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摘要：目的　通过硫酸二乙酯化学诱变法从海绵共生真菌 ＥｍｅｒｉｃｅｌｌａｖａｒｉｅｃｏｌｏｒＸＳＡ０７２中发现新颖活性次级代谢产物。
方法　用硫酸二乙酯对菌株进行化学诱变，并通过化学指纹筛选，获得 ＸＳＡ０７２突变株 Ｍ８；采用硅胶、ＯＤＳ、半制备
ＨＰＬＣ等方法对菌株发酵提取物中的全新成分进行分离纯化，运用 ＮＭＲ、ＭＳ等现代波谱学方法鉴定化合物的结构。
结果　从ＸＳＡ０７２的化学诱变突变株Ｍ８中发现了３个新颖的聚酮类化合物，化合物３具有抗氧化活性，ＤＰＰＨ清除率
的 ＩＣ５０为（１３５８±０１４）μｇ·ｍＬ

－１。结论　利用硫酸二乙酯化学诱变可以刺激海绵共生真菌 ＸＳＡ０７２的突变株产生
新颖抗氧化活性聚酮化合物。
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－１ｂｙＤＰＰＨａｓｓａｙＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　
ＤｉｅｔｈｙｌｓｕｌｆａｔｅｃｈｅｍｉｃａｌｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｃａｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｓｐｏｎｇｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｕｎｇｕｓＥｍｅｒｉｃｅｌｌａｖａｒｉｅｃｏｌｏｒＸＳＡ０７２ｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎＭ８ｔｏ
ｐｒｏｄｕｃｅｎｅｗａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ｍａｒｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｆｕｎｇｉ；ｃｈｅｍｉｃａｌｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ；ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ；ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

　　海洋微生物因生存在海洋特殊生态环境，进化
出了与陆地环境微生物不同的独特的代谢调控体

系，进而能够代谢产生多种结构新颖、生物活性显著

的次级代谢产物，成为了新药先导化合物发现的重

要源头［１６］。然而，基因组学与化学研究表明，海洋

微生物中存在大量的沉默次级代谢合成基因簇，其

在实验室常规发酵条件下往往无法表达［７８］，如能有

效激活这些沉默合成基因，将大大加快海洋微生物

中新颖活性功能小分子的发现速率。目前已开发了

一些方法可激活沉默基因获得新颖化合物，比如，单

株菌多次级代谢产物（ＯＳＭＡＣ）策略［９］、共培养［１０］、

化学表观遗传学方法［１１１２］。此外，引入硫酸二乙酯

（ＤＥＳ）诱变［１３］也是一种行之有效的方法。烷化剂

ＤＥＳ能够与碱基反应，导致 ＤＮＡ复制时碱基不能
正常配对而发生遗传变异，相比于其他策略，该方法

操作性强、实用性好、正突变率高，能够在较短时间
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内获得更多优良变异类型。

菌株ＥｍｅｒｉｃｅｌｌａｖａｒｉｅｃｏｌｏｒＸＳＡ０７２是课题组从
一种中国南海海绵中分离得到的共生真菌，前期化

学成分研究发现，该真菌能够产生一系列具有降脂

活性的新颖聚酮类化合物［１４］。为了进一步挖掘该

菌株的次级代谢潜力，有效激活菌株中的沉默合成

基因簇，课题组尝试对野生菌株进行了化学诱变，并

筛选获得一株化学指纹信号明显增多的阳性突变

株。通过规模化固体发酵突变菌株，并开展特征指

纹为导向的化学分离，从菌株发酵提取物中分离并

鉴定了３个新颖的聚酮类化合物１～３（图１）。初步
ＤＰＰＨ自由基清除活性筛选发现，化合物３具有较
好的抗氧化活性。

１　仪器与材料
ＢｒｕｋｅｒＡｖａｎｃｅ４００型核磁共振仪（德国，布鲁克

公司）；ＡＰＥＸⅣ型质谱仪（美国，Ｗａｔｅｒｓ公司）；柱色
谱硅胶（１６０～２００目，青岛海洋化工厂）；反相 ＯＤＳ
填料（５０μｍ，日本ＹＭＣ公司）；半制备型 Ａｌｌｔｅｃｈ高
效液相色谱仪［包括４２６ＨＰＬＣ泵、ＵＶＶｉｓ２００检测
器和 ＹＭＣＰａｃｋＣ８色谱柱（１０ｍｍ×２５０ｍｍ，５
μｍ）］；开放柱溶剂为分析纯，高效液相色谱
（ＨＰＬＣ）所用试剂为色谱纯（Ｓｉｇｍａ公司）；化学诱变
剂ＤＥＳ（安耐吉化学）。

