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蛹虫草菌丝体中三个新的呋喃类化合物

应双霞#, 闫洪玲#, 秦加旭, 李海阳, 贺庆利, 赵群飞*

(上海中医药大学创新中药研究院, 中药功效成分发掘与利用全国重点实验室, 上海 201203)

摘要: 利用硅胶柱层析、半制备液相色谱等多种色谱技术, 从蛹虫草 (Cordyceps militaris) 菌丝体发酵产物的乙

酸乙酯部位得到 7个呋喃类化合物。结合所得成分的物化性质和波谱数据分析, 鉴定其结构为 5-[(3R)-羟基丁基]-

2-呋喃乙酸乙酯 (1), 5-[(3R)-羟基丁基]-2-呋喃羧酸 (2), 5-[(3R)-羟基丁酰基]-2-呋喃乙酸甲酯 (3), 5-[(3R)-羟基丁基]-

2-呋喃甲醛 (4), 5-(2-羟基乙基)-2-呋喃乙酸甲酯 (5), 5-[(3R)-羟基丁基]-2-呋喃乙酸 (6), 5-[(3R)-羟基丁基]-2-呋喃乙

酸甲酯 (7)。其中, 化合物 1～3为新化合物, 化合物 4、5为新天然产物, 化合物 6和 7为首次从蛹虫草中分离得到。

化合物 1、3～7具有不同程度的抗炎活性, 对脂多糖诱导的小鼠单核巨噬细胞RAW264.7细胞系一氧化氮生成有明

显的抑制作用。化合物2对草地贪夜蛾卵巢细胞Sf9有一定的细胞毒性, IC50值为57.01 μmol·L-1。
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Abstract: A total of seven furan natural products were isolated from the ethyl acetate extract of the fermenta‐

tion product of the mycelium of Cordyceps militaris through a combination of chromatographic techniques, including 

silica gel column chromatography and semi-preparative HPLC. Based on their physicochemical properties and 

spectroscopic data, the structures of isolated compounds were identified as ethyl 5-[(3R)-hydroxybutyl]-2-furanace‐

tate (1), 5- [(3R) -hydroxybutyl] -2-furancarboxylic acid (2), methyl 5- [(3R) -hydroxybutanoyl] -2-furanacetate (3), 

5-[(3R)-hydroxybutyl]-2-furancarboxaldehyde (4), methyl 5-(2-hydroxyethyl)-2-furanacetate (5), 5-[(3R)-hydroxy‐

butyl]-2-furanacetic acid (6), and methyl 5-[(3R)-hydroxybutyl]-2-furanacetate (7). Among them, compounds 1−3 

were new compounds, compound 4 and 5 represents a new natural product, and compound 6 and 7 were isolated 

from Cordyceps militaris for the first time. Compounds 1 and 3−7 exhibited anti-inflammatory activity in varying 

degrees and significantly inhibited nitric oxide production in lipopolysaccharide-induced mouse mononuclear 

macrophage RAW264.7 cell line. Compound 2 showed some cytotoxic activity against Spodoptera frugiperda 

ovarian Sf9 cells with an IC50 value of 57.01 μmol·L-1.
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蛹虫草 (Cordyceps militaris) 又称北冬虫夏草, 是

