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扩展青霉Penicillium expansum GY618的次生代谢产物及抑制酪氨

酸酶活性研究

尹飞宇 1, 梁 盛 2, 朱前恒 3, 袁丰华 2, 黄 浩 3, 温慧玲 3*

(1. 赣南医科大学康复学院, 江西 赣州 341000; 2. 赣南医科大学基础医学院, 江西 赣州 341000; 3. 赣南医科大

学药学院, 江西 赣州 341000)

摘要 : 采用硅胶柱层析、凝胶柱层析、反相硅胶柱层析和半制备高效液相等多种分离技术对扩展青霉

Penicillium expansum GY618的大米固体发酵物进行分离纯化得到 12个化合物。经高分辨质谱(HR-ESI-MS)、核磁

共振波谱等技术, 结合与文献数据对比等方法, 鉴定为: 11-hydroxyl-penicitrinone F (1)、penicitrinone F (2)、白桦脂醇 

(3)、高根二醇 (4)、麦角甾-5,7,22E-三烯-3β-醇 (5)、(22E)-5α,8α-表二氧麦角甾-6,22-二烯-3β-醇 (6)、(22E)-5α,8α-表二

氧麦角甾-6,9,22-三烯-3β-醇 (7)、(22E,24R)-5α,8α-过氧化麦角甾-23-甲基-6,22-二烯-3β-醇 (8)、(22E,24R)-5α,8α-过

氧化麦角甾 -23-甲基 -6,9,22-三烯 -3β-醇 (9)、dankasterone A (10)、(17R)-4-hydroxy-17-methylincisterol (11) 和麦角

甾-4,6,8 (14),22-四烯-3-酮 (12)。化合物 1为新化合物, 化合物 2～4、6～12均首次从扩展青霉中分离得到。在酪氨

酸酶抑制活性评价中, 化合物 1、3、12具有一定的抑制酪氨酸酶活性。化合物 1的 IC50值为 75 ± 9 μmol·L-1, 化合物 3

和 12的 IC50值分别为 69 ± 8和 64 ± 2 μmol·L-1。其他化合物的 IC50值均 > 100 μmol·L-1。曲酸作为阳性对照 IC50值为

46 ± 4 μmol·L-1。
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Study on secondary metabolites of Penicillium expansum GY618 and 

their tyrosinase inhibitory activities

YIN Fei-yu1, LIANG Sheng2, ZHU Qian-heng3, YUAN Feng-hua2, HUANG Hao3, WEN Hui-ling3*

(1. School of Rehabilitation, Gannan Medical University, Ganzhou 341000, China; 2. School of Basic Medicine, 

Gannan Medical University, Ganzhou 341000, China; 3. School of Pharmacy, Gannan Medical University, 

Ganzhou 341000, China)

Abstract: Twelve compounds were isolated from the rice fermentation extracts of Penicillium expansum 

GY618 by silica column chromatography, Sephadex gel column chromatography, ODS column chromatography 

and semi preparative HPLC methods. They were determined as 11-hydroxyl-penicitrinone F (1), penicitrinone F (2), 

betulin (3), erythrodiol (4), ergosterol (5), ergost-5α,8α-epidioxy-6,22-dien-3β-ol (6), (5α,8α-epidioxy-(22E,24R)-

ergosta-6,9(11),22-trien-3β-ol) (7), 5α,8α-epidioxy-(22E,24R)-23-methylergosta-6,22-dien-3β-ol (8), 5α,8α-epidioxy- 

23, 24(R) -dimethylcholesta-6, 9(11), 22-trien-3β -ol (9), dankasterone A (10), (17R) -4-hydroxy-17-methylincisterol 

(11) and ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one (12), through mass spectrometer, nuclear magnetic resonance (NMR) 

and comparison with the literature. Compound 1 was a new compound and compounds 2−4, 6−12 were isolated 

from Penicillium expansum fungus for the first time. The tyrosinase inhibitory activity experiment showed that 
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compounds 1, 3 and 12 showed certain inhibitory activity against tyrosinase with IC50 values of (75 ± 9), (69 ± 8) 

and (64 ± 2) μmol·L-1, respectively. The IC50 of other compounds were all greater than 100 μmol·L-1, while IC50 of 

the positive control kojic acid was (46 ± 4) μmol·L-1.

