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摘  要：本研究对分离自星点梅衣属地衣 Punctelia sp.的一株内生真菌蔡氏轮层炭壳菌 Daldinia childiae

进行大米固体发酵培养，乙酸乙酯萃取发酵产物，采用硅胶柱色谱法、重结晶等方法分离纯化次生代谢

产物，结合核磁共振波谱与质谱技术对单体化合物进行结构解析，运用 DPPH 法测定化合物的自由基清

除能力。结果分离得到 8 个化合物，分别鉴定为 4-hydroxy-benzeneethanol（1）、4-methoxy-5-car- 

bomethoxy-6-pentyl-2H-pyran-2-one（2）、1-(2,6-dihydroxyphenyl)butan-1-one（3）、8-methoxy-1-naphthol

（4）、1,8-dimethoxynaphthalene（5）、methyl 2-undecenoate-3-undecanoate-cyclohexyl-1,4-dienyl ester（6）、

uracil（7）和 acetic acid（8），化合物 1、6 和 8 均首次从轮层炭壳菌属 Daldinia 中分离得到；化合物 4

在浓度为 3mg/mL 时具有较强的自由基清除活性，化合物 3 和 5 具有轻微的自由基清除能力。本研究为

进一步挖掘轮层炭壳菌属的代谢产物奠定基础。 
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Abstract: The endolichenic fungus Daldinia childiae isolated from Punctelia sp. was cultivated by 
rice solid medium and the fermentative product was extracted with ethyl acetate. The secondary 
metabolites purified by the method of silica gel column chromatography and recrystallization 
were identified by combining nuclear magnetic resonance spectroscopy with mass spectrometry. 
The free radical scavenging ability of the compounds was determined by DPPH method. Eight 
compounds were isolated from Daldinia childiae, and they were determined as 4-hydroxy- 
benzeneethanol(1), 4-methoxy-5-car-bomethoxy-6-pentyl-2H-pyran-2-one(2), 1-(2,6-dihydroxyphenyl) 
butan-1-one(3), 8-methoxy-1-naphthol(4), 1,8-dimethoxynaphthalene(5), methyl 2-undecenoate- 
3-undecanoate-cyclohexyl-1,4-dienyl ester(6), uracil(7) and acetic acid (8). The compounds 1, 6 
and 8 were isolated from the genus of Daldinia for the first time. The compound 4 under 
concentration of 3mg/mL showed siginificant activity of free radical scavenging. The compound 3 
and 5 exhibited slight free radical scavenging ability. 
Key words: Daldinia, extraction, separation, identification 
 

微生物作为天然产物的重要源泉，在自

然界中分布广泛，包括真菌、细菌、病毒，

以及一些小型的原生生物、显微藻类等生物

群体，在进化过程中可以产生大量结构新颖

多变的代谢产物，是一个巨大的分子宝库

（张勇慧 2018）。地衣是地衣型真菌和绿藻

或蓝细菌的结合，菌类从藻类获得光合作用

制造的有机物，藻类则依靠菌类提供水、无

机盐和二氧化碳，彼此结成特殊的互惠共生

关系（彭霄鹏和温仕良 2019）。除了共生真

菌伴侣外，地衣体中还存在内生真菌，它们

是一大类之前被忽略的真菌类群，生活在内

髓层部位，不引起明显病理症状（元超等

2019）。近年来的研究显示，地衣内生真菌

作为隐藏在地衣体内的微生物仓库，其发酵

产物具有丰富的化学结构多样性，是新颖化

合物的重要来源（Yang et al. 2018）。 
轮层炭壳菌属 Daldinia，隶属于子囊菌

门 Ascomycota，核菌纲 Pyrenomycetes，炭

角菌目 Xylariales，炭角菌科 Xylariaceae，是

一类重要的木材腐朽菌，最早于 1863 年被

发现（Cesati & De 1863）。据报道，轮层炭

壳菌属 Daldinia 内生真菌能够产生多种结构

新颖的次级代谢产物（梅荣清等 2019），例

如从该属真菌中发现具有新型结构的四氢

萘酮类（Liao et al. 2019）、色原酮类（Luo et 
al. 2018）、萘醌类（Kamauchi et al. 2018）、
细胞松弛素类（Yang et al. 2018）、异香豆素

