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摘要：海参是海洋中重要的食物和药物资源，含有丰富的活性物质。海参共附生微生物非常丰富。为了从海参共附生微生物获

得具有强生物活性的物质，对山东芝罘岛海域的仿刺参来源的共附生真菌 Aspergillus terreus 利用分子生物学手段进行了种属鉴定，并

利用固体基进行培养，对其次级代谢产物进行了研究。通过薄层层析、柱层析、高效液相色谱对其化学成分进行了分离和纯化，综合

核磁波谱、质谱对其进行结构鉴定。从该菌中获得 dihydrogeodin (1)、Territrems A (2)、Territrems B (3)、2, 4-二羟基苯乙酮 (4)、questin 

(5)和 emodin (6)六种物质。利用人口腔上皮癌细胞株（KB）和多药耐药性的细胞株（KBv200）对 1, 5 和 6 进行了细胞毒活性测试。

本研究首次对化合物 1 进行了完整的谱图解析，并首次发现海洋环境来源的微生物可以代谢化合物 dihydrogeodin (1)，以及具有强抑

制乙酰胆碱酶活性 Territrems (3)，而这些物质是海参本体不能够产生的，为开发具有预防和治疗帕金森病相关的功能食品提供了新来

源。 
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Abstract: Sea cucumber comprised of rich bioactive components is an important marine food and also used as a traditional medicine. 

There are various microbes associated with sea cucumber. In order to obtain effective bioactive compounds from Aspergillus terreus associated 

with Apostichopus japonicus from Zhifu Island, the fungus was cultivated on solid medium to investigate its secondary metabolites. Thin liquid 

chromatography (TLC), column chromatography and high performance liquid chromatography (HPLC) were used to separate secondary 

metabolites, and NMR, MS were used to identify their structures. As a result, dihydrogeodin (1), Territrems A (2), Territrems B (3), 1-(2, 

4-dihydroxyphenyl)-ethanone (4), questin (5) and emodin (6) had been obtained and identified. KB and KBv200 were used to detect the 

cytotoxicity of 1, 5 and 6. It was the first time to determine intact Dihydrogeodin (1) by NMR and MS and it could be metabolized by marine 

fungus. In addition, it was firstly found that Territrem B (3) had the strongest inhibitory effects on acetylcholinesterase activities. Aspergillus 

terreus might be a new candidate for the development of functional food that can be used for preventing and treating Parkinson disease. 

Key words: Apostichopus japonicus; fungus; polyketone; cytotoxicity; acetylcholinesterase inhibition activity 

 

收稿日期：2013-11-05 

基金项目：国家自然科学基金资助项目(81202452)；山东省优秀中青年科学

奖励基金资助项目(BS2009HZ004) 

作者简介：夏雪奎（1980-），男，博士，副研究员，研究方向为海洋活性物

质和海洋功能食品的研发 

通讯作者：刘昌衡（1962-），男，研究员，研究方向为海洋食品加工新技术

和海洋功能食品的研发 

海参是海洋中重要的食物资源和药物资源。含有

丰富的海参皂苷、多糖、神经节苷脂等多种活性物质，

具有提高免疫力、抗肿瘤、促进造血功能以及降血脂

等多种生物活性[1~2]。特别是海参皂苷，作为海参的重

要化学防御物质，具有抗真菌、抑制血管生成活性和

细胞毒活性，其化学多样性和生物活性得到了深入的

研究。海参具有丰富的共附生微生物[3]，而且共附生
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微生物从海参本体获得营养，和其长期共存，共同抵

御海洋特殊生态环境，能够产生化学结构多样的次级

代谢产物，最近引起了科学家的重视。埃及科学家从

埃及亚历山大的阿布海岸的海参分离了 5 个种的细菌

以及 1 株白色念珠菌[3]。俄罗斯科学院对海参共附生

真菌次级代谢产物作了深入的研究，从日本海域的海

参 Apostichopus japonicus、Eupentacta fraudatrix、
Cucumaria japonica 中分离得到真菌 27 种 [4]，从

