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人参内生真菌强壮土赤壳菌 RSA2004 中抗乳腺癌活性化合物的分离鉴定2 

张  红 1，毛伟业 2，刘  霞 1，金  璐 1，李圣宇 1，傅惠英 1, 2*，寿旗扬 1, 2* 

1. 浙江中医药大学附属第二医院，浙江 杭州  310005 

2. 浙江中医药大学药学院，浙江 杭州  310053 

摘  要：目的  研究人参 Panax ginseng 内生真菌强壮土赤壳菌 Ilyonectria robusta RSA2004 次生代谢产物的化学成分，以期

发现具有抗乳腺癌活性的化合物。方法  该菌大米固体发酵的 95%乙醇水提取物经硅胶、Sephadex LH-20 凝胶及 HPLC 等

多种柱色谱技术进行分离纯化，并根据核磁共振、质谱、圆二色谱（electronic circular dichroism，ECD）、计算 ECD 等手段

鉴定化合物的结构，采用 MTT 法评价化合物对乳腺癌细胞 MDA-MB-231 的细胞毒性。结果  从人参内生真菌强壮土赤壳

菌 RSA2004 发酵产物中分离得到 4 个化合物，分别鉴定为强壮土赤壳菌内酰胺 A（1）、根赤壳菌素（2）、单青霉素 I（3）

和单青霉素 IV（4）。活性测试结果表明化合物 1 和 3 对乳腺癌细胞 MDA-MB-231 的增殖有显著的抑制活性，半数抑制浓度

为（9.37±3.1）、（5.13±2.5）μmol/L。结论  化合物 1 为新的生物碱类化合物，命名为强壮土赤壳菌内酰胺 A；化合物 1

和 3 对 MDA-MB-231 细胞增殖有较强的细胞毒性。  
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Abstract: Objective  To study the secondary metabolites of the endophytic fungus Ilyonectria robusta RSA2004 from Panax 

ginseng in order to obtain compounds with anti-breast cancer activity. Methods  The 95% ethanol extracts from the solid 

fermentation of rice were separated and purified by silica gel, Sephadex LH-20 gel and HPLC. The structures of the compounds were 

determined by NMR, mass spectrometry, circular dichroism, computational circular dichroism, etc. MTT experiment was used to 

evaluate the cytotoxicity of the compounds to breast cancer cell line MDA-MB-231.Results  Four compounds were isolated and 

identified from the fermentation products of the endophytic fungus Ilyonia robusta RSA2004, which were identified as robusta A (1), 

radicicol (2), monocillin I (3), and monocillin IⅤ (4). The activity test results showed that compounds 1 and 3 had significant 

inhibitory activity on breast cancer cell line MDA-MB-231 with the IC50 values of (9.37±3.1) μmol/L and (5.13±2.5) μmol/L. 

Conclusion  Compound 1 is a new alkaloid compound named robusta A. Compounds 1 and 3 have strong cytotoxicity on the 

proliferation of MDA-MB-231 cells. 
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乳腺癌是当前威胁女性生命健康的主要难治疾

病之一，2020 年世界卫生组织国际癌症研究机构

（International Agency for Research on Cancer）最新

数据显示，全球乳腺癌新增人数达 226 万，在女性
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癌症中发病率跃居第 1[1]，死亡率跃居第 5[1]。临床

