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摘   要：【背景】鹿衔草(Pyrola incarnata Fisch)化学成分丰富，而且具有多种药理活性，在食品、

医药领域得到广泛应用，但尚未见其内生真菌次生代谢产物的相关报道。【目的】对鹿衔草内生

真菌 Penicillium solitum (P. solitum)的次生代谢产物进行分离鉴定，筛选出具有抗神经炎症的活性

成分。【方法】采用柱层析和制备型高效液相色谱对鹿衔草内生真菌 P. solitum 次生代谢产物进行

分离和纯化，通过核磁共振和高分辨质谱进行结构鉴定，利用反向分子对接技术筛选出抗神经炎

症活性的化合物，采用脂多糖(lipopolysaccharide，LPS)诱导的 BV-2 细胞炎症模型进行验证。【结

果】从鹿衔草内生真菌 P. solitum 次生代谢产物中分离鉴定出 12 个化合物，分别为 cyclopenin (1)、
dehydrocyclopeptin (2)、viridicatin (3)、对羟基苯甲酸(4)、吲哚乙酸(5)、methyl compactin (6)、
cyclopeptine (7)、cyclopenol (8)、原儿茶酸(9)、viridicatol (10)、N-[2-(3-indolyl)ethyl]malonamic acid 
(11)和 solitumidine A (12)。分子对接结果显示化合物 11 与炎症相关的丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase ， MAPK) 信 号 通 路 中 p38 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 (p38 
mitogen-activated protein kinase，简称 p38)和细胞外信号调节激酶 1 (extracellular regulated protein 
kinase 1，ERK1)有较高的结合活性。BV-2 细胞实验表明，化合物 11 (10、20 μmol/L)能显著提高

BV-2 细胞存活率，并有效抑制炎症因子(肿瘤坏死因子-α、白介素-1β、白介素-6)和一氧化氮的释

放。【结论】化合物 11 是新天然产物，具有抗神经炎症活性，其作用机制可能与抑制 MAPK 信
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号通路中 p38 和 ERK 蛋白的表达有关。 

关键词：中草药；真菌；青霉属；分子对接；神经炎症 
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Abstract: [Background] Pyrola incarnata Fisch (P. incarnata) has been widely used in the fields of 
food and medicine owing to the abundant chemical components with a variety of pharmacological 
activities. However, no report on the secondary metabolites of its endophytic fungi is available. 
[Objective] To isolate and identify the secondary metabolites of endophytic Penicillium solitum from P. 
incarnata and screen out the ones with anti-neuroinflammatory activity. [Methods] They were isolated 
and purified by column chromatography and preparative high performance liquid chromatography 
(HPLC). The structures were identified by nuclear magnetic resonance (NMR) and high-resolution mass 
spectrometry (HRMS). Moreover, the anti-neuroinflammatory activity was verified in LPS-induced 
inflammatory BV-2 cells by reverse docking. [Results] A total of 12 compounds were isolated and 
identified: cyclopenin (1), dehydrocyclopeptin (2), viridicatin (3), p-hydroxybenzoic acid (4), 
indoleacetic acid (5), methyl compactin (6), cyclopeptine (7), cyclopenol (8), protocatechuic acid (9), 
viridicatol (10), N-[2-(3-indolyl)ethyl]malonamicacid (11), solitumidine A (12). Molecular docking 
showed that compound 11 had remarkable binding activity to p38 mitogen-activated protein kinase (p38) 
and extracellular regulated protein kinase 1 (ERK1) in mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
signaling pathway which was associated with inflammation. In the experiment on BV-2 cells, compound 
11 (10, 20 μmol/L) significantly improved the survival rate of BV-2 cells. Moreover, it inhibited the 
release of inflammatory factors (tumor necrosis factor-α, interleukin-1β, and interleukin-6) and nitric 
oxide (NO) in BV-2 cells induced by LPS. [Conclusion] Compound 11 is a new natural product with 
potential anti-neuroinflammatory activities, and the mechanism is the likelihood that it inhibits the 
expression of p38 and ERK proteins in MAPK signal pathway, which needs further investigation.  
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植物内生真菌是指寄居在健康植物组织内部

而不引起植物明显感染迹象的一类真菌[1]。植物内

生真菌是重要的天然产物来源，具有丰富的化学

结构和生物活性多样性。植物内生真菌的次生代
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谢产物研究已成为活性化合物筛选的一条重要

