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摘  要：本文对 1 株白木香内生真菌 Hypoxylon sp. HK-37 的化学成分进行了研究。采用硅胶柱层

析、Sephadex LH‐20 凝胶层析、半制备 HPLC 和重结晶等分离方法从白木香内生真菌 Hypoxylon sp. 
HK-37 的大米固体发酵产物中分离得到 5 个单体化合物，并利用波谱学方法结合文献数据对其结构

进行鉴定，分别为：methyl 8-hydroxy-1-oxo-1H-isochromene-3-carboxylate (1)、8-hydroxy-1-oxo-1H- 
isochromene-3-carboxylicacid (2) 、 1,8-dimethoxynaphthalene (3) 、 (-)-5-methylmellein (4) 和 (-)-6- 
hydroxymellein (5)。其中化合物 1 为新化合物，化合物 2 为新天然产物，化合物 5 为首次从该属菌

中分离得到，对分离所得的化合物进行体外乙酰胆碱酯酶抑制活性测试，结果表明所有化合物均具

有一定的抑制活性。本研究丰富了白木香内生真菌次级代谢产物的化学成分及生物活性，也为其后

续的综合开发及利用提供一定的理论依据。 
关键词：内生真菌；白木香；次级代谢产物；乙酰胆碱酯酶 
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Abstract: Five compounds were isolated from the rice solid fermentation products of Hypoxylon 
sp. HK-37, an endophytic fungus from Aquilaria sinensis by various separation techniques 
including silica gel column chromatography, Sephadex LH-20 gel column chromatography, 
semi-preparative high-performance liquid chromatography (HPLC), and recrystallization. The 
structures of these compounds were identified through spectroscopic methods in combined with 
consulting literature data. They were determined as methyl 8-hydroxy-1-oxo-1H-isochromene-3- 
carboxylate (1), 8-hydroxy-1-oxo-1H-isochromene-3-carboxylicacid (2), 1,8-dimethoxynaphthalene 
(3), (-)-5-methylmellein (4), and (-)-6-hydroxymellein (5). Among them, compound 1 is a new 
compound, compound 2 is a new natural product, and compound 5 is isolated from this genus for 
the first time. The isolated compounds were tested for their acetylcholinesterase inhibitory 
activity in vitro, and the results showed that all the compounds exhibited certain inhibitory 
activity. This research provides reference material for its further development and utilization. 
Keywords: endophytic fungus; Aquilaria sinensis; secondary metabolites; acetylcholinesterase 

 
内生真菌是指在植物健康器官或组织内度

过全部或部分生命周期，而通常不使寄主表现出

明显感染症状的一类真菌(李聪等 2023；唐官美

等 2024；张佩璇等 2024)。内生真菌普遍存在

于植物的各个组织器官中，包括根、茎、叶、花、

果实或种子(Araujo et al. 2001)。内生真菌在与宿

主植物长期进化过程中互惠共生(Jia et al. 2016；
王生萍等 2022；胡雨娟等 2024)，植物为内生

真菌提供营养物质与生存环境，而内生真菌能

够合成与宿主植物相同或相似的次级代谢产物，

具有调节植物生长、代谢以及抵御逆境等功能

(Verma et al. 2009；李露莹等 2020；Devi et al. 
2023)。内生真菌既是植物微生态系统的重要组

成部分，也是一类非常重要的微生物资源。目前，

从中分离得到的次级代谢产物结构类型包括聚

酮类、萜类、肽类和生物碱类等，具有抗菌、抗

病毒、抗肿瘤和抗氧化等多种生物活性(Zheng  

et al. 2021)，是发现天然药物先导化合物的重要

资源之一(Zhang et al. 2024)。本研究从白木香

Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg 植物样品中分离获

得一株内生真菌，鉴定为 Hypoxylon sp. HK-37，
对其进行大米固体发酵培养，并对发酵产物乙酸

乙酯萃取物的化学成分进行分离鉴定和生物活

性研究。结果不仅丰富了白木香内生真菌来源次

级代谢产物的化学结构和生物活性的多样性，而

且也为白木香内生真菌的资源开发提供一定的

科学基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

菌株 Hypoxylon sp. HK-37 分离自白木香

Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg 健康树干部位，保

藏于中国热带农业科学院热带生物技术研究所。 
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1.1.2  培养基 
PDA 培养基：马铃薯 200.0 g，葡萄糖 20.0 g，