Acremonium striatisportm中分离得到10余个结构新颖

的二萜皂苷[5]。中国海洋大学王发左等人报道了从青

岛灵山岛海域海参 Stichopus japonicus 来源的真菌

Aspergillus fumigau 中发现了一系列结构新颖的生物

碱，并具有中等的细胞毒活性[6]。为了从海参共附生

微生物中获得和海参本体相近或者相似的活性物质，

本课题组对山东海域的仿刺参共附生微生物及其活性

物质展开研究，已经从山东海域仿刺参 Apostichopus 
japonicus 来源的微生物中发现了结构新颖的、具有细

胞毒活性的二萜类物质，具有抑制血管生成活性的苯

并呋喃类物质，以及具有多种生物活性的神经酰胺类

物质[7~8]。我们将继续报道从芝罘岛海域采集的海参的

共附生真菌 Aspergillus terreus 的分离，种属的鉴定，

聚酮类物质 dihydrogeodin (1)、Territrems A (2)、
Territrems B (3)、2, 4-二羟基苯乙酮 (4)、questin (5)和
emodin (6)（图 1）的分离、纯化和结构鉴定，以及化

合物 1、5 和 6 的细胞毒活性。 

1  材料与方法 

1.1  仪器 

SPX-2250 型电热恒温培养箱，上海跃进医疗器械

厂；SW-CJ-1FD 型超净工作台，苏州安泰空气技术有

限公司；THZ-C 型恒温震荡培养箱，江苏太仓市实验

设备厂；安捷伦 1100LC/MCD 液质连用色谱仪；超导

核磁共振仪 INOVA 600 MHz；SephadexLH-20。 

1.2  材料 

仿刺参采自烟台芝罘岛海域。KB 和 KBv200 细

胞株保藏在广州医学院病理学院教研室。 

1.3  试剂 

石油醚，乙酸乙酯，二氯甲烷，甲醇等为分析纯；

3-(4,5-Dimethyl-2-thiazoly)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 
bromide（MTT）购自 Sigma 化学公司；Cisplatin 购自

Merck 公司。 

 

1.4  方法 

1.4.1  菌株的分离 
将海参利用无菌水清洗 3 次，将海参切成小块（1 

cm×0.5 cm），-20 ℃速冻，打浆，在 PDA 培养基（80 
mg/L，硫酸链霉素）涂布，28 ℃培养 20 d。该菌株保

存于山东省科学院生物研究所食品生物技术研究室。 

1.4.2  菌株的发酵 
利用液体培养基（土豆 20 g/100 mL 海水，葡萄

糖2 g/100 mL海水），室温下培养20 d，转速170 r/min，
制备种子培养基。利用大米固体培养基（120 g/200 mL
海水，121 ℃，20 min 高温灭菌），在室温下培养 28 d。 
1.4.3  浸膏的制备和分离纯化 

利用 3 倍体积的乙酸乙酯，室温下连续萃取 3 次，

45 ℃减压蒸发，得到浸膏 15 g。 
利用色谱柱（2 cm×40 cm），以 PE/EtOAc/MeOH

为流动相进行梯度洗脱，得到 15 个组分，利用薄层层

析和浓硫酸显色的方法检测到三个目标组分：30% 
PE/EtOAC 洗脱得到的组分 3 (1.2 g)；50% PE/EtOAc
洗脱得到的组分 7 (0.78 g)和 90% PE/EtOAc 洗脱得到

的组分 10 (0.70 g)，以 CH2Cl2/MeOH (1:1)为流动相，

利用 Sephadex LH20 填料继续对 3 个目标组分进行等

度洗脱，最终得到化合物 dihydrogeodin (1) (5.0 mg)，
Territrems A (2) (3.6 mg)，Territrems B (3) (5.6 mg)，2, 4-
二羟基苯乙酮 (4) (2.3 mg)，questin (5) (4.9 mg)和
emodin (6) (8.0 mg)。 
1.4.4  菌株的分子生物学鉴定 

将菌株接种于海水 PDA 培养基中，28 ℃摇瓶培

养 7 d，收集新鲜菌丝体。利用真菌基因组提取试基盒

提取基因，并利用 ITS1F 为引物进行扩增（Fungus 
specific：5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3'）和

ITS4（Universal：5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'），
扩增真菌 rDNA 的间隔序列（含 ITS1 区、5.8S 区、ITS2
区）。PCR 反应条件为：94 ℃变性 5 min，然后按 94 ℃ 
30 s→55 ℃ 40 s→72 ℃ 90 s 进行 30 个循环，最后

72 ℃延伸 10 min。PCR 产物纯化后，克隆到质粒上转

化，最后由上海生工生物工程技术服务有限公司直接

测序。所得序列在 Genebank 中用 Blast 进行相似性分

析，用 Clustal 进行排列比较，确定该菌株为 Aspergillus 
terresu。 
1.4.5  细胞毒活性测试 

利用 96 孔板培养 KB 和 KBv200 肿瘤细胞株，最

终 3.0×103/每孔，190 μL 溶液。培养 24 h 后，每孔加

入 10 μL 待测物。68 h 后，每孔加入 10 μL MTT 溶液。 
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4 h 后每孔加入 100 μL DMSO。半抑制浓度 IC50利用

