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（２），ｇａｎｏｄｅｒｍａｓｉｄｅＢ（３），９α，１１αｄｉｈｙｄｒｏｘｙｅｒｇｏｓｔａ４，６，８（１４），２２ｔｅｔｒａｅｎ３ｏｎｅ（４），（２２Ｅ，２４Ｒ）２４ｍｅｔｈｙｌ５αｃｈｏｌｅｓ
ｔａ７，２２ｄｉｅｎ３β，５，６βｔｒｉｏｌ（５），３β，５α，９αｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙ（２２Ｅ，２４Ｒ）ｅｒｇｏｓｔａ７，２２ｄｉｅｎ６ｏｎｅ（６），ｉｎｄｏｌｅ３ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ
（７），（１Ｈｉｎｄｏｌ３ｙｌ）ｏｘｏａｃｅｔａｍｉｄｅ（８），３ｉｎｄｏｌｅｃａｒｂａｌｄｅｈｙｄｅ（９），ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｙｒｏｎｅＡ（１０），ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｐｙｒｏｎｅＤ（１１）．Ａ
ｍｏｎｇｔｈｅｍ，ｎｏｎｅｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｅｘｈｉｂｉｔｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄｃｏｍｐｏｕｎｄ１ｗａｓａｎｅｗｓｔｅｒｏｉｄａｌａｌｋａｌｏｉｄａｎｄｅｘｈｉｂｉ
ｔｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｇａｉｎｓｔｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ，ｗｉｔｈａｎＩＣ５０ｖａｌｕｅｏｆ２０．４６μｍｏｌ／Ｌ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｐｓｉｄｉｕｍｃａｔｔｌｅｉａｎｕｍ；Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｓｐ．；ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ；ｎｉｇｒｏｌａｃｔａｍＡ；ａｎｔｉｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒａｃ
ｔｉｖｉｔｙ

　　植物内生真菌属于有丝孢子和减数孢子子囊
菌，它们无症状地存在于植物表皮细胞层以下的组

织中，通过静止感染在健康和活组织中寄生。通过

长期共存进化，内生真菌与寄主植物建立了共生关

系。内生真菌可通过积累次生代谢物促进寄主植物

生长，增强寄主植物对生物和非生物胁迫的抗

性［１］。同时，这些代谢物也是药物先导物的重要来

源。例如从北美桃儿七（Ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍｐｅｌｔａｔｕｍ）的内
生真菌Ｐｈｉａｌｏｃｅｐｈａｌａｆｏｒｔｉｎｉｉ代谢产物中分离出的鬼
臼毒素［２］，是３种抗癌药物依托泊苷、替尼泊苷和磷
酸依托泊苷的前体。

番石榴属（Ｐｓｉｄｉｕｍ）植物为桃金娘科乔木，其中
草莓番石榴（Ｐ．ｃａｔｔｌｅｉａｎｕｍ）为该科传统药用植物，
又名鸡矢果、樱桃番石榴，其叶中含有杂萜、倍半萜、

三萜、黄酮、木脂素等化学成分［３］，具有止血、镇痛、

护肝等功效［４］，其在越南作为传统药物用于治疗糖

尿病亦具有悠久历史［５］。本研究前期从草莓番石

榴中分离并鉴定出黑孢属内生真菌 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｓｐ．，
该真菌隶属于子囊菌门粪壳菌纲炭角菌目梨孢假壳

科［６］，其次生代谢产物主要包括聚酮、萜类、生物

碱、甾体等［７］，多具有抗菌、抗氧化、抗病毒或抗肿

瘤等药理作用［８］。目前，尚无关于草莓番石榴内生

真菌化学成分和生物活性的报道。本文对草莓番石

榴叶内生真菌 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｓｐ．进行化学成分及活性
研究，丰富了内生真菌 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｓｐ．次生代谢产物
的种类，为进一步开发和利用该生物资源提供科学

依据。

１　材料与方法
１．１　菌株与细胞

内生真菌菌株分离自福建漳州产草莓番石榴

（ＰｓｉｄｉｕｍｃａｔｔｌｅｉａｎｕｍＡｆｚｅｌ．ｅｘＳａｂｉｎｅ）叶，并利用马
铃薯葡萄糖琼脂培养基（ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ，ＰＤＡ）
纯化获得。ＰＣＲ扩增产物由泰百

!

