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摘　要 :从云南美登木叶中分离筛选到具抗菌活性的内生真菌 Chaetom ium globosum Ly50′菌株 ,利用活性追踪法

在其发酵产物中分离到抗橙色青霉和抗结核分枝杆菌的化合物 ,经 ESI2MS、NMR等波谱数据确认该活性成分

为球毛壳甲素 , chaetoglobosin A和球毛壳乙素 chaetoglobosin B。首次发现 chaetoglobosin B具有抗结核分支杆菌

活性。
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Abstract: The fungal strain Chaetom ium globosum Ly50′was isolated from the leaf ofM aytenus hookeri and was active a2
gainst Penicilium avellaneum UC24376 and M ycobacterium tuberculosis. Activity2guided isolation led two compounds from

the secondary metabolites. They were determ ined to be chaetoglobosin B (1) and chaetoglobosin A (2) on the basis of

spectroscop ic analysis. Chaetoglobosin B possesses obvious antituberculosis activity.
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　　植物内生菌 ( endophyte)指那些在其生活史的

一定阶段或全部阶段生活于健康植物各种组织和器

官内部或细胞间隙的真菌或细菌 [ 1, 2 ]。植物内生真

菌是寻找具有生物活性天然产物的丰富资源 ,目前

已报道从内生真菌中得到的次生代谢产物包括抗生

素、抗肿瘤化合物、抗氧化化合物等 [ 3 ]。我们研究

的内生真菌来自云南美登木 (M aytenus hookeri) ,属

于卫矛科 (Celastraceae)美登木属 (M aytenus)植物 ,

是云南特有种。从云南美登木分离得到的美登木素

(Maytansine)具有非常好的抗肿瘤活性 ,其衍生物

正在做临床研究。从云南美登木叶中分离到的内生

真菌 Ly50′,经鉴定为球毛壳菌 (Chaetom ium globo2
sum ) [ 4 ]

,张玲琪等曾从中分离得到抗癌物质球毛壳

甲素 [ 5 ]。我们进一步以结核分支杆菌 (M ycobacteri2
um tubercu losis)和橙色青霉 ( Pen icilium avellaneum

UC24376)为指示菌株 ,通过活性追踪 ,从球毛壳菌

的 PDA发酵物中分离得到具有明显抗菌生物活性

的化合物 ,鉴定为球毛壳甲素 chaetoglobosin A、球毛

壳乙素 chaetoglobosin B。

1　材料与方法

1. 1　材料及仪器

柱层析硅胶 200～300目、薄层层析硅胶板

GF254 (青岛海洋化工厂 ) ; RP218反相材料 (Merck

公司 ) ; Sephadex LH220葡聚糖凝胶 (Amersham生

科公司 )。B ruker AM 2400、DRX2500型超导共振仪

( TMS内标 ) ; Thermo Finnigan LCQ Advantage型电

喷雾质谱仪 ; XCR21型显微熔点仪 ,温度计未校正 ;

BRUKER TENSOR 27 红外光谱仪 ; Shimadzu UV

2401PC紫外可见分光光度计 ; Jasco P21020全自动



旋光仪。

1. 2　内生真菌

Ly50′从云南美登木 (M aytenus hookeri)叶中分

离到。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 [ 6 ]。

1. 3　活性的评估方法

Ym1033结核分支杆菌 (M ycobacterium tubercu2
losis) ,由云南省微生物所提供 ;大肠杆菌 ( Escherich2
ia coli)、金黄色葡萄球菌 (S taphylococcus aureus)、橙

