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云南美登木内生真菌 Beauveria sp． Lr89 中的两个环肽
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摘 要:从云南美登木( Maytenus hookeri Loes． ) 的根部分离到内生真菌 Lr89，根据 ITS 序列分析，鉴定为白僵菌

属( Beauveria) 真菌。在 PDA 琼脂平板发酵物中分离得到 2 个环肽类化合物，经波波谱鉴定为 isaridin A( 1 ) 和

isariin B( 2) ，本文首次报道了这两个化合物的
13C NMR 数据。
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Two Cyclopeptides from Endophytic Fungus Beauveria sp． Lr89
Isolated from Maytenus hookeri
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Abstract: Endophytic fungus Lr89 was isolated from Maytenus hookeri and identified to be Beauveria by ITS sequence．
Two cyclopeptides were isolated from PDA solid cultures of Beauveria sp． Lr89． They were determined to be isaridin A
( 1) and isariin B ( 2) on the basis of spectroscopic analysis，and the 13C NMR data of compounds 1 and 2 were reported
for the first time．
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云 南 美 登 木 ( Maytenus hookeri ) 属 于 卫 矛 科

( Celastraceae) 美登木属( Maytenus) 植物，是云南特

有种。Kupchan 等从齿叶美登木( Maytanus serrata)

中获得有效抗癌成分美登素 ( Maytansine) ［1］，从云

南美登木中同样分离得到美登木素，其衍生物正在

做临床研究。我们曾从云南美登木内生菌中分离纯

化到一些有意义的化合物
［2-4］。为了进一步寻找新

型的天然产物及活性物质，我们对美登木内生真菌

Beauveria sp． Lr89 进行了化学成分研究，分离得到

两个环肽 isaridin A( 1) 和 isariin B( 2) ，它们首次由

Balaram 等从棒束孢属( Isaria) 中分离纯化到
［5，6］，通

过
1H NMR、1H-1H COSY 以及多级质谱鉴定，没有提

供
13C NMR 数据。本研究首次从白僵菌属( Beauver-

ia) 中分离，并归属其
1H 和

13 C NMR 数据，其中
13 C

NMR 数据为首次报道。

图 1 Isaridin A(1)和 isariin B(2)的结构

Fig. 1 The structures of Isaridin A ( 1) and Isariin B ( 2)

1 材料与方法

1． 1 材料及仪器

Finnigan LCQ-Advantage 型 质 谱 仪; Bruker
DRX-500 型核磁共振仪。柱层析硅胶( 200 ～ 300 目

或 GF254 ) 均为青岛海洋化工厂生产; 柱层析凝胶

( Sephadex LH-20 ) 购自 Amersham Pharmacia 公司，

HPLC 为 Waters 996; 半 制 备 柱 Waters 公 司 产 品

XterraTM RP-C18 ( 7． 8 mm ×300 mm，7 μm) 。



1． 2 内生菌的分离纯化及鉴定

Lr89 从云南美登木 ( Maytenus hookeri) 根中分

离得到。云南美登木采自云南西双版纳热带植物

园，盆栽植物在中国科学院昆明植物所温室内培养，

分离方法参照文献
［7］。

Lr89 的总 DNA 根据文献用 CTBA 法提取
［8］。

本实验 ITS 研究中所用的 ITS4 与 ITS5 引物是真菌

系统学研究中设计的通用引物 ITS1( 5' ＞ TCC GTA
GGT GAA CCT GCG G ＜3') 和 ITS4( 5' ＞ TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC ＜3') 。PCR 反应体系 20 μL
中大约 100 ng DNA 模板，0． 5 μM 引物，0． 2 mM
dNTP，l × Ex-Taq buffer( Takara) ，and 1． 25 U of Ex-
Taq( Takara) 。PCR 的条件: 首先在 94 °C 预变性 10
min; 接着 30 个循环，包括 94 °C 变性 1 min，54 °C
退火 1 min，延伸 1． 5 min; 最后在 72 ° C 延伸 10
min。PCR 后回收到大约 600 bp 的核酸片段，测序