类（Quang et al. 2013）等化合物，使其成

为天然产物化学研究的新热点之一；但这些



 

周璇 等 /一株地衣内生真菌Daldinia childiae的化学成分 Research paper 
 

菌物学报 42 

内生真菌大多从植物中分离得到，从地衣中

分离得到轮层炭壳菌属 Daldinia 内生真菌的

相关报道较少。 
本课题组首次从一星点梅衣属地衣

Punctelia sp.中分离了一株轮层炭壳菌属内

生真菌蔡氏轮层炭壳菌 Daldinia childiae，为

了进一步挖掘 D. childiae 次级代谢产物，本

研究对其固体发酵产物进行了初步研究，已

期为开发该属菌株可能存在的应用价值奠

定基础。 

1 材料与方法 
1.1 供试材料 
1.1.1 菌株：星点梅衣属地衣 Punctelia sp.于
2018年3月采集自贵州省都匀市斗篷山景区，

从中分离获得一株内生真菌，标本号为

DPS-165-9，结合形态特征并在 GenBank 中通

过 ITS 序列比对，鉴定为蔡氏轮层炭壳菌

Daldinia childiae（GenBank 号：MT139887）。
该菌株现保存于中国科学院微生物研究所菌

物保藏中心（CGMCC），保存编号 CGMCC No. 
17469，菌种 PDA 斜面保藏于 4℃冰箱。 
1.1.2 培养基：PDA 培养基用于地衣内生真

菌的分离纯化，PDB 培养基用于菌株的孵育，

大米固体培养基用于菌株的发酵培养。PDA
培养基配方：马铃薯 200g，葡萄糖 20g，琼

脂 15g，蒸馏水 1 000mL，pH 自然；其配方

中不加入琼脂，即得 PDB 培养基。 
1.1.3 主要试剂和仪器：石油醚、二氯甲烷、

乙酸乙酯、四氢呋喃等有机试剂（分析纯，

天津富宇精细化工有限公司）；GF254 薄层色

谱硅胶板，柱层析硅胶（100–200 目，300–400
目）（青岛海洋化工厂），DPPH（1,1-二苯基

-2-三硝基苯肼，C18H12N5O6）和维生素 C（上

海源叶生物科技有限公司）。 
SW-CJ-IDLRH-250 型立式单人净化工作

台购自苏州净化设备有限公司；TS-2102C 型

恒温振荡培养箱购自上海天呈科技有限公

司；BXM-30R 型压力蒸汽灭菌锅购自上海博

迅实业有限公司医疗设备厂；EYELA-N-110
型旋转蒸发仪购自日本东京理化器械株式

会社；Agilent DD2400-MR 型核磁共振仪购自

美国 Agilent 公司；ZF-7 型三相紫外分析仪购

自上海嘉鹏科技有限公司；Agilent 6210 
ESI/TOF 型质谱仪购自美国 Agilent 公司；多功

能酶标仪购自赛默飞世尔科技有限公司。 
1.2 方法 
1.2.1 菌株的活化与种子液的培养：将保存

在 PDA 斜面的菌株接种至 PDA 平板上，

25℃培养 4d，活化 2–3 代；用接种棒将活

化菌株接种于 15 个 250mL 锥形瓶中（每瓶

装有 100mL PDB 培养基，121℃高压蒸汽灭

菌 20min），在室温摇床上振荡培养 4d，转

速 150r/min，获得种子液。 
1.2.2 菌株的发酵：配制大米固体培养基 60
瓶（500mL 三角瓶，70g 大米，200mL 水，

3.5g 葡萄糖），121℃高压蒸汽灭菌 20min，
冷却至室温备用；在无菌条件下，每瓶接种

20mL 种子液，室温下静置培养 30d。 
1.2.3 菌株的提取与分离：将静置培养 30d
的菌株发酵物捣碎后，乙酸乙酯浸泡过夜，

提取 3 次，合并滤液，减压浓缩，获得粗提

物 20.0g。粗提物以石油醚/乙酸乙酯系统

（100/0，100/10，100/20，100/50，50/100，
0/100，V/V）为溶剂进行梯度洗脱，得到 6
个粗组分（Fr.1–Fr.6）。Fr.1 经硅胶柱层析，

