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摘　要：通过对２０１７年第３４次“雪龙号”南极考察采集的南极大磷虾（Ｅｕｐｈａｕｓｉａｓｕｐｅｒｂａ）共复生微生物进行
分离，并对有价值菌株的次级代谢产物进行了研究。采用在３种选择性培养基中添加不同抗生素的稀释平板
涂布法，从南极大磷虾中分离出一株有价值的真菌进行扩大培养，运用 ＴＬＣ、柱色谱（正相硅胶、Ｃ１８硅胶、
ＭＣＩ、ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０凝胶）和半制备型ＨＰＬＣ等色谱方法对其代谢产物进行高效快速地分离纯化，结合现代
波谱学手段（ＥＳＩＨＲＭＳ、１ＨＮＭＲ），鉴定次级代谢产物结构。首先经过形态学、１８ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列分析，鉴定
分离到一株真菌为曲霉Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐ．ＮＪＦ７；从曲霉ＮＪＦ７中分离到１３个代谢产物，分别鉴定为环（脯氨酸酪
氨酸）（１）、环（色氨酸酪氨酸）（２）、环（脯氨酸苯丙氨酸）（３）、环（缬氨酸脯氨酸）（４）、环（缬氨酸色氨酸）
（５）、环（异亮氨酸色氨酸）（６）、环（谷氨酰胺色氨酸）（７）、对羟基肉桂酸甲酯（８）、尿嘧啶（９）、对羟基苯乙
胺（１０）、苯乙胺（１１）、Ｎ甲基酪胺（１２）、大麦芽碱（１３），其中化合物７为新的天然产物。
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　　南极大磷虾（Ｅｕｐｈａｕｓｉａｓｕｐｅｒｂａ）因其区域特
色、资源保有量优势以及广泛应用价值为世界主

要发达国家所青睐，国际上已形成磷虾捕捞技术

支撑、高附加值产品驱动为一体的产业链［１－３］。

我国更将南极大磷虾商业化开发纳入国家海洋

发展战略，积极培育这一海洋生物精深利用新兴

产业。南极大磷虾自身富含多种活性物质，包括

ＤＨＡ／ＥＰＡ等不饱和脂肪酸、磷脂、多种活性低温
酶等［４－８］。而肠道作为磷虾等动物体内重要的消

化吸收器官，其中栖息着数量庞大、结构复杂的

肠道微生物组（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ），与宿主的营
养代谢、遗传、发育及进化、免疫防御等重要生命

过程休戚相关［９－１１］。有学者研究发现南极大磷

虾肠道菌群包含大量未知微生物新种属，随后通

过菌株代谢产物及其生物活性筛选，从南极大磷

虾可培养菌株代谢产物中鉴定化合物４８个，具
有抗海洋病毒、抗海洋病原菌及抗污损等多种生

态学活性 ［１２－１６］。因此，我国亟需继续大力加强

南极大磷虾基础生物学研究，积极拓展其资源综

合利用新途径。本研究小组成员在参与第２９次
极地科学考察时，分离出南极大磷虾共附生微生

物１３３株，其中７％为未知种［１７］，并且全部为细

菌。丁壮等［１８］总结了极地真菌的代谢产物，发现

其代谢产物多样性较好，且具有抗菌、增强抗癌
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药物活性、核苷转移抑制剂等活性。

因此，本文在前人研究的基础上对第 ３４次
“雪龙号”南极考察采集到的南极大磷虾共附生

菌进行真菌菌株分离鉴定，并对其次级代谢产物

进行初步研究，以期为极地真菌以及南极大磷虾

综合利用提供参考。

１　材料与方法
１．１　材料

南极大磷虾由２０１７年第３４次“雪龙号”南
极考察船采用框架拖网采获。

培养基：孟加拉红固体培养基［１９］；ＰＤＡ固体
培养基；ＹＰＤ固体培养基；ＹＰＤ液体培养基。用
于分离真菌菌株时每种培养基添加抗生素：青霉

素、链霉素、氯霉素各 ３０μｇ·ｍＬ－１。
色谱材料：柱层析硅胶（２００３００目）及预制

ＧＦ２５４ＴＬＣ硅胶板：青岛海洋化学公司；ＭＣＩｇｅｌ
（ＣＨＰ２０Ｐ，７５１５０μｍ）；Ｃ１８反相硅胶（１５０２００
目）：Ｍｅｒｃｋ公司；凝胶ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０：Ｐｈａｒｍａｃｉａ
Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｓｗｅｄｅｎ。

试剂：乙腈、甲醇（色谱级，Ｍｅｒｃｋ公司）；其他
试剂，如乙酸乙酯、甲醇、丙酮、正丁醇、石油醚、

三氯甲烷等（ＡＲ，上海国药集团）；标准品尿嘧啶
（５ｇ·瓶 －１）（上海国药集团）。

１．２　实验仪器
微生物恒温培养箱（上海一恒科学有限公

司，ＤＨＰ９１６２Ａ）；大型恒温摇床培养箱（上海天
星实验仪器制造有限公司，ＴＳ２１１Ｃ）；超声波清
洗器（上海汉克科学仪器有限公司，ＳＫ２５０ＬＨ）；
光学显微镜（上海光学仪器一厂，ＸＳＰ４４Ｘ．９）；半
制备 ＨＰＬＣ仪器（Ｓｈｉｍａｄａｚｕ，ＳＰＤＭ２０ＡＰＤＡ）；
半制备 ＨＰＬＣ仪器（Ｗａｔｅｒｓ，２５４５）；液质联用仪
（ＨＲＥＳＩＭＳ，Ａｇｉｌｅｎｔ，１２９０ＨＰＬＣ６２２４ＴＯＦＭＳ，
分辨率≥２００００）；旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪
器厂，ＲＥ３０００Ａ）；反相半制备色谱柱：ＹＭＣＰａｃｋ
ＯＤＳＡＱｃｏｌｕｍｎ（２５０×１０ｍｍ，Ｓ５μｍ，１２ｎｍ，
分离流速２．５ｍＬ·ｍｉｎ－１）；正相半制备色谱柱：
ＹＭＣＰａｃｋＳＩＬ０６ｃｏｌｕｍｎ（２５０×１０ｍｍ，Ｓ５μｍ，
６ｎｍ，分离流速４．０ｍＬ·ｍｉｎ－１）；核磁共振波谱
仪（ＢｒｕｋｅｒＡＭ４００ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ）。
１．３　菌株的分离鉴定

将南极大磷虾样品在超净工作台内用无菌

海水冲洗表面，用研钵研碎，将处理好的样品加

入装有１０ｍＬ无菌海水的５０ｍＬ无菌管中，样品
震荡混匀后梯度稀释１０－１、１０－２、１０－３，不同梯度
分别取 ３００μＬ菌液涂布于孟加拉红、ＰＤＡ和
ＹＰＤ３种固体培养基上，每个梯度样品做３个平
行。涂布好的平板倒置于１５℃培养箱中培养；
培养约３～４周后长出菌落，依据菌落特征进行
分离，挑取菌落接种至相应培养基上划线分离纯

化培养，直至得到纯菌落。分离得一株真菌

ＮＪＦ７，菌株保存于ＹＰＤ或孟加拉红斜面固体培养
基，置于４℃冰箱进行保种；另用３０％的甘油保
种于－８０℃的冰箱进行长期保存。然后转移到
液体培养基送至上海美吉生物医药科技有限公

司进行一代测序。

同时将灭菌的载玻片４５°倾斜插入涂布真菌
菌种的固体培养皿中，２８℃培养箱中培养３～５
ｄ，用光学显微镜观察菌丝形态特征，如菌落形
状、大小、色泽、质地、有没有产生孢子等特点，并

