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新狼毒素B 的抑菌活性构效关系研究
α

冉晓娅, 周　乐, 张武岗, 杨明利, 吴　联
(西北农林科技大学 生命科学学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　以新狼毒素B 为原料, 以硼氢化钠为还原剂, 以溴乙酸为羧基甲基醚化试剂, 分别合成出 2 种羰基

还原产物F 1 和F 120及2 种羧甲醚化产物B 1 和B 2。选择金黄色葡萄球菌、乳房链球菌、停乳链球菌、大肠杆菌和沙门氏

菌为供试菌, 采用药敏纸片法对新狼毒素B 及其4 种衍生物进行了抑菌活性测定。结果表明, 与新狼毒素B 相比, F 1

对所有供试菌的抑菌活性有一定程度增加, F 120的抑菌活性有微小减弱, B 1 和B 2 对 5 种菌的抑菌活性均明显减弱。

初步说明新狼毒素B 分子中的7, 7″, 4′, 4Ê4 个酚羟基中的2 个为主要活性基团, 且不同活性基团对新狼毒素B 的抑

菌活性的选择性影响很大; 羰基不是新狼毒素B 的主要活性基团。
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　　新狼毒素B (neochajasm ine B , 以下简称n2B , 化

学结构如图 1) 是一种存在于瑞香狼毒根中的天然

C3öC3″双黄酮化合物[1 ] , 作者等[224 ]曾报道该化合物

对多种植物病原菌和动物病原菌具有良好的抑菌活

性, 是一种理想的天然广谱抗菌物质。为了进一步了

解n2B 的抑菌活性构效关系, 特别是抑菌活性基团,

本研究选择性地对其分子中的羰基和羟基进行了化

学修饰, 通过测定 n2B 及其修饰物对金黄色葡萄球

菌 (S. au reas) 等 5 种动物病原菌的体外抑菌活性,

分析和评价了n2B 中羰基和羟基对其抑菌活性的影

响。

图 1　新狼毒素B 的化学结构

F ig. 1　Chem ical structu re of neochajasm in B

1　材料与方法
1. 1　材料与仪器

1. 1. 1　仪　器　303 型电热恒温培养箱; 立式压力

蒸汽灭菌器 L S2B 50; SW 2CJ 21BC 洁净操作台;

W FH 2203 三用紫外分析仪 (上海精科实业有限公

司) ; DH G29075A 型电热恒温鼓风干燥箱 (上海一

恒科技有限公司) ; EB 2280 型电子天平 (上海物理光

学仪器厂) ; SP2100UV (754) 型紫外可见分光光度

计; D F2101S 集热式恒温加热磁力搅拌器 (巩义市英

峪予华仪器厂) ; BC2R 201B 旋转蒸发器 (上海贝凯

生物化工设备有限公司) ; XT 24 双目显微熔点测定

仪 (北京泰克仪器有限公司)。

1. 1. 2　试　剂　溴乙酸 (化学纯)、硼氢化钠、甲醇、

丙酮、氯仿、醋酸、乙醇和乙酸乙酯均为分析纯; 柱层

析硅胶, 薄层层析硅胶 GF 254 (青岛海洋化工厂) ;

Sephadex L H 220 (W alkm an 公司) ; 牛肉膏、蛋白胨、

琼脂粉、氯化钠、磷酸二氢钾。

1. 1. 3　样　品　n2B 由作者从瑞香狼毒根中分离

得到, 纯度 (H PL C)≥98 % ; 抑制革兰氏阳性菌和革

兰 氏阴性菌的参照药品分别为青霉素钠 ( É ,

pen icillin N a) (华北制药股份有限公司) 和头孢曲松

钠 (Ê , Ceft riaxone Sodium ) (齐鲁制药有限公司)。

1. 1. 4　菌　种　金黄色葡萄球菌 (S. au reas)、乳房

链球菌 (S. uberis)、停乳链球菌 (S. dy sag a lactiae)、

大肠杆菌 (E. coli) 和沙门氏菌 (S am onella l) , 均由西

北农林科技大学家畜生殖内分泌研究室从患有乳腺

炎的奶牛乳腺中分离并保存。用前将保存菌种接种

于营养肉汤中, 37℃下培养18～ 20 h 备用。

1. 2　方　法

1. 2. 1　n2B 羰基还原产物 F 1 和 F 120的合成　向 50
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mL 锥形瓶中依次加入 0. 53 g (1 mmo l) n2B 和 10

