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专论与综述 

电子圆二色谱技术在微生物次级代谢产物结构研究中的 

应用研究进展 
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摘  要：微生物次级代谢产物的化学结构十分复杂，对其绝对构型的确定十分困难。近年来，电子

圆二色谱(electronic circular dichroism，ECD)由于其用量少、精度高等优点，在测定绝对构型方面的

应用越来越多，已经成为研究微生物次级代谢产物结构的重要方法。本文就电子圆二色谱在微生物

次级代谢产物结构研究中的应用进行综述，以期为今后的研究奠定基础。 
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technology in the structural study of microbial secondary 
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Abstract: The chemistry construction of microbial secondary metabolites is complex, and the 
determination of their absolute configuration is very difficult. In recent years, electronic circular dichroism 
(ECD) has been used more and more in the determination of absolute configuration due to its advantages 
of low dosage and high accuracy, and it has become an important method to study the structure of 
microbial secondary metabolites. In this paper, the application of ECD in the structure of microbial 
secondary metabolites was reviewed, which laid a foundation for future research. 
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微生物的次级代谢物多含立体化学中心，因

其结构的多样性和复杂性而有多种药理性质，在

药物研发领域具有重要价值[1]。如来源于大鼠粪便

的代谢产物 V1 和 V2 均有明显清除自由基的能  

力[2]。绝对构型的确定是化合物手性结构解析中最

具挑战性的任务。对于微生物的次级代谢物绝对

构型的确定，现有的方法包括单晶 X 射线衍射

法、不对称合成、核磁共振光谱和手性光学方法

等[3-10]。但由于微生物次级代谢产物的获得量少且

结构极其复杂，导致仍有一些天然产物的绝对构

型难以确定。自 20 世纪 60 年代以来，电子圆二色

谱(electronic circular dichroism，ECD)凭借其样品

用量少且可回收的优点，被证明是一种用于研究

各种天然产物绝对构型的强大工具[11]。原则上，

使用 ECD 方法确定绝对构型时，将计算得到的

ECD 谱图与实验 ECD 谱图进行对比，从而得出化

合物的绝对构型[12]。 

1  电子圆二色谱技术原理及其计算 

1.1  原理 

圆二色性(circular dichroism，CD)[13-14]，是指

平面偏振光通过具有旋光性的介质时，由于介质

中同一种旋光活性分子存在手性不同的两种构

型，而它们对平面偏振光所分解成的右旋和左旋

圆偏振光的吸收系数不同，射出时电场矢量不是

圆偏振光，而是椭圆偏振光，从而产生圆二色

性。CD 谱利用手性化合物对左右圆偏振光吸收系

数的不同和测定吸收系数之差随波长的变化来确

定手性化合物的绝对构型。 

1985 年法国物理学家 A. Cotton 在研究光学活

性物质的旋光性时发现了反常的旋光色散(optical 

rotatory dispersion，ORD)曲线，即直线偏振光透

过旋光性物质时产生偏转的现象[15]。典型的圆二

色谱有一个波谷和一个波峰，较长波长处的吸收

称为第一科顿(cotton)效应，较短波长处的吸收为

第二 Cotton 效应；Cotton 效应可以通过圆二色谱带

的符号来判断正负，当圆二色谱线出现正峰时称

为正的 Cotton 效应；圆二色谱曲线出现负峰时称

为负的 Cotton 效应[16-17]。每种构型对应特定的 CD

谱，可以根据 CD 谱中的 Cotton 效应来分析手性分

子的立体构型。 

1.2  计算 

