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株海洋内生真菌发酵产物初步筛选及活性研究
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摘要!对海洋内生真菌进行化学筛选和生物活性筛选"并对

由不同碳源%氮源%生长因子培养基发酵得到的样品进行评

估$采用高效液相色谱法对
'Y

株海洋内生真菌发酵产物的

乙酸乙酯提取物进行分析"并进行体外抗氧化和抗菌活性筛

选$结果表明"样品
'&)')7

!培养基
'

#乙酸乙酯提取液在浓

度
')0

L

(

0̀

时对枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌有强烈的

抑制效果"抑菌圈直径分别为
';

"

''00

&对大肠杆菌无明显

抑菌效果"且对
]%%T

自由基的清除率大于
,)j

$高效液

相色谱分析结果显示"样品
'&)')7

!培养基
'

#提取物所含的

次生代谢产物种类较多"含量丰富$样品
'&)')7

!培养基
'

#

提取物所含次生代谢产物较多%含量较大"且在体外具有较

强的抗菌%抗氧化活性"值得深入研究$

关键词!内生真菌&次生代谢产物&抗氧化&抗菌
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内生真菌是指生活在健康动植物的组织*器官内部细胞

内或细胞间隙的一类微生物%在长期的进化过程中和宿主形

成了互惠互利*相互制约的共生关系(

'

)

&由于独特的生存环

境%内生真菌往往可以产生与宿主相同或相似生理活性的次

生代谢产物%如从短叶红豆杉韧皮部分离的内生真菌
J/(7'

O

4

=%0/&;8%/&/%

能够产生具有抗癌活性的紫杉醇及其类似

物(

;

)

&目前已有的报道(

7

)显示%内生真菌的代谢产物具有抗

菌*抗肿瘤*抗氧化等生理活性&内生真菌产生的抗菌成分

种类较多%因为宿主不同而产生的具有抗菌活性的次生代谢

产物有丰富的多样性%现已报道的具有抗菌活性的次生代谢

产物包括生物碱*环肽*萜类*醌类*甾体*脂肪酸等(

(

)

&

+HG1

等(

&

)研究显示内生真菌的提取物有较好的抗氧化活性%表明

内生真菌能够产生抗氧化活性的次生代谢产物%同时也是抗

氧化活性物质的重要来源&因此%内生真菌作为一类次生代

谢产物丰富且生理活性较佳的微生物资源愈发受到人们的

青睐&

海洋内生真菌研究相对较晚%主要集中在近
;)

年%但发

展迅速&迄今%从海洋内生真菌中分离得到的新化合物已超

过
')))

种(

*

)

&海洋内生真菌具有培养条件简单*生长迅速*

易生产等优点%并且为了适应海洋环境高压*高盐*低温*低

营养等特点%往往会产生新的代谢途径%从而在生长代谢过

程中产生*积累大量的结构新*活性强的代谢产物%是新药开

发的资源宝库&

本试验拟对
'Y

株来源于海洋的内生真菌采用化学筛选

和生物活性筛选双重模式%并综合考虑生物量*生物活性两

方面%旨在筛选次生代谢产物丰富*生物活性较好的菌株%为

开发利用海洋内生真菌提供试验方法和手段&

'(
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!

材料与方法

'8'

!

菌株来源

'Y

株内生真菌"分离自鼠尾藻*松节藻*蜈蚣藻*凹顶藻

和海洋动物海绵!

;)'&

年春季于威海金海湾*国际海水浴场

近海的潮间带采得#%山东大学!威海#国际生物技术研发

中心&

'8;

!

指示菌株

大肠杆菌!

E0=.%8A=.A/=7@A

#*金黄色葡萄球菌!

-9/

I

.

4

'

@7=7==)0/)8%)0

#和枯草芽孢杆菌!

Z/=A@@)00)69A@A0

#"山东大

学!威海#海洋学院&

'87

!

培养基配方

'878'

!

分离培养基

!

'

#马铃薯葡萄糖琼脂培养基!

B

:F1F:E@6FG:D@1

L

1G0@/

E2C0

%

%]+

#"

;))

L

土豆去皮%加入
'`

纯水%煮沸
7)02J

%过

滤&在滤液中加入葡萄糖
;)

L

%琼脂
'Y

L

%氯霉素
)8'

L

%用

蒸馏水补足
'`

%

B

T

值自然&

!