琼脂 15.0 g，蒸馏水 1.0 L，pH 自然；PDB 培养

基：马铃薯 200.0 g，葡萄糖 20.0 g，蒸馏水 1.0 L，

pH 自然；大米培养基：大米 100.0 g，蒸馏水

110 mL，置于 1 L 锥形瓶中，121 ℃高压灭菌

30 min。 
1.1.3  主要仪器和试剂 

超净工作台(苏州净化设备有限公司)；高

压蒸汽灭菌锅(厦门市致微仪器有限公司)；恒

温培养箱(上海市昕仪仪器仪表有限公司)；恒

温摇床(上海市智城分析仪器制造有限公司)；
GF254 薄层色谱硅胶板、柱层析硅胶 (60–80、
200–300 目) (青岛海洋化工有限公司)；高效液相

色谱仪、C18 半制备色谱柱(Agilent)；旋转蒸发

仪(上海爱朗仪器有限公司)；Bruker AV-500 型超

导核磁共振波谱仪(Bruker)；ODS 反相材料、

Sephadex LH-20 凝胶、氘代试剂(Merck)；乙酰

胆碱酯酶、硫代乙酰胆碱、5,5-二硫代硝基苯甲

酸、他克林(Sigma)；磷酸氢二钠、磷酸二氢

钠、二甲基亚砜(西陇科学股份有限公司)；高

效液相试剂为色谱纯(天津市康科德科技有限

公司)；其他试剂均为国产分析纯。 
1.2  方法 
1.2.1  菌株分离和鉴定 

采用稀释平板法对白木香样品中的内生真

菌进行分离，用 75%乙醇将白木香组织表面消

毒后再用少量无菌水清洗 3 遍，用无菌剪刀将

其剪切成小块后转移至研钵中，加入 1 mL 无

菌水充分研磨，将磨好的匀浆液，用无菌水依

次配制成浓度为 10–1、10–2 不同浓度梯度的组

织悬液，依次分别取 100 μL 的原浓度组织悬液

以及稀释浓度为 10–1、10–2 的组织悬液涂布在

PDA 平板中，于 28 ℃恒温倒置培养 5–10 d，
待平板上长出菌落后用接种针挑取，以平板划

线法接种于 PDA 培养基上，多次划线分离纯

化直至获得单菌落，将纯化菌株接入含有 30%
甘油的 PDB 培养基甘油保藏管，28 ℃恒温培

养后于−80 ℃冰箱进行甘油管低温保藏(王惠芳

等 2022)。 

参照基因组 DNA 提取试剂盒说明书进行

DNA 的提取。以菌株基因组 DNA 为模板，使

用 ITS1/ITS4 通用引物(O’Donnell et al. 2009)，
进行 PCR 扩增，将扩增纯化后的产物送至生工

生物工程(上海)股份有限公司进行测序。将测

序获得的 ITS rDNA 序列在 NCBI 的 GenBank 数

据库中进行Blast同源性分析，利用Mega7.0构建

系统发育树，确定菌株的亲缘关系及分类地位。 
1.2.2  菌株发酵 

将−80 ℃保藏的菌株接种至 PDA 培养基中

活化，在 28 ℃条件下培养 3–5 d，待菌落长满

平板后，挑取平板内单一菌落，接种到含有

250 mL PDB 培养基的 500 mL 三角瓶中，在恒

温摇床 28 ℃、180 r/min 条件下培养 3 d，得到

菌株发酵种子液，将菌株发酵种子液接种到大

米发酵培养基中，每瓶大米发酵培养基中加入

10 mL种子培养液，共 200瓶，室温环境下静置

培养 30 d (王惠芳等 2022)。 
1.2.3  提取和分离 

待菌株发酵结束，用破壁机破碎菌体后的

发酵液经乙酸乙酯萃取 3 次，合并乙酸乙酯

相，减压浓缩获得乙酸乙酯提取物(329.2 g)。
加入适量 95%甲醇水溶液将乙酸乙酯提取物制

成悬浮液，以等体积的石油醚萃取 3 次，甲醇

水部分经减压浓缩得到提取物(191.3 g)。 
