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大蓟内生真菌 Coniothyrium sp. DJ-1抗 SARS-CoV-2 Mpro活性的化学成分研究 4 
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摘  要：目的  研究大蓟 Cirsium japonicum 内生真菌 Coniothyrium sp. DJ-1 中抑制新型冠状病毒主蛋白酶（severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2 main protease，SARS-CoV-2 Mpro）活性的化学成分。方法  运用新型冠状病毒 Mpro/3CLpro

抑制剂筛选模型从 30 株菌株中筛选具有抑制活性的菌株和化学成分。采用正相硅胶、反相 RP-18 柱色谱和 HPLC 等技术对

抑制率高的菌株的次生代谢产物进行分离纯化，通过 NMR、质谱等谱学技术解析化合物结构，利用荧光共振能量转移法测

定化合物对 SARS-CoV-2 Mpro的抑制活性。结果  在 30 株菌株中发现抑制活性良好的菌株 Coniothyrium sp. DJ-1，并从该菌

的大米发酵提取物中分离到 17 个化合物，分别鉴定为德加隆内酯（1）、5'-表细链格孢烯（2）、细链格孢烯（3）、4'-表细链

格孢烯（4）、3-表-二氢细链格孢烯 A（5）、瓶霉酚（6）、1-脱氧红藻内酯（7）、6-羟基-8-甲氧基-3a-甲基-3a,9b-二氢-3H-呋
喃并[3,2-c]异色烯-2,5-二酮（8）、黄色篮状菌酮（9）、链格孢毒素 II（10）、二氢链格孢苝醇（11）、2-(2'-羟基丙基)-5-甲基-7-
羟基色酮（12）、7-羟基-2-羟甲基-5-甲基-4H-色烯-4-酮（13）、三环链格孢霉烯 6b（14）、三环链格孢霉烯 D（15）、苯乙醇

（16）和对羟基苯甲醛（17）。化合物 5、9、11 对 SARS-CoV-2 Mpro 的半数抑制浓度（median inhibition concentration，IC50）

分别为 42.77、25.85 和 24.26 μmol/L。结论  化合物 1～15 和 17 均为首次从Coniothyrium sp.属中分离得到，化合物 5、9、11
对 SARS-CoV-2 Mpro有较好的抑制作用。通过筛选活性菌株的策略，快速从真菌天然产物中挖掘抗新冠病毒活性的化合物，为抗

新冠病毒药物的研发提供了参考。 
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Chemical constituents with potential anti-SARS-CoV-2 Mpro activity from 
endophytic fungus Coniothyrium sp. DJ-1 of Cirsium japonicum 
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Abstract: Objective  To study the chemical constituents with severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 main protease 
(SARS-CoV-2 Mpro) inhibitory activity from Coniothyrium sp. DJ-1, an endophytic fungus isolated from Cirsium japonicum. 
Methods  The strains and chemical constituents both with inhibitory activity were screened from thirty endophytic fungi by using 
2019-nCoV Mpro/3CLpro inhibitor screening model. The secondary metabolites of the strain with high inhibition rate were separated 
and purified by normal phase silica gel column chromatography, reversed-phase RP-18 column chromatography, and HPLC. Their 
structures were identified by NMR, MS, and optical rotation data. And the compounds’ anti-SARS-CoV-2 Mpro activities were 
determined by fluorescence resonance energy transfer method. Results  The Coniothyrium sp. DJ-1 strain with good inhibitory 
activity was screened from thirty endophytic fungi. Seventeen compounds were isolated from the rice fermentation extract of 
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Coniothyrium sp. DJ-1, and identified as djalonensone (1), 5'-epialtenuene (2), altenuene (3), 4'-epialtenuene (4), 
3-epi-dihydroaltenuene A (5), phialophoriol (6), 1-deoxyrubralactone (7), 6-hydroxy-8-methoxy-3a-methyl-3a,9b-dihydro-3H- 
furo[3,2-c]isochromene-2,5-dione (8), talaroflavone (9), altertoxin II (10), dihydroalterperylenol (11), 2-(2'-hydroxypropyl)-5- 
methyl-7-hydroxychromone (12), 7-hydroxy-2-hydroxymethyl-5-methyl-4H-chromen-4-one (13), tricycloalternarene 6b (14), 
tricycloalternarene D (15), 2-phenylethan-1-ol (16) and 4-hydroxybenzaldehyde (17). Compounds 5, 9 and 11 exhibited potent inhibitory 
effects on SARS-CoV-2 Mpro with IC50 values of 42.77, 25.85 and 24.26 μmol/L, respectively. Conclusion  Compounds 1—15 and 17 
have been isolated from the extracts of Coniothyrium sp. genus for the first time. Compounds 5, 9 and 11 exhibit potent inhibitory effects 
on SARS-CoV-2 Mpro. The research concludes that the method of screening active strains is helpful for us to quickly excavate active 
compounds from natural fungal products, moreover provides a basis for the research and development of drugs for COVID-19.  
Key words: Cirsium japonicum Fisch. ex DC.; Coniothyrium sp.; endophytic fungus; secondary metabolites; antiviral activity; 
SARS-CoV-2 Mpro; 3-epi-dihydroaltenuene A; talaroflavone; dihydroalterperylenol 
 

新型冠状病毒肺炎（corona virus disease 2019，
COVID-19）是一种由严重急性呼吸综合征冠状病毒 2
（severe acute respiratory syndrome coronavirus 2，
SARS-CoV-2）引起的急性呼吸道传染病，其传播速

