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艾纳香内生真菌Corynespora cassiicola J9次生代谢产物研究
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摘要: 对分离自海南植物艾纳香的一株内生真菌Corynespora cassiicola J9进行次生代谢产物研究, 通过多种

色谱技术从其大米培养基中分离获得了 8个化合物, 包括 1个新的缩酚酸环醚类化合物 corynether C (1) 和 7个已

知缩酚酸环醚类似物: corynether B (2)、corynetherlactone A (3)、corynether A (4)、diaryl ether (5)、corynesidone C (6)、

corynesidone D (7) 和 corynesidone A (8)。采用一维和二维核磁共振谱和高分辨电喷雾质谱技术对化合物结构进行

了确证。叶片喷洒饲喂法抗稻水象甲活性评价显示, 所有供试化合物均无杀象甲活性。
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Abstract: Chemical investigation on the rice culture of Corynespora cassiicola J9, an endophyte inhabiting

in Blumea balsamifera (L.) DC. resulted in isolation of eight compounds, including a new depsidone derivative,

corynether C (1), and seven analogues, corynether B (2), corynetherlactone A (3), corynether A (4), diaryl ether

(5), corynesidone C (6), corynesidone D (7), and corynesidone A (8). Their structures were deduced based on 1D

and 2D NMR spectroscopy, and HR-ESI-MS data. All of the isolated compounds were evaluated for inhibitory

activities against Lissorhoptrus oryzophilus Kuschel by the leaf spray assay. Unfortunately, none of them showed

inhibitory effects.
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植物内生真菌 (fungal endophytes) 是指生活在健 康植物组织内部而不引起明显植物病状的真菌[1]。这

些微生物长期伴随着宿主植物进化, 扮演着各种重要

角色。植物内生真菌之间, 内生真菌与寄主植物之间, 以

及内生真菌与外界环境之间均存在复杂的信息交流和

相互作用[2], 如协助寄主植物抵御动物的取食[3], 帮助

寄主植物抑制周围其他植物的生长[4], 以及内生真菌
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协助寄主植物抵御高温等环境胁迫等[5]。近期, 刘吉开

课题组[6]从土豆内生真菌Trichothecium crotocinigenum

中发现了结构骨架新颖的单端孢霉烯类化合物, 这些

化合物具有明显的抗土豆病原菌的活性。丁刚团队[7]

从植物内生真菌Chaetosphaeronema hispidulur中分离

获得了一些大环内酯类化合物, 发现它们具有抑制植

物幼苗生长的活性。因此, 植物内生真菌是天然生物

活性化合物发现的重要源泉, 为研发抗宿主植物致病

菌、有害植物或昆虫的生物农药提供一种新途径。

植物艾纳香 [Blumea balsamifera (L.) DC.] 又名

大风艾、冰片艾 , 是海南重要特色黎药[8], 然而目前

艾纳香田间虫害严重 , 主要为入侵性害虫稻水象甲

(Lissorhoptrus oryzophilus Kuschel)。为了生物防治稻

水象甲, 同时考虑到内生真菌、寄主植物以及外界取食

动物三者之间复杂的互作关系[3,9], 本研究从植物艾纳

香中分离了多样的内生真菌, 并进行抗稻水象甲活性

筛选。一株内生真菌Corynespora cassiicola J9分离于

被稻水象甲取食的艾纳香茎伤口处, 显示了适度的抗

稻水象甲活性。进一步化学成分研究获得了 8个单体

缩酚酸环醚类化合物 (图 1)。缩酚酸环醚 (depsidone)