石油醚洗脱得化合物 4（1.3g）和组分 Fr.1-1，
Fr.1-1 采用重结晶的方法得到化合物 5
（1.0g）；Fr.2 用硅胶柱层析（石油醚:二氯甲

烷=1:1，V/V）等度洗脱得化合物 6（159.4mg）；
Fr.3 经硅胶柱层析，二氯甲烷洗脱得化合物

2（7mg），用硅胶柱层析（石油醚:二氯甲烷
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=1:1，V/V）等度洗脱得化合物 3（28.1mg）；
Fr.4 用硅胶柱层析（石油醚:乙酸乙酯=2:1，
V/V）等度洗脱得化合物 1（35.7mg）；Fr.5
用硅胶柱层析（石油醚:乙酸乙酯=3:1，V/V）
等度洗脱得组分 Fr.5-1，Fr.5-1 再经过硅胶

柱层析（石油醚:四氢呋喃=1:1，V/V）洗脱

得化合物 8（50.0mg）；Fr.6 用硅胶柱层析（石

油醚:乙酸乙酯=1:1，V/V）等度洗脱得化合

物 Fr.6-1，Fr.6-1 再经过硅胶柱层析（石油

醚 :四氢呋喃=1:1，V/V）洗脱得化合物 7
（25.0mg）。 
1.2.4 自由基清除活性实验：（1）反应液的

配制：称取 4mg DPPH 用甲醇溶解并定容于

50mL 容量瓶中得 DPPH 储备液，4℃冰箱避

光保存。取 DPPH 储备液 15mL 置于 25mL
容量瓶，用甲醇稀释至刻度，摇匀，避光静

置，得 DPPH 工作液。（2）样品溶液和 Vc 溶
液的配制：用微量移液器吸取 1mL 甲醇溶解

称量好的 3mg 各样品及 Vc，采用二倍稀释法

对初始浓度的样品和 Vc 进行稀释得到 5个浓

度梯度的样品溶液和 Vc 溶液。（3）吸光度

值的测定：参考李媛媛等（2017）的方法，

加以适当修改。在 96 孔板中依次加入 200μL 
DPPH 工作液和 5μL 不同浓度的样品溶液和 Vc
溶液，充分混匀，室温下测定波长 517nm 处

的吸光度，对照组用甲醇代替样品溶液。按照

计算公式：清除率（%）=[(A对照组-A样品组)/A对照组]× 
100，对所得的数据进行处理分析。 

2 结果与分析 
对蔡氏轮层炭壳菌 Daldinia childiae 进

行大米固体发酵培养，通过硅胶柱色谱和

重结晶的方法对乙酸乙酯提取物进行分离

纯化，得到 8 个单体化合物（图 1），分别

鉴定为： 4-hydroxy-benzeneethanol（1）、
4-methoxy-5-car-bomethoxy-6-pentyl-2H-pyra

n-2-one（2）、1-(2,6- dihydroxyphenyl)butan-1- 
one（3）、8-methoxy-1-naphthol（4）、1,8- 
dimethoxynaphthalene（5）、methyl 2-undece 
noate-3-undecanoate--cyclohexyl-1,4-dienyl ester
（6）、uracil（7）和 acetic acid（8）。 

 

 
 

图 1 化合物 1–8 的结构 
Fig. 1 The structures of compounds 1–8. 

 

2.1 化合物 1 的结构鉴定 
黄色液体；1H-NMR（400MHz，CD3OD）

δ：7.01（2H，dd，J=8.4，2.0Hz，H-2′，6′），
6.69（2H，dd，J=8.4，2.0Hz，H-3′，5′），3.66
（2H，t，J=7.2Hz，H-1），2.72（2H，t，J=7.2Hz，
H-2）；13C-NMR（100MHz，CD3OD）δ：155.3
（s，C-4′），131.2（s，C-1′），131.0（d，C-2′，
6′），114.7（d，C-3′，5′），63.2（t，C-1），38.0
（t，C-2）。以上数据与袁莉等（2016）的报

道基本一致，故化合物 1 鉴定为 4-hydroxy- 
benzeneethanol。 
2.2 化合物 2 的结构鉴定 

黄色油状；HR-ESI-MS m/z 255.1232[M+H]＋，
277.1052[M+Na]＋。1H-NMR（400MHz，CDCl3）
δ：5.43（1H，s，H-3），3.81（3H，s，4-OCH3），