度快和致病率高，对全球卫生和人口安全造成了严重

的威胁。尽管一些抗病毒的药物，如瑞德西韦、法匹

拉韦、莫那匹拉韦等被各国批准用于作为 COVID-19
的治疗药物[1-5]，但由于 SARS-CoV-2 的高突变性，这

些治疗药物对于变异毒株的有效性面临巨大的挑战。

因此，寻找和开发抗COVID-19有效药物仍迫在眉睫。 
研究表明，针对冠状病毒中保守的靶点，研发抗

冠状病毒活性的抑制剂，可以提高药物的有效性[6]。

主蛋白酶（main protease，Mpro）是冠状病毒的 1 个

关键酶，在病毒复制和转录中发挥重要作用，且保

守性高，在人体内没有同源蛋白，所以 Mpro 是药物

设计和开发的理想靶点[7-8]。目前，已有文献报道一

些小分子药物如奈玛特韦、依布硒、tideglusib、
disulfiram 、 carmofur 、 PX-12 和 紫 草 素 等 对

SARS-CoV-2 Mpro 有很好的抑制作用[8-10]，同时在细

胞检测中也显示了良好的抗病毒活性，这表明以

SARS-CoV-2 Mpro 作为靶点来筛选药物是一种有效

的策略。不仅如此，中药在治疗 COVID-19 方面发

挥了巨大的作用，挽救了大量人民群众的生命[11]。

许多来源于传统中药的天然产物（银杏酚酸、胡桃

醌及其衍生物、4'-O-甲基黄芩素、新刺孢曲霉素 A
和甘草酸苷等）也纷纷被报道对 SARS-CoV-2 Mpro

有很强的抑制作用，均被认为是潜在的抗

SARS-CoV-2 药物[12-18]。由此可见，从天然产物中

发现具有抗 SARS-CoV-2 Mpro 活性的化合物，是获

得抗新冠病毒先导化合物的一种有效途径。 
真菌来源的天然产物结构多样，生物活性显著，

是药物先导化合物的重要源泉[19-23]。目前有学者针

对性地从真菌天然产物中寻找抗新冠病毒活性的化

合物，如 Pang等[24]从 1株青霉属菌株Penicillium sp. 
SCSIO06868.中发现了 1个 tetramic acid衍生物对新

冠病毒有抑制作用。本课题组在 1 株真菌

Cladosporium sp.中发现了化合物曲霉狐扁枝衣酮

D、M 和 R 对 SARS-CoV-2 有抑制活性，且能减少

SARS-CoV-2 引起的炎症反应[25]。为了从真菌天然

产物中寻找更多活性较好的抗 SARS-CoV-2 药物先

导化合物，本课题组对 30 株植物内生真菌的大米发

酵提取物进行了活性筛选，发现有多株菌株对

SARS-CoV-2 Mpro 有明显的抑制作用。其中 1 株大

蓟 Cirsium japonicum Fisch. ex DC. 内生真菌

Coniothyrium sp. DJ-1 的组分在 40 μg/mL 质量浓度

下对 SARS-CoV-2 Mpro 的抑制率达 75.0%，提示该

菌株代谢物中极有可能存在抗 COVID-19 活性较好

的化合物。为了挖掘该菌株抑制 SARS-CoV-2 Mpro

活性的化学成分，进一步对 Coniothyrium sp. DJ-1
进行扩大发酵。综合运用现代色谱和光谱技术，从

Coniothyrium sp. DJ-1 的大米发酵粗提物中分离鉴

定了 17 个单体化合物，分别为德加隆内酯

（djalonensone，1）、5'-表细链格孢烯（5'-epialtenuene，
2）、细链格孢烯（altenuene，3）、4'-表细链格孢烯

（4'-epialtenuene，4）、3-表-二氢细链格孢烯 A（3-epi- 
dihydroaltenuene A，5）、瓶霉酚（phialophoriol，6）、
1-脱氧红藻内酯（1-deoxyrubralactone，7）、6-羟基-8-
甲氧基-3a-甲基-3a,9b-二氢-3H-呋喃并[3,2-c]异色

烯-2,5-二酮（6-hydroxy-8-methoxy-3a-methyl-3a,9b- 
dihydro-3H-furo[3,2-c]isochromene-2,5-dione，8）、
黄色篮状菌酮（talaroflavone，9）、链格孢毒素 II
（altertoxin II，10）、二氢链格孢苝醇（dihydro- 
alterperylenol，11）、2-(2'-羟基丙基)-5-甲基-7-羟基

色 酮 [2-(2'-hydroxypropyl)-5-methyl-7-hydroxy- 
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chromone，12]、7-羟基-2-羟甲基-5-甲基-4H-色烯-4-
酮（7-hydroxy-2-hydroxymethyl-5-methyl-4H-chromen- 
4-one，13）、三环链格孢霉烯 6b（tricycloalternarene 
6b，14）、三环链格孢霉烯 D（tricycloalternarene D，

15）、苯乙醇（2-phenylethan-1-ol，16）和对羟基苯

甲醛（4-hydroxybenzaldehyde，17）。活性测定发现，

化合物 5、9 和 11 对 SARS-CoV-2 Mpro有较好的抑制

作用，其半数抑制浓度（median inhibition concentration，
IC50）分别为 42.77、25.85 和 24.26 μmol/L。 
1  仪器与材料 
1.1  仪器 