是由两个苔黑素 (orcinol) 单体通过酯键和醚键连接而

成的聚酮类化合物[10]。这类化合物具有广泛的生物学

活性 , 包括抗炎、抗细菌、抗真菌、抗肿瘤、抗紫外线

等[11,12]。本研究评估了这类缩酚酸环醚类化合物的杀

灭象甲活性。

结果与讨论

1 结构鉴定

化合物 1白色粉末, HR-ESI-MS给出准分子离子

峰 m/z 349.091 9 ([M+H]+, C17H17O8
+; calcd. 349.091 7),

结合 13C NMR图谱分析, 推测分子式为C17H16O8, 不饱

和度 10。1H NMR谱图分析表明该化合物含有 2个甲

基 (δH 2.27和 2.37)、1个甲氧基 (δH 3.91) 以及 3个芳香

氢 (δH 5.83、6.32和 6.35) (表 1)。13C NMR谱图显示化

合物共含有 17个碳原子, 包括 2个羰基碳 (δC 171.1和

174.8)、3个 sp3杂化碳 (δC 15.3、20.1和 52.7), 其余均为

sp2不饱和碳。HMBC谱图 (图2) 显示6'-CH3上的氢与

1'、5'和 6'位碳相关 , H-3'与 1'、2'、4'、5'、5'-COOH 上的

碳相关, 表明存在 1个 orsellinic acid类结构片段。同

时 , 在 HMBC 谱图中 , 6-CH3与 C-1、C-5 和 C-6 相关 ,

H-3与C-1、C-2、C-4、C-5和C-7相关, H-5与C-1和C-3

相关, 提示化合物中存在另 1个 orsellinic acid类似结

构片段。7-OCH3与C-1和C-7相关表明存在 1个羧酸

甲酯连接在C-1上。根据以上信息, 推测化合物1为缩

酚酸环醚类化合物。进一步通过 1D NMR 的数据比

较 , 发现化合物 1 与 corynether B (2) 结构相似[13], 其

中 1H NMR比对表明化合物 1结构相比化合物 2少了

1 个芳香氢 (δH 6.22), 推测可能被其他官能团取代。
13C NMR谱图的比对显示化合物 1比化合物 2结构中

多了 1个羧基碳 (δC 174.8)。综合以上分析, 推断化合

物 1为化合物 2在 5'位被羧基取代的类似物, 化合物 1

命名为 corynether C。

2 活性评价及讨论

叶片喷洒饲喂法测定单体化合物杀稻水象甲活性

结果显示, 化合物 1～8在 0.5 mg · mL-1的浓度下均无

杀灭稻水象甲活性。

尽管杀虫活性不理想, 然而通过分析发现本研究

获得的 8 个次生代谢产物均属于 depsidone 类型化

合物。结合文献[14], 发现此类化合物具有很强的抗氧

Figure 2 Key HMBC correlations (arrows) of 1

Figure 1 Structures of compounds 1-8
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化和清除自由基活性, 活性跟抗坏血酸相当。另外, 此

类化合物先前主要分离自地衣植物 , 具有很强的紫

外线吸收能力, 参与地衣植物应对强紫外线的保护机

制[15]。本研究以喜强光照植物艾纳香为植物材料, 从

其内生真菌 C. cassiicola J9 中获得大量 depsidone 类

化合物, 提示寄主植物艾纳香可能会通过内生真菌产

生的 depsidone类次生代谢产物来协助抵御来自太阳

光的强紫外辐射, 本研究对解释艾纳香内生真菌与寄

主植物的互作关系具有重要参考价值。

实验部分

核磁共振波谱仪 (Bruker Avance DRX-500 MHz);