3.83（3H，s，12-OCH3），2.50（2H，t，J=7.6Hz，
H-7），1.67（4H，dd，J=7.2，4.4Hz，H-8，H-9），
1.29（2H，m，H-10），0.86（3H，t，H-11）；
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13C-NMR（100MHz，CDCl3）δ：168.3（C-4），
167.0（C-6），164.5（C-12），163.1（C-2），
108.8（C-3），87.9（C-5），56.7（4-OCH3），

52.9（12-OCH3），32.6（C-7），31.4（C-8），
27.2（C-9），22.4（C-10），14.1（C-11）；HMBC
谱中，H-7 与 C-6 相关，-OCH3 与 C-4 相关，

-OCH3 与 C-12 相关，以上数据与 Quang et al.
（2002）的报道基本一致，故化合物 2 鉴定为

4-methoxy-5-car-bomethoxy-6-pentyl-2H-pyran- 
2-one。 
2.3 化合物 3 的结构鉴定 

黄色粉末；1H-NMR（400MHz，CDCl3）δ：
9.80（2H，s，Ar-OH）6.38（2H，d，J=8.0Hz，
H-4，H-6），7.22（1H，dd，H-5），3.10（2H，t，
J=7.2Hz，H-2′），1.79（2H，m，J=7.2Hz，H-3′），
0.98（3H，t，H-4′）；13C-NMR（100MHz，CDCl3）
δ：207.9（C-1′），161.2（C-1，C-3），135.7（C-5），
110.0（C-2），108.3（C-4，C-6），46.7（C-2′），
17.8（C-3′），13.9（C-4′）。以上数据与 Dai et al.
（2006）的报道基本一致，故化合物 3 鉴定为

1-(2,6-dihydroxyphenyl)butan- 1-one。 
2.4 化合物 4 的结构鉴定 

白色固体；1H-NMR（400MHz，CDCl3）δ：
9.37（1H，s，1-OH），7.41（1H，d，J=8.3Hz，
H-4），7.36-7.28（3H，m，H-3，H-5，H-6），
6.95（1H，d，J=7.5Hz，H-7），6.63（1H，d，
J=8.0Hz，H-2），4.13（3H，s，8-OCH3）；

13C-NMR
（100MHz，CDCl3）δ：156.0（C-8），154.5
（C-1），136.7（C-4a），127.6（C-3），125.6
（C-6），121.6（C-5），118.7（C-4），114.9
（C-8a），110.3（C-2），103.7（C-7），55.7
（8-OCH3）。以上数据与李冬利等（2011）的

报道基本一致，故化合物 4 鉴定为 8-methoxy- 
1-naphthol。 
2.5 化合物 5 的结构鉴定 

无色针晶；1H-NMR（400MHz，CDCl3）

δ：7.37（2H，dd，J=8.2，1.4Hz，H-4，H-5），
7.35（2H，dd，J=8.2，8.2Hz，H-3，H-6），
6.84（2H，dd，J=8.2，1.4Hz，H-2，H-7），
3.97（6H，s，1-OCH3，8-OCH3）；

13C-NMR
（100MHz，CDCl3）δ：157.3（C-1，C-8），
137.6（C-4a），126.5（C-3，C-6），121.0（C-4，
C-5），117.8（C-8a），106.5（C-2，C-7），56.6
（1-OCH3，8-OCH3）。以上数据与黄华容等

（2005）的报道基本一致，故化合物 5 鉴定

为 1,8-dimethoxynaphthalene。 
2.6 化合物 6 的结构鉴定 

淡绿色油状；HR-ESI-MS m/z 459.2049[M-H]-。
1H-NMR（400MHz，CDCl3）δ：5.28（5H，m，

H-1，H-4，H-5，H-9′′，H-10′′），5.21（1H，
s，H-3），4.25（2H，dd，J=7.6Hz，H-1′′′），
1.24-2.24（34H，m，17×CH2），0.85（6H，
m，10′′-CH3，10′-CH3）；

