
书书书

农药学学报!"#$#!$"""#$""%&""'

!"#$%&%'()*$+,(-.%&/#0#1%20#%$0% !""#$$$%%%&'())*&+,-&+'

!收稿日期!"#$#.#".#("修回日期!"#$#.#(.($&

!作者简介$张永刚"$)'".#!男!山东临沂人!助理研究员!主要从事天然产物化学研究!!"#$%&$/!0'1(1+2*(0!,,&+'%

!通讯作者"34"!,5

6,5+,5578#,'97'+7#$刘昌衡"$)+".#!男!山东威海人!副研究员!研究方向为天然产物化学!电话!#%($.'"+#%(%%!!"#$%&$:;4+!!*<7(:0*&'7"

!基金项目!国家重点基础研究发展规划"&),('计划#资助项目""##-=>,$)+#$#%山东省科学院博士基金项目"?>@"#$#A#&

!研究简报!

一株虫生真菌杀线虫活性代谢产物的

分离与结构鉴定

张永刚"!袁文鹏"!夏雪奎"!刘!新"!孟秀梅"

王小军"!张绵松"!刘昌衡!

"山东省科学院 中日友好生物技术研究中心!山东省应用微生物重点实验室!济南 "%##$-#

摘!要!以生物活性为导向!利用硅胶"凝胶柱层析法以及高效液相色谱等技术对一株虫生真菌拟

青霉菌.+%0#,(340%&8#&的活性次生代谢产物进行了研究#从其活性组份中共分离得到"个杀线

虫活性次生代谢产物!经质谱和核磁共振等波谱分析方法鉴定其结构分别为脑苷酯类化合物

=757*5,8;973$!%和 =757*5,8;97>$"%#活性测定结果显示!这 "个化合物均具有杀松材线虫

5)*&+6"%,%$0")&74,(6"#,)&活性!其中化合物!在质量浓度分别为$###!$##和$#

!

1$-B下对松

材线虫的致死率分别为$##C!$##C和$$&$C#

关键词!虫生真菌&拟青霉菌&杀线虫活性&结构鉴定
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!!松材线虫 5)*&+6"%,%$0")&74,(6"#,)&原产北

美!目前是我国重要的外来入侵种 "0:;7';'N08;N7

8#7+;78#!由它引起的松材线虫病又称松树萎蔫病!

对我国森林已构成严重威胁(松材线虫病被称为

松树的癌症!是松树的一种毁灭性病虫害!通常感

病后-#9左右即可造成松树枯死!(/%0可摧毁成

片松林!被列为重要的危害性森林病害)$*

(

目前国内外对松材线虫尚无很好的防治药剂!

一些对植物寄生根结线虫和胞囊线虫有效的生物

制剂!对松材线虫则无活性(因此寻找对松材线虫

有效的药剂已迫在眉睫(通过对微生物次生代谢

产物的高通量筛选!笔者发现了一些具有生物活性

的新化合物)"

!

-*

!其中一株拟青霉菌 .+%0#,(340%&

8#&的固体发酵粗提物具有明显的杀松材线虫活性!

通过活性跟踪!进一步分离纯化!得到了具有杀松

材线虫活性的 "个化合物 =757*5,8;973 和

=757*5,8;97>(现将研究结果报道如下(

!#材料与方法

!;!#仪器及试剂

31;:7'"$$##高效液相色谱仪%PR.=

$'

色谱柱$

半制备柱!-&+--0$%#--"31;:7'"#%柱层析硅胶

)(##目"-'

!

-#*"青岛海洋化工有限公司#%

@7#!097)BE."#"美国 S:4<0公司#%乙酸乙酯等试

剂均为国产分析纯(

!;"#菌种

真菌 .+%0#,(340%&8#&采自西藏林芝"S@".

"=">#由中国科学院微生物研究所中国普通微生物

保藏中心鉴定并保藏"3@+&(-#(

!;$#实验方法

$&(&$!菌株发酵及粗提物制备!取在RT3平板上

生长%9的真菌拟青霉菌 .+%0#,(340%&8#&的菌丝!