生物科技有限

公司（重庆）测序，经 ＩＴＳ测序后利用 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ
局部基因序列比对工具进行检索，鉴定为黑孢菌属

真菌（Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｓｐ．）。分离纯化后的菌种保存于

宜宾学院材料与化学工程学院。

植物病原真菌（苹果轮纹菌 Ｐｈｙｓａｌｏｓｐｏｒａｐｉｒｉｃｏ
ｌａＮｏｓｅ、草莓黑斑菌 ＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍａｃｕｔａｔｕｍＳｉｍ
ｍｏｎｄｓｅｘＳｕｂｉｎｅｔｉｉ、棉花枯萎菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
ｆ．ｓｐ．ｖａｓｉｎｆｅｃｔｕｍ（Ａｔｋ．）ＳｎｙｄｅｒｅｔＨａｎｓｅｎ、花生叶
斑菌 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｐｅｒｓｏｎａｔａｔｕｍ）和人类致病细菌
（金黄色葡萄球菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ、铜绿假单胞
菌Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｌｏｎｇｉｐｅｓ、藤黄微球菌Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｌｕｔｅｕｓ、
溶壁微球菌 Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｌｙｓｏｄｅｉｋｔｉｃｕｓ、伤寒沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉ）均由安徽中医药大学药学院杨小
龙教授惠赠，保存于宜宾学院材料与化学工程学院。

三阴性乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞（资源编号：
１１０１ＨＵＭＰＵＭＣ００００１４）购于中国医学科学院基础
医学研究所细胞资源中心。

１．２　仪器与试剂
ＡＶ５００型核磁共振波谱仪（德国布鲁克公

司）；ＳｅｐａＢｅａｎＵ２００型中压制备液相色谱仪（Ｃ１８色
谱柱，１５ｍｍ×１５０ｍｍ，４０～６３μｍ，常州三泰科技有
限公司）。

２００～３００目正相硅胶（青岛海浪硅胶干燥剂有
限公司）；ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０（瑞典 ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ公司）；甲醇、乙酸乙酯、乙腈、二氯甲烷、石油
醚（分析纯，成都市科隆化学品有限公司）。

１．３　菌株的分离
将草莓番石榴叶片用无菌水洗净，放入７５％乙

醇中浸泡３ｍｉｎ，无菌水冲洗３次，１０％次氯酸钠浸
泡消毒３ｍｉｎ后，再用无菌水冲洗３次，随后将植物
组织切成约０．５ｃｍ３小片，插入 ＰＤＡ培养基中，于
恒温箱中２８℃培养。待切块周围长出肉眼可见菌
落时，将新生菌株反复纯化后接种于ＰＤＡ培养基培
养。

１．４　真菌发酵培养
将分离纯化得到的菌株活化培养至最佳状态，

挑取菌块５～６块于马铃薯葡萄糖肉汤（ｐｏｔａｔｏｄｅｘ
ｔｒｏｓｅｂｒｏｔｈ，ＰＤＢ）培养液中完成接种，于摇床２８℃，
培养３ｄ，获得种子液。分别取２０ｍＬ种子液接种于

９９６１Ｖｏｌ３７ 　　　　　　张　琴等：草莓番石榴内生真菌Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｓｐ．次生代谢产物研究 　
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含有１００ｍＬＰＤＢ培养液和１００ｇ大米的５００ｍＬ锥
形瓶中，室温培养６０ｄ。
１．５　提取分离

用甲醇对Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｓｐ．菌株的发酵物（２００瓶）
进行冷浸提取３次，合并滤液，经过滤和减压浓缩，
得到１６０ｇ粗提物。粗提物经硅胶柱色谱分离，分
别以石油醚乙酸乙酯（１００∶０→９８∶２→９５∶５→９０∶１０
→８０∶２０→７０∶３０→６０∶４０→５０∶５０→１００∶０）和乙酸乙
酯甲醇（９０∶１０→８０∶２０→１００∶０）的混合溶剂进行梯
度洗脱，洗脱组分由 ＴＬＣ检测合并相同部分，共得
１０个部分Ａ～Ｊ。组分Ｄ经硅胶柱色谱（二氯甲烷
乙酸乙酯，１００∶０→１０∶１），得到组分 Ｄ１～Ｄ４，Ｄ２经
中压制备液相色谱仪（ＭＰＬＣ）（甲醇水，９５∶５）分离
得化合物２（１５ｍｇ，ｔＲ＝１４．５ｍｉｎ），Ｄ３经 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
ＬＨ２０柱色谱（氯仿甲醇，１∶１）分离得到化合物１１
（２ｍｇ）；组分Ｅ经硅胶柱色谱（二氯甲烷甲醇，９９∶
１→５０∶５０）分离得到Ｅ１～Ｅ５，Ｅ２经 ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０
柱色谱（二氯甲烷甲醇，１∶１）和 ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０柱
色谱（甲醇）洗脱得到化合物１（７ｍｇ）、９（８ｍｇ）、１０
（２２ｍｇ），Ｅ４经ＭＰＬＣ（甲醇水，８０∶２０）分离得到化
合物３（３ｍｇ，ｔＲ＝１２．４ｍｉｎ）；组分 Ｆ经硅胶柱色谱
（二氯甲烷甲醇，６０∶１→０∶１００）分离，得到组分 Ｆ１
和Ｆ２，Ｆ１经 ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０柱色谱（二氯甲烷甲
醇，１∶１）和 ＭＰＬＣ（甲醇水，６０∶４０→１００∶０）分离得
到化合物４（２ｍｇ，ｔＲ＝１６．９ｍｉｎ）、５（２ｍｇ，ｔＲ＝１３．８
ｍｉｎ）、６（１８ｍｇ，ｔＲ＝１５．１ｍｉｎ），Ｆ２经 ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ
２０柱色谱（甲醇）分离纯化得到 ７（５ｍｇ）和 ８（２
ｍｇ）。
１．６　ＥＣＤ和ＮＭＲ计算

