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松针褐斑病菌毒素 LA2Ⅱ的分离纯化及其化学结构
Ξ

杨　斌1 ,刘吉开2 ,叶建仁1 ,包　宏1 ,董泽军2

(1.南京林业大学 ,江苏　南京　210037 ;2.中科院昆明植物研究所 ,云南　昆明　650204)

摘　要 :松针褐斑病 ( Lecanosticta acicola)是中国南方松树上的一种重要病害。松针褐斑病菌的代

谢产物中含有可致松针萎蔫的有毒物质 ,经 Rp218柱反复分离松针褐斑病菌的次生代谢产物 ,获

得有活性的黄色固体物质 ,采用丙酮结晶和重结晶纯化得到一无色针状晶体 ,生测有活性 ,记为

LA2Ⅱ。高效液相检测表明 :LA2Ⅱ为一纯物质。采用质谱、红外光谱、核磁共振等波谱手段分析可
知 :LA2Ⅱ分子量为 118 ,其化学组成为 C4 H6O2S ,分子结构为 CH3COSCOCH3。
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Abstract :Brown spot needle blight is one of important pine diseases in South China. The pathogen fungus

( L ecanosticta acicola) could produce toxic substances to make the needle wilt . Rp218 reversed2phase silica

gel column was repeatedly used to separate crude LA2toxins. One colorless needle crystal was obtained. It is

a phytotoxic substance named LA2Ⅱ. HPLC analysis indicated LA2Ⅱwas a pure compound. The molecular

weight and molecular formula were determined by FAB2MS and HRFAB2MS as 118 and C4 H6O2 S

respectively. According to IR , MS , NMR spectra data , the st ructure of LA2Ⅱ was elucidated as

CH3COSCOCH3 .
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色谱技术是天然产物研究中应用最广泛的技术 ,通过改变分离条件 ,能实现许多次生代谢产物的分

离和纯化。色谱条件变化很多 ,概括起来 ,主要可分为固定相改变和流动相改变[1 ]。过去对松针褐斑

病病菌毒素的分离采用正相硅胶作固定相[2 ]。祁高富用硅胶 GF254为固定相 ,用极性较小的展开剂 B

(乙酸∶丙酮∶甲醇∶苯 = 1∶1∶4∶14)展开时 ,活性组分在薄层层析板上迁移率较小 , Rf = 0. 02和 Rf = 0.

08 ;用展开系统 H(正丁醇∶水 = 7∶3)作为展开剂 ,活性组分在 GF254硅胶板上迁移率较大 , Rf = 0. 77和

Rf = 0. 67 [2 ]。笔者用硅胶 H作固定相 ,选用氯仿作洗脱剂无法将活性物质洗下 ,当选用氯仿甲醇混合

液 (氯仿∶甲醇 = 3∶1)很快就可以将活性组分洗下。从以上研究可以看出 ,松针褐斑病菌产生的毒素物
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质极性比较大。虽然 ,在过去研究中试验了几十种展开剂和洗脱剂 ,均未分离出致病毒素。笔者通过薄

层层析和柱层析相结合 ,分离出两个活性组分 m和 p ,试验多种展开系统 ,m和 p 均为一个点 ,但用高效

液相色谱检测 m和 p 分别有 3个和 4个峰 ,且各个峰能完全分开。从保留时间也可以看出 m和 p 中均

含极性较大的物质。这一系列的试验结果显示 :用反相硅胶作固定相进行松针褐斑病菌毒素的分离可

能会获得较好的结果。笔者采用 Rp218反相柱对松针褐斑病菌次生代谢产物进行反复分离 ,获得一具

活性的纯物质 LA2Ⅱ,并对其化学组成和分子结构进行了分析。

1　材料与方法

(1)试验材料　供试菌株由福建沙县官庄林场患松针褐斑病的湿地松松针上分离得到。MS培养

液 ,每升加蔗糖 20 g得到试验用培养液。试剂有甲醇、丙酮、氯仿 (AR ,天津化学试剂厂) 、无水硫酸钠

(上海化学试剂厂) 。仪器为 Rp218预装柱 (lobar柱 ,规格 :25 mm×310 mm ,德国 Bayer公司产品) 、高

效液相色谱仪 (Waters公司产品) 。生测材料选用湿地松幼苗 (培养 2 个月左右) 、紫茎泽兰 (采自西南

林学院校园) 。

(2)培养与初提　将分离获得的松针褐斑病菌扩大培养后 ,直接接种在MS培养液中 (共培养 10 L ,

于 25 ℃下摇床振荡培养 25 d。用双层纱布滤去菌丝 ,得培养滤液。将培养滤液置于旋转蒸发仪

(Büchi ,瑞士 ,容量 20 L)中 ,50 ℃下抽真空旋转蒸发至干。分两次加 5 L 甲醇 (经无水硫酸钠干燥过)

