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摘要： 目的　 研究麻口皮子药内生真菌及其次生代谢产物。 方法　 采用组织切块培养法和划线分离法培养分离麻口皮

子药中内生真菌， 并通过形态和分子鉴定的方法鉴定菌种。 内生真菌的发酵物采用硅胶柱、 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　 从中分离得到 ７ 个化合物， 分别鉴定为 ３， ４⁃
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　 　 内生真菌是指那些在其生活史的某一段时期生

活在植物组织内， 对植物组织没有引起明显病害症

状的真菌［１］。 研究表明， 几乎所有被研究过的植

物均发现了内生真菌， 目前自然界至少有 １００ 多万

种内生真菌［２⁃３］， 产生了萜类、 生物碱类、 苯丙素

类、 黄酮类、 甾体类、 醌类、 糖类、 有机酸类、 肽

类等多种结构类型次生代谢产物， 并且具有抗肿

瘤、 抗菌、 抗氧化、 抗病毒、 抗炎、 杀虫等活

性［４⁃５］。 因此， 植物内生真菌成为了寻找活性物质

的良好资源。
花椒属植物属于芸香科， 我国约有 ３９ 种 １４ 变

种［６］， 其中野花椒 Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ ｓｉｍｕｌａｎｓ Ｈａｎｃｅ 为

该属药食两用品种之一， 其果实常作为调味品使

用［７］， 而其干皮及枝皮为湖南省有名的祛风湿中

药， 叫麻口皮子药或皮子药， 用于治疗风寒湿痹、
腹痛泄泻、 咽喉疼痛等病［８］。 关于野花椒的化学

成分及其抗类风湿关节炎活性已有研究报道， 基本

揭示了麻口皮子药抗类风湿关节炎的物质基

础［９⁃１２］， 并且对其中抗类风湿关节炎的内生真菌进

行了筛选， 得到 ４ 株活性菌株［１３］。 为了更广泛地

寻找抗类风湿关节炎的活性物质， 本实验继续对麻

口皮子药内生真菌及其次生代谢产物进行研究， 从

中分离鉴定了一株优势内生真菌 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｏｘｙ⁃
ａｎｔｈｉ， 并从其发酵物中分离得到了 ７ 个次生代谢产

物， 均为首次从该内生真菌中分离得到。
１　 材料

ＤＲＰ⁃６００ ＭＨｚ 核磁共振波谱仪 （ＴＭＳ 为内标，
德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）； Ｘｅｖｏ Ｇ２⁃ＸＳ ＱＴｏｆ 高分辨质谱

仪 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 型高效液相

色谱仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； Ｎ⁃１００１ 型旋转蒸发

仪 （上海爱朗仪器有限公司）。 培养基采用 ＰＤＡ
固体培养基、 种子培养液和大米培养基 （实验室

配制）。 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０ 型羟丙基葡聚糖凝胶 （美
国 Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司）； Ｒｐ⁃１８ 反相硅胶

（４０～６３ μｍ， 日本 Ｄａｉｓｏ 公司）； ＭＣＩ ｇｅｌ ＣＨＰ⁃２０Ｐ
（日本三菱化学株式会社）； ＲｅｐｒｏＳｉｌ １００⁃Ｃ１８色谱柱

（２５０ ｍｍ×１０ ｍｍ， ５ μｍ， 德国迈克公司）； 柱色谱

硅胶 （２００～３００ 目）、 硅胶 Ｈ、 薄层色谱硅胶 ＧＦ２５４

（青岛海洋化工厂）； 其他试剂均为分析纯。
麻口皮子药于 ２０１６ 年 １０ 月采自湖南省浏阳市

大围山， 封存于保鲜袋中， 经湖南中医药大学药学

院周小江教授鉴定为芸香科花椒属植物野花椒

Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ ｓｉｍｕｌａｎｓ Ｈａｎｃｅ 的新鲜干皮。
２　 方法