利用ＰＣＭｏｄｅｌ１０软件以ＭＭＦＦ９４分子力场水
平对结构进行分子动力学构象搜索，其最佳能量上

限为１０ｋｃａｌ／ｍｏｌ；利用 Ｇａｕｓｓｉａｎ１６软件，以含时密
度泛函理论方法在Ｂ３ＬＹＰ／６３１Ｇ（ｄ）水平下对构象
进一步优化［９］。分布百分比大于１％的构象（甲醇
中）在ｍＰＷ１ＰＷ９１／６３１１＋Ｇ（ｄ，ｐ）水平下采用 ＧＩ
ＡＯ方法进行１３ＣＮＭＲ计算；优化构象在 Ｂ３ＬＹＰ／６
３１１＋Ｇ（ｄ，ｐ）水平下进行 ＥＣＤ计算，应用 ＳｐｅｃＤｉｓ
１．７１软件根据玻尔兹曼分布加权拟合得出 ＥＣＤ谱
图［９］。

１．７　抗菌活性测试
采用二倍稀释法［１０］测定化合物１～１１的抗菌

活性。将真菌接种于ＰＤＢ培养基，振摇培养３ｄ（２８
℃，１６０ｒ／ｍｉｎ）；细菌接种于 ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）培养

基，振摇培养１２ｈ（３７℃，１６０ｒ／ｍｉｎ）。稀释菌液浓
度后备用。在９６孔板的第１排加入１９８μＬ稀释后
的菌液，第２～８排中加入１００μＬ稀释后的菌液。
第１排孔中分别加入样品、阴性对照、阳性对照各２
μＬ，移液枪抽吸混合均匀后吸取１００μＬ混合液至
第２排，将其混合均匀后吸取１００μＬ混合液至第３
排，后几排操作同上，最后一排吸出的混合液弃去。

将处理好的抗真菌活性测试９６孔板置于２８℃的恒
温培养箱中培养７２ｈ后观察活性，抗细菌活性测试
９６孔板置于３７℃的恒温培养箱中培养１２ｈ后观察
活性，未见菌落生长的最小化合物浓度为该化合物

的最小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＭＩＣ）。抗真菌活性测试阳性对照为酮康唑；抗细菌
活性测试阳性对照为环丙沙星。

１．８　抗癌活性测试
采用ＣＣＫ８法［１１］体外评价化合物１、２、６、１０对

ＭＤＡＭＢ２３１细胞的细胞毒性。将ＭＤＡＭＢ２３１细
胞以每孔５０００细胞接种于９６孔板中，于３７℃下
培养２４ｈ后，用不同浓度的试验化合物处理细胞。
于４８ｈ后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，继续培养２
ｈ。然后使用酶标仪在４５０ｎｍ处测量吸光度值。与
未处理的对照细胞归一化后计算相对细胞活力，并

使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０．０计算ＩＣ５０值。
２　结果
２．１　结构鉴定

化合物１　白色粉末（ＣＨＣｌ３）；［α］
２０
Ｄ ＋２６５．１

（ｃ０．２４，ＣＨＣｌ３）。ＵＶ光谱（ＭｅＯＨ）显示在２４２和
２９３ｎｍ处有最大吸收峰。ＨＲＥＳＩＭＳ：ｍ／ｚ４４６．３０３
３［Ｍ＋Ｎａ］＋（计算值 Ｃ２８Ｈ４１ＮＯ２Ｎａ，４４６．３０３０），推
断其分子式为 Ｃ２８Ｈ４１ＮＯ２，不饱和度为９。ＩＲ（ＫＢｒ）
νｍａｘ：３４４０、２９５８、２９２９、１７２８、１６５４、１４５６、１３７１、
１３３３、１２４７、１１７１、９７２ｃｍ１；ＩＲ谱图显示出氨基
（３４４０ｃｍ１）、羰基（１７２８ｃｍ１）和双键（１６５４ｃｍ１）
的特征吸收信号。１ＨＮＭＲ谱显示有２个单峰甲基
信号：δＨ０．６４（ｓ，Ｈ３１８）、１．２７（ｓ，Ｈ３１９），４个双峰
甲基信号：δＨ０．８２（ｄ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，Ｈ３２６）、０．８４（ｄ，Ｊ
＝６．８Ｈｚ，Ｈ３２７）、０．９２（ｄ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，Ｈ３２８）、１．０２
（ｄ，Ｊ＝６．６Ｈｚ，Ｈ３２１），２个反式双键烯烃质子信
号：δＨ５．１５（ｄｄ，Ｊ＝１５．２，８．４Ｈｚ，Ｈ２２）、５．２４（ｄｄ，Ｊ
＝１５．２，７．８Ｈｚ，Ｈ２３），以及２个单峰烯烃质子信
号：δＨ ５．７３（ｓ，Ｈ７）、５．５５（ｓ，Ｈ４）。

