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摘要： 目的　 研究茶藨子木层孔菌 Ｐｈｅｌｌｉｎｕｓ ｒｉｂｉｓ 的化学成分及其抗肿瘤活性。 方法　 茶藨子木层孔菌甲醇提取物采用

硅胶、 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０、 半制备型 ＨＰＬＣ 进行分离纯化， 根据理化性质及波谱数据鉴定所得化合物的结构。 采用 ＭＴＴ
法评价其抗肿瘤活性。 结果 　 从中分离得到 ４ 个化合物， 分别鉴定为 ｉｎｏｓｃａｖｉｎ Ｃ （１）、 ｐｈｅｌｌｉｆｕｒｏｐｙｒａｎｏｎｅ Ａ （２）、
ｐｈｅｌｌｉｇｒｉｄｉｎ Ｄ （３）、 ｉｎｏｓｃａｖｉｎ Ａ （４）， 均能够在一定程度上抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖， 对 ＨｅｐＧ２ 细胞的抑制作用在 ５～ １６０
μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度范围内， 呈剂量依赖性增长。 结论　 所有化合物均为首次从该真菌中分离得到， 并均具有抗肿瘤活性。
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　 　 针层孔菌属为担子菌亚门、 层菌纲、 非褶菌

目、 锈革孔菌科［１］， 现有研究表明， 该属真菌含

有多糖、 甾体类、 萜类、 黄酮类等活性成分， 具有

抗肿瘤、 增强免疫、 抗氧化等生物活性， 呈现很好

的市场开发前景［２］。
茶藨子木层孔菌 Ｐｈｅｌｌｉｎｕｓ ｒｉｂｉｓ， 为针层孔菌属

药用真菌， 寄生于山楂、 梨树的活体根茎上［３］，
主要分布于中国、 日本、 韩国。 目前， 国内外已经

从茶藨子木层孔菌中分离得到多糖类、 色素类、 神

经酰胺类、 苯骈呋喃类成分［４⁃６］， 并且发现它们有

抗肿瘤、 增强免疫、 神经保护等活性［７⁃９］。 为了进

一步开发利用茶藨子木层孔菌资源， 本实验对其甲

醇提取物进行分离纯化， 从中得到 ４ 个化合物， 均

为苯乙烯基吡喃酮衍生物。 其中， 化合物 １ ～ ４ 均

为首次从本真菌中分离得到， 对肝癌 ＨｅｐＧ２ 的增

殖均显示抑制作用， 以 １ 最显著。
１　 材料

ＪＭＳ⁃７００ 高分辨质谱仪 （日本捷欧路公司）；
Ｉｎｏｖａ⁃６００ 型核磁共振仪 （美国 Ｖａｒｉａｎ 公司）； 半制

备液相色谱仪 （日本分光 Ｊａｓｃｏ 公司）； 柱色谱硅

胶 （６３～２１０ μｍ， 日本关东化学株式会社）； 薄层

色谱硅胶 ＧＦ２５４ （德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）； Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃
２０ （美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司）； Ｃｏｓｍｏｓｉｌ ５Ｃ１８⁃ＭＳ⁃
Ⅱ半制备色谱柱 （１０ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ， 日本

Ｎａｃａｌａｉ 公司）。 所用试剂均为分析纯或色谱纯。
茶藨子木层孔菌采集于济南历城山区， 由山东

中医药大学生药学教研室徐凌川教授鉴定为正品。
２　 提取与分离

取 １ ８ ｋｇ 茶藨子木层孔菌的干燥粗粉， 用甲

醇室温浸提 ３０ ｄ， 提取液减压浓缩得浸膏 ２０ ｇ， 浸

膏用硅胶柱色谱进行初步分离， 用二氯甲烷、 二氯

甲烷⁃乙酸乙酯 （９ ∶ １、 １ ∶ １）、 乙酸乙酯、 乙酸乙

酯⁃甲醇 （９ ∶ １、 ７ ∶ ３、 １ ∶ １） 依次洗脱， 合并后

得到 ７ 个流分 Ｆｒ １～７。
Ｆｒ ４ 经 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０ （甲醇） 得 ９ 个部分