后通过与 GenBank 数据库比对来鉴定菌株。
1． 3 菌株发酵与产物的分离纯化

Lr89 用 PDA 琼脂平板培养 ( 马铃薯 200 ～ 300
g，葡萄糖 20 g，琼脂 15 g，水 1000 mL，pH 自然) 发

酵 10 L。在 26 °C 黑暗培养 14 d，发酵物连同琼脂

块一起切碎，用提取液 ( 乙酸乙酯 ∶ 甲醇 ∶ 乙酸 = 80
∶ 15∶ 5 ) 冷浸，滤液经浓缩得浸膏 14 g。粗提物经

( 80 g) 过正相柱层析( 200 ～ 300 目硅胶) ，分别用石

油醚∶ 乙酸乙酯( 10∶ 1、8∶ 2、7∶ 30) ，氯仿∶ 甲醇( 15∶
1、10∶ 1、8∶ 2、7∶ 3) 进行梯度洗脱，共得到 4 部分 Fr-1

～ Fr-4。对 Fr-2 和 Fr-3 分别进行反复的正相柱层

析和凝胶柱层析( Sephadex LH-20，30 g) 用氯仿-甲
醇( 1∶ 1) 洗脱，最后以甲醇-水( 65 ∶ 35，水中含有 0．
5%的甲酸) 为流动相，用半制备 HPLC 分离得到化

合物 1( 107 mg) 和 2( 200 mg) 。

2 结果与讨论

2． 1 内生真菌的鉴定

Lr89 的 5． 8S rDNA 序列通过与 GenBank 数据

库序列比对，Lr89 与白僵菌属的 ( Beauveria felina)

的同源性达 99． 9%，因此 Lr89 鉴定为白僵菌属真

菌。
2． 2 化合物的鉴定

化合物 1 无色固体。ESI-MS m/z: 704［M +
H］+ ; 1H 和

13C NMR( CDCl3，500 MHz) 数据见表 1。
同文献比对化合物 1 鉴定为 isaridin A( 图 1) ［5］。

化合物 2 白色粉末状固体。ESI-MS m/z: 596
［M + H］+ ; 1H 和

13C NMR( CDCl3 ∶ CD3OD =3∶ 1，500
MHz) 数 据 见 表 1。同 文 献 比 对 化 合 物 2 鉴 定 为

isariin B( 图 1) ［6］。
化合物 1 和 2 首次由 Balaram 等从棒束孢属

( Isaria) 中分离纯化到
［5，6］，通过

1H NMR、1H-1H CO-
SY 以及多级质谱鉴定，但没有报道其

13 C NMR 数

据。本研究首次从白僵菌属( Beauveria) 中分离得到

isaridin A 和 isariin B，并首次报道了它们的
13C NMR

数据。

表 1 化合物 1 和 2 的核磁共振数据

Table 1 The NMR data of compounds 1 and 2

Isaridin A ( 1) Isariin B ( 2)

δH ( J in Hz) δC δH ( J in Hz) δC

HyLeu – 172． 0，s 3-hydroxynonanoic acid – 171． 2，s

5． 21 ( 1H，d，11． 5) 74． 2，d 2． 31 ( 1H，dd，1． 7，15． 4) 39． 7，t

1． 38 ( 1H，m) 39． 3，t 2． 18 ( 1H，dd，5． 8，15． 4)

1． 77 ( 1H，m) 4． 63 ( 1H，br s) 76． 4，d

1． 80 ( 1H，m) 25． 6，d 1． 28 ( 1H，m，overlap) 31． 2，t

1． 01 ( 3H，d，6． 6) 23． 9，q 1． 06 ( 1H，m，overlap)

0． 93 ( 3H，d，6． 5) 21． 0，q 1． 13 ( 2H，m，overlap) 27． 9，t

Pro – 173． 3，s 1． 13 ( 2H，m，overlap) 27． 9，t

4． 18 ( 1H，d，8． 3) 62． 1，d 1． 28 ( 1H，m，overlap) 31． 2，t

2． 13 ( 1H，m) 32． 8，t 0． 73 – 0． 82 ( m，overlap) 18． 6，t

1． 17 ( 1H，m) 22． 6，t 0． 73 – 0． 82 ( m，overlap) 13． 5，q

1． 72 ( 1H，m) Gly – 169． 3，s
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3． 40 ( 2H，m) 48． 3，t 4． 18 ( 1H，d，17． 3) 42． 6，t

Phe – 174． 0，s 3． 35 ( 1H，d，17． 3)