２􀆰 １　 内生真菌分离与纯化　 取新鲜麻口皮子药干

皮， 用蒸馏水冲洗数次直至干净， 剪成边长约２ ｃｍ
的方块， 依次用 ７５％ 酒精、 无菌水、 ５％ 次氯酸钠

溶液、 无菌水进行漂洗， 时间分别为 １ ｍｉｎ、 ３０ ｓ、
３ ｍｉｎ、 ４５ ｓ， 将消毒后的干皮于无菌操作台中剪切

成边长 １ ｃｍ 的小块， 置 ＰＤＡ⁃抗生素平板培养基上

培养， 对照组为消毒后边长 ２ ｃｍ 的方块， 于培养

箱中恒温 ３０ ℃培养 ７ ｄ 左右， 将干皮剪切边缘长

出的菌丝接种至 ＰＤＡ 平板培养基中继续培养， 采

用平板划线法进行反复分离纯化， 直至培养基中的

菌落为单一菌株。 其中， 菌株 ＭＫ⁃２４ 为优势菌株，
将优势菌株保存于斜面培养基中， 以 ５ ～ ７ ℃的温

度保种备用。
２􀆰 ２　 内生真菌鉴定

２􀆰 ２􀆰 １　 形态鉴定［１３］ 　 将 ＭＫ⁃２４ 于 ＰＤＡ 平板上

３０ ℃恒温培养 ７ ｄ 左右， 观察菌落生长情况， 记

录菌株培养特性， 采用插片法对菌株进行显微摄

影， 观察其显微形态特征， 依据萨卡图和休斯⁃塔
巴基⁃巴伦真菌分类系统进行初步鉴定和分类。
２􀆰 ２􀆰 ２　 分子鉴定　 对优势内生真菌 ＭＫ⁃２４ 进行分
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子鉴定， ＤＮＡ 提取采用 ＣＴＡＢ 法［１５］， 通用引物

ＩＴＳ１ ／ ＩＴＳ４ ＩＴＳ１ （ ５′⁃ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ⁃
３′）， ＩＴＳ４ （ ５′⁃ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ⁃３′） 扩

增 ＩＴＳ １、 ５􀆰 ８Ｓ 和 ＩＴＳ２ 的全序列， ＰＣＲ 反应体系

与 ＰＣＲ 循环体系见表 １～２， 将 ＰＣＲ 产物送上海生

工生物工程有限公司测序。 将所测得真菌的 ＩＴＳ 序

列在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 比对分析

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）， 搜索同源

序列， 将序列相似性大于 ９５％ 的 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列通

过 ＭＥＧＡ７􀆰 ０ 软件使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 进行多重比对， 构

建系统进化树进行分析。
表 １　 ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ｏｆ ＰＣＲ
试剂 体积 ／ μＬ

Ｔｅｍｐｌａｔｅ（基因组 ＤＮＡ ２０～５０ ｎｇ ／ μＬ） ０􀆰 ５
１０×Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋） ２􀆰 ５
ｄＮＴＰ（各 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １􀆰 ０
Ｄｒｅａｍ Ｔａｑ⁃ＴＭ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰 ２
ＩＴＳ１ 引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ５
ＩＴＳ４ 引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ５
加双蒸 Ｈ２Ｏ １９􀆰 ８