色青霉 ( Penicilium avellaneum UC24376) ,本实验室

留存。采用纸片扩散法 [ 7 ]测定抑菌圈大小。结核

分支杆菌指示平板的制备 :用牛肉膏蛋白胨液体培

养基在 37 ℃活化结核分支杆菌 , 24 h后涂布至对应

的固体培养基平板上 ,在超净工作台上吹干后 , 4 ℃

冰箱保存备用.橙色青霉指示平板的制备 :首先取 1

mL灭过菌的吐温 80 (0. 5% )至已生长 1周的橙色

青霉平板上 ,轻轻摇动平板 ,使液滴在平板上滚动冲

刷尽可能多的孢子后 ,用枪头吸出 ,转移至冷却到

50 ℃左右的 UC24376固体培养基 (Na2 HPO4 7. 7 g,

KH2 PO4 0. 5 g,葡萄糖 10 g,酵母提取物 5 g,琼脂

15 g,蒸馏水 1000 mL, pH 7. 2)中 ,迅速摇匀后倒平

板 , 4 ℃冰箱保存备用。用打孔器将滤纸制成直径

为 6 mm的小圆纸片 ,灭菌后 ,备用。分别测定初提

物 ,不同组分以及纯化合物的活性。利福平 (R ifam2
p icin)为抗细菌活性的阳性对照。化合物 2的抗肿

瘤活性由国家新药筛选中心测试 ,白血病细胞株

( P388和 HL260 )用四氮唑盐 (Methyl2Thiazol2Tetro2
zolium, MTT)还原法测定 ,肺癌细胞株 (A2549和

BEL27402)用磺酰罗丹明 B ( Sulforhodam ine B , SRB )

蛋白染色法测定。

1. 4　Ly50′的发酵及抗细菌活性物质的分离

将 Ly50′在 PDA (马铃薯 200 g,去皮煮沸半小

时取滤液 ;葡萄糖 20 g,琼脂粉 15 g,自来水 1000

mL, pH自然 )平板上活化培养 3～5代后 ,用竹签挑

取小块带菌培养基接至新鲜 PDA固体培养基上 ,共

发酵培养 10 L, 28 ℃,黑暗条件下培养 17 d。

将培养物划成小块 ,用混合溶剂 (乙酸乙酯 /甲

醇 /冰醋酸 80: 15: 5, v /v /v) 浸泡提取三次得到浸

膏。将粗浸膏水溶 ,用乙酸乙酯萃取。将得到的约

4. 9 g浸膏上 RP218反相 ,分别用 50%、70%、100%

甲醇洗脱 ,通过纸片扩散法检测各组分的抗结核杆

菌的活性 ,合并有活性的各管 ,称重得 4. 6 g浸膏。

将该部分用 3 g 80～100目硅胶拌样 ,用 30 g 200～

300目硅胶装柱 ,分别氯仿 /甲醇洗脱 (100: 1, 50: 1,

20: 1) ,得到 A浸膏 (1. 3 g)、B ( 104 mg)、C ( 590

mg)、D浸膏 (1. 39 g)、E (1. 95 g)、F、G浸膏 (1. 27

g)各部分 ;通过纸片法的抑菌实验发现 , C、D、E有

明显抑菌活性 ,其中 D活性最好。将 D组分用石油

醚 /丙酮 ( 90: 10, 85: 15, 75: 25 )洗脱 ,通过 TLC合

并 ,得到三个组分 (D1, D2, D3) ,经活性测试发现

D2组分有明显抑菌圈 ;将 D2反复过 Sephadex LH2
20,丙酮洗脱 ,根据 TLC及活性检测 ,得到化合物 1

(8 mg)。

500 mL Ly50′固体培养物经混合溶剂提取后 ,

溶于水中 ,氯仿萃取部位浓缩后重 224 mg,硅胶柱

(25 g)层析 ,用氯仿 /甲醇 ( 100: 1→50: 1 →20: 1)

洗脱 , 12 mL的试管收集 ,检测抗橙色青霉活性 ,将

活性部位合并后重 52 mg,活性部位继续用硅胶柱

(5 g)分离 ,石油醚 /乙酸乙酯 3: 1洗脱 ,洗脱液经

TLC和抗真菌活性检测 ,得到化合物 2 (5 mg)。

2　结果与讨论

2. 1　化合物的鉴定

Chaetoglobosin B ( 1) 　淡黄色针晶 (丙酮 ) ,

mp. 184～186 ℃, [α]
25
D 297°( c 0. 12,MeOH ) ; ESI2

MS m / z: 529 [M + 1 ]
+

; IRυKB r
max cm

21
: 3407, 2924, 1689

( s) , 1620, 1560, 1456, 1435, 1043。UV (MeOH)λmax ( log

ε) : 20410 ( 4145) , 22112 ( 4152) , 27312 ( 3172) , 28010

(3172) ;
1
H NMR (CDCl3 , 500 MHz)δ: 7175 (1H, d,

J = 1615 Hz, H222) , 7149 (1H, d, J = 718 Hz, H24′) ,

7138 (1H, d, J = 811 Hz, H27′) , 7121 (H, t ( dd) , J =

713 Hz, H25′) , 7113 (1H, t ( dd) , J = 714 Hz, H26′) ,

7100 ( 1H, s, H22′) , 6176 ( 1H, d, J = 1615 Hz, H2
21) , 6119 ( 1H, dd, J = 1915, 1215 Hz, H213) , 5136