一种具有重要药用价值的可食用寄生真菌[1]。研究表

明, 蛹虫草中富含多糖、腺苷、虫草素等多种活性成分, 

具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤等生物活性[2-6]。随着人工

培养技术的成熟, 蛹虫草因其稳定的产量和可控的品

质, 被广泛应用于药品、保健食品的研发[7,8]。现有研

究对蛹虫草次级代谢产物的挖掘, 仍主要集中在子实

体来源, 而对其液体发酵培养体系中代谢产物的结构

多样性及潜在生物活性关注较少[9,10]。液体发酵培养

具有生长周期短、条件可控、产物易于放大生产等优

势, 是发现和制备新型天然产物的重要途径[11]。相较

于子实体, 液体培养基中蛹虫草的代谢调控网络更为

灵活, 能够诱导产生大量在子实体中低表达或不表达

的特异性次级代谢产物, 为挖掘新颖结构和独特生物

活性的化合物提供了丰富来源[12]。本实验以蛹虫草菌

丝体的液体发酵产物作为研究对象, 从其乙酸乙酯萃

取部位分离得到 7个呋喃类化合物 (图 1), 其中化合物

1～3为新化合物, 化合物 4、5为新天然产物, 化合物 6、

7为首次从蛹虫草中分离得到。对分离得到的化合物

进行抗炎活性和杀虫活性评价, 发现化合物 1、3～7能

抑制脂多糖诱导的小鼠单核巨噬细胞RAW264.7细胞

系一氧化氮释放, 具有良好的抗炎活性。化合物 2对

草地贪夜蛾卵巢细胞Sf9有一定的细胞毒性, IC50值为

57.01 μmol·L-1。

结果与讨论

1　结构鉴定

化合物 1为黄色油状物, 易溶于甲醇。[α]25
D  −9.45 

(c 0.31, MeOH)。根据其高分辨质谱 (HR-ESI-MS) 的

准分子离子峰 m/z 227.128 5 [M+H]+ (C12H19O4, 计算值

m/z 227.127 8), 推断其分子式为C12H18O4, 不饱和度为

4。1H NMR (600 MHz, CD3OD) 谱 (表 1) 显示 2 个烯

烃质子 [δH 6.09 (1H, d, J = 2.8 Hz, H-4), 5.96 (1H, d, 

J = 2.8 Hz, H-3)], 1 个与氧相连的亚甲基氢信号 [δH 

4.16 (2H, q, J = 7.1 Hz, H-3′)], 1个与氧相连的次甲基

氢信号 [δH 3.75 (1H, h, J = 6.2 Hz, H-3″)], 3 个亚甲基

氢信号 [δH 3.64 (2H, s, H-1′), 2.67 (2H, m, H-1″), 1.73 

(2H, td, J = 7.7, 6.2 Hz, H-2″)], 和 2 个甲基氢信号 [δH 

1.25 (3H, t, J = 7.1 Hz, H-4′), 1.18 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-

4″)]。 13C NMR 显示 12 个碳信号 (表 1), 结合 DEPT-

135提示有 3个季碳, 包括 1个酯羰基 [δC 171.6 (C-2′)] 

和 2 个烯碳 [δC 156.7 (C-5), 147.5 (C-2)]; 3 个次甲基 , 

包括 2个烯碳 [δC 109.5 (C-3), 106.7 (C-4)] 和 1个与氧

相连的叔碳 [δC 67.7 (C-3″)]; 4个亚甲基, 包括 1个与氧

相连的仲碳 [δC 62.1 (C-3′)] 和 3 个脂肪族的仲碳 [δC 

38.4 (C-2″), 34.8 (C-1′ ), 25.3 (C-1″)]; 和 2 个甲基 [δC 

23.4 (C-4″), 14.4 (C-4′)]。这些核磁数据与 5-((3R)-羟

基丁基)-2-呋喃乙酸甲酯 (化合物 7) 中的核磁数据非

常相似[13,14], 主要区别在于化合物 1中与羰基C-2′直接

相连的是乙氧基而不是甲氧基。进一步通过 1H-1H 

COSY和HMBC进行验证 (图 2)。1H-1H COSY谱显示

C-3′-C4′, C-3-C-4和C-1″-C-2″-C-3″-C-4″的碳链连接顺

序。HMBC谱显示H-3与C-2、C-5相关, H-4与C-5相

关, 提示 2,5-二取代呋喃环结构; H-3′与C-2′相关, 证明

乙氧基与C-2′酯羰基的连接; H-1′与C-2′、C-2和C-3相

关, 表明乙酸酯侧链与呋喃环的C-2相连; H-1″与C-4、

C-5相关, 提示 3-羟基丁基侧链与呋喃环中的C-5相连

接。因此, 化合物 1的平面结构被阐明, 经SciFinder数

据库检索确认为新化合物。进一步采用旋光值比较的

方法确定化合物的绝对构型, 其比旋光值与类似化合

物 7 [[α]25
D  −14.44 (c 0.19, MeOH)] 接近, 手性应与其一

致 , 确定 C-3″为 R 构型[13]。最终 , 化合物被命名为 5-

[(3R)-羟基丁基]-2-呋喃乙酸乙酯。

化合物 2为黄色油状物, 易溶于甲醇、二氯甲烷、

氯仿。[α]25
D  −11.18 (c 0.2, MeOH)。根据其高分辨质谱 

(HR-ESI-MS) 的准分子离子峰 m/z 185.080 9 [M+H]+ 

Figure 1　Structure of compounds 1−7

Figure 2　Key 1H-1H COSY and HMBC (H→C) correlations for 

compounds 1−3
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(C9H13O4, 计算值 185.080 8), 推断其分子式为C9H12O4, 