Avance III HD 600 MHz 核磁共振波谱仪（瑞士

Bruker 公司），Acquity UPLC I-Class plus Xevo 
G2-XS Qtof 高分辨液质联用仪（美国 Waters 公司），

AUTOPOL V plus 高精度旋光仪（美国鲁道夫公

司），SpectraMax i3x 多功能酶标仪（美国 Molecular 
Devices 公司），Aglient 1100 高效液相色谱仪（美国

Aglient 公司），Venusil MP-C18 柱（250 mm×10 mm，

5 μm；美国 Aglient 公司），LDZX-40B 型立式自动

电热蒸汽灭菌锅（上海博讯实业有限公司医疗设备

厂），SW-CJ-ZFD 型无菌操作台（苏净集团安泰公

司），DHP-9082 型电热恒温培养箱（上海一恒科学

仪器有限公司），ZWY-2112B 型恒温培养振荡器（上

海智城分析仪器制造有限公司）。 
1.2  材料 

正相色谱柱硅胶（200～300 目，青岛谱科公

司）、2019-nCoV Mpro/3CLpro 抑制剂筛选试剂盒（上

海碧云天生物技术有限公司）、依布硒（Ebselen，
上海碧云天生物技术有限公司）、大米（秋田小町）、

马铃薯、葡萄糖、琼脂、娃哈哈纯净水、乙腈（色

谱纯）、二甲基亚砜（DMSO）、二氯甲烷、甲醇、

石油醚、醋酸乙酯（均为分析纯）。 
大蓟植株采自云南省昆明市呈贡区，经云南民

族大学熊勇副教授鉴定为菊科蓟属植物蓟 C. 
japonicum Fisch. ex DC.。本实验所用菌株从新鲜的

大蓟茎部分离得到，根据其菌落形态特征和 ITS 
rDNA 序列比对鉴定为盾壳霉属 Coniothyrium sp.，
登录号（MH205926.1）。菌株培养在斜面并保存于

云南民族大学国家民委民族药内生菌天然产物合成

生物学重点实验室。 
2  方法 
2.1  菌株筛选 

将 30 株内生真菌用 PDA 培养基活化后分别接

种到 PDB 培养基中，在 28 ℃、200 r/min 的条件下

培养 3 d；将种子液以 10%的接种量接种到大米培

养基中，在 28 ℃组培室静置培养 30 d 后，在无菌

条件下，分别取出 20 g 大米发酵物，用醋酸乙酯超

声萃取 2 次，每次用 100 mL 醋酸乙酯，将 2 次萃

取的醋酸乙酯减压浓缩得到粗提组分。将此粗提组

分溶解于 DMSO 中，终质量浓度为 40 μg/mL；利

用 2019-nCoV Mpro/3CLpro 抑制剂筛选试剂盒进行

SARS-CoV-2 Mpro 活性实验，通过酶标仪读取相应

的荧光值，计算分析抑制效果，以此筛选出对

SARS-CoV-2 Mpro 抑制效果最好的活性菌株。 
2.2  扩大发酵 

菌株 Coniothyrium sp. DJ-1 用 PDA 平板活化，将

长满菌落的平板切成 1 mm×1 mm×1 mm 的小块，

以 5%的接种量加入到 10 瓶 PDB 培养基中，每瓶体

积为 200 mL，在 28 ℃、200 r/min 条件下培养 3 d，
此 10 瓶作为大量发酵的种子液。配制 100 瓶大米培

养基（大米 80 g、珍珠岩 10 g、100 mL 纯净水），高

温灭菌备用。将 10 瓶种子液以 10%的接种量加入到

100 瓶大米培养基中，于 28 ℃组培室静置培养 30 d。 
2.3  提取与分离 

采用醋酸乙酯对菌株 Coniothyrium sp. DJ-1 的

大米发酵物超声提取，每次 20 L，提取 4 次。将提

取液减压浓缩，得到 78 g 总浸膏；经正相硅胶柱色

谱，二氯甲烷-甲醇（1∶0→1∶1）梯度洗脱，合并

相同流分得到 9 个组分（Fr. 1～9）。Fr. 2（7.5 g）
经正相硅胶柱色谱，石油醚-醋酸乙酯（30∶1→0∶
1）洗脱，得到 5 个亚组分（Fr. 2-1～2-5）。Fr. 2-3
经半制备 HPLC（乙腈-水 47∶53）得到化合物 16
（3.1 mg）；Fr. 2-5 经半制备 HPLC（乙腈-水 58∶42）
得到化合物 7（6.1 mg）和 8（33 mg）。Fr. 4（6.0 g）
经正相硅胶柱色谱，石油醚-醋酸乙酯（10∶1→1∶
1）洗脱，得到 7 个亚组分，其中 Fr. 4-2 经半制备

HPLC（乙腈-水 38∶62）得到化合物 17（14.2 mg）；
Fr. 4-5 经半制备 HPLC（乙腈-水 67∶33）得到化合

物 1（26.1 mg）、6（3.4 mg）、10（31.0 mg）和 15
（10.5 mg）。Fr. 6（5.8 g）经正相硅胶柱色谱，石油

醚-醋酸乙酯（5∶1→0∶1）洗脱，得到 6 个亚组分，

其中 Fr. 6-4 经半制备 HPLC（乙腈-水 52∶48）得

到化合物 11（6.0 mg）；Fr. 6-5 经半制备 HPLC（乙

腈-水 45∶55）得到化合物 2（3.3 mg）、3（30.3 mg）
和 9（4.2 mg）。Fr. 7（1.1 g）经 RP-18 柱色谱并结

合半制备 HPLC 纯化，得到化合物 4（7.4 mg）、5
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（4.0 mg）、12（7.6 mg）、13（2.0 mg）和 14（2.5 mg）。 
2.4  SARS-CoV-2 Mpro 抑制活性测定 

在 荧 光 共 振 能 量 转 移的 基 础 上 ， 通 过

2019-nCoV Mpro/3CLpro 抑制剂筛选试剂盒（增强型）

对 SARS-CoV-2 Mpro 进行抑制实验。将所有待测化

合物溶解于 DMSO 中，备用。设空白组、100%酶

活性组、阳性对照组和给药组。在黑色的 96 孔板中，

各组分别加入 90 μL 的 Assay Buffer，100%酶活性

组、阳性对照组和给药组加入 1 μL SARS-CoV-2 
Mpro、空白组补加 1 μL Assay Buffer，空白组和 100%
酶活性组各加入 5 μL DMSO，阳性对照组和给药组