（Ｆｒ ４ １ ～ Ｆｒ ４ ９）， Ｆｒ ４ ５ 经制备 ＨＰＬＣ 甲醇⁃水
（１ ∶ １） 分离纯化， 得组分 Ｆｒ ４ ５ ６， 再经制备薄

层氯仿⁃甲醇 （７ ∶ ３）， 得化合物 ４ （１ ５ ｍｇ）。 流

分 Ｆｒ ３ 用 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０ （甲醇） 分离， 合并得

到 ８ 个组分 Ｆｒ ３ １～ Ｆｒ ３ ８， Ｆｒ ３ ５ 用硅胶柱色谱

氯仿⁃甲醇 （２０ ∶ １） 处理， 再经 ＨＰＬＣ 柱甲醇⁃水
（６５ ∶ ３５） 制备， 得化合物 １ （５ ｍｇ）； Ｆｒ ３ ７ 经

ＨＰＬＣ 制备纯化， 用丙酮⁃水 （３２ ∶ ６８， １％ ＴＦＡ）
洗脱， 得组分 Ｆｒ ３ ７ ４ （４ ４ ｍｇ）， 溶于 ５００ μＬ 甲

醇， 静置 ７２ ｈ， 上清为化合物 ２ （１ ２ ｍｇ）， 沉淀

为化合物 ３ （１ ８ ｍｇ）。
３　 结构鉴定

化合物 １： 黄色粉末（甲醇）， 分子式 Ｃ２３Ｈ１６Ｏ８。
ＨＲＦＡＢ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ４２１ ０８９ ８ ［ Ｍ ＋ Ｈ ］ ＋。１Ｈ⁃ＮＭＲ
（６００ ＭＨｚ， 丙酮⁃ｄ６） δ： ７ ３６ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ２ ２ Ｈｚ，
Ｈ⁃６′）， ７ ３５ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １６ １ Ｈｚ， Ｈ⁃７）， ７ ２６
（１Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ ８ ３， ２ １ Ｈｚ， Ｈ⁃１０′）， ７ １９ （ １Ｈ，
ｄ， Ｊ ＝ １ ９ Ｈｚ， Ｈ⁃９）， ７ ０６ （ １Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ ８ ３，
１ ９ Ｈｚ， Ｈ⁃１３）， ６ ９３ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ８ ３ Ｈｚ， Ｈ⁃
９′）， ６ ９０ （１Ｈ， ｓ， Ｈ⁃４）， ６ ８８ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ８ ３
Ｈｚ， Ｈ⁃１２）， ６ ８３ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １５ ９ Ｈｚ， Ｈ⁃６），
２ ６７ （３Ｈ， ｓ， １′⁃ＣＨ３）；１３Ｃ⁃ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ， 丙酮

⁃ｄ６） δ： １５８ ３ （ Ｃ⁃１）， １０９ ２ （ Ｃ⁃２）， １６１ １ （ Ｃ⁃
３）， ９５ ７ （ Ｃ⁃４）， １５９ ２ （ Ｃ⁃５）， １１７ ５ （ Ｃ⁃６），
１３５ ５ （Ｃ⁃７）， １２８ ９ （Ｃ⁃８）， １１４ ６ （Ｃ⁃９）， １４６ ４
（Ｃ⁃１０ ）， １４７ ９ （ Ｃ⁃１１ ）， １１６ ５ （ Ｃ⁃１２ ）， １２１ ６
（Ｃ⁃１３）， ３２ ２ （Ｃ⁃１′）， １９６ ９ （Ｃ⁃２′）， １１９ ４ （Ｃ⁃
３′）， １５４ ８ （ Ｃ⁃４′）， １２１ ３ （ Ｃ⁃５′）， １１５ ３ （ Ｃ⁃
６′）， １４５ ９ （ Ｃ⁃７′）， １４８ ４ （ Ｃ⁃８′）， １１６ ３ （ Ｃ⁃
９′）， １２０ ９ （Ｃ⁃１０′）。 以上数据与文献 ［１０］ 基本

