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红曲菌产生的)**+自由基捕捉物质的筛选!

吴根福 吴雪昌
（浙江大学生命科学学院 杭州 (!’’!,）

摘 要：从浙江长兴县农村传统家酿红酒的小曲中分离出一红曲菌菌株（!"#$%&’%-./），对
它产生的)**+自由基捕捉物质进行了筛选。结果表明：自由基捕捉活性和得率以醋酸乙酯
的中性提取物较高；培养时间以(’0，!’’1／234摇床$5为好；对醋酸乙酯的中性提取物进一
步进行了硅胶柱层析、6+&,’柱层析、7*68、+*68分部收集，并用+*68检验其纯度，获得
收量在,29以上，纯度在:$;以上的自由基捕捉物质!$个，对其中有代表性的<!&(、8(&!&=
进行了!+&>7?和!(8&>7?分析，确定它们的大致结构为苯的三取代衍生物，8(&!&=很可能
是(&羟基，@&甲氧基苯甲酸；并对<!&(、8(&!&=的自由基捕捉活性进行了测定，@’!2AB／6的

<!&(其自由基捕捉活性约为#$;，@’!2AB／6的8(&!&=其自由基捕捉活性小于$#;，均略低
于CD和CE。
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生命在代谢过程中或受外来因素刺激后，会产生活性氧自由基，自由基攻击生命大分

子造成组织、细胞损伤，从而引起机体衰老，或诱发肿瘤等恶性疾病的发生［!］。自由基捕

捉物能够清除机体代谢过程中产生的过多自由基，因而可增进人体健康［,，(］。

红曲菌自古以来就作为我国的食品及酿造菌种。本草纲目及天工开物中有对它“消

食活血”“健脾燥胃”、“杀菌防腐”等功能的描述，近年又发现它产生的莫纳可林类物质有

降胆固醇、降血脂的作用［@］，产生的"&氨基丁酸和乙酰胆碱有降血糖、降血压作用［$］。但
对它产生的自由基捕捉物的研究工作尚未见正式报道。我们利用)**+作为自由基，筛
选了一批红曲菌产生的自由基清除剂。

! 材料和方法

!"! 菌种
分离自浙江省长兴县民间红酒生产用小曲。

!"# 培养基
葡萄糖(’9，>I>J((9，酵母提取物!9，K,+*J@!9，79LJ@·=+,J’/$9，K8B’/$9，

MELJ@·=+,J’/’!9，.+#/=。用蒸馏水定容至!6。固体培养基添加,’9琼脂。

!"$ 红曲菌的分离纯化
取红曲少许，放入!’’26无菌水中，振荡，将上层孢子悬液置于#’0水浴中保温

(’234，用稀释涂平板法分离，(’0培养$5后挑取单菌落，经进一步稀释涂平板法纯化。
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!"# 红曲菌的扩大培养
挑取平板培养的红曲菌菌苔!环，接入"##$%培养基中，!#&，"##’／$()振荡培养

!*后，全量接入装有+##$%培养基的,###$%三角瓶中，同法振荡培养-*。

!"$ 代谢产物的浓缩
将红曲菌培养物过滤，滤液调./至!，用醋酸乙酯抽提，然后按下图分离碱性组分、

中性组分和酸性组分。
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图9 红曲菌产生的碱溶性、中性和酸溶性组分的分离方法
P(EQ9 R8A3A.?’?4()E$A485*5CS?3(@T)A24’?:?)*?@(*C’?@4(5)C’5$ !"#$%&’%3.
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!U% 自由基捕捉物的单离
将"V-分离所得的中性组分用硅胶柱层析，流动相依次为W-X/A>?)A／,-X=4B0@，

-#X/A>?)A／-#X=4B0@，,-X/A>?)A／W-X=4B0@，=4B0@，YAB/。将各层析液减压蒸发
后分别得到样品0、O、<、Z、=，再将各个样品用硅胶柱层析（流动相为氯仿／甲醇），%/[,#
柱层析，Y\%<，/\%<等方法单离，用/\%<检验单离物的纯度（,]#)$吸收）。

!"& 自由基捕捉物的鉴定
将分离物进行薄层层析，风干后，喷上Z\\/溶液，褪色组分为自由基捕捉物。

!"’ 化学量论的脂质自由基捕捉实验
按表^加入试剂后，盖上塞子，室温下放置!#$()，于-"W)$处测吸光度。

( 结果和分析
("! 红曲菌的形态及生理生化特性
对分离得到的红曲菌菌株进行了形态观察，菌丝培养前期为无色，分枝，直径!!