２　诱变株选育
培养野生菌株孢子悬液，将孢子悬液浓度稀释

到ＯＤ值为０３５（ＯＤ值过大，培养时不易挑取到突
变菌丝体，ＯＤ值过低，不能保证平板上能接到孢
子）。随后取７００μＬ孢子悬液于 ＥＰ管中，再分别
加入终体积比为０５％和１％（Ｖ／Ｖ）的 ＤＥＳＤＭＳＯ
溶液３００μＬ，置于４℃冰箱，分别诱变１２和２４ｈ。
将经过ＤＥＳ诱变后的菌株孢子悬液滴入 ＰＤＡ培养
基上，用涂布棒涂布使孢子分布均匀，放入恒温培养

箱２８℃培养，３～５ｄ后陆续长出菌落，不断挑取单
菌落菌丝体进行纯化和传代培养，考察突变的稳定

性，最终从１％ ＤＥＳ诱变２４ｈ条件下筛选出９株稳
定的诱变株Ｍ１～Ｍ９（图２）。

３　提取分离与活性测试
３１　诱变菌株的指纹分析

为提高次生代谢产物产量，便于后期研究，使用

大米固体培养基对诱变获得的形态差异明显的９株
　　　

图１　菌株 ＥｍｅｒｉｃｅｌｌａｖａｒｉｅｃｏｌｏｒＸＳＡ０７２中新化合物１～３
的化学结构

Ｆｉｇ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｎｅｗｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１－３ｏｆＥｍｅｒｉｃｅｌ
ｌａｖａｒｉｅｃｏｌｏｒＸＳＡ０７２

图２　Ｅ．ｖａｒｉｅｃｏｌｏｒＸＳＡ０７２的野生株和化学诱变株（Ｍ１～Ｍ９）形态图
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＥ．ｖａｒｉｅｃｏｌｏｒＸＳＡ０７２ａｎｄｉｔｓｃｈｅｍｉｃａｌｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓｏｆＭ１－Ｍ９
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突变株进行发酵，发酵３０ｄ后进行次生代谢产物萃
取及ＨＰＬＣＵＶ指纹对比分析（Ｍ１～Ｍ９，图３），寻找
与野生菌株指纹变化差异明显的突变株，发现突变

株Ｍ８化学指纹明显增多，选作阳性突变株，并从其
次生代谢产物中分离鉴定 ３个新化合物 １～３
（图３，Ｍ８）。
３２　提取与分离

挑取阳性诱变株 Ｍ８接种于 ＰＤＡ平板进行活
化，活化后接种于大米固体培养基上进行规模化发

酵，５００ｍＬ三角瓶２５℃静置发酵５０瓶。发酵３０ｄ
后，乙酸乙酯提取３次，合并提取液减压浓缩得到粗
提物浸膏。根据 ＨＰＬＣ指纹导向，对浸膏进行快速
减压液相柱色谱（ＶＬＣ）分离，洗脱溶剂为石油醚丙
酮（５０∶１→１∶１，Ｖ／Ｖ），富集含有目标指纹峰部位。
后经ＯＤＳ柱色谱，以甲醇水（３０％→１００％，Ｖ／Ｖ）梯
度洗脱，最后通过半制备 ＨＰＬＣ对目标化合物进行
纯化，获得化合物 １（２０２ｍｇ）、２（１５７ｍｇ）和 ３
（２６５ｍｇ）。
３３　抗氧化活性测定

采用ＤＰＰＨ方法，在文献［１５］方法基础上改进
操作，测定化合物１～３的抗氧化活性。化合物用乙
醇溶解，配制成５０，４０，２０，１０，５，２５，１μｇ·ｍＬ－１。
取ＤＰＰＨ溶液２ｍＬ，加入１ｍＬ样品液，避光静置３０
ｍｉｎ后，测５１６ｎｍ下吸收值。以维生素Ｃ（Ｖｃ）作为
阳性对照，无水乙醇作为空白对照，每个样品平行测

３次，取平均值。

４　结果与分析
４１　新化合物结构解析

化合物１：白色粉末，高分辨电喷雾质谱 （ＨＲＥ
ＳＩＭＳ）显示其准分子离子峰为ｍ／ｚ２０９０８１６［Ｍ－
Ｈ］－（ｃａｌｃｄｆｏｒＣ１１Ｈ１３Ｏ４，２０９０８１４），提示其相对分
子质量为２１０，分子式为Ｃ１１Ｈ１４Ｏ４，不饱和度为５；紫
外光谱显示最大吸收波长为 λｍａｘ

