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丹参内生真菌 Alternaria malvae 中聚酮类成分研究2 
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摘  要：目的  研究丹参 Salvia miltiorrhiza 内生真菌细链格孢 Alternaria malvae 的次生代谢产物及生物活性。方法  采用正

相柱色谱、MPLC-ODS、MCI、Sephadex LH-20，结合制备型高效液相等色谱手段进行分离纯化，利用核磁共振和质谱技术

对单体化合物进行鉴定，通过检测脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导小鼠巨噬细胞（RAW264.7）一氧化氮（NO）的释

放，评价化合物的抗炎活性。结果  从细链格孢的大米发酵产物中分离得到 7 个化合物，分别鉴定为 3-甲氧基细链格孢内酯

B（1）、4′-表细链格孢烯（2）、(＋)-(4′R,5′S,7′R)-细链格孢烯（3）、4′-表-二氢细链格孢烯 A（4）、细链格孢三醇 5-甲醚（5）、

细链格孢三醇（6）和细链格甲醚孢醇（7）。化合物 5 和 7 表现出抗炎活性，半数抑制浓度（median inhibition concentration，

IC50）值分别为（14.80±0.67）μmol/L 和（27.76±2.75）μmol/L。结论  化合物 1 为聚酮类新化合物，命名为 3-甲氧基细链

格孢内酯 B；化合物 5 有显著抗炎活性。 
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Abstract: Objective  To study the secondary metabolites and its biological activities of the endophyties Alternaria malvae derived 

from the roots of Salvia miltiorrhiza. Methods  Preparative high-performance liquid chromatography, along with additional 

chromatographic techniques including normal-phase column chromatography, MPLC-ODS, MCI, and Sephadex LH-20, was employed 

to isolate and purify the secondary metabolites. NMR and mass spectrometry were then used to characterize the individual compounds. 

Results  A total of seven compounds were isolated from the rice fermentation of A. malvae and identified as 3-methoxyalternolide B 

(1), 4′-epialtenuene (2), (＋)-(4′R,5′S,7′R)-altenuene (3), 4′-epi-dihydroaltenuene A (4), alternariol 5-methyl ether (5), alternariol (6) 

and altenuisol (7). Compound 1 was a new compound, Compounds 5 and 7 exhibited anti-inflammatory activity with IC50 values of 

(14.8±0.67) μmol/L and (27.76±2.75) μmol/L, respectively. Conclusion  Compound 1 is a new polyketone compound named 3-

methoxyalternolide B. Compound 5 has significant anti-inflammatory activity. 

Key words: Salvia miltiorrhiza Bunge; endophytic fungi; polyketones; Alternaria malvae Roum. & Letell.; 3-methoxyalternolide B; 

alternariol 5-methyl ether; anti-inflammatory activity 

 

丹参为唇形科鼠尾草属植物丹参 Salvia 

miltiorrhiza Bunge 的干燥根及根茎，具有活血化瘀、
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通经止痛的功效。内生真菌是定植在植物体内而不

引起植物疾病的微生物[1]。在植物生长过程中，内
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生真菌与宿主互利共生，能加速植物生长[2]，增强