表 ２　 ＰＣＲ 循环体系

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ｏｆ ＰＣＲ
温度 ／ ℃ 时间 程序

９４ ４ ｍｉｎ 预变性

９４ ４５ ｓ
５５ ４５ ｓ
７２ １ ｍｉｎ

３０ 个循环

７２ １０ ｍｉｎ 修复延伸

４ ∞ 终止反应

２􀆰 ３　 发酵培养　 将保存于 ＰＤＡ 斜面培养基的菌株

ＭＫ－２４ 接种到 ＰＤＡ 平板培养基上于 ３０ ℃培养箱

中培养 ７ ｄ 后， 接种到麦芽种子培养液中进行摇床

活化， 条件为 ２８ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ。 将活化后的菌株

接种至大米培养基中进行发酵， 常温下静置 ４０ ｄ。
２􀆰 ４　 提取与分离　 菌株发酵结束后， 往瓶中加入

丙酮没过菌丝体， 静置 １２ ｈ 以杀死真菌， 然后将

大米捣碎， ４ 层纱布过滤得发酵液， 将发酵液减压

浓缩至 ３ Ｌ 以下， 用乙酸乙酯超声提取 ２ 次， 每次

２０ ｍｉｎ， 滤过， 合并滤液， 减压回收乙酸乙酯， 得

浸膏 ９２ ｇ。 浸膏过硅胶柱， 以石油醚⁃乙酸乙酯

（５ ∶ １、 ３􀆰 ５ ∶ １、 ２ ∶ １、 １ ∶ １、 １ ∶ ４） 梯度洗脱，
收集洗脱液， 每份约 ５００ ｍＬ， 薄层色谱检识， 合

并为 ４ 部分 （Ｆｒ􀆰 １ ～ Ｆｒ􀆰 ４）。 Ｆｒ􀆰 ３ （１２􀆰 ５ ｇ） 过 ＭＣＩ
柱， 以甲醇⁃水 （３０ ∶ ７０、 ４０ ∶ ６０、 ５０ ∶ ５０、 ６０ ∶
４０、 ７０ ∶ ３０、 ８０ ∶ ２０、 ９０ ∶ １０、 甲醇） 梯度洗脱，

检识， 合并成 ３ 个部分 （Ｆｒ􀆰 ３⁃１ ～ Ｆｒ􀆰 ３⁃３）， Ｆｒ􀆰 ３⁃１
（３􀆰 ７ ｇ） 经反相硅胶以甲醇⁃水 （３０ ∶ ７０、 ４０ ∶ ６０、
５０ ∶ ５０、 ６０ ∶ ４０、 ７０ ∶ ３０、 ８０ ∶ ２０、 ９０ ∶ １０、 甲

醇） 梯度洗脱， Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０ 柱甲醇洗脱纯化，
得化合物 １ （ １􀆰 ３ ｍｇ）、 ４ （ ７８􀆰 ４ ｍｇ）， Ｆｒ􀆰 ３⁃１⁃３
（２􀆰 ３ ｇ） 先过反相硅胶， 以甲醇⁃水 （ ３０ ∶ ７０、
４０ ∶ ６０、 ５０ ∶ ５０、 ６０ ∶ ４０、 ７０ ∶ ３０、 ８０ ∶ ２０、 ９０ ∶
１０、 甲醇） 梯度洗脱， Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０ 柱甲醇洗脱

纯化， 再经制备 ＨＰＬＣ 色谱 （甲醇 ∶ 水 ＝ ３４ ∶ ６６）
纯化， 得化合物 ２ （１􀆰 ６ ｍｇ）、 ３ （１􀆰 ９ ｍｇ）， Ｆｒ􀆰 ３⁃１⁃
２ （０􀆰 ８ ｇ） 经 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０ 柱甲醇洗脱纯化， 得

化合物 ５ （６􀆰 １ ｍｇ）； Ｆｒ􀆰 １ （２０􀆰 ６ ｇ） 先过正相硅胶

柱， 以石油醚⁃乙酸乙酯 （２０ ∶ １、 １５ ∶ １、 １０ ∶ １、
８ ∶ １、 ６ ∶ １、 ５ ∶ １） 梯度洗脱， 再经反相硅胶柱，
以甲醇⁃水 （３０ ∶ ７０、 ４０ ∶ ６０、 ５０ ∶ ５０、 ６０ ∶ ４０、
７０ ∶ ３０、 ８０ ∶ ２０、 ９０ ∶ １０、 甲醇） 梯度洗脱， 制备

薄层 （展开剂为三氯甲烷⁃乙酸乙酯， １０ ∶ １），
Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０ 柱 （三氯甲烷⁃甲醇， ６ ∶ ４） 洗脱