作记录。再参考张新军［２０］和孙晶晶等［２１］的研究

对真菌进行初步的分类、鉴定。

１．４　菌株的次级代谢产物分离纯化
１．４．１　发酵液的获取

ＮＪＦ７菌株接种在２只５０ｍＬ试管中（内有５
ｍＬ的ＹＰＤ液体培养基），摇床恒温２７℃培养活
化５～７ｄ。将活化的ＮＪＦ７菌株接种至２只１０００
ｍＬ三角瓶（内含５００ｍＬＹＰＤ液体培养基）中，置
于２０℃１６０ｒ·ｍｉｎ－１恒温摇床培养箱中，发酵培
养５ｄ后得到种子发酵液。将发酵的种子液按一
定比例接到装有 ＹＰＤ液体培养基的２Ｌ三角瓶
中，在２０℃１６０ｒ·ｍｉｎ－１恒温摇床培养箱中发酵
培养，共得到培养发酵液约３５．５Ｌ。
１．４．２　次级代谢产物的提取分离

ＮＪＦ７菌株发酵液３５．５Ｌ用布氏漏斗及定性
中速（直径１８ｃｍ）的滤纸真空抽滤分为菌丝体和
胞外滤液两部分。菌丝体置于 －８０℃冰箱中冷
冻，４８ｈ后取出放在室温解冻，解冻后依次加入３
Ｌ的丙酮和甲醇，用超声清洗器超声提取，各提取
２次，得到菌丝体部分浸膏。胞外滤液约３５．５Ｌ，
每１．６Ｌ菌液分别用２００ｍＬ的乙酸乙酯和正丁
醇萃取各 ２次，旋转浓缩得乙酸乙酯部分浸膏
１５７．３ｇ，正丁醇部分浸膏１９．０ｇ。乙酸乙酯部分
与菌丝体提取浓缩的浸膏合并，质量为１６３．２ｇ，
用６５０ｍＬ的纯水溶解充分，再用３２５ｍＬ的石油
醚、乙酸乙酯、正丁醇３种试剂各萃取３次。萃取

７６４
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液真空低温旋蒸，除去有机溶剂，得到石油醚部

分浸膏１０．５ｇ；乙酸乙酯部分浸膏０．３２ｇ；正丁醇
部分浸膏与第一次正丁醇部分合并共３１．３ｇ。

乙酸乙酯部分经 ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０凝胶柱分
离，通过ＴＬＣ硅胶板点样分析得到 ＮＪＦ７Ｉ～ＶＩＩ７
部分。ＮＪＦ７Ｉ部分经 Ｗａｔｅｒｓ正向柱制备，流动相
为乙酸乙酯石油醚。ＮＪＦ７ＩＩＩ部分过硅胶分为
ＩＩＩａ和 ＩＩＩｂ，然后再用 ＨＰＬＣ制备，各部分 ＨＰＬＣ
梯度洗脱程序以及化合物见表１。

用ＭＣＩ柱分离正丁醇部分：用１０００ｍＬ水洗
脱ＭＣＩ柱４个柱体积，后用４００ｍＬ甲醇∶水（Ｖ∶
Ｖ＝１０∶９０）淋洗，除去盐、糖、蛋白等杂质；依次用
甲醇∶水（２０∶８０→５０∶５０→８０∶２０→１００∶０）洗脱，
每梯度洗脱液的用量为１０００ｍＬ。洗脱下来的
液体用旋转蒸发仪依次浓缩得到２０％甲醇、５０％
甲醇、８０％甲醇和１００％甲醇４个部分。５０％和
８０％甲醇部分经过硅胶分离后再通过 ＨＰＬＣ制
备，流动相为乙腈水（水含０．１％三氟乙酸），各
部分梯度洗脱程序以及化合物见表２。