植物抗逆性[3]，促进植物营养吸收[4]和抵抗病原体

侵害等[5]。此外，内生真菌的次生代谢产物还是生

物活性天然产物的重要来源，在医药、农业和工业

中具有潜在的应用前景[6]。丹参存在丰富的内生真

菌，这些微生物不仅可有效促进植株生长和有效成

分积累，还能产生丰富多样的次生代谢产物，与丹

参道地性的形成密切相关。 

链格孢属 Alternaria 是一种分布广泛的真菌，

种类繁多，其次生代谢产物种类丰富，包括聚酮类、

萜类、醌类、环二肽类等，具有良好的生物活性[7-10]。

近年来，链格孢属真菌次生代谢产物的抗炎活性获

得了越来越多的关注[11-13]。Chen 等[14]从链格孢属真

菌中分离得到了 17 个具有强效抗炎活性的化合物；

Grover 等[15]发现链格孢属次生代谢产物细链格孢

醇（alternariol）能以剂量相关的方式有效抑制脂多

糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的固有性免疫应

答；Kollarova 等[16]进一步验证了细链格孢醇通过抑

制核因子 κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）信号

通路抑制LPS诱导的THP-1源性巨噬细胞炎症反应。 

因 此本 研究 以丹 参内生 真菌 细链 格孢

Alternaria malvae Roum. & Letell.的大米发酵物为研

究对象，旨在获得结构新颖并具有良好生物活性的

化合物，从中分离得到 7 个聚酮类化合物，分别鉴

定为 3-甲氧基细链格孢内酯B（3-methoxyalternolide 

B，1）、4′-表细链格孢烯（4′-epialtenuene，2）、(＋)-

(4′R,5′S,7′R)- 细 链 格 孢 烯  [( ＋ )-(4′R,5′S,7′R)-

altenuene，3]、4′-表-二氢细链格孢烯 A（4′-epi-

dihydroaltenuene A ， 4 ）、细链格孢醇 5- 甲醚

（ alternariol 5-methyl ether ， 5 ）、细链格孢醇

（alternariol，6）和细链格孢甲醚醇（altenuisol，7），

结构见图 1。其中化合物 1 为聚酮类新化合物，命

名为 3-甲氧基细链格孢内酯 B。抗炎活性结果表明，

化合物 5 和 7 表现出抗炎活性，半数抑制浓度

（median inhibition concentration，IC50）值分别为

（14.8±0.67）μmol/L 和（27.76±2.75）μmol/L。 

 

图 1  化合物 1～7 的结构 

Fig. 1  Structures of compounds 1—7 

1  仪器与材料 

1.1  仪器与试剂 

Waters 1525 型高效液相色谱仪（美国 Waters 公

司）；Bruker AV III-600 型核磁共振波谱仪（德国布

鲁克公司）；SPT-P250C 型智能生化培养箱（合肥华

德利科学器材有限公司）；YXQ-50SII 立式压力蒸汽

灭菌锅（上海博讯医疗生物仪器公司）；Agilent 

UPLC/Q-TOF 液质联用仪（美国 Agilent 公司）；SW-

CJ-2FD 超净工作台（苏州苏洁净化设备有限公司）；

JASCO J-1500 型圆二色谱仪（日本分光株式会社）；

JASCO P-2000 型旋光仪（日本分光株式会社）；制

备型高效液相色谱仪（睿合科技有限公司）。 

柱色谱硅胶（100～200、200～300 目）和 GF254

薄层色谱硅胶板（青岛海洋化工有限公司）、

Sephadex LH-20 葡聚糖凝胶、MCI-gel CHP-20P（美

国通用电气公司）、RP-18 反相硅胶（日本富士化工

有限公司）、马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA，北京

奥博星生物技术有限公司）、色谱纯试剂由上海国

药集团化学试剂有限公司提供，分析纯试剂由上海

强顺化学试剂有限公司提供。 
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1.2  药材与菌株 

菌株 A. malvae 分离自新鲜丹参根（2019 年 6

月采自中国安徽省含山县），药材经安徽中医药大

学俞年军教授鉴定为唇形科鼠尾草属丹参 S. 

