
表 1 提取条件因素水平

水平
A
提取次数

B
提取时间 /min

C
乙醇体积分数 /%

D
液料比( ml /g)

1 1 3 60 25: 1
2 2 5 70 30: 1
3 3 7 80 35: 1

表 2 L9 ( 34 )正交实验表及极差分析结果

实验

序号

提取因素

A B C D
总黄酮提取量

/mg·g － 1

1 1 3 60 25: 1 6． 84
2 2 3 70 30: 1 11． 77
3 3 3 80 35: 1 15． 21
4 1 5 70 35: 1 9． 35
5 2 5 80 25: 1 10． 45
6 3 5 60 30: 1 12． 38
7 1 7 80 30: 1 8． 68
8 2 7 60 35: 1 12． 49
9 3 7 70 25: 1 12． 29
K1 24． 87 33． 82 31． 71 29． 57
K2 34． 71 32． 17 33． 41 32． 83
K3 39． 87 33． 46 34． 34 37． 05
k1 8． 29 11． 27 10． 57 9． 86
k2 11． 57 10． 73 11． 14 10． 94
k3 13． 29 11． 15 11． 45 12． 35
Ｒ 5． 00 0． 55 0． 88 2． 49

表中实验数据为 2 次重复实验的平均值

3． 3 验证性实验 精确称取石仙桃果样品 1． 000g，在最佳工艺
A3B1C3D3 条件下，即提取次数 3 次，提取时间 3min，乙醇体积分
数为 80%，液料比 35: 1 条件下，按“2． 2”项下的实验方法操作，
测定吸光度，并且计算出石仙桃果中总黄酮提取量。进行三次平
行验证性实验，得到的验证结果: 石仙桃果中的总黄酮平均提取

量为 15． 19( mg /g) ，ＲSD 为 1． 08%。说明实验条件下筛选的最
佳提取工艺稳定性较好，可行性高。

4 讨论
黄酮类物质极易溶于水、乙醇、甲醇等极性强的溶剂中，且乙醇

毒性小，可以回收利用，因而选择乙醇作为提取石仙桃果中总黄酮的

提取剂。闪式提取方法是利用高速机械剪刀力和搅拌力，迅速破坏
植物细胞组织，使组织细胞内部的成分快速溶解，该方法具有提取时

间短、提取效率高、操作简单、生产成本低，能最大限度保护植物的有
效成分不受热破坏优点。与传统提取方法相比，闪式提取时间大大
缩短，且闪式提取法总黄酮含量较传统方法为高［6］。
通过实验得到了石仙桃果中总黄酮闪式提取的最佳工艺条

件，即为提取时间 3min，乙醇体积分数 80%，液料比 35∶ 1，反复
提取 3 次。在验证性实验条件下，石仙桃果中的总黄酮平均提取
量可达 15． 19( mg /g) ，ＲSD = 1． 08% ( n = 3 ) ，说明在该工艺条件
下石仙桃果中总黄酮的提取量稳定、最产，因此也是闪式提取法
提取石仙桃果中总黄酮的最佳工艺条件。
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一株红豆杉内生真菌 Xylariales sp．
次级代谢产物的研究
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摘要:对一株药用植物南方红豆杉内生真菌 Xylariales sp．的次级代谢产物进行了分离纯化、结构鉴定和抗菌活性测定。
用反相 ( ＲP － 18) 中压液相柱层析、凝胶( Sephadex LH － 20) 柱层析和硅胶柱层析等方法从该菌株固体发酵产物的乙酸
乙酯相中初步分离得到了 4 个化合物。运用现代波谱技术结合文献数据对照，鉴定其结构分别是: 10，13 － Octadecadieno-
ic acid( 1) ，Naphthalenemethanol，1，4，4a，5，6，7，8，8a － octahydro － 2，5，5，8a － tetramethyl － ( 2) ，4H － Phenaleno［1，2 － b］
furan － 4，6( 5H) － dione，8，9 － dihydro － 3，5，7 － trihydroxy － 1，8，8，9 － tetramethyl － 5 － ( 2 － oxopropyl) － ( 3) ，Ｒousseli-
anone A＇( 4) 。化合物 3 与化合物 4 表现出了针对枯草芽孢杆菌专一的生长抑制活性，四个化合物在浓度为 10μg /ml 对
HeLa细胞无毒性。
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红豆杉科( Taxaceae) 红豆杉属( Taxus) 为常绿乔木或灌木
植物，民间一般称“紫杉”，含有多种药用成分，被誉为“植物黄
金”。红豆杉属植物药用功能最早记载于《本草纲目》，传统中医
和民间利用红豆杉来治疗积食、润燥、通经、炎症、寄生虫病也已
经有悠久的历史［1］。上世纪七十年代，由Wani等［2］从短叶红豆
杉( Taxus brevifolia) 提取分离得到天然抗癌产物紫杉醇，被证实
具有独特的抑制微管解聚和稳定微管作用，对多种癌症均有很好