２　结果与分析
２．１　菌种鉴定结果

曲霉属菌种 ＮＪＦ７在孟加拉红培养基培养，

其培养特征（Ａ）和在光学显微镜目镜１０倍、物镜
４０倍条件下形态（Ｂ）见图１。

真菌ＮＪＦ７菌落特点：菌落的颜色为黄绿色；
质地丝绒状，形成放射状沟纹；没有渗出液；分生

出来的孢子头形成疏松放射状；顶囊近球形；分

生的孢子形状为球形、近球形。根据姚栗等［２２］的

研究结果，对照实验菌种的培养特征和显微形

态，其与黄曲霉菌颜色形态一致。

菌株序列与生物信息学数据库 ＧｅｎＢａｎｋ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）进行序列的相
似性比较分析，寻找最高相似性在９８％左右的菌
株，选取比对结果中与其相似性较高的模式株，

然后对菌株构建系统发育树（图２）。
　　基因序列同源性比对分析发现，菌株 ＮＪＦ７
与Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ属模式种 Ａ．ｓｙｄｏｗｉｉ（ＫＸ９５８０８４．１）
相似性最高，为 ９９％，与 Ａ．ｓｙｄｏｗｉｉ（ＪＮ８５１０２５．
１）在同一枝节。根据真菌的形态学特点，鉴定
ＮＪＦ７为曲霉Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｙｄｏｗｉｉ。
２．２　次级代谢产物鉴定结果

从菌株 ＮＪＦ７的代谢产物中分离出化合物，
分别经ＨＲＥＳＩＭＳ、１ＨＮＭＲ波谱学方法，鉴定了
其中１３个化合物。结构见图３。

表１　乙酸乙酯各部分梯度洗脱程序表及化合物
Ｔａｂ．１　ＧｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓａｎｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆＥＡ

分离部分

Ｆｒａｃｔｉｏｎ

时间

／ｍｉｎ
Ｔｉｍｅ

流动相比例

Ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅｒａｔｉｏ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

ＮＪＦ７Ｉ

０～５．００ ３０％
１２．００ ５０％
２０．００ ７０％
２６．００ ９５％

１１（１７．２８ｍｉｎ）

分离部分

Ｆｒａｃｔｉｏｎ

时间

／ｍｉｎ
Ｔｉｍｅ

流动相比例

Ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅｒａｔｉｏ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

ＮＪＦ７ＩＩＩａ

０～２．００ ２５％
２１．００ ５０％
２２．００ ７０％
２４．５０ ７０％
２５．００ ２５％

８（１２．５２ｍｉｎ）
５（１４．０３ｍｉｎ）
６（１６．４３ｍｉｎ）

分离部分

Ｆｒａｃｔｉｏｎ

时间

／ｍｉｎ
Ｔｉｍｅ

流动相比例

Ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅｒａｔｉｏ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

ＮＪＦ７ＩＩＩｂ

０～２．００ ２０％
２１．００ ５０％
２４．５０ ８０％
２５．００ ８０％
２７．５０ ２０％

９（１４．７３ｍｉｎ）
１０（１７．４９ｍｉｎ）
１３（１６．１８ｍｉｎ）
２（２３．２７ｍｉｎ）

表２　正丁醇部分梯度洗脱程序表及化合物
Ｔａｂ．２　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓａｎｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆｎｂｕｔｙｌａｌｃｏｈｏｌ

分离部分

Ｆｒａｃｔｉｏｎ

时间

／ｍｉｎ
Ｔｉｍｅ

流动相比例

Ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅｒａｔｉｏ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

５０％甲醇

０～２．００ ２０％
２７．５０ ３０％
２８．５０ ７０％
２９．５０ ７０％
３０．００ ２０％

１（６．２４ｍｉｎ）
１２（１８．６９ｍｉｎ）
４（８．２５ｍｉｎ）

分离部分

Ｆｒａｃｔｉｏｎ

时间

／ｍｉｎ
Ｔｉｍｅ

流动相比例

Ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅｒａｔｉｏ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