用无菌水配制成每$-B含$0$#

-个孢子的菌悬

液(取%##-B三角瓶$"个!分别放入'#1大米及

$"#-B蒸馏水!封口并浸泡过夜!$"$U下灭菌

(#-;'(冷却后向每瓶中加入 $#-B上述菌悬液

"共$"瓶#!并在"%U下发酵培养-#9(发酵结束

后!将大米和菌体进行机械粉碎!并向每个三角瓶

中加入(##-B乙酸乙酯!浸泡"-!后提取!重复提

取(次!合并提取液减压脱溶!得到褐色油状粗提物

(&%1(

$&(&"!次生代谢产物的分离!将粗提物用硅胶拌

样后上柱!以石油醚.乙酸乙酯.甲醇体系为洗脱剂

进行梯度减压洗脱!洗脱液经过薄层层析"OB=#和

高效液相色谱"ERB=#分析!合并相同组份!共得到

$#个组份(对松材线虫的杀虫活性测试结果显示!

由乙酸乙酯.甲醇 1$##2%"体积比#洗脱出的馏分

"$##-1#具有较好的活性!故对该馏分进行了深入

的分离纯化(首先用 @7#!097)BE."#进行柱层析

分离"甲醇洗脱#!得到一个活性组份"-"-1#!继

续用半制备液相色谱"V50-,8;:=

$'

柱!$#

!

-!

$#--0"%#--%)#C甲醇洗脱%-;'!)#C/$##C

甲醇梯度洗脱%-;'!$##C甲醇洗脱-#-;'%流速

"-B$-;'#对其进行分离纯化!得到两个脑苷酯类

化合物=757*5,8;9783"!!-&%-1!/

P

"%&%-;'#和

=757*5,8;978>""!%&#-1!/

P

",&'-;'#(

$&(&(!杀线虫活性测试!采用液体浸泡法)%*

(将

"-1待测化合物溶于$##

!

B丙酮中!用纯水将其

稀释成质量浓度分别为"###!"##和"#

!

1$-B的

药液!供试(

在RT3平皿培养基上接种灰葡萄孢菌 5(/*4/#&

0#$%*%+!并在"%U下培养-/%9!待菌落基本长满

平皿时!接种松材线虫5@74,(6"#,)&!于"%U下培养

,9%待线虫将菌落吃完后用贝曼浅盘法收集线虫

"即将培养好线虫的 RT3培养基用解剖刀切成块!

放入'层纱布中!将纱布包好!放入带胶管的直径为

"#+-的漏斗中!加入无菌水!静置后收集#%将收集

到的线虫液离心去除上清液!在显微镜下用无菌纯

水将线虫液调整到合适的浓度!立即使用(

取$##

!

B待测化合物溶液"质量浓度分别为

"###!"##和 "#

!

1$-B#加入到 "-孔板中!加入

$##

!

B松材线虫"(#/%#条#悬液!使供试化合物

的最终质量浓度分别为 $###!$##和 $#

!

1$-B(

待混和均匀后!于"%U黑暗条件下培养"-!!在倒

置显微镜下计数活+死线虫数目!按"$#和""#式计

算死亡率(以质量分数为 %C的丙酮水溶液作对

照(实验重复(次!取平均值得到平均死亡率(

线虫死亡率$C 1"死线虫数$总线虫数#0$##

"$#

校正死亡率$C 1)"处理死亡率 &对照死亡

率#$"$&对照死亡率#*0$## ""#

"#结果与分析

";!#化合物的结构鉴定

化合物 !$白色蜡状固体(M@K.L@"#,8&#!

3AB$,-'&-)L3F0*

3

!M@K.L@"'71&#!3AB$,"-&-

)L&E*

&

!表明其相对分子质量为,"%(FLP数

据见表 $(

$(

=FLP$

!

$,%&%"=WFE#和
!

%-&+

+""
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"=EFE#显示有一个酰胺键%

$

EFLP和 $(

=FLP

信号提示有一个
"

.C.葡萄糖(

$

EFLP信号
!