ECD 是一种研究天然产物手性的方法，同时

也是一种表征电子跃迁的光谱学方法。其测定原

理与紫外光谱相似，所以都需要在溶剂中进行测

试 。 化 合 物 构 象 的 分 布 遵 从 玻 尔 兹 曼 分 布

(boltzmann)，除了刚性结构外，柔性分子在溶液中

往往都含有多个构象，而因其具有的专属性导致

每个构象都含有特定的 ECD 谱，所以一般通过

NMR 的相关信息来辅助构象分析[18-19]。所以对于

ECD 的计算来说，如何获得化合物低能量态的构

象是确定化合物绝对构型的关键。 

首先要进行构象搜索来确定该分子在溶剂中

低能量态构象及分布，目前能够进行构象搜索的

软 件 有 Maestro (conformational search) 、

HyperChem (HypercuBe，gainesville，FL)、Spartan 

(Wavefunction，Irvine，CA)、Insight (Accerlrys，

SanDiego)和 Confort (Triposte，MO)等[20-21]。将得

到的构象进行分析，包括基于分子力场的构象分

析和基于量子化学的构象分析，目前常用的基于

分 子 力 场 的 构 象 分 析 软 件 有 CONFLEX 、

OMEGA、MacroModel 和 MOE[22-23]等。然而经分

子力场分析得到的构象需要通过量子化学法进一

步的优化。目前量子化学的计算方法主要有从头

计算方法(Ab initio Haree Fock，SCF)、半经验方法

(semi-empirical method) 和 密 度 泛 函 理 论 (density 

functional theory，DFT)等；从头计算法通过基本

的物理常量来求解薛定谔方程，具有很高的计算

精度，但是对于计算机资源和计算时间有很大考

验；半经验法通过拟合实验结果得到的参数来简

化薛定谔方程，但是只适用于有足够原子参数的

分子；DFT 法和从头算法都是 Haree Fock 原理来计

算，不同的是其简化了多电子体系的计算，目前

DFT 法在 ECD 计算中广泛应用[24-27]。常见的 DFT
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有 LSDA 、 B3LYP 、 B3PW91 、 MPW1PW91 、

PBEPBE 和 PBE1PBE 等，其中 B3LYP 和 B3PW91

泛函由于计算结果较理想而得到大量使用[28]。除

了 DFT 的选择，量子化学计算还需要选择涉及到

描述分子轨道基组的选择。由于基组会影响计算

精度与计算时间，基组的选择也是非常重要的；

对于 DFT 和基组的选择主要通过其计算得到的对

Cotton 效应出峰位置与实验值越接近为最佳；常用

的基组有 6-31G+(d,p)、6-31G(d)和 6-311G++(2dp, 

2pd)等 [15] 。量 子化学计算 的软件有 Gaussian、

MOLPR、Q-Chem 和 Gamess-US 等；Gaussian 在研

究绝对构型方面应用最多；Gaussian 软件计算中，

对于溶剂效应的处理其可提供 Dipole、IEFPCM、

CPCM 和 SMD 模型，其中 IEFPCM 模型为常用模

型，在 Gaussian 软件中为默认处理模型，而 CPCM

模型比较适合用于极性溶剂体系中[29]。获取低能

构象后通过玻尔兹曼公式计算出玻尔兹曼分布

率；之后应用几何优化与玻尔兹曼分布率相结合

的方法进而得出化合物的模拟 ECD 谱图；再将计

算得到的 ECD 谱图与实验 ECD 谱图进行对比，从

而得出化合物的绝对构型(图 1)[30]。 

2  ECD 在微生物次级代谢产物绝对构型确
定中的应用实例 

ECD 目前已经在天然产物绝对构型研究中广

泛应用[31-32]。一般在确定相对构型后使用 ECD 法

来确定天然产物的绝对构型。但大多柔性分子在

溶液中都含有多个构象，而每个构象都含有特定的

ECD 谱，所以一般通过其他手段来辅助构象分析。 

2.1  通过 NMR 辅助确定天然产物的绝对构型 

Chen 等[33]从红树林内生真菌 Didymella sp. 

CYSK-4 的次级代谢产物中分离出 3 种新的 12 或

13 元大环生物碱，命名为 Ascomylactams A−C，以

及类似物 Phomapyrollidone A 和 Phomapyrollidone 

C (2) (图 2A)；通过 NOESY 确定其相对构型后在

B3LYP/3-21G 水平下获得的化合物 Ascomylactams 

 

 
 

图 1  ECD 谱的计算流程 
Figure 1  Calculation flow of ECD spectrum 
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C (1) (图 2A)的 DFT 计算 ECD 与实验 ECD 进行了

