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摘   要：【目的】研究分离自三亚亚龙湾红树林根系土壤的真菌 Aspergillus sp. WHUF0343 的次

级代谢产物及其生物活性。【方法】利用硅胶柱层析、Sephadex LH-20 凝胶柱层析和半制备高效

液相色谱等技术对该菌的发酵产物进行分离纯化；综合利用核磁共振波谱(NMR)和质谱(MS)等现

代波谱技术以及与文献数据对照确定化合物的结构；分别采用肉汤微量稀释检测法和 MTS 法对

化合物进行抗菌和肿瘤细胞毒活性测试。【结果】从真菌 Aspergillus sp. WHUF0343 的发酵产物共

分离并鉴定了 10 个化合物，分别为 isoechinulin A (1)、neoechinulin A (2)、neoechinulin E (3)、

preechinulin (4)、neoechinulin D (5)、variecolorin J (6)、dehydroechinulin (7)、questinol (8)、emodin 

(9)和 catenarin (10)。活性评价显示化合物 2、9 和 10 对幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)和金黄色

葡萄球菌(Staphylococcus aureus)及其耐药菌株具有较强的抑制活性；化合物 1 对 3 株肿瘤细胞
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B16、HepG2 和 MCF-7 均具有细胞毒活性。【结论】Aspergillus sp. WHUF0343 具有开发为微生物

药物的潜在研究价值。 

关键词：红树林真菌；次级代谢产物；抗菌活性；细胞毒活性  
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Abstract: [Objective] To investigate secondary metabolites of the mangrove-derived fungus 
Aspergillus sp. WHUF0343 from the root soil of an unidentified mangrove plant sample collected in 
Yalong Bay, Sanya, China, and their activity. [Methods] The column chromatography on silica gel and 
Sephadex LH-20, and semi-preparative high-performance liquid chromatography (HPLC) were used to 
isolate and purify the secondary metabolites from the fermented extract of Aspergillus sp. WHUF0343. 
Their structures were elucidated by modern spectroscopy methods such as nuclear magnetic resonance 
(NMR) and mass spectrometry (MS) combined with relevant literature data. Their antibacterial and 
cytotoxic activities were evaluated by broth microdilution assay and MTS assay, respectively. [Results] 
Ten compounds were isolated, which were respectively identified as isoechinulin A (1), neoechinulin A 
(2), neoechinulin E (3), preechinulin (4), neoechinulin D (5), variecolorin J (6), dehydroechinulin (7), 
questinol (8), emodin (9) and catenarin (10). Compounds 2, 9 and 10 exhibited moderate inhibitory 
activities against Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus and their drug-resistant strains. 
Compound 1 demonstrated cytotoxic activities against malignant melanoma cell line B16, human 
hepatocellular carcinoma cell line HepG2 and human breast cancer cell MCF-7. [Conclusion] 
Aspergillus sp. WHUF0343 has potential research value in microbial drugs. 

Keywords: mangrove fungus; secondary metabolites; antibacterial activities; cytotoxic activities 
 

红树林真菌群落为适应高盐、高矿物组成、

强酸性、强还原性、高温、寡营养等环境，已

进化出特殊的生理代谢系统，独特的生理环境

使其在代谢过程中会产生结构新颖、活性良好

的天然产物[1–2]。近年来，从红树林曲霉中发

现大量新结构化合物，包括聚酮类、萜类和生

物碱类等结构类型，这些化合物具有抗癌、抗

菌、抗病毒和抗氧化等生物活性 [3–5]。从红树

林的杂色曲霉 Aspergillus versicolor MA-229
中分离到 22-epi-aflaquinolone B，对小麦全蚀

病菌 (Gaeumannomyces graminis)具有抑制活

性，MIC 为 32 µg/mL，效果等同于阳性对照两

性霉素 B，同时 14-epi-isochaetominine C 对小

麦赤霉病菌 (Fusarium graminearum)也具有明
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显抑制作用，MIC 为 16 µg/mL[6]。在红树林曲

霉 Aspergillus sp. 16-5c 中分离到二倍半萜化合

物 asperterpenoid A，活性测试表明该化合物对

结核分枝杆菌的酪氨酸磷酸激酶表现出明显的

抑制作用，其 IC50 值为 2.20 µmol/mL，可作为

治疗肺结核的潜在药物 [7] 。从红树林植物

Avicennia marina 的内生真菌 Aspergillus niger 
MA-132 中分离到 2 个新化合物 nigerasterols A
和 B，在细胞毒活性测试中对 HL60 (人原髓细

胞白血病细胞)表现出明显的抑制作用，IC50 值

分别为 0.30 和 1.50 μmol/mL[8]。因此，红树林

曲霉菌是活性天然产物的重要来源。 
本研究从 1 株分离自三亚亚龙湾红树林

根系土壤的真菌 Aspergillus sp. WHUF0343 的

发酵产物中分离获得 10 个化合物，分别鉴定

为 isoechinulin A (1)、neoechinulin A (2)、
neoechinulin E (3)、preechinulin (4)、neoechinulin 
D (5)、variecolorin J (6)、dehydroechinulin (7)、
questinol (8)、emodin (9)和 catenarin (10)。并对

