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一种被毛孢(Hirsutella sp.)培养液中自由基 
清除剂的分析、分离和制备 

胡丰林，陆瑞利，黄勃，李增智* 
(安徽省微生物防治重点实验室, 安徽农业大学, 合肥 230036) 

摘要：【目的】在一次对虫生真菌代谢物进行大规模的清除自由基活性物质筛选中，发现一种被毛孢

（Hirsutella sp.）菌株 RCEF0881发酵液中存在有较强的清除自由基活性物质。本研究目的是初步搞

清这些活性成分的具体组成，并制备出一定量的纯品用于进一步的结构鉴定。【方法】用有机溶剂法

提取活性成分；用二苯基苦基苯肼自由基（DPPH）酶标仪法和薄层色谱法进行活性测定；用高分辨

液质联用方法进行活性成分初步分析和鉴定；用反相制备色谱法制备活性组分。【结果】提取实验结

果表明具清除自由基活性的物质能较好地被乙酸乙酯提取出来；液相色谱-质谱-活性测定分析表明

提取物中活性组分的可能分子式分别为 C7H6O4、C8H8O3和 C12H14N2O。结合色谱特性、紫外光谱特

征、质谱碎片和数据库查询可初步推断它们分别为二羟基苯甲酸、羟基甲基苯甲酸和生物碱类物质， 

但具体结构还有待于进一步确认。从高效液相色谱和质谱离子流的峰面积可知上述 3 种活性物质中

C12H14N2O 的含量最高。本研究成功地用反相制备色谱制备出该天然活性组分的纯品。该 3 种清除

自由基活性物质都是首次发现存在于虫生真菌的代谢物中。 
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自由基，从化学结构上看是指含未配对电子的基

团、原子或分子。自由基清除剂指能与自由基反应并

使之还原成非自由基化合物的物质。医学研究和自由

基生物学研究的成果已证明了自由基清除剂具有十

分广泛的生理活性，由于自由基的产生和清除涉及生

命的多个方面，近年来有关研究不仅成为药物活性成

研究的重要方面，同时它逐渐成为研究多种生命现象

的有效手段，因而有关研究受到世界各国的普遍重 
视 [1~8]。在一次对虫生真菌代谢物进行大规模的清除

自由基活性物质筛选中，发现一株被毛孢发酵液甲醇

提取物有较强的清除二苯基苦基苯肼自由基（DPPH）
活性，在浓度为 2.5 mg/mL 时，其自由基清除率为
79.17±0.70%。目前尚未见有关被毛孢中自由基清除

剂分析和分离纯化的报道。鉴于自由基清除剂的广泛

生理作用，有必要搞清其具体组成和结构。该研究对

进一步研究虫生真菌的抗逆性和研究虫生真菌与昆

虫相互关系具有重要指导意义，目前国内外尚无有关

研究报道。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种来源：一种被毛孢 Hirsutella sp.（菌株号
为 RCEF0881），由安徽农业大学虫生真菌研究中心
提供。 
1.1.2  培养基：菌株固体斜面培养基（g/L）：葡萄糖
40、蛋白胨 10、酵母浸出粉 10和琼脂 20。液体摇瓶
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培养基(g/L)：葡萄糖 40、蛋白胨 10 和酵母浸出粉
10。 
1.1.3  仪器和试剂：恒温震荡培养箱，哈尔滨市联电
子技术开发有限公司； 2K-15 超速离心机为 Sigma 
公司产品； Spectra Max M2 酶标仪，购自美国 
Molecular Device 公司；FreeZone12 冷冻干燥系统，
购自美国 Labconco 公司；离心真空浓缩仪，为德国 
Christ 公司产品；高分辨液质联用分析仪（6210 Time 
of flight LC/MS），包括 Agilent 1100 高效液相色谱
（HPLC）、二极阵列检测器（DAD）、飞行时间质谱
仪（TOF）和电喷雾离子源（ESI），购于美国 Agilent公
司；分析柱有：Waters C18 反相柱，规格为 250 mm×  
4.6 mm，5 μm， 填料为 ODS2；Aglent 2.1 mm×30 mm，
3.5 μm，ZORBAX柱；反相制备柱规格为 250 mm×  
19 mm，5 μm， 填料为 ODS2；分析纯乙酸乙酯购自
安徽淮南化学试剂厂；分析纯石油醚为上海化学试剂