不饱和度为4。1H NMR (600 MHz, CDCl3) 谱 (表1) 中

显示 2 个烯烃质子 [δH 7.15 (1H, d, J = 3.4 Hz, H-3), 

6.14 (1H, d, J = 3.4 Hz, H-4)], 1 个与氧相连的次甲基

氢 [δH 3.79 (1H, m, H-3″)], 2个亚甲基氢 [δH 2.80 (2H, 

m, H-1″), 1.80 (2H, m, H-2″)] 和 1 个甲基氢信号 [δH 

1.22 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-4″)]。13C NMR显示 9个碳信

号 (表 1), 结合DEPT-135提示有 3个季碳, 包括 1个羧

基碳信号 [δC 163.2 (C-1′)] 和 2个烯碳 [δC 161.6 (C-5), 

143.3 (C-2)]; 3 个次甲基 , 包括 2 个烯碳 [δC 120.5 (C-

3), 108.2 (C-4)] 和 1 个与氧相连的叔碳 [δC 67.2 (C-

3″)]; 2个亚甲基 [δC 37.1 (C-2″), 24.8 (C-1″)] 和 1个甲

基 [δC 23.6 (C-4″)]。这些数据与化合物 1相似, 只是此

化合物的C-2侧链直接与羧基 [δC 163.2 (C-1′)] 相连。

进一步通过 1H-1H COSY 和 HMBC 进行验证 (图 2)。
1H-1H COSY显示C-3-C-4和C-1″-C-2″-C-3″-C-4″的碳

链连接顺序。HMBC提示H-3与C-2、C-5相关, H-4与

C-5相关, 提示 2,5-二取代呋喃环结构; H-1″与C-4、C-5

相关, 提示 3-羟基丁基侧链与呋喃环中的C-5相连接。

因此, 化合物 2的结构被阐明, 经SciFinder数据库检索

确认为新化合物。进一步采用旋光值比较的方法确定

化合物的绝对构型, 其比旋光值与类似化合物 7接近, 

手性应与其一致, 确定C-3″为R构型[13]。最终, 化合物

被命名为5-[(3R)-羟基丁基]-2-呋喃羧酸。

化合物 3 为黄色油状物, 易溶于甲醇、二氯甲烷, 

[α]25
D  −7.0 (c 0.2, MeOH)。根据其高分辨质谱 (HR-ESI-

MS) 的准分子离子峰 m/z 227.091 7 [M+H]+ (C11H15O5, 

计算值 227.091 4), 推断其分子式为 C11H14O5, 不饱和

度为 5。1H NMR (400 MHz, CD3OD) 谱 (表 1) 中显示

2个烯烃质子 [δH 7.34 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-4), 6.52 (1H, 

d, J = 3.5 Hz, H-3)], 1个与氧相连的次甲基氢信号 [δH 

4.31 (1H, m, H-3″)], 2个亚甲基氢信号 [δH 3.87 (2H, s, 

H-1′ ), 3.02 (1H, dd, J = 15.2, 7.7 Hz, H-2″ , Hb), 2.85 

(1H, dd, J = 15.2, 7.7 Hz, H-2″, Ha)], 和 2个甲基氢信号 

[δH 3.74 (3H, s, H-3′), 1.25 (3H, d, J = 6.3 Hz, H-4″)]。
13C NMR显示 11个碳信号 (表 1), 结合DEPT-135提示

有4个季碳, 包括1个酯羰基号 [δC 170.7 (C-2′)]、1个酮

羰基信号 [δC 189.2 (C-1″)] 和 2个烯碳 [δC 155.3 (C-2), 

153.7 (C-5)]; 3个次甲基, 包括 2个烯碳 [δC 112.3 (C-3), 

121.1 (C-4)] 和1个与氧相连的叔碳 [δC 65.5 (C-3″)]; 2个

亚甲基 [δC 48.3 (C-2″), 34.5 (C-1′)]; 和2个甲基 [δC 52.9 

(C-3′), 23.6 (C-4″)]。这些数据与 5-((3R)-3-羟基丁基)-

2-呋喃乙酸甲酯 (化合物 7) 中的数据非常相似[13,14], 主

要区别在C-1″位由酮羰基C-1″ (δC 189.2) 取代。此推

测通过 1H-1H COSY和HMBC可得到验证其连接位置 

(图 2)。1H-1H COSY显示C-3-C-4和C-2″-C-3″-C-4″的

碳链连接顺序。HMBC 提示 H-3 与 C-5 相关 , H-4 与

C-2、C-5相关, 提示 2,5-二取代呋喃环结构; H-3′与C-2′

相关, 确认甲酯基的结构归属; H-1′与C-2′、C-2、C-3相

关, 表明乙酸甲酯侧链与呋喃环的 C-2 相连; H2-2″与

C-1″、C-3″、C-4″相关, 提示 3-羟基丁酰基的侧链结构。

因此, 化合物 3的平面结构被阐明, 经SciFinder数据库

检索确认为新化合物。进一步采用旋光值比较的方法

确定化合物的绝对构型, 其比旋光值与类似化合物 7

接近, 手性应与其一致, 确定C-3″为R构型[13]。最终, 化

合物被命名为5-[(3R)-羟基丁酰基]-2-呋喃乙酸甲酯。

化合物 4为黄色油状物, 易溶于甲醇、二氯甲烷。

[α]25
D  −11.76 (c 0.17, MeOH)。根据其高分辨质谱 (HR-

ESI-MS) 的准分子离子峰m/z 169.086 3 [M+H]+ (C9H13O3, 

计算值 169.085 9), 推断其分子式为C9H12O3, 不饱和度

为 4。1H NMR (600 MHz, CD3OD) 谱 (表 2) 显示 1 个

醛基质子 [δH 9.45 (1H, s, H-1′)], 2个烯烃质子 [δH 7.36 

Table 1　 1H (600 MHz) and 13C (151 MHz) NMR data of compound 1 (in CD3OD) and 2 (in CDCl3),
 1H (400 MHz) and 13C (101 MHz) 