８０％甲醇

０．０１ ２８％
１５．００ ３０％
２６．００ ５５％
２７．５０ ５５％
２８．５０ ２８％

３（１０．８０ｍｉｎ）
７（１２．４５ｍｉｎ）

８６４
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图１　菌落图（Ａ）和光学显微镜图（Ｂ）
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｌｏｎｙｍａｐ（Ａ）ａｎｄｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｄｉａｇｒａｍ（Ｂ）

图２　基于菌株ＮＪＦ７及其相应模式菌株的１８ＳｒＤＮＡ构建的系统发育树
Ｆｉｇ．２　Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ１８ＳｒＤＮＡｇｅｎｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎＮＪＦ７

　　化合物１：浅黄色粉末，ＨＲＥＳＩＭＳ谱得出准
分子离子峰 ｍ／ｚ２６１．１１７７（［Ｍ＋Ｈ］＋，计算值
为２６１．１１６１），提示其分子式为 Ｃ１４Ｈ１６Ｎ２Ｏ３。

１Ｈ
ＮＭＲ（ｐｙｒ，６００ＭＨｚ）数据如下：δＨ１．５３（ｍ，
２Ｈ），１．８１（ｍ，１Ｈ），２．１３（ｍ，１Ｈ），３．２９（ｄｄ，
Ｊ＝１４．７，６．３Ｈｚ，１Ｈ），３．３６（ｍ，１Ｈ），３．５８（ｍ，
３Ｈ），４．０９（ｔ，Ｊ＝８．０，８．５Ｈｚ，１Ｈ），４．５２（ｔ，
Ｊ＝５．２，５．５Ｈｚ，１Ｈ），７．０８（ｄ，Ｊ＝８．４Ｈｚ，
２Ｈ），７．３９（ｄ，Ｊ＝８．１Ｈｚ，２Ｈ），８．５８（ｓ，１Ｈ）。
该化合物数据与文献［２３］报道一致，因此化合物
１结构鉴定为环（脯氨酸酪氨酸）。

化合物２：浅黄色粉末，ＨＲＥＳＩＭＳ谱得出准
分子离子峰ｍ／ｚ３５０．１４９９（［Ｍ＋Ｈ］＋，计算值
为３５０．１４６０），提示其分子式为 Ｃ２０Ｈ１９Ｎ３Ｏ３。

１Ｈ

ＮＭＲ（ＣＤ３ＯＤ，６００ＭＨｚ）数据如下：δＨ２．６１（ｄｄ，
Ｊ＝１３．４，６．３Ｈｚ，１Ｈ），２．８３（ｄｄ，Ｊ＝１４．５，５．７
Ｈｚ，１Ｈ），３．０３（ｄｄ，Ｊ＝１４．７，４．１Ｈｚ，１Ｈ），３．５１
（ｄｄ，Ｊ＝１１．４，６．６Ｈｚ，１Ｈ），３．５８（ｍ，１Ｈ），
３．６５（ｍ，３Ｈ），３．９０（ｍ，１Ｈ），４．１８（ｍ，１Ｈ），
６．６０（ｍ，２Ｈ），７．０４（ｓ，１Ｈ），７．０７（ｍ，１Ｈ），
７．１３（ｍ，１Ｈ），７．１７（ｍ，３Ｈ），７．３５（ｄ，Ｊ＝７．９
Ｈｚ，１Ｈ），７．６０（ｄ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，１Ｈ）。该化合物
数据与文献［２４］报道一致，因此化合物２结构鉴
定为环（色氨酸酪氨酸）。

化合物３：黄色油状物，ＨＲＥＳＩＭＳ谱得出准
分子离子峰ｍ／ｚ２４５．１２７９（［Ｍ＋Ｈ］＋，计算值
为２４５．１２１２），提示其分子式为 Ｃ１４Ｈ１６Ｎ２Ｏ２。

１Ｈ
ＮＭＲ（ＣＤ３ＯＤ，６００ＭＨｚ）数据如下：δＨ１．２５（ｍ，

９６４
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图３　从ＮＪＦ７中分离得到的化合物结构式
Ｆｉｇ．３　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｆｏｒｍｕｌａｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＮＪＦ７

