

C-2),
 

113.8(CH,
 

C-3),
 

157.9(C,
 

C-4),
 

113.8(CH,
 

C-5),
 

130.5(CH,
 

C-6),
 

39.8(CH2,
 

C-7),
 

74.6(CH,
 

C-8),
 

35.4(CH2,
 

C-9),
 

31.0(CH2,
 

C-10),
 

133.7(C,
 

C-11),
 

129.5(CH,
 

C-
12),

 

113.9(CH,
 

C-13),
 

157.9(C,
 

C-14),
 

113.9
(CH,

 

C-15),
 

129.3(CH,
 

C-16),
 

55.3(CH3,
 

C-17),
 

55.3(CH3,
 

C-18),
 

170.8(C,
 

C-19),
 

21.3(CH3,
 

C-
20)。

化合物2:淡黄色油状物;分子式:C18H20O4;分子

量:300;1H
 

NMR(400
 

MHz,
 

CDCl3,
 

δH)
 

δ
 

1.91(m,
 

1H,
 

H-2),
 

2.00(ddd,
 

J=7.0,
 

8.1,
 

15.0
 

Hz,
 

1H,
 

H-3a),
 

2.12(ddd,
 

J=7.0,
 

8.4,
 

14.0
 

Hz,
 

1H,
 

H-
3b),

 

3.65(dd,
 

J=5.5,
 

11.0
 

Hz,
 

1H,
 

H-6a),
 

3.78
(dd,

 

J=4.8,
 

11.0
 

Hz,
 

1H,
 

H-6b),
 

4.62(d,
 

J
 

=
7.3

 

Hz,
 

1H,
 

H-1),
 

5.91(ddd,
 

J=7.0,
 

7.7,
 

15.7
 

Hz,
 

1H,
 

H-4),
 

6.20(d,
 

J=15.7
 

Hz,
 

1H,
 

H-5),
 

6.68(d,
 

J=8.8
 

Hz,
 

2H,
 

H-3″,
 

H-5″),
 

6.77(d,
 

J
 

=
8.8

 

Hz,
 

2H,
 

H-3',
 

H-5'),
 

7.13(d,
 

J=8.8
 

Hz,
 

2H,
 

001
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H-2″,
 

H-6″),
 

7.19(d,
 

J=8.4
 

Hz,
 

2H,
 

H-2',
 

H-6')。
 

13C
 

NMR(151
 

MHz,
 

CDCl3,
 

δC)
 

157.81,
 

157.60,
 

135.70,
 

132.55,
 

130.90,
 

129.10,
 

128.29,
 

126.32,
 

116.20,
 

116.00,
 

76.68,
 

63.22,
 

49.12,
 

32.4.以上数

据与文献[11]报道一致,故而该化合物结构确定为Ga-
langanol

 

A。
化合物3:淡黄色粉末;分子式:C17H22O3;分子量:

274;1H
 

NMR(400
 

MHz,
 

CDCl3,
 

δH)
 

12.66(s),
 

6.81
(d,

 

J
 

=15.7
 

Hz),
 

6.62(d,
 

J
 

=15.7
 

Hz),
 

6.46(s),
 

2.11(s),
 

1.87(s),
 

0.99(s),
 

0.87(s).
 

13C-NMR(126
 

MHz,
 

CDCl3,
 

δC)
 

193.38,
 

163.77,
 

160.94,
 

143.49,
 

142.95,
 

140.74,
 

132.37,
 

119.42,
 

112.28,
 

109.84,
 

106.00,
 

34.79,
 

30.40,
 

20.66,
 

12.87,
 

12.14,
 

7.22。
以上数据与文献[12]报道一致,故而确定该化合物结

构。
化合物4:白色粉末;分子式:C28H46O2;分子量:

414;比旋光值[α]24
 

D
 =+6.26(c

 

0.15
 

MeOH);
 

高分辨

质谱HRESIMS
 

m/z
 

415.357
 

0
 

[M+H]+,(计算值:
415.357

 

1).
 