mL 无水乙醇, 室温搅拌至全溶。然后将0. 039 3 g (1

mmo l)N aBH 4 分批加入, 全部加完后室温下避光反

应, 24 h 后补加0. 019 3 g (0. 5 mmo l)N aBH 4 再反应

24 h, 薄层层析跟踪检测 (展开剂: 氯仿2丙酮2醋酸

按体积比6∶4∶0. 154 混合)至反应完全。减压蒸除

溶剂, 向残留物中加水 50 mL , 用0. 3 mo löL HC l 调

pH 为 3～ 4, 乙酸乙酯萃取 (50 mL ×3) , 合并有机

相, 蒸馏水洗涤3 次, 无水N a2SO 4 干燥, 过滤后浓缩

至干, 得粗品0. 54 g。

用少量乙酸乙酯溶解上述粗品, 上硅胶柱分离,

氯仿- 丙酮 (体积比为 7∶3) 混和溶剂洗脱, 分步收

集, 每管7～ 9 mL。以n2B 作对照对各管进行TL C 分

析, 相同物质合并后浓缩至干, 主要得F 1 和F 120 2 个

粗品。 F 1 和 F 120 再分别经反复硅胶柱层析及

Sephadex L H 220 柱层析, 得0. 4 g F 1 (mp 224～ 225

℃)和15 m g F 120 (mp 188～ 189 ℃)。

1. 2. 2　n2B 单羧甲基取代产物B 1 和B 2 的合成　向

250 mL 茄形瓶中依次加入5. 4 g (0. 01 mo l) n2B , 50

mL 无水乙醇和 1. 53 g (0. 011 mo l) 溴乙酸, 室温搅

拌下逐滴加入 0. 033 mo l 乙醇钠溶液, 85 ℃水浴中

回流 8 h。以 n2B 作对照, 薄层层析跟踪检测 (展开

剂: 氯仿2丙酮2醋酸按体积比 6∶4∶0. 154 混合) 至

反应完全。减压蒸除溶剂, 向残留物中加水100 mL ,

用 0. 3 mo löL HC l 调pH 为2～ 3, 乙酸乙酯萃取 (60

mL ×3) , 合并有机相, 蒸馏水洗 3 次, 无水N a2SO 4

干燥, 过滤后浓缩至干, 得粗品6. 01 g。

取2 g 粗品, 用少量乙酸乙酯溶解, 上硅胶柱分

离, 依次用氯仿2甲醇 (体积比为 7∶1) →氯仿2甲醇

( 体积比为 5∶1) →甲醇洗脱, 分得B 1, B 2 粗品及其

他大极性混和组分 (待分) ,B 1 和B 2 分别反复上硅胶

柱及 Sephadex L H 220 柱纯化, 得 0. 1 g B 1 (mp

210～ 211 ℃)和0. 22 g B 2 (mp 208～ 209 ℃)。

1. 2. 3　F 1, F 120 , B 1 和B 2 的紫外光谱测定　将 F 1,

F 120,B 1 和B 2 分别溶于无水乙醇中配成适宜浓度, 用

紫外可见分光光度计分别测定200～ 400 nm 波长处

的吸光度。以波长为横坐标, 吸光度为纵坐标分别绘

制F 1, F 120,B 1 和B 2 的紫外吸收光谱。

1. 2. 4　抑菌活性测定　 (1)培养基。普通琼脂培养

基和营养肉汤培养基, 均按文献 [ 5 ]的方法制备。

(2)药敏纸片的制备。选用优质滤纸用打孔器制成直

径6 mm 的圆形纸片, 121 ℃高压灭菌 30 m in, 再经

160 ℃烘干, 置于干燥器中备用。 (3) 试样溶液的制

备。将各试样分别用丙酮溶解配成5 m gömL 的混合

液, 然后用丙酮依次对其进行对倍稀释, 分别得5, 2.