纯化， 得化合物 ６ （８􀆰 ７ ｍｇ）、 ７ （２􀆰 ３ ｍｇ）。
３　 结果

３􀆰 １　 内生真菌鉴定　 ＭＫ⁃２４ 在 ＰＤＡ 培养基上菌落

呈白色绒毛状并出现轮纹， 中部淡黄褐色见图 １ａ，
７ ｄ 后长满直径 １０ ｃｍ 的培养基， 菌丝生长较迅速，
１４ ｄ 后菌落上出现孢子堆， 有油滴， 培养基背面

为桔黄色且有皱褶见图 １ｂ。 显微观察发现， 菌丝

无色， 有分枝， 具隔膜见图 １ｃ， 分生孢子纺锤形，
（１４􀆰 ０～２６􀆰 ０） μｍ× （６􀆰 ０ ～ ８􀆰 ０） μｍ， 可见 ３ 个深

色细胞， 见图 １ｄ。 ＩＴＳ 序列分析表明， 内生真菌

ＭＫ⁃２４ 与 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｏｘｙａｎｔｈｉ （最大相似度 ９９％ ，
覆盖度 １００％ ， 登录号 ＫＴ７１６３０３􀆰 １） 非常接近， 其

系统发育树见图 ２。 结合其菌丝与分生孢子特征，
初步将菌株 ＭＫ⁃２４ 鉴定为 Ｐ． ｏｘｙａｎｔｈｉ。

图 １　 ＭＫ⁃２４ 菌株形态与显微结构特征

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ＭＫ⁃２４ ｓｔｒａｉｎ

３􀆰 ２　 结构鉴定

化合物 １： 浅粉色粉末。 分子式 Ｃ８Ｈ８Ｏ４。 ＨＲ⁃
ＥＳＩ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： １６７􀆰 ０３８ ７ ［ Ｍ⁃Ｈ］ －。１Ｈ⁃ＮＭＲ
（６００ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ： ７􀆰 ４２ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ２􀆰 ０ Ｈｚ，
Ｈ⁃２）， ７􀆰 ４１ （１Ｈ， ｄｄ， Ｊ＝ ８􀆰 ６， ２􀆰 ０ Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ６􀆰 ８０
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图 ２　 ＭＫ⁃２４ 菌株基于 ＩＴＳ 序列的系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＭＫ⁃２４ ｓｔｒａｉｎ ｇｅｎ⁃
ｅｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

（１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ８􀆰 ６ Ｈｚ， Ｈ⁃５）， ３􀆰 ８３ （ ３Ｈ， ｓ， ７⁃
ＯＣＨ３）；１３Ｃ⁃ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ： １６８􀆰 ８ （Ｃ⁃
７）， １５１􀆰 ７ （ Ｃ⁃４）， １４６􀆰 ２ （ Ｃ⁃３）， １２３􀆰 ６ （ Ｃ⁃６），
１２２􀆰 ５ （ Ｃ⁃１）， １１７􀆰 ４ （ Ｃ⁃５）， １１５􀆰 ８ （ Ｃ⁃２）， ５２􀆰 ２
（７⁃ＯＣＨ３）。 以上数据与文献 ［１４］ 基本一致， 故