途径[2]。鹿衔草是传统中草药，具有补肾填髓、

祛风除湿、强筋健骨等作用，被用来治疗类风湿

关节炎、高血压、心血管疾病，提高机体免疫力

等[3-5]。前期课题组对鹿衔草进行了较为系统的化

学成分研究，在传统中医药“肾通于脑”的理论指

导下，对其活性成分的神经保护作用和潜在的药

理机制进行了持续探究[6-7]。截至目前，对于鹿衔

草内生真菌次生代谢产物的研究未见报道。 
本 研 究 从 鹿 衔 草 中 分 离 出 内 生 真 菌

Penicillium solitum (P. solitum)，并对该真菌次

生代谢产物进行分离鉴定，采用反向对接将分

离得到的化合物与神经炎症相关蛋白进行对

接，在其指引下筛选出抗神经炎症的潜在活性

化合物，并在脂多糖(lipopolysaccharide，LPS)
诱导的 BV-2 细胞炎症模型上进行验证。本研究

以期为后续鹿衔草内生真菌的药效物质基础及

其活性研究提供参考，同时为新颖神经退行性

疾病药物的开发提供先导化合物。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试植物 

鹿衔草于 2019 年 10 月在黑龙江省大兴安

岭地区加格达奇区采集，植物样本经过干燥处

理(编号 191001-01)存放于武汉科技大学医学院

药学系天然药化实验室。 
1.1.2  培养基 

PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖

20.0，琼脂 20.0，加蒸馏水定容至 1 L，不加琼

脂为 PDB 培养基，0.1 MPa 高压灭菌 30 min，
冷却后备用。大米培养基：190 mL 蒸馏水，150.0 g
大米，0.1 MPa 高压灭菌 30 min，冷却后备用。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

柱层析硅胶(200−300 目)，青岛海洋化工厂

分厂；MTT，Sigma 公司；BV-2 细胞，武汉 Procell
公司；胎牛血清和 DMEM 培养基，Hyclone 公

司；一氧化氮检测试剂盒，南京建成公司；

ELISA 试剂盒，Immunoway 公司。超高效液质

联用仪、制备型高效液相色谱仪、C18 OBD 制

备柱(19 mm×250 mm/10 mm×250 mm，5 μm)，
Waters 公司；核磁共振仪，Brucker BioSpin 技

术有限公司；倒置相差显微镜，Olympus 公司；超

高分辨质谱仪，赛默飞世尔科技(中国)有限公司。  

1.2  菌株的分离纯化 
将鹿衔草洗净室温干燥，叶片用 75%乙醇表

面消毒后，无菌水冲洗 3 次，用灭菌的剪刀将其

剪成 1 cm 左右的小方块，转移至灭菌的研钵中研

碎，加入 5 mL 无菌水，再继续研磨均匀。使用移

液枪吸取研钵中混匀的液体 100 μL 至 PDA 平板

上，用无菌刮刀将菌液在平板上涂布均匀。将处

理好的平板先平放于桌面 30 min 左右，以便菌液

能够完全渗透入培养基内，再将平板翻转，28 ℃
培养 5 d，观察到平板上有菌落形成后，挑取单菌

落至新的培养基上，28 ℃恒温培养 3 d，重复操作，

直至观察到单菌落状态，将纯化好的菌种转移到

甘油管中，编号并低温保存。 

1.3  菌株的发酵 
将低温保存的菌种转移至 PDA 平板上活

化，28 ℃培养 3 d，将活化好的菌株接种至 8 瓶

装有 100 mL PDB 培养基的锥形瓶中，28 ℃、

150 r/min 避光培养 48 h 获得种子液，按 20%的

接种量接种至 30 瓶大米培养基中，无菌搅拌均

匀，28 ℃避光静置培养 15 d。 

1.4  菌株次生代谢产物提取、分离和鉴定 
发酵结束后每瓶加入 500 mL 乙酸乙酯，合

并，搅拌 2 h 后静置，萃取 3 次，两层纱布过

滤，合并滤液，减压浓缩得到浸膏 115.3 g，进

行硅胶(200−300 目)柱层析，用石油醚:乙酸乙

酯:甲醇体积比为 15:1:0−0:0:1 进行梯度洗脱，



 
梅佳辉等: 鹿衔草内生真菌 Penicillium solitum 次生代谢产物的分离鉴定与神经保护活性筛选 3787 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

通过超高效液质联用仪进行组分分析，合并相

同部分，共得到 9 组分(Fr.1−9)。Fr.5 组分(8.3 g)
经制备型高效液相色谱(high performance liquid 
chromatography，HPLC)梯度洗脱(流动相均为

乙腈和水) 30 min，流速 24 mL/min，得到化合

物 1 (2.61 mg，TR=7.69 min)、2 (62.77 mg，
TR=8.91 min)和 3 (9.53 mg，TR=10.76 min)；Fr.6
组分(18.3 g)分别经 Sephadex LH-20 凝胶柱层

析(甲醇洗脱)，制备型 HPLC 梯度洗脱 30 min，
流速 7.5 mL/min，得到化合物 4 (18.05 mg，
TR=9.45 min)和 5 (5.81 mg，TR=11.60 min)；Fr.7
组分(45.3 g)经 Sephadex LH-20 凝胶柱层析(甲
醇洗脱)，分离获得组分 Fr.7.1−7.6，Fr.7.1 经制

备型 HPLC 梯度洗脱 32 min，流速 24 mL/min，
纯化得到化合物 6 (6.21 mg，TR=16.72 min)；
Fr.7.2 经制备型 HPLC 梯度洗脱 28 min，流速

20 mL/min，纯化得到化合物 7 (5.31 mg，
TR=15.89 min)；Fr.7.4 经制备型 HPLC 梯度洗脱

30 min，流速 20 mL/min，纯化得到化合物 8 
(6.21 mg，TR=16.72 min)；Fr.7.5 经制备型 HPLC
梯度洗脱 40 min，流速 24 mL/min，纯化得到

