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山茶花内生真菌次生代谢产物化学成分及降糖活性分析
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(桂林医学院 a.药学院,b.智能医学与生物技术学院,桂林　 541199)

摘要　 目的 探索山茶花内生真菌 Paraconiothyrium brasiliense 次生代谢产物化学成分及降糖作用。

方法 使用硅胶柱色谱、薄层色谱(TLC)及高效液相色谱(HPLC)等分离纯化真菌发酵后的乙酸乙酯

部位提取物,根据波谱方法与文献数据对比进行结构表征。 采用 pNPG法对分离得到的化合物进行

降糖活性筛选,并用分子对接的手段进一步研究化合物对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用。 结果 从真菌

发酵后的乙酸乙酯部位提取物中分离得到 11个已知化合物,并检测了降糖活性。 化合物 6 对 α-葡

萄糖苷酶有抑制活性,IC50为(15.48±11.82)。 分子对接表明,化合物 6 结合能为-6.5 kJ / mol。 结论

化合物 1~5、7~11为首次从真菌 Paraconiothyrium brasiliense 中分离得到,其中化合物 6 对 α-葡萄糖

苷酶有较强的抑制作用。
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Chemical constituents and hypoglycemic activities analysis of secondary
metabolites of the endophytic fungus from camellia sp.
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Abstract 　 Objective To study the chemical composition of the endophytic fungus Paraconiothyrium

brasiliense from camellia sp. and their hypoglycemic effects. Methods The ethyl acetate extracts were

separated and purified by silica gel column chromatography, thin layer chromatography (TLC), and high

performance liquid chromatography (HPLC). The structures of the obtained compounds were characterized

according to spectroscopic methods or by comparison with relevant literature data. The hypoglycemic

activity of the isolated compounds was screened by pNPG method, and the inhibitory mechanism of α-
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glucosidase was further studied by molecular docking method. Results Eleven known compounds were

isolated from the ethyl acetate extract after fungal fermentation. The glucose-lowering activity assay

indicated that compound 6 had an inhibitory activity on α-glucosidase with IC50 value of (15.48±11.82).

Molecular docking assay showed that the binding energy of compound 6 was - 6. 5 kJ / mol. Conclusion

Compounds 1 ~ 5, 7 ~ 11 are isolated for the first time from the fungus Paraconiothyrium brasiliense.

Compound 6 shows a moderate inhibitory effect on α-glucosidase.

Keywords: Paraconiothyrium Brasiliense; fungus; secondary metabolites; hypoglycemic activity

　 　 在研究与开发新药方面,天然产物有非常重要

的作用,许多应用于临床的药物大多数都来自于自

然界中的天然代谢产物或基于原先结构发展的衍生

物[1]。 传统的从植物中提取分离获得活性化合物的

方法耗时长、成本高,发现新颖化合物的速度在不断

下降[2]。 因此,从植物内生真菌中发掘并筛选具有

药理活性或结构新颖的先导化合物成为一个新的研

究热点。 目前,从植物内生真菌中分离和鉴定出一

系列具有抗菌、细胞毒性、抗病毒、抗炎、降糖作用等

潜在药用活性的天然产物,其活性成分不仅骨架复

杂,而且种类多样,是新型前药分子和模式药物的重

要来源[3-5]。 CAI 等[6] 从植物秦艽内生真菌中

Subplenodomus sp. CPCC 401465中分离得到 10 个新

的氧杂蒽酮二聚体,并对革兰氏阳性菌有显著的抑

制活性。 GONG等[7]在孩儿参内生真菌 Talaromyces

primulinus WZ-883 中发现 6 个 Azaphilones 类化合

物,并首次阐述了化合物 PP-R对结肠癌细胞的抑制

活性和机制。 LI 等[8]在忍冬的内生真菌 Aspergillus

sp.中发现 6个新的细胞松弛素,能抑制 LPS 诱导的

RAW 264.7 巨噬细胞中 NO 的产生,而表现出抗炎

活性。 王晓洋等[9]在杜仲内生真菌 Penicillium sp.