甲醇相提取物经减压硅胶柱层析以石油醚/

乙酸乙酯(1:0→0:1)和氯仿 /甲醇(1:0→0:1)进行

极性递增梯度洗脱，经薄层色谱(TLC)点样分

析，合并相似流分，得到 16 个组分(Fr.1–Fr.16)。 
Fr.1 (2.1 g)经硅胶柱色谱以石油醚/乙酸乙

酯(100:1→5:1)为流动相梯度洗脱，经薄层色谱

(TLC) 点板分析合并后共获得 5 个流分(Fr.1.1– 
Fr.1.5)，Fr.1.2 (354.7 mg)经葡聚糖 Sephadex 
LH-20 凝胶柱层析以纯甲醇为流动相洗脱后，

获得化合物 3 (18.2 mg)；Fr.1.5 (320.5 mg)经硅

胶柱色谱以石油醚 /乙酸乙酯 (60:1→5:1)为流

动相梯度洗脱，经薄层色谱(TLC)点板分析合

并后共获得 4 个流分(Fr.1.5.1–Fr.1.5.4)，Fr.1.5.4 
(105.5 mg)经半制备高效液相色谱 (甲醇 -水
45:55)纯化获得化合物 4 (7.4 mg, tR 21.5 min)。
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Fr.3 (9.8 g)经重结晶获得化合物 1 (118.3 mg)。
Fr.6 (23.2 g)经 ODS 反相硅胶柱色谱以甲醇-水
(1:5→0:1)为流动相梯度洗脱，经薄层色谱(TLC)
点样分析合并后共获得18个流分(Fr.6.1–Fr.6.18)，
其中 Fr.6.1 (215.5 mg)经硅胶柱色谱以氯仿/甲醇

(80:1→0:1)为流动相梯度洗脱，经薄层色谱

(TLC)点板分析合并后共获得 6 个流分(Fr.6.1.1– 
Fr.6.1.6)，Fr.6.1.1 (62.0 mg)经半制备高效液相

色谱(乙腈-水 35:65)纯化获得化合物 2 (5.4 mg, 
tR 18.0 min)。Fr.6.1.2 (48.5 mg)经半制备高效液相

色谱(乙腈-水 30:70)纯化获得化合物 5 (5.6 mg, 
tR 15.5 min) (图 1)。 
1.2.4  体外活性测试 

参照王子鹏等(2023)的方法，采用 Ellman
法(Ellman et al. 1961)对单体化合物的乙酰胆碱

酯酶抑制活性进行测定。分别设置实验组、阴性

对照组、阳性对照组和空白组，以他克林和

DMSO 作为阳性和阴性实验对照组，每组 4 个

重复，化合物均用 DMSO 进行溶解，制成待测

样品(4 mmol/L)。取 150 μL PBS 缓冲液(pH 8.0)，
10 μL 待测样品和 20 μL 乙酰胆碱酯酶溶液

(0.2 U/mL)于 96 孔板中，在 37 ℃恒温培养箱中

温育 15 min 后，除空白组外各组均加入 10 μL
硫代乙酰胆碱(5 mmol/L)和 10 μL 5,5-二硫二硝

基苯甲酸(1 mmol/L)。空白组加入 10 μL PBS 缓

冲液和 10 μL DTNB 溶液(1 mmol/L)，反应总

体系为 200 μL。置于 37 ℃恒温培养箱中温育

30 min，用酶标仪于 412 nm 波长下测量每孔的

OD 值，计算化合物对乙酰胆碱酯酶的抑制率。

计算公式如下： 
2 1

2 3

100%OD OD
OD OD





 

OD1 为待测样品吸光值，OD2 为阴性对照组

吸光值，OD3 为空白对照吸光值。 
 

 
 

图 1  化合物 1–5 的化学结构 
Fig. 1  Chemical structures of compounds 1–5. 
 