Bliss’s 软件通过细胞毒曲线计算。Cisplatin 用来作阳

性对照。 

2  结果与讨论 

   
1               2             3 

   
4              5             6 

图1 化合物1、2、3、4、5和6结构式  

Fig.1 Structures of 1, 2, 3, 4, 5 and 6 

化合物 1（图 1），白色固体。HRTOFMS m/z 
[M+H]+ 401.0108。通过核磁氢谱（表 1）发现该化合

物具有 1 个甲基（δ 2.44），两个甲氧基（δ 3.66 和 3.67），
以及两个间位取代的芳香氢，耦合常数分别为 2.4 和

3.0 Hz（δ 6.72 和 6.94）。除此之外还有 3 个羟基（δ 
10.12，10.75 和 10.75）。通过核磁碳谱发现共有 15 个

碳，其中 1 个羰基碳（δ 200.2），其余分别属于两个苯

环，其中一个为 δ 111.1、155.1、141.7、112.2、141.7
和155.1，该苯环1, 2, 3, 4, 5, 6-六取代的1, 4对称结构，

而另一个苯环为 δ 127.8、125.3、156.6、103.5、158.7
和 107.4。通过 HMBC，得到 H-7 和 C-3、C-4 以及

C-5 相关，H-9’和 C-3’相关，H-10’和 C-7’相关，确定

了甲基和两个甲氧基的位置。通过 H-4’和 C-2’、C-3’、
C-5’和 C-6’，以及 H-6’和 C-1’、C-2’、C-4’和 C-7’相
关，OH-5’和 C-4’、C-5’和 C-6’相关确定了酮羰基和

酯羰基的位置，结合高分辨质谱，确定该物质含有两

个对称的氯原子，最终确定该物质为 methyl-2- 
(3,5-dichloro-2,6-dihydroxy-4-methylbenzoyl)-5-hydrox
y-3-methoxybenzoate 。 对 照 文 献 ， 该 物 质 为

dihydrogeodin（1）。但是该文献中仅给出了该物质的

部分氢谱[9]。 
化合物 2（图 1），白色固体,HRTOFMS m/z [M+ 

H]+ 511.1967。1H NMR (DMSO, 600 MHz) δ: 1.03 (3H, 
s), 1.16 (3H, s), 1.29 (3H, s), 1.35 (3H, s), 1.65 (1H, d, 
J=12.0 Hz), 1.73 (1H, d, J=13.8 Hz), 1.96 (1H, t, J=13.8 
Hz), 2.28 (1H, t, J=12.0 Hz), 2.73 (1H, d, J=18.0 Hz), 

3.47 (1H, d, J=18.0 Hz), 3.90 (3H, s), 5.62 (1H, d, 10.0 
Hz), 6.09 (2H, s), 6.31(OH, s), 6.35 (1H, d, J=10.0 Hz), 
6.59 (OH s), 6.87 (1H, s), 7.12 (1H, d, J=2.8 Hz), 7.12 
(1H, d, J=2.8 Hz)；13C NMR (DMSO, 150 MHz) δ：21.9, 
23.1, 23.8, 25.2, 25.6, 26.2, 28.4, 42.4, 56.5, 60.2, 76.4, 
79.5, 81.5, 98.2, 98.4, 99.5, 102.3, 105.3, 123.2, 127.1, 
139.8, 143.0, 152.3, 153.2, 157.6, 163.4, 162.4, 201.8（图

2）。 
表1 化合物1的核磁波谱 

Table 1 NMR data (CDCl3) of 1 
Position 13C NMR 1H NMR HMBC (C to H)

1 111.1 - - 

2 155.1 - - 

3 141.7 - H-7 

4 112.2 - H-7 

5 141.7 - H-7 

6 155.1 - - 

7 18.8 2.44 (s) - 

1’ 127.8 - H-6’ 

2’ 125.3 - H-4’, 6’ 

3’ 156.6 - H-4’, 9’ 

4’ 103.5 6.72 (d, J=2.4 Hz) H-6’, OH-5’

5’ 158.7  H-4’, 6’, OH-5’

6’ 107.4 6.94 (d, J=3.0 Hz) H-4’, OH-5’

7’ 165.6 - H-6’, 10’ 