化合物进行了抗菌及细胞毒活性测试。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试菌株 

真菌 WHUF0343由武汉大学药学院洪葵课

题组分离自三亚亚龙湾的红树林根系土壤样

品。对该菌株提取 DNA，通过核糖体 18S rRNA
基因内部转录间隔区(internal transcribed spacer 
region，ITS)序列进行比对，鉴定该菌株为曲霉

属(Aspergillus)真菌。 
1.1.2  培养基 

马铃薯葡萄糖培养基(potato dextrose agar，
PDA) (1 L)：新鲜去皮马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，
琼脂 15–20 g；种子液培养基 1 L：酵母提取物 4 g，
葡萄糖 4 g，麦芽糖提取物 10 g；大米培养基：

大米 100 g，无菌水 120 mL；海盐大米培养基：

大米 100 g，无菌水 120 mL，海盐 2 g。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

分析纯试剂：石油醚、乙酸乙酯、二氯甲

烷、甲醇(北京化工厂)；色谱纯试剂：色谱甲醇、

色谱乙腈(Emoon 公司)；Sephadex LH-20 凝胶

(GE Healthcare Bio-Sciences AB)，柱层析硅胶

(青岛海洋化工厂)；高压灭菌锅(HIRAYAMA 公

司)；旋转蒸发仪 (东京理化器械株式会社 )；
FlexStation 3 酶标仪(美谷分子仪器有限公司)；
高效液相色谱仪(安捷伦科技有限公司)；核磁共

振仪 (Bruker Advance-500 Ⅲ)；氘代试剂：

CD3OD (δH 3.31/δC 49.0)、DMSO-d6 (δH 2.50/δC 
39.5)、acetone-d6 (δH 2.05/δC 29.8，206.1)、CDCl3 
(δH 7.26/δC 77.2) (上海吉至生化科技有限公司)；
液相色谱质谱仪 (安捷伦 1260 UHPLC-6520 
QTFOMS)；质谱分析方法：甲醇作为流动相，设

置流速 0.5 mL/min，经色谱柱进入质谱检测。质

谱采用电喷雾离子源(ESI)正离子模式检测，质量

扫描范围在 80–2 000 m/z。 

1.2  菌种鉴定 
取冻存管内 WHUF0343 菌块接种于种子

液，28 °C、200 r/min 摇床培养 3 d 后取菌丝体，

以 ITS1 (5′-CCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)和
ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)为引

物[9]，月桂酸钠法提取 DNA[10]，PCR 扩增后琼

脂糖凝胶电泳验纯，由擎科生物公司完成测序。 

1.3  发酵培养 
取甘油冻存管内菌块接种于 PDA 培养基，

28 °C 恒温培养箱静置培养，长至 2/3 培养基后，

观察记录菌落形态。切取 6–8 块约 0.5 cm3 的菌

块，接种至已灭菌的种子液培养基(250 mL/瓶)
中，28 °C、200 r/min 摇床培养 3−4 d。以 5%接

种量将种子液接种至 80 g 大米固体培养基(4 kg)
内，28 °C 避光恒温静置培养 30 d。 
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1.4  化合物分离纯化 
为获得具有中等极性的次级代谢产物，选

用乙酸乙酯对发酵产物浸泡萃取，减压浓缩得

粗提物 16 g。粗提物经正相硅胶柱层析分离，

石油醚-乙酸乙酯梯度洗脱(20:1、15:1、10:1、
8:1、6:1、4:1、2:1、1:1、1:2)，合并后得到        
7 个馏分(Fr. 1−Fr. 7)。Fr. 3 (石油醚:乙酸乙   
酯=4:1，1.0 g)经正相硅胶柱层析(石油醚:乙酸

乙酯=15:1−1:1)洗脱，分析合并后得 3 个馏分 
(Fr. 3.1−Fr. 3.3)，Fr. 3.1 通过半制备 HPLC 得化合

物 9 (乙腈:0.1%甲酸水=3:2，2 mg，tR=12.5 min)
和化合物 10 (甲醇:0.1%甲酸水=4:3，2.2 mg，
tR=13.0 min)；Fr. 5 (石油醚:乙酸乙酯=1:1，0.7 g)
经反相硅胶柱层析(甲醇:水=3:7−10:0)洗脱，分

析合并后得 Fr. 4.1−Fr. 4.4，Fr. 4.3 通过半制备

HPLC 得化合物 5 (甲醇:0.1%甲酸水=31:19， 
2.5 mg，tR=26.0 min)、化合物 6 (甲醇:0.1%甲酸

水=3:2，2 mg， tR=23.5 min)和化合物 7 (甲
醇:0.1%甲酸水=13:7，1.8 mg，tR=12.5 min)；
Fr. 6 (石油醚:乙酸乙酯=6:1，1.1 g)经反相硅胶

柱层析(甲醇:水=1:4−5:0)洗脱，分析合并后得  
3 个馏分(Fr. 6.1−Fr. 6.3)，Fr. 6.3 通过半制备

HPLC 得化合物 1 (甲醇 :0.1%甲酸水=17:3，    
5.0 mg，tR=16.0 min)、化合物 2 (甲醇:0.1%甲酸

水=7:3，7.0 mg，tR=17.0 min)和化合物 8 (甲
醇:0.1%甲酸水=4:1，2.5 mg，tR=16.5 min)；Fr. 7 
(石油醚:乙酸乙酯=2:1，1.1 g)经反相硅胶柱层