鉴定为 ３， ４⁃二羟基苯甲酸甲酯。
化合物 ２： 白色粉末。 分子式 Ｃ１０Ｈ１４Ｏ３。 ＨＲ⁃

ＥＳＩ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： １８１􀆰 ０８８ ０ ［ Ｍ⁃Ｈ］ －。１Ｈ⁃ＮＭＲ
（６００ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ： ６􀆰 ８７ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ８􀆰 ２ Ｈｚ，
Ｈ⁃５）， ６􀆰 ８４ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ２􀆰 ０ Ｈｚ， Ｈ⁃２）， ６􀆰 ７６ （１Ｈ，
ｄｄ， Ｊ ＝ ２􀆰 ０， ８􀆰 ２ Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ３􀆰 ８２ （ ３Ｈ， ｓ， ４⁃
ＯＣＨ３）， ３􀆰 ７９ （３Ｈ， ｓ， ３⁃ＯＣＨ３）， ３􀆰 ７２ （２Ｈ， ｔ， Ｊ ＝
７􀆰 １ Ｈｚ， Ｈ⁃８）， ２􀆰 ７６ （２Ｈ， ｔ， Ｊ＝ ７􀆰 １ Ｈｚ， Ｈ⁃７）；１３Ｃ⁃
ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ： １５０􀆰 ５ （Ｃ⁃３）， １４８􀆰 ９
（Ｃ⁃４）， １３３􀆰 ３ （Ｃ⁃１）， １２２􀆰 ３ （Ｃ⁃６）， １１４􀆰 ０ （Ｃ⁃２），
１１３􀆰 １ （Ｃ⁃５）， ６４􀆰 ４ （Ｃ⁃８）， ５６􀆰 ５ （３⁃ＯＣＨ３）， ５６􀆰 ４
（４⁃ＯＣＨ３）， ３９􀆰 ８ （Ｃ⁃７）。 以上数据与文献 ［１５］
基本一致， 故鉴定为 ３， ４⁃二甲氧基苯乙醇。

化合 物 ３： 针 状 结 晶 （ 甲 醇 ）。 分 子 式

Ｃ１３Ｈ１６Ｏ７。 ＨＲ⁃ＥＳＩ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ２８５􀆰 ０９６ ９ ［Ｍ＋
Ｈ］ ＋。１Ｈ⁃ＮＭＲ （６００ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ： ６􀆰 ７１ （１Ｈ，
ｄ， Ｊ＝ １􀆰 １ Ｈｚ， Ｈ⁃２′）， ６􀆰 ５７ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ２􀆰 １ Ｈｚ， Ｈ⁃
５）， ５􀆰 ７５ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ２􀆰 １ Ｈｚ， Ｈ⁃３）， ４􀆰 ２６ （１Ｈ，
ｄｄ， Ｊ＝ ４􀆰 ２， １１􀆰 ４ Ｈｚ， Ｈ⁃１″ａ）， ４􀆰 １６ （１Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝
６􀆰 ４， １１􀆰 ４ Ｈｚ， Ｈ⁃１″ｂ）， ３􀆰 ９０ （３Ｈ， ｓ， ４⁃ＯＣＨ３ ），
３􀆰 ８８ （１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃２″）， ３􀆰 ５９ （２Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ １􀆰 ２， ５􀆰 ５
Ｈｚ， Ｈ⁃３″）， ２􀆰 ３９ （３Ｈ， ｄ， Ｊ＝ １􀆰 １ Ｈｚ， １′⁃ＣＨ３）；１３Ｃ⁃
ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ： １７２􀆰 ９ （Ｃ⁃４）， １６７􀆰 ３
（Ｃ⁃３′）， １６５􀆰 ６ （ Ｃ⁃２）， １６０􀆰 ３ （ Ｃ⁃６）， １４４􀆰 １ （ Ｃ⁃
１′）， １２１􀆰 ０ （ Ｃ⁃２′）， １０４􀆰 １ （ Ｃ⁃５）， ９１􀆰 ３ （ Ｃ⁃３），
７１􀆰 １ （Ｃ⁃２″）， ６６􀆰 ７ （Ｃ⁃１″）， ６４􀆰 ０ （Ｃ⁃３″）， ５７􀆰 ２ （４⁃

ＯＣＨ３）， １３􀆰 ６ （１′⁃ＣＨ３ ）。 以上数据与文献 ［ １６］
基本 一 致， 故 鉴 定 为 （ ２Ｅ ） ⁃ （ ２Ｒ ） ⁃２， ３⁃ｄｉ⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ⁃３⁃ （ ４⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃２⁃ｏｘｏ⁃２Ｈ⁃ｐｙｒａｎ⁃６⁃ｙｌ ） ⁃
２⁃ｂｕｔｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒ。