分别加入 5 μL 的阳性药物依布硒（Ebselen）和待

测化合物溶液，混匀。在 37 ℃恒温避光孵育 30 min
后，转移至冰上冷却 10 min，再快速加入 4 μL 底物，

混匀。然后，在 SpectraMax i3x 多功能酶标仪上读

取相对荧光单元（relative fluorescence unit，RFU），

激发波长为 325 nm，发射波长为 393 nm。按照公

式计算各化合物对 SARS-CoV-2 Mpro 的抑制率。 
抑制率＝(RFU100%酶活性－RFU 样品)/(RFU100%酶活性－RFU 空白) 

3  结果与分析 
3.1  菌株筛选结果 

采用 2019-nCoV-Mpro/3CLpro 抑制剂筛选模型对

30株菌株的大米发酵组分进行活性筛选，结果见表1。
根据结果可以判断出在这 30 株菌株中，有 9 株菌的 

表 1  30 株内生真菌的来源和 SARS-CoV-2 Mpro 抑制活性 
Table 1  Sources and SARS-CoV-2 Mpro inhibition activities of thirty endophytic fungi 

菌株名称 来源 抑制率/% 
Diaporthe sp. WLM-Y-1 乌蔹莓 Cayratia japonica (Thunb.) Gagnep. 68.8 
Didymella sp. WLM-Y-3 – 
Diaporthe sp. WLM-Y-2 61.8 
Coniothyrium sp. DJ-1 大蓟 Cirsium japonicum Fisch. ex DC. 75.0 
Penicillium sp. DJ-X 38.5 
Fusarium sp. QYYZH-5 滇重楼 Paris polyphylla var. yunnanensis (Franch.) Hand.-Mzt. 32.6 
Fusarium sp. QYYZH-3 – 
Fusarium sp. QYYZH-1 41.0 
Minutisphaera sp. LZC-P1 空心莲子草 Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb. 65.6 
Phyllosticta sp. LZC-7 56.6 
Staphylotrichum sp. LZC-31 – 
Trichoderma sp. LZC-2 34.9 
Ascochyta sp. LZC-32 20.0 
Fusarium sp. LZC-C1 25.9 
Diaporthe sp. RG-Y4 肉桂 Cinnamomum cassia (L.) D. Don 33.9 
Phialophora sp. RG-G4 41.0 
Pleosporales sp. RG-G2 53.5 
Colletotrichum sp. RG-Y6 61.6 
Paraphaeosphaeria sp. XB-J1 小檗 Berberis julianae Schneid. 20.8 
Tremateia sp. XB-Y2 48.1 
Alternaria sp. XB-Y1 67.8 
Fusarium sp. XB-J2 60.4 
Cytospora sp. PS-J1 朴树 Celtis sinensis Pers. 43.8 
Chaetomium sp. HT 核桃 Juglans regia L. 33.2 
Colletotrichum sp. CCT-J1 常春藤 Hedera nepalensis var. sinensis (Tobler) Rehder 34.0 
Colletotrichum sp. CCT-Y3 36.1 
Nakaseomyces sp. JM-J6 决明 Cassia tora (L.) Roxb. 33.0 
Fusarium sp. JM-G5 37.5 
Fusarium sp. JM-J2 66.2 
Cercospora sp. YJT-1 羊角藤 Morinda umbellate subsp. obovata Y. Z. Ruan 65.7 
“–”表示无抑制作用 

“–”means no inhibition activity 
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抑制率≥60.0%，其中菌株 Coniothyrium sp. DJ-1 的

抑制效果是最好的，抑制率为 75.0%。 
3.2  结构鉴定 

化合物 1：白色粉末。HR-ESI-MS m/z 273.075 8 
[M＋H]+（计算值 C15H13O5，273.075 7），确定分子

式为 C15H12O5。1H-NMR (600 MHz, CD3COCD3) δ: 
11.98 (1H, s, 3-OH), 9.27 (1H, s, 4'-OH), 7.31 (1H, d, 
J = 2.2 Hz, H-6), 6.80 (1H, m, H-5'), 6.71 (1H, d, J = 
2.7 Hz, H-3'), 6.58 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-4), 3.98 (3H, 
s, 5-OCH3), 2.80 (3H, s, 6'-CH3)；13C-NMR (150 
MHz, CD3COCD3) δ: 167.6 (C-5), 166.1 (C-7), 166.0 
(C-3), 159.4 (C-4'), 154.1 (C-2'), 139.7 (C-6'), 139.1 
(C-1), 118.4 (C-5'), 110.6 (C-1'), 104.6 (C-6), 102.7 
(C-3'), 99.9 (C-4), 99.8 (C-2), 56.3 (5-OMe), 25.6 
(6'-Me)。以上数据与文献报道的数据基本一致[26]，

故鉴定化合物 1 为德加隆内酯。 
化合物 2：黄色粉末。[α]21 

D ＋4 (c 0.05, MeOH)。
HR-ESI-MS m/z 293.102 1 [M ＋ H]+ （计算值

C15H17O6，293.101 9），确定它的分子式为 C15H16O6。
1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 11.35 (1H, s, 3-OH), 
6.56 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-6), 6.45 (1H, d, J = 2.4 Hz, 
H-4), 6.10 (1H, dd, J = 3.1, 1.3 Hz, H-6'), 4.49 (1H, t, 
J = 3.8 Hz, H-5'), 4.29 (1H, m, H-4'), 3.86 (3H, s, 
5-OCH3), 2.51 (1H, dd, J = 14.2, 5.5 Hz, H-3'α), 2.27 
(1H, dd, J = 14.2, 2.7 Hz, H-3'β), 1.67 (3H, s, 
2'-CH3)；13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 168.6 (C-7), 
166.2 (C-5), 164.2 (C-3), 138.4 (C-1), 135.0 (C-1'), 
127.2 (C-6'), 103.0 (C-4), 101.2 (C-2), 101.0 (C-6), 
80.9 (C-2'), 67.6 (C-5'), 67.3 (C-4'), 55.8 (5-OCH3), 
39.9 (C-3'), 28.0 (CH3-2')。以上数据与文献报道基本