的治疗效果。从此，对红豆杉及其内生真菌的研究逐渐成为天然
产物药物发掘的热门方向。
内生真菌( endophytic fungi) 是指那些在其生活史中的某一

段时期生活在植物组织内部，但是不引起植物组织症状明显改变

的菌［3］。几乎所有种类的植物组织内都有内生真菌的存在［4］。
1993 年，Strobel 等［5］从短叶红豆杉 Taxus brevifolia Nutt．的树皮
中分离出两百多种微生物，其中有一株内生真菌 Taxomyces an-
dreanae能够产生紫杉醇，这一研究结果引起了人们广泛的兴趣。
根据内共生理论，植物内生真菌长期生活在植物体内的特殊环境

中，可能产生与宿主相同或相似的具有生物活性的次级代谢产

物。很可能是由于内生真菌吸收了来自宿主植物的基因片段，或
者通过共进化而获得相似的基因。而且近年来对植物内生真菌
代谢产物的研究，不断的印证了植物内生真菌的这一特性。郭波
等［6］从长春花 ( Catharanthus roseus) 中分离出产长春花碱的内生
真菌，闵长莉等［7］从喜树果实中分离筛选得到一株能产生喜树

碱的类似物。因此，药用植物内生菌是具有潜在治疗效果的新结
构化合物的重要来源。对人类健康相关的生物活性成分的研究，
以期得到对疾病具有治疗作用的先导化合物。同时，筛选具有与
宿主植物相同或相似活性成分的内生真菌菌株并加以利用，是实

现珍惜濒危药用植物资源保护与资源再生的重要途径。
1 材料与方法
1． 1 试剂与实验仪器 德国 Bruker 公司 DＲX － 500 and Avance
III － 600 NMＲ 核磁共振仪; 美国 Thermo 公司 Finnigan LCQ Ad-
vantage质谱仪;柱层析硅胶为青岛海洋化工厂生产的 200 ～ 300
目硅胶，薄层硅胶为 GF254 薄层层析高效板; 柱层析凝胶 Sepha-
dex LH － 20 为 GE Healthcare公司进口; 分析纯甲醇、丙酮、乙酸
乙酯、氯仿等试剂均购买自国药集团化学试剂有限公司。
1． 2 实验菌株和肿瘤细胞 植物内生真菌真菌 Hds65，从采集自
福建龙岩山区的红豆杉植物枝条中分离得到。经形态学和 ITS
序列分析，鉴定为炭角菌 Xylariales sp．。抑菌实验所用的 6 种指
示菌为: 枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis、短小芽孢杆菌 Bacllius
pumilus、大肠杆菌 Escherichia coli、金黄色葡萄球菌 Staphalococ-
cus aureus、藤黄八叠球菌 Sarcina lutea、白色假丝酵母 Candida al-
bicans，均为本实验室保存菌种。细胞毒活性实验所用肿瘤细胞
株为:人宫颈癌( HeLa) 细胞，购于中科院上海细胞所。
1． 3 菌种发酵 按照微生物培养的常规方法，将菌株接种于马铃
薯葡萄糖琼脂培养基( potato dextrose agar，PDA) 平板中，28℃倒
置培养 4d作为种子平板，再从种子平板上挑取菌丝块接种于新
鲜 PDA平板进行固体发酵。每平板发酵量约为 20ml，发酵量为
10L，28℃倒置培养 15d。
1． 4 提取与分离 收集菌株 15d的培养物，将培养物切割成小块
状后用乙酸乙酯∶ 甲醇∶ 乙酸 ( 80∶ 15∶ 5) 的混合溶液过夜
提取 4 次，合并提取液，旋转蒸发仪 40℃减压浓缩得到发酵提取
浸膏，浸膏加入水∶ 乙酸乙酯( 1∶ 1) 的混合溶液 600ml 萃取 6
次，合并乙酸乙酯相并用旋转蒸发仪 40℃减压浓缩至干，用甲醇
溶解过滤，蒸干后得到粗提物 3． 81g。