(1H, ddd, J = 1810, 1310, 410 Hz, H214) , 5161 (1H,

d, J = 913 Hz, H217 ) , 5107 ( 1H, d, J = 414 Hz, H2
19) , 3195 (1H, br, d, J = 6 Hz, H27) , 3184 ( 1H, br,

d, J = 6 Hz, H23) , 2193 (1H, dd, J = 1413, 513 Hz, H2
10α) , 2165 (1H, dd, J = 1016, 514 Hz, H210β) , 2152

(1H, m , H216) , 2130 (1H, br d, J = 1312 Hz, H28 ) ,

2104～2118 ( 2H, m, H215 ) , 1174 ( 3H, s, H211 ) ,

1166 ( 3H, s, H212 ) , 1138 ( 3H, s, 182CH3 ) , 1103

(3H, d, J = 616 Hz, 162CH3 ) ; 13 C NMR ( CDCl3 , 125

MHz)δ: 17219 ( C21 ) , 5215 ( C23 ) , 5811 ( C24 ) ,

12611 (C25) , 13213 ( C26 ) , 6817 ( C27 ) , 4717 ( C2
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8) , 6113 ( C29 ) , 3312 ( C210 ) , 1319 ( C211 ) , 1719

(C212 ) , 12717 ( C213 ) , 13310 ( C214 ) , 4114 ( C2
15) , 3213 ( C216) , 2111 ( 162CH3 ) , 13713 ( C217) ,

13118 (C218) , 1017 (182CH3 ) , 8210 (C219) , 19713

(C220) , 13610 ( C221 ) , 13610 ( C222 ) , 20113 ( C2
23) , 11919 (C22′) , 11110 ( C23′) , 12618 ( C23′a) ,

11814 ( C24′) , 12219 ( C25′) , 11919 ( C26′) , 11115

(C27′) , 13613 (C21′a)。 IR、UV及 NMR数据与报

道的数据一致 [ 8, 9 ]
,鉴定为 chaetoglobosin B ,结构如

图 1。

Chaetoglobosin A ( 2 ) 　淡黄色粉末 , ESI2MS

m / z: 529 [M + 1 ]
+

; [α]
25
D 2265°( c 0106, MeOH ) ;

1
H NMR (CDCl3 , 400 MHz)δ: 7167 ( 1H, d, J = 1616

Hz, H222 ) , 7147 ( 1H, d, J = 718 Hz, H24′) , 7132

(1H, d, J = 810 Hz, H27′) , 7117 (H, t ( dd) , J = 718

Hz, H25′) , 7112 (1H, t( dd) , J = 718 Hz, H26′) , 7100

(1H, s, H22′) , 6142 ( 1H, d, J = 1616 Hz, H221 ) ,

6105 (1H, dd, J = 1512, 1010 Hz, H213) , 5120 (1H,

m, H214 ) , 5154 ( 1H, d, J = 913 Hz, H217 ) , 2193

(2H, dd, J = 1415, 410 Hz, H210α) , 2173 (1H, d, J =

415 Hz, H27 ) , 2164 ( 1H, dd, J = 1415, 715 Hz, H2
10β) , 2123 ( 1H, br d, J = 1510 Hz, H215 ) , 1128

(3H, s, H212) , 1122 (3H, s, 182CH3 ) , 0196 (3H, d, J

= 617, 162CH3 ) ;
13

C NMR ( CDCl3 , 100 MHz)δ:

17215 ( C21 ) , 5211 ( C23 ) , 4519 ( C24 ) , 3513 ( C2
5) , 5710 (C26) , 6113 (C27) , 4610 (C28) , 6219 (C2
9) , 3216 (C210) , 1211 (C211) , 1910 (C212) , 12713

(C213) , 13312 (C214) , 4012 (C215) , 3117 (C216) ,

2018 (162CH3 ) , 13716 (C217) , 13115 (C218) , 1016

(182CH3 ) , 8115 ( C219) , 20013 (C220) , 13514 ( C2
21) , 13317 ( C222) , 19912 ( C223 ) , 12017 ( C22′) ,

10911 (C23′) , 12712 (C23′a) , 11810 (C24′) , 12319

(C25′) , 11813 ( C26′) , 11113 ( C27′) , 13610 ( C21′
a)。NMR、比旋光数据与报道的数据一致 [ 8, 9 ] ,鉴定