#&)#

""!+E!'1+&-E/!"0=E

(

#显示有长脂肪链存在!

推测该化合物为脑苷酯类化合物(

$

EFLP信号

!

%&-+"99$%!,&(#!%&,("9"$%!+&$#!%&%#"99

$-!+&$#!%&'-"9"$-!,&"#!%&$-"-#和 $(

=FLP

信号
!

$($&#!$(-&+!$"-&)!$(+&'!$")&#!$(-&'显

示有(个 双键(其 FLP数据与文献报道的

=757*5,8;973完全一致!并且通过二维核磁数据

EL>=和$

E&

$

E=W@A进一步确证了该化合物的

结构!由此推断化合物 !为脑苷酯类化合物

=757*5,8;973

)+*

(KP "F70"#!

#

-0)

$+-

&$

$(",)

"*5#!")%%!")"$!"'%$!$+-#!$%(-!$-+,!$#'-(

结构式见<12/#/!(

化合物 "$白色蜡状固体(M@K.L@"#,8&#!

3AB$,%#&-)L3F0*

3

!M@K.L@"'71&#!3AB$,"+&-

)L&E*

&

!表明其相对分子质量为,",(FLP数据

见表$(

$(

=FLP中
!

$,,&""=WFE#和
!

%-&+

"=EFE#显示有一个酰胺键%

$

EFLP和 $(

=FLP

信号提示有一个
"

.C.葡萄糖(

$

EFLP信号
!

#&)#

""!+E!'1+&-E/!"0=E

(

#显示有长脂肪链存在(

综合以上分析!并且与化合物!的核磁数据对照!推

定该化合物也为一脑苷酯类化合物(

$

EFLP信号

!

%&-)"99$%!,&-#!%&,-"9"$%!+&$#!%&$%"-#和
$(

=FLP信号
!

$($&$!$(-&,!$"-&'!$(+&'显示化

合物"有两个双键(化合物"的 FLP数据与文献

报道的=757*5,8;97>完全一致!由此推断化合物"

为 =757*5,8;97>

)+*

(KP"F70"#!

#

-0)

$+-

&$

$("'%

"*5#!")%%!")"#!"'%$!$+%#!$%-"!$-+,!$#,)(

结构式见<12/#/!(

<12/#/!

表!#化合物!和"的核磁共振氢谱和碳谱数据

O0*:7$!

$

EFLP和 $(

=FLP90"0,6+,-#,4'9!0'9"

位置

R,8;";,'

! "

!

E

0

"-4:"&!'

EE

#"%##LE/#

!

=

*

"$%#LE/#

!

E

0

"-4:"&!'

EE

#"%##LE/#

!

=

*

"$%#LE/#

$

$

-&$%!99"$#!%&"#

+)&,!=E

"

-&$-!99"$#!%&"#

+)&,!=E

"

$

"

(&,$!99"$#!(&-# (&,"!99"$#!(&-#

" (&)+/(&))!- %-&+!=E (&))!- %-&+!=E

( -&$$!99"$$!,&+# ,"&)!=E -&$"!99"$$!,&+# ,"&)!=E

- %&-+!99"$%!,&(# $($&#!=E %&-)!99"$%!,&-# $($&$!=E

% %&,(!9""$%!+&$# $(-&+!=E %&,-!9""$%!+&$# $(-&,!=E

+ "&#"/"&#+!-

((&#!=E

"

"&#%/"&#)!-

((&$!=E

"

, "&#"/"&#+!-

")&$!=E

"

"&#%/"&#)!-

")&$!=E

"

' %&$(/%&$%!- $"-&)!=E %&$(/%&$%!- $"-&'!=E

) $(+&'!2= $(+&'!2=

$# $&)'!"",&%#

-#&'!=E

"

$&)'!"",&(#

-#&'!=E

"

$$ "&#"/"&#+!-

((&'!=E

"

"&#%/"&#)!-

((&'!=E

"

$"/$+ $&")!*58

(#&"/(#&'!=E

"