ＭｅＯＨ２２８，３０８ｎｍ；
在１ＨＮＭＲ中，高场有一乙基信号 δＨ１２３（ｔ，３Ｈ，
Ｊ＝７５Ｈｚ，Ｈ９）、２９５（ｑ，２Ｈ，Ｊ＝７５Ｈｚ，Ｈ８），还
有一甲氧基信号 δＨ３８９（ｓ，３Ｈ，Ｈ１１），δＨ ４４３
（ｂｒｓ，２Ｈ，Ｈ１０）为羟甲基信号，很明显还有一个苯
环氢信号 δＨ６５７（ｓ，１Ｈ，Ｈ６），在低场区域，结合
ＨＳＱＣ图谱，发现 δＨ１０１４（ｓ，１Ｈ，Ｈ１）为醛基信
号；１３ＣＮＭＲ图谱显示有１１个碳原子，其中有一醛
基碳信号δＣ１９５０（Ｃ１），另外还存在一组苯环碳信
号δＣ１６４８，１６３０，１５１９，１１４１，１１２５以及１０４８。
化学位移 δＣ１６４８，１６３０推测结构含有 ２个酚

　　　　

图３　ＸＳＡ０７２的野生株及化学诱变株 Ｍ１～Ｍ９的 ＨＰＬＣ
ＵＶ指纹分析．λ＝２１０ｎｍ
Ｆｉｇ３　ＨＰＬＣＵＶａｎａｌｙｓｉｓｏｆｗｉｌｄａｎｄｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓＭ１－Ｍ９
ｏｆＸＳＡ０７２λ＝２１０ｎｍ

·３２２１·
中国药学杂志２０１９年８月第５４卷第１５期　　　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０１９Ａｕｇｕｓｔ，Ｖｏｌ５４Ｎｏ１５



羟基；δＣ１５１９为醛基β碳信号，其可通过ＨＭＢＣ谱
中醛基氢δＨ１０１４与δＣ１６３０（Ｃ３），１１２５（Ｃ２）以
及１５１９（Ｃ７）的偶合相关进一步证实。ＨＭＢＣ谱
中，连氧亚甲基 δＨ４４３（ｂｒｓ，２Ｈ，Ｈ１０）与 δＣ１６４８，
１６３０，及１１４１偶合相关，推测该亚甲基连接于苯
环４位碳上。通过其他 ＨＭＢＣ相关信号确定了化
合物１的平面结构（图４，碳氢核磁数据见表１），为
新化合物。

化合物２：白色粉末，高分辨电喷雾质谱 （ＨＲＥ
ＳＩＭＳ）显示其准分子离子峰为 ｍ／ｚ２４７０９４７
［Ｍ＋Ｎａ］＋（ｃａｌｃｄｆｏｒＣ１２Ｈ１６Ｏ４Ｎａ，２４７０９４６），说明
其相对分子质量为２２４，分子式为 Ｃ１２Ｈ１６Ｏ４，不饱和
度为５；分析１ＨＮＭＲ谱图，发现化合物２与化合物
１非常相似，不同之处在于化合物２多了一个甲基
信号δＨ３２０（ｓ，３Ｈ，Ｈ１２），其他信号基本一致。通
过ＨＭＢＣ谱中δＨ３２０与δＣ１６５４的相关信号，推测
该甲基连接于苄醇上，而高分辨质谱数据也进一步

证实上述推测，进而确定了化合物２的结构（碳氢
核磁数据见表１）。

化合物 ３：白色粉末，高分辨电喷雾质谱
（ＨＲＥＳＩＭＳ）显示其准分子离子峰为ｍ／ｚ２０９０８１２
［Ｍ－Ｈ］－（ｃａｌｃｄｆｏｒＣ１１Ｈ１３Ｏ４，２０９０８１４），说明其相
对分子质量为２１０，分子式为 Ｃ１１Ｈ１４Ｏ４，不饱和度为
５；紫外光谱显示最大吸收波长为λＭｅＯＨｍａｘ ２８５，３５６ｎｍ；
对比化合物３与化合物１的１ＨＮＭＲ图谱，发现 ２
个化合物的信号基本一致，同样有一乙基信号 δＨ
１２０（ｔ，３Ｈ，Ｊ＝７５Ｈｚ，Ｈ９）、２７４（ｑ，２Ｈ，Ｊ＝７５
Ｈｚ，Ｈ８），还有一甲氧基信号 δＨ ３８９（ｓ，３Ｈ，Ｈ
１１），同样有一个羟甲基信号δＨ４４６（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝３５