在 40 ℃下振荡提取 3 h ,过滤 ,合并甲醇溶液 ,用旋转蒸发仪蒸干。再分两次加入 5 L 经无水硫酸钠干

燥过的氯仿甲醇混合溶液 (氯仿∶甲醇 = 3∶2) ,滤去不溶物 ,经旋转蒸干得毒素粗提物。加适量蒸馏水 ,

配成 0. 5 g/ mL 浓溶液 ,置于冰箱中保存备用。

(3)生测　将生测液蒸干 ,加适量蒸馏水配成 2 mg/ mL 溶液进行生测 ,生测方法用针刺法 (用针尖

在松针基部造成微小伤口 ,在伤口处分 3次滴加 20～30μL 生测液 ,置于培养皿中保湿培养) 。记录伤

害情况 ,其中“ - ”表示生测材料反应不明显 ,“+”表示生测材料受到伤害。

(4)毒素的分离　取 2 mL 样品溶液从层析柱顶端缓慢加入 Rp218柱 ,使样品被固定相充分吸附 ,

洗脱时先用蒸馏水 200 mL 冲洗 ,除去部分样品中的大极性糖类物质 ,再用 20 %、30 %、50 %、75 %、

100 %甲醇溶液进行梯度洗脱 ,每个梯度 100 mL ,调节蠕动泵 ,使流速为 1 mL/ min ,用三角瓶等体积收

集洗脱液 ,每瓶 15 mL ,按顺序编号 ,多次层析合并相同序号的收集液生测。将生测有活性的收集液合

并 ,蒸干加少许蒸馏水配成浓溶液 ,用 Rp218 柱再分离一次 ,梯度洗脱液选用 5 %、10 %、15 %、20 %、

25 %、30 %甲醇溶液 ,每个梯度 150 mL ,用三角瓶收集 ,每瓶 15 mL ,并编号 ,收集完后分别蒸干 ,加水配成

2 mg/ mL溶液 ,生测。

(5)毒素的纯化　将生测有活性的 14、15号瓶中的收集液用旋转蒸发仪蒸干 ,加入经无水硫酸钠干

燥过的热丙酮少量 ,使黄色物质充分溶解成饱和溶液 ,在室温下挥发去部分丙酮后有物质结晶。将析出

晶体转移出来 ,再用丙酮进行重结晶 ,得无色针状晶体 ,将晶体和结晶母液分别用于生测。

(6)毒素的纯度检验　分别用薄层层析和高效液相色谱对所得毒素物质进行纯度检验。将 LA2Ⅱ
溶于少许甲醇中 ,用毛细管点样于 GF254薄层层析板和 Rp218反相硅胶板上 ,再分别用氯仿甲醇 (3∶1)

和 15 %甲醇水溶液展开 ,展开后分别在 254和 365 nm的紫外光下观察 ,另外用碘和硫酸显色。根据过

去的研究结果 ,活性物质组分极性大 ,最大吸收在 210 nm[3 ] ,故色谱条件为 486UV 检测器 ,检测波长

210 nm ,进样量 5μL ,C18柱 (规格 :4 mm×150 mm) ,Waters Millenmium 2010色谱管理系统 ,运行时间

18 min ,流动相为甲醇/水梯度洗脱。

(7)分子量测定　试验用仪器为 V G2Autospec 3000型质谱仪 (Beckman) ,分别用电子轰击法 ( EI + )

和快原子轰击法 ( FAB)测 LA2Ⅱ分子量 ,用高分辨质谱精确测定 LA2Ⅱ分子量 ,计算其化学组成。

(8)核磁共振谱 (NMR) 　1 H和13C核磁共振谱 (NMR)由 Brucker公司生产的 Am2400型波谱仪测

定。氘化水 (D2O)为溶剂 , TMS(四甲基硅烷)作内标。
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(9)红外光谱 ( IR) 　试验用仪器为 Perkin2Elemer2577型红外光谱仪 ,采用 KBr压片制样。