一致[27]，故鉴定化合物 2 为 5'-表细链格孢烯。 
化合物 3：黄色粉末。[α]21 

D −18 (c 0.1, MeOH)。
HR-ESI-MS m/z 293.102 4 [M ＋ H]+ （计算值

C15H17O6，293.101 9），确定它的分子式为 C15H16O6。
1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 11.22 (1H, s, 3-OH), 
6.50 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-6), 6.41 (1H, d, J = 2.4 Hz, 
H-4), 6.11 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6'), 4.17 (1H, m, 
H-5'), 3.85 (3H, s, 5-OCH3), 3.83 (1H, m, H-4') 3.02 
(1H, s, 4'-OH), 2.56 (1H, dd, J = 14.8, 4.3 Hz, H -3'α), 
1.86 (1H, dd, J = 14.8, 11.3 Hz, H -3'β), 1.48 (3H, d,  
J = 2.4 Hz, 2'-CH3)；13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 
169.2 (C-7), 166.3 (C-5), 164.2 (C-3), 139.1 (C-1), 
133.8 (C-1'), 130.3 (C-6'), 103.2 (C-6), 100.9 (C-4), 

100.6 (C-2), 81.3 (C-2'), 73.0 (C-5'), 70.3 (C-4'), 55.8 
(5-OCH3), 40.8 (C-3'), 28.1 (CH3-2')。以上数据与文

献报道基本一致[27]，故鉴定化合物 3 为细链格孢烯。 
化合物 4：白色粉末。[α]21 

D −7.3 (c 0.15, MeOH)。
HR-ESI-MS m/z 293.101 9 [M ＋ H]+ （计算值

C15H17O6，293.101 9），确定它的分子式为 C15H16O6。
1H-NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 6.63 (1H, s, H-6), 
6.47 (1H, s, H-4), 6.18 (1H, s, H-6'), 4.21 (1H, dd, J = 
8.1, 2.5 Hz, H-5'), 3.86 (3H, s, 5-OCH3), 3.74 (1H, ddd,  
J = 12.2, 8.0, 3.7 Hz, H-4'), 2.26 (1H, dd, J = 12.2, 3.7 
Hz, H-3'α), 2.16 (1H, t, J = 12.5 Hz, H-3'β), 1.55 (3H, s, 
2'-CH3)；13C-NMR (150 MHz, CD3OD) δ: 169.8 (C-7), 
168.1 (C-5), 165.7 (C-3), 139.2 (C-1), 134.4 (C-1'), 
130.5 (C-6'), 103.8 (C-6), 102.3 (C-4), 101.4 (C-2), 83.6 
(C-2'), 74.4 (C-5'), 72.3 (C-4'), 56.5 (5-OCH3), 44.8 
(C-3'), 26.8 (CH3-2')。以上数据与文献报道基本一

致[28]，故鉴定化合物 4 为 4'-表细链格孢烯。 
化合物 5：无色固体。[α]21 

D −82 (c 0.05, MeOH)。
HR-ESI-MS m/z 295.117 7 [M ＋ H]+ （计算值

C15H19O6，295.117 6），确定分子式为 C15H18O6。1H- 
NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 11.25 (1H, s, 7-OH), 6.37 
(1H, d, J = 2.3 Hz, H-8), 6.25 (1H, m, H-10), 3.83 
(3H, s, 9-OCH3), 3.68 (2H, dddd, J = 25.0, 15.9, 9.1, 
4.8 Hz, H-2, 3), 3.14 (1H, dd, J = 12.7, 3.7 Hz, 
H-10b), 2.63 (1H, s, 3-OH), 2.53 (1H, m, H-4α), 2.37 
(1H, dd, J = 12.3, 4.6 Hz, H -4β), 1.97 (1H, t, J = 11.9 
Hz, H-1α), 1.46 (1H, td, J = 13.0, 11.0 Hz, H-1β), 1.26 
(3H, s, H-11)；13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 168.8 
(C-6), 166.5 (C-9), 165.0 (C-7), 141.9 (C-10a), 104.5 
(C-8), 101.3 (C-6a), 99.2 (C-10), 82.9 (C-4a), 75.2 
(C-2), 72.5 (C-3), 55.8 (9-OCH3), 44.1 (C-4), 41.9 
(C-10b), 30.1 (C-1), 19.4 (C-11)。以上数据与文献报

道的数据基本一致[29]，故鉴定化合物 5 为 3-表-二
氢细链格孢烯 A。 

化合物 6：白色粉末。[α]21 
D ＋80 (c 0.05, MeOH)。

HR-ESI-MS m/z 263.090 6 [M ＋ H]+ （计算值

C14H15O5，263.091 4），确定它的分子式为 C14H14O5。
1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 11.35 (1H, d, J = 1.6 
Hz, 3-OH), 6.51 (1H, t, J = 2.0 Hz, H-4), 6.37 (1H, t,  
J = 1.9 Hz, H-6), 5.20 (1H, dt, J = 7.4, 4.9 Hz, H-10), 
3.89 (3H, d, J = 1.6 Hz, 5-OCH3), 3.33 (1H, m, H-12), 
2.35 (1H, m, 10-OH), 2.21 (2H, m, H-11), 1.27 (3H, 
dd, J = 6.9, 1.6 Hz, H-13)；13C-NMR (150 MHz, 
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CDCl3) δ: 167.2 (C-5), 167.1 (C-1), 165.1 (C-3), 154.1 
(C-9), 137.0 (C-7), 121.0 (C-8), 101.0 (C-4), 100.4 
(C-6), 100.1 (C-2), 71.9 (C-10), 56.0 (5-OCH3), 40.6 
(C-11), 32.5 (C-12), 21.3 (C-13)。以上数据与文献报