中，手术和化学药物是治疗乳腺癌的主要手段，但

存在个体差异、耐药性、不良反应大等问题，寻找

并开发新作用模式且不良反应低的抗癌药物一直是

药物研发领域的热点与难点。在 1981—2019 年被

FDA 批准的抗肿瘤药物中，64.9%的药物源于天然药

物[2]，天然药用成分具有不良反应小、适合长期服用

等特点。 

植物来源的抗乳腺癌天然药物临床上应用广

泛，但植物资源有限，仅围绕植物去开发药用活性

成分，很难满足人类对医药的需求。植物内生真菌

与植物互利共生[3]，一些定殖在植物体内的真菌发

挥着重要的生态功能，并对植物次生代谢物的形成

起着重要的调控作用[4]。20 世纪初，从红豆杉 Taxus 

wallichiana var. chinensis (Pilger) Florin 中得到能产

紫杉醇的内生真菌 Taxomyces andreanae[5]开始，医

药研究者们发现植物内生真菌是人类寻找药用活性

成分的重要来源。此外，随着分子生物学、生物信

息学、系统生物学等新兴交叉学科的飞速发展，发

现内生真菌来源的天然产物的研究有着巨大的开发

潜力。 

目前，专家学者们已对近千种药用植物的内生

真菌进行了研究。植物内生真菌被认为是潜在的产

生新颖活性次生代谢产物的来源，产生了有抗肿瘤、

抗 病 原 微 生 物 、 抗 艾 滋 病 病 毒 （ human 

immunodeficiency virus，HIV）和杀虫等活性的多

种新颖骨架的化合物[6-9]。人参 Panax ginseng C. A. 