miltiorrhiza Bunge，菌株经上海生工生物工程有限

公 司 鉴 定 为 A. malvae （ Genbank 序 列 号

MK748148.1），现存放于安徽中医药大学药学院。 

2  方法 

2.1  菌株发酵 

将菌株 A. malvae 接种于 PDA 平板上活化，置

于培养箱中培养 7 d。观察到菌丝长满且菌落正常

后，将菌块切成 1 mm×1 mm 的小块接种于灭菌后

的 10 kg 大米培养基中（150 g 大米、100 mL 水），

于 28 ℃培养箱中静置培养 25 d。 

2.2  次生代谢产物的提取与分离 

在室温条件下，发酵物经醋酸乙酯浸提 3 次，

减压浓缩后得醋酸乙酯部位浸膏 150 g，经硅胶柱

色谱（200～300 目），醋酸乙酯-石油醚（100∶0→

0∶100）梯度洗脱，得到 8 个组分 A～H。 

组分 E 经 MCI 柱，甲醇-水（80∶20→100∶0）

梯度洗脱，析出结晶和沉淀，反复重结晶后得到化

合物 5（1.1 g）、6（72.8 mg）。 

组分 G 经 ODS 柱色谱（甲醇-水，40∶60→

95∶5）系统梯度洗脱，经 TLC 检识，合并相同组

分得到 6 个亚组分 Ga～Gf。组分 Gb 经 pre-HPLC

（乙腈-水 35∶65，8 mL/min）纯化得化合物 4（1.7 

mg，tR＝17 min）、2（8.9 mg，tR＝21 min）、3（21.7 

mg，tR＝22 min）。组分 Gc 经凝胶柱色谱（甲醇）

洗脱得到 7 个亚组分 Gca～Gcg，组分 Gcc 经 pre-

HPLC（乙腈-水 35∶65，8 mL/min）纯化得化合物

1（1.5 mg，tR＝29 min）。 

组分 H 经 ODS 柱色谱（乙腈-水 30∶70→90∶

10）系统梯度洗脱，得到 12 个亚组分 Ha～Hg。组

分He经凝胶柱色谱（甲醇）洗脱得到9个组分Hea～

Hei；组分 Hei 经 pre-HPLC（乙腈-水 42∶58→48∶

52，8 mL/min）纯化得化合物 7（2.2 mg，tR＝30 min）。 

3  结果 

3.1  结构鉴定 

化合物 1：红棕色固体，溶于甲醇。[α]
25 

D −18.7 

(c 0.1, MeOH)；
MeOH

maxUV λ (nm): 252 (4.77)；ECD (0.6 

mg/mL, DMSO)，λmax (δε) 282 (−4.23) nm。HR-ESI-

MS m/z: 291.087 2 [M−H]− (calcd. for C15H15O6, m/z 

291.087 4 [M−H]−)，由高分辨质谱确定其分子式为

C15H16O6，不饱和度为 8。1H-NMR 波谱数据（表 1）

显示存在 3 个烯烃质子信号 δH 6.65 (s), 6.47 (s), 6.23 

(d, J = 3.3 Hz)；1 个甲氧基信号 δH 3.88 (s)；1 组非

等价的亚甲基质子信号 δH 2.23 (d, J = 14.1 Hz), 2.39 

(dd, J = 14.0, 6.2 Hz)；1 个甲基信号 δH 1.62 (s)；13C- 

NMR 波谱数据显示存在 15 个碳信号，其中 1 个酯

羰基碳 δC 170.3；8 个烯碳 δC 167.9, 165.2, 140.4, 

135.0, 130.2, 103.6, 101.8, 101.8；4 个连氧碳 δC 86.2, 

68.5, 68.2, 56.3。根据以上信号推测，化合物 1 结构

中可能含有 1 个苯环、1 个双键和 1 个甲氧基。苯

环与双键以及酯羰基共占据了 6 个不饱和度，因此

结构中应存在 2 个环满足剩下的不饱和度。在

HMBC 谱中，H-4 与 C-2, C-3, C-5, C-6 的相关证明

了 1 个四取代苯环的存在，同时 H-6 与 C-1′的相关

以及 H-6′与 C-1 的相关说明苯环与 1 个双键相连。

此外，H-6′与 C-2′和 C-4′的相关以及 H-5′与 C-1′和

C-3′的相关构建了 1 个六元环的存在。以上数据提

示化合物 1 可能为聚酮类化合物，并且与化合物细

链格孢内酯 B 相似[17]，对比两者的数据后发现化合

物 1 多出 1 个甲氧基信号 (δH 3.88, s; δC 56.3, 3-

OCH3)。在 HMBC 谱中显示甲氧基信号 (δH 3.88, s) 

和 C-3 (δC 56.3) 相关，由此确定甲氧基与 C-3 相

连，因此化合物 1 的平面结构确定为 3-甲氧基细链

格孢内酯 B。 

表 1  化合物 1 的 NMR 数据 (600/150 MHz, CD3OD) 

Table 1  NMR data for compound 1 (600/150 MHz, CD3OD) 

碳位 δH δC 

1  140.4 

2  101.8 

3  167.9 

4 6.47 (s) 101.8 

5  165.2 

6 6.65 (s) 103.6 

7  170.3 

1′  135.0 

2′  82.6 

3′ 2.23 (d, J = 14.0 Hz) 40.8 

 2.39 (dd, J = 14.0, 6.2 Hz)  

4′ 4.14 (d, J = 5.9 Hz) 68.2 

5′ 4.38 (d, J = 4.3 Hz) 68.5 

6′ 6.23 (d, J = 3.3 Hz) 130.2 

7′ 1.62 (s) 27.9 

OCH3 3.88 (s) 56.3 
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ROSEY 谱显示，H-4′ (δH 4.14, d, J = 5.9 Hz)、H-5′ 