NMR data of compound 3 (in CD3OD).

No.

2

3

4

5

1′

2′

3′

4′

1″

2″

3″

4″

1

δH (J in Hz)

5.96 (1H, d, J = 2.8 Hz)

6.09 (1H, d, J = 2.8 Hz)

3.64 (2H, s)

4.16 (2H, q, J = 7.1 Hz)

1.25 (3H, t, J = 7.1 Hz)

2.67 (2H, m)

1.73 (2H, td, J = 7.7, 6.2 Hz)

3.75 (1H, h, J = 6.2 Hz, H-3″)

1.18 (3H, d, J = 6.2 Hz)

δC

147.5

109.5

106.7

156.7

34.8

171.6

62.1

14.4

25.3

38.4

67.7

23.4

2

δH (J in Hz)

7.15 (1H, d, J = 3.4 Hz)

6.14 (1H, d, J = 3.4 Hz)

2.80 (2H, m)

1.80 (2H, m)

3.79 (1H, m)

1.22 (3H, d, J = 6.2 Hz)

δC

143.3

120.5

108.2

161.6

163.2

24.8

37.1

67.2

23.6

3

δH (J in Hz)

6.52 (1H, d, J = 3.5 Hz)

7.34 (1H, d, J = 3.5 Hz)

3.87 (2H, s)

3.74 (3H, s)

3.02 (1H, dd, J = 15.2, 7.7 Hz, Hb)

2.85 (1H, dd, J = 15.2, 7.7 Hz, Ha)

4.31 (1H, m)

1.25 (3H, d, J = 6.3 Hz)

δC

112.3

121.1

153.7

34.5

170.7

52.9

189.2

48.3

65.5

23.6
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(1H, d, J = 3.5 Hz, H-3), 6.40 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-4)], 

1个和氧相连的次甲基氢信号 [δH 3.76 (1H, m, H-3″)], 

2个亚甲基氢信号 [δH 2.85 (2H, m, H-1″), 1.81 (2H, m, 

H-2″)] 和 1 个甲基氢信号 [δH 1.20 (3H, d, J = 6.3 Hz, 

H-4″)]。13C NMR 显示 9 个碳信号 (表 2), 结合 DEPT-

135提示有 2个季碳 [δC 165.4 (C-5), 153.4 (C-2)]; 4个

次甲基 , 包括 1 个醛基 [δC 178.8 (C-1′)], 2 个烯碳 [δC 

126.0 (C-3), 110.1 (C-4)] 和 1 个与氧相连的叔碳 [δC 

67.6 (C-3″)]; 2个亚甲基 [δC 25.6 (C-1″), 37.7 (C-2″)] 和

1个甲基 [δC 23.5 (C-4″)]。这些数据与化合物 2中的数

据非常相似 , 只是多了一组醛基质子信号 [δH 9.45 

(1H, s, H-1′)], 由此推测化合物 4中C-1′位是醛基而非

羧基。1H-1H COSY谱 (图3) 显示C-3-C4和C-1″-C-2″- 

C-3″-C-4″的碳链连接顺序。HMBC谱 (图 3) 提示H-3

与C-2、C-5相关, H-4与C-5相关, 提示 2,5-二取代呋喃

环结构; H-1′与C-2相关, 表明醛基C-1′与呋喃环的C-2

位连接; H-1″与 C-4、C-5、C-3″相关 , H-2″与 C-5、C-4″

相关, 表明 3-羟基丁基侧链与呋喃环 C-5位连接。因

此, 化合物 4的结构被阐明, 经SciFinder数据库检索为

新天然产物。进一步采用旋光值比较的方法确定化合

物的绝对构型, 其比旋光值与类似化合物 7接近, 手性

应与其一致, 确定C-3″为R构型[13]。最终, 化合物被命

名为5-[(3R)-3-羟基丁基]-2-呋喃甲醛。

化合物5为黄色油状物, 易溶于甲醇、二氯甲烷、氯

仿。根据其高分辨质谱 (HR-ESI-MS) 的准分子离子

峰 m/z 185.081 2 [M+H]+ (C9H13O4, 计算值 185.080 8), 

推断其分子式为 C9H12O4, 不饱和度为 4。 1H NMR 

(600 MHz, CDCl3) 谱 (表 2) 中显示 2 个烯烃质子 [δH 

6.14 (1H, d, J = 3.1 Hz, H-3), 6.06 (1H, d, J = 3.1 Hz, 

H-4)], 3 个亚甲基氢信号 [δH 3.86 (2H, t, J = 6.2 Hz, 

H-2″), 3.66 (2H, s, H-1′), 2.87 (2H, t, J = 6.2 Hz, H-1″)] 