1
 

H
 

NMR(400
 

MHz,
 

CDCl3,
 

δH)
 

1.80,
 

1.55(2H,
 

m,
 

H-1),
 

1.43(2H,
 

m,
 

H-2),
 

4.04(1H,
 

m,
 

H-3),
 

1.68,
 

1.57(2H,
 

m,
 

H-4),
 

1.48(1H,
 

m,
 

H-5),
 

1.13(2H,
 

m,
 

H-6),
 

1.56(2H,
 

m,
 

H-7),
 

1.13(1H,
 

m,
 

H-9),
 

1.61,
 

1.68(2H,
 

m,
 

H-11),
 

2.08,
 

1.37(2H,
 

m,
 

H-12),
 

1.13(1H,
 

m,
 

H-13),
 

1.59(1H,
 

m,
 

H-14),
 

1.26,
 

1.99(2H,
 

m,
 

H-15),
 

1.80,
 

1.25(2H,
 

m,
 

H-16),
 

1.65(1H,
 

m,
 

H-17),
 

3.74(2H,
 

m,
 

H-18),
 

0.95(3H,
 

s,
 

H-19),
 

1.30(1H,
 

m,
 

H-20),
 

0.88(3H,
 

d,
 

J
 

=6.5
 

Hz,
 

H-21),
 

1.14,
 

1.54(2H,
 

m,
 

H-22),
 

2.08(2H,
 

m,
 

H-23),
 

2.21
(1H,

 

m,
 

H-25),
 

1.02(3H,
 

d,
 

J
 

=2.3
 

Hz,
 

H-26),
 

1.01(3H,
 

d,
 

J
 

=2.3
 

Hz,
 

H-27),
 

4.64,
 

4.71(3H,
 

m,
 

H-28);
 

13C
 

NMR(101
 

MHz,
 

CDCl3,
 

δC )
 

33.2
(CH2,

 

C-1),
 

35.9(CH2,
 

C-2),
 

66.7(CH,
 

C-3),
 

28.6(CH2,
 

C-4),
 

38.9(CH,
 

C-5),
 

25.8(CH2,
 

C-6),
 

22.6(CH2,
 

C-7),
 

84.5(C,
 

C-8),
 

54.3(CH,
 

C-9),
 

36.4(C,
 

C-10),
 

20.1(CH2,
 

C-11),
 

37.4(CH2,
 

C-
12),

 

54.6(CH,
 

C-13),
 

64.1(CH,
 

C-14),
 

29.8(CH2,
 

C-15),
 

33.2(CH2,
 

C-16),
 

52.0(CH,
 

C-17),
 

71.9
(CH2,

 

C-18),
 

11.8(CH3,
 

C-19),
 

30.8(CH,
 

C-20),
 

19.4(CH3,
 

C-21),
 

35.2(CH2,
 

C-22),
 

31.5(CH2,
 

C-
23),

 

156.7(C,
 

C-24),
 

33.9(CH,
 

C-25),
 

22.1(CH3,
 

C-26),
 

22.0(CH3,
 

C-27),
 

106.2(CH2,
 

C-28)。
化合物5:白色粉末;分子式:C28H42O;分子量:

392;
 

1H
 

NMR(500
 

MHz,
 

CDCl3,
 

δH)
 

6.60(d,
 

J
 

=
9.5

 

Hz),
 

6.02(d,
 

J
 

=9.6
 

Hz),
 

5.73(s),
 

5.37~
5.13(m),

 

2.57~2.34(m),
 

2.18~2.01(m),
 

1.91~

1.78(m),
 

1.54~1.42(m),
 

1.33~1.20(m),
 

1.04
(s),

 

0.97(d,
 

J
 

=13.4
 

Hz),
 

0.92(s),
 

0.83(t,
 

J
 

=
6.7

 

Hz);
 

13C
 

NMR(101
 

MHz,
 

CDCl3,
 

δC)
 

199.63,
 

164.51,
 

156.22,
 

135.13,
 

134.15,
 

132.66,
 

124.60,
 

124.55,
 

123.12,
 

55.82,
 

44.45,
 

44.11,
 

43.00,
 

39.41,
 

36.88,
 

35.72,
 

34.26,
 

34.24,
 

33.21,
 

27.84,
 

25.49,
 

21.35,
 

20.11,
 

19.79,
 

19.11,
 

19.07,
 

17.77,
 

16.77。以上数据与文献[14]报道一致,故而该化合物

结构确定为ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one。
化合物6:淡黄色粉末;分子式:C28H40O2;分子量:

408;1H
 

NMR(400
 

MHz,
 

CDCl3,
 

δH)
 

1.85(1H,
 

m),
 

1.46(1H,
 

m),2.33(2H,
 

m),6.33(1H,
 

m),6.17
(1H,

 

d,
 

J=9.6),5.80(1H,
 

s),2.64(1H,
 

t,
 

J
 

=
6.4),

 

1.78(1H,
 

m),
 

1.85(1H,
 

m),
 

1.47(1H,
 

m),
 

1.46(1H,
 

m),
 

2.05(1H,
 

m);
 

13C
 

NMR(126
 

MHz,
 

CDCl3,δC)192.12,169.70,163.67,138.92,135.10,
 

132.88,
 

128.81,
 

127.52,
 

125.16,
 

70.20,
 

53.41,
 

46.03,
 

45.79,
 

43.01,
 

38.73,
 

37.93,
 

36.84,
 

34.98,
 

33.25,
 

32.20,
 

24.89,
 

23.42,
 

21.86,
 

20.15,
 

19.86,
 

19.69,
 

18.0,
 

17.71。以上数据与文献[15]报道一致,
故而该化合物结构得以确定。

3 结语

本研究从一株中国南海西沙群岛来源土黄孔海绵

(190721-04)来源的共附生真菌Penicillium
 

sclerotio-
rum 中分离鉴定了6个化合物,其中包括两个新化合

物1和4,丰富了该属海绵来源真菌的次级代谢产物多

样性,对化合物1,
 

2进行K562、L-02、ASPC-1、MDA-
MB-231、H69AR等细胞株的细胞毒活性测试,未显示

出显著活性。
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Studies
 

on
 

the
 

Secondary
 

Metabolites
 

of
 

a
 

Sponge-Derived
 

Fungus
 

Penicillium
 

sclerotiorum
 

from
 

the
 

Xisha
 

Islands

Li
 

Xiaolei1,
 

Yang
 

Yanan1,
 

Tang
 

Xuli2,
 

Li
 

Guoqiang1
(1.

 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Marine
 

Medicine,
 

Ministry
 

of
 

Education,
 

College
 

of
 

Medicine
 

and
 

Pharmacy,
 

Ocean
 

University
 

of
 

China,
  

Qingdao
 

266003,
 

China;
 

2.
 

College
 

of
 

Chemistry
 

and
 

Chemical
 

Engineering,
 

Ocean
 

University
 

of
 

China,
 

Qingdao
 

266100,
 

China)

Abstract: The
 

authors
 

investigated
 

the
 

secondary
 

metabolites
 

of
 

a
 

sponge-derived
 

fungi
 

Penicillium
 

sclerotiorum
 

from
 

Xisha
 

Islands.
 

The
 

fermentation
 

extract
 

of
 

the
 

strain
 

was
 

separated
 

and
 

purified
 

by
 

silica
 

gel
 

column
 

chromatography,
 

thin
 

layer
 

chromatography,
 

Sephadex
 

LH-20
 

chromatography,
 

medi-
um

 

pressure
 

liquid
 

chromatography
 

(MPLC)
 

and
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

(HPLC).
 

A
 

total
 

of
 

one
 

new
 

sterol
 

(1),
 

one
 

new
 

benzene
 

derivative
 

(4)
 

and
 

four
 

known
 

compounds
 

were
 

isolated
 

from
 

the
 

ethyl
 

acetate
 

extract.
 

The
 

structures
 

and
 

absolute
 

configurations
 

of
 

the
 

isolates
 

were
 

estab-
lished

 

based
 

on
 

nuclear
 

magnetic
 

resonance
 

(NMR),
 

mass
 

spectrometry
 

(MS),
 

literature
 

comparison
 

and
 

combined
 

with
 

the
 

biosynthetic
 

pathway.
Key

 

words: Xisha
 

Islands;
 

sponge-derived
 

fungus;
 

secondary
 

metabolites;
 

sterol;
 

cttotoxic
 

activity
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