8’ 200.2 - - 

9’ 56.0 3.66 (s) - 

10’ 52.2 3.67 (s) - 

OH-2 - 11.75 (s) - 

OH-5 - 11.75 (s) - 

OH-5’ - 10.12 (s) - 

核磁氢谱中显示两个芳香氢δ 7.12 (d, J=2.8 Hz)，
三个烯氢δ 5.62 (d, J=10.0 Hz)、6.35 (d, J=10.0 Hz)和
6.87 (s)，缩酮的两个氢δ 6.09 (2H, s)，3个亚甲基δ 2.28 (t, 
J=12.0 Hz)、1.65 (d, J=12.0 Hz)、1.96 (t, J=13.8 Hz)、1.73 
(d, J=13.8 Hz)和2.73 (d, J=18.0 Hz)、3.47 (d, J=18.0 Hz)，
5个甲基δ 1.03 (s)、1.16 (s)、1.29 (s)、1.35 (s)和3.90 (s)，
以及2个羟基δ 6.31 (s)、6.59 (s, OH)和6.59 (s)。核磁碳

谱中有1个酮羰基δ 201.8和1个酯羰基δ163.4，1个缩酮

δ102.3，1个甲氧基和4个甲基，结合HMBC和HMQC，
以及质谱，和文献对照，最终确定化合物2为Territrems 
A[10]。 

化合物3（图1），白色固体，HRTOFMS m/z [M+ 
H]+ 527.2284。1H NMR (DMSO, 600 MHz): δ 7.12 (2H, 
s), 6.97 (1H, s), 6.59 (OH, s), 6.35 (OH, s), 6.34 (1H, d, 

12 
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J=4.8 Hz), 5.60 (1H, d, J=6.6 Hz), 3.86 (6H, s), 3.71 (3H, 
s), 3.48 (1H, d, J=16.8 Hz), 2.76 (1H, d, J=17.4 Hz), 2.15 
(1H, t, J=12.0 Hz), 1.95 (1H, t, J=13.0 Hz), 1.65 (1H, d, 
J=12.0 Hz), 1.75 (1H, d, J=13.0 Hz), 1.40 (3H, s), 1.36 
(3H, s), 1.18 (3H, s), 1.08 (3H, s)；13C NMR (DMSO, 150 
MHz): δ 201.4, 163.6, 162.7, 157.1, 153.6, 139.8, 127.1, 
123.7, 102.9, 98.6, 98.2, 81.2, 79.5, 75.4, 60.6, 56.5, 55.7, 
42.5, 28.2, 26.2, 25.8, 25.2, 23.9, 23.7, 21.9（图2） 

 

13 

 

 

 

 

图 2 化合物1、2和3的核磁氢谱和核磁碳谱 

Fig.2 NMR data of 1, 2 and 3 

注：a：1H NMR of 1，b：13C NMR of 1，c：1H NMR of 2，

d：13C NMR of 2，e：1H NMR of 3，f：13C NMR of 3。 

将3的核磁氢谱以及核磁碳谱和2对比，发现非常

相似，主要差别在于多了两个甲氧基δH 3.86 (6H, s)、δc 

56.5，但是缺少了缩酮的信号δH 6.09 (2H, s)、δc 102.3，
结合高分辨质谱，发现连接的苯环为1, 3, 4, 5-四取代的

对称结构。通过文献对照，最终确定该物质为Territrems 
B[10]。该物质有强抗乙酰胆碱酶活性，最小抑制浓度为

2.6×10-7 mol/L[11]。 
化合物4（图1），浅黄色针状晶体，ESI-MS m/z 

[M+H]+ 151。1H NMR (Acetone-d6, 600 MHz) δ: 2.55(3H, 
s), 6.31 (1H, d, J=2.5 Hz), 6.43 (1H, dd, J=2.5, 9.0 Hz), 
7.75 (1H, d, J=9.0 Hz), 9.28 (OH, s), 12.72 (OH, s)；13C 
NMR (Acetone-d6, 150 MHz) δ: 26.2, 103.5, 107.7, 114.4, 
133.1, 165.0, 166.2, 202.7 

核磁氢谱显示化合物中有五组氢，两个邻位的芳

香氢δ 6.43 (1H, d, J=9.0, 2.5 Hz)和7.75 (1H, d, J=8.5 
Hz)，一个间位的芳香氢δ 6.31 (1H, d, J=2.5 Hz)，δ 2.56
为甲基信号，与酮羰基相连。δ 12.72 (OH, s)为螯合的