一致， 故鉴定为 ｉｎｏｓｃａｖｉｎ Ｃ。
化合物 ２： 深黄色无定型粉末，分子式 Ｃ２１Ｈ１４Ｏ７。

ＨＲＦＡＢ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ４０１ ０６４ ６ ［ Ｍ ＋ Ｎａ ］ ＋。１Ｈ⁃ＮＭＲ
（６００ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ： ７ ３０ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １５ ９
Ｈｚ， Ｈ⁃２′）， ７ ２０ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ２ １ Ｈｚ， Ｈ⁃２″），
７ １６ （ １Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ ８ ２， ２ １ Ｈｚ， Ｈ⁃６″）， ７ ０４
（１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ２ １ Ｈｚ， Ｈ⁃４′）， ６ ９６ （ １Ｈ， ｓ， Ｈ⁃
３）， ６ ９４ （ １Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ ８ ５， ２ １ Ｈｚ， Ｈ⁃８′），
６ ８３ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ８ ２ Ｈｚ， Ｈ⁃５″）， ６ ８３ （１Ｈ， ｓ，
Ｈ⁃７）， ６ ７７ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ８ ２ Ｈｚ， Ｈ⁃７′）， ６ ７０
（１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ １５ ８ Ｈｚ， Ｈ⁃１′）；１３Ｃ⁃ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ） δ： １５８ ３ （ Ｃ⁃２）， １００ ３ （ Ｃ⁃３）， １６１ ３
（Ｃ⁃４）， １５８ ６ （ Ｃ⁃６）， ９６ ５ （ Ｃ⁃７）， １１７ ４ （ Ｃ⁃
１′）， １３５ ５ （ Ｃ⁃２′）， １２９ ３ （ Ｃ⁃３′）， １１４ ７ （ Ｃ⁃
４′）， １４６ ８ （ Ｃ⁃５′）， １４８ ３ （ Ｃ⁃６′）， １１６ ６ （ Ｃ⁃
７′）， １２１ ６ （ Ｃ⁃８′）， １２２ ４ （ Ｃ⁃１″）， １１２ ７ （ Ｃ⁃
２″）， １４６ ９ （ Ｃ⁃３″）， １４８ ０ （ Ｃ⁃４″）， １１６ ８ （ Ｃ⁃
５″）， １１７ ９ （ Ｃ⁃６″）， １１２ ３ （ Ｃ⁃３ａ ）， １６２ ７ （ Ｃ⁃
７ａ）。 以上数据与文献 ［１１］ 基本一致， 故鉴定为
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ｐｈｅｌｌｉｆｕｒｏｐｙｒａｎｏｎｅ Ａ。
化合 物 ３： 黄 色 粉 末， 分 子 式 Ｃ２０ Ｈ１２ Ｏ８。

ＨＲＦＡＢ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ３８１ ０６０ ３ ［ Ｍ ＋ Ｈ ］ ＋。１Ｈ⁃ＮＭＲ
（５００ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ ） δ： ８ ４１ （ １Ｈ， ｓ， Ｈ⁃７ ），
７ ６０ （１Ｈ， ｓ， Ｈ⁃１０）， ７ ４２ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １５ ９ Ｈｚ，
Ｈ⁃２′）， ７ ０８ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １ ９ Ｈｚ， Ｈ⁃４′）， ６ ９９
（１Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ ８ ５， １ ９ Ｈｚ， Ｈ⁃８′）， ６ ７９ （ １Ｈ，
ｄ， Ｊ＝ ８ ３ Ｈｚ， Ｈ⁃７′）， ６ ７０ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ １５ ８ Ｈｚ，
Ｈ⁃１′）， ６ ５２ （１Ｈ， ｓ， Ｈ⁃４）；１３ Ｃ⁃ＮＭＲ （１２５ ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ） δ： １６２ ０ （Ｃ⁃１）， １６０ ５ （Ｃ⁃３）， ９９ ９ （Ｃ⁃
４）， １６１ ２ （ Ｃ⁃６）， １１５ ４ （ Ｃ⁃７）， １４８ ２ （ Ｃ⁃８），
１５５ ２ （ Ｃ⁃９ ）， １１１ ８ （ Ｃ⁃１０ ）， １１６ ３ （ Ｃ⁃１′），
１３８ １ （ Ｃ⁃２′）， １２８ ８ （ Ｃ⁃３′）， １１４ ９ （ Ｃ⁃４′），
１４６ ９ （ Ｃ⁃５′）， １４９ １ （ Ｃ⁃６′）， １１６ ６ （ Ｃ⁃７′），
１２２ ３ （ Ｃ⁃８′）， １６２ ７ （ Ｃ⁃４ａ ）， １１２ ６ （ Ｃ⁃６ａ ），
１２９ １ （Ｃ⁃１０ａ）， １００ ６ （Ｃ⁃１０ｂ）。 以上数据与文献

［１２］ 基本一致， 故鉴定为 ｐｈｅｌｌｉｇｒｉｄｉｎ Ｄ。
化合物 ４： 橙黄色粉末， 分子式 Ｃ２５ Ｈ１８ Ｏ９。

ＨＲＦＡＢ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ４６３ １０３ ８ ［ Ｍ ＋ Ｈ ］ ＋。１Ｈ⁃ＮＭＲ
（６００ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ） δ： ７ ４３ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １５ ９
Ｈｚ， Ｈ⁃７）， ７ ０８ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １ ９ Ｈｚ， Ｈ⁃９ ），
６ ９９ （ １Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ ８ ８， １ ９ Ｈｚ， Ｈ⁃１３）， ６ ７９
（１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ８ ２ Ｈｚ， Ｈ⁃１２）， ６ ７４ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝
１５ ２ Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ６ ７４ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ８ ９ Ｈｚ， Ｈ⁃
１０′）， ６ ７０ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ２ １ Ｈｚ， Ｈ⁃７′）， ６ ５８