Key words: Penicillium expansum; rice fermentation; secondary metabolite; structural identification; tyrosinase 

inhibitory activity

扩展青霉广泛存在于自然界中, 容易使植物致病, 

污染采后水果蔬菜, 导致水果腐烂等, 关于扩展青霉的

研究大部分为有关生物防治的研究[1-3]。近年来, 对扩

展青霉 (Penicillium expansum) 的化学成分也开展了一

些研究。结果表明扩展青霉的主要代谢产物有球毛壳

菌素[4]、生物碱[5-8]、聚酮[9]、倍半萜[10]和杂萜[9]等 , 代谢

产物丰富多样而且具有较好的活性, 引起化学、药学、

生物学等相关研究领域的热切关注。

酪氨酸酶又称多酚氧化酶, 是一种含铜酶, 是黑色

素合成过程中的关键限速酶, 参与黑色素合成, 与色素

沉着障碍、癌症和神经退行性疾病密切相关[11]。当酪

氨酸酶过量表达, 能促进黑色素生成的量过多, 引起人

体皮肤色素沉着性疾病[12]。因此, 抑制酪氨酸酶活性, 

可阻断黑色素合成反应链, 减少黑色素合成, 则达到美

白肌肤的效果。基于此, 酪氨酸酶抑制剂也被用于护

肤美白及色素沉着性疾病的治疗。同时, 酪氨酸酶能

有效地将某些酚类物质氧化为醌类物质, 导致水果和

蔬菜的切面褐变。因此, 酪氨酸酶抑制剂在医药、化妆

品、食品工业等领域应用广泛。但是已知的酪氨酸酶

抑制剂具有许多不良反应, 因此从天然产物中筛选开

发无毒、长期稳定的新型酪氨酸酶抑制剂尤为重要。

本研究从扩展青霉的大米固体发酵物中分离鉴定

得到12个化合物, 结构见图1。其中化合物1为新化合

物, 化合物2～4、6～12均首次从该菌种中分离得到。本

研究对分离所得的 12个化合物进行酪氨酸酶抑制活

性的筛选, 化合物 1、3、12表现出一定的抑制酪氨酸酶

活性, 其 IC50值分别为 75 ± 9、69 ± 8、64 ± 2 μmol·L-1。

其他化合物的 IC50值均大于 100 μmol·L-1, 未表现出明

显抑制酪氨酸酶的活性。

结果与讨论

1　新化合物结构鉴定

化合物 1, 常温下为黄色油状。[α]24
D  −5.6 (c 0.1, 

MeOH); UV (MeOH) λmax (logε) 245 (3.66) nm; 高分辨

质谱给出准分子离子峰 [M−H]− 223.095 7 (计算值为 

223.097 0), 可推测出其分子式为C12H16O4, 表明不饱和

度为 5。化合物 1的 1H NMR谱图显示, 化合物中含有

明显的 4个甲基 (δH 2.11、1.92、1.25、1.20), 见表 1。化

合物1的氢谱与化合物2的氢谱高度相似, 差异只是化

合物 1的氢谱中少了一个化学位移为 7.58的单峰。通

过 13C NMR、DEPT和HSQC谱图可以知道化合物 1共

存在 12个碳信号, 分别为 4个甲基、2个次甲基, 6个不

Figure 1　Chemical structures of compounds 1−12
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饱和碳 (其中 δC 184.0、187.7为羰基碳, δC 151.0、145.4、