化合物 ４： 针状结晶（甲醇）。 分子式 Ｃ８Ｈ１０Ｏ２。
ＨＲ⁃ＥＳＩ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： １３７􀆰 ０６０ １ ［ Ｍ⁃Ｈ ］ －。１Ｈ⁃
ＮＭＲ （６００ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ： ７􀆰 ０２ （２Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ８􀆰 ５
Ｈｚ， Ｈ⁃３， ５）， ６􀆰 ７２ （ ２Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ８􀆰 ５ Ｈｚ， Ｈ⁃２，
６）， ３􀆰 ６９ （２Ｈ， ｔ， Ｊ＝ ７􀆰 ４ Ｈｚ， Ｈ⁃８）， ２􀆰 ７１ （２Ｈ， ｔ，
Ｊ＝ ７􀆰 ４ Ｈｚ， Ｈ⁃７）；１３Ｃ⁃ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ：
１５６􀆰 ６ （ Ｃ⁃４）， １３０􀆰 ９ （ Ｃ⁃１）， １３０􀆰 ８ （ Ｃ⁃２， ６ ），
１１６􀆰 １ （Ｃ⁃３， ５）， ６４􀆰 ５ （Ｃ⁃８）， ３９􀆰 ３ （Ｃ⁃７）。 以上

数据与文献 ［１７］ 基本一致， 故鉴定为对羟基苯

乙醇。
化合物 ５： 白色粉末。 分子式 Ｃ１１Ｈ１８Ｏ４。 ＨＲ⁃

ＥＳＩ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ２１３􀆰 １１２ １ ［ Ｍ⁃Ｈ］ －。１Ｈ⁃ＮＭＲ
（６００ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ： ５􀆰 １８ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １􀆰 ７ Ｈｚ，
Ｈ⁃３）， ４􀆰 ３６ （ １Ｈ， ｍ， Ｈ⁃６）， ３􀆰 ８１ （ ３Ｈ， ｓ， ４⁃
ＯＣＨ３）， ３􀆰 ６０ （１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃１′）， ２􀆰 ８４ （１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃
５ｂ）， ２􀆰 ３１ （ １Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ ３􀆰 ８， １７􀆰 ２ Ｈｚ， Ｈ⁃５ａ），
１􀆰 ６１ （２Ｈ， ｍ， Ｈ⁃２′）， １􀆰 ５１ （２Ｈ， ｍ， Ｈ⁃３′）， １􀆰 ３７
（ ２Ｈ， ｍ， Ｈ⁃４′）， ０􀆰 ９４ （ ３Ｈ， ｔ， Ｊ ＝ ７􀆰 １ Ｈｚ， Ｈ⁃
５′）；１３Ｃ⁃ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ： １７６􀆰 ５ （ Ｃ⁃
２）， １７０􀆰 ３ （ Ｃ⁃４）， ９０􀆰 ０ （ Ｃ⁃３）， ８０􀆰 ２ （ Ｃ⁃１′），
７２􀆰 ６ （Ｃ⁃６）， ５７􀆰 ３ （４⁃ＯＣＨ３）， ３３􀆰 ３ （Ｃ⁃５）， ３０􀆰 ２
（Ｃ⁃２′）， ２９􀆰 １ （ Ｃ⁃３′）， ２３􀆰 ７ （ Ｃ⁃４′）， １４􀆰 ４ （ Ｃ⁃
５′）。 以上数据与文献 ［１８］ 基本一致， 故鉴定为