Hds65 菌株发酵粗提物 3． 81g经反相 ( 80 g ＲP － 18) 中压液
相柱层析，丙酮 －水梯度( 30∶ 70; 50 ∶ 50; 70 ∶ 30; V/V) 洗
脱，每个梯度各洗脱 2000ml，220 ml / tube 收集，根据 TLC 检测结
果合并为组分 30% － 2 ( 363mg ) 、50% － 1 ( 150mg ) 、50% － 2
( 150mg) 、50% －3( 325mg) 和 70% －1( 1． 15mg) 5 个组分。

70% －1 组分( 1． 1g) 用甲醇溶解，经凝胶柱 ( Sephadex LH －
20，140g) 层析，甲醇洗脱，流速 4 mL /h，经 TLC 检测，合并第 19
～ 26 管( 263mg) 和第 29 ～ 35 管( 110mg) 。
第 19 ～ 26 管( 263mg) 经反相中压液相柱 ( ＲP － 18，30g) 层

析，分别用 80%甲醇 1100ml、100%甲醇 300ml 洗脱，流速为 20
ml /min，每 20 ml收集一管，根据 TLC 检测结果合并 80%甲醇洗
脱的 35 ～ 46 管 ( 54mg) 。然后经正相硅胶柱层析 ( 石油醚饱和
1． 8g硅胶装柱，0． 4g 硅胶拌样) ，石油醚 ∶ 乙酸乙酯梯度洗脱
( 100∶ 0，400∶ 1，V/V) ，10 ml / tube收集，合并第 2 ～ 14 管，旋转
蒸干得到化合物 1( 10mg) 。
第 29 ～ 35 管( 110mg) 经反相中压液相柱 ( ＲP － 18，30g) 层

析，用 80%甲醇洗脱 600ml，流速为 20 ml /min，每 20 ml 收集一
管，根据 TLC检测结果合并第 15 ～ 17 管( 4mg) 。然后经正相硅
胶柱层析，石油醚∶ 乙酸乙酯梯度洗脱( 100∶ 0，100∶ 1，V/V) ，
5 mL / tube收集，经薄层层析结果收集石油醚: 乙酸乙酯( 100∶
1，V/V) 洗脱出的第 1 管，旋转蒸干得到化合物 2( 2mg) 。