-"$，平板（!#&）培养!*后逐渐转红，并产水溶性色素。分生孢子白色，长于菌丝分枝顶
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端，一个或一串（常!!"个连结），圆形或椭圆形，直径#!$!"%，表面光滑。根据戴芳澜
的分类体系［&］，初步归为子囊菌纲真子囊菌亚纲散囊菌目散囊菌科的红曲菌属。

!"! 培养滤液中碱性、酸性、中性提取物含量
取培养’&(的培养物!)))%*，提取脂溶性物质，其得率和抗氧化性能见表$。由于碱

性和酸性部分得率低，对自由基的捕获性能不很强，因此以后实验中以提取中性部分为主。

表# 培养滤液中碱性、酸性、中性提取物的得率和抗氧化性能

+,-./$ 01/.2,32,3415671218139,-1.14:6;<=.4=>/;1.4>,4/
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I/=4>,.;>,<4163 !!"FH &#FE GGG
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!F$ 培养时间对中性提取液得率的影响
将红曲菌摇瓶培养"，E，#，&2后，分别取下!瓶（共!)))%*）提取中性的脂溶性部分，

发现以培养#2收率最大（!"EP&%9）。

!"% 中性提取物的分部分离
取培养#2的培养液$H，)))%*，同上法提取，得到中性提取液!$QQPH%9。用不同比

例的己烷／醋酸乙酯层析，得到B、C、?、M、J五个组分，其得率与部分性质见表!。
表! 分部分离物的得率及物理性状

+,-./! +(/:1/.2,32R(:D1<,.<(,>,<4/>1D41<D6;D=-D4,3</D9/44139;>6%R,>414163D/R,>,4163

S>,<4163 @/19(4／%9 01/.2／A B3415671218139 N(:D1<,.<(,>,<4/>1D141<D
B $E#F& &FQ GG C>6L361.:.1T=12
C $"$!FE &)F" GGGG 0/..6L1D(R6L2/>
? "Q’FE $QFE GGG 0/..6L1D(61.:.1T=12
M &EF# "F) GG C>6L361.:.1T=12
J !#)F’ $$F# GG U/2.1T=12L14(<>:D4,.

!F& 自由基捕捉物的单离
将分部分离收集到的B、C、?、M、J组分进一步层析单离，共获得纯度较高，收率较大

的自由基捕捉物样品$#个。其收率和部分性质见表"。
表$ 几个单离到的自由基捕捉物的收获量和部分性质

+,-./" +(/:1/.2,32<(,>,<4/>1D41<D6;;>//5>,21<,.D<,K/39/>D

V,%R./ @/19(4／%9
?O"?I／O!W

R>6R6>4163
+1%/ N=>14:／A

V<,K/-9/

,-1.14:

N(:D1<,.

<(,>,<4/>1D41<D
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续表!
"#$%$# #&% !／’ ()&#* +! ,, -.//01230456078
"#$%$9 %&* ’／! #&#9* 9* ,, -.//01230456078
:($# #&) *／* (’&9; +) ,,, -.//01<86230456078
:!$($’ (%&; %／9 9&%(% +% ,, -.//01<86501=.4
:!$*$; ;&( *／+* ;&*;* +( , "401>230456078
?%$(! !&( ,, @.=/<A7<=

!：B235/.?%$(628/01.42C8045D<0>7>=.4%;)>3，<D128E2/72D.=28574<D<.47>=.4FG:&

!"# $%&’、(’&%&)结构的初步同定
对分离所得的"(H!、:!H(H’进行了(IHJK@和(!:HJK@的测定，结果见图%。从图

中可以看出:!H(H’是一种三取代的苯衍生物，通过对各同分异构体进行比较，根据B2E<DH
8LM法则［’］，最可能是!H羟基H#H

""
""

##

甲氧基苯甲酸，其结构式为：

INN:

NI

N:I!