GZWMJZ-042中分离到 9个生物碱类化合物,大多对

α-葡萄糖苷酶具有抑制活性。 WANG 等[10]从植物

内生真菌 Paraconiothyrium brasiliense HDN15-135 分

离到 5 个倍半萜萜类衍生物 brasilterpenes A ~ E,其

中 brasilterpenes C 的降糖活性与抗糖尿病阳性与对

照药罗格列酮相当。 因此,内生真菌及其次生代谢

产物具有重要的研究价值和应用前景。

山茶花,属于山茶科山茶属植物,具有清热、消

痛、止血和凉血等作用,还可以用于治疗烫伤[11],其提

取物具有抑制血糖升高、保护胃黏膜及止血作用[12]。

目前,国内外对山茶花的研究主要集中于植物的化学

成分,对其内生真菌的研究报道较少。 鉴于此,本研

究 旨 在 分 析 山 茶 花 内 生 真 菌 Paraconiothyrium

brasiliense 次生代谢产物化学成分及降糖活性。

1　 材料与方法

1.1　 仪器与材料

超净工作台 SW-CJ-1FD(购自苏州安泰空气技

术有限公司),恒温振荡培养箱 ZWY-2112D(购自上

海智诚分析仪器有限公司),纯水仪 Arium 61215(购

自德国赛多利斯公司),高压灭菌锅(购自北京金海

鑫压力容器制造有限公司),LC-MS8030 液相色谱-

四级杆质谱联用仪(购自日本岛津公司),超导核磁

共振 Bruker AM-400 MHz、超导核磁共振仪 AVANCE

III-600 MHz(购自瑞士 Bruker 公司),半制备型、分

析型高效液相色谱仪 Aglilent 1260、反相色谱柱

ZORBAX SB-C18(购自美国 Agilent公司);旋转蒸发

仪 RE-52A(购自上海亚荣生化仪器厂),电子天平

BS400S(购自德国赛多利斯公司); D-(+) -葡萄糖

(购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司);薄层析

硅胶、柱层析硅胶(购自青岛海洋化工厂);反相硅胶

RP-18(购自美国 Merk 公司);色谱纯甲醇(购自美

国 Fisher公司);分析纯甲醇、石油醚、乙酸乙酯、无

水乙醇(购自西陇化工股份有限公司);α-葡萄糖苷

酶(购自美国 sigma 公司);4-硝基苯基-α-D-吡喃葡

萄糖苷(PNPG) [购自梯希爱(上海)化成工业发展

有限公司],阿卡波糖、Agar Powder(购自北京索莱宝

科技有限公司)。

真菌 Paraconiothyrium brasiliense 分离自植物山

茶花,该株真菌鉴定结果 GenBank 号为 FJ375137.1,

该株真菌保存在桂林医学院药学院。
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1.2　 真菌发酵

将从山茶花茎中分离得到的真菌 Paraconiothyrium
brasiliense 首先转接至马铃薯葡萄糖琼脂培养基

(PDA培养基)上,放置菌种至 28 ℃,恒温培养箱中

培养 3 d。 真菌活化以后接种到含有 200 mL培养液

(土豆 200 g,葡萄糖 20 g,纯化水1 L)的 500 mL 三

角锥形瓶中,在 28℃下,转速为 150 r / min 的摇床中

培养 3 d作为种子液。 然后在超净工作台中将培养

好的种子液分别接种到 40 瓶灭菌后的大米培养基

(大米 100 g,纯化水 100 mL)中静置培养 30 d。

1.3　 提取分离

发酵完成后先用乙酸乙酯将真菌浸泡、灭活,将
大米培养基捣碎、浸泡 3 d,用乙酸乙酯反复提取 3次,
最后真空浓缩后得到乙酸乙酯部位的总浸膏 107 g。

首先将得到的乙酸乙酯总浸膏溶解后,加入硅

胶(100 ~ 200 目)拌样,使用硅胶柱层析进行初步分

离。 以石油醚-乙酸乙酯(9 ∶ 1,8 ∶ 2,2 ∶ 1,1 ∶ 1,
0 ∶ 1)梯度洗脱,结合 TLC 检测,将相同组分合并,
获得 5个组分 Fr.1~ Fr.5。 取组分 Fr.1 用石油醚-乙
酸乙酯(9 ∶ 1,8 ∶ 2,2 ∶ 1,1 ∶ 1,0 ∶ 1)梯度洗脱,得
到 5个子组分 Fr.1.1~ Fr.1.5。 组分 Fr.1.1 使用反相