50% －2 组分( 150mg) 用甲醇溶解，经凝胶柱 ( Sephadex LH
－ 20，140g) 层析，甲醇洗脱，流速 4 ml /h，每管收集 4 ml，经 TLC
检测，合并 38 ～ 51 管 ( 14mg) 、61 ～ 69 管 ( 70mg) 和 99 ～ 104 管
( 10mg) 。99 ～ 104 管( 10mg) 经正相硅胶柱层析，石油醚: 丙酮
梯度洗脱 ( 400: 1，200: 1，V/V) ，每管收集 4 ml，经薄层层析结
果合并石油醚: 丙酮( 200: 1) 洗脱出的 4 ～ 13 管和 17 ～ 25 管。
分别旋转蒸干，得到化合物 3( 2mg) ，化合物 4( 2mg) 。
1． 5 化合物生物活性测定 化合物的抑菌活性测定采用药敏纸
片法进行测定［8］。化合物的细胞毒活性测定按照 MTT 法进行测
定［9］。
2 结果
2． 1 化合物 1 的结构鉴定 化合物 1 为无色透明油状物 ESI －
MS m/z: 281． 2［M + H］+，m/z ，303． 2［M + Na］+，319． 2［M
+ K］+。1H － NMＲ( CDCl3，600MHz) 2． 23 ( t，7． 4，H － 2 ) ，1． 52
( m，H －3) ，1． 23( m，H －4) ，1． 23( m，H － 5) ，1． 23 ( m，H － 6) ，
1． 23( m，H －7) ，1． 23( m，H －8) ，1． 95( m，H －9) ，5． 28( m，H －
10) ，5． 28( m，H －11) ，2． 65( t，6． 6，H － 12) ，5． 28( m，H － 13) ，
5． 28( m，H －14) ，1． 95( m，H －15) ，1． 23( m，H － 16) ，1． 23( m，
H －17 ) ，0． 76 ( m，H － 18 ) ; 13C － NMＲ( CDCl3，150MHz) 178． 9
( C － 1) ，33． 4 ( C － 2) ，24． 2 ( C － 3) ，28． 8 ( C － 4) ，28． 62 ( C
－5) ，28． 56 ( C － 6) ，28． 51 ( C － 7) ，29． 1 ( C － 8) ，26． 69 ( C
－ 9) ，129． 7 ( C － 10) ，127． 6 ( C － 11) ，25． 1 ( C － 12 ) ，127． 4
( C － 13 ) ，129． 5 ( C － 14 ) ，26． 67 ( C － 15 ) ，31． 0 ( C － 16 ) ，
22． 1 ( C － 17) ，13． 5 ( C － 18) 。与文献［10］报道的核磁数据对比
进一步确定了化合物 1 的结构为 10，13 － Octadecadienoic acid。
2． 2 化合物 2 的结构鉴定 化合物 2 无色透明油状物 ESI － MS
m/z: 223． 1［M + H］+，m/z ，245． 1［M + Na］+，261． 1［M +
K］+。1H － NMＲ( CDCl3，600MHz) 0． 98( m，H － 1) ，1． 93 ( m，H
－1) ，1． 32( m，H －2) ，1． 49( m，H － 2) ，1． 11 ( m，H － 3) ，1． 30
( m，H －3) ，1． 11( m，H － 5 ) ，1． 74 ( m，H － 6 ) ，1． 89 ( m，H －
6) ，5． 34( s，H －7) ，1． 69( s，H －9) ，0． 70( s，H －11) ，0． 79( s，H
－12) ，0． 75( s，H －13) ，1． 63( s，H －14) ，3． 48( m，H － 15) ，
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3． 69( m，H － 15 ) ; 13C － NMＲ ( CDCl3，150MHz ) 39． 0 ( C － 1 ) ，
18． 1 ( C － 2) ，41． 6 ( C － 3) ，32． 2( C － 4) ，49． 5 ( C － 5) ，22． 9 ( C
－ 6) ，121． 6( C － 7) ，133． 4( C － 8) ，56． 7 ( C － 9) ，35． 3 ( C － 10) ，
13． 5( C － 11 ) ，20． 9 ( C － 12 ) ，32． 3 ( C － 13 ) ，21． 0 ( C － 14 ) ，
59． 3( C － 15) 。与文献［11］报道的核磁数据对比进一步确定了化
合物 2 的结构为 Naphthalenemethanol，1，4，4a，5，6，7，8，8a － octa-
hydro － 2，5，5，8a － tetramethyl －。
2． 3 化合物 3 的结构鉴定 化合物 3 为淡黄色透明油状物 ESI
－ MS m/z: 399． 1［M + H］+，m/z，421． 1［M + Na］+，437． 1
［M + K］+。1H － NMＲ( CDCl3，600MHz) 6． 63 ( s，H － 8 ) ，2． 65
( s，H －14) ，4． 53 ( m，H － 15) ，1． 35 ( s，H － 17 ) ，1． 40 ( s，H －
18) ，1． 19 ( s，H － 19) ，3． 13 ( s，H － 20) ，3． 17 ( s，H － 20 ) ，
2． 08( s，H －22) ，3． 58 ( m，OH － 2) ，12． 68 ( m，OH － 4) ，13． 20
( m，OH － 9 ) ; 13 C － NMＲ( CDCl3，150MHz) ，196． 7 ( C － 1 ) ，78． 4
( C － 2) ，198． 7( C － 3) ，164． 9( C － 4) ，118． 0( C － 5) ，165． 6( C
－ 6) ，109． 1( C － 7) ，117． 5( C － 8) ，165． 8( C － 9) ，105． 0 ( C －
10) ，148． 7( C － 11) ，102． 1 ( C － 12) ，139． 9 ( C － 13) ，23． 7 ( C
－ 14) ，91． 1( C － 15) ，42． 8( C － 16) ，14． 2( C － 17) ，25． 3 ( C －
18) ，20． 0( C － 19) ，51． 7( C － 20) ，205． 1( C － 21) ，30． 6( C －
22) 。与文献［12］报道的核磁数据对比进一步确定了化合物 3 的
结构为 4H － Phenaleno［1，2 － b］furan － 4，6 ( 5H) － dione，8，9 －
dihydro － 3，5，7 － trihydroxy － 1，8，8，9 － tetramethyl － 5 － ( 2 － ox-
opropyl) －。
2． 4 化合物 4 的结构鉴定 化合物 4 为淡黄色透明油状物 ESI －
MS m/z: 399． 1［M + H］+，m/z，421． 1［M + Na］+，437． 1［M
+ K］+。1H － NMＲ ( CDCl3，600MHz) ? 6． 79 ( s，H － 5 ) ，6． 39
( s，H －8) ，4． 70 ( d ，6． 5，H － 14) ，5． 55 ( t，H － 15) ，1． 79 ( s，H
－17) ，1． 84 ( s，H －18) ，2． 80 ( s，H －19) ，3． 25 ( s，H － 20) ，
2． 20( s，H －22) ，3． 73 ( s，OH － 2 ) ，12． 67 ( s，OH － 4 ) ，13． 24
( s，OH － 9 ) ; 13C － NMＲ( CDCl3，150MHz) ，198． 7 ( C － 1 ) ，77． 2
( C － 2) ，196． 6( C － 3) ，165． 1( C － 4) ，118． 7( C － 5) ，149． 6( C
－ 6) ，166． 0( C － 7) ，96． 6 ( C － 8 ) ，168． 3 ( C － 9 ) ，101． 3 ( C －
10) ，113． 3( C － 11) ，105． 1( C － 12) ，136． 7( C － 13) ，65． 8( C －
14) ，117． 3( C － 15) ，139． 4( C － 16) ，17． 8( C － 17) ，25． 3 ( C －
18) ，26． 1( C － 19) ，51． 5( C － 20) ，205． 0( C － 21) ，30． 6( C －
22) 。与文献［13］报道的核磁数据对比进一步确定了化合物 4 的
结构为 Ｒousselianone A＇。