2  结果与分析 
2.1  菌株鉴定 

菌株 HK-37 的 ITS rDNA 序列长度 613 bp，
将其提交至 GenBank 数据库，获得序列登录号

为 PQ451697.1。利用 Blast 对该序列进行同源比

对，选取相似度高的序列构建系统发育树(图 2)。
结果表明，菌株 HK-37 的 ITS-rDNA 序列与

Hypoxylon sp.聚为一支，序列同源性为 99%，因

此将该菌株鉴定为炭团菌属 Hypoxylon sp.。 
 

 
 

图 2  菌株 HK-37 的系统发育分析 
Fig. 2  Phylogenetic analysis of Hypoxylon sp. HK-37. 
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2.2  结构鉴定 
化合物 1：白色粉末；HR-ESI-MS m/z 243.025 9 

[M+H]+。结合 1H-NMR 和 13C-NMR 数据推测其

分子式为 C11H8O5。分析化合物 1 的 1H-NMR 数

据，提示存在 3 个邻位耦合芳香质子信号[7.08 
(1H, dd, J=8.0, 0.9 Hz, H-5),7.69 (1H, t, J=8.0 Hz, 
H-6), 7.14 (1H, dd, J=8.0, 0.9 Hz, H-7)]，1 个取代

双键的烯烃质子信号[7.49 (1H, s, H-4)]，1 个甲

氧基信号[δH 3.95 (3H, s, OCH3)]和 1 个羟基质子

信号[δH 10.87 (1H, s, OH)]。13C-NMR 显示化合

物 1 中存在 2 个酯羰基(δC 164.9, 160.5)，4 个季

碳信号(δC 162.0, 142.6, 135.3, 107.7)，4 个次甲基

信号(δC 137.8, 118.6, 118.5, 113.8)和 1 个甲氧基

信号(δC 53.2)。以上数据结合 HMBC 谱(图 3)中
H-4 与 C-3、C-5 和 C-9 之间的相关信号，H-5
与 C-4、C-7 和 C-8a 之间的相关信号，H-6 与

C-4a 和 C-8 之间的相关信号，以及 H-7 与 C-5
和 C-8a 之间的相关信号提示化合物 1 为异香豆

素(Arunpanichlert et al. 2010)。进一步对比化合

物 1 和已知化合物 penicilisorin (Arunpanichlert  
et al. 2010)的 1H 和 13C-NMR 数据，两者具有十

分相似的核磁数据。化合物 1 与已知化合物的结

构不同在于化合物 1 中 C-6 位少了一个甲氧基，

综 上 所述， 化 合 物 1 结 构 鉴定 为 methyl 
8-hydroxy-1-oxo-1H-isochromene-3-carboxylate，
通过文献检索其结构未见报道，因此化合物 1
为新化合物。 

化合物 2：白色粉末；HR-ESI-MS m/z 207.153 4 
[M+H]+。结合 1H-NMR 和 13C-NMR 数据推测

其分子式为 C10H6O5。分析化合物 2 的 1H-NMR
数据，提示存在 3 个邻位耦合芳香质子信号

[7.33 (1H, d, J=7.6 Hz, H-5)，7.78 (1H, t, J=8.0 Hz, 
H-6), 7.14 (1H, d, J=8.3 Hz, H-7)]，1 个取代双

键的烯烃质子信号[7.48 (1H, s, H-4)]，1 个羟

基质子信号[δH 10.80 (1H, s, OH)]。13C-NMR
显示化合物 2 中存在 2 个羰基信号(δC 164.1, 
160.9)，4 个季碳信号 (δC 160.5, 142.9, 135.8, 
107.4)，4 个次甲基信号(δC 137.7, 118.8, 117.6, 
112.9)。以上数据与化合物 1 相似，为异香豆