有限公司产品；分析纯甲醇为上海一试化学试剂有限

公司产品；色谱纯甲醇购自美国 Tedia 公司。 

1.2  研究方法 
在前期已证明菌株 RCEF0881 代谢物中含有生

物活性成分的前提下，进一步用不同溶剂进行提取实

验，找出最佳提取溶剂。用 HPLC-DAD-MS 和活
性测定联用法对该成分进行活性组分分析，并判断活

性组分制备的必要性和可行性，找出目标组分的分离

制备条件。然后用活性指导下的分离方法制备出活性

组分。用 DPPH-TLC 法确认制备组分的活性。用高
分辨液质联用法检验纯度。 
1.3  活性测定 

将不同菌株的提取物样品甲醇溶液和 0.2 mg/mL 

DPPH试液各 100 μL于 96孔酶标板中或各 20 μL于
384孔酶标板中，震荡 30 s,于常温下放置 20 min后
于 517 nm波长下测定其吸光值（As）。同时测定不加
DPPH的样品空白吸收值（Ac）和加 DPPH但不加样
品（以同体积甲醇代替样品）的吸收值（Amax）。最
后按下列公式计算：自由基清除率=[1−（As-Ac） / 
Amax]×100%  

DPPH-TLC 试验按胡丰林等方法[9]。 

1.4  活性组分的分析和分离纯化 
将前面的活性提取物配成 10~30 mg/mL 的甲醇

溶液（对难溶解的样品可适当添加其它试剂），进样

10 μL进行高分辨 HPLC-DAD-MS分析，同时按 1∶
4 的分流比用 1.5 mL Eppendorff 管收集分流物，每
0.5 min收集一管。收完 90管后将收集的 Eppendorff

管进行离心真空干燥。干燥后每管加一定量的甲醇溶

解，用酶标仪进行活性测定，找出活性组分。 
ODS2分析柱的 HPLC洗脱条件为：0～3 min 用

100%水洗脱；3～33 min 甲醇由 0%上升到 100%；
100%甲醇继续洗脱 12 min。洗脱速度：为 1.0 mL/min。
检测条件为 200 nm到 400 nm全波长扫描，以及质谱
检测。 

ZORBAX分析柱的 HPLC洗脱条件为：0~6 min 
甲醇由 10%上升到 100%；100%甲醇继续洗脱 4 min。
洗脱速度：为 0.4 mL/min。检测条件为 200 nm到 400 
nm全波长扫描，以及质谱检测。 

质谱条件：ESI离子源的雾化气压为 35 Psi，氮气
流速为 10 L/min；阳离子模式时离子化电压为 4000 V，
碎片电压 215 V；阴离子模式时离子化电压为 3500 V，
碎片电压 175 V。 

2  结果和分析 

2.1  样品的准备 
取 1000 mL三角瓶 20个，每瓶装入 400 mL液

体培养基，按 10 %接种量接种供试被毛孢菌株后，
置于 145 r/min、25℃恒温震荡培养箱中震荡培养 20 
d。将发酵产物抽滤，同时用双蒸水洗涤 2 遍，得滤
液 3.1 L，滤液 45℃减压浓缩后冻干，得到冻干粉
146.3 g，4℃密闭保存备用。 

2.2  活性物质的提取 
称取 12份上述冻干粉 500 mg左右，按 10 μL/mg

分别用石油醚、乙酸乙酯、甲醇和水浸提浸提 2次（每
种溶剂 3个重复），第一次浸提时间为 24 h，第 2次
为 2 h（浸提前都先用 40 KHz的超声波处理 10分钟），
将两次浸提物合并，离心后取上清液，用氮气初步吹