;

#马丁氏培养基!

\1GF2J

3

D1

L

1G0@E2C0

%

\+

#"葡萄糖

')

L

'

`

%蛋白胨
&

L

'

`

%磷酸二氢钾
'

L

'

`

%硫酸镁
)8&

L

'

`

%孟

加拉红
)8)7

L

'

`

%氯霉素
)8'

L

'

`

%琼脂
'&

L

'

`

%蒸馏水

&))0̀

%陈海水
&))0̀

%

B

T

值自然&

!

7

#

^\

琼脂培养基!

^\1

L

1G0@E2C0

%

^\

#"葡萄糖

')

L

'

`

%蛋白胨
&

L

'

`

%麦芽浸粉
7

L

'

`

%酵母浸膏
7

L

'

`

%氯

霉素
)8'

L

'

`

%琼脂
'Y

L

'

`

%蒸馏水
&))0̀

%陈海水
&))0̀

%

调整
B

T

值为
*87k)8;

&

'878;

!

发酵培养基

!

'

#培养基
'

"山梨醇
;)

L

'

`

%麦芽糖
;)

L

'

`

%味精
')

L

'

`

%

酵母膏
7

L

'

`

%

WT

;

%M

(

)8&

L

'

`

%

\

L

#M

(

)87

L

'

`

%蒸馏水

&))0̀

%陈海水
&))0̀

&

!

;

#培养基
;

"葡萄糖
(

L

'

`

%麦芽糖
')

L

'

`

%酵母膏
(

L

'

`

%

蒸馏水
&))0̀

%陈海水
&))0̀

&

!

7

#培养基
7

"葡萄糖
;)

L

'

`

%酵母膏
&

L

'

`

%

7)j

土豆浸

出汁
&))0̀

%陈海水
&))0̀

&

'8787

!

抗细菌活性测试培养基

水解酪蛋白胨培养基!

0C@33@G/K2F:J0@E2C0

%

\T

#"牛

肉粉
;

L

'

`

%可溶性淀粉
'8&

L

'

`

%酸水解酪蛋白
'-8&

L

'

`

%

琼脂
'-

L

'

`

%调整
B

T

值为
-8(k)8;

&

'8(

!

仪器

立式压力蒸汽灭菌锅"

]ig/&)Wa#

型%上海申安医疗器

械厂+

超净工作台"

]̀/b!/'?

型%北京东联哈尔滨仪器制造有

限公司+

普通培养箱"

'&7&

型%丹麦
K@F:

公司+

旋转蒸发仪"

>/'))'

型%上海爱朗仪器有限公司+

紫外可见分光光度计"

P*

新世纪%北京普析通用仪器有

限公司+

高效液相色谱"

+

L

23@JF''))

型%安捷伦科技有限公司&

'8&

!

方法

'8&8'

!

内生真菌的分离*纯化
!

无菌条件下用无菌水洗去

海藻及海绵表面杂质%

-&j

乙醇浸泡
'&D

%活性氯浓度为

78*j

的次氯酸钠溶液浸泡
7)D

%无菌水冲洗表面
7

次&对

表面消毒后的海藻和海绵采用漂洗液检验法做阴性对照(

-

)

&

将待分离的海藻去除褐变部分%于无菌玻璃皿上切成小块%

并切口处向下插入培养基内&取适量海绵于无菌研钵内%加

入
(0̀

无菌水%研磨%吸取
'))

#

`

研磨液加入培养基中%并

涂布&

每一个样品同种分离培养基做
;

个平行对照%

;Y[

恒温

培养
(

"

'(E

%当培养基上长出大小适当的菌落时%于菌落边

缘挑取小块转接于无菌的马铃薯葡萄糖琼脂培养基中进行

纯化(

Y

)

&纯化菌株于
([

保存&

'8&8;

!

内生真菌发酵培养及待测样品的制备
!

'))0̀

试

管中加入
7)0̀

发酵培养基%无菌环境下挑取适量纯化菌株

的菌丝体接入发酵培养基内&每种菌株选用
7

种培养基进

行发酵%室温下静置
7&E

&

发酵结束后%向试管内加入适量乙酸乙酯%静置灭菌&

(YK

后充分振荡%待静置分层后取上层萃取液!乙酸乙酯

相#%减压浓缩%得到发酵物粗提物&粗提物用二氯甲烷$甲

醇!二氯甲烷
,

甲醇
V'

,

&

#溶液配置成
')0

L

'

0̀

%备用&

'8&87

!