和 1个与氧相连的甲基氢信号 [δH 3.72 (3H, s, H-3′)]。
13C NMR 显示 9 个碳信号 (表 2), 结合 DEPT-135 提示

有 3个季碳, 包括 1个酯羰基信号 [δC 170.2 (C-2′)] 和

2 个烯碳 [δC 152.6 (C-5), 146.7 (C-2)]; 3 个次甲基 , 包

括 2个烯碳 [δC 109.0 (C-3), 107.7 (C-4)] 和 1个与氧相

连的叔碳 [δC 61.4 (C-2″)]; 2 个亚甲基 [δC 34.1 (C-1′), 

31.8 (C-1″)] 和 1 个与氧相连的甲基 [δC 52.4 (C-3′)]。

以上数据与已知化合物 7 相似[13,14], 但缺少了一个末

端甲基信号, 多了一个与氧相连的亚甲基氢信号 [δH 

3.86 (2H, t, J = 6.2 Hz, H-2″)], 由此推测化合物 5中呋

喃环的 C-5 侧链为 2-羟基乙基。进一步 1H-1H COSY

谱 (图 3) 显示 C-3-C4 和 C-1″-C-2″的碳链连接顺序。

HMBC 谱 (图 3) 提示 H-3 与 C-2、C-5 相关, H-4 与 C-5

相关 , 提示 2,5-二取代呋喃环结构 ; H-3′与 C-2′相关 , 

H-1′与 C-2′、C-2、C-3相关, 表明乙酸甲酯侧链与呋喃

环的C-2位连接; H-1″与C-4、C-5相关, 提示 2-羟基乙

基与呋喃环中的C-5位连接。因此, 化合物 5的平面结

构被阐明 , 经 SciFinder 数据库检索确认为新天然产

物, 被命名5-(2-羟基乙基)-2-呋喃乙酸甲酯。

2　化合物活性检测

2.1　抗炎活性测试 为了评估化合物的抗炎作用, 采

用了脂多糖 (LPS) 诱导的小鼠单核巨噬细胞 RAW 

264.7细胞系NO生成模型, 实验结果 (图 4) 显示化合

物 1、3～7能浓度依赖性地抑制NO的释放, 表现出良

好的抗炎效果。为了排除细胞毒性作为潜在的干扰因

素, 使用Alamar Blue测定法评估了用受试化合物处理

的 RAW 264.7细胞的存活率。化合物 1、3～7在浓度

高达 100 μmol·L-1时细胞存活率均大于 90%, 表明化合

物 1、3～7对NO生成的抑制作用并非由于细胞活力受

损所致。而化合物 2在 10 μmol·L-1仍对 RAW264.7细

胞系具有明显的细胞毒性, 排除在抗炎活性的考察范

围之外。

2.2　杀虫活性测试 为了评估化合物的杀虫活性, 采

用 Alamar Blue 法测定 7 个呋喃类化合物对草地贪夜

蛾卵巢来源 Sf9细胞的细胞毒作用。实验结果 (表 3) 

显示化合物 1、3～7对 Sf9细胞存活率的 IC50值均大于

100 μmol·L-1, 表明该 6 个化合物对 Sf9 细胞无明显的

细胞毒作用。化合物 2对Sf9细胞具一定的细胞毒性, 

IC50值为57.01 μmol·L-1。

Table 2　 1H (600 MHz) and 13C (151 MHz) NMR data of 

compound 4 (in CD3OD) and 5 (in CDCl3)

No.

2

3

4

5

1′

2′

3′

1″

2″

3″

4″

4

δH (J in Hz)

7.36 (1H, d, J = 3.5 Hz)

6.40 (1H, d, J = 3.5 Hz)

9.45 (1H, s)

2.85 (2H, m)

1.81 (2H, m)

3.76 (1H, m)

1.20 (3H, d, J = 6.3 Hz)

δC

153.4

126.0

110.1

165.4

178.8

25.6

37.7

67.6

23.5

5

δH (J in Hz)

6.14 (1H, d, J = 3.1 Hz)

6.06 (1H, d, J = 3.1 Hz)

3.66 (2H, s)

3.72 (3H, s)

2.87 (2H, t, J = 6.2 Hz)

