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摘  要：【目的】通过对猫耳衣内生菌 Elaphocordyceps sp.代谢产物的研究，以期获得结构新颖、

抗菌活性强的化合物。【方法】采用 PCR 扩增和测定 nrDNA 的 ITS (Internal transcribed spacer)

序列，在 GenBank 数据库中比对，并采用构建系统发育树的方法，确定该菌株的分类地位。采

用硅胶柱色谱、凝胶柱色谱和高效液相色谱方法进行成分分离。根据理化性质和波谱数据进行

结构鉴定。采用倍比稀释法进行抑菌活性测定。【结果】鉴定出供试菌株为地衣内生菌

Elaphocordyceps sp.。从 Elaphocordyceps sp.的发酵液中分离得到 3 个化合物，结构鉴定为麦角

甾醇、4,8-Dihydroxy-1-tetralone 和 De-O-methyldiaporthin。化合物 1–3 表现弱的抑制白色念珠

菌活性。化合物 3 具有非常强的植物毒活性(叶片敏感度：4 nmol)。化合物 3 在地衣内生菌

Elaphocordyceps sp.发酵液中的得率为 0.75 mg/L (3.2103 nmol)，远远高于其对叶片敏感度      

4 nmol。【结论】由猫耳衣内生菌 Elaphocordyceps sp.产生的 De-O-methyldiaporthin 可作为一种

微生物源除草剂。 
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Abstract: [Objective] To aquire compounds with novel structures or potent antimicrobial activities 
through research on metabolites of endolichenic fungus Elaphocordyceps sp. isolated from Leptogium 
sp.. [Methods] We confirmed taxonomy status of the endolichenic fungus by PCR amplification, 



858 微生物学通报 Microbiol. China 2014, Vol.41, No.5 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

evaluation of the ITS (internal transcribed spacer) sequence of nrDNA, sequence comparision in 
GenBank Database and construction of the phylogenetic tree. Constitutes were isolated by the gel 
column chromatography, sephadex LH-20 and HPLC methods. Structures were elucidated by 
physicochemical properties and spectral data analysis. Double dilution method was adopted to evaluate 
antifungal activity. [Results] The testing strain was identified as Elaphocordyceps sp.. Three 
compounds were isolated and purified from the fermentation of the endolichenic fungus. Their 
structures were elucidated to be ergosterol, 4,8-dihydroxy-1-tetralone and De-O-methyldiaporthin. The 
three compounds show weak inhibition on Candida albicans sc5314. De-O-methyldiaporthin exhibits 
very strong phytotoxic activity, with leaf sensitivity concentration of 4 nmol. The concentration of 
De-O-methyldiaporthin in fermentation broth of Elaphocordyceps sp. reached 0.75 mg/L       
(3.2103 nmol), much higher than the leaf sensitivity concentration of 4 nmol. [Conclusion] 
De-O-methyldiaporthin produced by the fungus of Elaphocordyceps sp. can be a microbial herbicide. 

Keywords: Endolichenic fungus, Elaphocordyceps sp., Phytotoxicity, De-O-methyldiaporthin 