高效液相色谱分析条件
!

色谱柱"

+

L

23@JFiM$a+g

#a/b

'Y

柱!

(8*00c;&)00

%

&

#

0

#+流动相"甲醇$水+洗脱

顺序"梯度淋洗%洗脱梯度为"

)

"

&02J

%

&j

甲醇+

&

"

7&02J

%

&j

"

'))j

甲 醇+

7&

"

&) 02J

%

'))j

甲 醇+检 测 波 长"

;'&J0

+进样量"

')

#

`

&

'8&8(

!

抗细菌活性的测定
!

试验前将指示菌株于
7-[

活

化
;(K

后%用涂布法接种到水解酪蛋白胨培养基上备用&

采用滤纸片扩散法测定内生真菌次生代谢产物的抗菌

活性(

,

)

&

无菌环境下吸取粗提物溶液
')

#

`

%溶于滤纸片!

*

V

)8*90

#上%充分吸收*晾干后贴在含有指示菌株的培养皿

中&每一个样品做
;

个平行&以纯甲醇作为空白对照%氯霉

素和氨苄西林为阳性&将制备好的培养皿于
7-[

恒温培养

;(K

后%观察结果%记录抑菌圈直径&

'8&8&

!

抗氧化活性的测定
!

采用
]%%T

自由基!

'

%

'/

二苯

基
/;/

苦肼基自由基#清除体系来测定样品的抗氧化活性(

')

)

&

配置浓度为
)8'*00:3

'

`

的
]%%T

甲醇溶液%以
=

b

作为阳

性对照%按式!

'

#的方法加样%室温下暗处反应
7)02J

%在波

长
&'-J0

处测定吸光度
"

值&每个样品测
7

次%取平均值&

清除率按式!

'

#计算"

L

T

'

V

"

D10

B

3@

V

"

A31JN

"

! #

9:JFG:3

U

'))j

!

'

#

式中"

L

$$$清除率%

j

+

"

D10

B

3@

$$$

'8Y0̀

甲醇中加入
;))

#

`

样品后%再加入

;0̀ ]%%T

%暗处反应
7)02J

后所测得
"

值+

"

A31JN

$$$

78Y0̀

甲醇中加入
;))

#

`

样品%暗处反应

7)02J

后所测得
"

值+

;(

基础研究
!

;)'*

年第
;

期



"

9:JFG:3

$$$

;0̀

甲醇加入
;0̀ ]%%T

%暗处反应
7)02J

后所测得的
"

值&

;

!

结果与分析
;8'

!

高效液相色谱分析

T%̀ b

$

"=

指纹图谱是最直接*最清晰反应菌株次生

代谢产物多样性的生物手段%根据
T%̀ b

谱图中的色谱峰数

目*保留时间*吸收强度等选出极性适中*含量较多*紫外吸

收较强的菌株作为进一步试验研究的对象&

高效液相色谱分析结果显示%

'Y

株内生真菌在不同培

养基上所产生的次生代谢产物在成分和含量上均有一定的

差异&在
&(

个样品中%样品
'&)-);

!培养基
'

#*

'&';)7

!培

养基
7

#*

'&'&)'

!培养基
7

#所含的次生代谢产物成分最为丰

富*含量最大&由图
'

可知%

'&)-);

!培养基
'

#的乙酸乙酯提

取物的峰数相对较多%说明菌株
'&)-);

在培养基
'

中所产

生的次生代谢产物种类最多&

图
'

!

不同样品乙酸乙酯提取物的
T%̀ b

图

?2

L

CG@'

!

PK@T%̀ b1J13

4

D2D:HFK@@FK

4

319@F1F@:HD10

B

3@D

;8;

!

抗菌活性试验结果与分析

内生真菌是一个庞大而特殊的真菌类群%其产生的次生

代谢产物也具有多样性和较好的生物活性&高敬红等(

''

)从

'

株镰刀菌属的内生真菌中%分离得到了具有抗革兰氏阳性

菌的环脂肽类抗生素$$$恩镰孢菌素
a

!