道基本一致[30]，故鉴定化合物 6 为瓶霉酚。 
化合物 7：白色粉末。HR-ESI-MS m/z 261.075 8 

[M＋H]+（计算值 C14H13O5，261.075 7），确定它的

分子式为 C14H12O5。1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 
11.32 (1H, s, 6-OH), 6.68 (2H, t, J = 1.7 Hz, H-7, 9), 
3.93 (3H, s, 8-OCH3), 3.43 (1H, td, J = 6.8, 1.3 Hz, 
H-1), 2.94 (1H, dd, J = 19.0, 6.5 Hz, H-2α), 2.30 (1H, 
dd, J = 18.9, 1.3 Hz, H-2β), 1.45 (3H, d, J = 7.0 Hz, 
1-CH3)；13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 195.4 (C-3), 
167.0 (C-8), 165.4 (C-6), 165.0 (C-5), 148.3 (C-3a), 
144.8 (C-10a), 134.6 (C-9a), 103.4 (C-7), 103.2 (C-9), 
100.9 (C-5a), 56.2 (8-OCH3), 42.9 (C-2), 28.5 (C-1), 
21.1 (CH3-1)。以上数据与文献报道基本一致[31]，故

鉴定化合物 7 为 1-脱氧红藻内酯。 
化合物 8：白色粉末。[α]19 

D −1.4 (c 0.07, CH3CN)。
HR-ESI-MS m/z 265.070 8 [M ＋ H]+ （计算值

C13H13O6，265.070 6），确定它的分子式为 C13H12O6。
1H-NMR (600 MHz, CD3COCD3) δ: 11.25 (1H, s, 
6-OH), 6.77 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-9), 6.65 (1H, d, J = 
2.4 Hz, H-7), 5.51 (1H, s, H-9b), 3.94 (3H, s, 
8-OCH3), 3.25 (1H, d, J = 17.6 Hz, H-3α), 2.97 (1H, 
d, J = 17.6 Hz, H-3β), 1.65 (3H, s, H-10)；13C-NMR 
(150 MHz, CD3COCD3) δ: 173.4 (C-2), 167.6 (C-5), 
167.5 (C-8), 165.5 (C-6), 134.4 (C-9a), 111.1 (C-9), 
103.4 (C-7), 100.1 (C-6a), 87.0 (C-3a), 78.3 (C-9b), 
56.5 (8-OCH3), 43.2 (C-3), 20.6 (C-10)。以上数据与

文献报道基本一致[32]，故鉴定化合物 8 为 6-羟基-8-
甲氧基-3a-甲基-3a,9b-二氢-3H-呋喃并[3,2-c]异色

烯-2,5-二酮。 
化合物 9：黄色固体。HR-ESI-MS m/z 277.071 6 

[M＋H]+（计算值 C14H13O6，277.070 6），确定它的

分子式为 C14H12O6。1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 
6.49 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-4), 6.33 (1H, d, J = 1.6 Hz, 
H-6), 6.07 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-3'), 4.82 (1H, s, 
H-5'), 3.82 (3H, s, 5-OCH3), 1.92 (3H, d, J = 1.5 Hz, 
2'-CH3)；13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 199.9 (C-4'), 
170.6 (C-2'), 170.4 (C-1), 167.8 (C-5), 158.2 (C-7), 
147.1 (C-3a), 130.0 (C-3'), 104.5 (C-7a), 102.2 (C-4), 
101.4 (C-6), 93.7 (C-3), 78.7 (C-5'), 56.3 (5-OCH3), 

13.9 (2'-CH3)。以上数据与文献报道基本一致[31]，

因此鉴定化合物 9 为黄色篮状菌酮。 
化合物 10：黄色粉末。[α]21 

D ＋52 (c 0.1, MeOH)。
HR-ESI-MS m/z 351.086 2 [M ＋ H]+ （计算值

C20H15O6，351.086 3)，确定它的分子式为 C20H14O6。
1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 12.72 (1H, s, 3-OH), 
12.12 (1H, s, 10-OH), 7.91 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-1), 
7.85 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-12), 7.11 (1H, d, J = 8.8 
Hz, H-2), 7.06 (1H, dd, J = 8.8, 0.9 Hz, H-11), 4.23 
(1H, d, J = 3.6 Hz, H-7), 3.71 (1H, dd, J = 3.6, 0.9 Hz, 
H-8), 3.54 (1H, s, H-6b), 3.25 (1H, ddd, J = 17.5, 
14.1, 5.0 Hz, H-5ax), 2.89 (1H, ddd, J = 13.3, 5.0, 2.5 
Hz, H-6eq), 2.83 (1H, ddd, J = 17.6, 4.0, 2.5 Hz, H-5eq), 
2.41 (1H, tdd, J = 13.7, 4.1, 1.9 Hz, H-6ax)；13C-NMR 
(150 MHz, CDCl3) δ: 204.3 (C-4), 196.8 (C-9), 163.5 
(C-3), 162.8 (C-10), 138.9 (C-9b), 133.7 (C-12c), 133.1 
(C-1), 132.7 (C-12), 124.0 (C-12a), 122.6 (C-12b), 120.0 
(C-2), 118.2 (C-11), 114.7 (C-9a), 113.7 (C-3a), 68.4 
(C-6a), 55.9 (C-7), 52.9 (C-8), 45.2 (C-6b), 33.4 (C-6), 
32.3 (C-5)。以上数据与文献报道基本一致[33]，故鉴定