2　结果与分析

松针褐斑病菌培养 25 d后 ,培养液呈黄褐色 ,并产生大量白色菌丝团 ,菌丝团表面可见许多黑色小

点 ,即病菌产生的分生孢子器。滤去菌丝 ,蒸干 ,粗提后得 25 g粗提物。粗提物为黄褐色粘稠物 ,毒素

粗提过程中 ,有大量无色针状晶体从甲醇浓缩液中析出 ,这些晶体经甲醇结晶和重结晶后得到一纯化合

图 1　LA2Ⅱ的提取分离流程图
Fig. 1　A procedure used for the seperation and

purification of LA2Ⅱ
“+”表示生测有活性 ;“ - ”表示生测无活性

物 ,经过多次生测均显示无活性 ,后来经质谱分析证

实 ,该化合物为糖醇 ,分子式为 C6 H14O6 ,由于没有致

萎活性 ,故未作深入研究。

松针褐斑病菌粗提物用 Rp218 柱反相柱层析

时 ,水洗看不见黄色样品带有分离现象。加大甲醇

含量 ,洗脱能力大大提高 ,可见黄色样品带逐渐被分

离成多个整齐的黄色色带。因此 ,不论从色带数目

上还是从色带整齐程度上考虑 ,用 Rp218 反相柱分

离松针褐斑病菌毒素效果均较好。考虑到毒素物质

不一定有颜色 ,故没有按色带顺序收集洗脱液 ,而是

等体积收集洗脱液。研究中一次柱层析共收集 35

瓶洗脱液。照此方法重复多次 ,合并相同瓶号的收

集液 ,蒸干 ,生测。

生测结果表明 :第 1 次柱层析后 6～11 号瓶生

测有活性 ,第 7、8 两瓶干物质含量最多 ,活性最强。

有生物活性的收集液合并蒸干后得黄褐色粘稠物。

从生测结果可看出 ,用 30 %甲醇液可将毒素完全洗

下来。因此 ,第 2 次柱层析时选用 30 %甲醇溶液作

为最大极性的洗脱梯度 ,从 5 %甲醇溶液开始 ,每个

梯度增加 5 %甲醇。期望洗脱梯度进一步细化 ,能将

第 1次洗脱下来的活性组分分开。第 2次柱层析共

收集到 37瓶收集液。第 2 次柱层析生测显示第 13

～17号瓶有活性 ,其中 14、15 号瓶蒸干后为黄色固

体物质且含量较多 ,有结晶的可能 ,可采用结晶和重

结晶方法纯化。考虑到 14、15号瓶蒸干后有较多黄

色固体物质 ,且有生物活性 ,其他 13、16、17 号瓶虽

有生物活性 ,但含量少 ,为粘稠状物。因此 ,先采用

结晶和重结晶方法分离 14、15 号瓶中物质 ,先获得

易结晶的物质 ,然后分析 13、16、17 中的化学成分。

生测证明析出的结晶物质和结晶母液均有活性。无

色晶体标为 LA2Ⅱ。后又合并 13、16、17号瓶及丙酮

结晶母液 ,生测有活性 ,蒸干后进行第 2 次柱层析 ,

但因干物质含量少 ,难以进行第 2次分离 ,未能再从

中分离出其他活性物质。经丙酮结晶和重结晶后获

17 mg无色针状晶体 ,生测晶体及结晶母液均具活性

(图 1) 。在 GF254薄层层析板和 Rp218硅胶板上点样
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后 ,分别用氯仿甲醇、15 %甲醇水溶液展开。LA2Ⅱ展开后挥去展开剂 ,在 254 nm和 365 nm下观察无荧光。

碘也不能使 LA2Ⅱ显色。喷洒硫酸后加热 ,在 GF254薄层层析板和 Rp218反相硅胶板上均出现一个淡

褐色斑点 , Rf 值分别为 0. 25和 0. 73。高效液相显示 :210 nm检测波长下仅有一个主要峰 ,保留时间

为 1. 617 min ,峰形如图 2所示。综合薄层层析和高效液相色谱检验的结果 ,基本上可以认为 LA2Ⅱ为
一较纯的化合物。

图 2　LA2Ⅱ的高效液相图谱
Fig. 2　HPLC spectrum of LA2Ⅱ

质谱 FAB - MS ,EI + MS均显示 LA2Ⅱ的分子量为 118。高分辨质谱 ( HRFAB - MS)精确测得 (M

- 1)分子量为 116. 996 174。其可能的元素组成为 C4 H6O2 S(计算值为 116. 997 654)或 C7 H2O2 (计算值

为 117. 001 026) 。
1 HNMR谱显示只有一个 - CH3 (δ2. 65)且 - CH3附近没有质子与之耦合。

13CNMR谱显示有一个 - CH3 (δ31. 53) ,无 - CH2 - 基团 ,有 C O (δ179. 82) 。

结合 MS ,NMR分析可知 C4 H6O2 S这个分子组成是正确的 ,因为 NMR显示有一个 - CH3 ,分子中

氢原子数应大于 3 ,C7 H2O2这一化学组成明显不合理。并且根据 MS ,NMR推测该化合物可能为一对

称结构 ,即有 2个 C O 和 2个 CH3 ,其化合物分子结构为 CH3COSCOCH3 ,根据这一分子结构可解

释 EIMS图谱中的 2个主要碎片峰 m/ e为 74和 89。其中 ,74可能是 LA2Ⅱ分子失去 - COCH3 后产生

的 ,89则可能为 LA2Ⅱ失去 2个 CH3产生。从分子结构看 ,这种裂解方式是合理的 ,证明推测的分子式

正确 , IR中出现一个 C O (1 699 cm - )峰又从另一个侧面找到该化学结构的一个证据 ,2 934 cm -

处有一个强宽峰 ,可能指示 CH3存在 ,综合各种图谱分析认为 :LA2Ⅱ的分子结构为 :