141.7、116.8)。这与化合物 2的碳谱信号相比, 差异是

化合物 1少了一个化学位移为 160.4的碳信号。推测

化合物 2为化合物 1的甲酸酯。通过数据库检索化合

物1为新化合物。为了确证化合物1的结构, 采集了化

合物 1的系列二维谱图。从 1H-1H COSY谱 (图 2), 显

示存在 C-9/C-10/C-11/C-12 片段。HMBC 谱 (图 2) 显

示了 H3-7 与 C-4、C-6 相关 , H3-8 与 C-2、C-4 相关 , H-9

与 C-1、C-5 相关 , H3-10 与 C-6 相关 , H-11 与 C-6、C-10

相关。因此确证了化合物1的平面结构。

该化合物含有 2个手性中心C-9和C-11。通过和

具有相似手性中心的 citrinin类似物 citrinin H1、citrinin 

H2、citriquinone A 及 7-methyl-citrinin H1 的偶合常数 

(3JH-9,H-11偶合常数 = 10 Hz) 的对比, 可以推测化合物 1

中的H-9和H-11与类似化合物具有相同的相对构型。

由于化合物 1 与 7-methyl-citrinin H1 以及化合物 2 

(penicitrinone F) 均分离自Penicillium expansum GY618, 

从生源途径考虑具有相同的绝对构型, 即C-9、C-11的

绝对构型分别为 9S,11R[9,13-15]。最终将化合物 1命名为

11-hydroxyl-penicitrinone F。

2　酪氨酸酶抑制活性结果

12个化合物的酪氨酸酶抑制活性结果表明, 化合

物 1、3、12表现出一定的抑制酪氨酸酶活性, 其 IC50值

分别为75 ± 9、69 ± 8、64 ± 2 μmol·L-1。其他化合物的 IC50

值均大于 100 μmol·L-1, 未表现出明显抑制酪氨酸酶的

活性。曲酸作为阳性对照 IC50值为46 ± 4 μmol·L-1。

讨论

本研究从扩展青霉的大米固体发酵物中分离鉴

定得到 12个化合物, 其中化合物 1为新化合物, 化合

物 2～4、6～12 均首次从该菌种中分离得到 , 除化合

物 1和 2 为苯醌类化合物 , 化合物 3、4 为三萜类化合

物 , 其他化合物为甾体类化合物。甾体化合物是一类

广泛存在于动植物体内的天然化合物, 这些化合物通

常在细胞毒活性、抗炎、抗菌抑菌活性、抑制乙酰胆

碱酯酶活性等方面表现突出。本研究对分离所得的

12个化合物进行酪氨酸酶抑制活性的筛选, 发现化合

物 1 的 IC50值为 75 ± 9 μmol·L-1, 而化合物 2 的 IC50值

为 > 100 μmol·L-1。化合物 1 和 2 同为苯醌类化合物 , 

化合物 2是化合物 1的甲酸酯, 提示化合物 1侧链上的

羟基对抑制酪氨酸酶有正向作用。化合物 3～12中的

大部分化合物的 IC50值 > 100 μmol·L-1, 而化合物 3和

12 的 IC50值分别为 69 ± 8 和 64 ± 2 μmol·L-1。化合物

1、3、12具有一定的酪氨酸酶抑制剂的活性。本研究

丰富了扩展青霉次生代谢产物结构的多样性。

实验部分

AVANCE NEO 400 MHz核磁共振 (瑞士布鲁克公

司); 旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪器厂); Agilent 1100 

Series 高效液相色谱仪 (美国 Agilent 公司); BSA224S 

电子天平 (赛多利斯科学仪器有限公司); DW-HL768 

超低温冷冻储存箱 (中科美菱低温科技股份有限公

司); Perkinelmer victor nivo 酶标仪 (珀金埃尔默仪器

有限公司)。PDA培养基购自北京陆桥技术股份有限

公司; 大米培养基:使用 1 000 mL三角瓶, 装 250 g市售

食用大米, 160 mL纯净水, 121 ℃高温灭菌 30 min。酪

氨酸酶 (规格 100 KU, 上海源叶生物科技有限公司); 

L-酪氨酸 (上海泰坦科技股份有限公司); 曲酸(上海泰

坦科技股份有限公司); 色谱甲醇和乙腈 (美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司); 柱色谱硅胶GF254 (100～200和

200～300目, 安徽良臣硅源材料有限公司); 其他提取

分离所用试剂级别均为分析纯。

菌株是本课题组从北京百欧博伟生物有限公司购

买的扩展青霉, 根据菌株形态特征与 ITS测序鉴定为

Penicillium expansum, 并且命名为Penicillium expansum 

GY618, 随后在进化树中添加了 Penicillium expansum 

GY618 数据 , 在 G-BANK 注册编号为 OL598580。菌

种在斜面培养基上活化好后放入 4 ℃冰箱, 保存于赣

南医科大学江西省天然产物研究实验室。

Figure 2　1H-1H COSY and HMBC correlations of compound 1

Table 1　 The 1H (400 MHz) and 13C (100 MHz) NMR data of 

compound 1 in CDCl3

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

1

δH

2.11 (3H, s)