为球毛壳甲素 ( chaetoglobosin A ) ,结构如图 1。

图 1　Chaetoglobosin A与 Chaetoglobosin B的结构

Fig11　Structures of chaetoglobosins A and B

2. 2　化合物的活性评估

通过纸片扩散法测定了 chaetoglobosin B (1)对

结核分支杆菌 (M ycobacterium tubercu losis)、大肠杆

菌 ( Escherich ia coli)、金黄色葡萄球菌 ( S taphylococ2
cus aureus)的抑制作用 ,阳性对照为 rifamp icin,所用

滤纸片直径为 6 mm。
表 1　Chaetoglobosin B (1)的抗菌活性

Table 1　Antibacterial activity of chaetoglobosin B (1)

Chaetoglobosin B R ifamp icin

μg/disc 抑菌圈直径 (mm) μg/disc抑菌圈直径 (mm)

S1aureus 4μg - 4μg 1115

8μg - 8μg 13

16μg - 16μg 14

32μg 8 32μg 1515

M 1 tuberculosis 4μg 7～8 4μg -

8μg 7～8 8μg 8

16μg 10 16μg 8

32μg 11 32μg 9

　　注 :“ - ”表示没有明显的抑菌圈 ;抑菌圈测量数据为三次平行
实验取平均值。

　　chaetoglobosin B对于结核杆菌的抗菌活性明显

好于对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌 ,而且

chaetoglobosin B的抗结核杆菌的活性也明显好于作

为阳性对照利福平 (R ifamp icin)。对金黄色葡萄球

菌的抗性实验中 , chaetoglobosin B仅表现出微弱的

活性。对于革兰氏阴性菌的大肠杆菌 ,在 32μg/

disc的浓度下 ,没有检测到明显的抗菌活性。

chaetoglobosin B可能为抗结核杆菌的潜在药物。另

外 ,对 chaetoglobosin A进行抗真菌活性测定 ,剂量

在 50μg/disc时 ,产生橙色青霉的抑菌圈直径为

210 cm。
表 2　Chaetoglobosin A (2)的细胞毒活性 (抑制率 % )

Table 2　Effect of chaetoglobosin A (2) on the growth of tumor

cell lines( % )

样品浓度 (mol/L)
Concentration

1024 1025 1026 1027 1028 评价

P388 9015 9912 4113 2213 2812 弱效

A2549 9214 8014 5515 2013 0 弱效

HL260 9018 3212 1217 0 1411 无效

BEL27402 9217 9018 7013 2213 2711 弱效

　　球毛壳甲素是真核细胞的分裂抑制剂 ,可造成

多核细胞的产生 [ 8, 9 ]。根据表 2结果 , chaetoglobosin

A (2)对三株肿瘤细胞有一定的抑制作用。
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2. 3　讨论

我们从具抗癌活性物质的云南美登木内生菌

中 ,用活性追踪法分离到两个活性化合物。据文献

报道这两个化合物具有一定的抗肿瘤活性 ,而且经

本次实验数据显示 ,球毛壳甲素的确对肿瘤细胞有

一定的抑制作用。同时 ,还首次发现 chaetoglobosin

B具有较好的抗结核杆菌的活性。微生物是寻找活

性天然产物的重要来源之一 ,而植物内生微生物由

于与其宿主间形成了紧密联系 ,内生微生物的次生

代谢可能受到植物调控 [ 10 ]或者利用植物成分作为

生物合成的前体 ,通常可能会产生活性很强的新的

代谢产物 [ 11 ]。因此 ,从具有某种生理活性的植物中

分离到具有相似生理活性的内生微生物的几率较

大 ,例如从红豆杉、Ph leum pra tense等植物中分离到

的内生菌 [ 12, 13 ]的次生代谢产物 ,其生源合成的基本

单元是由宿主植物大量产生的 ,表明内生微生物与

宿主植物之间有着密切的关系。球毛壳菌与美登木

产生结构类型完全不同的抗肿瘤活性物质 ,也说明

从植物内生微生物中可以产生与宿主植物活性相似

化合物。植物及其内生真菌对彼此具有一定毒性化

合物的相互适应 ,是长期协同进化的结果。
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