析(甲醇:水=3:7−10:0)洗脱，分析合并后得 4 个

馏分(Fr. 7.1−Fr. 7.4)，Fr. 7.4 馏分通过半制备

HPLC 得化合物 3 (乙腈 :0.1%甲酸水=11:9，  
2.0 mg，tR=21.5 min)和化合物 4 (甲醇:0.1%甲酸

水=80:20，7.0 mg，tR=17.0 min)。 

1.5  活性测试 
1.5.1  抗菌活性测试 

采用肉汤微量稀释法[11]对化合物 1–10 进

行多种致病菌的抗菌实验。实验所采用的指示

菌为幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)和金黄色

葡萄球菌(Staphylococcus aureus)，菌株编号见

表 1。采用 96 孔板，第 1 孔加入 178 μL 脑心浸

出液培养基(BHI)和 6.4 mg/mL 的待测化合物溶

液母液 2 μL，在 96 孔板进行二倍倍比稀释，每

孔待测化合物终浓度分别为 64、32、16、8、4、
2、1 μg/mL，再加入 10 μL 待测菌液使菌液终

浓度为 5×105−1×106 CFU/mL，每个浓度 3 次重

复，37 °C 细菌培养箱培养 1 d 后，幽门螺杆菌

培养液需放置于微需氧培养箱培养 3 d 后，对

细菌培养液浑浊度进行观察，培养液最澄清的

最低药物浓度为该待测药物的最低抑菌浓度 

 
表 1  化合物 1–10 抗细菌活性 
Table 1  Antibacterial activities of compounds 1–10 

Organism (strains) 
MIC/(μg/mL) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
H. pylori 26695a >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 4 
H. pylori G27a >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 1 
H. pylori 159a >16 16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 16 4 
H. pylori 129a >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 16 1 
S. aureus ATCC 25923b >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 8 2 
S. aureus NRS271b >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 16 16 
a: metronidazole as a positive control, MIC value was 2–16 μg/mL; b: vancomycin as a positive control, MIC value was 
0.5–1.0 μg/mL. 
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MIC (minimum inhibitory concentration)，甲硝唑

和万古霉素作阳性对照，DMSO 作阴性对照，

空培养基作空白对照。培养 72 h 判断结果。 
1.5.2  细胞毒活性测试 

采用 MTS 法[12–13]测试细胞毒性，将人肝癌

细胞(HepG2)、小鼠恶性黑色素瘤(B16)和人乳

腺癌细胞(MCF-7)从液氮内取出，于 37 °C 水浴

2 min，离心去上清，加入 10 mL 胎牛血清培养

基(DMEM 高糖)，37 °C、5% CO2 静置培养。

将胰酶、培养基、磷酸缓冲盐溶液(PBS)预热至

37 °C，弃掉培养基，用 PBS 冲洗细胞，弃掉

PBS 后使用含 EDTA 的 0.25%胰酶消化 2 min，
再加入同体积含血清的完全培养基终止反应。

移液管吹打制成单细胞悬液，平均分到 3–4 个

培养皿内，每皿内加入 1/4–1/3 单细胞悬液，再

补充培养基至 10 mL，于 37 °C、5% CO2 静置

培养，获得传代细胞。将对数生长期的细胞消

化后按 3×103 个/孔加入 96 孔板，培养过夜使细

胞贴壁，去除培养基后加入无酚红无血清

DMEM 培养基 100 μL/孔，DMSO 溶解化合物

加入 96 孔板使其浓度为 100.00、50.00、25.00、
12.50、6.25 和 3.13 μmol/mL，阳性对照顺铂采

用无菌水溶解，其终浓度为 50.00、25.00、12.50、
6.25 和 3.13 μmol/mL，阳性对照及空白对照加

入等量 DMSO，3 组平行，培养 48 h，加入 20 μL 
MTS：PMS=20:1 的混合溶液，37 °C 无光照培

养 90 min。酶标仪测 490 nm 处吸光度，计算抑

制率，prism 6.0 软件计算 IC50 值。 

2  结果与分析 
2.1  菌株鉴定 

WHUF0343 菌株接种到 PDA 培养基上，

25 °C 恒温避光培养 7 d，菌落直径达到 60 mm，

初期菌丝呈乳白色，至培养后期，菌丝逐步转

变为灰黄色(图 1A)，在光学显微镜下分生孢子

出现了典型的曲霉属分生孢子结构(图 1B)，其

分生孢子梗末端略膨大呈囊状，与姚粟等关于

曲霉属形态结构的描述相类似[14]，初步确定该

菌为曲霉属真菌。 
应用 DNAMAN 和 Chromas 对 ITS 序列比

对拼接，在 GenBank 数据库中进行 BLAST 同

源比对，用 MEGA-X 软件最大似然法(maximum 
likelihood)构建基于 WHUF0343 号菌株的 ITS
序列系统发育树(系统发育树中 ITS 序列来自