素(Arunpanichlert et al. 2010)。进一步对比化

合物 2 和 1，发现化合物 2 结构中的甲氧基被

羟基取代，综上所述，化合物 2 结构鉴定为

8-hydroxy-1-oxo-1H-isochromene-3-carboxylicacid，
其结构曾被人工合成(Adler et al. 1960)，但未

从自然界中分离获得，因此化合物 2 为新天然

产物。 
 

表 1  化合物 1 和 2 的 1H-NMR 和 13C-NMR 数据 
Table 1  1H-NMR and 13C-NMR data of compounds 1 and 2 
NO. 1a  2b 

δC δH  δC δH 
1 164.9   164.1  
3 142.6   142.9  
4 113.8 7.48 (s)  112.8 7.48 (s) 
4a 135.3   135.8  
5 118.5 7.08 (dd, J=8.0, 0.9 Hz)  118.8 7.33 (d, J=7.6 Hz) 
6 137.8 7.69 (t, J=8.0 Hz)  137.8 7.78 (t, J=8.0 Hz) 
7 118.6 7.14 (dd, J=8.0, 0.9 Hz)  117.7 7.14 (d, J=8.3 Hz) 
8 162.0   160.5  
8a 107.7   107.4  
9 160.5   160.9  
OCH3 53.2 3.95 (s)    
OH  10.87 (s)   10.80 (s) 
注：1a CDCl3 和 2b DMSO-d6 为溶剂 500 MHz 测量氢谱和 125 MHz 测量碳谱 
Note: 1a The 1H-NMR was measured at 500 MHz in CDCl3, and 13C-NMR was measured at 125 MHz in CDCl3. 2b The 1H-NMR was 
measured at 500 MHz in DMSO-d6, and 13C-NMR was measured at 125 MHz in DMSO-d6. 
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图 3  化合物 1 和 2 的 1H-1H COSY 和 HMBC 关

键信号 
Fig. 3  The key 1H-1H COSY and HMBC correlations 
of compounds 1 and 2. 

 
化合物 3：黄色粉末；HR-ESI-MS m/z 189.114 1 

[M+H]+。结合 1H-NMR和 13C-NMR数据推测其分

子式为 C12H12O2。
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δH 

7.39 (2H, br d, J=8.2 Hz, H-4, 5), 7.36 (2H, t, 
J=8.2 Hz, H-3, 6), 6.85 (2H, dd, J=7.4, 1.1 Hz, 
H-2, 7), 3.98 (1H, s, 1, 8-OCH3); 13C-NMR 
(CDCl3, 125 MHz): δC 56.6 (1, 8-OCH3), 157.2 
(C-1, 8), 106.3 (C-2, 7), 126.5 (C-3, 6), 121.0 
(C-4, 5), 137.5 (C-4a), 117.7 (C-8a)。化合物 3 的

核磁数据与 Allport & Bu’Lock (1960)的基本一

致，因此鉴定为 1,8-dimethoxynaphthalene。 
化合物4：白色粉末；HR-ESI-MS m/z 193.078 5 

[M+H]+。结合 1H-NMR 和 13C-NMR 数据推测其

分子式为 C11H12O3。
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): 

δH 11.02 (1H, s, 8-OH), 7.30 (1H, d, J=8.5 Hz, 
H-6), 6.84 (1H, d, J=8.5 Hz, H-7), 4.71 (1H, m, 
H-3), 2.97 (1H, dd, J=16.6, 3.4 Hz, H-4α), 2.69 
(1H, dd, J=16.6, 11.6 Hz, H-4β), 2.22 (3H, s, 
5-CH3), 1.57 (3H, d, J=6.3 Hz, 3-CH3); 13C-NMR 
(CDCl3, 125 MHz): δC 170.5 (C-1), 160.6 (C-8), 
138.1 (C-4a), 137.2 (C-6), 125.0 (C-5), 115.8 
(C-7), 108.2 (C-8a), 75.6 (C-3), 32.1 (C-4), 21.1 
(3-CH3), 18.2 (5-CH3)。化合物 4 的核磁数据与

