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百合内生真菌次级代谢产物及抗氧化活性研究
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摘要: 目的 研究百合内生真菌及其活性次级代谢产物。方法 采用组织切块培养法和划线分离法培养分离百合中内生

真菌，并通过形态鉴定的方法鉴定其菌种。内生真菌的发酵产物采用 TLC － DPPH － 生物自显影法活性追踪并结合硅胶

柱、Sephadex LH － 20 凝胶柱进行分离纯化，根据理化性质及波谱数据鉴定所得化合物的结构。结果 从百合中分离得到

一株具有抗氧菌化活性的内生真菌，并在其次级代谢产物中分离得到 6 个化合物，对羟基苯乙醇( 1) ，豆甾 － 4 － 烯 － 3 －
酮( 2) ，β － 谷甾醇( 3) ，齐墩果酸( 4) ，琥珀酸( 5) 和水杨酸( 6) 。其中对羟基苯乙醇( 1) 为具有抗氧化活性化合物。结论

化合物 1，2 和 6 为首次从镰刀菌属真菌中分离得到。
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中药百合首载于《神农本草经》，是百合科植物卷丹 Lilium
lancifolium Thunb．、百合 Lilium brownii F． E Brown var． viridulum
Baker 和细叶百合 Lilium pumilum DC． 的干燥肉质鳞茎［1］，亦是一
种药食同源的常见中药，其性味甘寒，具有养阴润肺、清心安神、
补中益气的功效。其在受中医影响的亚洲国家( 如中国，韩国和
日本) ，常常被用于治疗某些肺部疾病和精神疾病。而在欧洲的
民间医学中，百合鳞茎也被用来治疗烧伤和肿胀［2］。虽然目前
对中药百合的化学成分及药理作用研究相对较多，但化学成分多
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集中在甾体皂苷和酚酸甘油酯类化合物上，且其药理作用研究不
够深入，百合发挥药理作用的分子机制大多尚不明确。

植物内生真菌由于其长时间生活在植物体内，在代谢过程中
可能会产生与宿主相同或相似的次级代谢产物［3］。TLC － 生物自
显影法是把生物活性测定和薄层色谱分离相融合的一种快速筛选
具有抑菌、抑酶和抗氧化等活性成分的技术［4］。中药百合具有抗
氧化活性归功于其中富含的多酚类成分［5］，为了探究百合内生真
菌的抗氧化活性的物质基础，本研究以之前分离得到的具有抗氧
化活性的内生真菌 Fusarium sp． ( GBH2J7) 次级代谢产物乙酸乙酯
部位为材料，通过各种柱色谱手段，分离鉴定了 6 个化合物，其中
一个是具有 DPPH 自由基清除活性的对羟基苯乙醇( 1) 。
1 材料
1． 1 试剂和实验仪器 旋转蒸发器( ＲE52 － 86A 型，上海亚荣生
化仪器厂) ，电热恒温培养箱( HH － B11． 500BS 型，上海跃进医疗
器械有限公司) ，柱层析硅胶( ZcxII200 － 300 目，青岛海洋化工
厂) ，薄层 层 析 硅 胶 ( GF254，青 岛 海 洋 化 工 厂) ，葡 聚 糖 凝 胶
( Sephadex LH － 20，Pharmacia) ，乙醇、石油醚、乙酸乙酯、正丁醇、
甲醇、氯仿、丙酮均为分析纯( 兰州永达化工公司) 。
1． 2 实验菌株 植物内生真菌 GBH2J7，从 2018 年 11 月采集自
甘肃省兰州市七里河区西果园镇的百合植物鳞茎中分离得到，且
按照 TLC － 生物自显影法测定其抗氧化活性［6］，其发酵代谢产物
乙酸乙酯部位的抗氧化活性是阳性对照 VitC 的 76． 85%。经形
态学观察鉴定为镰刀菌 Fusarium sp．。
1． 3 菌种活化与发酵 按照微生物培养的常规方法，将菌株接种
于马铃薯葡萄糖琼脂培养基( potato dextrose agar，PDA) 平板中，
28℃倒置培养 4 天作为种子平板，再从种子平板上挑取菌丝块接
种于新鲜的马铃薯葡萄糖培养基( Potato Dextrose Broth，PDB) 进
行液体发酵。发酵量为 12L，28℃摇床培养 15 d。
2 方法
2． 1 提取 收集菌株发酵后的菌液经减压浓缩至 1L，分别用 1L
乙酸乙酯萃取 3 次，合并乙酸乙酯相并减压浓缩，蒸干后得到乙
酸乙酯提取物 0． 944g。
2． 2 抗氧化活性追踪与化合物分离 GBH2J7 菌株乙酸乙酯提取
物或柱色谱分离后的各组分点于薄层硅胶板上用适当展开剂展
开后，在 0． 1% ( w /v) DPPH 甲醇溶液中浸泡 2 ～ 3s，待显色结果
稳定后观察活性点，以此作为活性追踪点进行分离。