C18柱进行分离,10% ~ 100%甲醇作为洗脱剂,经
TLC检测合并相同组分,得到 7 个组分 Fr. 1. 1. 1 ~
Fr.1.1.7。组分 Fr.1.1.3 通过 HPLC 进行分离纯化,以
MeOH-H2O (63 ∶ 37)洗脱,得到化合物 9(8.6 mg)。
组分 Fr.1.1.6 经过 HPLC 进行分离纯化,以 MeOH-
H2O (90 ∶ 10)洗脱,得到化合物10(13.6 mg)、化合物

11(103.6 mg)。 组分 Fr.1.1.7通过HPLC分离纯化,以
MeOH-H2O (94 ∶ 6)洗脱,得到化合物 5(6.3 mg)。 组

分 Fr.2 通过反相 C18柱进行梯度分离,以 10% ~
100%甲醇作为洗脱剂,经过 HPLC 检测合并相同组

分,获得 7个组分 Fr.2.1~ Fr.2.7,取组分 Fr.2.6 通过

HPLC进行分离纯化,以 MeOH-H2O(92 ∶ 8)洗脱,
得到化合物 1 (14.6 mg)、化合物 2(45.6 mg)、化合

物 3 (20.3 mg)和化合物 4(19.7 mg)。 组分 Fr.3 通

过 TLC检测,将相同组分合并,得到 4个子组分 Fr.3.1~
Fr.3.4。取组分 Fr.3.3 经 HPLC 分离纯化,以 MeOH-
H2O (33 ∶ 67)洗脱,得到化合物 7(7.7 mg)和化合

物 8(11.3 mg)。 组分 Fr.3.4 经 HPLC 进行分离纯

化,以 MeOH-H2 O (28 ∶ 72)洗脱,得到化合物 6
(10.2 mg) 。 化合物 1~11结构如图 1所示。
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图 1　 化合物 1~11的结构
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2　 结果

2.1　 真菌鉴定结果

DNA碱基序列测试结果如下:

GATGCTACTGCGGAGGATCATTATCTATTCCATG

AGGTGCGGTCGCGGCCCTCGGCGGGAGCAACAGCTG

CCGTCGGGCGGTAGAGGTAACACTTTCACGCGCCGC

ATGTCTGAATCCTTTTTTTACGAGCACCTTTCGTTCTC

CTTCGGCGGGGCAACCTGCCGTTGGAACCTATCAAA

ACCTTTTTTTTGCATCTAGCATTACCTGTTCTGATACA

AACAATCGTTACAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGC

TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA

GTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC

TTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGG

CATGCCTGTTCGAGCGTCATCTACACCCTCAAGCTCT

GCTTGGTGTTGGGCGTCTGTCCCGCCTCTGCGCGCGG

ACTCGCCCCAAATTCATTGGCAGCGGTCCTTGCCTCC

TCTCGCGCAGCACATTGCGCTTCTCGAGGGGCGCGG

CCCGCGTCCACGAAGCAACATTACCGTCTTTGACCTC

GGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGATAAA

AAAGGGGGGGGGGGGAGAAAATGGTTAAA

2.2　 结构鉴定

化合物 1:白色固体。 ESI-MS(m / z):489 [M+

Na] +。1H-NMR (600 MHz, CDCl3 ) δH 5. 73 ( 1H, s,

H-4),5.10(1H,q,J = 6. 8 Hz,H-28),2. 35(1H,m,

H-25),1.59(3H,d,J = 7.0 Hz,H-29),1.18(3H,s,

H-19),0.98(3H,s,H-27),0.97(6H,d,J = 7.0 Hz,

H-26),0.94(3H,d,J = 6.5 Hz,H-27),0.71(3H,s,

H-18)。13C-NMR(150 MHz,CDCl3) δC 199.8(C-3),

171.8 (C-5),145. 8 (C-24),123. 7 (C-4),116. 5 ( C-

28),55. 9(C-14),55. 8(C-17),53.8(C-9),42.4(C-

13),39.6(C-12),38.6(C-10),36.1(C-20),35.8(C-8),

35.4(C-22),34.0(C-2),33.0(C-6),32.0(C-7),28.2

(C-16),24.2(C-15),21.0(C-11),18.7(C-21),17.4

(C-19),12.7(C-29),12.1(C-18)。 通过以上的数据

和文献[13]对比,化合物数据基本一致,故化合物鉴

定为 24-ethylcholesta-4,24(28)Z-lien-3-one。

化合物 2:白色固体。 ESI-MS(m / z):433 [M+

Na] +。1H-NMR(400 MHz,CDCl3) δH 5.75~5.67(1H,

m,H-3),5.15(1H,dd,J= 15.2,8.6 Hz,H-19),5.07 ~

4.97(1H,m,H-20),2.44(2H,dd,J = 16.9,5.0 Hz,H-

1),2.37(3H,dd,J = 14.1,4.3 Hz,H-6,10),2.03(6H,

dt,J=13.2,4.6,2.8 Hz,H-7,8,13),1.71~1.68 (1H,m,

H-17),1.60(1H,dd,J = 3. 9,1. 5 Hz,H-18),1. 56 ~

1.52(1H,m,H-21),1. 51(1H,dd, J = 4. 6,1. 9 Hz,

H-22),1.25(3H,t,H-28),1.18(7H,d,H-14,15,16,

20),1. 01 (2H,d,J = 3. 4 Hz,H-9,11),0. 87 ~ 0. 82

(6H,t, H-26,27),0. 79(3H,q,J = 1. 6 Hz,H-25),

0.75~ 0. 67 (6H,m,H-29,24)。13 C-NMR(100 MHz,

CDCl3) δC 199.7(C-2),171.8(C-4),138.1(C-19),

129.4(C-20),123.7(C-3),56.1(C-11),55.9(C-17),

53.8(C-10),51.2(C-21),42.4(C-12),40.5(C-18),

39.5(C-13),36.2(C-9),35.7(C-6),34.0(C-1),33.0

(C-7),32.0(C-8),31.9(C-16),28.9(C-15),25.4(C-

23),21.2(C-14),21.0(C-26,27),20.2(C-28),12.3

(C-29,25)。 通过以上的数据和文献[14]对比,化合

物数据基本一致,故化合物鉴定为 stigmasterol-3-O-

glucopyranoside。

化合物 3:白色固体。 ESI-MS (m / z):411 [M-

H] -。1 H-NMR ( 400 MHz, CDCl3 ) δH 5. 72 ( 1H, s,

H-4),2.43~2.28(1H,m,H-2),2.02(1H,dd J= 13.2,

3.2 Hz, H-2), 1. 28 ( 2H, m, H-28), 1. 18 ( 3H, s,

H-19) ,0.92(3H,d,J = 6.6 Hz,H-21),0.85(3H,d,

J= 7.4 Hz,H-29),0.82(6H,d,J= 6.8 Hz,H-26, 27),

0. 71 ( 3H, s, H-18 )。13 C-NMR ( 100 MHz, CDCl3 )

δC 199.7(C-3),171. 8 (C-5),123. 7 ( C-4),56. 0 ( C-

14),55.9(C-17),53.8(C-9),45.8(C-24),42.4(C-

13),39.6(C-10),38.6(C-12),36.1(C-7),35.7(C-

20),34.0(C-1),33.0 (C-22),29.1(C-25),28.2(C-

16),26.0(C-23),24.2(C-15),23.1(C-28),21.0(C-

11),19.8(C-26),19.0(C-27),18.7(C-21),17.4(C-

19),12.0(C-18)。 通过以上的数据和文献[15]对比,

化合物数据基本一致,故化合物鉴定为 stigmast-4-

ene-3-one。

化合物 4:白色固体。 ESI-MS(m / z): 453[M+

H] +。1H-NMR(600 MHz,Pyridine-d5) δH 5.66(1H,s,

H-4),5.05(1H,q,J= 6.8 Hz,H-28),1.44(3H,d, J =

6.9 Hz,Me-29),0.84(3H,s,Me-19),0.83(3H,d,J =

1.8 Hz,Me-27),0.81(3H,s,Me-26),0.79(3H,d,J =

·75·
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6.5 Hz, Me-21),0.46(3H,s,Me-18)。13C-NMR(150

