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摘要：本研究采用硅胶柱层析、高效液相色谱等方法对深海真菌 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｐｕｎｉｃｅｕｓ Ａ２ 发酵产物进

行了化学成分分离纯化，通过核磁共振等现代波谱学方法，同时结合相关文献进行数据分析，鉴定

化合物的结构。 从 Ａ． ｐｕｎｉｃｅｕｓ Ａ２中分离鉴定出 ６个呫吨酮并双呋喃环类化合物，化学结构分别确

定为 Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ｉ（１）、Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ｇ（２）、６⁃ｍｅｔｈｏｘｙｌ Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ａ（３）、Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ｆ（４）、Ｆ０２ＺＡ⁃
１５９３Ｂ２（５）、Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ａ（６），化合物 １～６均为首次从该真菌中分离得到。 通过细胞毒性和抗炎活

性评价发现化合物 １、２、４和 ６在 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ浓度时，对肝星状细胞 ＬＸ２显示出毒性作用，提示其可

能有抗肝纤维化的作用；化合物 ２、３、５和 ６在 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ浓度时，能显著抑制 ＬＰＳ诱导小鼠单核巨

噬细胞 ＲＡＷ２６４．７细胞分泌 ＮＯ，显示出一定的抗炎活性。
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　 　 深海环境条件极端，其特点是没有阳光照射、低
温、厌氧以及高静水压力［１］。 为了适应深海环境，
深海真菌进化出了独特的生理结构和代谢途径［２］，
能够产生结构新颖的次级代谢产物［３］，如生物

碱［４］、聚酮［５］、萜类［６］、多肽［７］等，并且这些代谢产

物展现出了广泛的生物活性，如抗氧化［８］、抗菌［９］、
抗炎［１０］、抗病毒［１１］和抗肿瘤等［１２⁃１３］。 这些生物活

性化合物不仅可以帮助深海真菌防御自然生态系统

中的天敌，而且还具有治疗人类疾病的潜力，为海洋

药物研发提供了重要支撑［１４］。
深海曲霉是深海真菌的一个重要组成种群，主

要类型有烟曲霉、土曲霉、黑曲霉、黄曲霉等［１５］。 曲

霉的代谢产物成分包括聚酮类、生物碱类、内酯类和

萜类等多种结构类型，具有抗菌、抗肿瘤［１６］、免疫抑

制和降胆固醇等生物活性［１７］。 研究表明深海曲霉

的次级代谢产物已成为发现新药前体的丰富来

源［１８］。 例如，从深海来源曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇａｔｕｓ

ＳＣＳＩＯ ４１０１２次级代谢产物中分离得到的一种生物

碱类化合物，对鲍曼不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎ⁃
ｎｉｉ ＡＴＣＣ １９６０６）表现出显著活性［１９］；从深海来源曲

霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｙｄｏｗｉｉ Ｃ１⁃Ｓ０１⁃Ａ７ 次级代谢产物中分

离得到的一种呫吨酮类化合物，对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２
表现出细胞毒性［２０］；从深海来源曲霉 ＳＤ⁃３１１ 次级

代谢产物中分离得到的一种新型类固醇化合物显示

出对鳗弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）的抗菌活性［２１］。
本研究选用从太平洋深海沉积物中分离得到的

曲霉属真菌 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｐｕｎｉｃｅｕｓ Ａ２ 为研究对象，经
查阅文献，国内外尚未报道有关该菌次生代谢产物

的研究。 前期通过小规模固体发酵，对提取的粗体

物进行 ＴＬＣ、ＨＰＬＣ分析，发现其代谢产物丰富。 之

后进行大规模固体发酵培养，利用薄层层析、硅胶柱

层析和高效液相色谱等多种色谱技术对该菌株固体

发酵物进行分离纯化，并对所得化合物的生物活性

进行了初步研究，以探索该深海真菌次级代谢产物
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的海洋药用开发价值，为其在医药行业中的应用提

供参考。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 菌株来源及培养基 　 实验所用菌种分离自

太平洋站位（１２°２７′０７″Ｎ，１５６°３１′２０″Ｅ）４ ８４１ ｍ 深

处的沉积物。 ＩＴＳ 基因序列分析结果显示与 Ａｓｐｅｒ⁃
ｇｉｌｌｕｓ ｐｕｎｉｃｅｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＳＲＲＣ ２１５５ 相似度为 ９９．８３％，
鉴定该菌为 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｐｕｎｉｃｅｕｓ Ａ２。 测序结果提交