Meyer 是五加科人参属多年生草本植物，《神农本草

经》记载：“主补五脏，安精神，定魂魄，止惊悸，

除邪气，明目，开心益智，久服轻身延年”，药用价

值极高。人参主要化学成分有皂苷、多糖、挥发油、

生物碱、黄酮类和甾醇类等[10]化合物，人参皂苷和

人参多糖是从植物人参提取的主要药理活性成分，

具有抗肿瘤、抗心肌缺血、提高免疫力、降血糖、

抗衰老等作用[11]。国内外学者对人参开展了大量研

究，主要聚焦于化学成分及药理作用、内生菌多样

性及可利用菌株筛选[12]、人参质量标准[13]等方面。

人参种植品被批准为新资源食品[14]，人参根的价值

取决于它们的大小、形状和整体外观[15]，在 4～6

年的田间耕作中，根系易受多种土传病害的侵袭，

红皮病、锈腐病、菌核病是人参栽培中最常见和最

严重的问题，所以对人参内生真菌的深入研究是很

有必要的。 

本研究对人参根部分离出的一株强壮土赤壳菌

Ilyonectria robusta RSA2004进行次生代谢产物的研

究。强壮土赤壳菌广泛分布于木本和草本植物的根

内[16]，属于腐生真菌或弱寄生真菌。该属真菌代谢

产物类型丰富、代谢途径多样，常见的代谢产物有

聚酮、大环内酯和萜类等，具有抗肿瘤、抗菌等生

物活性。对强壮土赤壳菌 RSA2004 进行大米固体发

酵，95%乙醇水超声提取得到总浸膏，综合利用硅

胶柱、凝胶 Sephadex LH-20 等柱色谱和 HPLC 制备

等方法对其进行分离纯化，通过核磁共振谱和圆二

色谱（electronic circular dichroism，ECD）等光谱技

术鉴定，从该菌中得到 4 个化合物，分别鉴定为强

壮土赤壳菌内酰胺 A（robusta A，1）、根赤壳菌素

（radicicol，2）、单青霉素 I（monocillin I，3）和单

青霉素 IV（monocillin IV，4）。其中化合物 1 为新

的生物碱类化合物，进一步采用 MTT 法测定分离

化合物对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞增殖的抑制活

性，化合物 1 和 3 对 MDA-MB-231 细胞增殖有较

强的细胞毒性，半数抑制浓度（ half maximal 

inhibitory concentration，IC50）分别为（9.37±3.10）、

（5.13±2.50）μmol/L。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

LDZX-40B1 型蒸汽灭菌锅（上海申安器械厂），

MJ-2502-I 型真菌培养箱（上海一恒科学仪器有限

公司），ZHWY211B 型摇床（上海智城分析仪器制

造有限公司），Agilent 1260 型液相色谱仪（美国

Agilent 公司），YMC C18 色谱柱（250 mm×10 mm，

5 μm；博纳艾杰尔科技有限公司），Bruker AV III-600

型核磁共振波谱仪（德国 Bruker 公司），UV-2401A

型紫外分光光度计（日本岛津股份有限公司），

Nicolet IS50 光谱仪（美国赛默飞世尔科技有限公

司），JASCO J-810 型圆二色光谱仪（日本分光株式

会社），Waters SYNAPT G2-Si 质谱仪（美国沃特世

科技有限公司），CYTATION 多功能酶标仪（美国

BioTek 公司）。 

1.2  试剂与材料 

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA，杭州百思生

物技术有限公司），马铃薯葡萄糖培养基（PDB，杭

州百思生物技术有限公司），柱色谱硅胶（100～200、

300～400 目，青岛海洋化工产），Sephadex LH-20

葡聚糖凝胶（日本 GE 医疗集团），色谱级色谱甲醇

和乙腈（美国 Tedia 公司），分析纯乙醇、石油醚、
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醋酸乙酯、甲醇（广东光华科技有限公司），磷酸盐

缓冲溶液和四甲基偶氮唑盐（PBS 和 MTT，上海麦

克林生化科技有限公司），顺铂（批号 170701，国

药准字 H20040813，上海源叶生物科技有限公司）。 

1.3  菌株来源 

本研究所用菌株为2020年9月从吉林长白山区

5 年生园参 P. ginseng C. A. Meyer 植物根茎中分离

所得，由浙江天科高新技术发展有限公司王庭璋副

研究员鉴定为人参内生真菌强壮土赤壳菌

Ilyonectria robusta（GenBank 序列号 CBS 308.35），储

存于浙江中医药大学第二临床医学院中心实验室。 

2  方法与结果 

2.1  菌株发酵 

将活化后的强壮土赤壳菌挑取少量菌丝，均匀

接种到装有 PDB 的锥形瓶中，在恒温培养摇床中培

养 3 天（28 ℃、130 r/min），得到菌株种子液。将

等量种子液接种至无菌大米培养基（80 g/瓶）中，

共培养 50 瓶，室温下发酵 40 d，得到固体发酵物

55 g。 

2.2  菌株发酵物分离 

发酵物用 95%乙醇水提取 3 次，合并提取液并

浓缩得到粗提物 55 g。粗提物经硅胶柱色谱，石油

醚-醋酸乙酯（100∶0～0∶1）梯度洗脱，经 HPLC

分析后合并，共得到 5个组分（Fr. 1～5）。Fr. 3（100∶

10 部分，15.3 g）经凝胶 Sephadex LH-20（二氯甲

烷-甲醇 1∶1）柱分离，得到 7 个组分 Fr. 3.1～3.7。

Fr. 3.6 经过半制备型 HPLC（YMC C18 柱，95%甲

醇-水洗脱，体积流量 2.5 mL/min）分离纯化，得到

化合物 1（tR＝30.5 min，14.1 mg）；Fr. 3.3 经过半

制备型 HPLC（YMC C18柱，26%乙腈-水洗脱，体积

流量 2.5 mL/min）分离纯化，得到化合物 2（tR＝19.5 

min，4.5 mg）、3（tR＝24.1 min，7.0 mg）。Fr. 3.4

经过半制备型 HPLC（YMC C18柱，70%甲醇-水洗

脱，体积流量 2.5 mL/min）分离纯化，得到化合物

4（tR＝25.3 min，12.6 mg）。 

2.3  结构鉴定 

化合物 1：白色针状结晶（甲醇），HR-ESI-MS 

m/z: 552.308 7 [M＋Na]+（计算值 552.309 0），结合
1H-NMR 和 13C-NMR 谱，确定化合物 1 的分子式为

C34H43NO4，不饱和度为 14。化合物 1 的 1H-NMR

（表 1）显示有 4 个部分重叠的芳香氢信号 (δH 6.78, 

7.02～7.05)、1 个连氧次甲基信号 (δH 4.52)、6 个甲

基氢信号 (δH 0.93, 0.94, 1.07, 1.23, 1.52 和 1.80) 和 

表 1  化合物 1 的 NMR 数据 (600/150 MHz, CDCl3) 

Table 1  NMR data of robusta A (600/150 MHz, CDCl3) 