5, 1. 25 和0. 625 m gömL 4 个浓度的样品溶液。以丙

酮液作空白对照。(4)菌悬液的制备。将活化后的金

黄色葡萄球菌、乳房链球菌、停乳链球菌、沙门氏菌

和大肠杆菌分别接种于斜面培养基上, 置37 ℃恒温

箱中培养 18～ 20 h, 用营养肉汤稀释斜面培养基中

的菌种, 使菌液浓度达到 106ömL。 (5) 体外抑菌试

验。取制备好的纸片分别放入不同浓度的试样溶液

中, 浸泡3 h 后40 ℃烘干。将大肠杆菌、沙门氏菌、金

色葡萄球菌、乳房链球菌、停乳链球菌分别均匀涂抹

在普通琼脂培养基上, 再将制备好的药敏纸片分别

顺次贴于平板四角, 空白对照贴于平板中央, 然后置

于 37 ℃恒温培养箱中培养 18 h, 测定抑菌圈直径。

每种浓度设3 个重复, 以3 个重复的平均值为最终结

果。以青霉素钠作为革兰氏阳性菌的参照, 以头孢曲

松钠作为革兰氏阴性菌的参照。

2　结果与分析
2. 1　n2B 及F 1, F 120,B 1 和B 2 的紫外分析

由表 1 可看出, 5 个化合物的UV 在 210～ 225

nm 及276～ 301 nm 段均各存在一个最大吸收, 但各

个化合物的最大吸收值存在明显差异。根据二氢黄

酮类的紫外吸收规律可知, 276～ 301 nm 的吸收峰

是由A 环产生的带Ê [6 ]。若A 环中的羰基C 被还原

成饱和C, 则带Ê 发生紫移[7 ]。比较n2B 及F 1, F 120的

带Ê 可知, F 120的带Ê (276 nm ) 明显小于 n2B (299

nm ) , 而F 1 的带Ê (297 nm )与n2B 的基本一致, 这说

明F 120为双羰基还原产物, 而F 1 应该是单羰基还原

产物。同样, 比较n2B 与B 1、B 2 的Κm ax可知, 三者的带

Ê 吸收基本一致, 这表明三者具有相同的A 环骨架

结构; 但三者在 210～ 225 nm 段的 Κm ax存在一定差

异, 这说明B 1 和B 2 是由n2B 分子中的不同酚羟基发

生羧甲醚化所形成的产物。

表 1　新狼毒素B 及其 4 种衍生物的最大吸收波长

T able 1　Κm ax of neocham aejasm ine B and its four derivatives

化合物 Compounds n2B F1 F120 B 1 B 2

Κm axönm 219, 299 217, 223 (sh) , 297 211, 276 210, 301 225, 297
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2. 2　n2B 及F 1, F 120,B 1 和B 2 的抑菌活性

抑菌圈直径大于6 mm (药敏纸片直径) 表示供

试液有抑菌作用。抑菌圈直径越大, 抑菌活性越

强[5 ]。表2 显示, 与n2B 相比, F 1 除对乳房链球菌 (S.