ＧｅｎＢａｎｋ，登录号为 ＯＭ０６３１５４。 菌种保藏于自然资

源部第三海洋研究所海洋生物资源开发利用工程技

术创新中心，于 ＰＤＡ 斜面，４ ℃冰箱，甘油管，－８０
℃冰箱保存。

种子液培养基：土豆 ５０ ｇ，葡萄糖 ５ ｇ，水２５０ ｍＬ
（５００ ｍＬ三角瓶）。

发酵培养基：大米 １３０ ｇ，海盐 ５．６ ｇ，水 １７０ ｍＬ
（１ Ｌ三角瓶）。
１．１．２　 仪器与试剂 　 所用仪器有核磁共振波谱仪

（Ａｓｃｅｎｄ ６００ ＭＨｚ，Ｂｒｕｋｅｒ公司）；高效液相制备型色

谱仪（Ｗａｔｅｒｓ２４８９ ／ ３１００，沃特世科技有限公司）；高
效液相色谱仪（ＳＰＤ⁃２０Ａ，岛津株式会社）；半制备高

效液相色谱仪 （ ＳＳＩ⁃１５００， ＳＳＩ 公司）；洁净工作台

（ＳＷ⁃ＣＪ⁃１ＦＤ，安泰空气技术有限公司）；高速冷冻离

心机（Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４２７Ｒ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；ＣＯ２细胞

培养箱（ ＩＬ⁃１６１ＣＴ，ＳＴＩＫ 公司）；倒置显微镜 （ＸＤ⁃
２０２，江南光电股份有限公司）；酶标仪（Ｓｕｎｒｉｓｅ，ＴＥ⁃
ＣＡＮ公司）。

所用材料有 ５Ｃ１８⁃ＭＳ⁃ＩＩ 色谱柱 ２５０ ｍｍ × １０
ｍｍ，５ μｍ（Ｃｏｓｍｏｓｉｌ 公司）；Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０ 葡聚糖

凝胶（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）；反相 ＯＤＳ填料（５０ μｍ）（Ｏ⁃
ｓａｋａ ｓｏｄａ公司）；薄层层析硅胶板（烟台江友硅胶开

发有限公司）；柱色谱硅胶（青岛海洋化工集团公

司）；氘代试剂（氘代二甲基亚砜、氘代氯仿等，ＣＩＬ
公司）；石油醚、乙酸乙酯、二氯甲烷、甲醇、丙酮（分
析纯，汕头达濠精细化学品有限公司）；甲醇、乙腈

（色谱纯，安徽大地高纯溶剂有限公司）；肝星状细

胞 ＬＸ２、小鼠单核巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７（上海中科院

细胞库）；高糖 ＤＭＥＭ 培养基（Ｌ１２０ＫＪ，上海源培生

物科技股份有限公司）；胎牛血清（１０２７０⁃１０６，Ｇｉｂｃｏ
公司）；脂多糖（Ｌ４３９１，Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； ＣＣＫ⁃８
（ ＨＹ⁃Ｋ０３０１， ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公 司 ）； 缓 冲 液

（ＰＢ１８０３２７，上海淳麦生物科技有限公司）； Ｇｒｉｅｓｓ
试剂盒（Ｇ７９２１，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ公司）。