1.92 (3H, s)

2.90 (1H, qd, J = 7.2, 10.0 Hz)

1.20 (3H, d, J = 7.2 Hz)

4.20 (1H, qd, J = 6.1, 10.0 Hz)

1.24 (3H, d, J = 6.1 Hz)

δC

184.0

151.0

116.8

187.7

145.4

141.7

12.9

8.4

42.7

16.2

70.2

22.8
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1　真菌发酵

将菌株 Penicillium expansum GY618 接种至 PDA

平板, 放在 28 ℃恒温培养箱中培养 3天, 使菌株活化。

在 1 L 锥形瓶中加入 250 g 大米和 160 mL 水, 随后放

到立式压力蒸汽灭菌锅中以 121 ℃灭菌 30 min, 拿

出放置在洁净工作台冷却, 冷却至室温后接入活化的

3方块 (大小约 0.5 cm × 0.5 cm) 扩展青霉 (Penicillium 

expansum GY618) 菌饼接种到锥形瓶中并放置于

28 ℃的恒温环境下培养三周。

2　提取与分离

将扩展青霉的发酵产物 (50 kg大米) 在室温下用

乙醇浸泡, 浸提液减压浓缩, 反复提取 5次后得到总浸

膏。然后使用乙酸乙酯萃取7次, 得到乙酸乙酯部位浸

膏100 g。对乙酸乙酯部位用质量比1∶2与80～120目硅

胶拌样, 用石油醚−乙酸乙酯体系为洗脱液 (100∶1→
1∶1) 进行梯度洗脱 , 得到 8 个部分 (A～H)。首先对

G部分使用反相硅胶柱用甲醇水体系梯度洗脱分离得

到GA～GD四个部分。GB部分用正相硅胶柱分离得

到 4个馏分 GB1～GB4, 之后 GB2使用 Sephadex LH-20

柱分离, 以甲醇−二氯甲烷 (1∶1) 洗脱得到两个子馏分

GB21～GB22, 再用半制备型高效液相色谱对GB21纯化

后得到1 (1.0 mg) 和2 (2.6 mg)。GC部分用正相硅胶柱

分离得到 5个馏分 GC1～GC5, GC2部分使用 Sephadex 

LH-20柱分离, 以甲醇−二氯甲烷 (1∶1) 洗脱得到两个

子馏分GC21～GC22, 对GC21使用半制备型高效液相色

谱纯化后得到 3 (4.6 mg) 和 4 (3.5 mg)。GC4部分使用

Sephadex LH-20柱分离, 以甲醇−二氯甲烷 (1∶1) 洗脱

得到两个子馏分GC41～GC42, 对GC41使用半制备型高效

液相色谱纯化后得到5 (7.6 mg)、6 (2.5 mg)、7 (3.6 mg)、

8 (4.5 mg)、9 (1.6 mg) 和10 (0.5 mg)。对GC5使用半制备

型高效液相色谱纯化后得到11 (0.8 mg) 和12 (1.2 mg)。

3　结构鉴定

化合物 1, 常温下为黄色油状。[α]24
D  −5.6 (c 0.1, 

MeOH); UV (MeOH) λmax (log ε): 245 (3.66) nm; HRESI-

MS m/z: 223.095 7 [M−H] − (计算值为 223.097 0); IR 

(MeOH) νmax 2 947, 2 363, 1 014; 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3) 和
13C NMR (100 MHz, CDCl3) 数据见表1。

化合物 2, 常温下为黄色油状。[α]24
D  −10.6 (c 0.1, 

CHCl3); 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH: 5.48 (1H, dq, 

J = 12.1, 6.3 Hz, H-11), 3.05 (1H, m, H-9), 2.09 (3H, s, 

H-7), 1.91 (3H, s, H-8), 1.36 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-12), 

1.25 (3H, d, J = 7.1Hz, H-10); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3) δC: 183.0 (C-1), 151.0 (C-2), 116.6 (C-3), 187.6 