干后冻干，称重，用甲醇溶解和稀释（溶解慢的样品

用超声波处理），使样品浓度为 5.0 mg/mL，然后按前
述方法进行活性测定。结果见表 1。 

从表 1可看到，菌株 RCEF0881发酵液的乙酸乙
酯提取物活性最强，其次是甲醇提取物，水提物也有

一定的活性，石油醚提取物的活性最弱。由此可知发

酵液中的活性组分为中等偏上极性的化合物，乙酸乙

酯是较理想的提取剂。 
称取 RCEF0881发酵液冻干粉 120 g，分两次共

加入 1.2 L乙酸乙酯，按前述方法浸提，过滤得到的
提取液 40℃低温真空浓缩后冻干，加氩气保护，4℃
低温保存以备进一步的活性成分分析和分离纯化。 
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表 1  发酵液不同溶剂提取物的自由基清除率 
Table 1  Radical scavenging rates of extracts from culture broth with different solvents 

Rate of radical scavenging /% 
Serial number Name 

Petroleum ether Ethylacetate Methanol Water 
RCEF0881 Hirsutella sp. 13.52±0.71 92.08±1.93 78.44±1.30 31.76±0.97 

 

2.3  RCEF0881 提取物中活性成分分析 
成分分析的目的是初步确定活性化合物的种类

性质，判断活性组分制备必要性和可行性，找出目标

组分的分离制备条件。对于含量高、活性强和可能的

未知化合物要重点分析。 
将20 mg/mL的菌株RCEF0881发酵液的乙酸乙酯提

取物进样 10 μL进行高分辨 HPLC-DAD-MS分析，同时
按 1∶4的分流比用 1.5 mL Eppendorff管收集分流物，每
0.5 min收集一管。重复进样 2次，收集于对应时间的同
一管中，然后将收集的 Eppendorff 管于真空离心浓缩仪
中干燥。干燥后每管加甲醇 70 μL溶解，同时加 70 μL浓
度为 0.2 mg/mL的 DPPH自由基溶液，混合后转移到 384

孔酶标板（3个重复），按 DPPH-Microplate法于 517 nm
下测定，并计算每个收集管的清除自由基活性平均值。 

RCEF0881 乙酸乙酯提取物的 HPLC-DAD-MS- 
DPPH assay 分析结果见图 1、2、3和 4。 

从活性测定图中可看到，活性组分主要分 3个部
分，即：4.5~5.0 min收集的流份、10~10.5收集的流
份、22~22.5内 min收集的流份。它们对应 HPLC 的
保留时间（HPRt）分别为 4.1~4.6 min、9.6~10.1 min
和 21.6~22.1 min。它们对应 MS离子流峰的保留时间
（MSRt）分别为 4.5~5.0、10.0~10.5和 22.0~22.5 min，
因为 HPLC的 DAD检测器与MS的 TOF检测器间以及
自动收集器间的死时间约 0.4 min。 

 

 
 

图 1  RCEF0881 发酵液乙酸乙酯提取物的 HPLC 图谱 
Fig. 1  HPLC Chromatogram of ethylacetate extract from culture broth of RCEF0881. 

 

 
 

图 2  RCEF0881 发酵液的乙酸乙酯提取物的 HPLC 流分活性 
Fig. 2  Activity of the HPLC eluates of ethylacetate extract from culture broth of RCEF0881. 
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图 3  RCEF0881 发酵液乙酸乙酯提取物 HPLC-MS 的阴离子流图谱 
Fig. 3  Nagtive ion flow of HPLC-MS of ethylacetate extract from culture broth of RCEF0881. 

 

 
 

图 4  RCEF0881 发酵液乙酸乙酯提取物 HPLC-MS 的阳离子流图谱 
Fig. 4  Postive ion flow of HPLC-MS of ethylacetate extract from culture broth of RCEF0881. 