１．２　 方法

１．２．１　 发酵培养　 在无菌条件下，将活化后的菌株

转接到装有种子液的培养基中，２８ ℃，１００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇

床培养 ３ ｄ，将适量种子液转接到装有大米 １３０ ｇ，海
盐 ５．６ ｇ，水 １７０ ｍＬ的 １ Ｌ锥形瓶中，制作成大米固

体培养基。 ２５ ℃恒温静置培养 ５０ ｄ，发酵培养基总

共 ２３０瓶。
１．２．２　 提取与分离纯化　 发酵结束后，培养基使用

乙酸乙酯提取 ４次，将全部提取液合并之后旋蒸浓

缩，得到黑红色提取物。 粗浸膏使用正相硅胶柱层

析（１００ ～ ２００ 目，石油醚⁃乙酸乙酯体积比 １ ∶ ０ 至

３ ∶ １）进行梯度洗脱，使用薄层色谱检测（ＴＬＣ）。 合

并相似组分，得到 ２个组分 Ｆｒ．１—２。
Ｆｒ．１ 经反相硅胶柱（甲醇⁃水，体积比 ９ ∶ １１ 至

１ ∶ ０）梯度洗脱得到 ５个组分 Ｆｒ．１．１—Ｆｒ．１．５。 组分

Ｆｒ．１．４使用正相硅胶柱层析（２００ ～ ３００ 目，石油醚⁃
乙酸乙酯 ３ ∶ １）等度洗脱，得到组分 Ｆｒ．１．４．１—４。
组分 Ｆｒ．１．４．２使用正相硅胶柱层析（２００～３００ 目，二
氯甲烷）等度洗脱得到组分 Ｆｒ．１．４．２．１—２。 Ｆｒ．１．４．２．
１经半制备 ＨＰＬＣ（乙腈⁃水体积比 ７ ∶ ３，２ ｍＬ ／ ｍｉｎ）
分离纯化得到化合物 ４（２３．９ ｍｇ）、５（９．７ ｍｇ）、６（２３．
１ ｍｇ）。 组分 Ｆｒ．１．４．３ 使用正相硅胶柱层析（２００ ～
３００目，二氯甲烷）等度洗脱得到组分 Ｆｒ．１．４．３．１—
３。 Ｆｒ．１．４．３．２经半制备 ＨＰＬＣ（乙腈⁃水体积比 １１ ∶
９，２ ｍＬ ／ ｍｉｎ）分离纯化得到化合物 １（９０．５ ｍｇ）、２
（１６．０ ｍｇ）、３（２４．２ ｍｇ）。
１．２．３　 细胞培养　 肝星状细胞 ＬＸ２，小鼠单核巨噬

细胞 ＲＡＷ２６４．７ 使用含 １０％胎牛血清，１％青霉素⁃
链霉素的高糖 ＤＭＥＭ培养基，置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２的
恒温培养箱中培养。
１．２．４　 化合物的细胞毒性检测 　 取对数期的 ＬＸ２
细胞沉淀，调整细胞密度为 ５×１０４ ｉｎｄ ／ ｍＬ，接种至

９６孔板，每孔接种 １００ μＬ细胞悬液，之后于培养箱

中过夜培养。 实验分组为空白组、对照组、实验组。
空白组不含细胞和培养基，对照组含有细胞和培养

基，实验组加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的样品，每组重复 ６ 孔。
孵育 １ ｄ，弃上清，加入比例为 １ ∶ ９ 的 ＣＣＫ８⁃ＤＭＥＭ
培养基 １００ μＬ 继续培养 ２ ｈ，之后使用酶标仪在

４５０ ｎｍ波长处测定其吸光度值。
取对数生长期的 ＲＡＷ２６４．７细胞，调整细胞密度

为 ２×１０５ ｉｎｄ ／ ｍＬ，接种至 ９６ 孔板，每孔接种 １００ μＬ
细胞悬液，之后于培养箱中培养过夜。 实验分组为空

白组、对照组、模型组、实验组。 空白组不含细胞和培

养基，对照组含有细胞和培养基，模型组加入

１ μｇ ／ ｍＬ浓度的 ＬＰＳ，实验组加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的样品
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和 １ μｇ ／ ｍＬ浓度的 ＬＰＳ，每组重复 ６孔。 孵育 １ ｄ，弃
上清，加入比例为 １ ∶ ９ 的 ＣＣＫ８⁃ＤＭＥＭ 培养基 １００
μＬ继续培养 ２ ｈ，之后使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ波长处

测定其吸光度值。 细胞活力（Ｓ）计算公式如下：
Ｓ（％） ＝ ［（ＯＤ模型 ／ ＯＤ实验 － ＯＤ空白） ／

（ＯＤ对照 － ＯＤ空白）］ × １００ （１）
　 　 式（１）中：ＯＤ模型为 ４５０ ｎｍ波长下，模型组吸光

度值；ＯＤ实验 为 ４５０ ｎｍ 波长下，实验组吸光度值；
ＯＤ空白为 ４５０ ｎｍ波长下，空白组吸光度值；ＯＤ对照为

４５０ ｎｍ波长下，对照组吸光度值。
１．２．５　 化合物对 ＮＯ释放的影响　 取对数生长期的

ＲＡＷ２６４．７细胞，调整细胞密度为 ２×１０５ ｉｎｄ ／ ｍＬ，接
种至 ９６孔板，每孔接种 １００ μＬ细胞悬液，之后于培

养箱中培养过夜。 实验分组为对照组、模型组、实验

组。 模型组加入 １ μｇ ／ ｍＬ 浓度的 ＬＰＳ，实验组加入

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的样品和 １ μｇ ／ ｍＬ 浓度的 ＬＰＳ，每组重

复 ６孔。 孵育 １ ｄ，每孔取上清液，按照 Ｇｒｉｅｓｓ 试剂

盒说明书操作加入 Ｇｒｉｅｓｓ 试剂，避光反应 ３０ ｍｉｎ 之

后使用酶标仪在 ５４８ ｎｍ波长处测定其吸光度值。
１．２．６　 统计学分析 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ ８ 软件进