酚羟基。13C NMR谱显示4中有一个酮羰基δ 202.7，另

外还有两个连氧芳香碳δ 165.0和166.2。综合以上信息，

4是一个三取代的苯环。对照文献得知化合物4为2, 4-
二羟基苯乙酮(4)[12]。 

化合物 5（图 1），橘红色固体，ESI-MS m/z [M+H]+  
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271。1H NMR (DMSO, 600 MHz) δ: 2.40 (3H, s), 6.65 
(1H, d, J=2.4 Hz), 7.14 (1H, s), 7.26 (1H, d, J=2.6 Hz), 
7.59 (1H, s), 12.0 (OH, s), 12.10 (OH, s)。通过核磁氢谱

发现该化合物具有两个鳌合的氢 δ 12.10 (OH, s)、12.0 
(OH, s)，一个连在苯环的甲基 δ 2.40（3H, s），以及 4
个间位的芳香氢 6.65 (1H, d, J=2.4 Hz)、7.14 (1H, s)、
7.26 (1H, d, J=2.6 Hz)、7.59 (1H, s)。波谱数据和质谱

和文献对照，确定该物质为 1, 3, 8-trihydroxy- 
6-methylanthracene-9,10-dione(emodin,5)[9]。 

化合物 6（图 1），黄色固体，ESI-MS m/z [M+H]+ 
285。1H NMR (CDCl3, 600 MHz) δ: 2.42 (3H, s), 3.90 
(3H, s), 7.10 (1H, s), 7.30 (2H, s), 7.48 (1H, s), 12.0 (OH, 
brd)。该物质的核磁氢谱和化合物 5 相似，除了多了

一个氧甲基 δ 3.90 (3H, s)，少了一个螯合的酚羟基。

综合波谱数据和质谱，与文献对照，确定该物质为

questin (6)[9]。 
表2 化合物1、5、6抑制KB和KBv200的 IC50值（μg/mL） 

Table 2 IC50 of 1, 5 and 6 to inhibit the growth of KB and 

KBv200 
化合物 KB KBv200 

1 促进生长 - 

5 32.97 16.15 

6 >50 >50 
Cisplatin 0.56 0.78 

利用人口腔上皮癌细胞株（KB）和多药耐药性的

细胞株（KBv200）对 1、5 和 6 进行了细胞毒活性测

试（表 2），发现化合物 1 对 KB 和 KBv200 没有细胞

毒活性，化合物 6 对两株肿瘤细胞株的细胞毒活性的

IC50大于 50 μg/mL，而化合物 5 对两株肿瘤细胞株的

活性分别为 32.97 和 16.15 μg/mL。Cisplatin 用来做阳

性对照，对 KB 和 KBv200 的 IC50分别为 0.56 和 0.78 
μg/mL（该部分工作由广州医学院张建业博士协助完

成）。 
化合物 1，含有两个氯原子的聚酮类化合物，据

文献报道该物质具有抗真菌和抗细菌活性，通过 KB
肿瘤细胞株测试，发现该物质没有细胞毒活性[9]。化

合物 2 和 3，属于聚酮和萜类共同组成的杂萜类物质，

具有萜类物质和聚酮类物质的混合生源合成途径。该

类 6/6/6/6 四环杂萜迄今为止发现的不多，已经报道的

仅有两株真菌Penicillium sp 和Aspergillus terreus 产生

该类物质[10~11]，但是从海洋微生物中发现该类物质还

是首次。该类物质具有非常好的乙酰胆碱酶抑制活性，

可以达到 1.0~25.8 nM[11]。化合物 5 和 6 为常见的醌类

化合物，化合物 1 可以通过 6 的羰基开环获得。为了

获得结构更丰富、活性更强的次级代谢产物，对该菌

株发酵条件的优化工作正在进行。 

3  结论 

本研究首次发现海洋环境来源的真菌可以代谢结

构新颖的含有两个氯原子的聚酮化合物 1 以及 6/6/6/6
四环聚酮萜类 Territrems A (2)，Territrems B (3)。首次

对化合物 1 进行了完整的波谱数据解析并进行细胞毒

活性测试，发现该物质对 KB 和 KBv200 没有细胞毒

活性。海参共附生真菌和海参长期共存，共同进化，

抵御外部环境的威胁，可以代谢结构丰富的聚酮类化

合物，而且是海参本体所不能产生的，如化合物 1、2
和 3，和海参本体的次级代谢产物三萜皂苷有较大差

异，但是化合物 3 具有强的抑制乙酰胆碱酶等生物活

性，为海洋药物先导化合物的发现提供了新资源。海

参共附生微生物的研究为深入开发海参资源提供了新

思路，为开发具有预防和治疗帕金森疾病的功能食品

提供了新来源。 
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