13C-NMR（100MHz，
CDCl3）δ：173.2（C-1′′），172.8（C-1′），
128.1-130.0（C-1，C-2，C-4，C-5，C-9′′，C-10′′），
69.0（C-1′′′），62.2（C-3），22.6-34.0（17C，
17×CH2），14.1（10′′-CH3，10′-CH3）。结合李

千会和徐德平等（2018）的描述，化合物 6
鉴定为 methyl 2-undecenoate-3-undecanoate- 
cyclohexyl-1,4-dienyl ester。 
2.7 化合物 7 的结构鉴定 

白色结晶；1H-NMR（400MHz，DMSO-d6）

δ：10.93（1H，s，H-1），10.72（1H，s，H-3），
5.35（1H，d，J=7.6Hz，H-5），7.38（1H，d，
J=7.6Hz，H-6）；13C-NMR（100MHz，DMSO-d6）

δ：164.4（C-4），151.6（C-2），142.3（C-6），
100.6（C-5）。以上数据与 Wei et al.（2017）
的报道基本一致，故化合物 7 鉴定为 uracil。 
2.8 化合物 8 的结构鉴定 

白色结晶；1H-NMR（400MHz，DMSO-d6）

δ：12.06（1H，s，-OH），2.33（3H，s，-CH3）；
13C-NMR（100MHz，DMSO-d6）δ：174.0（C-1），
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29.1（C-2）。结合以上数据及王素娟和裴月湖

（2000）的描述，化合物 8 鉴定为 acetic acid。 
2.9 自由基清除活性实验 

通过抗氧化活性实验发现，化合物 3，4，
5 对 DPPH 自由基有一定的清除能力。化合

物 4 和 Vc 的浓度越高，对 DPPH 自由基的清

除率越大，即清除能力越强，且影响显著；

当质量浓度为 3.0mg/mL 时，化合物 4 对

DPPH 自由基的清除率达到最大值，为 64%，

可能与结构中的酚羟基有关，化合物 3 和化

合物 5 对 DPPH 自由基的清除率相对较弱

（图 2）。 
 

 
 

图 2 化合物对 DPPH 自由基的清除率 
Fig. 2 The clearance of the compounds on DPPH. 

3 讨论 
微生物是先导化合物的重要来源，真菌

是微生物的重要类群之一，种类繁多，形态

各异，生活环境多样，真菌中分离得到的代

谢产物也多种多样（雷红梅和赵沛基 
2019）。但是从常规真菌资源中筛选新化合

物面临着巨大的挑战，而那些生长在自然环

境恶劣、营养条件匮乏地区的特殊生境真菌

为了生存，会逐步形成不同于普通土壤真菌

的独特生存策略，进而代谢结构新颖多样的

化学成分，地衣内生真菌就具有这种特殊性

（李晓彬 2015）。地衣内生真菌与地衣的组

织器官等具有紧密的关联，生存方式特别，

生境特殊，作为潜在的巨大新型物质资源，

对其中的新颖结构代谢产物进行挖掘具有

重要的意义（解斐和娄红祥 2013）。 
通过对一株地衣内生真菌蔡氏轮层炭

壳菌 Daldinia childiae 固体发酵产物的化学

成分进行研究，分离得到 8 个单体化合物，

结构鉴定为 4-hydroxy-benzeneethanol（1）、
4-methoxy-5-car-bomethoxy-6-pentyl-2H-pyra
n-2-one（2）、1-(2,6-dihydroxyphenyl)butan- 
1-one（ 3）、 8-methoxy-1-naphthol（ 4）、
1,8-dimethoxynaphthalene （ 5 ）、 methyl 
2-undecenoate-3-undecanoate-cyclohexyl- 
1,4-dienyl ester（6）、uracil（7）和 acetic acid
（8）；其中化合物 1，6 和 8 均首次从轮层

炭壳菌属 Daldinia 中分离得到；并研究了化

合物 3，4，5 的自由基清除活性，发现化合

物 4 在浓度为 3mg/mL 时对 DPPH 自由基的

清除率达到 64%，具有较强的自由基清除活

性，化合物 3 和化合物 5 对 DPPH 自由基的

清除率相对较弱，具有轻微的自由基清除能

力；研究结果为进一步挖掘轮层炭壳菌属的

活性代谢产物奠定基础，同时丰富了对地衣

内生真菌化学成分的认识。 
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