Ｈｚ，Ｈ１０），另有一苯环氢信号位于 δＨ６４９（ｓ，１Ｈ，
Ｈ４）。化合物３与化合物１是同分异构体，结构十
分类似，主要区别在于连氧亚甲基在苯环上的取代

位置不同。通过 ＨＭＢＣ谱中，δＨ ４４６（ｄ，２Ｈ，
Ｊ＝３５Ｈｚ，Ｈ１０）与 δＣ１６１５（Ｃ５），１１９６（Ｃ６）以
及１５７２（Ｃ７）的偶合相关推断其连接于苯环片段
的６位；而甲基氢信号 δＨ３８９与 δＣ１６１７（Ｃ３）存
在相关偶合信号，推测其连接于苯环３位酚羟基上，
进而推测出化合物３的结构（图３，碳氢核磁数据见
表１）。
４２　化合物抗氧化活性结果

ＤＰＰＨ自由基清除实验结果显示，化合物１和２
对ＤＰＰＨ没有明显的清除作用，化合物３对 ＤＰＰＨ
自由基具有一定的清除作用，说明新聚酮化合物３
具有一定的抗氧化能力（表２）。由活性结果分析，
该类化合物中起抗氧化活性的功能基团为酚羟基。

化合物１、２在其Ｃ３位存在酚羟基，但其 β位为醛
羰基，二者可以形成分子内氢键，使酚羟基不易被氧

化，从而影响了其分子的抗氧化作用。化合物３中
Ｃ５位为游离酚羟基，易被氧化为羰基，从而表现出
良好的抗氧化活性。

图４　化合物１和３的主要ＣＯＳＹ和ＨＭＢＣ相关
Ｆｉｇ４　ＫｅｙＣＯＳＹａｎｄＨＭＢＣｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１ａｎｄ３

表１　化合物１～３的１Ｈ和１３ＣＮＭＲ数据（ＤＭＳＯｄ６，４００ＭＨｚ）

Ｔａｂ１　１Ｈａｎｄ１３ＣＮＭＲｄａｔａｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１－３（ＤＭＳＯｄ６，４００ＭＨｚｆｏｒ
１ＨＮＭＲ）

Ｎｏ
１ ２ ３

δＣｍｕｌｔ δＨｍｕｌｔ（ＪｉｎＨｚ） δＣｍｕｌｔ δＨｍｕｌｔ（ＪｉｎＨｚ） δＣｍｕｌｔ δＨｍｕｌｔ（ＪｉｎＨｚ）

１ １９５０（ｄ） １０１４，ｓ １９５２（ｄ） １０１５，ｓ １９４０（ｄ） １０１８，ｓ

２ １１２５（ｓ） １１２５（ｓ） １０８６（ｓ）

３ １６３０（ｓ） １２４８，ｂｒｓ １６３０（ｓ） １２３７，ｂｒｓ １６１７（ｓ）

４ １１４１（ｓ） １１２５（ｓ） １０２６（ｄ） ６４８，ｂｒｓ

５ １６４８（ｓ） １６５４（ｓ） １６１５（ｓ） １２６１，ｂｒｓ

６ １０４８（ｄ） ６５７，ｂｒｓ １０４９（ｄ） ６６０，ｂｒｓ １１９６（ｓ）

７ １５１９（ｓ） １５２６（ｓ） １５７２（ｓ）

８ ２５２（ｔ） ２９５，ｑ（７５） ２５１（ｔ） ２９７，ｑ（７５） ２６８（ｔ） ２７４，ｑ（７５）

９ １７５（ｑ） １２３，ｔ（７５） １７５（ｑ） １２３，ｔ（７５） １５６（ｑ） １２０，ｔ（７５）

１０ ５１１（ｔ） ４４３，ｂｒｓ ６１２（ｔ） ４３５，ｂｒｓ ５２７（ｔ） ４４６，ｄ（３５）

１１ ５６５ｑ ３８９，ｓ ５６６ｑ ３９０，ｓ ５６４ｑ ３８９，ｓ

１２ ５７６ｑ ３２０，ｓ
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表２　化合物１～３的ＤＰＰＨ自由基清除活性．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　ＤＰＰＨｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１－３．
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＤＰＰＨＩＣ５０／μｇ·ｍＬ－１

１ ＞１００

２ ＞１００

３ １３５８±０１４

Ｖｃ ４４７±００５

５　结　论
本实验通过化学诱变手段，成功诱导海洋真菌

ＥｍｅｒｉｃｅｌｌａｖａｒｉｅｃｏｌｏｒＸＳＡ０７２突变株 Ｍ８代谢产生
与野生株具有明显差异的代谢产物，并从中获得了

结构新颖、且具有抗氧化活性的聚酮类化合物。该

研究丰富了海洋微生物天然产物的结构多样性，再

次验证了化学诱变法激活微生物沉默基因表达的有

效性，为深入挖掘海洋微生物的次级代谢潜力提供

了方法学参考。
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中国药学杂志２０１９年８月第５４卷第１５期　　　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０１９Ａｕｇｕｓｔ，Ｖｏｌ５４Ｎｏ１５
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