(C-4), 144.9 (C-5), 140.3 (C-6), 12.7 (C-7), 8.4 (C-8), 

40.2 (C-9), 15.6 (C-10), 73.0 (C-11), 19.2 (C-12), 160.4 

(C-13)。以上数据与文献[16]报道基本一致, 且旋光值

与文献报道的 [α]20
D  −16.3 (c 2.0, CHCl3)

[16]接近 , 因此

鉴定化合物2为penicitrinone F。

化合物 3, 白色固体 , 易溶于二氯甲烷 ; 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δH: 4.68 (1H, br s, H-29a), 4.58 (1H, 

br s, H-29b), 3.79 (1H, d, J = 10.7 Hz, H-28a), 3.32 (1H, 

d, J = 11.0 Hz, H-28b), 3.17 (1H, dd, J = 11.0, 5.1 Hz, 

H-3), 2.37 (1H, m, H-19), 1.67 (3H, s, H-30), 1.01 (3H, 

s, H-27), 0.98 (3H, s, H-26), 0.97 (3H, s, H-23), 0.83 

(3H, s, H-25), 0.76 (3H, s, H-24); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3) δC: 38.8 (C-1), 27.5 (C-2), 79.1 (C-3), 39.0 (C-

4), 55.4 (C-5), 18.4 (C-6), 34.4 (C-7), 41.0 (C-8), 50.5 

(C-9), 37.3 (C-10), 21.0 (C-11), 25.3 (C-12), 37.4 (C-

13), 42.9 (C-14), 27.2 (C-15), 29.3 (C-16), 47.9 (C-17, 

C-19), 48.9 (C-18), 150.6 (C-20), 29.9 (C-21), 34.1 (C-

22), 28.1 (C-23), 15.5 (C-24), 16.2 (C-25), 16.1 (C-26), 

14.9 (C-27), 60.7 (C-28), 109.8 (C-29), 19.2 (C-30)。以

上数据与文献[17-20]报道基本一致, 鉴定化合物 3为白桦

脂醇。

化合物 4, 白色固体 , 易溶于二氯甲烷 : 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δH: 5.19 (1H, t, J = 3.7 Hz), 3.55 

(1H, d, J = 10.9 Hz), 3.22 (1H, m), 3.20 (1H, m), 1.16 

(3H, s), 0.99 (3H, s), 0.94 (3H, s, 0.93 (3H, s), 0.89 

(3H, s), 0.87 (3H, s), 0.79 (3H, s); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3) δC: 38.7 (C-1), 27.4 (C-2), 79.2 (C-3), 38.9 (C-

4), 55.3 (C-5), 18.5 (C-6), 32.7 (C-7), 39.9 (C-8), 47.7 

(C-9), 37.1 (C-10), 23.7 (C-11), 122.5 (C-12), 144.2 (C-

13), 41.9 (C-14), 25.7 (C-15), 22.1 (C-16), 37.1 (C-17), 

42.5 (C-18), 46.6 (C-19), 31.1 (C-20), 34.29 (C-21), 

31.2 (C-22), 28.2 (C-23), 15.7 (C-24), 15.7 (C-25), 16.9 

(C-26), 26.1 (C-27), 69.9 (C-28), 33.3 (C-29), 23.9 (C-

30)。以上数据与文献[21-24]报道基本一致, 故鉴定化合

物4为高根二醇。

化合物 5, 白色固体 , 易溶于二氯甲烷 ; 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δH: 5.56 (1H, dd, J = 5.7, 2.5 Hz, H-

6), 5.38 (1H, m, H-7), 5.19 (2H, m, H-22, H-23), 3.63 

(1H, m, H-3), 2.46 (1H, m, H-4a), 2.28 (1H, m, H-4b), 

1.03 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-21), 0.94 (3H, s, H-19), 0.91 

(3H, d, J = 6.9 Hz, H-28), 0.83 (3H, d, J = 6.4 Hz, 

H-27), 0.81 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-26), 0.62 (3H, s); 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δC: 38.5 (C-1), 32.1 (C-2), 