 
从 HPLC-MS 分析的总体来看，RCEF0881 发酵

液的乙酸乙酯提取物成分较复杂，质谱上有数 10 个
峰。3组活性组分中的 22.0~22.5 min收集物对应的离
子流峰和紫外吸收峰都最强，应该是提取物中的主成

分，同时其对应的峰与周围峰的分离度很高，因此可

能最易制备出大量纯品。10.0~10.5 min收集物虽然活
性最强，但在MS图和 HPLC图上对应的峰并不强（在
HPLC的 DAD图谱上有一 HPRt为 9.20 min的强峰，
但对应的是 9.5~10.0 min收集物），估计大量制备有
一定的难度。4.5~5.0 min 收集物活性也较强，但其紫
外吸收峰（图 1 的放大图）、MS 阳离子和阴离子总
流峰都不强（图 3和 4），说明该活性组分含量较低，
大量制备难度较大。下面分别详细分析这些活性组分

的可能组成及进一步纯化和制备的可行性和必要性。 
2.3.1  4.5~5.0 min 收集的活性组分分析：从图 1 的
局部放大图可看到 4.5~5.0 min 收集的活性组分对应
HPLC色谱图上有 2个峰，HPRt 为 4.16 和 4.50 min

其中 HPRt 4.16 min是混合峰，包括部分 HPRt 3.90 
min的成分。4.5~5.0 min 收集物在阳离子流图上对应
的峰非常弱（见图 4），表明对应的化合物可能是偏
酸性物质或含量过低。其阴离子流图上（图 3的放大
图），仅有一离子峰，对应的 m/z为 153.0192（计算
得到精确离子式为 C7H5O4

−，相对误差为 8.6 e−7）及其碎

片 109.0293（计算得到精确离子式为 C6H5O2
−，相对误

差为 1.86 e−6）。显然该化合物的分子式为 C7H6O4，上

述离子峰分别为（M-H）−和（M-COOH）−峰。该化

合物对应的 DAD 紫外光谱 λmax 为 246 nm 和   
289 nm。从所含的碎片、紫外光谱及色谱保留值来看，
该化合物应该为二羟基苯甲酸类化合物。含酚羟基化

合物通常都有较强的清除 DPPH自由基活性[3, 10~14]，

此与本试验结果一致。该类化合物由于结构简单，已

有大量的工业化合成，进一步制备的价值较小，同时

由于含量低，制备难度较大，本研究暂不讨论其制备

和结构确认。 
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2.3.2  10~10.5 min收集的活性组分分析：从图 1的
局部放大图可看到 10~10.5 min收集的活性组分，对
应 HPLC 色谱图上有几个很小的峰，其中主要峰的
Rt 为 9.78。该峰在阳离子流图上对应的峰非常弱（见
图 4），表明对应的化合物可能也是偏酸性物质或含
量很低。其阴离子流图上（图 3的放大图），有一较
大的离子峰，对应的 m/z 为 151.0399 的峰（计算得
到精确离子式为 C8H7O3

−，相对误差为 1.11 e−6）及其

碎片 m/z 107.0504 （计算得到精确离子式为 C7H7O−，

相对误差为 1.86 e−6）。显然该化合物的分子式为 C8H8O3，

上述离子峰分别为（M-H）− 和 （M-COOH）¯峰。该
化合物对应的 DAD 紫外光谱λmax 为 276 nm。从所
含的碎片、紫外光谱及色谱保留值来看，该化合物

应该为羟基甲基苯甲酸类化合物。由于该  化合物含
酚羟基所以有较强的清除 DPPH自由基活性 [3, 10~14]，

此与本实验结果一致。该类化合物由于结构简单，

同时含量较低，本文暂不讨论其进一步制备和结构

确认。 
2.3.3  22.0~22.5 min 收集的活性组分分析：从
HPLC-MS的液相色谱和质谱图上（图 1、3和 4）可
看到 22.0∼22.5 min 收集的是 RCEF0881 乙酸乙酯提
取物的主成分。虽然它的活性不是最强的，但由于含