１３ＣＮＭＲ和
ＨＳＱＣ谱显示２８个碳信号（见表１），分别为６个甲
基、６个亚甲基、１０个次甲基、６个季碳。其中，低场
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区可观察到２个羰基碳信号［δＣ１９８．０（Ｃ３），１６６．６
（Ｃ６）］和３组双键碳信号［δＣ１１５．１（Ｃ４）、１６１．６
（Ｃ５）、１１９．０（Ｃ７）、１５６．４（Ｃ８）、１３４．８（Ｃ２２）、
１３２．７（Ｃ２３）］。综合ＮＭＲ和ＭＳ谱，推测化合物１

具有麦角甾烷型骨架。其 ＮＭＲ数据和专利化合物
马勃内酰胺［１２］基本一致，但专利文献中并未通过

２ＤＮＭＲ对马勃内酰胺的核磁信号进行归属，也未
对其立体化学进行讨论。

表１　化合物１的１ＨＮＭＲ和１３ＣＮＭＲ数据（５００、１２５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）

Ｔａｂｌｅ１　１ＨＮＭＲａｎｄ１３ＣＮＭＲｄａｔａｆｏｒｃｏｍｐｏｕｎｄ１（５００ａｎｄ１２５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３，）

Ｎｏ． δＨ（ＪｉｎＨｚ） δＣ Ｎｏ． δＨ（ＪｉｎＨｚ） δＣ

１α ２．２７（ｄｔ，Ｊ＝１４．２，３．５Ｈｚ） ３５．２ １５α １．５７（ｍ） ２３．４

１β １．９６（ｔｄ，Ｊ＝１４．４，４．５Ｈｚ） １５β １．５１（ｍ）

２α ２．４４（ｍ） ３３．０ １６α １．７７（ｍ） ２７．６

２β ２．３５（ｄｄ，Ｊ＝１７．５，３．７Ｈｚ） １６β １．３５（ｍ）

３ － １９８．０ １７ １．３７（ｍ） ５６．４

４ ５．５５（ｓ） １１５．１ １８ ０．６４（ｓ） １２．４

５ － １６１．６ １９ １．２７（ｓ） ２２．２

６ － １６６．６ ２０ ２．０４（ｄｄｑ，Ｊ＝１０．１，８．４，６．６Ｈｚ） ４０．４

７ ５．７３（ｓ） １１９．０ ２１ １．０２（ｄ，Ｊ＝６．６Ｈｚ） ２１．０

８ － １５６．４ ２２ ５．１５（ｄｄ，Ｊ＝１５．２，８．４Ｈｚ） １３４．８

９ ２．６０（ｄｄｄ，Ｊ＝１２．３，５．４，２．２Ｈｚ） ４６．２ ２３ ５．２４（ｄｄ，Ｊ＝１５．２，７．８Ｈｚ） １３２．７

１０ － ４０．４ ２４ １．８６（ｍ） ４２．８

１１α １．８６（ｍ） ２５．８ ２５ １．４７（ｍ） ３３．０

１１β １．７２（ｍ）

１２β ２．１０（ｍ） ３９．３ ２６ ０．８２（ｄ，Ｊ＝６．８Ｈｚ） １９．９

１２α １．４５（ｍ） ２７ ０．８４（ｄ，Ｊ＝６．８Ｈｚ） １９．６

１３ － ４５．９ ２８ ０．９２（ｄ，Ｊ＝６．８Ｈｚ） １７．６

１４ ２．１４（ｄｄ，Ｊ＝１２．１，５．５Ｈｚ） ５８．２ ＮＨ ７．４０（ｂｒｓ）

　　由ＨＭＢＣ谱（见图１）可知，Ｈ４与 Ｃ３、Ｃ５、Ｃ
１０相关，Ｈ７与 Ｃ８、Ｃ９、Ｃ１４相关，Ｈ３１９与 Ｃ１、
Ｃ５、Ｃ９、Ｃ１０相关，Ｈ３１８与 Ｃ１２、Ｃ１３、Ｃ１４、Ｃ１７
相关，Ｈ３２１与 Ｃ１７、Ｃ２０、Ｃ２２相关，Ｈ３２８与 Ｃ