CH3 C

O

S C

O

CH3

3　结　语

过去研究曾推测 ,松针褐斑病菌致病活性物质应是分子量较小的非蛋白质类物质[4～6 ]。笔者利用

Rp218柱反复柱层析 ,从松针褐斑病菌 MS培养液中分离到一个分子量为 118的含硫化合物 ,证实过去

的推测是正确的。活性物质在反相硅胶柱上吸附力差 ,易被低浓度甲醇溶液洗脱下来 ,这一特点与大极

性物质的特性是一致的。祁高富在硅胶 GF254薄层层析板上的研究结果表明 :松针褐斑病菌致病毒素

至少存在 2种物质 ,用展开系统A和 C进行两次薄层层析分离后分别获得 Rf = 0. 77 , Rf = 0. 67的2个

活性组分。笔者在研究中也分离到 m和 p 两个活性组分 ,HPLC显示 m和 p 各含 3个和4个峰。且保
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留时间 (Rt)不完全一致 ,这一结果也显示松针褐斑病菌可能有多个活性成分。该研究中仅获得一个活

性物质 LA2Ⅱ,说明松针褐斑病菌培养液中可能还有其他活性物质还未被分离出来。有些生物活性物

质含量低 ,在分离过程中易丢失 ;有些生物活性物质由多个化合物组成 ,多个化合物协同作用造成植物

伤害 ,当这些化合物完全分离时 ,可能导致某些化合物活性丧失或活性减弱 ,这样以生测为导向的分离

方法就难以完全检测出这些活性物质。因此 ,在今后松针褐斑病菌毒素研究中 ,不但要随时进行活性追

踪 ,而且要注意被分离出来的组分活性变化 ,确保生物活性物质不在分离过程中损失(丢失) 。

LA2Ⅱ经纯化后仍有活性 ,但在 254 nm和 365 nm紫外光下无荧光 ,遇碘不显色 ,喷洒硫酸后加热

呈淡褐色 ,在 210 nm紫外光下 ,LA2Ⅱ经高效液相检测出现单一峰 ,证明 LA2Ⅱ在 210 nm处有吸收 ,这

与已有的研究结果一致[6 ]。此研究加深了对松针褐斑病菌毒素性质的认识 ,也说明在用薄层层析分离

真菌毒素时不仅应当注意生测有荧光部分的活性 ,对那些无荧光的部分也应加以重视。实际上很多真

菌毒素在 254 nm 和 365 nm 下都是无紫外吸收或紫外吸收极弱。比如草酸毒素和温特曲霉菌

( Aspergill us wenttii)产生的毒素 1 - 氨基 - 2 - 硝基戊烷酸导致生长失调 ,这种毒素在 254 nm和 365

nm下紫外吸收都较弱[7 ]。

用 Rp218反相柱分离极性较大的化合物常能取得较好的分离效果 ,而且通过水洗脱可除去部分糖

类物质 ,减少糖对目标物质的影响。但由于 Rp218柱柱径小 ,进样量相对较小 ,不宜用于毒素物质的粗

分离 ,在分离物达到一定纯度时选用该柱进行纯化效果会更好。

通过质谱 (MS) 、核磁共振谱 (1HNMR、13CNMR)和红外光谱 ( IR)确定活性物质 LA2Ⅱ的化学组成
为 C4 H6O2 S ,分子式为 :CH3COSCOCH3 ,属一对称结构的化合物。目前发现含硫的天然产物多来自于

海洋生物 ,在陆生真菌中发现含硫活性化合物 ,对于从化学角度阐明海洋生物与陆生生物的关系有一定

的意义。Youla S等人总结过去对含硫化合物的研究指出 :含硫化合物在生物体中通常不是主要的生物

活性物质 ,但具有模仿和加强其他生物活性物质的功能 ,若真如此 ,除 LA2Ⅱ外 ,松针褐斑病菌可能还有

活性更强或意义更大的化合物。

关于 LA2Ⅱ的其他一些理化性质及作用机制还有待进一步研究。该研究从松针褐斑病菌 MS发酵

液中分离出一小分子致毒活性物质 ,虽然还不能完全阐明它的致病因子和致病机制 ,但肯定了过去认为

松针褐斑病菌能产生致病毒素的推测 ,这对认识该病原菌的致病机理有非常积极的理论意义。
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