量较高，在发酵生产上仍有一定的应用潜力。进一步

的高分辨质谱分析发现，该组分在阳离子模式的质谱

图上有 203.1178、186.0913和 225.0998三个离子峰，
经计算得到精确的离子式分别为 C12H15N2O+ （相对

误差 4.4×10−7mol/L）、C12H12NO+ （相对误差 2.1 e−7）

和 C12H14N2O Na+ （相对误差 1.5 e−7）。它们应该分

别为（M+H）+ 峰、（M-NH3+H）+ 和（M+Na）+ 峰。

阴离子模式的质谱图上有 201.1036 离子峰，经计算
得到精确的离子式为 C12H13N2O-（相对误差 1.8 e-7），

此为（M-H）− 峰。综合阴阳离子分析结果，可知该

化合物的分子式为 C12H14N2O。经 Chapman&Hall 天
然产物数据库查询发现该分子已有多个化合物被报

道，但在虫生真菌中尚无该化合物报道，也无有关活

性报道，因此该化合物是一新活性化合物，并且也是

首次从虫生真菌中发现，值得进一步分离纯化以进行

结构鉴定。 
2.4  提取物中主要活性成分分离制备 

从上面分析可知，保留时间为 21.80 min的活性
成分峰在反相高效液相色谱柱中上能很好地分离，所

以本研究采用反相高效液相制备色谱进行制备。根据

HPLC 分析结果，及制备液相的特点确定制备条件  
如下： 

首先配制 30 mg/mL的菌株 RCEF0881的乙酸乙
酯提取物甲醇溶液，然后进样 600 μL进行 Prep-HPLC
分离。色谱柱为 Waters  19 mm×250 mm，10 μm，
ODS2。流动相为 0~12 min 100%水，12~26 min 40%
甲醇，26~40 min 100%甲醇，40~50 min 100%水。洗
脱速度为 15 mL/min。检测条件为 280 nm单波长检
测。样品收集：重点收集目标峰，同时对其它峰也收

集以利进一步研究，同时防止目标组份流失。50 min
后接着进第二次样，共进样 20 次。合并目标组分，
低温真空浓缩后冻干，得目标化合物 17 mg。加氩气
保护，低温保存备用。下面对其进行活性和纯度鉴定。 
2.4.1  目标成分活性确认；将上述制备的组分进行
DPPH-TLC法活性测定，测定结果见图 5。从图中可
看到制备的化合物在喷 DPPH 试剂后显明显的黄色
斑点，表明它具清除自由基活性，因为 DPPH为一稳
定的自由基，它能够强烈地吸收 517 nm的光而呈紫
色，当它与自由基清除剂反应时，其孤电子被配对，

此时其吸收光发生蓝移而呈现黄色[9, 10, 15]。可见该活

性化合物的制备是成功的，制备过程中活性没有   
丢失。 
 

 
 
图 5  制备出的化合物的紫外和 DPPH 薄层色谱图 
Fig. 5  TLC chromatogram of the prepared compound under Uv 
254 nm and developed with DPPH. A: UV; B: DPPH 
 
2.4.2  目标成分纯度鉴定：在保证制备组分活性的前
提下，样品需要达到一定的纯度才可用于进一步的结

构分析。下面用 HPLC-DAD-MS 法对上述收集的两
组分进行纯度分析，结果见图 5、6、7 和 8。从 200
到 400 nm全波长扫描累加得到的 HPLC色谱图上，
仅看到一个峰（图 6），该峰的前段、中间和后段的紫
外光谱都完全一致，说明制备的化合物中无具紫外吸

收的杂质。该化合物质谱的离子流图上也仅有一个峰

（图 7），仅对应一个离子，无其它杂离子（图 8），
可见制备的化合物中无可离子化的杂质。同时活性确

认中的 DPPH-TLC 图谱上制备样品也仅呈现单个斑
点（图５），表明在本研究的薄层色谱条件下该制备
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的活性化合物是纯一的。综上所述可初步判断本研究

制备的化合物是一具清除 DPPH自由基的纯化合物，
可用于进一步的结构研究和应用研究。 
 

 
 
图 6  制备出的化合物 HPLC 色谱图 
Fig. 6  HPLC chromatogram of the prepared compound. 