乙酸乙酯部位以石油醚 － 乙酸乙酯( 10: 1，7: 1，4: 1，1: 1，0:
1) 进行硅胶柱层析得到 7 个组分，组分 1 － 7，其中组分 3 ( 28． 3
mg) 经反复的硅胶和凝胶柱层析得到具有抗氧化活性的化合物 1
( 7． 1 mg) ，组分 1( 90 mg) 经反复的硅胶和凝胶柱层析得到化合
物 2( 9． 7 mg) 和化合物 3( 15． 6 mg) ，组分 2 ( 64． 5 mg) 经反复的
硅胶和凝胶柱层析得到化合物 4( 9． 8 mg) ，组分 4( 193． 4 mg) 经
反复的硅胶和凝胶柱层析得到化合物 5 ( 87． 0 mg) 和化合物 6
( 11． 7 mg) 。
2． 3 结构鉴定
2． 3． 1 化合物 1 无色针状结晶。ESI － TOF － MS［M － H］－

m/z: 137． 0799。1H － NMＲ( CD3OD，600 MHz) δ: 7． 04( 2H，d，J =
8． 5 Hz) ，6． 71( 2H，d，J = 8． 5 Hz) ，3． 69 ( 2H，t，J = 7． 2 Hz) ，2． 73
( 2H，t，J = 7． 2 Hz) 。以上数据与文献［7］报道基本一致，故鉴定
为对羟基苯乙醇。
2． 3． 2 化合物 2 白色片状结晶。ESI － TOF － MS ［M + H］+ m/
z: 413． 4828。1H － NMＲ( CDCl3，600 MHz) δ: 5． 72 ( s，1H) ，1． 18
( s，3H) ，0． 94 – 0． 75 ( m，12H ) ，0． 71 ( s，3H ) 。13C － NMＲ
( CDCl3，150 MHz) δ: 199． 6( C － 3) ，171． 7( C － 5) ，123． 7( C － 4) ，
56． 0( C － 17) ，55． 8( C － 14) ，53． 8( C － 9) ，45． 7( C － 24) ，42． 3( C
－ 13) ，39． 6( C － 12) ，38． 5( C － 10) ，36． 0( C － 20) ，35． 6( C － 1) ，
35． 5( C － 8) ，34． 0( C － 22) ，33． 8( C － 2) ，32． 9( C － 6) ，32． 0( C －
7) ，29． 0( C － 25) ，28． 1 ( C － 16 ) ，26． 0 ( C － 23 ) ，24． 1 ( C － 15 ) ，
23． 0( C － 28) ，21． 0 ( C － 11) ，19． 8 ( C － 26 ) ，19． 0 ( C － 27 ) ，18． 6