3.86 (2H, t, J = 6.2 Hz)

δC

146.7

109.0

107.7

152.6

34.1

170.2

52.4

31.8

61.2

Figure 3　Key 1H-1H COSY and HMBC (H→C) correlations for 

compounds 4 and 5
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3　讨论

本研究从蛹虫草菌丝体发酵产物乙酸乙酯部位分

离得到 7个呋喃类化合物。相较于已有研究多集中在

核苷、多糖、甾醇等常见成分, 本研究进一步丰富了蛹

虫草的化学多样性, 体现了发酵菌丝体在挖掘新颖小

分子代谢产物方面的潜力。结构分析表明, 该类化合

物均以 2,5-二取代呋喃为母核, 多含有 (3R)-羟基丁基

手性侧链, 结构差异主要集中于呋喃环C-2位取代基

的变化。活性评价结果表明, 化合物 1、3～7对脂多糖

诱导的RAW264.7细胞一氧化氮生成具有不同程度的

抑制作用, 而仅化合物 2表现出对草地贪夜蛾卵巢细

胞Sf9的细胞毒性, 提示C-2位为游离羧基时更有利于

昆虫细胞毒活性, 酯基、醛基等取代则更倾向于展现抗

炎活性, 初步揭示了该类呋喃化合物结构与生物活性

之间的关联。本研究的创新之处在于系统发现蛹虫草

中结构新颖的呋喃类成分, 并同时阐明其抗炎与细胞

毒活性, 为蛹虫草的药用开发及农用生物活性物质研

究提供了新的物质基础; 但本研究仍存在一定局限性, 

如活性机制尚未阐明。综上, 该类呋喃化合物在抗炎

药物研发及生物源杀虫剂先导化合物发现方面具有潜

在应用价值, 可为后续结构修饰、作用机制阐释及资源

综合利用提供研究方向。

实验部分

Bruker AVANCE Ⅲ 400 型核磁共振仪和 Bruker 

AVANCE NEO 600 型核磁共振仪 (德国 Bruker 公司); 

Anton Paar MCP5500 旋光仪 (奥地利 Anton Paar 公

司); IRAffinity-1S 型傅里叶红外光谱仪 (日本岛津公

司); Agilent 6545 Q-TOF高分辨质谱仪和 1260 Infinity

Ⅱ型半制备液相色谱仪 (美国Agilent公司); Shimadzu 

Prominence高效液相色谱仪 (日本岛津公司, 配备PDA

光电二极管阵列检测器); Sepa Bean 中压过柱机 (常州

三泰科技公司); Spark 多功能酶标仪型号为 (瑞士

Tecan公司); Agilent SB-C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) 

分析柱 ; Agilent SB-C18 PrePHT (250 mm × 21.2 mm, 

7 μm) 半制备柱; YMC-Pack ODS-A column (250 mm × 

10 mm, 5 μm) 半制备柱; 柱色谱硅胶 (200～300目, 上

海泰坦科技股份公司); 一氧化氮检测试剂盒、 脂多糖 

(LPS, 来源于大肠杆菌 055:B5, 上海碧云天生物科技

股份有限公司); 刃天青钠 (美国 Sigma-Aldrich 公司); 

所有色谱纯试剂、分析纯试剂均购于安徽泽升科技有

限公司。

蛹虫草菌株通过中国微生物菌种查询网购买 , 

菌种编号 (bio-57563), 经 ITS 测序鉴定为 Cordyceps 

militaris。

1　菌株的发酵与培养

将蛹虫草菌株接种于固体PDA培养基上 (去皮土

豆200 g, 葡萄糖20 g, MgSO4·7H2O 1.5 g, K2HPO4 3.0 g, 

维生素B1 10 mg, 琼脂粉20 g, 加水定容至1 L), 在25 ℃

的培养箱中培养7～10天进行活化。将活化好的真菌菌

丝接种至液体PDA培养基 (去皮土豆200 g, 葡萄糖20 g, 

MgSO4·7H2O 1.5 g, K2HPO4 3.0 g, 维生素B1 10 mg, 加

水定容至 1 L), 在 25 ℃, 150 r·min-1的摇床中振荡培养

14天, 获得蛹虫草种子培养液。将种子培养液转移至

装有 1 L液体 PDA培养基的 2 L三角瓶中, 发酵 40瓶, 

在25 ℃、150 r·min-1的摇床中振荡培养14天。

2　提取与分离

发酵结束后, 用纱布过滤分离发酵液与菌体。发

Figure 4　 Effects of compounds 1 − 7 on LPS-induced NO release in RAW264.7 cells. NO: Nitric oxide; LPS: Lipopolysaccharide 

(1 μg·mL-1); HC: Hydrocortisone (1 μmol·L-1, positive control); n = 3, 
-
x ± s. ***P < 0.001 vs the LPS group