uberis) 的抑菌活性有轻微下降外, 对其他 4 种供试

菌的抑菌活性均有不同程度增加; 相反, F 120对所有

供试菌的抑菌活性均有轻微减弱。由于三者的抑菌

活性差异不是很大, 因此可以说明n2B 分子的羰基

并非主要抑菌活性基团。

比较n2B 与B 1,B 2 的抑菌活性可以看出,B 1 和B 2

的抑菌谱均较 n2B 变窄, 且二者对金黄色葡萄球菌

均无抑菌活性, 其中B 1 对 2 种革兰氏阴性菌也无抑

菌作用, B 2 则仅对革兰氏阴性菌大肠杆菌有活性。

由于B 1 和B 2 是n2B 上不同羟基被羧甲基化后的产

物, 因此上述结果说明, n2B 分子中不同位置的羟基

与其抑菌活性的选择性有密切关系, 其中与抗金黄

色葡萄球菌和抗沙门氏菌活性有重要关系的酚羟基

至少有2 个, 而这2 个酚羟基与n2B 的抗乳房链球菌

和停乳链球菌活性无关或关系不大, 其中有一个酚

羟基是决定n2B 抗大肠杆菌的活性基团。

表 2　新狼毒素B 及其 4 种衍生物的抑菌活性

T able 2　A ntibacteria l act ivity of neocham aejasm ine B and its four derivatives

化合物
Compound

浓度ö
(m g·mL - 1)

Concen tration

抑菌活性 (抑菌圈直径) ömm A ntibacterial activity (diam eter of inh ib it ion zone)

金色葡萄球菌
S. au reas

乳房链球菌
S. uberis

停乳链球菌
S. dy sag a lactiae

沙门氏菌
S am onella l

大肠杆菌
E. coli

n2B

5. 000 12. 3 10. 7 9. 7 12. 1 11. 0

2. 500 11. 0 9. 0 9. 0 10. 3 9. 7

1. 250 9. 7 8. 0 8. 0 8. 5 8. 3

0. 625 7. 0 7. 5 7. 3 7. 8 7. 5

F1

5. 000 13. 7 8. 2 10. 7 13. 1 12. 5

2. 500 12. 0 7. 5 9. 3 11. 0 10. 7

1. 250 10. 3 6. 8 8. 3 9. 6 8. 2

0. 625 8. 9 6. 1 8. 3 8. 1 7. 7

F120

5. 000 8. 7 9. 0 10. 0 12. 0 10. 2

2. 500 8. 0 8. 3 9. 0 9. 5 9. 4

1. 250 7. 0 7. 5 8. 5 8. 0 8. 0

0. 625 - - - 7. 7 6. 8

B 1

5. 000 - 10. 0 8. 5 - -

2. 500 - 9. 0 8. 2 - -

1. 250 - 8. 5 7. 1 - -

0. 625 - - - -

B 2

5. 000 - 9. 3 9. 7 - 9. 5

2. 500 - 8. 3 8. 0 - 8. 6

1. 250 - 7. 3 7. 9 - 7. 5

0. 625 - - - - -

É

5. 000 47. 6 30. 3 28. 5 - -

2. 500 42. 0 29. 6 25. 0 - -

1. 250 38. 6 21. 6 20. 0 - -

0. 625 32. 6 15. 0 18. 0 - -

Ê

5. 000 25. 3 9. 0 - 31. 3 40. 0

2. 500 22. 6 8. 6 - 28. 6 37. 5

1. 250 20. 0 8. 6 - 28. 3 32. 5

0. 625 17. 6 - - 26. 6 29

CK - - - - - -

　　注:“- ”表示平均值约等于6 mm。N o te:“- ”m eans equal to 6 mm.