化合物 9 (7.79 mg，TR=7.24 min)；Fr.7.6 经制备

型 HPLC 梯度洗脱 23 min，流速 20 mL/min，
纯化得到化合物 10 (4.01 mg，TR=8.38 min)；Fr.8
组分(5.3 g)经制备型 HPLC 梯度洗脱 28 min，
流速 24 mL/min，得到化合物 11 (20.23 mg，
TR=12.50 min)；Fr.9 组分(4.6 g)经制备型 HPLC
梯度洗脱 27 min，流速 24 mL/min，得到化合物

12 (2.86 mg，TR=8.67 min)。化合物采用一维、

二维核磁(nuclear magnetic resonance， NMR)及
高分辨质谱(high-resolution mass spectrometry，
HRMS)进行结构鉴定，并结合相关文献确证。 

1.5  化合物活性研究 
1.5.1  化合物与神经炎症相关靶点蛋白分子对接 

通过检索文献[6,8]，优先选择只含一个配

体、解析度高的人源蛋白，最终确定 6 个与神

经炎症相关的靶点蛋白作为对接受体蛋白，包

括诱导性一氧化氮合酶(inducible nitric oxide 
synthase ， iNOS) 、 磷 脂 酰 肌 醇 -3 激 酶

(phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K)、应激活化

蛋 白 激 酶 (stress-activated protein kinase ，

SAPK) 、 p38 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 (p38 
mitogen-activated protein kinase，简称 p38)、大

麻素受体 2 (cannabinoid receptor 2，CNR2)和细

胞外信号调节激酶 1 (extracellular regulated 
protein kinase 1 ， ERK1) ，从 PDB 数据库

(http://www.rcsb.org)下载蛋白晶体结构的 pdb
文件，使用 ChemOffice 构建化合物 3D 结构。

运用 Discovery studio 4.0 软件(软件版权来源于

中国药科大学)对化合物结构进行空间构象优

化，对靶点蛋白加氢、去水、补全氨基酸残基

等处理，以原配体的空间结构为中心定义活性

口袋，其余对接参数默认。运用 CDOCKER 模

块对化合物和靶点蛋白进行半柔性对接打分，

根据打分值 (−CDOCKER_ENERGY)来确定具

有潜在抗神经炎症的化合物，原配体与靶点蛋

白重新对接，其对接打分值为阈值，均方根偏

差(root-mean-square deviation，RMSD)<2 Å 说

明分子对接结果能较好地反映原配体和靶点蛋

白的结合模式。若对接打分值超过阈值，说明

化合物与靶点蛋白有结合活性，反之无结合活

性。筛选出具有潜在抗神经炎症活性的化合物，

并对构象进行可视化分析。 
1.5.2  四甲基偶氮唑盐(terazolium，MTT)比
色法测定细胞存活率 

BV-2 细胞用含有 10%胎牛血清的高糖

DMEM 培养基培养，置于 37 ℃、5% CO2 条件

下培养，待细胞密度达到 80%时接种到 96 孔板

中(1×104 个/孔)，在 37 ℃培养 24 h，待细胞贴

壁。实验设置空白组、LPS (5 μg/mL)模型组、

阳性药物多奈哌齐(20 μg/mL)组和化合物 11 
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(5、10、20 μmol/L)组，每组 5 个复孔。化合物

11 组加入不同浓度的化合物，除空白组外，其

余组均加入 5 μg/mL 的 LPS，细胞经药物预处

理 4 h 后再加 LPS 处理。37 ℃培养 24 h，每孔

加入 20 μL MTT 溶液(5 mg/mL)在 37 ℃培养  
4 h，吸除上清液，加入 150 μL DMSO 溶液，

振荡 10 min 溶解结晶，使用酶标仪测定细胞在

490 nm 波长处的吸光度值，计算细胞存活率。 
1.5.3  Griess 法测定 NO 水平 

实验各组设置同上，化合物 11 组加入不同

浓度的化合物，除空白组外，其余组均加入    

5 μg/mL 的 LPS，细胞经药物预处理 4 h 后再加

LPS 处理。4 ℃孵育 24 h，每组细胞取 100 μL

上清液与等体积的 Griess 反应试剂混合，室温

下共同孵育 15 min，全自动酶标仪测定各孔在

550 nm 波长的吸光度值。 
1.5.4  ELISA 法测定 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 
水平 

实验各组设置同上，化合物 11 组加入不同

浓度的化合物，除空白组外，其余各组均加入

5 μg/mL LPS，细胞经药物预处理 4 h 后再加

LPS 处理。4 ℃共同孵育 24 h，3 000 r/min 离心

20 min 取上清液，测定 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平。 
1.5.5  统计学处理 

所有数据用±SD 表示，采用 GraphPad 
Prism 6.0 软件进行数据统计分析和作图，组间

比较采用单因素方差分析(one-way ANOVA)，
P<0.05 认为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  菌株鉴定结果 

纯化后编号为 LXC-15 菌株的 ITS 序列(包
括 ITS1、5.8S 和 ITS2)长度为 491 bp，将其提

交至 GenBank，得到登录号为 ON164812.1。利

用 BLAST 对该序列进行相似性分析，将所获与

其相似的序列通过 Muscle[9]进行多序列比对，

比对结果通过 trimAl V1.2 (official release)软 
件[10]的 automated 方法对齐，之后通过 MEGA-X 
V10.1.7[11] 采 用 邻 接 法 构 建 系 统 发 育 树 ，

bootstrap 值重复计算 1 000 次(图 1)。结果显示， 
 

 