$&")!*58

(#&-/(#&'!=E

"

$, $&",/$&($!-

"(&,!=E

"

$&",/$&($!-

"(&'!=E

"

$' #&)#!""+&-#

$-&(!=E

(

#&)#!""+&-#

$-&%!=E

(

$) $&+#!8

$+&"!=E

(

$&+#!8

$+&"!=E

(

$X $,%&%!2= $,,&"!2=

"X -&--!9"+&##

,-&$!=E

"

(&)'/-&##!-

,(&$!=E

"

(X %&%#!99"$-!+&$# $")&#!=E $&+'/$&,(!-

(%&)!=E

"

-X %&'-!9""$-!,&"# $(-&'!=E $&%%/$&%)!-

")&$!=E

"

%X "&#"/"&#+!-

((&$!=E

"

$&('/$&-$!-

(#&-!=E

"

+X/$-X $&")!*58

(#&"/(#&'!=E

"

$&")!*58

(#&"/(#&'!=E

"

$%X $&",/$&($!-

"(&,!=E

"

$&",/$&($!-

"(&,!=E

"

$+X #&)#!""+&-#

$-&%!=E

(

#&)#!""+&-#

$-&%!=E

(

$Y -&",!9",&'# $#-&,!=E -&",!9",&'# $#-&,!=E

"Y (&"#!""'&## ,%&#!=E (&"#!""'&## ,%&#!=E

,""
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续表"=,'";'479#

位置

R,8;";,'

! "

!

E

0

"-4:"&!'

EE

#"%##LE/#

!

=

*

"$%#LE/#

!

E

0

"-4:"&!'

EE

#"%##LE/#

!

=

*

"$%#LE/#

(Y (&(-/(&(+!- ,,&)!=E (&(-/(&(+!- ,,&)!=E

-Y (&",/(&($!- ,$&,!=E (&",/(&($!- ,$&+!=E

%Y (&",/(&($!- ,'&#!=E (&",/(&($!- ,'&#!=E

+Y (&',!9"$"#

+"&,!=E

"

(&',!9"$"#

+"&,!=E

"

(&+,!99"$"!-&-# (&+,!99"$"!-&##

";"#杀线虫活性

测试结果见表 "(在 $###!$##和 $#

!

1$-B

下!化合物 !对松材线虫的致死率分别为 $##C!

$##C和 $$&$C!化合物 "的致死率分别为

)#.-'C!$$&-'C 和$&++C(可以看出!由菌株发

酵液乙酸乙酯粗提物中分离得到的两个活性化合

物!其中化合物!为主要杀虫活性成分(

表"#化合物!和"的杀线虫活性

O0*:7"!F7-0";+;90:0+";N;"(,6+,-#,4'9!0'9"

010;'8"5)*&+6"%,%$0")&74,(6"#,)&

化合物

=,-#9&

质量浓度

L088+,'+7'"50";,'$

"

!

1$-B#

平均死亡率

3N75017-,5"0:;"(

50"7$C

! $### $##

$## $##

$# $$&$

" $### )#&%

$## $$&%

$# $&++

$#讨论

脑苷酯类化合物是常见的具有多种活性的天

然产物!包括 @#!;'1,:;#;9

),*

+=0"0+757*5,8;97

)'*

+

R;'7::,8;97

))*

+=757-;97

)$#*

+B,';D0#,8;97

)$$*

+O!5048.

",+!("5,8;97

)$"*

+R,:(10:0+757*5,8;97

)$(*和 L,',1:(.

+,8(:+750-;97

)$-*等!但对具有毒杀松材线虫活性的

该类化合物的报道相对较少(

寻找对松材线虫有效的防治方法和药剂!对保

护松林具有十分重要的意义(本文首次报道了从

真菌.+%0#,(340%&8#&中可以分离得到化合物!和

"!尽管它们为已知结构!但其对松材线虫的杀虫活

性则是首次报道(与文献报道的其他具有毒杀松

材线虫活性的化合物相比)%*

!化合物!具有更好的

活性(
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