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摘　要:红树林内生真菌 732#可产生具有抗癌活性的新化合物 ennia tin G。出于对 enn iatin G的兴趣 , 通过 ITS

法测序分析 , 对 732#种属进行了鉴定 , 得出 732#属于 Fusarium 属真菌。为了增加 732#的代谢产物量 , 以菌丝

质量浓度 (干质量) 和 enn iatin质量浓度为检测指标 , 用正交法确定了适合 732#生长的最佳碳源 、 氮源及温度 ,

再用单因素变换法对 732#培养条件进行了优化 , 得出 , 在含 w =2. 5%葡萄糖 , w=0.8 %蛋白胨 , 起始值为 pH

6, 20%人工海水的 GTY培养基中发酵 10 d, 菌丝质量浓度 (干质量) 和 enn iatin质量浓度可达最大值。
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　　enn iatin是一类由 3个 D - 2羟异戊酸 (Hy lv)

和 3个 N -甲基氨基酸交替排列组成的环 6缩酚肽

类化合物 , 分子中含有十八员环肽骨架;迄今为止

人们在陆地 Fasarium 属真菌中找到了十几种

enn iatin类化合物 , 结构通式如图 1所示
[ 1 - 3]

:

图 1　Ennia tins的结构

F ig.1　The structure s of enn ia tins　

enn iatin类化合物具有抗菌 、 杀虫 , 抗 H IV活

性
[ 4]
;是优良离子载体 , 能形成一价阳离子的

“Sandw ich” 络合物 , 穿过细胞膜 , 并对膜电位产

生影响
[ 5 - 6]

;enn iatin类化合物还是胆甾醇乙酰基

转移酶 (ACAT)抑制剂 , 在体内可减少甘油三酸

酯合成;近年还发现这类化合物能够抑制 ATP能

量依赖型的多药物载体 (ABC transporters), 特别

是对多效耐药调控蛋白 5 (Pdr5p) 有高抑制活

性
[ 7]
。它们的生物活性不仅与分子中大环结构有

关 , 还与环上取代结构有关 。

enniatin G是我们在来自南中国海红树林内生

真 732#的发酵液中首次发现的新化合物 , 初步药

理活性研究表明 ennia tin G有抗肝癌活性 , ED50 =

12 μg mL
-1 [ 8]
。基于对 ennia tin类化合物广泛生

理活性的兴趣 , 本研究对 732#海洋真菌的种属进

行了鉴定 , 并探讨了发酵过程中物理 、 生理及营养

条件对 732#代谢 enniatin的影响。

1　材料与方法

1.1　实验菌种

海洋真菌 732#是从泰国红树林树叶中分离得

到的内生真菌 。

1.2　基础培养基

1.2.1　PDA培养基 (w /%)马铃薯汁 20, 葡萄糖

2, 琼脂 2。

1.2.2　GTY培养基 (w /%)葡萄糖 1, 蛋白胨

0.2, 酵母浸膏 0.1, 人工海水 20。

1.2.3　添加的微量成分 (w /%) KH 2PO4 0.3,

K2HPO4 , 0.7, MgSO4 7H 2O 0.01。
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1.2.4　多种碳源 葡萄糖 , 麦牙糖 , 甘油 。

1.2.5　多种氮源 蛋白胨 , 牛肉浸膏 , 尿素 ,

NH4NO3。

1.3　试剂

enn iatin G标准物质:前期研究中获得 , 纯度

90%
[ 8]
。

乙酸乙酯 、 氯仿 、甲醇 、 正己烷等均为市售分

析纯试剂。

1.4　种属鉴定

将 732#真菌接种在含 PDA培养基的培养皿上

培养 , 从培养基平面刮取菌丝 , 用苯酚 -氯仿提取

菌丝体中 DNA , 用 ITS4和 ITS5作引物对核糖体

DNA上 ITS区域进行 PCR扩增 , 以 ITS871r (5 -

GCT TAA GTT CAG CGG GTA - 3')和 ITS5作为测

序引物
[ 9 - 10]