行处理，数据以均值±标准差（ｘ±ｓ） 表示，组间比较采

用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），Ｐ＜ ０．０５为差异显著。

２　 结果与讨论

２．１　 化合物结构鉴定

化合物 １（图 １ 中 １）：黄色粉末，分子式 Ｃ１８Ｈ１２
Ｏ７， ＥＳＩ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ３４１ ［ Ｍ ＋ Ｈ］

＋。 １Ｈ ＮＭＲ （ ６００
ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６） ： δＨ１３．０８ （ｓ， ８⁃ＯＨ）， ７．６６ （ ｔ， Ｊ
＝ ８．３ Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ６．９７ （ｄ， Ｊ ＝ ８．３ Ｈｚ， Ｈ⁃５）， ６．９６
（ｓ， Ｈ⁃４）， ６．８１ （ｄ， Ｊ ＝ ２．８ Ｈｚ， Ｈ⁃４′）， ６．７８ （ｄ， Ｊ
＝ ８． ３ Ｈｚ， Ｈ⁃７）， ６． ５９ （ ｓ， ２′⁃ＯＨ）， ６． ４２ （ ｓ， Ｈ⁃
１′）， ５．６０ （ ｄ， Ｊ ＝ ２． ８ Ｈｚ， Ｈ⁃３′）， ４． ００ （ ｓ， １⁃
ＯＣＨ３）． １３Ｃ ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６ ）： δＣ ６３． ０
（１⁃ＯＣＨ３， ＣＨ３ ）， ８８． ８ （ Ｃ⁃２′， Ｃ）， ９５． １ （ Ｃ⁃４，
ＣＨ）， １０６．４ （Ｃ⁃５， ＣＨ）， １０７．２ （Ｃ⁃３′， ＣＨ）， １０８．２
（Ｃ⁃８ａ， Ｃ）， １０９．７ （Ｃ⁃９ａ， Ｃ）， １１０．５ （Ｃ⁃７， ＣＨ），
１１７．０ （Ｃ⁃１′ ＣＨ）， １２０． ８ （Ｃ⁃２， Ｃ）， １３６． ６ （Ｃ⁃６，
ＣＨ）， １４８．５ （Ｃ⁃４′， ＣＨ）， １５４．８ （Ｃ⁃１０ａ， Ｃ）， １５７．５
（Ｃ⁃１， Ｃ）， １５９．４ （Ｃ⁃４ａ， Ｃ）， １６１．２ （Ｃ⁃８， Ｃ）， １６４．
８ （Ｃ⁃３， Ｃ）， １８０．６ （Ｃ⁃９， Ｃ）。 上述数据与文献报

道［２２］基本一致，故鉴定化合物 １为 Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ｉ。
化合物 ２（图 １ 中 ２）：淡黄色粉末，分子式 Ｃ１８

Ｈ１１ＣｌＯ７，ＥＳＩ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ：３７６ ［Ｍ＋Ｈ］
＋。１Ｈ ＮＭＲ （６００

ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６）： δＨ １３．３８ （ ｓ， １⁃ＯＨ）， ７．９４ （ｄｄ，
Ｊ＝ ９．１， ３．７ Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ７．４１ （ｄｄ， Ｊ ＝ ９．１， ４．０ Ｈｚ，

Ｈ⁃５）， ６．７７ （ｄ， Ｊ ＝ ２．８ Ｈｚ， Ｈ⁃４′）， ６．６４ （ｄ， Ｊ ＝
３．６ Ｈｚ，， Ｈ⁃４）， ６．４０ （ｄ， Ｊ ＝ １０．４ Ｈｚ， Ｈ⁃１′）， ５．６２
（ｄ， Ｊ ＝ ２． ８ Ｈｚ， Ｈ⁃３′）， ３． ８８ （ ｓ， ８⁃ＯＣＨ３ ）． １３Ｃ
ＮＭＲ （ １５０ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６ ）： δＣ ６１． ５ （ ８⁃ＯＣＨ３，
ＣＨ３）， ８８．４ （Ｃ⁃４， ＣＨ）， ８９．６ （Ｃ⁃２′， Ｃ）， １０４．５ （Ｃ⁃
９ａ， Ｃ）， １０６．７ （Ｃ⁃３′， ＣＨ）， １１１．７ （Ｃ⁃２， Ｃ）， １１５．０
（Ｃ⁃５， ＣＨ）， １１５．６ （Ｃ⁃８ａ， Ｃ）， １１７．３ （Ｃ⁃１′， ＣＨ），
１２３．３ （Ｃ⁃７， Ｃ）， １３６．０ （Ｃ⁃６， ＣＨ）， １４８．２ （Ｃ⁃４′，
ＣＨ）， １５４．９ （Ｃ⁃８， Ｃ）， １５５．５ （Ｃ⁃１０ａ， Ｃ）， １５７．０
（Ｃ⁃４ａ， Ｃ）， １５８．１ （Ｃ⁃１， Ｃ）， １６５．７ （Ｃ⁃３， Ｃ）， １８０．
１ （Ｃ⁃９， Ｃ）。 上述数据与文献报道［２３］基本一致，故
鉴定化合物 ２为 Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ｇ。