比较，化合物 1 的实验 ECD 在 225、250 和 315 nm

处表现出负的 Cotton 效应，在 275 nm 处表现出较

弱的正 Cotton 效应，这与计算的结果一致；因

此，将化合物 1 的绝对构型确定为(1S,4R,7S,8S, 

10R,12S,13R,14R,15S,16R,18R,1′R,2′R) (图 2B)；经

证实化合物 2 是化合物 1 在 C-16 处的差向异构体。

通过计算 ECD 与实验 ECD 的比较，确定其绝对构

型为(1S,4R,7S,8S,10R,12S,13R,14R,15S,16S,18R,1′R, 

2′R) (图 2C)。 

Li 等[34]从南海淤泥真菌 Aspergillus versicolor

的次级代谢产物中分离得到一种新萜类，命名为

Asperversins A (3) (图 3A)，其相对结构也通过

NOESY 得 到 部 分 阐 明 ； 采 用 TDDFT 方 法 在

B3LYP/6-311+G(d,P)水平上对化合物 Asperversins 

A[(1S,5S,6R,8R,9R,10R)-3a 和 (1R,5R,6S,8S,9S, 

10S)-3b]进行了 MeOH 下的 ECD 计算；化合物 3

的实验 ECD 与计算得到的 3a 的 ECD 曲线吻合   

较 好 ， 确 定 其 绝 对 构 型 为 (1S,5S,6R,8R,9R,10R)  

(图 3B)[34]。 

 

 
 

图 2  化合物 1/2 的实验和计算 ECD 光谱(在 MeOH 溶液中) 
Figure 2  Experimental and calculated ECD spectra of compound 1/2 (in MeOH) 

注：A：化合物 1/2 的结构；B：化合物 1 的实验和计算 ECD 光谱[33]；C：化合物 2 的实验和计算 ECD 光谱[33]. 
Note: A: The structure diagram of compound 1/2; B: The experimental and calculated ECD spectra of compound 1[33]; C: The experimental 
and calculated ECD spectra of compound 2[33]. 

 
 

  
 

图 3  实验和计算化合物 3a/3b 的 ECD 谱 
Figure 3  Experimental and calculated ECD spectra of compound 3a/3b 

注：A：化合物 3 的结构；B：实验和计算化合物 3a/3b 的 ECD 谱[34]. 
Note: A: The structural diagram of compound 3; B: Experimental and calculated ECD spectra of compound 3a/3b[34]. 
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Flaviphenalenones A (4) (图 4A)是从湿地真菌

Aspergillus flavipe PJ03-11 的固体培养物中分离出

的苯并芘衍生物，根据其质子耦合常数和 NOESY

确定了其相对构型，为了确定化合物 4 在 C-6 处的

绝对构型，在 B3LYP/6-31++G(d,p)水平上，使用

TDDFT 方法进行了实验和理论计算 ECD 之间的比

较，6S-4a 的 ECD 谱与化合物 4 的 ECD 谱吻合较

好；由此推断 4 的绝对构型为 6S[35](图 4B)。 

Wang 等[36]从海绵共附生真菌 Aspergillus sp. 

SCSIO 41018 的次级代谢产物中分离鉴定了 3 个间

苯三酚二聚体 Gilluones A−C，其中 Gilluone A 存在

自然界较为罕见的“皇冠”笼状结构，由两个缩酮和

一个半缩酮结构片段组成；Gilluones B 和 C 为乙酰

化间苯三酚二聚体；在 Gilluones B 和 C 之间的生

物活性中心(3R,5R,15R,20R)的构型是相同的；采

用 NOE 谱分析并通过比较实验和计算的 ECD 确定

Gilluones C (5) (图 5A)的绝对构型为(3R,5S,6S,15R, 

20R) (图 5B)。 

 

  
 

图 4  实验和计算化合物 4 的 ECD 谱 
Figure 4  Experimental and calculated ECD spectra of compound 4 

注：A：化合物 4 的结构；B：实验和计算化合物 4 的 ECD 谱[35]. 
Note: A: The structural diagram of compound 4; B: Experimental and calculated ECD spectra of compound 4[35]. 