１Ｈ），１．８２（ｍ，２Ｈ），２．１１（ｍ，１Ｈ），３．１８（ｍ，
２Ｈ），３．３８（ｍ，１Ｈ），３．５５（ｍ，１Ｈ），４．０８（ｍ，
１Ｈ），４．４６（ｍ，１Ｈ），７．４６（ｍ，５Ｈ）。该化合物
数据与文献［２５］报道一致，因此化合物３结构鉴
定为环（脯氨酸苯丙氨酸）。

化合物４：黄色胶状物，ＨＲＥＳＩＭＳ谱得出准
分子离子峰ｍ／ｚ２１１．１４１９（［Ｍ＋Ｈ］＋，计算值
为２１１．１４０２），提示其分子式为 Ｃ１１Ｈ１８Ｎ２Ｏ２。

１Ｈ
ＮＭＲ（ＣＤ３ＯＤ，４００ＭＨｚ）数据如下：δＨ０．９７（ｍ，
６Ｈ），１．５６（ｍ，１Ｈ），１．６７（ｍ，１Ｈ），１．７７（ｍ，
１Ｈ），１．９２（ｍ，２Ｈ），２．０２（ｍ，１Ｈ），２．３３（ｍ，
２Ｈ），３．４８（ｍ，１Ｈ），３．５６（ｍ，１Ｈ），３．８３（ｄｄ，
Ｊ＝９．７，６．０Ｈｚ，１Ｈ），４．２６（ｍ，１Ｈ）。该化合物
数据与文献［２６］报道一致，因此化合物４结构鉴
定为环（缬氨酸脯氨酸）。

化合物５：黄褐色无定型粉末，ＨＲＥＳＩＭＳ谱
得出准分子离子峰 ｍ／ｚ２８６．１５５２（［Ｍ＋Ｈ］＋，
计算 值 为 ２８６．１５１１），提 示 其 分 子 式 为
Ｃ１６Ｈ１９Ｎ３Ｏ２。

１ＨＮＭＲ（Ｄ２Ｏ，６００ＭＨｚ）数据如下：
δＨ０．１３（ｄ，Ｊ＝７．３Ｈｚ，２Ｈ），０．６９（ｄ，Ｊ＝７．３
Ｈｚ，２Ｈ），１．３３（ｍ，１Ｈ），３．３４（ｄｄ，Ｊ＝１５．１，５．３
Ｈｚ，１Ｈ），３．４３（ｓ，２Ｈ），３．５４（ｄｄ，Ｊ＝１５．０，５．４
Ｈｚ，１Ｈ），３．７７（ｍ，３Ｈ），４．５６（ｔｄ，Ｊ＝４．６，１．７

Ｈｚ，１Ｈ），７．２４（ｍ，１Ｈ），７．２９（ｍ，２Ｈ），７．５５
（ｄ，Ｊ＝９．３Ｈｚ，１Ｈ），７．７４（ｄ，Ｊ＝６．７Ｈｚ，１Ｈ）。
该化合物数据与文献［２７］报道一致，因此化合物
５结构鉴定为环（缬氨酸色氨酸）。

化合物６：浅黄色粉末，ＨＲＥＳＩＭＳ谱得出准
分子离子峰ｍ／ｚ３００．１８４１（［Ｍ＋Ｈ］＋，计算值
为３００．１６６７），提示其分子式为 Ｃ１７Ｈ２１Ｎ３Ｏ２。