NCBI 网站的 GenBank 数据库)。结果发现，

WHUF0343 号菌株与其他曲霉形成一个高支持

度的单系群，确定该菌株为曲霉属真菌，且与

冠突曲霉(Aspergillus cristatus) NRRL 4222最为

相近 (图 2)。此外，如果需要确认该菌株为

Aspergillus cristatus，可通过基因组测序进行比

较，与该种的模式菌株同样条件下进行生理生 
 

 
 
图 1  菌株 WHUF0343 的菌落和分生孢子形态 
Figure 1  The colony and spore morphology of 
strain WHUF0343. 
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图 2  真菌 WHUF0343 的 ITS rDNA 序列系统发育树 
Figure 2  ITS rDNA phylogenetic tree of fungal strain WHUF0343. 
 
化特征和细胞组成分析。具体的生理生化特征

项目主要包括生长的温度范围、pH 范围和盐

度范围，抗生素敏感性，颜色反应，水解酶、

氧化酶及其他特征酶的分析；细胞组成分析包

括细胞壁糖、氨基酸组成和细胞膜脂质组成等

分析。 

2.2  结构解析 
化合物 1：淡黄色固体，质谱显示其准分

子离子峰为 m/z 392.23 [M+H]+，结合核磁共振

氢谱和碳谱数据推测其分子式为 C24H29N3O2。
1H NMR 中低场区含有 3 个芳香质子 δH 7.20 (d，
J=8.2 Hz，1H)，7.05 (s，1H)和 6.91 (dd，J=8.2，
1.2 Hz，1H)，推测含有一个 1,2,4-三取代苯环

单元；碳谱中有 2 个酰胺羰基碳信号 166.9 
(C-13)和 160.4 (C-10)，以及氢谱中的 2 个 NH
活泼氢信号 7.89 (brs，1H)和 7.37 (brs，1H)，
推测存在一个环二肽单元。1H NMR (500 MHz，
acetone-d6) δH：10.10 (brs，1H，1-NH)，7.89 (brs，
1H，14-NH)，7.37 (brs，1H，11-NH)，7.21 (s，

1H，H-8)，7.20 (d，J=8.2 Hz，1H，H-7)，7.05 
(s，1H，H-4)，6.91 (dd，J=8.2，1.2 Hz，1H，

H-6)，6.14 (dd，J=17.5，10.5，Hz，1H，H-16)，
5.36 (m，1H，H-22)，5.09 (d，1H，J=10.5 Hz，
H-17a)，5.07 (d，1H，J=17.5 Hz，H-17b)，4.28 
(qd，J=7.0，1.8 Hz，1H，H-12)，3.42 (d，J=     
7.5 Hz，2H，H-21)，1.74 (s，3H，H-24)，1.73 
(s，3H，H-25)，1.56 (s，3H，H-18)，1.55 (s，
3H，H-19)，1.52 (d，3H，J=7.0 Hz，H-20)。13C 
NMR (125 MHz，acetone-d6) δC：166.9 (C-13)，
160.4 (C-10)，146.1 (C-16)，144.4 (C-2)，136.5 
(C-5)，135.9 (C-7a)，132.1 (C-23)，126.4 (C-3a)，
125.5 (C-22)，125.4 (C-9)，121.8 (C-6)，119.7 
(C-4)，112.3 (C-17)，111.7 (C-7)，111.6 (C-8)，
104.3 (C-3)，52.3 (C-12)，40.2 (C-15)，35.1 
(C-21)，28.0 (C-18)，28.0 (C-19)，26.0 (C-24)，
20.8 (C-20)，17.9 (C-25)。通过 1H NMR 和 13C 
NMR 数据与文献[15]数据比对，鉴定该化合物

为 isoechinulin A (图 3)。 
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图 3  1–10 化合物结构 
Figure 3  Chemical structures of compounds 1–10. 
 

化合物 2：淡黄色固体，质谱显示其准分

子离子峰为 m/z 324.13 [M+H]+，结合核磁共振

氢谱和碳谱数据推测其分子式为 C19H21N3O2。

该化合物核磁共振谱与化合物 1 相似，不同在

于缺少 2 个甲基 C-24 (δH/C 1.74/26.0)和 C-25 
(δH/C 1.73/17.9)、2 个烯烃碳 C-22 (δH/C 5.36/125.5)
和 C-23 (δC 132.1)以及 1 个亚甲基 C-21 (δH/C 
3.42/35.1)，说明化合物 2 比 1 少 1 个异戊烯基，

这与化合物 2 中 4 个芳香质子 δH 7.40 (d，J=  
8.0 Hz，1H，H-7)、7.30 (d，J=8.0 Hz，1H，

H-4)、7.10 (td，J=8.0，1.2 Hz，1H，H-6)、7.05 
(td，J=8.0，1.2 Hz，H-5)形成的 1,2-二取代苯

环相吻合。1H NMR (500 MHz，acetone-d6) δH：

7.40 (d，J=8.0 Hz，1H，H-7)，7.30 (d，J=8.0 Hz，
1H，H-4)，7.10 (td，J=8.0，1.2 Hz，1H，H-6)，
7.05 (td，J=8.0，1.2 Hz，H-5)，7.06 (s，1H，