(δH 4.38, d, J = 4.3 Hz) 和 H-3′β (δH 2.23, d, J = 14.0 

Hz) 相关，H-7′ (δH 1.62, s) 和 H-3′α (δH 2.39, dd,    

J = 14.0, 6.2 Hz) 相关，因此 H-4′和 H-5′为 β 构型，

H-7′为 α 构型，由此确定了化合物 1 的相对构型（图

2）。进一步通过 Mo2(OAc)4 诱导 ECD 实验确定了

化合物 1 中 4′,5′-二醇分子的绝对构型[18]。如图 3 所

示，在 Mo2(OAc)4诱导的 ECD 光谱的 310 nm 波长 

 
图 2  化合物 1 的关键 HMBC 和 ROESY 相关 

Fig. 2  Key HMBC and ROESY correlation of compound 1 

 

图 3  化合物 1 的 ECD 数据 

Fig. 3  ECD data for compound 1 

处观察到的正 Cotton 效应，表明二元醇体系的二面

扭转角为顺时针方向，确定 1 的绝对构型为

2′S,4′S,5′R。为 1 个新化合物，命名为 3-甲氧基细链

格孢内酯 B（3-methoxyalternolide B）。 

化合物 2：黄色油状物，易溶于甲醇，ESI-MS 

m/z: 291.1 [M−H]−，确定其分子式为 C15H16O6。1H-

NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 6.64 (1H, s, H-6), 6.48 

(1H, s, H-4), 6.19 (1H, s, H-6′), 4.23 (1H, d, J = 7.4 Hz, 

H-5′), 3.87 (3H, s, 5-OCH3), 3.75 (1H, m, H-4′), 2.27 

(1H, d, J = 10.2 Hz, H-3′β), 2.17 (1H, t, J = 12.4 Hz, 

H-3′α), 1.56 (3H, s, H-7′) ； 13C-NMR (150 MHz, 

CD3OD) δ: 169.6 (C-7), 167.9 (C-5), 165.4 (C-3), 

139.0 (C-1), 134.2 (C-1′), 130.4 (C-6′), 103.7 (C-6), 

102.0 (C-4), 101.2 (C-2), 83.5 (C-2′), 74.2 (C-5′), 72.1 

(C-4′), 56.3 (5-OCH3), 44.5 (C-3′), 26.7 (C-7′)。其波

谱数据和文献报道基本一致[19]，确定化合物 2 为 4′-

表细链格孢烯。 

化合物 3：白色无定型粉末，易溶于 DMSO，

ESI-MS m/z: 291.1 [M−H]− ，确定其分子式为

C15H16O6。1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 11.28 

(1H, s, 3-OH), 6.72 (1H, s, H-6), 6.48 (1H, s, H-4), 6.28 

(1H, brs, H-6′), 3.94 (1H, brs, H-5′), 3.84 (1H, s, 5-

OCH3), 3.69 (1H, brs, H-4′), 2.25 (1H, d, J = 14.0 Hz, 

H-3′α), 1.93 (1H, dd, J = 14.0, 7.4 Hz, H-3′β), 1.45 (3H, 

s, H-7′)；13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 168.2 (C-

7), 165.8 (C-5), 163.0 (C-3), 139.2 (C-1), 131.8 (C-1′), 

131.0 (C-6′), 102.4 (C-6), 100.9 (C-4), 100.0 (C-2), 

81.2 (C-2′), 69.5 (C-5′), 68.8 (C-4′), 55.8 (5-OCH3), 

38.6 (C-3′), 27.4 (C-7′)。其波谱数据和文献报道基本

一致[20]，确定化合物 3 为 (+)-(4′R,5′S,7′R)-细链格

孢烯。 

化合物 4：黄色无定型粉末，易溶于甲醇，ESI-

MS m/z: 295.1 [M＋H]+，确定其分子式为 C15H18O6。
1H-NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 6.41 (1H, s, H-4), 6.35 

(1H, s, H-6), 3.85 (3H, s, 5-OCH3), 3.60 (2H, m, H-4′, 

5′), 3.21 (1H, d, J = 12.8 Hz, H-1′), 2.51 (1H, d, J = 

12.8 Hz, H-6′α), 2.25 (1H, dd, J = 11.6, 3.4 Hz, H-3′α), 

1.92 (1H, d, J = 11.8 Hz, H-3′β), 1.41 (1H, d, J = 12.2 
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310 nm,＋0.414 4 
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Hz, H-6′β), 1.22 (3H, s, H-7′)；13C-NMR (150 MHz, 