 
 

图 1  LXC-15 菌株基于 ITS 序列构建的系统发育树   分支处数值表示 bootstrap 值；括号内序号为菌

株的 GenBank 登录号；数值 0.01 代表序列偏差值 
Figure 1  Phylogenetic tree of LXC-15 strain based on ITS sequence similarity. Numbers at branch nodes 
present bootstrap value; The serial number in brackets is the GenBank accession No. of the strain; The value 
0.01 represents the sequence deviation. 
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LXC-15 菌株与 Penicillium solitum FRR 937 
(AY373932.1) (该种模式序列)亲缘关系最近，

相 似 性 为 100% ， 因 此 确 定 该 株 真 菌 为

Penicillium solitum。 
2.2  化合物结构鉴定结果 

化合物 1：白色固体，分子式为 C17H14N2O3，

ESI-MS m/z：293 [M-H]−；1H NMR (500 MHz，
CD3OD) δ 7.57 (1H，m，H-5)，7.30 (1H，t，J=7.2 Hz，
H-14)，7.25 (1H，dd，J=1.0，7.8 Hz，H-4)，
7.22 (2H，t，J=7.8 Hz，H-13,15)，7.16 (1H，td，
J=1.0，7.8，8.0 Hz，H-6)，7.14 (1H，dd，J=1.0，
7.8 Hz，H-7)，6.69 (2H，d，J=7.4 Hz，H-12,16)，
4.17 (1H，s，H-17)，3.20 (3H，s，H-10)；13C NMR 
(125 MHz，CD3OD) δ 168.6 (C-1)，168.4 (C-3)，
136.6 (C-8)，134.1 (C-5)，132.2 (C-4)，132.1 
(C-11)，130.1 (C-14)，129.2 (C-13)，129.2 (C-15)，
128.0 (C-9)，127.3 (C-12)，127.3 (C-16)，126.1 
(C-6)，122.4 (C-7)，71.8 (C-2)，66.0 (C-17)，
31.6 (C-10)。以上数据与文献[12]的报道基本一

致，因此鉴定化合物 1 为 cyclopenin。 
化合物 2：白色固体，分子式为 C17H14N2O2，

ESI-MS m/z：277 [M-H]−；1H NMR (500 MHz，
CD3OD) δ 7.91 (1H，dd，J=1.4，7.9 Hz，H-6)，
7.53 (1H，t，J=7.0 Hz，H-8)，7.40 (2H，d，J=7.9 Hz，
H-12,16)，7.36 (1H，d，J=7.0 Hz，H-14)，     
7.34 (2H，d，J=7.0 Hz，H-13,15)，7.28 (1H，t，
J=7.0 Hz，H-7)，7.14 (1H，d，J=7.9 Hz，H-9)，
6.91 (1H，s，H-10)，3.11 (3H，s，H-17)；13C NMR 
(125 MHz，CD3OD) δ 172.3 (C-2)，169.0 (C-5)，
137.9 (C-9a)，135.3 (C-11)，134.1 (C-8)，133.6 
(C-5a)，131.8 (C-6)，131.8 (C-10)，130.9 (C-3)，
130.2 (C-13,15)，130.1 (C-12,16)，126.7 (C-14)，
125.9 (C-7)，122.0 (C-9)，36.1 (C-17)。以上数

据与文献[13]的报道基本一致，因此鉴定化合物

2 为 dehydrocyclopeptin。 

化合物 3：白色固体，分子式为 C15H11NO2，

ESI-MS m/z：236 [M-H] −；1H NMR (500 MHz，
DMSO-d6) δ 12.28 (1H，s，1-NH)，9.25 (1H，s，
3-OH)，7.56 (2H，t，J=7.4 Hz，H-3ʹ,5ʹ)，7.49  
(1H，t，J=7.4 Hz，H-4ʹ)，7.39 (2H，m，H-7,8)，
7.38 (2H，m，H-2ʹ,6ʹ)，7.13 (2H，m，H-5,6)；
13C NMR (125 MHz，DMSO-d6) δ 158.5 (C-2)，
142.7 (C-8a)，134.0 (C-1ʹ)，133.3 (C-3)，130.0 
(C-2ʹ,6ʹ)，128.5 (C-3ʹ,5ʹ)，127.8 (C-4ʹ)，126.6 
(C-7)，124.5 (C-5)，124.1 (C-4)，121.1 (C-4a)，
122.3 (C-6)，115.5 (C-8)。以上数据与文献[14]
的报道基本一致，因此鉴定化合物 3 为

viridicatin。 
化合物 4：无色针晶，分子式为 C7H6O3，

ESI-MS m/z：137 [M-H] −；1H NMR (500 MHz，
DMSO-d6) δ 7.03 (2H，d，J=8.5 Hz，H-2,6)，
6.69 (2H，d，J=8.5 Hz，H-3,5);13C NMR (125 MHz，
DMSO-d6) δ 173.4 (C-7) ， 156.2 (C-4) ，     
130.5 (C-2,6)，125.3 (C-1)，115.2 (C-3,5)。以上