（６Ｓ） ⁃６⁃ ［ （１Ｓ） ⁃１⁃羟基戊基］ ⁃４⁃甲氧基⁃５， ６⁃二
氢吡喃⁃２⁃酮。

化合物 ６： 白色粉末。 分子式 Ｃ２９ Ｈ５０ Ｏ。 ＨＲ⁃
ＥＳＩ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ４１５􀆰 ２１１ ９ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋。１Ｈ⁃ＮＭＲ
（６００ ＭＨｚ， ＣＤＣｌ３） δ： ５􀆰 ３５ （１Ｈ， ｔ， Ｊ＝ ２􀆰 ３ Ｈｚ， Ｈ⁃
６）， ３􀆰 ５２ （１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃３）， １􀆰 ００ （３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃２９），
０􀆰 ９２ （３Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ６􀆰 ５ Ｈｚ， Ｈ⁃１９）， ０􀆰 ８４ （３Ｈ， ｔ， Ｊ＝
７􀆰 ４ Ｈｚ， Ｈ⁃２４）， ０􀆰 ８３ （３Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ６􀆰 ８ Ｈｚ， Ｈ⁃２６），
０􀆰 ８１ （３Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ６􀆰 ８ Ｈｚ， Ｈ⁃２７）， ０􀆰 ６８ （３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃
２８）；１３Ｃ⁃ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， ＣＤＣｌ３） δ： １４０􀆰 ９ （Ｃ⁃５），
１２１􀆰 ９ （ Ｃ⁃６）， ７２􀆰 ０ （ Ｃ⁃３）， ５６􀆰 ９ （ Ｃ⁃１４）， ５６􀆰 ２
（Ｃ⁃１７）， ５０􀆰 ２ （ Ｃ⁃９）， ４５􀆰 ９ （ Ｃ⁃２２）， ４２􀆰 ４ （ Ｃ⁃
１３）， ４２􀆰 ４ （ Ｃ⁃４）， ３９􀆰 ９ （ Ｃ⁃１２）， ３７􀆰 ４ （ Ｃ⁃１），
３６􀆰 ６ （Ｃ⁃１０）， ３６􀆰 ３ （ Ｃ⁃１８）， ３４􀆰 ０ （ Ｃ⁃２０）， ３２􀆰 ０
（Ｃ⁃７）， ３２􀆰 ０ （Ｃ⁃８）， ３１􀆰 ８ （Ｃ⁃２）， ２９􀆰 ２ （Ｃ⁃２５），
２８􀆰 ４ （Ｃ⁃１６）， ２６􀆰 １ （ Ｃ⁃１５）， ２４􀆰 ４ （ Ｃ⁃２１）， ２３􀆰 ２
（Ｃ⁃２３）， ２１􀆰 ２ （ Ｃ⁃１１）， １９􀆰 ９ （ Ｃ⁃２６）， １９􀆰 ５ （ Ｃ⁃
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２７）， １９􀆰 ２ （Ｃ⁃１９）， １８􀆰 ９ （Ｃ⁃２８）， １２􀆰 １ （Ｃ⁃２４），
１２􀆰 ０ （Ｃ⁃２９）。 以上数据与文献 ［１９］ 基本一致，
故鉴定为 β⁃谷甾醇。