地衣是自然界中藻类与真菌的特殊共生体，地

衣中除了共生菌外还有大量内生菌[1]，由于其独特

的生境，地衣已逐步成为天然药物和天然产物化学

研究的新热点。自 2007年 Paranagama等[2]首次报

道地衣内生菌化学成分至今，关于地衣内生菌的次

生代谢产物的研究主要是车永胜[3-7]、刘宏伟[8]、

Gunatilaka[9-10]、娄红祥[11]等对其报道较多，且结

构新颖、活性较好。我们拟从地衣内生菌中发现结

构新颖的化合物，为生物活性筛选和新型药物的研

发提供备选化合物。 

1  材料与方法 

1.1  主要仪器和试剂 

仪器：NMR测定为 Bruker Avance 600型核磁

共振波谱仪；质谱测定为 LTQ-Orbitrap XL 型质谱

仪(配有 ESI源；鞘气：50 arb；毛细管温度：275 °C；

辅助气：10 arb；毛细管电压：25 V；喷雾电压：

4.5 kV)。半制备液相使用 Agilent 1200 高效液相

仪，半制备柱为 Ecilipse XDB-C18，4.6 mm×    

250 cm，粒径 5 µm，PDA检测器。 

试剂：石油醚、丙酮、二氯甲烷和甲醇等均为

分析纯，高效液相用甲醇为色谱纯，薄层层析用硅

胶(GF254)、柱层析用硅胶(200–300 目)均为青岛海

洋化工厂生产，显色剂为 10% H2SO4-EtOH溶液。 

1.2  菌种鉴定和发酵液制备 

菌种由本试验室李铭从采自云南丽江老君山

的一种猫耳衣中分离出来，通过提取其 DNA，进

行 PCR 扩增其 nrDNA 的 ITS 序列，测定该菌株

nrDNA的 ITS序列，然后在 GenBank数据库中对

该株内生菌 nrDNA-ITS 序列进行相似性搜索，共

检索到同源性较高的 ITS 序列 2 条，用 ClastalX 

1.83 将检索到的 2 株已知同源性序列与该内生真

菌 nrDNA-ITS 序列进行多重序列比对，使用

MEGA 4.0的最小进化法(ME)构建系统发育树。 

该菌种接种于 PDA斜面培养基上，25 °C培养

14 d，然后用接种棒将其接种于 2个 500 mL三角

瓶中(每瓶装有 200 mL PDB培养基，pH调至 6.5，

1×105 Pa灭菌 15 min)，在 25 °C摇床上振荡培养  

7 d，转速 170 r/min，制备种子液。然后，用无菌

水将种子液调节成 106 CFU/mL的菌悬液；同时，

制备 20 瓶 PDB 培养基，用菌悬液进行接种，       

10 mL/瓶，25 °C 摇床上振荡培养 21 d，转速    

170 r/min，获得 4 L发酵液。 

1.3  提取及分离化合物 

菌株 Elaphocordyceps sp.发酵液用纱布过滤出

菌丝体，用 95%乙醇回流提取 4次，提取物过滤并

真空浓缩得乙醇浸膏，加入一定体积水悬浮，乙酸

乙酯萃取，减压浓缩至干。发酵水液用旋转蒸发仪

45 °C 减压浓缩至膏状物，加入一定体积水悬浮，

然后用乙酸乙酯萃取，减压浓缩至干。两部分乙酸

乙酯萃取物进行 TLC 检测，展开剂为 Petroleum 
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ether：Acetone (3:1，体积比)，发现菌丝体和发酵