H-8)，6.15 (dd，J=17.3，10.0 Hz，1H，H-16)，

5.10 (dd，J=10.0，1.0 Hz，1H，H-17a)，5.07 (dd，
J=17.3，1.0 Hz，1H，H-17b)，4.27 (q，J=7.0 Hz，
1H，H-12)，1.56 (s，3H，H-18)，1.56 (s，3H，

H-19)，1.53 (d，J=7.0 Hz，3H，H-20)。13C NMR 
(125 MHz，acetone-d6) δC：166.9 (C-13)，160.3 
(C-10)，145.9 (C-16)，144.8 (C-2)，136.2 (C-7a)，
127.2 (C-3a)，126.5 (C-9)，122.1 (C-6)，120.7 
(C-5)，119.7 (C-4)，112.4 (C-7)，112.3 (C-17)，
110.7 (C-8)，104.3 (C-3)，52.2 (C-12)，40.0 
(C-15)，27.9 (C-18)，27.9 (C-19)，20.6 (C-20)。
1H NMR 和 13C NMR 数据与文献[16]数据比对，

鉴定该化合物为 neoechinulin A。 
化合物 3：淡黄色固体，质谱显示其准分

子离子峰为 m/z 324.13 [M+H]+，结合核磁共振

氢谱和碳谱数据推测其分子式为 C18H17N3O3。

分析其氢谱和碳谱发现化合物 3 与 2 具有相同

的二酮哌嗪骨架，但是比 2少 1个甲基 C-20 (δH/C 
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1.53/20.6)和次甲基信号 C-12 (δH/C 4.27/52.2)，同

时多了 1 个酰胺羰基信号 C-12 (δC 160.6)，说明

2 中环二肽单元的脂肪碳 C-12 在 3 中转变为了

羰基。1H NMR (500 MHz，acetone-d6) δH：7.50 
(d，J=8.0 Hz，1H，H-7)，7.42 (d，J=8.0 Hz，
1H，H-4)，7.40 (s，1H，H-8)，7.14 (td，J=8.0，
1.4 Hz，1H，H-6)，7.08 (td，J=8.0，1.4 Hz，
1H，H-5)，6.16 (dd，J=17.4，10.0 Hz，1H，H-16)，
5.16 (dd，J=10.0，1.0 Hz，1H，H-17a)，5.13 (dd，
J=17.4，1.0 Hz，1H，H-17b)，1.59 (s，3H，H-18)，
1.59 (s，3H，H-19)。 13C NMR (125 MHz，
acetone-d6) δC：160.6 (C-12)，157.4 (C-13)，152.7 
(C-10)，146.5 (C-16)，145.7 (C-2)，136.3 (C-7a)，
127.1 (C-3a)，125.1 (C-9)，122.6 (C-6)，121.3 
(C-5)，120.1 (C-4)，116.8 (C-7)，112.5 (C-17)，
112.7 (C-8)，104.4 (C-3)，40.2 (C-15)，28.0 
(C-18)，28.0 (C-19)。通过 1H NMR 和 13C NMR
数据与文献 [17]数据比对，鉴定该化合物为

neoechinulin E。 
化合物 4：淡黄色固体，质谱显示其准分

子离子峰为 m/z 326.13 [M+H]+，结合核磁共振

氢谱和碳谱数据推测其分子式为 C19H23N3O2。

分析其核磁共振谱表明该化合物与化合物 2 结

构相似，唯一的区别是化合物 4 比化合物 2 少

2 个烯烃 C-8 (δH/C 7.06/110.7)和 C-9 (δC 126.5)，
多了 1 个亚甲基信号 C-8 (δH/C 3.54，3.28/32.2)
和次甲基信号 C-9 (δH/C 4.27/57.2)，推测化合物

4 是化合物 2 中 C-8 和 C-9 双键还原的产物。1H 
NMR (500 MHz，CD3OD) δH: 7.51 (d，J=8.3 Hz，
1H，H-7)，7.33 (d，J=8.3 Hz，1H，H-4)，7.06 
(td，J=8.3，1.0 Hz，1H，H-6)，6.99 (td，J=8.3，
1.0 Hz，1H，H-5)，6.21 (dd，J=17.5，10.0 Hz，
1H，H-16)，5.15 (dd，J=10.0，1.0 Hz，1H，

H-17a)，5.11 (dd，J=17.5，1.0 Hz，1H，H-17b)，
4.27 (dd，J=10.2，3.8 Hz，1H，H-9)，3.94 (qd，

J=7.4，1.1 Hz，1H，H-12)，3.54 (dd，J=14.1，
3.8 Hz，1H，H-8a)，3.28 (overlap，1H，H-8b)，
1.56 (s，3H，H-18)，1.55 (s，3H，H-19)，1.30 
(d，J=7.4Hz，3H，H-20)。13C NMR (125 MHz，
CD3OD) δC：170.7 (C-13)，170.1 (C-10)，148.0 
(C-16)，143.2 (C-2)，136.7 (C-7a)，130.4 (C-3a)，
122.2 (C-6)，120.0 (C-5)，119.1 (C-4)，111.9 
(C-7)，111.8 (C-17)，105.4 (C-3)，57.2 (C-9)，
52.1 (C-12)，40.3 (C-15)，32.2 (C-8)，28.7 (C-19)，
28.6 (C-18)，21.1 (C-20)。该化合物的核磁数据