MHz,Pyridine-d5) δc 198.4(C-3),170.7(C-5),145.8

(C-24),124.0(C-4),117.1(C-28),56.1(C-14),55.9

(C-17),53.8(C-9),42.5(C-13),39.8(C-12),38.6

(C-10),36.3(C-20),36.3(C-1),35.8(C-8),35.5(C-

22),34.4(C-2),32.8(C-6),32.2(C-7),28.9(C-25),

28.4(C-23),28.3(C-16),24.3(C-15),21.1(C-11),

21.1(C-26),21.1(C-27),18.9(C-21),17.1(C-19),

12.9 ( C-29),12. 0 ( C-18)。 通过以上的数据和文

献[16]结果对比,波谱数据基本一致,故化合物鉴定

为 stigmasta-4,24(28)-diene-3-one。

化合物 5:白色固体。 ESI-MS(m / z): 395 [M-

H] -。1H-NMR(400 MHz,CDCl3) δH 7.53(2H,d,J =

8.6 Hz,H-6,6′),7. 36 (2H, t,J = 2. 2 Hz,H-3,3′),

7.13(2H,dd,J = 8.6,2.2 Hz,H-5,5′),1.33(18H,s,

H-8,9,10,8′,9′,10′),1. 28 ( 18H, s,H-12,13,14,

12′,13′,14)。13 C-NMR(100 MHz,CDCl3 ) δC 147. 7

(C-1),147. 6 ( C-1′),147. 1 ( C-4,4′),138. 5 ( C-2,

2′),124.5(C-3,3′),124.0(C-5,5′),119.1(C-6,6′),

34.9(C-7,7′),34.5(C-11,11′),31.4(C-12,13,14,

12′,13′,14′),30.2(C-8,9,10,8′,9′,10′)。 通过以

上的数据和文献[17]对比,化合物数据基本一致,故化

合物鉴定为 1,1′-Oxybis(2,4-di-tert-butylbenzene)。

化合物 6:红棕色固体。 ESI-MS(m/ z): 201 [M+

Na] +。1H-NMR(600 MHz,Pyridine-d5) δH 7.55(1H,

m,H-6),7.19(2H,d,J = 9.9 Hz,H-5),7.00(1H,d,

J= 8.3 Hz,H-7),2.77-2.24(2H,m,H-2),2.28 ~ 2.10

(1H,m, H-3), 1. 28 ( 1H,m,H-9)。13 C-NMR ( 150

MHz,Pyridine-d5) δC 205.2(C-1),162.8(C-8),136.9

(C-6),135.2(C-4a),117.7(C-5),116.5(C-7),115.2

(C-8a),67.0(C-4),35.7(C-2),32.3(C-3)。 通过以

上的数据和文献[18]对比,化合物数据基本一致,故

化 合 物 鉴 定 为 3, 4-dihydro-4, 8-dihydroxy-2H-

naphthalen-1-one。

化合物 7:淡黄色油状物。 ESI-MS(m / z): 191

[M-H] -1。 H-NMR(600 MHz,Pyridine-d5 ) δH 6. 45

(1H,s,H-4),6.30(1H,d,J= 2.1 Hz,H-5),6.27(1H,

J= 2.1 Hz,H-7)。13C-NMR(150 MHz,Pyridine-d5) δc

166.4(C-6),165.9(C-1),163.1(C-8),154.5(C-3),

140.1(C-4a),104.6(C-5),102.9(C-7),101.8(C-4),