Table 3　Cytotoxic activity of compounds 1−7 against Sf9 cells

Compound

1

2

3

4

IC50/μmol·L-1

> 100

57.01

> 100

> 100

Compound

5

6

7

IC50/μmol·L-1

> 100

> 100

> 100
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酵液加入等体积乙酸乙酯萃取3次, 菌体用甲醇超声提

取 3次。合并发酵液萃取液与菌体提取液经减压浓缩

得到总提取物。总提取物加 800 mL水分散, 依次用等

体积石油醚、乙酸乙酯各萃取 5、6次, 减压浓缩得到石

油醚层和乙酸乙酯层。乙酸乙酯层 (6.5 g) 经正相硅胶

柱色谱分离, 依次用二氯甲烷∶甲醇 (100∶0～1∶1) 梯度

洗脱, 得到 14个组分 Fr.1～Fr.14。Fr.6经半制备高效

液相色谱 (检测波长: 190和 254 nm, 乙腈−水, 30∶70～

100∶0, 15 mL·min-1) 下制备 , 得到化合物 1 (27.3 mg, 

tR = 15.8 min) 和化合物 7 (140.0 mg, tR = 13.3 min), 

以及 3 个亚组分 Fr.6.1～Fr.6.3。Fr.6.1 经半制备高效

液相色谱 (检测波长: 190和 254 nm, 乙腈−水, 15∶85, 

5 mL·min-1) 纯化, 得到化合物 2 (4.6 mg, tR = 24.7 min); 

Fr.6.2经半制备高效液相色谱 (检测波长: 190和254 nm, 

乙腈−水, 20∶80, 3 mL·min-1) 分离, 得到化合物3 (2.1 mg, 

tR = 16.3 min)、4 (7.3 mg, tR = 15.2 min) 和 6 (80.7 mg, 

tR = 19.8 min); Fr.6.3经半制备高效液相色谱 (检测波

长: 190 和 254 nm, 乙腈−水, 20∶80, 3 mL·min-1) 制备, 

得到化合物5 (7.4 mg, tR = 15.3 min)。

3　结构鉴定

化合物1 黄色油状物; [α]25
D  −9.45 (c 0.31, MeOH); 

UV (MeOH) λmax: 219 nm; IR (CH2Cl2) vmax 3 447, 2 928, 

1 738, 1 369, 1 225, 1 028, 1 015 cm-1; HR-ESI-MS m/z 

227.128 5 [M+H]+ (C12H19O4, 计算值227.127 8); 1H NMR

和 13C NMR数据见表1。

化 合 物 2 黄 色 油 状 物 ; [α]25
D  − 11.18 (c 0.2, 

MeOH); UV (MeOH) λmax: 203, 265 nm; IR (CH2Cl2) 

vmax 3 418, 2 968, 2 930, 1 709, 1 524, 1 290, 1 205, 

1 018 cm-1; HR-ESI-MS m/z 185.080 9 [M+H]+, (C9H13O4, 

计算值185.080 8); 1H NMR和 13C NMR数据见表1。

化合物 3 黄色油状物; [α]25
D  −7.0 (c 0.2, MeOH); 

UV (MeOH) λmax: 224, 284 nm; IR (CH2Cl2) vmax 3 395, 

2 963, 2 924, 1 740, 1 665, 1 616, 1 516, 1 217 cm-1; HR-

ESI-MS m/z 227.091 7 [M+H] + (C11H15O5, 计 算 值

227.091 4); 1H NMR和 13C NMR数据见表1。

化合物 4 黄色油状物 ; [α]25
D  − 11.76 (c 0.17, 

MeOH); UV (MeOH) λmax: 226, 292 nm; IR (CH2Cl2) 

vmax 3 443, 2 967, 2 926, 1 672, 1 518, 1 398, 1 126, 

1 024 cm-1; HR-ESI-MS m/z 169.086 3 [M+H]+ (C9H13O3, 

计算值169.085 9); 1H NMR和 13C NMR数据见表2。

化合物 5 黄色油状物; UV (MeOH) λmax: 217 nm; 

IR (CH2Cl2) vmax 3 393, 2 920, 2 851, 1 740, 1 520, 1 435, 

1 223, 1 047 cm-1; HR-ESI-MS m/z 185.081 2 [M+H] + 

(C9H13O4, 计算值 185.080 8); 1H NMR和 13C NMR数据

见表2。

化合物 6 黄色油状物 ; [α]25
D  − 14.15 (c 0.21, 

MeOH); HR-ESI-MS m/z 199.096 9 [M+H]+, 分子式为

C10H14O4; 
1H NMR (600 MHz, CD3OD) δH: 6.08 (1H, d, 

J = 3.0 Hz, H-4), 5.94 (1H, d, J = 3.0 Hz, H-3), 3.74 

(1H, h, J = 6.3 Hz, H-3″), 3.59 (2H, s, H-1′), 2.67 (2H, 

m, H-1″), 1.72 (2H, td, J = 7.9, 6.3 Hz, H-2″), 1.17 (3H, 

d, J = 6.3 Hz, H-4″); 13C NMR (151 MHz, CD3OD) δC: 