陈苹等(2008)的基本一致，因此鉴定其为(-)-5- 
methylmellein。 

化合物5：白色粉末；HR-ESI-MS m/z 195.062 3 
[M+H]+。结合 1H-NMR 和 13C-NMR 数据推测其

分子式为 C10H10O4。
1H-NMR (500 MHz, CD3OD): 

δH 6.21 (1H, br s, H-5), 6.20 (1H, br s, H-7), 4.66 
(1H, m, H-3), 2.90 (1H, dd, J=16.4, 3.5 Hz, H-4α), 
2.81 (1H, dd, J=16.4, 11.1 Hz, H-4β), 1.46 (3H, d, 
J=6.3 Hz, 3-CH3), 13C-NMR (CD3OD, 125 MHz): 
δC 171.7 (C-1), 166.2 (C-6), 165.6 (C-8), 143.5 
(C-4α), 107.8 (C-5), 102.1 (C-8α), 101.4 (C-7), 

77.2 (C-3), 35.5 (C-4), 20.9 (3-CH3)。化合物 5 的

核磁数据与 Abdel-Hameed et al. (2016)的基本一

致，因此鉴定其为(-)-6-hydroxymellein。 
2.3  生物活性测试 

对分离得到的 5 个化合物进行乙酰胆碱酯

酶抑制活性评价，结果显示所有化合物均具有

一定的乙酰胆碱酯酶抑制活性。在终浓度为

200 μmol/L 浓度下，抑制率分别为(44.95±2.13)%、

(32.97±1.42)%、 (22.40±2.69)%、 (30.28±2.38)%
和(34.54±2.13)%，阳性对照他克林的抑制率为

(95.11±1.45)% (表 2)。 
 

表 2  化合物对乙酰胆碱酯酶的抑制率 
Table 2  AChE inhibitory activity of compounds 
化合物 
Compounds 

抑制率 
Inhibition rate (%) 

1 44.95±2.13 
2 32.97±1.42 
3 22.40±2.69 
4 30.28±2.38 
5 34.54±2.13 
他克林 1 

Tacrine1 
95.11±1.45 

注：1 阳性对照 
Note: 1Positive control.  

3  讨论 
迄今，关于白木香内生真菌生物多样性及微

生物诱导结香的研究较多，但对其次级代谢产物

及生物活性的研究鲜有报道。内生真菌是活性天

然产物的重要来源之一，能够产生骨架新颖、活

性丰富的次级代谢产物(程璐等 2021)。异香豆素

化合物是一类重要的天然骨架和生物活性分子，

其种类繁多，且广泛存在于自然界中(Saddiqa 
et al. 2017)。研究发现其衍生物具有明显的抗

癌、抗菌、抗氧化、抑制蛋白酶和除草等生理和

生物活性(Saeed 2016)。Meepagala et al. (2018)
从植物病原真菌 Diaporthe eres 的液体发酵物中

分离得到化合物 4，Cimmino et al. (2013)从藜茎

点霉 Phoma chenopodiicola中分离纯化得到化合

物 5，在生物活性的验证下，均表现出显著的除

草活性。 
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白木香中富含内生真菌资源，其功能及代谢

产物蕴藏巨大的开发潜力和应用价值(黄颖等

2024)。本研究对一株分离自白木香的内生真菌

Hypoxylon sp. HK-37 进行次级代谢产物研究，

采用不同分离手段从其大米固体发酵产物中共

分离鉴定出 5 个化合物，对分离所得的化合物

进行体外乙酰胆碱酯酶抑制活性测试，结果表

明均具有微弱的乙酰胆碱酯酶抑制活性。本研

究在一定程度上丰富了白木香内生真菌的生物

多样性，同时也对 Hypoxylon 属真菌的化学成

分和乙酰胆碱酯酶抑制活性的研究提供了参考

意义。 
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