98.2 ( C-8a),19. 3 (3-Me)。 通过以上的数据和文

献[19]对比,化合物的数据基本一致,故化合物鉴定

为 saccharonol A。

化合物 8:黄棕色固体。 ESI-MS(m / z): 333 [M-

H] -。1H-NMR(600 MHz,DMSO-d6) δH 7.66(1H,d,

J= 8.3 Hz,H-7′),7.63(1H,d,J = 8.3 Hz,H-2′),7.57

(1H,t,J = 8.3 Hz,H-6′),7.50(1H,t,J = 8.3 Hz,H-

3′),7.26(1H,t,J = 7. 9 Hz,H-6),7. 17 (1H,d,J =

7.9 Hz,H-7),7.15(1H,d,J = 7.9 Hz,H-5),6.97(1H,d,

J=8.0 Hz,H-4′),6.93(1H,d,J = 8.0 Hz,H-5′),5.43

(1H,d,J = 2.3 Hz,H-1),3.73(1H,d,J = 4.5 Hz,H-

3),3.66(1H,dd,J= 4.5,2.3 Hz,H-2)。13C-NMR(150

MHz,DMSO-d6) δc 156.8(C-8),147.6(C-8′),147.4

(C-1′),134.2 ( C-10′),132. 7 ( C-10),129. 5 ( C-6),

128.4 (C-6′),128. 3 (C-3′),121. 4 ( C-9),121. 2 ( C-

5),120.3(C-7),118.2(C-7′),118.03(C-2′),112.8

(C-9′),109.9(C-5′),109.4(C-4′),97.8(C-4),54.1

(C-1),51.4(C-2),49.1(C-3)。 通过以上的数据和

文献[20]对比,化合物数据基本一致,故化合物鉴定

为 sch 53823。

化合物 9:黄色油状物。 ESI-MS(m/ z): 301 [M+

Na] +。1H-NMR(600 MHz,CDCl3) δH 7.72~7.71(2H,

m,H-2,5),7.56 ~ 7.54(2H,m,H-3,4),4.30(4H,t,

J= 6.7 Hz,H-8,8′),1.73(4H,m,H-9,9′),1.44(4H,

m,H-10,10′),0.97(6H,t,J= 7.2 Hz,H-11,11′)。13C-

NMR(150 MHz,CDCl3) δc 167.7(C=O),132.2(C-1,

6),130. 9 ( C-2,5),128. 8 ( C-3,4),65. 5 ( C-8,8′),

30.5(C-9,9′),19.1(C-10,10′),13.7(C-11,11′)。 通

过以上的数据和文献[21]对比,化合物数据基本一

致,故化合物鉴定为邻苯二甲酸二丁酯。

化合物 10:无色油状物。 ESI-MS (m / z): 217

[M+Na] +。1H-NMR(600 MHz,Pyridine-d5) δH 5.50

(4H,m,H-9,10,12,13),3.65(3H,s,-OCH3),2.93

(2H,t,J = 6.0 Hz,H-11),2.34(2H,t,J = 7.5 Hz,H-

2),2.05(4H,m,H-8,14,1.64(2H,m,H-3),1.40 ~

1.27(14H,m,H-4 ~ H-7,H-15 ~ H-17),0.88(3H,t,

J= 6.8 Hz,H-18)。13 C-NMR(150 MHz,Pyridine-d5)

δC 174.4(C-1),130.9(C-9),130.9(C-10),128.9(C-
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12),128.9(C-13),51.7(C-OCH3),34.6(C-2),32.2