（１Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ ８ ３， ２ １ Ｈｚ， Ｈ⁃１１′）， ６ ４９ （ １Ｈ，
ｓ， Ｈ⁃４）， ５ ６５ （１Ｈ， ｓ， Ｈ⁃５′）， ５ ５７ （１Ｈ， ｓ， Ｈ⁃
２′）， １ ９７ （３Ｈ， ｓ， １′⁃ＣＨ３）；１３Ｃ⁃ＮＭＲ （１５０ ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ） δ： １６０ ６ （Ｃ⁃１）， ９９ ５ （Ｃ⁃２）， １７６ ８ （Ｃ⁃
３）， ９５ ５ （ Ｃ⁃４）， １６７ ０ （ Ｃ⁃５）， １１７ ３ （ Ｃ⁃６），
１３９ ９ （Ｃ⁃７）， １２８ ５ （Ｃ⁃８）， １１５ １ （Ｃ⁃９）， １４６ ９
（Ｃ⁃１０ ）， １４９ ４ （ Ｃ⁃１１ ）， １１６ ６ （ Ｃ⁃１２ ）， １２２ ６
（Ｃ⁃１３）， １９２ ９ （Ｃ⁃１′）， １０５ １ （Ｃ⁃２′）， ２０３ １ （Ｃ⁃
３′）， ９４ ５ （ Ｃ⁃４′）， ９５ ９ （ Ｃ⁃５′）， １２３ ２ （ Ｃ⁃６′），
１１５ ５ （ Ｃ⁃７′）， １４６ ３ （ Ｃ⁃８′）， １４７ ８ （ Ｃ⁃９′），
１１５ ９ （ Ｃ⁃１０′）， １２０ ２ （ Ｃ⁃１１′）， １６ ６ （ Ｃ⁃１′
ＣＨ３）。 以上数据与文献 ［１３］ 基本一致， 故鉴定

为 ｉｎｏｓｃａｖｉｎ Ａ。
４　 抗肿瘤活性筛选

参照文献 ［１４］ 方法， 测定化合物 １ ～ ４ 在不

同浓度下对肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞的抑制率。 实验组每

孔加入 ２０ μＬ 样品溶液， 终浓度分别为 ５、 １０、
２０、 ４０、 ８０、 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 同时设空白对照组、 阳

性对照组 （５⁃Ｆｕ， 终浓度为 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 每组重

复 ６ 次， 结果见图 １。 由此可知， 化合物 １～４ 对肝

癌 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的抑制活性在 ５～１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓

度范围内呈现出较好的剂量依赖性； 在浓度为

１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ时， 各化合物对 ＨｅｐＧ２ 细胞的抑制率

分别为 ７１ ８％ 、 ６３ １％ 、 ４５ ２％ 、 ５６ ５％ ， 即 １ 抑

制作用较强。

图 １　 各化合物对 ＨｅｐＧ２ 细胞的抑制作用

Ｆｉｇ １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

５　 讨论

茶藨子木层孔菌在中国、 韩国作为传统药物被

用于抗肿瘤［１５］， 疗效确切， 以往对其抗肿瘤活性

的研究主要集中在水溶性大分子多糖类成分［１６］，
关于其小分子成分及抗肿瘤活性筛选的报道较少。
本实验在前期研究的基础上， 从茶藨子木层孔菌中

分离鉴定出了 ４ 个苯乙烯基吡喃酮类化合物， 均为

首次从该真菌中分离得到。

据文献报道， 化合物 １、 ４ 具有清除自由基和抑

制 Ｈｅｌａ２２９ 细胞增殖的潜力［１７］； 化合物 ２、 ３ 对小鼠

黑色素瘤和人肺癌细胞株的增殖有抑制作用， 两者

ＧＩ５０值分别为 ５ ６ ～ ３１ ３、 ７ １ ～ ２２ ６ μｍｏｌ ／ Ｌ［１１］。 另

外， 化合物 ４ 有强效脂氧合酶抑制活性［１８］， 化合

物 ３ 还具有抗炎、 抗氧化作用［１９］， 证明茶藨子木

层孔菌具有较好的药物开发前景。
本研究显示， 化合物 １ ～ ４ 均具有明显的抑制
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肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的活性， 并在 ５ ～ １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ
浓度范围内呈现出较好的剂量依赖性。 其中， 化合

物 １ 较化合物 ２ 对肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞的抑制作用强，
可能是前者、 结构多 １ 个醛基； 化合物 ４ 对肝癌

ＨｅｐＧ２ 细胞的抑制作用较化合物 ２ 弱， 其结构多 １
个五元环， 可能破坏了呋喃并吡喃酮环的平面性，
后期可进一步考察其构效关系。 本实验丰富了茶藨

子木层孔菌活性成分的研究， 并为苯乙烯基吡喃酮

类成分抗肿瘤的作用机制研究提供了参考， 也为后

期该真菌药理活性研究提供了依据。
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