１Ｈ
ＮＭＲ（ｐｙｒ，６００ＭＨｚ）数据如下：δＨ０．８３（ｔ，Ｊ＝
７．３，７．５Ｈｚ，３Ｈ），１．１０（ｄ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，３Ｈ），
１．１８（ｍ，１Ｈ），１．５６（ｍ，１Ｈ），２．１５（ｍ，１Ｈ），
３．７２（ｄｄ，Ｊ＝１４．５，８．１Ｈｚ，１Ｈ），３．９５（ｄｄ，Ｊ＝
１４．５，４．６Ｈｚ，１Ｈ），４．１９（ｓ，１Ｈ），４．７７（ｍ，
１Ｈ），７．２８（ｄ，Ｊ＝１．１Ｈｚ，１Ｈ），７．３３（ｍ，１Ｈ），
７．５３（ｓ，１Ｈ），７．６０（ｍ，１Ｈ），８．１１（ｄ，Ｊ＝８．１
Ｈｚ，１Ｈ），９．１０（ｄ，Ｊ＝２６．０Ｈｚ，２Ｈ），１１．９８（ｓ，
１Ｈ）。该化合物数据与文献［２７－２８］报道一致，
因此化合物 ６结构鉴定为环（异亮氨酸色氨
酸）。

化合物 ７：浅黄色粉末，ＨＲＥＳＩＭＳ谱得出
准分子离子峰 ｍ／ｚ３１５．１６９３（［Ｍ＋Ｈ］＋，计算
值 为 ３１５．１４１ ２），提 示 其 分 子 式 为

Ｃ１６Ｈ１８Ｎ４Ｏ３。
１ＨＮＭＲ（ＣＤ３ＯＤ，６００ＭＨｚ）数据如

下：δＨ０．９８（ｍ，１Ｈ），１．５０（ｍ，１Ｈ），１．７０（ｍ，

０７４
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１Ｈ），１．９９（ｍ，１Ｈ），３．２９（ｍ，１Ｈ），３．４８（ｍ，
１Ｈ），４．０２（ｍ，１Ｈ），４．４３（ｍ，１Ｈ），７．０３（ｍ，
１Ｈ），７．１１（ｍ，２Ｈ），７．３５（ｄｔ，Ｊ＝８．２，０．８Ｈｚ，
１Ｈ），７．５９（ｄｔ，Ｊ＝８．０，０．９Ｈｚ，１Ｈ）。该化合物
数据比文献［２９］报道的环（天门冬酰胺色氨酸）
的数据多一个亚甲基信号，因此化合物７结构鉴
定为环（谷氨酰胺色氨酸）。

化合物 ８：白色粉末，１ＨＮＭＲ（Ｄ２Ｏ，６００
ＭＨｚ）数据如下：δＨ３．４３（ｓ，２Ｈ），６．４８（ｄ，Ｊ＝
１７．２Ｈｚ，１Ｈ），７．０２（ｍ，２Ｈ），７．６４（ｍ，３Ｈ）．
该化合物数据与文献［３０］报道一致，因此化合物
８结构鉴定为对羟基肉桂酸甲酯。

化合物９：浅黄色针状结晶，与标准品作对照
鉴定化合物为尿嘧啶。

化合物１０：黄色无定形粉末，ＨＲＥＳＩＭＳ谱
得出准分子离子峰 ｍ／ｚ１３８．０８９９（［Ｍ＋Ｈ］＋，
计算 值 为 １３８．０８７４），提 示 其 分 子 式 为
Ｃ８Ｈ１１ＮＯ。

１ＨＮＭＲ（ＣＤ３ＯＤ，６００ＭＨｚ）数据如
下：δＨ２．５３（ｔ，Ｊ＝７．７，７．６Ｈｚ，１Ｈ），２．８０（ｔ，Ｊ
＝７．６，７．７Ｈｚ，１Ｈ），６．６９（ｍ，１Ｈ），７．０２（ｍ，
１Ｈ）。该化合物数据与文献［３１］报道一致，因此
化合物１０结构鉴定为对羟基苯乙胺。