数据与文献[15]的报道基本一致，因此鉴定化合

物 4 为对羟基苯甲酸。 
化合物 5：淡黄色油状物，分子式为

C10H9NO2，ESI-MS m/z：174 [M-H] −；1H NMR 
(500 MHz，DMSO-d6) δ 9.93 (1H，s，NH)，7.49 
(1H，dd，J=1.8，7.5 Hz，H-4)，7.35 (1H，dd，
J=1.8，7.5 Hz，H-7)，7.23 (1H，s，H-2)，7.07 
(1H，m，H-6)，6.98 (1H，m，H-5)，3.63 (2H，

s，H-8);13C NMR (125 MHz，DMSO-d6) δ 173.3 
(C-9)，136.3 (C-7a)，127.4 (C-3a)，124.1 (C-2)，
121.1 (C-6)，118.7 (C-5)，118.6 (C-4)，111.5 
(C-7)，107.8 (C-3)，31.2 (C-8)。以上数据与文

献[16]的报道基本一致，因此鉴定化合物 5 为吲

哚-3-乙酸。 
化合物 6：无色针晶，分子式为 C24H38O6，

ESI-MS m/z：423 [M+H] −；1H NMR (500 MHz，
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CD3OD) δ 5.96 (1H，d，J=9.9 Hz，H-4)，5.74 (1H，

dd，J=6.3，9.9 Hz，H-3)，5.52 (1H，br s，H-5)，
5.34 (1H，br d，J=2.7 Hz，H-8)，4.18 (1H，m，

H-13)，3.79 (1H，m，H-11)，3.68 (3H，s，H-16)，
3.48 (1H，s，Hb-14)，2.51 (1H，m，Ha-14)，2.44 
(1H，m，Hb-12)，2.33-2.43 (5H，m，overlapped，
H-2,2ʹ,6,8a)，1.92 (2H.br s，11,13-OH)，1.38-1.70 
(9H ， m ， overlapped ， H-1 ， Ha-7,9,12,3ʹ ，
Hb-7,9,10,3ʹ)，1.30 (1H，m，Ha-10)，1.12 (3H，

d，J=7.8 Hz，2ʹ-Me)，0.91 (3H，d，J=3.6 Hz，
2-Me)，0.89 (3H，t，J=3.9 Hz，H-4ʹ)；13C NMR 
(125 MHz，CD3OD) δ 176.8 (C-1ʹ)，172.2 (C-15)，
133.8 (C-3)，132.3 (C-4a)，129.3 (C-5)，127.9 
(C-4)，70.0 (C-11)，67.8 (C-13)，66.7 (C-8)，
50.5 (C-16)，43.3 (C-14)，41.5 (C-12)，41.5 
(C-2ʹ)，37.2 (C-8a)，36.9 (C-1)，35.0 (C-10)，
31.5 (C-7)，30.6 (C-2)，26.6 (C-6)，26.4 (C-3ʹ)，
25.6 (C-9)，15.9 (2ʹ-Me)，12.9 (2-Me)，10.7 
(C-4ʹ)。以上数据与甲酯型莫纳克林 K 文献[17]
的报道比较，化合物 6 的 C-6 上缺少一个甲基

碳(δ22.8)和甲基氢(δ1.08)信号，其他位置的波

谱数据与文献报道的甲酯型莫纳克林 K 基本一

致，因此鉴定化合物 6 为 methyl compactin。 
化合物 7：无色晶体，分子式为 C17H16N2O2，

ESI-MS m/z：279 [M-H]−；1H NMR (500 MHz，
CD3OD) δ 8.48 (1H，br s，H-1)，7.96 (1H，d，
J=7.68 Hz，H-6)，7.83 (1H，d，J=7.68 Hz，H-6)，
7.60 (1H，t，J=7.68 Hz，H-8)，7.53 (1H，t，
J=7.68 Hz，H-8)，7.35 (2H，t，J=7.68 Hz，H-7)，
7.23-7.29 (6H，m，H-12，14，16)，7.17 (4H，

d，J=8.28 Hz，H-13，15)，7.08 (1H，d，J=7.68 Hz，
H-9)，7.04 (1H，d，J=7.68 Hz，H-9)，4.43    
(1H，t，J=7.14 Hz，H-3)，4.33 (1H，dd，J=6.06，
11.04 Hz，H-3)，3.43 (1H，m，H-10)，3.27 (1H，

m，H-10)，3.08 (3H，s，H-17)，2.92 (3H，s，

H-17)，2.80 (1H，m，H-10)，2.68 (1H，m，H-10)；
13C NMR (125 MHz，CD3OD) δ 172.3 (C-2)，
171.2 (C-2)，170.7 (C-5)，168.3 (C-5)，138.2 
(C-11)，138.0 (C-11)，137.2 (C-9a)，137.0 (C-9a)，
134.2 (C-8)，133.8 (C-8)，132.3 (C-6)，131.8 
(C-6)，130.1 (C-12，16)，130.0 (C-12，16)，129.8 
(C-13，15)，129.7 (C-13，15)，128.3 (C-14)， 
128.2 (C-14)，127.8 (C-5a)，127.7 (C-5a)，126.0 
(C-7)，125.9 (C-7)，122.1 (C-9)，121.6 (C-9)，
69.8 (C-3)，57.9 (C-3)，39.8 (C-17)，29.6 (C-17)，
32.9 (C-10)，30.6 (C-10)。以上数据与文献[18]
的报道基本一致，因此鉴定化合物 7 为