(C-8),30.3(C-14),29.9 ~ 23.3(C-3 ~ C-7,C-15 ~ C-

17),14.7(C-18)。 通过以上的数据和文献[22]对比,

化合物数据基本一致,故化合物鉴定为亚油酸亚酯。

化合物 11:油状物。 ESI-MS(m / z): 201 [M+

H] +。1H-NMR(500 MHz,Pyridine-d5) δH 0.85(3H,

m,H-12)。13C-NMR(125 MHz,Pyridine-d5) δc 175.7

(C-1),34.7(C-2),31.9(C-10),29.7(C-9),29.7(C-

8),29.7(C-7),29.6(C-6),29.5(C-5),29.4(C-4),

25.4(C-3),22.7(C-11),14.0(C-12)。 通过以上的数

据和文献[23]对比,化合物数据基本一致,故化合物

鉴定为 dodecanoic acid。

3　 α-葡萄糖苷酶活性研究
采用文献[24]中的方法对化合物进行 α-葡萄糖

苷酶抑制活性测试,阿卡波糖为阳性对照药。 将化

合物制成含 1% DMSO的原液,接着用缓冲液(磷酸

盐缓冲液,pH =6.8)将化合物和阿卡波糖稀释成不同

浓度的溶液备用。 在 96孔板中加入 50 μL不同浓度

的化合物(1、10、50、100、200和 500 μmol / L),阿卡波

糖所设浓度与化合物的浓度保持一致,然后依次加

入 50 μL缓冲液和 100 μL 0.2 U / mL的 α-葡萄糖苷

酶,在 37 ℃ 下孵育 15 min,再加入 5 μmol / L 的

PNPG 溶 液 50 μL,并 在 37 ℃ 下 再 相 互 作 用。

在 405 nm处检测其吸光度值。 α-葡萄糖苷酶抑制率

(%) = [Ac - (As - Ab) / Ac] × 100%。 (Ac 为不含

样品对照组的吸光度;Ab 为不含 PNPG 对照组的吸

光度;As 为待测样品的吸光度)。 所有实验重复 3

次,使用 IBM SPSS 23.0 软件进行统计学分析,并计

算 IC50。 酶动力学测定:在 4种不同 IC50浓度的受试

化合物的情况下,增加底物 PNPG 的浓度。 使用

Lineweaver Burk 作图法绘制各化合物的酶动力学曲

线,观察化合物的抑制作用类型。

实验结果显示,只有化合物 6 对 α-葡萄糖苷酶

具有抑制作用,且抑制作用较强,结果如表 1所示。

表 1　 化合物 1~11对 α-葡萄糖苷酶抑制活性

化合物 IC50 / (μmol / L) 化合物 IC5 0 / (μmol / L)

1 >100 6 15.48 ± 11.82∗

2 >100 7 >100

3 >100 8 >100

4 >100 9 >100

5 >100 10 >100

阿卡波糖组 63.80 ± 8.27 11 >100

　 　 注:与阿卡波糖组组比较,∗P<0.05。

基 于 Lineweaver-Burk 图 分 析 和 Michaelis-

Menten动力学进一步分析探讨化合物 6 的酶动力

学,结果如图 2、3 所示。 化合物 6 对 α-葡萄糖苷酶

为可逆性、非竞争性抑制。
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注:A中蓝色点代表化合物 6 浓度为 0 μmol / L,橙色点代表化合物 6 浓度为 500

μmol / L;B中蓝色点代表阿卡波糖浓度为 0 μmol / L,橙色点代表阿卡波糖浓度为

500 μmol / L。

图 2　 化合物 6和阿卡波糖的 α-葡萄糖苷酶量-反应速率曲线
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注:A 中蓝色点代表化合物 6 浓度为 0 μmol / L,橙色点代表化合物 6 浓度为

7.74 μmol / L,灰色点代表化合物 6浓度为 15.48 μmol / L,黄色点代表化合物 6 浓度

为30.96 μmol / L;B中蓝色点代表阿卡波糖浓度为 0 μmol / L,橙色点代表阿卡波糖

浓度为 31.90 μmol / L,灰色点代表阿卡波糖浓度为 63.80 μmol / L,黄色点代表阿卡波

糖浓度为 127.60 μmol / L。

图 3　 化合物 6和阿卡波糖的 α-葡萄糖苷酶抑制动力学曲线

4　 分子对接
为了进一步研究化合物 6抑制 α-葡萄糖苷酶的

机制,使用 AutoDock Vina套件进行对接模拟。 化合

物 6与 Lys-373、Asn-489形成氢键作用,其他疏水残

基如 Phe-494、Glu-497,可以和配体形成堆积作用,

有利于其结合,与残基 Phe-494形成 π 键作用,表明

化合物 6主要通过氢键、疏水键与酶相互作用,并结

合在活性位点。 化合物 6 结合能为-6.5 kJ / mol,结

合能<-5.0 kJ / mol,说明化合物 6与 α-葡萄糖苷酶蛋

白具有良好的结合性。 化合物 6 结合能对接结果如

表 2所示。 α-葡萄糖苷酶与化合物 6 和阿卡波糖的

相互作用如图 4所示。

表 2　 　 化合物结合能对接结果

化合物 结合自由能 / (kJ / mol)