 

 
 

图 7  制备出的化合物阴离子总离子流图 
Fig. 7  Negtive total ion flow of the prepared compound. 
 

 
 
图 8  制备出的化合物高分辨质谱图 
Fig. 8  HR MS of the prepared compound. 
 

由于该活性化合物纯品的质荷比（图 8）与分离
纯化前的提取物分析结果完全一致（都为 201.1036），
表明该制备出的化合物确实是RCEF0881发酵液中存
在的天然化合物。分离制备是成功的。 

3  结论和讨论 

从上面的分析可得到如下结论：菌株 RCEF0881
发酵液中存在具有清除自由基活性的物质，该活性物

质能较好地被乙酸乙酯提取出来。高分辨液质联用和

活性测定结果发现，活性组分主要有 3种，其可能分
子式分别为 C7H6O4、C8H8O3和 C12H14N2O。结合紫
外光谱特征、色谱保留时间、离子化特性、质谱碎片

和数据库查询可初步推断它们分别为二羟基苯甲酸、

羟基甲基苯甲酸和生物碱类物质，但具体结构还有待

于进一步确认。其中二羟基苯甲酸和羟基甲基苯甲酸

普遍存在于植物代谢物中，也有报道存在于一种青霉

菌中[12,13]，但首次发现存在于被毛孢中。该类化合物

市场上已有大量人工合成产品，是重要的医药合成中

间体、抗氧化剂和药物有效成分[1, 16]。从高效液相色

谱和质谱离子流的峰值可知上述三种活性物质中，化

合物 C12H14N2O的含量最高。该天然活性组分可用反
相制备色谱成功地制备出来。其结构已被鉴定为一种

酰胺类化合物，将另文报道。该化合物的清除自由基

活性是首次发现，也是首次发现存在于虫生真菌的代

谢物中。二羟基苯甲酸和羟基甲基苯甲酸虽然是已知

物，但发现存在虫生真菌代谢物中尚述首次，初步研

究表明它们在虫生菌的抗逆性和致病性中起有重要

作用，其结构确认和药理作用将另文报道。 
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Analysis and isolation of radical scavengers from metabolites of Hirsutella sp.   

Fenglin Hu, Ruili Lu, Bo Huang, Zengzhi Li*  
(Research Center on Entomogenous Fungi, Anhui Agricultural University, Hefei 20036, China) 

Abstract: [Objective] During a screening for free radical scavengers from metabolites of entomogenous fungi, we fond a 

fermentation broth of the strain RCEF 0881 of Hirsutella sp. exhibited strong radical scavenging activity. To make clear of 

the constituents of the active compounds, and prepare some pure active compound for further structure identification we 

launched this study. [Methods] We used organic solvent for active compounds extraction. DPPH-TLC and DPPH- Mi-

croplate assay were used for activity analysis. Components analysis was carried out on a HPLC-DAD-HRMS, and bioac-

tive compound preparation on a preparative RP-HPLC. [Results] Our extraction tests showed that ethylacetate was the 

best solvent for the bioactive constituents extracting. HPLC-DAD-HRMS-DPPH assay revealed that the molecular for-

mular of the radical scavengers existed in the extract were possibly C7H6O4, C8H8O3 and C12H14N2O. From the chroma-

tographic and Uv properties, and the MS fragments, and database consulting, the compounds could be deduced as dihy-

droxybenzoic acid, methyl-hydroxyl benzoic acid, and an alkaloid, however, the structures are still needed to be confirmed. 

The pick area of HPLC and MS showed that the compound C12H14N2O was the main component of the extract. It was iso-

lated via activity directed fractionation. The activity of the prepared compound was confirmed with DPPH-TLC assay and 

its purity was confirmed with HPLC-DAD-HR-ESIMS. The occurance of the three active compounds in entomogenous 

fungi was revealed for the first time. 
Keywords: Hirsutella sp.; free radical scavengers; analysis; preparation; 1,1-Diphenyl-2- picryhydrazyl hydrate (DPPH) 
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