２２、Ｃ２３、Ｃ２４相关，Ｈ３２７与 Ｃ２４、Ｃ２５、Ｃ２６相
关，上述信号进一步确证了麦角甾烷型骨架的存在，

并确定了甲基和烯烃的取代位置。

图１　化合物１的关键２ＤＮＭＲ相关
Ｆｉｇ１　Ｋｅｙ２ＤＮＭＲｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ１

　值得注意的是，在 ＨＭＢＣ谱（见图１）中，酰胺的
质子和羰基碳原子均未出现２Ｄ相关信号，因此不
能提供直接证据确定酰胺基团的连接方式，即存在

Ｎ原子位于 Ｃ５／Ｃ６之间（１ａ）或 Ｃ６／Ｃ７之间

（１ｂ）两种可能结构。采用 ＰＣＭｍＰＷ１ＰＷ９１／６３１１
＋Ｇ（ｄ，ｐ）水平下的密度泛函理论［９］，计算异构体

１ａ和１ｂ的１３ＣＮＭＲ化学位移值，结果显示化合物
１ａ的理论计算值与实验值吻合（Ｒ２＝０．９９６６），明
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显优于１ｂ（Ｒ２＝０．９８５１）。进一步对１ａ和１ｂ碳信
号的计算值与实验值进行 ｓＤＰ４＋、ｕＤＰ４＋、ＤＰ４＋
概率分析［１３］，在这３种水平下的分析结果均显示化
合物１的可能结构为１ａ。

在ＲＯＥＳＹ谱中（见图１），Ｈ３１９与Ｈ１β／Ｈ１１β
相关，Ｈ３１８与 Ｈ３１９相关，表明 Ｈ３１９和 Ｈ３１８的
相对构型为 β；Ｈ３２１与 Ｈ１２β相关，Ｈ１２α与 Ｈ９
相关，Ｈ９与Ｈ１４相关，Ｈ１４与Ｈ１７相关，表明Ｈ
９、Ｈ１４、Ｈ１７从处于同侧，构型为 α。分析侧链优
势构象可知，Ｈ１７和Ｈ２０必须为反式，以确保Ｃ１７
Ｃ２０上连接的大基团（Ｃ１３／ＣＨ２１６与 ＣＨ３２１／ＣＨ
２２）互为反式。在 ＲＯＥＳＹ谱中（见图１），Ｈ３１８与
Ｈ２０／Ｈ２１、Ｈ１２β与 Ｈ３２１均显示出强相关信号，
同时，Ｈ３２１和Ｈ１６α无相关信号，揭示Ｈ３１８与Ｈ

２０／Ｈ３２１处于同侧，Ｈ２２所在侧链处于另一侧。由
此可推断Ｃ２０的相对构型为 Ｒ，排除了化合物１
与马勃内酰胺为同一化合物的可能。考虑到化合物

１与２～６在生物合成上的同源性，可推测 Ｃ２４的
相对构型为Ｒ。

为了进一步确定化合物１的绝对构型，通过密
度泛函理论方法进行ＥＣＤ模拟计算，得出当化合物
１的绝对构型为 ９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｒ，１７Ｒ，２０Ｒ，２４Ｒ
时，ＥＣＤ计算曲线和实测曲线具有较好拟合（见图
２），由此确定化合物１的绝对构型为９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，
１４Ｒ，１７Ｒ，２０Ｒ，２４Ｒ，命名为黑孢内酰胺 Ａ（ｎｉｇｒｏｌａｃ
ｔａｍＡ）。化合物１的详细结构鉴定数据原始图谱可
从本刊官网免费下载（ｗｗｗ．ｔｒｃｗ．ａｃ．ｃｎ）。

图２　化合物１的ＥＣＤ计算图谱和实验图谱
Ｆｉｇ２　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｃａｌｃｕｌａｔｅｄＥＣＤｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ１

　　化合物 ２　白色固体；１Ｈ ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）δ：６６０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝９５Ｈｚ，Ｈ７），６０３（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝９５Ｈｚ，Ｈ６），５７３（１Ｈ，ｓ，Ｈ４），５２８～５１８
（２Ｈ，ｍ，Ｈ２２，Ｈ２３），１０５（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６７Ｈｚ，Ｈ３
２１），０９９（３Ｈ，ｓ，Ｈ３１９），０９６（３Ｈ，ｓ，Ｈ３１８），０９３
（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６８Ｈｚ，Ｈ３２８），０８４（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６８Ｈｚ，
Ｈ３２７），０８３（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６８Ｈｚ，Ｈ３２６）。以上数据
与文献［１４］报道数据基本一致，故化合物 ２鉴定为
ｅｒｇｏｓｔａ４，６，８（１４），２２ｔｅｔｒａｅｎ３ｏｎｅ。