cyclopeptin。 
化合物 8：白色晶体，分子式为 C17H14N2O4，

ESI-MS m/z：309 [M-H]−；1H NMR (500 MHz，
DMSO-d6) δ 9.47 (1H，s，13-OH)，7.54 (1H，

td，J=1.8，7.0，7.0 Hz，H-5)，7.24 (1H，dd，
J=0.7，7.8 Hz，H-7)，7.18 (1H，dd，J=1.7，7.8 Hz，
H-4)，7.11 (1H， td， J=1.0，7.2，7.8 Hz，     
H-6)，6.98 (1H，t，J=7.8 Hz，H-15)，6.67 (1H，

dt，J=1.8，7.0，7.8 Hz，H-14)，6.26 (1H，t，
J=1.8 Hz，H-12)，6.00 (1H，d，J=7.2 Hz，H-16)，
4.61 (1H，s，NH)，4.24 (1H，s，H-17)，3.06 (3H，

s，H-10)；13C NMR (125 MHz，DMSO-d6) δ 166.1 
(C-1)，165.5 (C-3)，157.1 (C-13)，135.3 (C-8)，
132.5 (C-5)，132.5 (C-11)，130.7 (C-4)，129.1 
(C-15)，126.6 (C-9)，124.4 (C-6)，121.2 (C-7)，
117.1 (C-16)，115.9 (C-14)，112.9 (C-12)，70.3 
(C-2)，63.9 (C-17)，31.0 (C-10)。以上数据与文

献[12]的报道基本一致，因此鉴定化合物 8 为

cyclopenol。 
化合物 9：无色针晶，分子式为 C7H6O4，

ESI-MS m/z：153 [M-H]−；1H NMR (500 MHz，
CD3OD) δ 7.44 (1H，br s，H-2)，7.42 (1H，d，
J=7.9 Hz，H-6)，6.79 (1H，d，J=7.9 Hz，H-5)。
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13C NMR (125 MHz，CD3OD) 170.3 (C=O)，151.5 
(C-4)，146.0 (C-3)，123.9 (C-6)，123.2 (C-1)，117.7 
(C-5)，115.7 (C-2)。以上数据与文献[15]的报道

基本一致，因此鉴定化合物 9 为原儿茶酸。 
化 合 物 10 ： 棕 褐 色 粉 末 ， 分 子 式 为

C15H11NO3，ESI-MS m/z：252 [M-H]−；1H NMR 
(500 MHz，DMSO-d6) δ 12.12 (1H，s，1-NH)，
9.52 (1H，s，3-OH)，9.10 (1H，s，3ʹ-OH)，
7.28-7.34 (3H，m，H-5ʹ,7,8)，7.06-7.11 (2H，m，

H-5,6)，6.83 (1H，dd. J=1.5，8.3 Hz，H-4ʹ)，
6.73 (1H，d，J=7.5 Hz，H-6ʹ)，6.71 (1H，d，
J=1.2 Hz，H-2ʹ)；13C NMR (125 MHz，DMSO-d6) 
δ 158.3 (C-2)，157.4 (C-3)，140.9 (C-3ʹ)，134.3 
(-C1ʹ)，133.1 (C-8a)，129.5 (C-5ʹ)，126.4 (C-7)，
124.5 (C-5)，124.1 (C-4)，122.2 (C-6)，120.9 
(C-4a)，120.6 (C-6ʹ)，116.9 (C-2ʹ)，115.4 (C-8)，
114.7 (C-4ʹ)。以上数据与文献[19]的报道基本一

致，因此鉴定化合物 10 为 viridicatol。  
化 合 物 11 ： 白 色 粉 末 ， 分 子 式 为

C13H14N2O3，HR-MS m/z：245.092 8 [M–H]− (计
算值为 245.092 5)；1H、13C NMR 以及 DEPT
图谱表明，化合物含有 2 个羰基、3 个亚甲基、

5 个次甲基、5 个季碳，根据 1H 和 13C-NMR 数

据推测具有吲哚母核，进一步结合 1H-1H  
COSY 和 HMBC 图谱(图 2)，鉴定其结构为 

N-[2-(3-indolyl)ethyl]malonamic acid 。 通 过

Scifinder 检索，化合物 11 在文献中仅通过合

成得到[20]，确定化合物 11 是新的天然产物，

相关波谱数据未见报道。化合物 11 的波谱数

据如表 1 所示。 
化 合 物 12 ： 棕 色 粉 末 ， 分 子 式 为

C20H27N3O3，ESI-MS m/z：356 [M-H]−；1H NMR 
(500 MHz，DMSO-d6) δ 10.47 (1H，s，NH-1)，
8.20 (1H，t，J=5.0 Hz，NH-15)，7.49 (1H，d，
J=7.8 Hz，H-7)，7.29 (1H，d，J=8.0 Hz，H-4)，
7.00 (1H，ddd，J=1.0，7.1，8.3 Hz，H-6)，6.94 
(1H，ddd，J=1.0，7.1，8.3 Hz，H-5)，6.13 (1H，

dd，J=10.6，17.3 Hz，H-9)，5.06 (1H，dd，J=1.0，
17.3 Hz，H-10a)，5.05 (1H，dd，J=1.0，10.6 Hz，
H-10b)，3.32 (1H，bt，J=5.4 Hz，H-19)，3.17 (2H，