173.5 (C-2′), 156.6 (C-5), 147.8 (C-2), 109.7 (C-3), 106.6 

(C-4), 67.7 (C-3″), 38.3 (C-2″), 34.6 (C-1′), 25.3 (C-1″), 

23.4 (C-4″)。以上数据与文献[14]报道基本一致, 比旋光

值和已知化合物 7接近[13], 确定C-3″为R构型, 故鉴定

化合物6为5-[(3R)-羟基丁基]-2-呋喃乙酸。

化合物 7 黄色油状物 ; [α]25
D  − 14.44 (c 0.19, 

MeOH); HR-ESI-MS m/z 213.113 7 [M+H] + ; 1H NMR 

(600 MHz, CD3OD) δH: 6.05 (1H , d, J = 3.0 Hz, H-4), 

5.91 (1H, d, J = 3.0 Hz, H-3), 3.71 (1H, h, J = 6.3 Hz, 

H-3″), 3.64 (3H, s, H-3′ ), 3.60 (2H, s, H-1′ ), 2.62 (2H, 

m, H-1″), 1.69 (2H, m, H-2″), 1.14 (3H, d, J = 6.3 Hz, H-

4″);13C NMR (151 MHz, CD3OD) δC: 171.9 (C-2′), 156.7 

(C-5), 147.3 (C-2), 109.5 (C-3), 106.6 (C-4), 67.7 (C-3″), 

52.6 (C-3′ ), 38.3 (C-2″ ), 34.4 (C-1′ ), 25.2 (C-1″ ), 23.5 

(C-4″)。以上数据与文献[13,14]报道基本一致, 故鉴定化

合物7为5-[(3R)-羟基丁基]-2-呋喃乙酸甲酯。

4　抗炎活性测试

采用经典 LPS诱导 RAW264.7巨噬细胞 NO 生成

模型来评价化合物的抗炎活性, 详细的实验流程和步

骤见文献[15]报道。简而言之, 取对数生长期细胞以每

孔 5×104个接种于 96孔板中, 孵育 16 h后, 使细胞铺满

板底 80%, 弃去原培养基。除正常对照组不做任何药

物处理外, LPS模型组细胞只加入LPS (1 μg·mL-1), 各

给药组加入 LPS (1 μg·mL-1) 以及不同浓度的待测样

品。继续培养 24 h后, 每孔取 50 μL上清液于 96孔板

中, 加入 50 μL Griess Reagent I和 50 μL Griess Reagent 

II, 室温下反应 15 min, 用酶标仪测定 540 nm处测定吸

光度OD值, 根据标准曲线计算NO的释放量。

5　细胞活力测定

采用 Alamar Blue 法进行 RAW264.7 和 Sf9 细胞

活力测定[16]。RAW264.7 细胞在含有 10% 胎牛血清、

100 u·mL-1 青霉素和 100 μg·mL-1 链霉素的 DMEM

培养基中 , 在 37 ℃、含有 5% CO2 的培养箱中培养。

Sf9细胞采用含有 10%胎牛血清、100 u·mL-1青霉素和

100 μg·mL-1 链霉素的 Grace's Insect Medium (Supple‐

mented) 培养基, 于28 ℃培养箱中培养。将对数生长期

的RAW264.7 (每孔1×104个) 和Sf9细胞 (每孔5×103个) 

接种于 96 孔板中 , 孵育 16 h 后 , 弃去原培养基 , 加入
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不同浓度的受试化合物。分别继续培养 24和 72 h后, 

每孔加入 10 μL 刃天青钠水溶液 (0.2 mg·L-1), 继续

培养 4～6 h, 置于 570 nm 的激发波长和 590 nm 的

发射波长下检测荧光值。公式如下: 细胞存活率% = 

[(F 给药组 − F 调零组) / (F 对照组 − F 调零组)] × 100%。

6　统计学分析

采用 GraphPad Prism 9.0 软件对数据进行统计学

分析。所有实验设置 3个重复, 实验数据以
-
x ± s表示。

抗炎活性测试以LPS组为对照, 组间比较采用单因素

方差分析, P < 0.001为差异具有极显著统计学意义。

对于具有细胞毒性的化合物, 通过非线性回归模型拟

合浓度−抑制曲线, 计算 IC50值。

作者贡献: 应双霞负责化合物分离、鉴定、活性测定、数
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