化合物 ３　白色固体；１Ｈ ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）δ：６８１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝９６Ｈｚ，Ｈ７），６１５（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝９６Ｈｚ，Ｈ６），５７８（１Ｈ，ｓ，Ｈ４），５２７（１Ｈ，
ｄｄ，Ｊ＝１５２，７９Ｈｚ，Ｈ２３），５１６（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１５２，
８７Ｈｚ，Ｈ２２），４８２～４７５（１Ｈ，ｍ，Ｈ１５），１１４
（３Ｈ，ｓ，Ｈ３１８），１０５（３Ｈ，ｓ，Ｈ３１９），１０４（３Ｈ，ｄ，Ｊ
＝６９Ｈｚ，Ｈ３２１），０９２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６８Ｈｚ，Ｈ３２８），

０８４（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６８Ｈｚ，Ｈ３２７），０８２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６８
Ｈｚ，Ｈ３２６）；

１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：３４１（Ｃ
１），３４１（Ｃ２），１９９５（Ｃ３），１２４０（Ｃ４），１６３４（Ｃ
５），１２６８（Ｃ６），１３２２（Ｃ７），１２９１（Ｃ８），４４３（Ｃ
９），３６８（Ｃ１０），１９０（Ｃ１１），３５９（Ｃ１２），４３０（Ｃ
１３），１５５４（Ｃ１４），６９２（Ｃ１５），３９０（Ｃ１６），５３７
（Ｃ１７），２０３（Ｃ１８），１６７（Ｃ１９），３９４（Ｃ２０），
２１２（Ｃ２１），１３４６（Ｃ２２），１３３０（Ｃ２３），４２９（Ｃ
２４），３３１（Ｃ２５），１９７（Ｃ２６），２００（Ｃ２７），１７７
（Ｃ２８）。以上数据与文献［１５］报道数据基本一致，故

化合物３鉴定为ｇａｎｏｄｅｒｍａｓｉｄｅＢ。
化合物 ４　白色固体；１Ｈ ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，

ＣＤ３ＯＤ）δ：６５９（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝９６Ｈｚ，Ｈ７），６１４（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝９７Ｈｚ，Ｈ６），５７９（１Ｈ，ｓ，Ｈ４），５３０（１Ｈ，
ｄｄ，Ｊ＝１５２，７４Ｈｚ，Ｈ２３），５２４（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１５３，
８１Ｈｚ，Ｈ２２），４１９（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１２２，４１Ｈｚ，Ｈ

２０７１ 天然产物研究与开发　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　Ｖｏｌ３７

天
然
产
物
研
究
与
开
发



１１），２０６（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１２２，４２Ｈｚ，Ｈ１２），１１６
（３Ｈ，ｓ，Ｈ３１９），１１１（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６７Ｈｚ，Ｈ３２１），
１０３（３Ｈ，ｓ，Ｈ３１８），０９５（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６９Ｈｚ，Ｈ３
２８），０８７（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６７Ｈｚ，Ｈ３２６），０８５（３Ｈ，ｄ，Ｊ
＝６８Ｈｚ，Ｈ３２７）；

１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：
３１０（Ｃ１），３４９（Ｃ２），２０２５（Ｃ３），１２５８（Ｃ４），
１６６４（Ｃ５），１２６０（Ｃ６），１３３２（Ｃ７），１２７６（Ｃ
８），７４３（Ｃ９），４４５（Ｃ１０），６６５（Ｃ１１），４３６（Ｃ
１２），４６５（Ｃ１３），１５８６（Ｃ１４），２６５（Ｃ１５），２８７
（Ｃ１６），５６８（Ｃ１７），１９０（Ｃ１８），２１１（Ｃ１９），
４０５（Ｃ２０），２１６（Ｃ２１），１３６３（Ｃ２２），１３３９（Ｃ
２３），４４４（Ｃ２４），３４４（Ｃ２５），２０５（Ｃ２６），２０１
（Ｃ２７），１８２（Ｃ２８）。以上数据与文献［１６］报道数

据基本一致，故化合物４鉴定为９α，１１αｄｉｈｙｄｒｏｘｙ
ｅｒｇｏｓｔａ４，６，８（１４），２２ｔｅｔｒａｅｎ３ｏｎｅ。

化合物 ５　白色固体；１Ｈ ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，
Ｃ５Ｄ５Ｎ）δ：５２４（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１５２，７３Ｈｚ，Ｈ２３），
５１７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１５２，８３Ｈｚ，Ｈ２２），４８０（１Ｈ，ｍ，
Ｈ３），４３２（１Ｈ，ｓ，Ｈ６），３００（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１３２，
１１３Ｈｚ，Ｈ４），１４９（３Ｈ，ｓ，Ｈ３１９），１０５（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝
６７Ｈｚ，Ｈ３２１），０９５（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６９Ｈｚ，Ｈ３２８），
０８５（６Ｈ，ｄ，Ｊ＝６９Ｈｚ，Ｈ３２６，Ｈ３２７），０６５（３Ｈ，ｓ，
Ｈ３１８）；