70.6 (C-3), 40.9 (C-4), 139.9 (C-5), 119.7 (C-6), 116.4 

(C-7), 141.5 (C-8), 46.4 (C-9), 37.2 (C-10), 21.2 (C-11), 

39.2 (C-12), 43.0 (C-13), 54.7 (C-14), 23.1 (C-15), 28.4 

(C-16), 55.8 (C-17), 12.2 (C-18), 16.4 (C-19), 40.6 (C-
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20), 21.2 (C-21), 132.1 (C-22), 135.7 (C-23), 43.0 (C-

24), 33.2 (C-25), 19.8 (C-26), 20.1 (C-27), 17.8 (C-28)。

以上数据与文献[25-27]报道的麦角甾-5,7,22E-三烯-3β-

醇数据基本一致, 故鉴定化合物5为麦角甾-5,7,22E-三

烯-3β-醇。

化合物 6, 白色固体 , 易溶于二氯甲烷 ; 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δH: 6.50 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-7), 

6.24 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-6), 5.24 (1H, dd, J = 15.2, 

7.6 Hz, H-22), 5.13 (1H, dd, J = 15.1, 8.0 Hz, H-23), 3.96 

(1H, m, H-3), 0.99 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-21), 0.90 (3H, 

d, J = 6.6 Hz, H-28), 0.88 (3H, s, H-19), 0.83 (3H, d, J = 

6.6 Hz, H-27), 0.81 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-26), 0.82 (3H, 

s, H-18); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δC: 34.8 (C-1), 

30.2 (C-2), 66.5 (C-3), 37.0 (C-4), 82.3 (C-5), 135.5 (C-

6), 130.8 (C-7), 79.6 (C-8), 51.2 (C-9), 37.1 (C-10), 20.7 

(C-11), 39.4 (C-12), 44.7 (C-13), 51.8 (C-14), 23.5 (C-

15), 28.8 (C-16), 56.3 (C-17), 13.0 (C-18), 18.3 (C-19), 

39.9 (C-20), 19.8 (C-21), 132.4 (C-22), 135.3 (C-23), 

42.9 (C-24), 33.2 (C-25), 20.1 (C-26), 21.0 (C-27), 17.7 

(C-28)。以上数据与文献[28]报道基本一致, 故鉴定化

合物6为 (22E)-5α,8α-表二氧麦角甾-6,22-二烯-3β-醇。

化合物 7, 白色固体 , 易溶于二氯甲烷 ; 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δH: 6.59 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-7), 6.28 

(1H, d, J = 8.5 Hz, H-6), 5.43 (1H, dd, J = 6.1, 2.0 Hz, 

H-11), 5.24 (1H, dd, J = 15.2, 7.6 Hz, H-22), 5.13 (1H, 

dd, J = 15.1, 8.0 Hz, H-23), 4.01 (1H, m, H-3), 1.09 (3H, 

s, H-19), 1.00 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-21), 0.91 (3H, d, J = 

6.8 Hz, H-28), 0.82 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-26), 0.81 (3H, d, 

J = 6.6 Hz, H-27), 0.73 (3H, s, H-18); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3) δC: 32.7 (C-1), 30.7 (C-2), 66.5 (C-3), 36.2 (C-4), 

82.8 (C-5), 135.6 (C-6), 130.9 (C-7), 78.5 (C-8), 142.6 

(C-9), 38.1 (C-10), 119.9 (C-11), 41.3 (C-12), 43.7 (C-

13), 48.3 (C-14), 21.0 (C-15), 28.8 (C-16), 56.0 (C-17), 

13.1 (C-18), 25.7 (C-19), 40.0 (C-20), 20.8 (C-21), 

132.6 (C-22), 135.2 (C-23), 42.9 (C-24), 33.2 (C-25), 

19.8 (C-26), 20.1 (C-27), 17.7 (C-28)。以上数据与文

献[28]报道基本一致, 故鉴定化合物 7为 (22E)-5α,8α-表

二氧麦角甾-6,9,22-三烯-3β-醇。

化合物 8, 白色固体 , 易溶于二氯甲烷 ; 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δH: 6.51 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-7), 6.25 

(1H, d, J = 8.5 Hz, H-6), 4.88 (1H, dd, J = 9.6, 1.6 Hz, 

H-22), 3.97 (1H, m, H-3), 1.50 (3H, d, J = 1.3 Hz, H-29), 

0.93 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-28), 0.92 (3H, d, J = 6.6 Hz,