与文献[18]报道的一致，因此该化合物鉴定为

preechinulin。 
化合物 5：淡黄色固体，质谱显示其准分

子离子峰为 m/z 392.24 [M+H]+，结合核磁共振

氢谱和碳谱数据推测其分子式为 C24H29N3O2，

与化合物 1 具有相同的分子式。通过比较核磁

数据发现化合物 5 苯环上的氢信号变为 7.17 
(d，J=8.0 Hz，1H，H-4)，7.15 (s，1H，H-7)
和 6.99 (dd，J=8.0，1.3 Hz，1H，H-5)，推测该

化合物中异戊烯基侧链的取代位置由 C-5 位变

为 C-6 位。1H NMR (500 MHz，CDCl3) δH：7.21 
(s，1H，H-8)，7.17 (d，J=8.0 Hz，1H，H-4)，
7.15 (s，1H，H-7)，6.99 (dd，J=8.0，1.3 Hz，1H，

H-5)，6.05 (dd J=17.5，10.5 Hz，1H，H-16)，
5.36 (m，1H，H-22)，5.20 (dd，J=10.5，1.0 Hz，
1H，H-17b)，5.17 (dd，J=17.5，1.0 Hz，1H，

H-17a)，4.30 (qd，J=7.0，2.0 Hz，1H，H-12)，
3.43 (d，J=7.3 Hz，2H，H-21)，1.75 (s，3H，

H-24)，1.75 (s，3H，H-25)，1.60 (d，J=7.0 Hz，
3H，H-20)，1.51 (s，3H，H-18)，1.51 (s，3H，

H-19)。13C NMR (125 MHz，CDCl3) δC：165.8 
(C-13)，160.0 (C-10)，144.6 (C-16)，143.4 (C-2)，
136.6 (C-7a)，134.9 (C-6)，132.4 (C-23)，124.3 
(C-3a)，124.3 (C-9)，123.7 (C-22)，122.4 (C-5)，
118.9 (C-4)，113.4 (C-17)，112.3 (C-7)，110.6 
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(C-8)，103.0 (C-3)，51.9 (C-12)，39.4 (C-15)，
34.6 (C-21)，27.6 (C-18)，27.6 (C-19)，25.9 
(C-24)，21.0 (C-20)，17.9 (C-25)。通过 1H NMR
和 13C NMR 数据与文献[19]数据比对，鉴定该

化合物为 neoechinulin D。 
化合物 6：淡黄色固体，质谱显示其准分

子离子峰为 m/z 392.21 [M+H]+，结合核磁共振

氢谱和碳谱数据推测其分子式为 C23H25N3O3。

核磁共振谱显示与化合物 1 相似，不同在于化

合物 6 缺少环二肽上的 C-12 (δH/C 4.28/52.3)和
C-20 (δH/C 1.52/20.8)信号，而多了 1 个酰胺羰基

信号 C-12 (δC 159.7)，结合质谱数据推测化合物

1 的 C-20 (δH/C 1.52/20.8)和次甲基信号 C-12 (δC 
4.28/52.3)被 C=O 取代。1H NMR (500 MHz，
acetone-d6) δH：7.39 (s，1H，H-4)，7.39 (d，J= 
8.0 Hz，1H，H-7)，7.23 (s，1H，H-8)，6.94 (dd，
J=8.0，1.5 Hz，1H，H-6)，6.15 (dd，J=17.5，
10.5 Hz，1H，H-16)，5.36 (m，1H，H-22)，5.15 
(dd，J=10.5，0.8 Hz，1H，H-17a)，5.12 (dd，
J=17.5，0.8 Hz，1H，H-17b)，3.43 (d，J=7.5 Hz，
2H，H-21)，1.74 (s，3H，H-24)，1.74 (s，3H，

H-25)，1.57 (s，3H，H-18)，1.57 (s，3H，H-19)。
13C NMR (125 MHz ， acetone-d6) δC ： 159.7 
(C-12)，157.4 (C-13)，151.7 (C-10)，145.9 (C-16)，
144.8 (C-2)，135.7 (C-7a)，135.5 (C-5)，131.3 
(C-23)，124.3 (C-3a)，124.1 (C-22)，123.9 (C-9)，
121.4 (C-6)，119.0 (C-4)，116.1 (C-8)，111.7 
(C-17)，110.8 (C-7)，103.4 (C-3)，39.2 (C-15)，
34.0 (C-21)，27.1 (C-18)，27.1 (C-19)，24.9 
(C-24)，16.9 (C-25)。通过 1H NMR 和 13C NMR
数据与文献 [15]数据比对，鉴定该化合物为

variecolorin J。 
化合物 7：淡黄色固体，质谱显示其准分

子离子峰为 m/z 476.32 [M+H]+，结合核磁共振

氢谱和碳谱数据推测其分子式为 C29H41N3O2。

通过分析核磁数据发现该化合物结构与化合物

1 类似，不同在于化合物 7 比化合物 1 少 1 个

芳香氢信号，同时多出 2 个甲基信号 (δH/C 
1.76/17.8，1.79/25.9)、2 个烯烃信号(δH/C 5.41/123.0，
133.2)和 1 个亚甲基信号(δH/C 3.58/35.1)，因此