@JJ21F2Ja

#&苏印

泉等(

';

)以金黄色葡萄球菌*枯草芽孢杆菌*大肠杆菌为指示

菌株%对从杜仲分离得到的
;)

株内生真菌及其次生代谢物

进行抗菌活性筛选&结果表明%有
',

株的代谢产物至少对
'

种指示菌株具有抑菌活性%其中有
7

株内生真菌的次生代谢

产物对所有的指示菌株均有较强抑制作用&

当
'Y

株海洋内生真菌经发酵得到的
&(

个提取物的浓

度为
')0

L

'

0̀

时%

'&)')7

!培养基
'

#*

'&';)&

!培养基
'

#*

'&';)&

!培养基
;

#*

'&)-)7

!培养基
;

#*

'&)-);

!培养基
;

#

&

个

样品对金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌显示了不同程度的

抑菌效果!见表
'

#%但所有样品对大肠杆菌均无明显抑制

效果&

;87

!

抗氧化活性试验结果与分析

自由基是机体产生的具有较强氧化性的有害化合物%可

对人体的组织和细胞产生损害%从而引起机体的衰老或慢性

疾病&

]%%T

是一种比较稳定的自由基%常被用于体外抗氧

化活性评价(

'7<'(

)

&由图
;

可知"除
'&)()(

和
'&)*)'

两菌株

经
7

种培养基发酵得到的样品具有相似的
]%%T

自由基清

除能力外%其余菌株的均显示出较大差异&当粗提物浓度为

')0

L

'

0̀

时%

]%%T

自由基清除率在
&)j

以上的样品有

'(

个%其中
'&)')7

!培养基
'

#*

'&';)7

!培养基
'

#*

'&';)&

!培

养基
7

#*

'&';)(

!培养基
7

#

(

个样品清除率达到
,)j

以上&

表
'

!

部分内生菌发酵提取物的抗菌活性l

P1A3@'

!

PK@1JF2A19F@G21319F2O2F

4

:H@JE:

B

K

4

F29HCJ

L

2

菌株编号 培养基

抑菌圈直径'
00

金黄色葡

萄球菌

枯草芽

孢杆菌
大肠杆菌

'&)')7

培养基
' '' '; <

'&';)&

培养基
' '7 ') <

'&';)&

培养基
; , , <

'&)-)7

培养基
; , Y <

'&)-);

培养基
; ') , <

!!

l

!

1

<

2代表没有抗菌活性&

图
;

!

各样品清除
]%%T

的效果
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L

CG@;

!

PK@D91O@J

L

2J

L

@HH@9F:HFK@D10

B

3@D:H]%%T
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!

结论
本试验综合采用生物活性筛选和化学筛选!高效液相色

谱分析#双重模式对海洋内生真菌发酵产物进行筛选&相较

于单一的生物活性筛选模式%双重筛选模式在关注海洋内生

真菌次生代谢产物生物活性的同时%还对次生代谢产物的种

类及生物量进行了考量&综合考虑生物量*生物活性两方

面%能够筛选出次生代谢产物丰富*生物活性较强的菌株%为

从海洋内生真菌中分离得到新化合物和生物活性较强的化

合物提供了较好的研究手段&

此外%考虑到微生物可能会因为培养基差异而采取不同

的代谢方式%本试验中选择
7

种碳源*氮源及生长因子有一

定差异的液体培养基对分离的内生真菌进行发酵&所选用

的
7

种培养基之中%培养基
'

和培养基
;

相较于培养基
7

%在

营养成分上较为贫乏%迟效营养物相对较多%更有利于内生

真菌发酵生产次生代谢产物&当然%内生真菌产生的次生代

谢产物除了和发酵培养基成分有一定关系%还与自身的代谢

方式紧密相关&

综合试验结果分析%尽管样品
'&)')7

!培养基
'

#的次生

代谢产物种类较少%但显示出较好的抗菌*抗氧化活性%可作

为潜在的具有良好生物活性的次生代谢产物继续研究&但

活性菌株粗提取物成分分离和菌株鉴定还有待进一步研究&
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优化后系统内啮合副均载性能
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动力学优化的本质%基于遗传算法搜索技术以及行星齿轮传

动系统的弯扭耦合振动模型%完成了某
;W/T

型行星齿轮减

速器动态均载性能的优化设计&

!

;

#数值试验表明%采于遗传算法进行行星齿轮减速器

均载性能的动力学优化是非常高效的%优化后的行星齿轮减

速器均载性能较优化前有了显著提高&
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