H-21), 0.89 (3H, s, H-19), 0.84 (3H, s, H-18), 0.83 (3H, 

d, J = 6.6 Hz, H-26), 0.78 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-27); 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δC: 34.8 (C-1), 30.2 (C-2), 

66.6 (C-3), 37.0 (C-4), 82.3 (C-5), 135.6 (C-6), 130.9 (C-

7), 79.6 (C-8), 51.2 (C-9), 37.1 (C-10), 20.8 (C-11), 39.5 

(C-12), 44.7 (C-13), 51.8 (C-14), 23.5 (C-15), 28.1 (C-

16), 57.1 (C-17), 13.1 (C-18), 18.3 (C-19), 34.2 (C-20), 

20.7 (C-21), 131.2 (C-22), 135.9 (C-23), 50.3 (C-24), 

30.9 (C-25), 20.2 (C-26), 21.9 (C-27), 17.1 (C-28), 13.3 

(C-29)。以上数据与文献[29,30]报道基本一致, 故鉴定化

合物 8 为 (22E,24R)-5α,8α-过氧化麦角甾-23-甲基-6,

22-二烯-3β-醇。

化合物 9, 白色固体 , 易溶于二氯甲烷 ; 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δH: 6.59 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-7), 6.29 

(1H, d, J = 8.5 Hz, H-6), 5.43 (1H, dd, J = 6.0, 2.0 Hz, 

H-11), 4.89 (1H, d, J = 9.6 Hz, H-22), 4.01 (1H, m, H-

3), 1.51 (3H, d, J = 1.3 Hz, H-29), 1.08 (3H, s, H-19), 

0.93 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-28), 0.91 (3H, d, J = 6.6 Hz, 

H-21), 0.83 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-26), 0.78 (3H, d, J = 

6.6 Hz, H-27), 0.76 (3H, s, H-18); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3) δC: 32.7 (C-1), 30.7 (C-2), 66.5 (C-3), 36.2 (C-

4), 82.8 (C-5), 135.6 (C-6), 130.9 (C-7), 78.5 (C-8), 

142.6 (C-9), 38.1 (C-10), 119.9 (C-11), 41.3 (C-12), 43.7 

(C-13), 50.3 (C-14), 21.0 (C-15), 28.1 (C-16), 56.8 (C-

17), 13.2 (C-18), 25.7 (C-19), 34.4 (C-20), 20.5 (C-21), 

131.1 (C-22), 136.1 (C-23), 48.3 (C-24), 30.9 (C-25), 

20.2 (C-26), 21.9 (C-27), 17.1 (C-28), 13.4 (C-29)。以

上数据与文献[31,32]报道基本一致 , 故鉴定 9 为 (22E,

24R)-5α,8α-过氧化麦角甾-23-甲基-6,9,22-三烯-3β-醇。

化合物 10, 白色固体, 易溶于二氯甲烷; 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δH: 6.36 (1H, s, H-4), 5.26 (2H, m, H-

22, 23), 1.26 (3H, s, H-19), 1.08 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-

21), 0.97 (3H, s, H-18), 0.90 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-28), 

0.82 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-27), 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz, 

H-26); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δC: 39.0 (C-1), 34.5 

(C-2), 199.3 (C-3), 126.6 (C-4), 156.2 (C-5), 200.2 (C-

6), 40.9 (C-7), 62.3 (C-8), 49.5 (C-9), 36.1 (C-10), 25.2 

(C-11), 38.4 (C-12), 54.2 (C-13), 215.0 (C-14), 38.1 (C-

15), 23.3 (C-16), 49.4 (C-17), 17.2 (C-18), 24.1 (C-19), 

37.3 (C-20), 23.8 (C-21), 132.4 (C-22), 135.2 (C-23), 

43.4 (C-24), 33.2 (C-25), 19.8 (C-26), 20.2 (C-27), 17.7 

(C-28)。以上数据与文献[33]报道基本一致, 故鉴定化

合物10为dankasterone A。

化合物 11, 无色油状, 易溶于二氯甲烷; 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δH: 5.62 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-2), 

5.25 (1H, d, J = 7.3, 15.1 Hz, H-15), 5.17 (1H, d, J = 

8.3, 15.3 Hz, H-16), 1.03 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-14), 0.92 
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(3H, d, J = 6.8 Hz, H-21), 0.84 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-