１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，Ｃ５Ｄ５Ｎ）δ：３２７（Ｃ１），
３３８（Ｃ２），６７６（Ｃ３），４２０（Ｃ４），７６１（Ｃ５），
７４３（Ｃ６），１２０５（Ｃ７），１４１６（Ｃ８），４３８（Ｃ９），
３８１（Ｃ１０），２２４（Ｃ１１），４００（Ｃ１２），４３８（Ｃ
１３），５５５（Ｃ１４），２３５（Ｃ１５），２８５（Ｃ１６），５６１
（Ｃ１７），１２５（Ｃ１８），１８８（Ｃ１９），４０９（Ｃ２０），
２１５（Ｃ２１），１３６２（Ｃ２２），１３２１（Ｃ２３），４３１（Ｃ
２４），３３３（Ｃ２５），２０３（Ｃ２６），１９８（Ｃ２７），１７８
（Ｃ２８）。以上数据与文献［１７］报道数据基本一致，故

化合物５鉴定为（２２Ｅ，２４Ｒ）２４ｍｅｔｈｙｌ５αｃｈｏｌｅｓｔａ
７，２２ｄｉｅｎ３β，５，６βｔｒｉｏｌ。

化合物 ６　白色固体；１Ｈ ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）δ：５６６（１Ｈ，ｂｒｓ，Ｈ７），５２３（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
１５２，７５Ｈｚ，Ｈ２３），５１６（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１５３，７８
Ｈｚ，Ｈ２２），４０６（１Ｈ，ｍ，Ｈ３），１０３（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６８
Ｈｚ，Ｈ３２１），１０１（３Ｈ，ｓ，Ｈ３１９），０９２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝
６８Ｈｚ，Ｈ３２８），０８４（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６９Ｈｚ，Ｈ３２７），
０８２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６６Ｈｚ，Ｈ３２６），０６２（３Ｈ，ｓ，Ｈ３
１８）；１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：２５４（Ｃ１），３０２
（Ｃ２），６７２（Ｃ３），３７２（Ｃ４），７９７（Ｃ５），１９７６
（Ｃ６），１１９９（Ｃ７），１６４３（Ｃ８），７４７（Ｃ９），４１８
（Ｃ１０），２９７（Ｃ１１），３４９（Ｃ１２），４５３（Ｃ１３），

５１８（Ｃ１４），２２４（Ｃ１５），２８８（Ｃ１６），５６０（Ｃ
１７），１２２（Ｃ１８），２０５（Ｃ１９），４０３（Ｃ２０），２１１
（Ｃ２１），１３５０（Ｃ２２），１３２５（Ｃ２３），４２８（Ｃ２４），
３３１（Ｃ２５），２００（Ｃ２６），１９６（Ｃ２７），１７６（Ｃ
２８）。以上数据与文献［１８］报道数据基本一致，故化

合物６鉴定为３β，５α，９αｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙ（２２Ｅ，２４Ｒ）ｅｒｇ
ｏｓｔａ７，２２ｄｉｅｎ６ｏｎｅ。

化合物 ７　黄色固体；１Ｈ ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：８０６（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝６８，１７Ｈｚ，Ｈ７），７９３
（１Ｈ，ｓ，Ｈ２），７４２（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝７２，１７Ｈｚ，Ｈ４），
７１７（２Ｈ，ｍ，Ｈ５，Ｈ６）；１３Ｃ ＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：１３３３（Ｃ２），１０９０（Ｃ３），１２７６（Ｃ３ａ），
１２２１（Ｃ４），１２２３（Ｃ５），１２３５（Ｃ６），１１２８（Ｃ
７），１３８３（Ｃ７ａ），１６９５（Ｃ８）。以上数据与文
献［１９］报道数据基本一致，故化合物７鉴定为吲哚３
甲酸。

化合物 ８　黄色固体；１Ｈ ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：８７２（１Ｈ，ｓ，Ｈ２），８３０（１Ｈ，ｍ，Ｈ４），
７４７（１Ｈ，ｍ，Ｈ７），７２６（１Ｈ，ｍ，Ｈ６），７２４（１Ｈ，ｍ，
Ｈ５）；１３ＣＮＭＲ（１２６ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：１３９４（Ｃ２），
１１３１（Ｃ３），１２７９（Ｃ３ａ），１２２９（Ｃ４），１２３８（Ｃ
５），１２４８（Ｃ６），１１４０（Ｃ７），１３８０（Ｃ７ａ），１８３１
（Ｃ８），１６８２（Ｃ９）。以上数据与文献［２０］报道数据

基本一致，故化合物８鉴定为（１Ｈｉｎｄｏｌ３ｙｌ）ｏｘｏａｃ
ｅｔａｍｉｄｅ。

化合物 ９　白色固体；１Ｈ ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）δ：１０１（１Ｈ，ｓ，Ｈ８），８３３（１Ｈ，ｍ，Ｈ４），７８５
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝３１Ｈｚ，Ｈ２），７４４（１Ｈ，ｍ，Ｈ７），７３５～
７３０（２Ｈ，ｍ，Ｈ６，Ｈ５）；１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）
δ：１３５２（Ｃ２），１２４４（Ｃ３），１１９８（Ｃ３ａ），１２２０
（Ｃ４），１２３１（Ｃ５），１２４５（Ｃ６），１１１５（Ｃ７），
１３６６（Ｃ７ａ），１８５１（Ｃ８）。以上数据与文献［２１］报