化合物 ３（图 １ 中 ３）：淡黄色粉末，分子式 Ｃ２０
Ｈ１５ＣｌＯ７，ＥＳＩ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ：４０４ ［Ｍ＋Ｈ］

＋。１Ｈ ＮＭＲ （６００
ＭＨｚ， ＣＤＣｌ３）： δＨ ７．１５ （ｓ， Ｈ⁃５）， ６．７５ （ｄ， Ｊ ＝ ７．０
Ｈｚ， Ｈ⁃１′）， ６．７３ （ ｓ， Ｈ⁃４）， ６．４７ （ ｓ， Ｈ⁃４′）， ５．３４
（ｓ， Ｈ⁃３′）， ４．７４ （ｄ， Ｊ ＝ ７．０， Ｈ⁃２′）， ４．０３ （ ｓ， １⁃
ＯＣＨ３）， ３．９５ （ｓ， ６⁃ ／ ８⁃ＯＣＨ３）．１３Ｃ ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）： δＣ ４８． ３ （ Ｃ⁃２′， ＣＨ）， ５６． ８ （ ６⁃ＯＣＨ３，
ＣＨ３）， ６２． ０ （ １⁃ＯＣＨ３， ＣＨ３ ）， ６２． １ （ ８⁃ＯＣＨ３，
ＣＨ３）， ９４．８ （Ｃ⁃４， ＣＨ）， １０３．３ （Ｃ⁃３′， ＣＨ）， １１１．６
（Ｃ⁃２， Ｃ）， １１２．８ （Ｃ⁃１′， ＣＨ）， １１６．０ （Ｃ⁃５， ＣＨ），
１１８．０ （Ｃ⁃８ａ， Ｃ）， １１８．５ （Ｃ⁃９ａ， Ｃ）， １２３．１ （Ｃ⁃７，
Ｃ）， １４４． ９ （Ｃ⁃６， Ｃ）， １４５． ３ （ Ｃ⁃４′ ／ ４ａ， ＣＨ， Ｃ），
１４８．２ （Ｃ⁃１０ａ， Ｃ）， １５６．９ （Ｃ⁃８， Ｃ）， １５８．５ （Ｃ⁃１，
Ｃ）， １６３．１ （Ｃ⁃３， Ｃ）， １７４．１ （Ｃ⁃９， Ｃ）。 上述数据与

文献报道［２４］基本一致，故鉴定化合物 ３为 ６⁃ｍｅｔｈｏｘ⁃
ｙｌ Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ａ。

化合物 ４（图 １ 中 ４）：淡黄色粉末，分子式 Ｃ１７
Ｈ１０Ｏ７， ＥＳＩ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ３２７ ［ Ｍ ＋ Ｈ］

＋。１ Ｈ ＮＭＲ （ ６００
ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６）： δＨ ７．６７ （ｔ， Ｊ ＝ ８．３ Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ６．
９７ （ｄ， Ｊ ＝ ８．３ Ｈｚ， Ｈ⁃５）， ６．７８ （ｍ， ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ， Ｈ⁃
４′， Ｈ⁃７）， ６． ６４ （ ｓ， Ｈ⁃４）， ６． ４０ （ ｓ， Ｈ⁃１′）， ５． ６２
（ｄ， Ｊ ＝ ２．７ Ｈｚ， Ｈ⁃３′）． １３Ｃ ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， ＤＭ⁃
ＳＯ⁃ｄ６）： δＣ ８８．４ （Ｃ⁃２′， Ｃ）， ９０．２（Ｃ⁃４， ＣＨ）， １０３．２
（Ｃ⁃９ａ， Ｃ），１０６．７ （Ｃ⁃３′， ＣＨ）， １０６．９ （Ｃ⁃８ａ， Ｃ），
１０７．１ （Ｃ⁃５， ＣＨ）， １１０．９（Ｃ⁃７， ＣＨ）， １１１．９ （Ｃ⁃２，
Ｃ）， １１７． ３ （ Ｃ⁃１′ ＣＨ）， １３７． ５ （ Ｃ⁃６， ＣＨ）， １４８． ３
（Ｃ⁃４′， ＣＨ）， １５５．５ （Ｃ⁃１０ａ， Ｃ）， １５７．４ （Ｃ⁃１， Ｃ），
１５７．９ （ Ｃ⁃４ａ， Ｃ）， １６０． ２ （ Ｃ⁃８， Ｃ）， １６６． ３ （ Ｃ⁃３，
Ｃ）， １８４．３ （Ｃ⁃９， Ｃ）。 上述数据与文献报道［２２］基本