液的乙酸乙酯萃取物化学成分基本一致，因此决定

将两部分合并进行分离，得乙酸乙酯浸膏(2.3 g)。 

该乙酸乙酯浸膏经硅胶柱色谱，以石油醚-丙酮

系统梯度洗脱(100:1至 0:100，体积比)，由 100:1 (体

积比)部分得到化合物 1 (5 mg)，将 50:1 (体积比)洗

脱部分，经 Sephadex LH-20柱层析(MeOH)，再经

半制备 HPLC (色谱条件：20 min 内 60%–90% 

MeOH梯度洗脱，流速=1.6 mL/min，tR=16 min)得

化合物 2 (2 mg)，20:1 (体积比)洗脱部分经 Sephadex 

LH-20柱层析(MeOH)，再经半制备 HPLC (色谱条

件： 20 min 内 60%–90% MeOH 梯度洗脱，        

流速=1.6 mL/min，tR=12 min)得化合物 3 (3 mg)。 

1.4  化合物 1–3 对白色念珠菌的生长抑制活性

测定 

80 °C保存的的白色念珠菌 sc5314菌株解冻

后，接种到 YEPD培养基上，30 °C培养 24 h。将

菌悬液在振荡器上振荡 15 s，用血细胞计数板计数

菌数，调整菌悬液浓度为(1–5)×106 CFU/mL。将其

用 RPMI-1640培养液稀释菌液 1 000倍，作为接种

的菌悬液。采用微量稀释法测定化合物 1–3对白色

念珠菌的抑制活性，测定时每孔中含菌量约为

(0.5–2.5)×103 CFU/mL，化合物 1–3的浓度范围为

256–32 mg/L，培养板置 30 °C培养 24 h后观察结

果，氟康唑为阳性对照，所有实验重复 3次，计算

最低抑菌浓度(MIC)。 

2  结果 

2.1  菌种鉴定结果 

通过对菌株 nrDNA 的 ITS 序列分析，其与

Elaphocordyceps inegoensis 和 Elaphocordyceps 

subsessilis 以 100%的自展支聚类为一支，命名为

Elaphocordyceps sp. (图 1)。 

2.2  结构鉴定 

由图 2可知，化合物 1：白色针晶，mp：153–  

155 °C，分子式：C28H44O，ESI-MS m/z：397 [M+H]+；
1H NMR (CDCl3，600 MHz) δH：3.67 (1H，m，H-3)，

5.59 (1H，dd，J=6.0，6.0 Hz，H-6)，5.41 (1H，m，

H-7)，0.66 (3H，s，H-18)，0.97 (3H，s，H-19)，

1.05 (3H，d，J=6.6 Hz，H-21)，5.20 (1H，m，H-22)，

5.24 (1H，m，H-23)，1.99 (1H，m，H-24)，1.41 (1H，

m，H-25)，0.86 (3H，d，J=6.0 Hz，H-26)，0.85 (3H，

d，J=6.0 Hz，H-27)。0.95 (3H，d，J=6.0 Hz，H-28)。
13C NMR (CDCl3，150 MHz) δC：39.07 (C-1)，32.00 

(C-2)，70.48 (C-3)，40.80 (C-4)，139.80 (C-5)，119.59 

(C-6)，116.28 (C-7)，141.42 (C-8)，46.23 (C-9)，37.03 

(C-10)，21.31 (C-11)，38.37 (C-12)，42.83 (C-13)，

54.56 (C-14)，23.01 (C-15)，28.33 (C-16)，55.70 

(C-17)，12.07 (C-18)，16.30 (C-19)，40.48 (C-20)，

21.12 (C-21)，131.96 (C-22)，135.58 (C-23)，42.81 

(C-24)，33.09 (C-25)，19.67 (C-26)，19.98 (C-27)，

17.63 (C-28)。将其 1H和 13C NMR数据与文献[12]

对照，基本一致，确定化合物 1为麦角甾醇。 

 

 
 

图 1  地衣内生菌 Elaphocordyceps sp.的系统发育树 
Figure 1  The phylogenetic tree of the endolichenic fungus Elaphocordyceps sp. 

注：括号里的数字为 GenBank登录号；分支点上的数字为 Bootsrap值，代表分类单位被聚在一起的几率；比例尺显示水平线的

长度，代表碱基替换数. 

Note: The numbers in the brackets are gene sequence accession numbers in GenBank; The numbers of nodes indicate bootstrap values, 
and represent the percentages of 1 000 bootstrap replications in which the taxa to the right are placed together; The scale bar represents 
the horizontal branch lengths and the number of substitutions per nucleotide position. 
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图 2  化合物 1–3 的结构 
Figure 2  Structures of compounds 1–3 

 
化合物 2：白色粉末，mp：72–73 °C，分子式：

C10H10O3，ESI-MS m/z：179 [M+H]+；以 Petroleum 

ether：Acetone (3:1，体积比)薄层展开，Rf为 0.32，

喷 10% H2SO4-EtOH加热后显单一的红色斑点。1H 

NMR (DMSO-d6，600 MHz) δH：12.40 (1H，s，

8-OH)，7.56 (1H，m，H-6)，7.08 (1H，d，J=12.0 

Hz，H-5)，6.85 (1H，d，J=6.0 Hz，H-7)，5.65 (1H，

s，4-OH)，4.75 (1H，m，H-4)，2.76 (2H，m，H-2)，

2.20 (1H，m，H-3a)，2.19 (1H，m，H-3b)。13C NMR 

(DMSO-d6，150 MHz) δC：205.18 (C-1)，35.16 (C-2)，

31.39 (C-3)，65.86 (C-4)，117.30 (C-5)，136.70 

(C-6)，115.74 (C-7)，161.34 (C-8)，148.57 (C-4a)，

114.90 (C-8a)。将 1H和 13C NMR数据与文献[13]