碳位 δH δC 

1 2.82 (q, J = 6.5 Hz) 44.0 

2  142.8 

3 5.13 (s) 131.4 

4  53.2 

5   142.2 

6  129.7 

7 2.05 (overlapped) 48.4 

8 1.70 (m) 42.4 

9a 2.14 (d, J = 12.2 Hz) 40.2 

9b 0.72 (m) 

10 1.56 (m) 32.3 

11b 0.70 (m) 22.0 

11a 1.79 (m) 

12 1.90 (m) 31.3 

13 1.05 (m) 57.7 

14 4.52 (dd, J = 4.5, 7.5 Hz) 87.3 

15 2.22 (m) 53.4 

16 3.40 (d, J = 6.8 Hz) 55.6 

17  201.2 

18 3.16 (dd, J = 4.0, 12.2 Hz) 55.4 

19  173.1 

1b' 2.07 (overlapped) 34.7 

1a' 2.74, (dd, J = 4.3, 15.1 Hz) 

2'  88.8 

3b' 2.87 (d, J = 13.0 Hz) 46.7 

3a' 3.03 (d, J = 13.0 Hz) 

4'  128.0 

5' 7.03 (overlapped) 132.6 

6' 6.78 (dd, J = 1.98, 9.12 Hz) 123.6 

7'  157.8 

8' 7.02 (overlapped) 119.2 

9' 7.05 (overlapped) 132.6 

20 0.94 (d, J = 7.02 Hz) 19.0 

21 1.23 (s) 27.8 

22 1.52 (s) 14.5 

23 1.80 (s) 15.6 

24 0.93 (d, J = 6.5 Hz) 22.6 

25 1.07 (d, J = 6.1 Hz) 20.1 

 

9 个次甲基信号 (δH 1.05, 1.56, 1.70, 1.90, 2.05, 2.22, 

2.82, 3.16 和 3.40)。13C-NMR 谱显示有 34个碳信号，

其中 10 个芳香碳信号、2 个羰基碳信号 (δC 173.1

和 201.2) 和 1 个连氧碳信号 (δC 87.3)，结合 DEPT

和 HSQC 谱，显示有与上述质子信号对应的 9 个次

甲基 (δC 31.3, 32.3, 42.4, 44.0, 48.4, 53.4, 55.4, 55.6

和 57.7)、4 个亚甲基 (δC 34.7, 40.2, 45.1 和 46.7)、6

个甲基信号 (δC 14.5, 15.6, 19.0, 20.1, 22.6 和 27.8)

和 2 个季碳信号 (δC 53.2 和 88.8)。根据其 1H-1H 
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COSY 相关信号，存在 3 个自旋系统，分别为

H-7/H-8/H-9/H-10/H3-24/H-11/H-12/H3-25/H-13/H-1

4/H-15/H-16，H-1/H3-20 和 H-3/H3-21；据其 HMBC

相关信号，甲基 H3-20 与 C-1、C-2、C-5 和 C-6 相

关，H3-21 与 C-1 相关，H3-22 与 C-3、C-4、C-5 和

C-16 相关，以及 H3-23 与 C-5、C-6 和 C-7 相关，

可以构建 1 的 6/5/6/5 四环骨架；H2-1'与 C-18 (δC 

55.4)、C-2' (δC 88.8) 和 C-19 (δC 173.1) 相关，H-18

与 C-1' (δC 34.7)、C-2'和 C-19 相关，结合这几个碳

的化学位移和结构中含有 1 个 N 原子表明存在 γ-内

酰胺片段；H2-3'与 C-1'、C-2'、C-4'和 C-5'的相关信

号表明，1,4-二取代的芳环通过亚甲基  (C-3', δC 

46.7) 连接到 γ-内酰胺片段；H-14 与 C-7'的相关信

号，以及去屏蔽的 C-14 (δC 87.3) 和 C-7' (δC 160.5)，

表明 C-14 和 C-7'通过氧原子连接；然后，H-16 与

C-17/C-18 和 H2-1'与 C-17/C-18 的相关性进一步证实

了 1 个不寻常的 13 元大环与四环系统融合。对 NMR

数据的综合分析表明，除了 1 中 γ-内酰胺上 C-18 和

C-1'的双键还原，化合物 1 类似于 ascomylactam B[17]，

因此，确定了化合物 1 的平面结构，见图 1。 

 