高分辨质谱仪 (Waters Synapt G2, USA), Waters 2489

半制备液相色谱系统 (Waters Corporation, Milford, MA,

USA); Thermo Scientific Nicolet iS5 FT-IR红外光谱仪

(Thermo Fisher Scientific); SW-CJ-1D 洁净工作台 (江

苏苏洁净化设备厂), 葡聚糖凝胶 Sephadex LH-20 (GE

Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden); ODS-A 反相键

和硅胶 (北京慧德易科技有限责任公司); 高效液相色谱

柱YMC-Pack ODS-A (5 μm, 250 mm×10 mm), GF254薄

层硅胶板 (青岛海洋化工有限公司); 石油醚、乙酸乙

酯、氯仿、甲醇等均为分析纯 (天津市富宇精细化工有

限公司)。

植物内生真菌分离自海南黎药植物艾纳香B. bal‐

samifera (L.) DC., 植物材料于 2017 年 12 月采自农业

农村部儋州药用植物种质资源圃, 内生真菌的鉴定采

用之前报道的方法[16], 内生真菌采用 ITS序列分析鉴

定为C. cassiicola, 菌株编号为 J9, 保存在中国热带农

业科学院热带作物品种资源研究所南药研究室。

1 次生代谢产物的提取分离

1.1 菌株发酵 将目标菌株接种到 PDA平板培养基

上, 室温培养1周, 作为发酵种子。500 mL三角瓶中装

有 60 g大米, 加水 80 mL, 121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min,

获得无菌大米培养基。目标菌株发酵种子无菌条件下

切块后接种到大米培养基中, 室温静置培养 1个月, 加

入乙酸乙酯终止发酵。

1.2 提取分离 将发酵的大米培养基用乙酸乙酯提取

3次, 每次 30 min, 合并, 减压浓缩获得粗提物 (13 g)。

采用硅胶柱色谱分离, 二氯甲烷/甲醇梯度洗脱 (100/0,

99/1, …, 0/100), 根据薄层色谱检测合并, 获得 4个组

分 (F1～F4)。F2组分用甲醇溶解, 经ODS-A反相柱分

离, 分别用甲醇/水 (3∶7, 1∶0) 洗脱, 共得3个组分 (F2-1,

F2-2, F2-3), 组分F2-1甲醇溶解, 经Sephadex LH-20凝

胶柱分离, 甲醇洗脱, 薄层检测合并得3个流分 (F2-1-1,

F2-1-2, F2-1-3), F2-1-2 采用 HPLC 制备 , 以甲醇-水

(72∶28, V/V) 为流动相 , 分得化合物 2 (20 mg, tR =

26.5 min, 流速为 2 mL · min-1)、化合物 1 (20 mg, tR =

27.5 min, 流速为 2 mL · min-1) 和化合物 8 (15 mg, tR =

28.6 min, 流速为 2 mL·min-1)。F2-1-3甲醇溶解, 采用

HPLC制备, 以甲醇-水 (75∶25, V/V) 为流动相, 得化合

物 6 (30 mg, tR = 25.5 min, 流速为 2 mL · min-1) 和 7

(25 mg, tR = 31.7 min, 流速为 2 mL ·min-1)。组分 F2-2

甲醇溶解, Sephadex LH-20凝胶柱分离, 薄层检测合并

共得到 5个流分 (F2-2-1, …, F2-2-5), F2-2-2甲醇溶解,

采用HPLC制备, 以甲醇-水 (65∶35, V/V) 为流动相, 得

化合物 5 (20 mg, tR = 26.8 min, 流速为 2 mL·min-1) 和

组分F2-2-2-1 (40 mg, tR = 22 min, 流速为 2 mL·min-1),

组分F2-2-2-1以甲醇-水 (50∶50, V/V) 为流动相进行分

离, 得化合物4 (10 mg, tR = 21.8 min, 流速为2 mL·min-1)

和3 (10 mg, tR = 22 min, 流速为2 mL·min-1)。

2 菌株的鉴定

以PDA培养基上生长 3～5天的菌株为实验材料,

液氮研磨提取 DNA, 参考文献方法[16]对菌株 nrDNA

的 ITS序列进行分析, 构建系统发育树, 确定系统分类

地位。根据系统发育树, 该菌株与C.cassiicola聚类为

一支 , 因此该菌株命名为 C. cassiicola J9 (GeneBank:

MK640660) (图3)。

3 化合物结构鉴定

化合物 1 白色粉末 , HR-ESI-MS m/z 349.091 9

([M+H]+, C17H17O8
+; calcd. 349.091 7); UV (MeOH) λmax

(log ε): 211 (3.05), 250 (2.63), 301 (2.12) nm; IR υmax:

3 247, 2 977, 1 693, 1 643, 1 610, 1 459, 1 381, 1 292,

1 194, 1 155, 1 101, 1 045, 1 000, 985, 952, 878, 844,

808, 770, 743, 685, 623 cm−1。 1H NMR (CD3OD, 500

Table 1 1H (500 MHz) and 13C (125 MHz) NMR data of 1 in

CD3OD

Position
1
2
3
4
5
6
7
1'
2'
3'
4'
5'
6'