图% "(H!及:!H(H’的(IHJK@和(!:HJK@图谱

O<P&% F6.(IHJK@2>=(!:HJK@85.QD4730R"(H!2>=:!H(H’

S(&(IHJK@85.QD4730R:!H(H’（<>:T!NT）； S%&(!:HJK@85.QD4730R:!H(H’（<>:T!NT）；

"(&(IHJK@85.QD4730R"(H!（<>:T!NT）； "%&(!:HJK@85.QD4730R"(H!（<>:T!NT）&
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!"#$与%$#"#&相似，也是一个三取代苯衍生物，只不过取代基较为复杂：具有三个脂
肪族碳原子（!"’，()，$$），两个与*相连的醚或酯碳原子（!+(，&,），两个酯或酸的羰基原
子（!"&-，"&+）以及一个饱和脂肪族酮基碳原子（!("$）；从氢谱中可见共有".个氢，除了

$个苯环氢外，似乎还有两个%/$，三个%/(和一个%/，及一个*/。总之，氢谱及其峰
裂分很复杂，要确定它的结构尚需与其它分析方法配合。

!"# $%&’、(’&%&#的化学量论的脂质自由基捕捉实验
将!"#$（"),-"0／12，用34*/配制）、%$#"#&（"’,-"0／12，用34*/配制）连同对照

##567（89，).-"0／12，用34*/配制）、:;:（87，$+-"0／12，用</+=+的->"16?／2醋酸
缓冲液配制）按表,加量后，$-@反应$-1AB，于+"&B1处测吸光度。结果见表,。遗憾
的是样品!"#$、%$#"#&的分子量尚未最后确定，不能与维生素%、维生素3进行等摩尔浓
度的比较（反应系统维生素%、维生素3的最终浓度皆为,-"16?／2）。如果不考虑其它取
代基（C，D，%?等），根据"/#CEF和"$%#CEF推算，!"#$的分子量大约为$--，%$#"#&的
分子量大约为".)，则它们的自由基捕捉活性按捕捉百分率（"—样品*G+&"／对照*G+&"）

H"--I计算，如图$所示。其中!"#$的摩尔浓度依次为$"，."，"($，(,+"16?／2，%$#"#&
的摩尔浓度依次为+)，"".，($"，,.("16?／2。可见,-"16?／2!"#$的自由基捕捉活性介
于.(>)I与&.>’I之间，约为.+I；而,-"16?／2%$#"#&的自由基捕捉活性小于+.>)I，
两者都不及维生素%和维生素3。

表) $%&’、(’&%&#的自由基捕捉活性
5JK?9, 5L9MN99#NJOA7J?P7JQ9B0AB0J7A4AQA4R6M!"#$、%$#"#&

-="16?／2:794J49

KSMM9N／12
34*/／12

-=+116?／2

GDD/／12
87／12 89／12 ;J1<?9／12 *G+&"（!"#$）

*G+&"6M

%$#"#&
(=- (=- "=- -=,-$
"=’ (=- "=- -=" -=-&’
(=- "=’ "=- -=" -=-)&
(=- "=’&+ "=- -=-(+ -="+- -="&,
(=- "=’+ "=- -=-+- -=-’$ -="$)
(=- "=’ "=- -="-- -=-)’ -="-+
(=- "=) "=- -=(-- -=-)$ -=-’"

图$ 几种物质的自由基捕捉活性

TA0=$ 5L9MN99#NJOA7J?P7JQ9B0AB0J74AQA4R6MP9Q9NJ?PSKP4JB79P
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