图 1 化合物 1 ～ 4 的结构图

2． 5 化合物的生物活性测定 采用 MTT法测定本次鉴定的化合
物 1 ～ 4 的细胞毒活性，在化合物浓度在 10μg /ml时未见四种化

合物对肿瘤细胞株 HeLa 的细胞毒活性。采用滤纸片法测定化
合物 1 ～ 4 对 Bacillus subtilis，Escherichia coli，Staphalococcus au-
reus，Sarcina lutea，Candida albicans 指示菌的抗菌活性，在每片
滤纸片含有 50μg样品时，化合物 3 和化合物 4 仅对枯草芽孢杆
菌指示菌表现出了中度的抑制活性，抑制率分别为 32． 2% 和
40． 0%。
3 结论
本论文从一株南方红豆杉内生真菌 Xylariales sp．的次级代

谢产物中共分离到了 4 个化合物，10，13 － Octadecadienoic acid
( 1) ，Naphthalenemethanol，1，4，4a，5，6，7，8，8a － octahydro － 2，5，
5，8a － tetramethyl － ( 2 ) ，4H － Phenaleno［1，2 － b］furan － 4，6
( 5H) － dione，8，9 － dihydro － 3，5，7 － trihydroxy － 1，8，8，9 － tet-
ramethyl － 5 － ( 2 － oxopropyl) － ( 3 ) ，Ｒousselianone A＇( 4 ) 。其中
化合物 1 属于不饱和脂肪酸类，同类的十八碳二烯酸已被用作治
疗动脉硬化与高血脂等症的药物，有进一步开发的潜力。化合物
2 属于倍半萜类，是一类重要的香料，主要用于作为化妆品和食
品工业的原料。化合物 3 和 4 属于蒽菲类的衍生物，本文首次发
现其具有特异性的对真菌类枯草芽孢杆菌的生长抑制作用，对进

一步进行生物活性及其机理的研究具有重要的参考价值。
对药用植物内生真菌次级代谢产物的扩大研究，从中分离鉴

定结构新颖或者具有生物活性的化合物，不仅为新药的研发提供

了丰富的资源，同时对保护日益稀少的药用植物资源具有重大意

义。
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