6-CH3

6'-CH3

7-OCH3

5'-COOH

δC

115.0
158.6
99.5

161.0
111.7
140.3
171.1
135.1
163.3
102.8
156.8
106.3
136.8
20.1
15.3
52.7

174.8

δH (J in Hz)

5.83, d (1.5)

6.32, d (1.5)

6.35, s

2.27, s
2.37, s
3.91, s

HMBC

1,2,4,5,7

1,3,6-CH3

1',2',4',5',5'-COOH

1,5,6
1',5',6'
1 (weak),7
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MHz) 和 13C NMR (CD3OD, 125 MHz) 数据见表1。

化合物 2 白色粉末, ESI-MS m/z 305.10 [M+H]+,
1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH: 6.31 (1H, d, J = 2.0 Hz,

H-5), 6.28 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-3'), 6.22 (1H, d, J =

2.0 Hz, H-5'), 5.87 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-3), 3.91 (3H, s,

7-OCH3), 2.27 (3H, s, 6-CH3), 2.02 (3H, s, 6'-CH3);
13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC: 172.1 (C-7), 161.8 (C-2),

159.7 (C-4), 157.0 (C-4'), 152.4 (C-2'), 140.8 (C-6), 135.5

(C-1'), 134.5 (C-6'), 116.0 (C-1), 112.3 (C-5), 110.2 (C-5'),

103.5 (C-3'), 100.4 (C-3), 53.5 (7-OCH3), 20.9 (6-CH3),

17.1 (6'-CH3)。上述波谱数据与文献[17]基本一致, 确定

化合物2为 corynether B。

化合物 3 灰色粉末, ESI-MS m/z 289.070 6 [M+

H]+ , 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH: 6.48 (1H, d, J =

2.5 Hz, H-5), 6.29 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-5'), 6.23 (1H, d,

J = 2.5 Hz, H-3'), 5.96 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-3), 5.24

(2H, s, H-8), 2.02 (3H, s, 6'-CH3);
13C NMR (125 MHz,

CD3OD) δC: 172.9 (C-7), 168.4 (C-2), 161.2 (C-4), 157.5

(C-4'), 154.4 (C-6), 152.2 (C-2'), 134.8 (C-1'), 134.4 (C-6'),

110.3 (C-5), 106.1 (C-5'), 103.8 (C-1), 103.6 (C-3'), 102.7

(C-3), 71.3 (C-8), 17.0 (6'-CH3)。上述波谱数据与文

献[17]基本一致, 确定化合物3为 corynetherlactone A。

化合物 4 棕色粉末, ESI-MS m/z 289.072 2 [M-

H] - , 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH: 6.33 (1H, d, J =

2.0 Hz, H-5), 6.28 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-5'), 6.23 (1H, d,

J = 2.5 Hz, H-3'), 5.89 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-3), 2.35

(3H, s, 6-CH3), 2.06 (3H, s, 6'-CH3);
13C NMR (125 MHz,

CD3OD) δC: 173.8 (C-7), 161.5 (C-4), 159.3 (C-2),

157.0 (C -4'), 152.3 (C-2'), 140.6 (C-6), 135.6 (C-1'),

134.6 (C -6'), 117.4 (C-1), 112.5 (C-5), 110.2 (C-5'),

103.5 (C-3'), 100.5 (C-3), 21.1 (6-CH3), 17.1 (6'-CH3)。

上述波谱数据与文献[11,17]基本一致 , 确定化合物 4为

corynether A。

化合物 5 白色粉末, ESI-MS m/z 247.06 [M+H]+,
1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH: 6.30 (1H, d, J = 2.5 Hz,

H-1), 6.25 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-5), 6.22 (1H, d, J =

2.5 Hz, H-3), 6.18 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-5'), 6.08 (1H, d,

J = 2.5 Hz, H-3'), 2.18 (3H, s, 6-CH3), 1.99 (3H, s, 6'-

CH3);
13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC:161.7 (C-2), 160.0