  

 
 

图 5  实验和计算化合物 5 的 ECD 谱 
Figure 5  Experimental and calculated ECD spectra of compound 5 

注：A：化合物 5 的结构；B：实验和计算化合物 5 的 ECD 谱[36]. 
Note: A: The structural diagram of compound 5; B: Experimental and calculated ECD spectra of compound 5[36]. 
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Liu 等[37]从海洋来源的放线菌 Saccharothrix sp. 

10-10 的次级代谢产物中分离出 Saccharothrizons G (6) 

(图 6)和 H (7)，通过对 NOE 相关分析建立了化合物 7

的相对构型，并采用 TDDFT ECD 法在 CAM-B3LYP/ 

TZVP 和 WB97XD/6-311++G(d,p)水平下(4S,4aR,5S, 

12aS-6a)的计算曲线与实验谱吻合较好，从而确定了 7

的绝对构型为(4S,4aR,5S,12aS)(图 7A)；此外，根据其

相同的分子式(C24H24O11)和相似的核磁共振数据，确定

7 为 6 的非对映异构体；通过比较实验和计算 ECD 确

定化合物 6 的绝对构型为(4R,4aR,5S,12aS-6c)(图 7B)。 

2.2  与其他手性光学技术协同确定天然产物的

绝对构型 

大多通过 ECD 确定绝对构型的天然产物都通

过结合 NMR 的相关信息来辅助构象分析，但对于

结构较复杂的化合物需要通过多种手性光学技术

来协同确立其绝对构型，一般是 ORD 和振动圆二

色谱(vibrational circular dichroism，VCD)。 

Mazzeo 等[38]在 P 培养滤液中分离得到白色结

晶固体化合物 8 (图 8)，在充分优化后得到了 4 个

稳定构象；在 B3LYP/aug-cc-pVDZ 水平下，通过

TDDFT 计算得到的理论 ORD 曲线；玻尔兹曼平

均后，将计算出的 ORD 与实验曲线进行比较，理

论曲线很好地再现了实验 ORD 曲线，得到化合物

8 的绝对构型为(3S,4aR,8S,8aR) (图 9A)；ECD 光

谱是在 CAM-B3LYP/aug-cc-pVDZ 水平上，通过

TDDFT 计算得到的理论曲线，得到的 ECD 谱在 

 

 
 

图 6  化合物 6 的结构 
Figure 6  Structure of compound 6 

 

 
 

图 7  实验和计算化合物 6/7 的 ECD 谱[37] 
Figure 7  Experimental and calculated ECD spectra of compound 6/7[37] 

注：A：实验和计算化合物 7 的 ECD 谱；B：实验和计算化合物 6 的 ECD 谱. 
Note: A: Experimental and calculated ECD spectra of compound 7; B: Experimental and calculated ECD spectra of compound 6. 
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210、225 和 242 nm 处有 3 个跃迁；与实验得到的

ECD 谱 图 进 行 比 较 ， 两 者 吻 合 较 好 ； 尽 管 在  

210 nm 处显示负 Cotton 效应在实验 ECD 谱中不  

可见；尽管存在这些小的差异，得到化合物 8 的

绝 对 构 型 为 (3S,4aR,8S,8aR) 与 ORD 分 析 一 致   

(图 9B)。 

Zhu 等[39]从海洋真菌 Aspergillus sp. ZA-01 中分

离得到化合物 Aspergixanthone A (9) (图 10A)，但

由于化合物 9 的 C-14 和 C-15 是自由旋转的，所以

单一方法很难确定其绝对构型；化合物 9 可能有  

8 种绝对构型，分别是(14R,15R,20S,25R)、(14R, 

15S,20S,25R) 、 (14S,15R,20S,25R) 和 (14S,15S,20S, 

25R) 及 其 对 映 体 ； 首 先 对 (14R,15R,20S,25R) 、

(14R,15S,20S,25R)、(14S,15R,20S,25R)和(14S,15S, 

20S,25R) 在 B3LYP/6-311++G(2d,p) 水 平 进 行 了

TDDFT 计算，4 种非对映体的 ECD 预测曲线与实

测的 ECD 谱吻合良好，得到 C-20 和 C-25 处的绝

对构型分别为 20S 和 25R (图 10B)；在 CH3OH 隐

式 CPCM 溶剂化模型中，在 B3LYP/6-311+G(2d,p)