道数据基本一致，故化合物９鉴定为吲哚３甲醛。
化合物 １０　无色液体；１Ｈ ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，

ＣＤ３ＯＤ）δ：６１９（１Ｈ，ｓ，Ｈ５），５５５（１Ｈ，ｓ，Ｈ３），
４４８（１Ｈ，ｑ，Ｊ＝６６Ｈｚ，Ｈ１′），３８６（３Ｈ，ｓ，Ｈ３９），
１４１（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６６Ｈｚ，Ｈ３２′）；

１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：６７１（Ｃ１′），１６７１（Ｃ２），２１５（Ｃ２′），
８８６（Ｃ３），１７３９（Ｃ４），９９０（Ｃ５），１６９６（Ｃ６），
５７０（４ＯＣＨ３）。以上数据与文献

［２２］报道数据基本

一致，故化合物１０鉴定为ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｙｒｏｎｅＡ。
化合物 １１　白色固体；１Ｈ ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，

ＣＤＣｌ３）δ：６７６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２３Ｈｚ，Ｈ５），５７２（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝２４Ｈｚ，Ｈ３），３８６（３Ｈ，ｓ，Ｈ３９），２５３（３Ｈ，ｓ，
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Ｈ３８）；
１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１９１４（Ｃ１′），

２６０（Ｃ２′），１６２３（Ｃ２），９３６（Ｃ３），１６９８（Ｃ４），
１０３９（Ｃ５），１５４６（Ｃ６），５６４（４ＯＣＨ３）。以上数

据与文献［２３］报道数据基本一致，故化合物１１鉴定
为ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｐｙｒｏｎｅＤ。

化合物１～１１的结构见图３。

图３　化合物１～１１的化学结构
Ｆｉｇ．３　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１１１

２．２　生物活性测试
对化合物１～１１进行抗真菌和抗细菌活性测

试。结果显示，所有化合物对４种真菌（苹果轮纹
菌、草莓黑斑菌、棉花枯萎菌、花生叶斑菌）均无抑

制活性（ＭＩＣ＞１００μｇ／ｍＬ），阳性对照为酮康唑
（ＭＩＣ分别为３．１２、０．７８、１．５６、１．５６μｇ／ｍＬ）；所有
化合物对５种细菌（金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞
菌、藤黄微球菌、溶壁微球菌、伤寒沙门氏菌）均无

抑制活性（ＭＩＣ＞１００μｇ／ｍＬ），阳性对照为环丙沙
星（ＭＩＣ均为０．７８μｇ／ｍＬ）。

研究选取化合物 １、２、６、１０，对其在体外对
ＭＤＡＭＢ２３１细胞的毒性活性进行了评估。结果显
示，化合物１对乳腺癌细胞有抑制活性，其ＩＣ５０值为
２０．４６μｍｏｌ／Ｌ，化合物２、６、１０无抑制活性（ＩＣ５０＞
４０μｍｏｌ／Ｌ），阳性对照为紫杉醇（ＩＣ５０＝０．４８μｍｏｌ／Ｌ）。
３　讨论

首次从草莓番石榴中分离得到内生真菌 Ｎｉ
ｇｒｏｓｐｏｒａｓｐ．，并综合运用色谱技术、波谱学和量子化
学计算方法，从该内生真菌固态发酵产物中分离鉴

定出１１个单体化合物，结构类型包括麦角甾烷（１
～６）、吲哚生物碱（７～９）和吡喃酮类（１０和１１），所
有化合物均为首次从草莓番石榴内生真菌中分离得

到。其中，化合物１是一个由 Ｂ环扩环形成的新甾
体生物碱，结合波谱数据和含时密度泛函理论计算，

确定了该化合物的平面结构和绝对构型。采用二倍

稀释法对所有化合物的抗菌活性进行评价，同时选

取化合物１、２、６、１０进行抗三阴性乳腺癌活性评价。
结果表明，化合物１对三阴性乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞有抑制活性，ＩＣ５０值为２０．４６μｍｏｌ／Ｌ。以上研

究丰富了草莓番石榴内生真菌 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｓｐ．次生
代谢产物结构的多样性，为综合开发该生物资源提

供了理论基础。

数据可用性声明：本篇论文的关联数据可在

ＳｃｉｅｎｃｅＤＢ数据库 （ｈｔｔｐｓ：ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．５７７６０／ｓｃｉ
ｅｎｃｅｄｂ．ｎｐｒｄ．００３６８）中访问获取。
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