对 照 ， 完 全 一 致 ， 确 定 化 合 物 2 为

4,8-Dihydroxy-1-tetralone。 

化合物 3：白色粉末，分子式：C12H12O5，

ESI-MS m/z：237 [M+H]+；以 Petroleum ether：

Acetone (3:1，体积比)薄层展开，Rf为 0.2，喷 10% 

H2SO4-EtOH 加热后显单一的红色斑点。1H NMR 

(DMSO-d6，600 MHz) δH：10.97 (1H，s，8-OH)，

6.47 (1H，s，H-4)，6.30 (1H，s，H-5)，6.17 (1H，

s，H-7)，3.97 ( 1H，m，H-2′)，2.49 (2H，d，J=6.0 

Hz，H-1′)，1.12 (3H，d，J=6.0 Hz，H-3′)。13C NMR 

(DMSO-d6，150 MHz) δC：166.88 (C-1)，155.70 

(C-3)，105.83 (C-4)，103.08 (C-5)，166.08 (C-6)，

101.89 (C-7)，163.07 (C-8)，98.43 (C-9)，140.06 

(C-10)，43.07 (C-1′)，64.40 (C-2′)，23.79 (C-3′)。

将 1H和 13C NMR数据与文献[14]对照，完全一致，

确定化合物 3为 De-O-methyldiaporthin。 

2.3  生物活性测定结果 

活性测定结果表明(表 1)，化合物 1–3 均表现

弱的白色念珠菌 sc5314 抑制活性，MIC 均为    

128 mg/L。 
 

表 1  化合物 1–3 抑制白色念珠菌 sc5314 活性结果

Table 1  The MIC results of compounds 1–3 on 
candida albicans sc5314 

化合物 

Compounds 

最低抑菌浓度 

MIC (mg/L) 

1 128 

2 128 

3 128 

Fluconazole 2 

 

3  讨论 

据 文 献 [14-15] 报 道 ， 化 合 物 3 ，

De-O-methyldiaporthin 最早分离自植物病原菌

Drechslera siccans，分离率 3 mg/L，生物合成途径

研究表明De-O-methyldiaporthin是Diaporthin的去

甲基化产物，且该两种化合物同时从真菌

Aspergillus ochraceus D2306 中分离得到过。

De-O-methyldiaporthin具有非常强的植物毒活性，

其对小麦、马唐、大豆等的敏感浓度为 1 µg/L    

(4 nmol)，对刺苋和庭院杂草的敏感浓度为 8 nmol

左右，表明化合物 De-O-methyldiaporthin是一种非

常具有开发潜力的微生物源农药药源分子。本研究 

显示：化合物 De-O-methyldiaporthin从地衣内生菌
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Elaphocordyceps sp.发酵 21 d的PDB培养基发酵液

中的得率为 0.75 mg/L (3.2×103 nmol)，说明化合物

De-O-methyldiaporthin 在 地 衣 内 生 菌

Elaphocordyceps sp.发酵液中的真实含量要高于

0.75 mg/L (3.2×103 nmol)，尽管该得率(0.75 mg/L)

低 于 植 物 病 原 菌 Drechslera siccans 中

De-O-methyldiaporthin的得率(3 mg/L)，但这仍远

远高于 De-O-methyldiaporthin对小麦、马唐、大豆

等的敏感浓度 1 µg/L (4 nmol)，如果将地衣内生菌

Elaphocordyceps sp.的 PDB发酵液直接开发成微生

物源除草剂替代传统化学除草剂，将大大降低农业

生产成本，有利于绿色生态环境保护。同时，该研

究 也 进 一 步 丰 富 了 产 强 植 物 毒 素

De-O-methyldiaporthin菌株的种类。 

另外，从植物内生菌中发现潜在的药源分子，

能够为新药研发提供重要备选化合物。地衣作为自

然界一种特殊的有机体，含有大量未被认知的、亟

待开发的内生菌资源，这些内生真菌的代谢产物结

构新颖、复杂多样，具有广泛而良好的生物活性。

另外，微生物中多数代谢途径在普通培养条件下不

能表达，因此采取不同策略，如改变培养基配方或

培养条件，可以促进某些潜在基因进行表达，获得

广泛的结构新颖、活性强的化合物，为新药的研发

提供大量备选先导化合物。 
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