化合物 10 为链格孢毒素 II。 
化合物 11：红色粉末。HR-ESI-MS m/z 351.088 3 

[M－H]−（计算值 C20H15O6，351.087 4），确定它的

分子式为 C20H16O6。1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) 
δ: 12.70 (1H, s, 3-OH), 12.29 (1H, s, 10-OH), 8.03 
(1H, d, J = 8.8 Hz, H-1), 7.97 (1H, d, J = 8.7 Hz, 
H-12), 7.01 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-2), 6.91 (1H, d, J = 8.6 
Hz, H-11), 5.36 (1H, s, 7-OH), 5.26 (1H, s, 6a-OH), 
4.54～4.43 (1H, m, H-7), 3.05 (1H, dd, J = 17.3, 14.4 
Hz, H-6b), 3.02 (1H, m, H-5ax), 2.98 (1H, m, H-5eq), 
2.92 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-8ax) 2.83 (1H, dd, J = 15.8, 
4.6 Hz, H-8eq), 2.59～2.50 (1H, m, H-6ax), 2.27 (1H, td, 
J = 14.3, 3.9 Hz, H-6eq)；13C- NMR (150 MHz, 
DMSO-d6) δ: 206.1 (C-4), 204.2 (C-9), 161.0 (C-3), 
160.4 (C-10), 140.7 (C-9b), 138.4 (C-12c), 132.9 (C-1), 
132.6 (C-12), 124.8 (C-12a), 123.5 (C-12b), 117.9 (C-2), 
116.5 (C-9a), 115.6 (C-11), 113.8 (C-3a), 68.0 (C-6a), 
64.7 (C-7), 51.4 (C-6b), 47.5 (C-8), 34.8 (C-6), 33.5 
(C-5)。以上数据与文献报道基本一致[34]，故鉴定化合

物 11 为二氢链格孢苝醇。 
化合物 12：白色粉末。HR-ESI-MS m/z 235.096 7 

[M＋H]+（计算值 C13H15O4，235.096 4），确定它的

分子式为 C13H14O4。1H-NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 
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6.62 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-6), 6.60 (1H, dd, J = 2.4, 
1.1 Hz, H-8), 6.03 (1H, s, H-3), 4.16 (1H, m, H-2'), 
2.68 (3H, s, 5-CH3), 2.63 (2H, m, H-1'), 1.25 (3H, d,  
J = 6.3 Hz, 2'-CH3)；13C-NMR (150 MHz, CD3OD) δ: 
182.1 (C-4), 167.2 (C-2), 163.7 (C-7), 161.7 (C-9), 
143.7 (C-5), 118.4 (C-3), 115.8 (C-10), 112.6 (C-6), 
101.9 (C-8), 66.5 (C-2'), 44.4 (C-1'), 23.7 (2'-CH3), 23.3 
(CH3-5)。以上数据与文献报道基本一致[35]，故鉴定化

合物 12 为 2-(2'-羟基丙基)-5-甲基-7-羟基色酮。 
化合物 13：白色粉末。HR-ESI-MS m/z 207.065 3 

[M＋H]+（计算值 C11H11O4，207.065 1），确定它的

分子式为 C11H10O4。1H-NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 
6.66～6.62 (2H, m, H-6, 8), 6.22 (1H, d, J = 1.1 Hz, 
H-3), 4.43 (2H, d, J = 1.0 Hz, 2-CH2OH), 2.71 (3H, s, 
5-CH3)；13C-NMR (150 MHz, CD3OD) δ: 182.1 (C-4), 
168.7 (C-2), 163.9 (C-7), 161.3 (C-8a), 143.8 (C-5), 
118.4 (C-6), 115.8 (C-4a), 109.1 (C-3), 101.8 (C-8), 
61.3 (2-CH2OH), 23.2 (5-CH3)。以上数据与文献报道

基本一致[36]，故鉴定化合物 13 为 7-羟基-2-羟甲基- 
5-甲基-4H-色烯-4-酮。 

化合物 14：无色固体。[α]21 
D ＋313 (c 0.03, 

MeOH)，HR-ESI-MS m/z 387.214 6 [M + Na]+（计算

值 C21H32O5Na，387.214 1），确定它的分子式为

C21H32O5。1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 5.35 (1H, 
m, H-8), 4.04 (1H, ddd, J = 12.8, 5.4, 2.6 Hz, H-17), 
3.31～3.23 (1H, m, H-3), 2.78～2.74 (1H, m, H-10), 
2.73～2.66 (1H, m, H-12β), 2.60 (1H, dt, J = 16.4, 3.7 
Hz, H-9β), 2.56～2.42 (2H, m, H-15), 2.39 (1H, d, J = 
4.5 Hz, H-9α), 2.37～2.27 (1H, m, H-16α), 2.22 (1H, 
dtt, J = 17.2, 7.4, 3.4 Hz, H-12α), 2.01 (1H, m, H-6), 
1.84～1.70 (1H, m, H-16β), 1.45 (2H, m, H-5), 1.44 
(3H, d, J = 4.2 Hz, H-10'), 1.34～1.20 (2H, m, H-4), 
1.18 (3H, s, H-1), 1.12 (3H, s, H-2'), 0.98 (3H, t, J = 
7.3 Hz, H-6')；13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 198.1 
(C-18), 172.7 (C-14), 150.0 (C-7), 120.2 (C-8), 105.3 
(C-13), 88.5 (C-10), 78.4 (C-3), 73.2 (C-2), 71.1 
(C-17), 46.6 (C-11), 45.1 (C-9), 32.4 (C-6), 32.0 
(C-5), 29.6 (C-4), 29.4 (C-16), 27.9 (C-15), 26.6 
(C-1), 23.5 (C-10'), 23.4 (C-2'), 20.2 (C-6'), 15.5 
(C-12)。以上数据与文献报道基本一致[37]，故鉴定