m，H-14)，2.85 (2H，dd，J=7.4，8.3 Hz，H-13)，
2.26 (2H，m，H-17)，1.90 (2H，m，H-18)，1.49 
(3H，s，H-11)，1.49 (3H，m，H-12)；13C NMR 
(125 MHz，DMSO-d6) δ 172.0 (C-16)，170.7 
(C-20)，146.4 (C-9)，140.2 (C-2)，134.8 (C-7a)，
129.2 (C-3a)，120.5 (C-6)，118.4 (C-5)，117.7 
(C-7)，111.1 (C-4)，111.1 (C-10)，107.2 (C-3)，
54.0 (C-19)， 38.9 (C-8)， 39.9 (C-14)， 32.2 
(C-17)，28.0 (C-11)，28.0 (C-12)，27.3 (C-18)，
25.5 (C-13)。以上数据与文献[21]的报道基本一 

 
表 1  化合物 11 的 1H-NMR (500 MHz)和 13C-NMR (125 MHz)波谱数据(DMSO-d6) 
Table 1  1H-NMR(500 MHz) and 13C-NMR(125 MHz) of compound 11(DMSO-d6) 
C δC δH C δC δH 
1 / 10.82 (1H, br s) 7a 136.3 / 
2 122.7 7.16 (1H, d, J=1.8 Hz) 8 25.1 2.84 (2H, t, J=7.4 Hz) 
3 111.7 / 9 39.5 3.35 (2H, td, J=7.4, 5.2 Hz) 
3a 127.2 / 10 / 8.19 (1H, t, J=5.2 Hz) 
4 118.2 7.54 (1H, d, J=7.8 Hz) 11 165.8 / 
5 118.3 6.98 (1H, t, J=7.4 Hz) 12 42.7 3.15 (2H, s)  
6 120.9 7.07 (1H, t, J=7.4 Hz) 13 169.6 / 
7 111.4 7.34 (1H, d, J=8.1 Hz)    
注：/：无 δC 和 δH  
Note: /: No δC and δH. 
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图 2  化合物 11 的主要 1H-1H COSY 和 HMBC
相关信号 
Figure 2  Key 1H-1H COSY and HMBC 
correlations of compound 11. 

 
致，因此鉴定化合物 12 为 solitumidine A。 

从鹿衔草内生真菌 P. solitum 的乙酸乙酯

粗提取物中分离纯化得到的 12 个化合物结构

见图 3。 

2.3  分子对接结果  
结果显示，化合物 11 与 iNOS、PI3K、p38

和 ERK1 的打分值均超过阈值，而且有较高的

结合活性(表 2)。p38 和 ERK1 是丝裂原活化蛋

白激酶(mitogen-activated protein kinase，MAPK)
信号通路中重要蛋白，化合物 11 与 p38、ERK1
的多种氨基酸残基存在范德华力，与 3DT1 受

体氨基酸残基 ALA111、MET109 形成氢键，同

时与 LEU167 形成疏水相互作用；与 2ZOQ 受

体氨基酸残基 MET125、LYS131、ASP184 和

ILE48 形成氢键，同时与 LEU173、ALA69 和

VAL56 形成疏水相互作用，见图 4。 
 

 
 

图 3  化合物 1−12 的结构 
Figure 3  The structures of compounds 1−12. 
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表 2  化合物 11 分子对接相关信息 
Table 2  Related information of molecular docking model  
Proteins PDB ID Site sphere −CDOCKER_ENERGY RMSD(Å) 
  x y z r O.L. Compound 11 
iNOS 2Y37 4.926 0  −73.731 4 −22.837 9 7.044 7  21.646 6 32.057 4 1.514 5 
PI3K 1E7V 20.614 8 62.246 3 21.599 4 6.577 8  24.787 8 46.107 4 0.739 6 
SAPK 3V6R 21.950 5 −59.127 5 −15.840 3 11.000 9  39.067 5 35.194 2 1.625 1 
p38 3DT1 22.295 5 11.013 2 29.603 7 11.856 6  22.919 8 40.436 1 1.701 0  
CNR2 6KPC 10.510 4 1.389 9  −45.075 4 9.525 1  46.371 9 42.055 0  0.672 1 
ERK1 2ZOQ 0.701 2  −22.751 4 49.430 2 6.065 3  19.970 1 38.670 8 0.984 3 
注：O.L.：原配体 
Note: O.L.: original ligand. 