一致，故鉴定化合物 ４为 Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ｆ。
化合物 ５（图 １ 中 ５）：白色粉末，分子式 Ｃ２０Ｈ１５

ＣｌＯ７，ＥＳＩ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ４０４ ［ Ｍ ＋ Ｈ］
＋。１ Ｈ ＮＭＲ （ ６００

ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６）： δＨ ７．８４ （ｄ， Ｊ ＝ ９．１， Ｈ⁃６）， ７．４１
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（ｄ， Ｊ ＝ ９．１， Ｈ⁃５）， ６．９３ （ｄ， Ｊ ＝ ６．９ Ｈｚ， Ｈ⁃１′），
６．７６ （ｔ， Ｊ ＝ ２．４ Ｈｚ， Ｈ⁃４′）， ５．４０ （ ｔ， Ｊ ＝ ２．６ Ｈｚ，
Ｈ⁃３′）， ４．８６ （ｄｔ， Ｊ ＝ ６．９， ２．２ Ｈｚ， Ｈ⁃２′）， ３．９２ （ｓ，
４⁃ＯＣＨ３）， ３．８９ （ｓ， １⁃ＯＣＨ３）， ３．８７ （ｓ， ８⁃ＯＣＨ３）． １３

Ｃ ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６）： δＣ ４７．７ （Ｃ⁃２′． ＣＨ），
６０．９（４⁃ＯＣＨ３， ＣＨ３）， ６１．４ （８⁃ＯＣＨ３， ＣＨ３）， ６１．６
（１⁃ＯＣＨ３， ＣＨ３）， １０３．２ （Ｃ⁃３′， ＣＨ）， １１１．５ （Ｃ⁃９ａ，
Ｃ）， １１３．１ （Ｃ⁃１′， ＣＨ）， １１４．７ （Ｃ⁃５， ＣＨ）， １１７．５
（Ｃ⁃８ａ， Ｃ）， １１８．７ （Ｃ⁃２， Ｃ）， １２２．８ （Ｃ⁃７， Ｃ）， １２７．
５ （Ｃ⁃４， Ｃ）， １３４．６ （Ｃ⁃６， ＣＨ）， １４５．６ （Ｃ⁃４′， ＣＨ），
１５０．０ （Ｃ⁃４ａ， Ｃ）， １５０． ６ （Ｃ⁃１， Ｃ）， １５３． ５ （ Ｃ⁃３，
Ｃ）， １５４．６ （Ｃ⁃１０ａ， Ｃ）， １５４．８ （Ｃ⁃８， Ｃ）， １７２．９ （Ｃ⁃
９， Ｃ）。 上述数据与文献报道［２２］基本一致，故鉴定

化合物 ５为 Ｆ０２ＺＡ⁃１５９３Ｂ２。
化合物 ６（图 １ 中 ６）：淡黄色粉末，分子式 Ｃ１９

Ｈ１３ＣｌＯ６，ＥＳＩ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ：３７４ ［Ｍ＋Ｈ］
＋。１Ｈ ＮＭＲ （６００

ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６）： δＨ ７．８１ （ｄ， Ｊ ＝ ９．０ Ｈｚ， Ｈ⁃６），