推测化合物 7 比化合物 1 多 1 个异戊烯基侧链。
1H NMR (500 MHz，acetone-d6) δH：7.03 (s，1H，

H-8)，6.94 (s，1H，H-4)，6.80 (s，1H，H-6)，
6.15 (dd，J=17.5，11.0 Hz，1H，H-16)，5.41 (m，

1H，H-27)，5.34 (m，1H，H-22)，5.11 (dd，J=11.0，
1.1 Hz，1H，H-17a)，5.09 (dd，J=17.5，1.1 Hz，
1H，H-17b)，4.25 (qd，J=7.0，2.0 Hz，1H，

H-12)，3.58 (d，J=7.0 Hz，2H，H-26)，3.35 (d，
J=7.0 Hz，2H，H-21)，1.79 (s，3H，H-30)，1.76 
(s，3H，H-29)，1.70 (s，3H，H-24)，1.70 (s，
3H，H-25)，1.55 (s，3H，H-18)，1.55 (s，3H，

H-19)，1.54 (d，J=7.0 Hz，3H，H-20)。13C NMR 
(125 MHz，Acetone-d6) δC：166.7 (C-13)，160.3 
(C-10)，146.1 (C-16)，144.4 (C-2)，134.6 (C-5)，
133.4 (C-23)，133.2 (C-28)，131.9 (C-7a)，127.6 
(C-3a)，126.4 (C-9)，125.4 (C-7)，125.1 (C-22)，
123.4 (C-6)，123.0 (C-27)，116.8 (C-4)，112.4 
(C-17)，110.8 (C-8)，104.8 (C-3)，52.6 (C-12)，
40.1 (C-15)，35.1 (C-26)，30.4 (C-21)，27.9 
(C-18)，27.9 (C-19)，25.9 (C-24)，25.9 (C-30)，
20.8 (C-20)，17.9 (C-25)，17.8 (C-29)。该化合

物核磁数据与文献[20]报道一致，故该化合物鉴

定为 dehydroechinulin。 
化合物 8：淡黄色固体，质谱显示其准分

子离子峰为 m/z 301.06 [M+H]+，结合核磁共振

氢谱和碳谱数据推测其分子式为 C16H12O6。
1H 

NMR 显示存在 4 个芳香氢信号(δH 7.59，7.21，
7.20 和 6.82)，而 13C NMR 显示存在 12 个芳香

碳信号(δC 165.7、164.0、162.2、151.7、137.3、
132.6、121.4、116.3、115.6、112.8、107.9 和
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105.5)，2 个酮羰基碳(δC 186.7 和 182.9)，推测

化合物 8 是蒽醌类化合物。1H NMR (500 MHz，
DMSO-d6) δH：7.59 (d，J=1.5 Hz，1H，H-4)，
7.21 (d，J=2.3 Hz，1H，H-2)，7.20 (d，J=2.4 Hz，
1H，H-5)，6.82 (d，J=2.4 Hz，1H，H-7)，4.58 
(s，2H，H-11)，3.90 (s，3H，H-12)。13C NMR 
(125 MHz，DMSO-d6) δC：186.7 (C-9)，182.9 
(C-10)，165.7 (C-6)，164.0 (C-8)，162.2 (C-1)，
151.7 (C-3)，137.3 (C-10a)，132.6 (C-4a)，121.4 
(C-2)，116.3 (C-4)，115.6 (C-9a)，112.8 (C-8a)，
107.9 (C-5)，105.5 (C-7)，62.5 (C-11)，56.8 
(C-12)。该化合物数据与文献[21]数据一致，鉴