化合物 ７： 白色粉末。 分子式 Ｃ２９ Ｈ４８ Ｏ。 ＨＲ⁃
ＥＳＩ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ４１３􀆰 ３７８ ２ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋。１Ｈ⁃ＮＭＲ
（６００ ＭＨｚ， ＣＤＣｌ３） δ： ５􀆰 ７３ （１Ｈ， ｓ， Ｈ⁃４）， １􀆰 １８
（３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃１９）， ０􀆰 ９０ （３Ｈ， Ｊ ＝ ６􀆰 ５ Ｈｚ， Ｈ⁃２１），
０􀆰 ８４ （３Ｈ， ｍ， Ｈ⁃２９）， ０􀆰 ８３ （３Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ６􀆰 ８ Ｈｚ，
Ｈ⁃２６）， ０􀆰 ８１ （ ３Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ６􀆰 ８ Ｈｚ， Ｈ⁃２７）， ０􀆰 ７１
（３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃１８）；１３ Ｃ⁃ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， ＣＤＣｌ３ ） δ：
１９９􀆰 ９ （Ｃ⁃３）， １７２􀆰 ０ （Ｃ⁃５）， １２３􀆰 ９ （Ｃ⁃４）， ５６􀆰 １
（Ｃ⁃１７）， ５６􀆰 ０ （ Ｃ⁃１４）， ５３􀆰 ９ （ Ｃ⁃９）， ４５􀆰 ４ （ Ｃ⁃
２４）， ４２􀆰 ４ （Ｃ⁃１３）， ３９􀆰 ７ （Ｃ⁃１２）， ３８􀆰 ７ （Ｃ⁃１０），
３６􀆰 ３ （ Ｃ⁃２０）， ３５􀆰 ８ （ Ｃ⁃１）， ３５􀆰 ７ （ Ｃ⁃８）， ３４􀆰 ２
（Ｃ⁃２２）， ３４􀆰 ０ （Ｃ⁃２）， ３３􀆰 １ （Ｃ⁃６）， ３２􀆰 ２ （Ｃ⁃７），
２９􀆰 ２ （Ｃ⁃２５）， ２８􀆰 ３ （Ｃ⁃１６）， ２６􀆰 １ （Ｃ⁃２３）， ２４􀆰 ３
（Ｃ⁃１５）， ２３􀆰 ２ （Ｃ⁃２８）， ２１􀆰 ２ （ Ｃ⁃１１）， ２０􀆰 ０ （ Ｃ⁃
２６）， １９􀆰 １ （Ｃ⁃２７）， １８􀆰 ８ （Ｃ⁃２１）， １７􀆰 ５ （Ｃ⁃１９），
１２􀆰 １ （ Ｃ⁃２９）， １２􀆰 １ （ Ｃ⁃１８）。 以上数据与文献

［２０］ 基本一致， 故鉴定为豆甾⁃４⁃烯⁃３⁃酮。
４　 讨论

Ｐ． ｏｘｙａｎｔｈｉ 为拟盘多毛孢属内生真菌， 这是

首次从麻口皮子药中分离得到的， 而文献 ［２１］
报道拟盘多毛孢属内生真菌能产生抗宫颈癌及结肠

癌的活性成分。 因此， 本研究对此内生真菌的次生

代谢产物研究具有重要的意义。
目前， 从 Ｐ． ｏｘｙａｎｔｈｉ 次生代谢产物中所分离

的化合物均为首次得到， 但仅为此内生真菌次生代

谢产物的一部分， 目前还未见抗类风湿关节炎的报

道。 其中的 ３， ４⁃二羟基苯甲酸甲酯为酚酸类化合

物， 文献 ［２２］ 报道它具有抗炎、 抗菌、 抗癌等

药理作用。
优势菌株是指在 １ 个生态环境中占主导地位的

菌种， 在分离麻口皮子药内生真菌过程中， Ｐ．
ｏｘｙａｎｔｈｉ 是生长最快、 数量最多的菌种， 而植物内

生真菌是寻找活性物质的良好来源， 因此选择其进

行次生代谢产物研究。 同时， 抗类风湿关节炎活性

成分的筛选是下一步研究目标。
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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定桑白皮 Ｍｏｒｕｓ ａｌｂａ Ｌ． 中绿原酸、 二氢桑色素、 氧化白藜芦醇、 桑辛素 Ｏ、 桑根酮

Ｃ 的含有量。 方法　 桑白皮甲醇提取物的分析采用 Ｄｉｍｏｎｓｉｏｌ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 ２％
醋酸， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ３４０ ｎｍ。 结果 　 绿原酸、 二氢桑色素、 氧化白藜芦

醇、 桑辛素 Ｏ、 桑根酮 Ｃ 分别在 ３􀆰 ２５ ～ １０４􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ６）、 ４􀆰 ８１ ～ １５４􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ７）、 ５􀆰 ３８ ～
１７２􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ５）、 １􀆰 ８８～６０􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ７）、 １１􀆰 １９ ～ ３５８􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ５） 范围内线性关
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１００􀆰 ０７％ （ＲＳＤ＝ １􀆰 １１％ ）、 ９９􀆰 ９０％ （ＲＳＤ＝ ２􀆰 １６％ ）。 结论　 该方法准确简便， 重复性好， 可用于桑白皮药材的质量

控制。
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