图 1  化合物 1 的结构及主要 HMBC、1H-1H COSY 和 ROESY 相关 

Fig. 1  Structure, key HMBC,1H-1H COSY and ROESY correlations of compound 1

在 ROESY 谱（图 1）中，H-14/H-6'、H-6'/H-16、

H-16/H-7、H-7/H-13、H-16/H3-22、H3-22/H3-20、

H3-25/H-6′、H3-25/H-11a 和 H-11a/H3-24 的相关表明

这些基团是共面的，H-15/H-8′、 H-8′/H-19 和 

H-15/H-8 相关表明这些质子位于化合物平面的另

一侧。此外，H-14/H-6′、H3-25/H-6′、H-1′/H-9′、

H-1′/H-8′和 H-15/H-8′的相关性表明，1 的限制旋转的

苯环和 γ-内酰胺部分几乎平行取向，该片段与化合物

ascomylactam B[17]相同，可确定化合物 1 中的 2′S 相

对构型。通过计算 ECD 的方法对化合物 1 的绝对构

型进行确证，采用 TDDFT 和 B3LYP/6-311＋＋G (2d, 

p) 法对化合物 1 进行 ECD 计算，1 的实验 ECD 光谱

在 230 nm 和 315 nm 处显示出负 Cotton 效应，在 275 

nm 处显示正 Cotton 效应，这与计算的结果非常一致

（图 2）。因此，1 的绝对构型确定为 1S、4R、7S、8S、

10R、12S、13R、14R、15S、16R、18S 和 2′S。经检

索化合物为 1 个新化合物，命名为强壮土赤壳菌内

酰胺 A 

化合物2：白色粉末（甲醇），分子式C18H17O6Cl；
1H- NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 10.57 (1H, brs, 

16-OH), 10.02 (1H, brs, 14-OH), 7.15 (1H, dd, J = 

15.9, 9.8 Hz, H-8), 6.53 (1H, s, H-15), 6.08 (1H, t, J = 

9.8 Hz, H-7), 5.95 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-9), 5.90 (1H, 

dd, J = 9.8, 3.0 Hz, H-6), 5.17 (1H, m, H-2), 4.98 (1H, 

 

图 2  化合物 1 的实测与计算 ECD 谱图 

Fig. 2  Experimental and calculated ECD spectra of 1 

d, J = 16.5 Hz, H-11a), 4.65 (1H, d, J = 16.5 Hz, 

H-11b), 4.44 (1H, m, H-5), 3.46 (1H, m, H-4), 2.00 

(1H, m, H-3a), 1.61 (1H, m, H-3b), 1.34 (3H, d, J = 

6.7 Hz, H3-1)；13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 

196.3 (C-10), 167.1 (C-18), 156.0 (C-16), 155.8 

(C-14), 144.6 (C-8), 138.7 (C-12), 133.4 (C-6), 130.3 

(C-9), 125.1 (C-7), 114.3 (C-13), 113.1 (C-17), 103.1 

(C-15), 71.2 (C-2), 69.9 (C-4), 68.1 (C-5), 42.7 

(C-11), 38.8 (C-3), 21.1 (C-1)；以上数据与文献报道

一致[18]，故鉴定化合物 2 为根赤壳菌素。 

化合物 3：无色油状物（甲醇），分子式

C18H18O6；1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 10.94 
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(1H, brs, 16-OH), 9.16 (1H, brs, 14-OH), 7.57 (1H, 