７．３１ （ｄ， Ｊ ＝ ９．０ Ｈｚ， Ｈ⁃５）， ６．８９ （ｄ， Ｊ ＝ ６．９ Ｈｚ，
Ｈ⁃１′）， ６．８１ （ ｓ， Ｈ⁃４）， ６． ７４ （ ｔ， Ｊ ＝ ２． ４ Ｈｚ， Ｈ⁃
４′）， ５．４０ （ ｔ， Ｊ ＝ ２．５ Ｈｚ， Ｈ⁃３′）， ４．８５ （ ｄｔ， Ｊ ＝
７．０， ２．５ Ｈｚ， Ｈ⁃２′）， ３．９４ （ｓ， １⁃ＯＣＨ３）， ３．８７ （ｓ， ８⁃
ＯＣＨ３）． １３Ｃ ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６ ）： δＣ ４７． ５
（Ｃ⁃２′， ＣＨ）， ６１．４ （１⁃ＯＣＨ３， ＣＨ３）， ６１．４ （８⁃ＯＣＨ３，
ＣＨ３）， ９３．６ （Ｃ⁃４， ＣＨ）， １０３．３ （Ｃ⁃３′， ＣＨ）， １１０．７
（Ｃ⁃９ａ， Ｃ）， １１２．７ （Ｃ⁃１′， ＣＨ）， １１４．４ （Ｃ⁃５， ＣＨ），
１１７．６ （Ｃ⁃２， Ｃ）， １１７． ８ （Ｃ⁃８ａ， Ｃ）， １２２． ７ （ Ｃ⁃７，
Ｃ）， １３４．５ （Ｃ⁃６， ＣＨ）， １４５．４ （Ｃ⁃４′， ＣＨ）， １５４．７
（Ｃ⁃１０ａ， Ｃ）， １５４． ８ （ Ｃ⁃８， Ｃ）， １５６． ２ （ Ｃ⁃１， Ｃ），
１５７．８ （Ｃ⁃４ａ， Ｃ）， １６２． ６ （Ｃ⁃３， Ｃ）， １７２． ８ （ Ｃ⁃９，
Ｃ）。 上述数据与文献报道［２２］基本一致，故鉴定化

合物 ６为 Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ａ。
从 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｐｕｎｉｃｅｕｓ Ａ２菌株固体发酵物中分

离纯化得到的以上 ６种化合物均属于呫吨酮并双呋

喃环类化合物。

图 １　 化合物 １～６的化学结构

Ｆｉｇ．１　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ６ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

２．２　 化合物生物活性

２．２．１　 六种化合物对 ＬＸ２细胞活力的影响　 由图 ２
可知，与对照组相比， 加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度样品的

实验组中化合物 １、２、４ 和 ６ 作用下的 ＬＸ２ 细胞存

活率显著下降（Ｐ＜０．０００ １），化合物 ３和 ５作用的细

胞存活率没有受到抑制，说明化合物 １、２、４ 和 ６ 在

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ浓度下对细胞 ＬＸ２有毒性作用。
２．２．２　 六种化合物对 ＲＡＷ２６４．７ 细胞释放 ＮＯ的影

响　 由图 ３可知，与对照组相比，加入 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ
的模型组中，细胞 ＲＡＷ２６４．７ 由于受到刺激细胞增

殖，细胞活力显著提高（Ｐ＜０．０００ １）， 加入 １ μｇ ／ ｍＬ
ＬＰＳ和 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度样品的实验组与模型组相

比，化合物 ４ 所作用的细胞存活率显著降低（Ｐ ＜
０．０００ １），其他化合物细胞存活率没有受到抑制，说
明化合物 ４ 在 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下对细胞有毒性作

图 ２　 化合物对 ＬＸ２细胞活力的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ６ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ ＬＸ２ ｃｅｌｌｓ

与对照组比较，“∗∗∗∗”表示 Ｐ＜０．０００ １，ｎ＝ ６。

用，而其他化合物在 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下对细胞不显
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示毒性作用，因此在下述实验中，化合物选择使用

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ浓度。 由图 ４ 可知，加入 ＬＰＳ 作用后与

对照组相比，细胞培养上清液 ＮＯ 含量显著增加（Ｐ
＜０．０００ １），说明 ＬＰＳ诱导 ＲＡＷ２６４．７细胞成功建立

炎症模型。 与模型组相比，实验组中化合物 ２、３、４、
５和 ６ 细胞培养上清液 ＮＯ 的释放量明显低于 ＬＰＳ
组（Ｐ＜０．０１），同时化合物 ２、３、５ 和 ６ 在 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
浓度下对细胞没有毒性作用，因此化合物 ２、３、５ 和

６可以有效的减少炎症细胞 ＮＯ的释放。

图 ３　 化合物对 ＲＡＷ２６４．７细胞活力的影响（ｎ＝ ６）
Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ６ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆ ＲＡＷ２６４．７ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝ ６）
与对照组比较，“∗∗∗∗”表示 Ｐ＜０．０００ １；与模型组比较，

“ ＃＃＃＃”表示 Ｐ＜０．０００ １。

图 ４　 化合物对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４．７细胞释放

ＮＯ的影响（ｎ＝ ６）
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ６ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＮＯ ｆｒｏｍ