　　比较 n2B 及其 4 种衍生物与青霉素钠 (É ) 对 3

种革兰氏阳性菌的抑菌活性, 其抑菌活性大小次序

为: É > F 1> n2B > F 120> B 1> B 2。同理, 与头孢曲松

钠 (Ê )比较, 可知n2B 及其4 种衍生物对2 种革兰氏

阴性菌的抑菌活性大小次序为: Ê > F 1 > n2B > F 120

> B 2> B 1。其中, n2B 及F 1 对革兰氏阳性菌的抑菌活

性约为青霉素钠的1ö4, 对革兰氏阴性菌的抑菌活性

约为头孢曲松钠的1ö3。但从表1 可以看出, n2B 的抗

菌谱明显广于头孢曲松钠和青霉素钠。

3　讨　论

大量研究[8 ]表明, 很多黄酮类化合物对许多微
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生物都具有程度不等的抑菌活性, 但是关于C3öC3″

双二氢黄酮类的抑菌活性及其构效关系研究一直属

于空白。对黄酮类化合物的构效关系的研究多集中

在抗氧化活性方面, 近年来有关其抑菌活性构效关

系研究的报道逐渐增多。构效关系研究的重要成果

之一就是证明黄酮芳环上的酚羟基是其主要活性基

团, 不同位置的羟基对活性的贡献不同, 活性羟基经

甲基化后导致母体化合物活性显著降低甚至消

失[9210 ] , 这与本试验的结果一致。

n2B 分子中共有 6 个酚羟基, 其中 52OH 和 5″2
OH 的酸性最弱[6 ] , 加之在B 1 和B 2 的合成中, 溴乙酸

和n2B 的物质的量之比为1. 1∶1, 可以推测B 1 和B 2

可能是由7, 7″, 4′, 4Ê 4 个酚羟基中的某一个发生羧

甲醚化的产物, 也就是说本研究所考察的羟基主要

是7, 7″, 4′, 4Ê4 个酚羟基经亲核取代得到的。在F 1

和F 2 的合成中, n2B 与N aBH 4 的物质的量之比为 1

∶1. 5, 这个比例低于n2B 双羰基还原理论上所需要

的比例 (1∶2) , 因此可以预测实际得到的单羰基还

原产物 (F 1)应远多于双羰基还原产物 (F 120) , 这与2.

1 的分析结果一致。

本研究只是比较笼统地表明了n2B 中的 7, 7″,

4′, 4Ê4 个酚羟基与其抑菌活性的关系, 要搞清楚每

个具体羟基的抑菌谱及其与抑菌活性的关系, 还需

要进一步对每一个具体羟基进行选择性封闭和抑菌

活性试验, 这一工作目前正在进行中。
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Study on st ructu re m odifica t ion of neocham aejasm ine B

and rela t ion sh ip of st ructu re2an t ibacteria l act ivity
RAN X iao-ya , ZHOU L e, ZHANGW u-gang,YANGM ing- l i,W U L ian

(Colleg e of L if e S ciences,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i, 712100, Ch ina)

Abstract: Compounds F 1, F 120,B 1 and B 2w ere ob ta ined from neocham aejasm ine B by u sing N aBH 4 as the

reductan t and B rCH 2COOH as the carboxym ethyl etherif ica t ion reagen t respect ively. T he an t ibacteria l

act ivity of neocham aejasm ine B and its fou r derivat ives, w ere tested w ith dish diffu sion of N eo2Sen sitab in

v itro again st S. au reas, S. uberis, S. dy sag a lactiae, S am onella l and E. coli. . T he resu lts show ed that the

an t ibacteria l act ivity again st a ll bacteria tested w as sligh t ly h igher than that of neocham aejasm ine B , bu t

that of F 120w as sligh t ly low er, and that of B 1 and B 2 dropped obviou sly. T he above m en t ioned exp la ined that

tw o of 7, 7″, 4′, 4Ê fou r hydroxyl group s of neocham aejasm ine B w ere the m ain act ive group , and that

d ifferen t act ive group had great effect on the select ivity of an t ibacteria l act ivity of neocham aejasm ine B and

carbonyl group w as no t the m ain act ive group.

Key words: an t ibacteria l act ivity; st ructu re modif ica t ion; neocham aejasm ine B; st ructu re2act ivity

rela t ion sh ip
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