CD3OD) δ: 170.3 (C-7), 168.0 (C-5), 165.8 (C-3), 

144.1 (C-1), 105.17 (C-4), 102.2 (C-2), 99.9 (C-6), 84.1 

(C-2′), 75.6 (C-5′), 72.8 (C-4′), 56.2 (5-OCH3), 45.5 (C-

3′), 42.6 (C-1′), 31.5 (C-6′), 19.1 (C-7′)。其波谱数据

和文献报道基本一致[21]，确定化合物 4 为 4′-表-二

氢细链格孢烯 A。 

化合物 5：淡黄色粉末，易溶于 DMSO，ESI-

MS m/z: 273.1 [M＋H]+，确定其分子式为 C15H12O5。
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 11.83 (1H, s, 3-

OH), 10.38 (1H, s, 4′-OH), 7.22 (1H, brs, H-6), 6.72 

(1H, d, J = 2.0 Hz, H-5′), 6.64 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-

3′), 6.62 (1H, brs, H-4), 3.91 (3H, s, 5-OCH3), 2.73 (3H, 

s, H-7′)；13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 166.1 (C-5), 

164.7 (C-7), 164.1 (C-3), 158.5 (C-4′), 152.6 (C-2′), 138.4 

(C-6′), 137.7 (C-1), 117.6 (C-5′), 108.8 (C-1′), 103.4 (C-

6), 101.6 (C-3′), 99.1 (C-4), 98.4 (C-2), 55.8 (5-OCH3), 

25.0 (C-7′)。其波谱数据和文献报道基本一致[22]，确定

化合物 5 为细链格孢醇 5-甲醚。 

化合物 6：淡黄色粉末，易溶于 DMSO，ESI-

MS m/z: 259.1 [M＋H]+，确定其分子式为 C14H10O5。
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 11.76 (1H, s, 3-

OH), 10.88 (1H, s, 5-OH), 10.33 (1H, s, 4′-OH), 7.22 

(1H, brs, H-6), 6.70 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-5′), 6.62 (1H, 

d, J = 2.0 Hz, H-3′), 6.36 (1H, brs, H-4), 2.69 (3H, s, 

H-7′)；13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 165.4 (C-5), 

164.6 (C-7), 164.0 (C-3), 158.4 (C-4′), 152.6 (C-2′), 

138.3 (C-6′), 138.1 (C-1), 117.5 (C-5′), 108.9 (C-1′), 

104.3 (C-6), 101.6 (C-3′), 100.8 (C-4), 97.4 (C-2), 25.2 

(C-7′)。其波谱数据和文献报道基本一致[23]，确定化

合物 6 为细链格孢醇。 

化合物 7：黄色粉末，易溶于 DMSO，ESI-MS 

m/z: 275.6 [M＋H]+，确定其分子式为 C14H10O6。1H- 

NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 7.52 (1H, s, H-6′), 7.01 

(1H, brs, H-6), 6.77 (1H, s, H-3′), 6.53 (1H, brs, H-4), 

3.92 (3H, s, 5-OCH3)；13C-NMR (150 MHz, DMSO-

d6) δ: 166.6 (C-7), 164.9 (C-5), 163.5 (C-3), 144.2 (C-

4′), 143.8 (C-5′), 137.5 (C-1), 108.6 (C-1′), 103.2 (C-

3′), 99.8 (C-4), 98.4 (C-2), 97.7 (C-6), 55.9 (5-OCH3)。

其波谱数据和文献报道基本一致[24]，确定化合物 7

为细链格孢甲醚醇。 

3.2  抗炎活性测试 

采用Griess 法对单体化合物抑制脂多糖诱导的

RAW264.7 细胞产生 NO 的活性进行了评价，具体

实验参照文献中的方法[25]，结果显示化合物 5 和 7

表现出显著抗炎活性，IC50 值分别为（14.8±0.67）

μmol/L 和（27.76±2.75）μmol/L，活性强于阳性对

照药 L-NMMA [IC50＝（36.00±1.20）μmol/L]，其

余化合物的抗炎活性较弱，在初筛 50 μmol/L 下，

抑制率低于 50%。 

4  讨论 

本实验综合利用各种色谱分离技术对丹参内

生真菌 A. malvae 发酵产物的化学成分进行了系统

的研究，分离并鉴定 7 个聚酮衍生物，其中化合物

1 为新化合物。通过活性实验发现化合物 5 和 7 具

有良好的体外抗炎活性。此外，植物内生真菌次生

代谢产物在抗菌、抗肿瘤和抗氧化等生物活性方面

都有应用潜力，后续将考虑链格孢属真菌次生代谢

产物的其他活性作用及构效关系，为丹参内生真菌

资源的合理开发应用做出积极贡献。 
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