ＬＰＳ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ＲＡＷ２６４．７ ｃｅｌｌｓ（ｎ＝ ６）
与对照组比较，“∗∗∗∗”Ｐ＜０．０００ １；与模型组比较，

“ ＃＃”Ｐ＜０．０１，“ ＃＃＃”Ｐ＜０．００１，“ ＃＃＃＃”Ｐ＜０．０００ １。

２．３　 讨论

天然呫吨酮类化合物主要存在于高等植物中，
如龙胆科、藤黄科和远志科等，部分呫吨酮类成分及

其衍生物分布在植物内生菌及海洋菌类中，此类化

合物具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤等良好的药理活性。
例如从印度獐牙菜中分离得到两种呫吨酮类化合

物，可以抑制促炎因子白细胞介素 ６ （ ＩＬ⁃６）和肿瘤

坏死因子 α （ＴＮＦ⁃α）的产生，发挥抗炎作用［２５］，从
金丝李中分离得到一种呫吨酮类化合物，对人前列

腺癌细胞（ＰＣ３）表现出细胞毒作用［２６］。 从曲霉中

分离出的呫吨酮类化合物，也具有较好的药理活性，
例如，从南海沉积物中曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ 和

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｙｄｏｗｉｉ ＳＣＳＩＯ ００３０５ 分离得到呫吨酮类

化合物显示出抗氧化活性［２４，２７］，从冲绳海槽沉积物

中曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｐｕｎｉｃｅｕｓ ＳＣＳＩＯ ｚ０２１ 分离出化合

物 １、４ 和 ６，发现其具有一定的蛋白质酶抑制活性

和对 ＶＥＲＯ 细胞毒性［２２］；从曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ．
Ｆ０２Ｚ⁃１５９３分离出化合物 ５，通过小鼠糖尿病模型实

验，发现其显示出较好的降血糖、降血脂和降胆固醇

的作用［２８］。 本研究首次从深海真菌 Ａ． ｐｕｎｉｃｅｕｓ Ａ２
发酵产物中分离得到 ６个呫吨酮并双呋喃环类化合

物，并首次报道了化合物 １～６对肝星状细胞 ＬＸ２ 的

细胞毒性和抗炎活性。 实验结果显示对肝星状细胞

ＬＸ２有细胞毒性的化合物基本都带有羟基官能团，
同时氯元素取代的化合物都表现出了较好的抗炎活

性。 呫吨酮结构中羟基是活性基团之一，且羟基数

目和位置与活性的强弱有关，含有羟基的呫吨酮具

有一定的抗炎效果，但是过多羟基的取代可能会导

致化合物疏水性降低，使化合物无法与酶活性部位

的疏水性结构连接从而降低活性。 同时实验结果显

示氯取代的呫吨酮抗炎活性强于无卤素取代的呫吨

酮。 另外，苯环上连接的羟基中氢原子较易电离，使
细胞环境显示一定的酸性，可能会破坏细胞组分，导
致细胞寿命缩短甚至死亡，从而对细胞产生一定的

细胞毒性。 研究表明从曲霉属真菌中分离得到的天

然呫吨酮类化合物具有显著多样的生物活性，值得

进一步研究。 后续以天然呫吨酮类骨架为基础对其

进行羟基烷基化以及引入卤素等方法修饰改造，有
望获得更有开发利用价值的呫吨酮类衍生物。

３　 结论

本研究通过对深海真菌 Ａ． ｐｕｎｉｃｅｕｓ Ａ２ 次级代

谢产物的研究，从其固体发酵物中分离纯化得到 ６
个呫吨酮并双呋喃环类化合物，分别是 Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ｉ
（ １ ）、 Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ｇ （ ２）、 ６⁃ｍｅｔｈｏｘｙｌ Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ａ
（３）、Ａｕｓｔｏｃｙｓｔｉｎ Ｆ（４）、Ｆ０２ＺＡ⁃１５９３Ｂ２（５）、Ａｕｓｔｏｃｙｓ⁃
ｔｉｎ Ａ（６）。 活性测试结果表明化合物 ２、３、５ 和 ６ 在

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ浓度下可以有效的减少炎症细胞 ＮＯ 的

释放，发挥抗炎活性；化合物 １、 ２、 ４ 和 ６ 在 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ浓度下对细胞 ＬＸ２有毒性作用，表现出潜在

的抗肝纤维化的活性，研究结果为发现新型抗炎或
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抗肝纤维化先导化合物奠定基础。
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