( C － 21) ，17． 3( C － 19) ，11． 9( C － 29) ，11． 9( C － 18) 。以上数据
与文献［7］基本一致，故鉴定为豆甾 － 4 － 烯 － 3 － 酮。
2． 3． 3 化合物 3 白色粉末。经 TLC 与 β － 谷甾醇标准品对照，
其 Ｒf 值完全一致，混合熔点不下降，故鉴定为 β － 谷甾醇。
2． 3． 4 化合物 4 白色粉末。ESI － TOF － MS［M － H］－ m/z:
455． 4660。1H － NMＲ ( CD3COCD3，400 MHz ) δ: 5． 23 ( s，1H ) ，
3． 17( s，3H) ，1． 17 ( s，3H) ，0． 98 ( s，3H) ，0． 93 ( s，3H) ，0． 91 ( s，
3H) ，0． 80 ( s，3H ) ，0． 78 ( s，3H ) 。13 C － NMＲ ( CD3COCD3，150
MHz) δ: 178． 9( C － 28) ，145． 0( C － 13) ，123． 1 ( C － 12) ，78． 6 ( C
－3) ，56． 2( C － 2 ) ，48． 5 ( C － 23 ) ，46． 9 ( C － 5 ) ，46． 8 ( C － 9 ) ，
42． 5( C － 17) ，42． 3( C － 1) ，40． 2( C － 19) ，40． 0( C － 14) ，39． 3( C
－ 4) ，37． 8( C － 18) ，34． 5( C － 8 ) ，33． 7 ( C － 10 ) ，33． 4 ( C － 21 ) ，
33． 2( C － 22) ，31． 3( C － 29) ，28． 7( C － 7) ，28． 5( C － 20) ，28． 1( C
－ 15) ，26． 3( C － 27 ) ，24． 1 ( C － 11 ) ，23． 9 ( C － 16 ) ，23． 8 ( C －
30) ，19． 2( C － 6) ，17． 6 ( C － 26 ) ，16． 3 ( C － 25 ) ，15． 8 ( C － 24 ) 。
以上数据与文献［8］基本一致，故鉴定为齐墩果酸。
2． 3． 5 化合物 5 无色针状结晶。ESI － TOF － MS［M － H］－

m/z: 117． 0497。1H － NMＲ ( CD3OD，400 MHz) δ: 2． 57 ( s，2H) 。
13C － NMＲ( CD3OD，100 MHz) δ: 176． 2 ( COOH 峰) ，29． 8 ( CH2
峰) 。以上数据与文献［9］基本一致，故鉴定为琥珀酸。
2． 3． 6 化合物 6 无色针状结晶。ESI － TOF － MS［M － H］－

m/z: 137． 0613。1H － NMＲ( CD3OD，400 MHz) δ: 7． 85 ( dd，J =
7． 9，1． 8 Hz，1H) ，7． 45 ( ddd，J = 8． 7，7． 2，1． 7 Hz，1H) ，6． 91
( m，1H) ，6． 87( m，1H) 。13C － NMＲ( CD3OD，150 MHz) δ: 173． 5
( COOH 峰) ，163． 2( C － 2) ，136． 6 ( C － 4) ，131． 5 ( C － 6 ) ，120． 0
( C － 5) ，118． 1( C － 3) ，113． 9 ( C － 1) 。以上数据与文献［10］基本
一致，故鉴定为水杨酸。
3 讨论

本论文从一株百合内生真菌 Fusarium sp． 的次级代谢产物中
共分离到了 6 个化合物。其中化合物 1 是活性指导分离得到的
化合物，属于酚类物质，有 DPPH 自由基清除活性，此外，研究表
明该物质还具有较好的美白作用［11］，是潜在的化妆品美白成分。
化合物 6 也属于酚类物质，但不具有 DPPH 自由基清除活性。化
合物 5 是需氧生物体内三羧酸循环中重要的中间代谢产物。化
合物 2，3 是广泛存在于自然界中的植物甾醇。化合物 4 是广泛
存在于自然界中的五环三萜类化合物。
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