(C -4), 156.4 (C-4'), 152.3 (C-2'), 142.1 (C-6), 135.7

(C -1'), 134.8 (C-6'), 111.1 (C-5), 110.2 (C-5'), 108.9

(C -1), 103.3 (C-3'), 101.0 (C-3), 22.5 (6-CH3), 17.2

(6'-CH3)。上述波谱数据与文献[17]基本一致, 确定化合

物5为diaryl ether。

化合物 6 灰色粉末, ESI-MS m/z 289.07 [M+H]+,
1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH: 6.61 (1H, s, H-4),

6.46 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-7), 6.46 (1H, d, J = 2.0 Hz,

H-9), 2.36 (3H, s, 6-CH3), 2.31 (3H, s, 1-CH3);
13C NMR

(125 MHz, CD3OD) δC: 166.5 (C-11), 158.2 (C-4a), 156.4

(C -8), 152.1 (C-3), 147.0 (C-9a), 144.9 (C-5a), 143.5

(C -2), 133.0 (C-6), 130.3 (C-1), 115.5 (C-7), 114.4

(C -11a), 106.6 (C-9), 105.7 (C-4), 16.9 (6-CH3), 14.5

(1-CH3)。上述波谱数据与文献[17]基本一致 , 确定化

合物 6为 corynesidone C。

化合物 7 灰色粉末, ESI-MS m/z 317.07 [M+H]+,
1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH: 6.59 (1H, s, H-9),

6.58 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-4), 6.58 (1H, d, J = 2.0 Hz,

H-2), 2.66 (3H, s, 6-CH3), 2.40 (3H, s, 1-CH3);
13C NMR

(125 MHz, CD3OD) δC: 174.4 (- COOH), 165.3 (C-4a),

164.9 (C-3), 164.6 (C-3), 161.3 (C-8), 150.5 (C-a), 147.6

(C -1), 144.0 (C-5a), 135.3 (C-6), 117.8 (C-7), 113.9

(C -11a), 108.1 (C-9), 106.6 (C-4), 22.1 (1-CH3), 15.7

(6-CH3)。上述波谱数据与文献[17]基本一致, 确定化合

物7为 corynesidone D。

化合物 8 白色粉末, ESI-MS m/z 271.06 [M-H]-,
1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH: 6.56 (1H, d, J = 2.0 Hz,

H-4), 6.55 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2), 6.47 (1H, d, J =

2.5 Hz, H-9), 6.47 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-7), 2.40 (3H,

s, 1 -CH3), 2.37 (3H, s, 6-CH3);
13C NMR (125 MHz,

CD3OD) δC: 166.2 (C-4a), 165.8 (C-11), 164.3 (C-3),

156.5 (C -8), 147.4 (C-1), 146.9 (C-9a), 144.1 (C-5a),

133.3 (C -6), 117.5 (C-7), 115.6 (C-2), 114.1 (C-11a),

106.7 (C -4), 106.6 (C-9), 22.2 (1-CH3), 16.9 (6-CH3)。

上述波谱数据与文献[14,17]基本一致, 确定化合物 8为

corynesidone A。

Figure 3 The phylogenetic tree of the endophytic fungus C. cas‐

siicola J9
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4 活性测试

叶片喷洒饲喂试验采用 Li 等 [13]报道的方法 :

将待测化合物分别用 1% 的氮酮溶液溶解 , 获得

0.5 mg·mL-1样品溶液, 将新鲜采集的叶片喷洒样品溶

液, 挥干。取直径 9 cm的玻璃培养皿, 底部铺一层水

饱和滤纸, 将喷洒好的叶片置于滤纸上保湿, 每个培养

皿中饲喂 20只稻水象甲, 1%的氮酮溶液做空白, 实验

重复 3 次 , 24 h 后观察虫体的死亡情况 , 由于象甲具

有假死性, 以象甲肢体是否舒展以及将虫体放进水中

30 s 后是否移动作为死亡判断标准。实验结果采用

Abbot公式[18]计算矫正死亡率。
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