dd, J = 16.1, 11.3 Hz, H-8), 6.35 (1H, dd, J = 11.3, 

10.7 Hz, H-7), 6.20 (1H, d, J = 2.7 Hz, H-15), 6.05 

(1H, d, J = 2.7 Hz, H-13), 5.82 (1H, d, J = 16.1 Hz, 

H-9), 5.83 (1H, dd, J = 10.7, 2.7 Hz, H-6), 5.49 (1H, 

ddq, J = 3.7, 3.7, 6.7 Hz, H-2), 4.97 (1H, d, J = 14.0 

Hz, H-11a), 3.56 (1H, d, J = 14.0 Hz, H-11b), 3.52 

(1H, q, J = 2.7 Hz, H-5), 3.14 (1H, dt, J = 8.5, 2.7 Hz, 

H-4), 2.38 (1H, m, H-3a), 1.66 (1H, m, H-3b), 1.43 

(3H, d, J = 6.7 Hz, 1-CH3)；13C-NMR (150 MHz, 

DMSO-d6) δ: 198.4 (C-10), 167.7 (C-18), 160.3 

(C-16), 158.8 (C-14), 140.4 (C-8), 112.0 (C-12), 137.5 

(C-6), 131.6 (C-9), 130.3 (C-7), 101.9 (C-13), 112.0 

(C-17), 106.6 (C-15), 69.7 (C-2), 55.8 (C-4), 54.8 

(C-5), 42.4 (C-11), 36.5 (C-3), 19.1 (C-1)。以上数据

与文献报道一致[18]，故鉴定化合物 3 为单青霉素 I。 

化合物 4：白色结晶（甲醇），分子式 C18H22O5；
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 10.71 (1H, brs, 

16-OH), 10.11 (1H, brs, 14-OH), 6.23 (1H, d, J = 2.4 

Hz, H-15), 6.11 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-13), 5.41 (2H, 

m, H-4, 5), 5.13 (1H, m, H-2), 3.87 (1H, d, J = 14.0 

Hz, H-11a), 3.68 (1H, d, J = 14.0 Hz, H-11b), 2.41 

(1H, m, H-3a), 2.24 (1H, m, H-3b), 2.38 (2H, m, 

H2-9), 2.00 (2H, m, H-6), 1.50 (2H, m, H2-8), 1.40 

(2H, m, H2-7), 1.29 (3H, d, J = 6.3 Hz, 1-CH3)；
13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 207.8 (C-10), 

169.7 (C-18), 161.6 (C-16), 161.3 (C-14), 137.7 

(C-12), 133.9 (C-5), 126.2 (C-4), 111.0 (C-13), 109.1 

(C-17), 102.0 (C-15), 72.2 (C-2), 48.2 (C-11), 40.9 

(C-9), 38.0 (C-3), 31.9 (C-6), 25.7 (C-7), 22.7(C-8), 

19.8 (C-1)。以上数据与文献报道一致[19]，故鉴定化

合物 4 为单青霉素 IV。 

2.4  活性测试 

采用 MTT 法对得到的化合物进行抗乳腺癌的

活性评价，以顺铂为阳性药，具体的细胞毒性实验

操作参考文献方法[20]。数据分析显示化合物 1 和 3

对 MDA-MB-231 细胞增殖具有显著的抑制活性，

其 IC50 分别为（9.37±3.10）、（5.13±2.50）μmol/L，

活性强于阳性对照药顺铂  [IC50 为（11.3±0.6）

μmol/L]，其余化合物对 MDA-MB-231 细胞增殖的抑

制活性较弱，在初筛 50 μmol/L 下，抑制率低于 50%。 

3  讨论 

植物内生真菌的次生代谢产物在抗菌、抗肿瘤

和抗氧化等生物活性方面展现出较好的应用潜力，

是新药发现的潜在资源。本实验对人参内生真菌强

壮土赤壳菌 RSA2004 的次生代谢产物的化学成分

进行研究，运用多种分离纯化和鉴定技术，从强壮

土赤壳菌 RSA2004 中得到十三元大环生物碱类新

化合物 1 和芳香聚酮类化合物 2～4。经抗乳腺癌活

性筛选，化合物 1 和 3 对 MDA-MB-231 细胞株增

殖有显著的抑制活性。本研究丰富了对强壮土赤壳

菌次生代谢产物的认识，且对十三元大环和四环聚

合的大环生物碱类化合物的抗乳腺癌活性值得进一

步深入研究，可为人参内生真菌资源的合理开发应

用做出积极贡献。 
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