水平上对 4 种非对映体进行了 ORD 计算，得到的

ORD 数据可以用来排除(14S,15R,20S,25R)和(14S, 

15S,20S,25R) 两 种 构 型 ( 图 10C) ； 然 后 在

PBEPBE/6-311+G(d)水平计算(14R,15R,20S,25R)和

(14R,15S,20S,25R)的 VCD 频率，比较 9 的实验和

计算 VCD 数据，表明结构(14R,15R,20S,25R)接近

9 的真实结构(图 10D)。 

Xu 等[40]将从 Aspergillus erreus 得到的 Pseurotin 

A3 转化为乙酰衍生物化合物 10 (图 11A)，并对 10

的 ECD 和 VCD 进 行 测 量 ； 化 合 物 10 有

(10R,11R)-10a、 (10R,11S)-10b、 (10S,11R)-10c 和

(10S,11S)-10d 这 4 种可能的差向异构体；通过

B3LYP/6-31G(d)优化结构分别在 B3LYP/6-311+G 

(2d,p)水平使用 PCM 模型进行 ECD 计算(图 11B)，

在 B3LYP/6-31G(d)水平使用 PCM 模型进行 VCD

计算，得到(10S,11R)-10c 为化合物 10 的绝对构型

(图 11C)。 

 

 
 

图 8  化合物 8 的结构 
Figure 8  Structure of compound 8 

 

 
 
 

图 9  实验和计算化合物 8 的 ORD 和 ECD 谱(在 MeOH 溶液中)[38] 
Figure 9  Experimental and calculated ECD and ORD spectra of compound 8[38] 
注：A：实验和计算化合物 8 的 ORD 谱；B：实验和计算化合物 8 的 ECD 谱. 
Note: A: Experimental and calculated ORD spectra of compound 8; B: Experimental and calculated ECD spectra of compound 8. 
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图 10  实验和计算化合物 9 的 ECD、ORD 和 VCD 谱 
Figure 10  Experimental and calculated ECD, VCD and ORD spectra of compound 9 
注：A：化合物 9 的结构；B：实验和计算化合物 9 的 ECD 谱[39]；C：实验和计算化合物 9 的 ORD 谱[39]；D：实验和计算化合物 9

的 VCD 谱[39]. 
Note: A: The structural diagram of compound 9; B:Experimental and calculated ECD spectra of compound 9[39]; C: Experimental and 
calculated ORD spectra of compound 9[39]; D: Experimental and calculated VCD spectra of compound 9[39]. 

 
 

 
 
 

图 11  实验和计算化合物 10 的 ECD 和 VCD 谱 
Figure 11  Experimental and calculated ECD and VCD spectra of compound 10 
注：A：化合物 10 的结构；B：实验和计算化合物 10 的 ECD 谱[40]；C：实验和计算化合物 10 的 VCD 谱[40]. 
Note: A: The structural diagram of compound 10; B: Experimental and calculated ECD spectra of compound 10[40]; C: Experimental and 
calculated VCD spectra of compound 10[40]. 
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3  结语 

本文通过综述 ECD 在微生物次级代谢产物中

生物碱、萜类、聚酮类等化合物绝对构型确定方面

的应用实例来阐明 ECD 与绝对构型的关系。微生

物次级代谢产物近年来已经成为药物研发的重要

方向，ECD 的出现使其结构与功能的研究变得更加

简单高效。实验 ECD 的敏感性和理论计算的简单

性突出了其在确定天然产物绝对构型方面的优势，

ECD 的 TDDFT 计算更简化了 ECD 与绝对构型之

间关系的阐明，也是天然产物绝对构型确定的一种

很有前景的方法。ECD 有一些固有的弱点和溶剂处

理方法存在缺陷、对柔性结构过多和结构复杂的天

然产物的计算时间过长的局限性，而且由于信号分

辨率低，在不借助激发态量子力学计算的情况下很

难将信号分配到特定的发色团位置。获得天然产物

的绝对构型不只有一种途径，在柔性结构过多和复

杂天然产物的情况下，可协同应用一种以上的手性

光学技术来明确分配绝对构型。但是，随着计算技

术的不断进步，ECD 计算将成为发现先导化合物的

有力工具。 
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