4． 69 ( 1H，dd，5． 0，12． 5) 54． 8，d Val – 171． 6，s

2． 98 ( 1H，m) 36． 0，t 4． 28 ( 1H，d，7． 3) 57． 1，d

3． 08 ( 1H，dd，5． 0，11． 5) 1． 94 ( 1H，m) 29． 4，d

– 138． 3，s 0． 73 – 0． 82 ( m，overlap) 17． 6 – 21． 8

7． 22 – 7． 32 ( m，overlap) 130． 1，d 0． 73 – 0． 82 ( m，overlap) 17． 6 – 21． 8

7． 22 – 7． 32 ( m，overlap) 128． 0，d Leu – 172． 0，s

7． 22 – 7． 32 ( m，overlap) 130． 0，d 4． 05 ( 1H，q，6． 8) 52． 0，s

7． 22 – 7． 32 ( m，overlap) 128． 0，d 1． 38 ( 1H，m) 39． 3，t

7． 22 – 7． 32 ( m，overlap) 130． 1，d 1． 50 ( 1H，m) 24． 1，d

NMeVal – 171． 6，s 0． 73 – 0． 82 ( m，overlap) 17． 6 – 21． 8

5． 00 ( 1H，d，10． 7) 58． 7，d 0． 73 – 0． 82 ( m，overlap) 17． 6 – 21． 8

2． 21 ( 1H，m) 27． 9，d Ala – 172． 3，s

0． 51 ( 3H，d，6． 4) 19． 4，q 4． 11 ( 1H，q，7． 4) 48． 4，d

0． 78 ( 3H，d，6． 5) 19． 1，q 1． 28 ( 3H，d，7． 4) 17． 6，q

3． 05 ( 3H，s) 30． 3，q Val – 171． 6，s

NMePhe – 169． 8，s 3． 99 ( 1H，d，9． 7) 57． 1，d

5． 27 ( 1H，t，7． 0) 63． 8，d 1． 96 ( 1H，m，overlap) 28． 9，d

2． 78 ( 1H，dd，7． 5，14． 0) 36． 9，t 0． 73 – 0． 82 ( m，overlap) 17． 6 – 21． 8

3． 55 ( 1H，dd，7． 5，14． 0) 0． 73 – 0． 82 ( m，overlap) 17． 6 – 21． 8

– 138． 6，s

7． 22 – 7． 32 ( m，overlap) 130． 1，d

7． 22 – 7． 32 ( m，overlap) 130． 0，d

7． 22 – 7． 32 ( m，overlap) 129． 9，d

7． 22 – 7． 32 ( m，overlap) 130． 0，d

7． 22 – 7． 32 ( m，overlap) 130． 1，d

2． 96 ( 3H，s) 30． 2，q

β-Ala – 174． 8，s

2． 48 ( 1H，dt，5． 5，14． 0) 35． 3，t

2． 64 ( 1H，dt，14． 0，4． 5)

3． 59 ( 1H，m，overlap) 36． 7，t

3． 68 ( 1H，m，overlap)
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4． 4 东当归中紫花前胡素的含量测定

将“4. 3”项下供试品溶液按照“4. 1”项下色谱

条件测定紫花前胡素含量，结果表明: 东当归药材中

紫花前胡素含量为 10. 05 μg /g。

5 讨论

近年来关于东当归挥发油组分
［10］

和提取物药

理作用
［11］

曾见报道，但对其化学组分及药理作用却

未有报道。本文首次对延边地区东当归的根进行化

学成分分析。紫花前胡素是 1995 年韩国学者研究

发现的一种吡喃型香豆素，其对白血病、糖尿性高血

压以及降低肾毒素具有显著效果
［12］，有望开发成为

抗肿瘤等疾病的新药。笔者曾用 HPLC 法测定过不

同批次、不同产地的 12 种当归属植物中紫花前胡素

的含量，结果表明 12 种植物均含有紫花前胡素; 在

此基础上，本文测定了东当归中紫花前胡素的含量，

结果亦含有紫花前胡素。由此可知，紫花前胡素可

能为当归属的特征活性成分，广泛存在于当归属植

物中。本研究为东当归的质量控制、今后作为正式

药材纳入国家标准以及当归属植物的化学分类提供

了实验依据。
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