20), 0.82 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-19), 0.60 (3H, s, H-12); 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δC: 171.4 (C-1), 112.4 (C-

2), 170.8 (C-3), 105.3 (C-4), 35.4 (C-5), 35.2 (C-6), 49.0 

(C-7), 50.5 (C-8), 21.5 (C-9), 29.0 (C-10), 55.4 (C-11), 

11.9 (C-12), 40.3 (C-13), 21.2 (C-14), 134.8 (C-15), 

133.0 (C-16), 43.0 (C-17), 33.2 (C-18), 19.8 (C-19), 

20.1 (C-20), 17.7 (C-21)。以上数据与文献[34]报道基本

一致, 故鉴定化合物 11为 (17R)-4-hydroxy-17-methyl‐

incisterol。

化合物12, 黄色的粉末, 易溶于二氯甲烷; 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δH: 6.60 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-7), 6.03 

(1H, d, J = 9.5 Hz, H-6, 5.73 (1H, s, H-4), 5.23 (2H, dd, 

J = 10.2, 7.3 Hz, H-22, 23), 1.05 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-

21), 0.99 (3H, s, H-19), 0.96 (3H, s, H-18), 0.93 (3H, d, 

J = 6.8 Hz, H-28), 0.84 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-27), 0.82 

(3H, d, J = 6.8 Hz, H-26); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) 

δC: 34.3 (C-1), 34.3 (C-2), 199.7 (C-3), 123.1 (C-4), 124.6 

(C-5), 124.6 (C-6), 134.2 (C-7), 164.5 (C-8), 44.5 (C-9), 

36.9 (C-10), 19.1 (C-11), 35.7 (C-12), 44.1 (C-13), 156.2 

(C-14), 25.5 (C-15), 27.9 (C-16), 55.8 (C-17), 19.1 (C-

18), 16.8 (C-19), 39.4 (C-20), 21.4 (C-21), 135.2 (C-22), 

132.7 (C-23), 43.0 (C-24), 33.2 (C-25), 20.1 (C-26), 

19.8 (C-27), 17.8 (C-28)。以上数据与文献[35,36]报道基

本一致 , 故鉴定化合物 12 为麦角甾 -4,6,8(14),22-四

烯-3-酮。

4　抑制酪氨酸酶的活性测定

以曲酸为阳性对照, 参照Mikayoulou等[37]的方法

并结合 Chen[38]的方法测定化合物抑制酪氨酸酶的

活性。将 L-酪氨酸用 PBS 缓冲溶液配制成浓度为

552 μmol·L-1的溶液。将酪氨酸酶用 PBS缓冲液配制

成 100 U·mL-1的溶液。用乙醇将化合物和曲酸配制成

初始浓度为 1 000 μmol·L-1的溶液, 倍比稀释成一系列

浓度 , 分别为 500、250、125、62.5 μmol·L-1。试验分为

样品溶液组和空白溶液组。在 96孔板中总体系液为

200 μL, 其中 20 μL样品溶液, 40 μL L-酪氨酸、40 μL酪

氨酸酶溶液和100 μL PBS缓冲溶液。样品溶液组分别

加入40 μL L-酪氨酸、20 μL样品溶液、100 μL PBS缓冲

溶液和 40 μL酪氨酸酶溶液。空白溶液组则用PBS替

代样品溶液的加入。按照上述顺序加完后, 在 492 nm

下测定孵育前的吸光度值; 37 ℃恒温箱中孵育 25 min, 

在 492 nm 下测定孵育后的吸光度值。抑制率 (%) = 

[(A−B)−(C−D)]/(A−B)×100。其中A为空白溶液孵育后

的吸光度, B为空白溶液孵育前的吸光度, C为样品溶

液孵育后的吸光度, D为样品溶液孵育前的吸光度。

5　统计学分析

实验数据采用SPSS 16.0软件进行统计分析, 所有

实验数据以三个独立实验的平均值 ± 标准差 (
-
x ± s) 表

示, 两组间数据的比较采用单因素方差分析 (ANOVA) 

和 Dunnett比较检验进行差异分析, 当 P < 0.05时, 差

异具有统计显著性。
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