定该化合物为 questinol。 
化合物 9：淡黄色固体，质谱显示其准分

子离子峰为 m/z 271.06 [M+H]+，结合核磁共振

氢谱和碳谱数据推测其分子式为 C15H10O5。该

化合物的核磁数据与化合物 8 的类似，不同在

于 9 的核磁共振谱中缺少次甲基和甲氧基的信

号，而多了 1 个甲基(δH/C 2.46/22.1)信号。1H NMR 

(500 MHz，acetone-d6) δH：7.55 (d，J=2.5 Hz，

1H，H-4)，7.25 (d，J=2.5 Hz，1H，H-5)，7.13 

(d，J=2.5 Hz，1H，H-2)，6.65 (d，J=2.5 Hz，1H，

H-7)，2.46 (s，3H，H-11)。13C NMR (125 MHz，

acetone-d6) δC：190.8 (C-9)，182.3 (C-10)，166.7 

(C-6)，166.4 (C-8)，163.4 (C-1)，149.7 (C-3)，136.7 

(C-10a)，134.4 (C-4a)，125.1 (C-2)，121.6 (C-4)，

114.6 (C-9a)，110.5 (C-8a)，109.9 (C-5)，109.0 

(C-7)，22.1 (C-11)。以上数据与文献[22]报道数

据一致，鉴定该化合物为 emodin。 

化合物 10：黄色油状固体，质谱显示其准

分子离子峰为 m/z 287.25 [M+H]+，分子量比化

合物 9 多 16，结合核磁共振氢谱和碳谱数据推

测其分子式为 C15H10O6。
1H NMR (500 MHz，

acetone-d6) δH：7.32 (d，J=2.2 Hz，1H，H-5)，

7.25 (s，1H，H-2)，6.67 (d，J=2.5 Hz，1H，

H-7)，2.33 (s，3H，H-11)。13C NMR (125 MHz，
acetone-d6) δC：189.8 (C-9)，187.7 (C-10)，166.7 
(C-6)，166.5 (C-8)，158.6 (C-1)，158.1 (C-4)，
141.4 (C-3)，136.5 (C-10a)，130.2 (C-4a)，124.2 
(C-2)，112.8 (C-9a)，111.5 (C-8a)，110.8 (C-5)，
109.5 (C-7)，16.4 (C-11)。进一步通过 1H NMR
和 13C NMR 与文献[23]数据比对，鉴定该化合

物为 catenarin。 

2.3  抗菌活性 
对化合物进行抗幽门螺杆菌 (H. pylori 

26695)、幽门螺杆菌(H. pylori G27)、三重耐药

(耐甲硝唑、克拉霉素和左氧氟沙星)幽门螺杆菌

(H. pylori 159)、二重耐药(耐克拉霉素、阿莫西

林)幽门螺杆菌(H. pylori 129)、金黄色葡萄球菌

(S. aureus ATCC25923)和耐甲氧西林药金黄葡

萄杆菌(S. aureus NRS271)的活性测试(表 1)，结

果显示化合物 2、9 和 10 对部分菌株有抑菌活

性。化合物 2 对 H. pylori 159 具有抑制活性，

MIC 值为 16 μg/mL；化合物 9 对 H. pylori 159、
H. pylori 129、S. aureus ATCC25923 和 S. aureus 

NRS271 均具有抑菌活性，MIC 值分别为 16、
16、8、16 μg/mL；化合物 10 对 H. pylori 26695、
H. pylori G27、H. pylori 159、H. pylori 129、    
S. aureus ATCC25923 和 S. aureus NRS271 均具

有抑菌活性，MIC 值分别为 4、1、4、1、2、
16 μg/mL。如表 1 所示。 

2.4  细胞毒活性 
对化合物 1 和 9 进行细胞毒活性测试，以顺

铂为阳性对照，测试结果显示化合物 1 对 B16、

HepG2 和 MCF7 具细胞毒活性，IC50 值分别为

(47.81±0.69)、(63.28±8.46)、(94.63±2.58) μmol/mL；

化合物 9 对 HepG2 有较弱活性， IC50 值为

(90.25±4.83) μmol/mL。测试结果如表 2。 
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表 2  化合物 1 和 9 细胞毒活性 
Table 2  Cytotoxic activity of compounds 1 and 9 

Compounds 
Cell lines/(μmol/mL) 

B16 HepG2 MCF7 
1 47.81±0.69 63.28±8.46 94.63±2.58 
9 >100 90.25±4.83 >100 
Cisplatin 20.45±0.66 10.44±1.55 3.80±0.20 

 

3  讨论 
本研究从菌株 WHUF0343的发酵产物中分

离鉴定得到 7 个吲哚二酮哌嗪类化合物(1–7)和
3 个蒽醌类化合物(8–10)。吲哚二酮哌嗪类生

物碱(indole DKPs)多分离自青霉属和曲霉属，

具有抗菌、抗癌、抗肿瘤、抗氧化、杀虫和免

疫调节等活性 [2]；蒽醌类化合物从真菌、地衣

和茜草科植物等代谢产物中均可分离得到[24]，

具有抗氧化、抗菌消炎、抗肿瘤和保护神经等

广泛的作用[25]。据报道 isoechinulin A (1)对盐水

虾有较好的致死活性[26]；neoechinulin A (2)可保

护神经元，且具有抗氧化、抗炎和抗癌等活    
性 [27]；preechinulin (4)、variecolorin J (6)和
dehydroechinulin (7)具有较好的细胞毒活性[28–29]；

neoechinulin D (5)具有抗病毒活性[19]，蒽醌类化

合物 questinol (8)、emodin (9)和 catenarin (10)
均具有很好的抗炎作用[30–31]，此外 catenarin (10)
对真菌和线虫具有抑制活性[32]。而本研究中活

性测试结果表明化合物 2 对三重耐药幽门螺杆

菌(H. pylori 159)具有抑制作用，化合物 9 和 10
对幽门螺杆菌和金黄色葡萄球菌及其耐药菌株

具有较强的抑菌活性，同时化合物 1 对 3 株肿瘤

细胞 B16、HepG2 和 MCF-7 均具有细胞毒活性。

本研究首次报道了化合物 2 具有抗多重耐药幽门

螺杆菌活性，并首次报道了化合物 1 对 B16 和

HepG2 细胞均具有细胞毒活性。研究结果进一步

丰富了曲霉属真菌活性次级代谢产物的结构类

型，同时为新型抗生素的开发提供了科学依据。 
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