化合物 6 -6.5

阿卡波糖 -8.4

　 　

注:蓝色线条代表氢键作用,灰色虚线代表疏水键作用,绿色虚线代表 π 键作用。

图 4　 α-葡萄糖苷酶与化合物 6和阿卡波糖的相互作用
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5　 讨论
糖尿病是一种以高血糖为症状的慢性代谢病,

主要可以分为 1 型糖尿病和 2 型糖尿病,其中 2 型

糖尿病为我国糖尿病主要发病类型[25]。 α-糖苷酶抑

制剂为一类有效的口服降糖药,能降低餐后血糖而

不引起低血糖,常用来治疗 2 型糖尿病。 α-糖苷酶

抑制剂可以可逆性地抑制并降低小肠内 α-葡萄糖苷

酶分解生成葡萄糖的速度,延缓或抑制小肠吸收葡

萄糖从而达到降低人体内血糖的目的[26]。 而常见

的 α-葡萄糖苷酶抑制剂如阿卡波糖、伏格列波糖会

引起胀气、腹泻、腹痛等不良反应。 因此,发现 α-葡

萄糖苷酶抑制剂并进行药物开发具有重要意义。

本研究通过对山茶花内生真菌 Paraconiothyrium

brasiliense 次生代谢产物中分离得到的 11 个单体化

合进行了 α-葡萄糖苷酶抑制活性研究,发现化合物

6对酶抑制活性 IC50为(15.48±11.82)μmol / L,说明

化合物 6有较强抑制 α-葡萄糖苷酶的活性。 化合物

6为萘酮类化合物,相关研究[27-29]结果表明,该类化

合物有抑制 α-葡萄糖苷酶活性的作用。 酶动力学是

研究酶结合底物能力和催化反应速率的科学,基于

Lineweaver-Burk图分析和 Michaelis-Menten 动力学分

析,探讨化合物 6与酶结合后的酶动力学。 本研究结

果表明,化合物 6以非竞争可逆性抑制α-葡萄糖苷酶

与底物结合,即不影响底物与 α-葡萄糖苷酶的结合,

抑制程度取决于抑制剂的浓度,无论多少底物都能降

低 α-葡萄糖苷酶的催化生成葡萄糖的效率。 分子对

接显示化合物 6是通过氢键和疏水键与 α-葡萄糖苷

酶蛋白相互作用,结合能为-6.5 kJ·mol-1,表明化合

物 6可以牢固地与酶蛋白结合,抑制 α-葡萄糖苷酶的

活性。

6　 结论
本研究对山茶花内生真菌的次生代谢产物进行

研究。 从 Paraconiothyrium brasiliense 中分离得到:24-

ethylcholesta-4,24(28)Z-lien-3-one(1)、stigmasterol-3-

O-glucopyranoside(2)、stigmast-4-ene-3-one(3)、stigmasta-

4,24(28) -diene-3-one(4)、1,1′-oxybis( 2,4-di-tert-

butylbenzene)(5)、 3, 4-dihydro-4, 8-dihydroxy-2H-

naphthalen-1-one( 6)、 saccharonol A ( 7)、 sch 53823

(8)、邻苯二甲酸二丁酯 ( 9)、亚油酸亚酯 ( 10)、

dodecanoic acid(11),共 11 个单体化合物。 其中化

合物 6 抑制 α-葡萄糖苷酶的作用强于阿卡波糖,说

明化合物 6 对 α-葡萄糖苷酶具有潜在的抑制作用,

这为进一步研究内生真菌次生代谢产物提供一定的

实验依据。
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