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灰花纹鹅膏中三个鹅膏毒肽的分离和结构研究 一 

杨亚滨 胡劲松2 陈作红2 谭宁华 
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2．湖南师范大学生命科学学院真菌研究室 长沙 410081) 

摘 要 从灰花纹鹅膏(Amanita ，l∞)中分离得到 3个已知鹅膏毒肽类成分，利用波谱方法( H- 

NMR、13C．NMR、2D-NMR和 FAB-MS等)对这些结构较为复杂的环肽类成分进行了鉴定，结构分别为 

a-Amanitin、 AInanit．m和 rmIlin。 
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灰花纹鹅膏(Amanitafuti#nea Hongo)属于担 

子菌亚门、伞菌 目、鹅膏菌属真菌 ，是东亚特有种 ，目 

前仅 日本和我国有分布。近年来在我国南方一些地 

区频频发生毒蘑菇中毒事件，我们调查发现导致中 

毒死亡的50％是由灰花纹鹅膏所引起u J。鹅膏菌 

中的毒素主要是环肽类毒素，根据其结构又分为鹅 

膏毒肽(amatoxlns)、鬼笔毒肽(phallotoxins)和毒伞 

素(virotoxins)三类 2。我们发现灰花纹鹅膏中毒 

环肽的含量较高[3J3，并从中分离鉴定了 3个已知鹅 

膏毒 肽 类 成 分 a．Amanitin(1)、13-Amanitin(2)和 

Arnanin(3)。本文介绍其分离和结构研究。 

化合物 1为白色粉末，环肽检测反应为阳性L4J。 

FAB一一MS显示其分子量为 918；高分辨 FAB一．MS 

给出其分子式为 c39Hs4N1oO14 sl。碳谱显示在 

168．8～173．2处有 8个氨 基酸 Co峰、 42．6～ 

63．4处有8个氨基酸 a—C峰；氢谱显示在 10．40 
-- 8．38处有 7个氨基酸 NH峰、 6．05--3．62处有 

8个氨基酸 a-H 峰。通过各种 2D-NMR技术包括 
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ⅫvIQc、COSY、TOC~Y、HMBC鉴定化合物 1中的 

氨基酸残基为 ， 一diOH Ile(Hyi)、2一SO-6一OH Trp 

(Trio)、Gly、Ile、Gly、SO Cys(Cys)、Asn和 "／-OH Pro 

(Hyp)。应用 2D-NMR技术包括 HMBC和 ROESY 

找到化合物 1中8个氨基酸残基的序列为一N-Hyi- 

Trp-Gly-II~Gly—Cys-Asn-Hyp-CO-；同时 Cys残基中 

fI-C和 fI-H的化学位移值偏低场，加之分子中还剩 

余一个不饱和度，说明 Cys残基的 p位与 Trp的 2 

位通过 So相连。因此化合物 1的结构鉴定为 

Amanitin，与文献值[5]一致。其碳谱和氢谱数据见 

表 1。 

化合物2为白色粉末，环肽检测反应为阳性[引。 

FAB一一MS显示其分子量为 919；高分辨 FAB一一MS 

给出其分子式为C39H53N9o15sl。质谱、碳谱和氢谱 

与化合物 1比较少了一个 N、多了一个 。即化合物 

1中的残基 Asn变成了 Asp，其它一致。因此化合 

物2的结构鉴定为 a-Amanitin，与文献值[5]一致。 

其碳谱和氢谱数据见表 1。 

化合物3为白色粉末，环肽检测反应为阳性[引。 

FAB 一MS显示其分子量为 903；高分辨 FAB 一MS 

给出其分子式为C39H53N9o14sl。质谱、碳谱和氢谱 

与化合物2比较少了一个 O，除了Trp的6位没有 

。取代外，其它一致。因此化合物 3的结构鉴定为 

Amanin。其碳和氢信号为首次全归属，具体结果见 

表 1。 

1 实验部分 

1．1 仪器和材料 

高效液相 色谱 系统 为 Waters Delta 600型， 

Waters 2487紫外检测器，杭州英谱公司色谱工作 

站 ，分离柱为 250×10 nⅡn，YWG C18，10 tan的半 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


2oo3 Vo1．15 No．5 杨亚滨等：灰花纹鹅膏中三个鹅膏毒肽的分离和结构研究 

制备柱；核磁共振仪用 Bruker DRX-500 NMR型测 仪测定。灰花纹鹅膏 2001年 6～7月采自湖南省长 

定 ，TMS为内标 ；质谱用 VG Autospee-3000型质谱 沙县 。 

表 1 化合物 1～3的碳谱和氢谱数据 (．mCsDsN。500MHzfor艿H，125 MHzfor 。TMS)． 

Table 1 H and C NMR spectral data of ec~apounds 1～3(in CsDsN，500 MHz for ，125 MHz for ，TMS)． 
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1．2 提取与分离 

灰花纹鹅 膏子实体 60℃烤 干至恒重后粉碎。 

加入甲醇置于摇床室温下 120 r／rain抽提 12小时， 

悬浊液 4000 r／rain离心 10 rain，取上清液保存于冰 

箱中。沉淀同样再抽提一次 ，两次上清液合并 ，用航 

空汽油 去脂二次 ，然后冷冻 干燥 ，用超纯水溶解， 

0．22 m 的微孔滤膜过滤 ，得粗毒抽提液。 

粗毒抽提液用反相 HPLC分离纯化 ，洗脱液由 

A、B两液混合 ，A液为 10％的乙腈 +90％ 0．02 M 

的醋酸铵；B液为 24％的乙腈 +76％ 0．02 M 的醋 

酸铵，用冰醋酸调节 pH值至 5．0。洗脱梯度为：0— 

15 min，B液 0—5％；15—35 min，B液 5—80％，并 

保持 5 rain；40--~45 min，B液 80--~100％，并保持 5 

rain；50--~55 min，B液 100--~ ％，并保持 10 min。流 

速为2．0 ml／min，每次进样约 2 nll。 

1．3 波谱数据 

a-Amanitin(1)：白色粉 末 ，c39H54N加o14 sl。 

FAB一-MS m／z：918 [M ]，902，844，787，724， 

593，44 5，419，335，226，188，113。 HR FAB一一M S 

m／z：917．343853(计算值 917．346344)。 H NMR 

和”C NMR数据见表 1。 

13-Amanitin (2)：白色 粉 末 ， 9 H53 N9o15 sl。 

FAB—MS m／z：919[M ]，903，858，628，300，205， 

176，99。FIR FAB-一MS m／z：919．331680(计算值 

919．338185)。 H NMR和 C NMR数据见表 1。 

Amanin (3)：白 色 粉 末 ，C39 H53 N9o14 sl。 

FAB 一MS m／z：903[M ]，887，471，110，86。HR 

FAB 一MS m／z： 903．345323 (计 算 值 

903．343270)。 H NMR和 C NMR数据见表 1。 
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Abstract Three known amatoxins were isohted from Amanita^Zi 懈 and their structures were determined 

as a-amanitin，pamanitin and~Tlanin based on the spectral methods including 2D-NMR and FAB-MS． 
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