化合物 14 为三环链格孢霉烯 6b。 
化合物 15：无色固体。[α]21 

D ＋172.7 (c 0.22, 
MeOH)，HR-ESI-MS m/z 391.248 3 [M＋H]+（计算

值 C23H35O5，391.247 9），确定它的分子式为

C23H34O5。1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 5.29 (1H, 
m, H-8), 4.01 (1H, ddd, J = 12.9, 5.4, 1.3 Hz, H-17), 
3.91 (2H, m, H-1, 17-OH), 3.81 (1H, dd, J = 10.7, 6.9 
Hz, H-1), 2.73 (1H, td, J = 4.7, 2.2 Hz, H-11), 2.64 
(1H, ddt, J = 17.0, 3.4, 1.7 Hz, H-12α), 2.58 (1H, dt,  
J = 16.3, 2.0 Hz, H-9α), 2.49 (1H, ddt, J = 19.3, 13.7, 
3.3 Hz, H-15β), 2.41 (1H, dq, J = 16.0, 1.8 Hz, H-9β), 
2.39～2.34 (1H, m, H-15α), 2.31 (1H, ddd, J = 10.4, 
6.1, 2.2 Hz, H-16β), 2.22 (1H, ddd, J = 17.1, 7.0, 2.7 
Hz, H-12β), 2.04 (3H, s, H-1'), 1.99 (1H, q, J = 7.3, 
6.8 Hz, H-6), 1.70 (2H, m, H-2β, 16α), 1.42 (3H, s, 
H-10'), 1.35～1.28 (1H, m, H-5β), 1.30～1.25 (1H, m, 
H-3α), 1.27～1.23 (1H, m, H-4α), 1.25～1.19 (1H, m, 
H-5α), 1.21～1.12 (1H, m, H-4β), 1.06 (1H, m, H-3β), 
0.94 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-6'), 0.88 (3H, d, J = 6.8 Hz, 
H-2')；13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 197.9 (C-18), 
172.5 (C-14), 171.5 (MeCO), 150.5 (C-7), 120.0 
(C-8), 105.4 (C-13), 88.5 (C-10), 71.2 (C-17), 69.6 
(C-1), 46.4 (C-11), 45.1 (C-9), 35.1 (C-5), 33.7 (C-3), 
32.9 (C-6), 32.6 (C-2), 29.7 (C-16), 28.0 (C-15), 24.9 
(C-4), 23.6 (C-10'), 21.2 (C-1'), 20.3 (C-6'), 17.1 
(C-2'), 15.6 (C-12)。以上数据与文献报道的数据基

本一致[38]，故鉴定化合物 15 为三环链格孢霉烯 D。 
化合物 16：无色油状物。HR-ESI-MS m/z 

145.062 6 [M＋Na]+（计算值 C8H10ONa，145.062 3），
确定它的分子式为 C8H10O。1H-NMR (600 MHz, 
CDCl3) δ: 7.35～7.29 (2H, m, H-4), 7.24 (3H, m, H-2, 
3, 5, 6), 3.87 (2H, td, J = 6.6, 1.4 Hz, H-8), 2.88 (2H, 
dd, J = 7.2, 5.9 Hz, H-7)；13C-NMR (150 MHz, 
CDCl3) δ: 138.6 (C-1), 129.2 (C-3, 5), 128.7 (C-2, 6), 
126.6 (C-4), 63.9 (C-8), 39.3 (C-7)。以上数据与文献报

道的数据基本一致[39]，故鉴定化合物 16 为苯乙醇。 
化合物 17：浅黄色粉末。HR-ESI-MS m/z 

123.043 4 [M＋H]+（计算值C7H7O2，123.044 0），确

定它的分子式为C7H6O2。1H-NMR (600 MHz, CD3OD) 
δ: 9.75 (1H, s, H-7), 7.79 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-2, 6), 6.93 
(2H, d, J = 8.0 Hz, H-3, 5)；13C-NMR (150 MHz, CD3OD) 
δ: 193.0 (C-7), 165.7 (C-4), 133.6 (C-2, 6), 130.3 (C-1), 
117.1 (C-3, 5)。以上数据与文献报道的数据基本一

致[40]，故鉴定化合物 17 为对羟基苯甲醛。 
3.3  化合物对 SARS-CoV-2 Mpro 抑制结果 

以依布硒（1 μmol/L）为阳性对照，所有化合
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物在 40 μmol/L 的浓度下对 SARS-CoV-2 Mpro 抑制

活性如图 1 所示。可以发现化合物 1、4、6、13、
16 和 17 对 SARS-CoV-2 Mpro 基本无抑制作用（抑

制率＜10%），化合物 2、3、7、8、10、12、14 和

15 有一定抑制作用（抑制率 20%～45%），而化合

物 5、9、11 有较好的抑制作用（抑制率＞48%），

对化合物 5、9 和 11 进一步进行浓度梯度测试，得

到 IC50值分别为 42.77、25.85 和 24.26 μmol/L。 

 
 

图 1  化合物 1～17 对 SARS-CoV-2 Mpro 的抑制作用 
Fig. 1  Inhibition effects of compounds 1—17 on 
SARS-CoV-2 Mpro 

4  讨论 
本 实 验 通 过 聚 焦 大 量内 生 真 菌 菌 株 抗

SARS-CoV-2 活性筛选，导向发现大蓟内生真菌

Coniothyrium sp. DJ-1对SARS-CoV-2 Mpro有较好的

抑制作用，并进一步对该菌抗 SARS-CoV-2 活性的

化学成分进行研究。从 Coniothyrium sp. DJ-1 菌株

的大米发酵提取物中分离鉴定了 17 个化合物，其中

化合物 1～15 和 17 均为首次从 Coniothyrium 属菌

株中分离得到。通过活性实验发现了该菌次生代谢产

物中的主要活性成分是化合物 5、9 和 11，IC50值分

别为 42.77、25.85 和 24.26 μmol/L。此外，本研究发

现化合物 11 是链格孢毒素类化合物，曾被报道在 2.2 
μmol/L 时能完全抑制 HIV-1 的复制[33]，这意味着化合

物 11 可能具有广谱抗病毒活性。本研究表明，通过

大量内生真菌菌株的筛选并结合活性跟踪导向分离

策略，可以提高抗COVID-19活性化合物发现的效率。

此外，也为植物内生真菌的应用提供了参考。 
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