化合物１１：黄色油状物，ＨＲＥＳＩＭＳ谱得出
准分子离子峰ｍ／ｚ１２２．０９６６，（［Ｍ＋Ｈ］＋，计算
值为１２２．０９６４），提示其分子式为 Ｃ８Ｈ１１Ｎ。

１Ｈ
ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，６００ＭＨｚ）数据如下：δＨ２．７１（ｍ，
１Ｈ），２．９８（ｔ，Ｊ＝７．７，８．０Ｈｚ，１Ｈ），７．２３（ｍ，
１Ｈ），７．３１（ｍ，１Ｈ）。该化合物数据与文献［３２］
报道一致，因此化合物１１结构鉴定为苯乙胺。

化合物１２：白色粉末，１ＨＮＭＲ（ＣＤ３ＯＤ，４００
ＭＨｚ）数据如下：δＨ２．５６（ｔ，Ｊ＝７．７，７．５Ｈｚ，
１Ｈ），２．８０（ｔ，Ｊ＝７．７，７．７Ｈｚ，１Ｈ），３．６２（ｓ，
１Ｈ），６．６７（ｄ，Ｊ＝８．１Ｈｚ，１Ｈ），７．００（ｄ，Ｊ＝
８．６Ｈｚ，１Ｈ）。该化合物数据与文献［３３］报道一
致，因此化合物１２结构鉴定为Ｎ甲基酪胺。

化合物 １３：无色针状晶体，１ＨＮＭＲ（ｐｙｒ，
６００ＭＨｚ）数据如下：δＨ２．８２（ｔ，Ｊ＝７．９，７．５Ｈｚ，
１Ｈ），３．０８（ｔ，Ｊ＝７．７，７．７Ｈｚ，１Ｈ），３．５７（ｓ，
３Ｈ），７．１０（ｄ，Ｊ＝９．４Ｈｚ，１Ｈ），７．２６（ｄ，Ｊ＝
５．７Ｈｚ，１Ｈ）。该化合物数据与文献［３４］报道一
致，因此化合物１３结构鉴定为大麦芽碱。

３　讨论
曲霉ＮＪＦ７是本课题组在南极大磷虾肠道微

生物中分离到的第一株真菌，从其发酵液提取物

中鉴定了１３个代谢产物结构，化合物结构类型
包含二酮哌嗪（１～７）、芳香酸（８）、生物碱类（９～
１３）。化合物 ７环（谷氨酰胺色氨酸）（天然成
分）首次从曲霉属真菌中分离。环肽作为天然产

物的一类，通常单独存在或嵌入在更大、更复杂

的结构中，在真菌、细菌、海洋海绵和植物中的次

级代谢产物中都有获得［３５］。环肽类化合物由于

具有抗肿瘤、抗菌、抗真菌等生物活性而备受研

究者关注［２９］。例如化合物２对 Ｌ９２９、Ｋ５６２和
ＨｅＬａ细胞系具有较弱的抗增殖和细胞毒作
用［２３］。目前已发现的上百个环肽类化合物绝大

部分来自于海洋生物，其中海洋微生物所产生的

一些特殊环肽显示出很好的抗肿瘤活性。本研

究获得的芳香酸和生物碱类化合物也表现出良

好的活性，例如化合物１２可以刺激胃泌素的释
放，在低剂量（２５μｇ·ｋｇ－１）时就可获得最大的
释放活性［３３］。后期对化合物７的活性将继续探
讨。

但是，通过对ＮＪＦ７次级代谢产物的研究，发
现目前鉴定的次级代谢产物种类少、结构单一、

新颖性不足，结构比较复杂的化合物未能被获

得，因此未进一步开展化合物的活性筛选。这可

能由于本实验只使用了 ＹＰＤ一种发酵培养基且
培养条件比较简单的缘故。后期将从培养基种

类以及培养条件进行优化，以期得到较为新颖、

具有较好生物活性的化合物乃至具有新药开发

前景的天然产物。ＲＵＩ等［２７］在海绵中结合宏基

因组学的方法分离到１１个环肽成分，在以后的
研究中可以考虑首先通过宏基因组学对样品中

具有生物活性的小分子进行预估，以节省分离时

间，提高分离效率。
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