 
图 4  化合物 11 与靶点蛋白相互作用 2D 图   A：化合物 11-3DT1；B：化合物 11-2ZOQ 
Figure 4  2D diagram of the interaction of compound 11 with target proteins. A: compound 11-3DT1; B: 
compound 11-2ZOQ. 
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2.4  化合物 11 对 LPS 诱导的 BV-2 细胞存

活率的影响结果 
BV-2 细胞存活率试验结果(图 5)显示，与

空白组相比，LPS 模型组 BV-2 细胞存活率显著

降低(P<0.001)；与 LPS 模型组相比，化合物 11 
(5、10、20 μmol/L)给药后可显著提高细胞存活

率(P<0.001)，随着化合物 11 浓度升高，细胞存

活率升高，在浓度为 20 μmol/L 的细胞存活率

(81.49%±9.08%)接近阳性对照组(83.47%±0.45%)，
提示化合物 11 能抑制 LPS 诱导 BV-2 细胞的神

经炎症。 

2.5  化合物 11 对炎症因子 (TNF-α 、

IL-1β、IL-6)和炎症介质 (NO)表达的抑制 
作用 

如图 6 所示，空白组中 NO 处于较低水平

[(4.058 0±0.294 4) μmol/L]，与空白组比较，LPS
组 BV-2 细胞 NO 水平显著增加(P<0.001)，化合

物 11 (10、20 μmol/L)组 NO 水平显著降      
低(P<0.001)，呈剂量相关性，提示化合物 11  
对 NO 的产生具有良好的抑制作用。空白组 

 

 
 

图 5  化合物 11 对 LPS 诱导 BV-2 细胞存活率的

影响( x ±SD，n=5)   与空白组比较，###P<0.001；
与 LPS 模型组比较，***P<0.001 
Figure 5  Effect of the compound 11 on 
LPS-induced BV-2 cell viability ( x ±SD, n=5). 
###P<0.001 vs blank control; ***P<0.001 vs LPS 
model. 

TNF-α、IL-1β 和 IL-6 均处于较低水平，与空白

组比较，LPS 组 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平显

著升高(P<0.001)，化合物 11 (10、20 μmol/L)
组 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平显著降低(P<0.05)，
提示化合物 11 可抑制 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的

分泌。 

3  讨论与结论 
神经退行性疾病发病机制广泛，其病理过

程涉及 Aβ25-35、神经炎症、氧化应激和 Tau 蛋

白等多种因素影响。神经炎症反应是中枢神经

系统的一种免疫应答反应，在阿尔兹海默病、

帕金森病等神经退行性疾病中发挥着重要的调

节作用。小胶质细胞过度活化会释放大量炎症

介质(NO)和炎症因子(IL-1β、TNF-α、IL-6)，从

而导致神经炎性疾病的发生，抑制小胶质细胞

过度活化可以减弱各种神经系统疾病的病理进

程，因此 BV-2 小胶质细胞常用来评价各种小分

子化合物的抗神经炎症作用[22-23]。分子对接是目

前运用最广泛的天然化合物虚拟筛选技术[24]。 
青霉属内生真菌次生代谢产物的多样性为

寻找新药先导化合物开辟了道路，已经成为发

现活性化合物的重要来源，在农业、生物技术

和医药领域也有着广泛的应用前景[25-26]。本研

究首次对鹿衔草内生真菌的次生代谢产物进行

了分离，对内生真菌 P. solitum 采用经典固体发

酵法，从该菌株的发酵液乙酸乙酯部分中分离得

到 12 个化合物 cyclopenin (1)、dehydrocyclopeptin 
(2)、viridicatin (3)、对羟基苯甲酸(4)、吲哚乙

酸(5)、methyl compactin (6)、cyclopeptine (7)、
cyclopenol (8)、原儿茶酸(9)、viridicatol (10)、
N-[2-(3-indolyl)ethyl]malonamic acid (11)和
solitumidine A (12)，化合物 11 是新的天然产物，

化合物 4、5 和 9 为首次自 P. solitum 分离得到。

利用反向分子对接技术筛选出具有潜在抗神经 
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图 6  化合物 11 对 LPS 诱导的 BV-2 细胞炎症因子 NO (A)、TNF-α (B)、IL-1β (C)和 IL-6 (D)水平的

影响( x ±SD，n=5)   与空白组比较，###P<0.001；与 LPS 模型组比较，***P<0.001，**P<0.01，*P<0.05 
Figure 6  Effect of the compound 11 on NO (A), TNF-α (B), IL-1β (C) and IL-6 (D) level in LPS-induced 
BV-2 cells ( x ±SD, n=5). ###P<0.001 vs blank control; ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 vs LPS model. 
 
炎症的化合物 11，并在细胞水平证实其可提高

BV-2 细胞存活率和抑制炎症因子 (TNF-α、

IL-1β、IL-6)和 NO 的释放。MAPK 通路是信号

从细胞表面传导到细胞核内部的重要传递者，

是细胞增殖、应激、炎症和凋亡等信号转导的

共同交汇通路之一，主要亚族包括 JNK、p38
和 ERK，三者主要以非磷酸化形式存在于细胞

质中 [27]。过度活化的小胶质细胞能通过提高

MAPK 家族中 3 个亚型的磷酸化水平进而调控神

经炎症因子的产生，导致神经炎性疾病的发生[28]。

分子对接和细胞炎症实验结果表明，化合物 11

发挥抗神经炎症活性的作用机制可能与抑制

MAPK 信号通路中 p38 和 ERK 蛋白的磷酸化有

关，但其具体的分子调控机制有待进一步研究。 
鹿衔草作为我国传统的中草药，在我国种

类较丰富且药理活性显著，但国内外相关研究

报道较少，其化学成分和内生菌、共生菌次生

代谢产物的研究也亟待开发。此研究丰富了鹿

衔草内生真菌的成分研究，为后续鹿衔草内生

真菌的药效物质基础及其活性研究提供了参

考，同时为新颖神经退行性疾病药物的开发提

供了先导化合物。 
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