, 用 AB I 377XL自动测序仪进行测序 ,

然后在 Au toAssemb lerVe rsion 1.4上进行组装。

1.5　发酵方法

从斜面培养基上挑取生长良好菌体 , 接入经

121℃ (0.1 mPa)高温灭菌 25 m in的 PDA培养

基 , 培养 7 d后接入经高温灭菌的试验培养基。

试验发酵方式采用悬浮培养 , 在 500 mL三角

烧瓶中装入 200mL培养基 , 接种后置于 25℃培养

箱中 , 以 120 r /m in振摇孵化 10 d。

1.6　菌体生长量测定

终止发酵后 , 用布氏漏斗抽滤 , 将菌体和发酵

液分离 , 用 500mL蒸馏水分数次洗涤菌体 , 冻干 ,

干菌丝称量 。

1.7　Ennia tin质量浓度分析

(1)干菌丝称量后用乙酸乙酯萃取 , 浓缩至

干 , 得到含 enn iatin的菌丝体提取物 。

(2)发酵液用等体积乙酸乙酯萃取 3次 , 合

并有机相 , 减压蒸馏至干 , 得到含 enn iatin的发酵

液提取物。

(3)将提取物定容到 0.5 mL乙酸乙酯中 , 准

确移取 10 μL样品溶液 , 用硅胶薄层层析技术

(TLC)分离 , 展开剂采用氯仿:甲醇 (9:1)溶

液 , 计算位移值 R f , 刮取与 ennia tin G R f值相同的

斑点 , 用正己烷提取 , 定容至 2.0 mL, 用 1 cm比

色池在 240 nm波长下测定吸光度;用 enniatin G标

准物质作工作曲线 , 计算 enniatin的质量浓度。

1.8　培养条件优化方法

最佳碳源 、 氮源 、温度确定用正交法 , 其它培

养条件优化用单因素变化试验 。

2　数据与结果

2.1　海洋真菌 732#种属特征

经测定 732#的 ITS区含 503个碱基对 , 通过检

索基因库和 Paup法分析 , 表明该序列与库中

Fusarium polyph ialid icum , F.concolor 和

F .sporotrich iordes基因序列相似性最高。但由于该

DNA序列中仍有至少 15个碱基对与这三株镰刀菌

的序列不同 , 差异为 3%, 因此推测 732#可能是镰

刀菌属的一个新种 , 命名为 Fusarium 732#。

2.2　温度 、碳源 、 氮源对 732 #生长影响

以碳源 (w =0.5%)、 氮源 (w =0.1%)、 温

度为主要影响因子 , 设计 3因子 3水平正交试验 ,

在 120 r /m in振摇培养 5 d, 以菌丝质量浓度 (干

质量 )为检测指标 , 研究碳源 、氮源 、 温度对 732

#生长的影响。

表 1　因素水平表
Tab. 1　The fac to rs and leve ls

水平
因素

碳源 氮源 温度 /℃

1 葡萄糖 蛋白胨 15

2 麦芽糖 尿 素 25

3 甘 油 硝酸铵 30

表 2　正交实验结果
Tab. 2　The results o f o rthogona l experiment(L9 34)

实验号 碳源 氮源 温度 4
菌丝体质量浓度

(干质量)(g /250 m L)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

1

1

1

2

2

2

3

3

3

0. 316

0. 307

0. 239

0. 077

1

2

3

1

2

3

1

2

3

0. 574

0. 116

0. 172

0. 458

1

2

3

2

3

1

3

1

2

0. 262

0. 348

0. 252

0. 096

1

2

3

3

1

2

2

3

1

0. 172

0. 054

0. 090

0. 253

0. 013

0. 041

0. 149

0. 049

0. 041

从表 2中 K值和极差 R值得出如下结论:732#

的生长主要受氮源影响 , 其次是温度 , 碳源影响较

小 , 实验给出的最佳氮源是蛋白胨 , 最佳发酵温度

是 25 ℃, 最佳碳源是葡萄糖。
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2.3　732#生长速率实验

将 Fusarium 732 #接种在 GTY培养基中培养 ,

从第 2天开始检测 ennia tin质量浓度及菌丝质量浓

度 (干质量 )结果 , 从发酵第 2天起便检测到有

enn iatin产生 , 第 2天至第 6天 enniatin质量浓度出

现指数增长 , 第 8天后达最大值 (图 2)。

图 2　F usarium #732生长速度

F ig. 2　The effe ct of culture tim e　

2.4　pH对 enniatin代谢和真菌生长发育影响

图 3　pH影响

F ig.3　The effec t of pH　

在 GTY培养基中用 HC l和 N aOH 调节发酵液

的初始 pH值为 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 加入磷

酸氢钠缓冲溶液维持发酵过程中 pH值不变 , 研究

pH对 Fusarium 732 #发酵的影响 , 结果发现 , 在

pH 6.0时发酵 10 d, 可获最大菌丝质量浓度 (干

质量)和最大 enniatin产率 (图 3)。

2.5　盐分对 enn iatin代谢和真菌生长发育影响

在 GTY培养基添加不同盐浓度的人工海水 ,

进行 Fusarium 732#的发酵培养 , 结果在体积分数

为 20%的人工海水 -GTY培养基中发酵 10 d, 得

到最大菌丝质量浓度 (干质量 )和最大 enn iatin产

率 (图 4)。

图 4　人工海水影响

F ig.4　The effec t of a rtificia l seaw a te r　

2.5　葡萄糖和蛋白胨质量分数影响

用不同质量分数葡萄糖的 GTY培养基进行

Fusarium #732发酵培养 , 结果 , 在葡萄糖质量分

数为 2.5%时 , 获大菌丝质量浓度 (干质量 )和

ennia tin最大产率 (图 5)。

图 5　葡萄糖影响

F ig.5　The effec t of g lucose　

用 w =2.5%葡萄糖配比不同浓度的蛋白胨为

培养基进行 Fusarium 732#发酵培养 , 在蛋白胨质

量分数为 0.8%时 , 获 ennia tin最大产率 , 在蛋白

胨为 0.2% ～ 0.4%时 , 获最大菌丝质量浓度 (干

质量 ) (图 6); ennia tin在菌丝体和发酵液中的比

例为 6.5∶3.5。

图 6　蛋白胨影响

F ig.6　The e ffec t o f trgptone　
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4　问题与讨论

通过正交试验和单因素变化试验 , 得到
Fusarium 732#代谢 enniatin的最佳发酵条件 (w)
是 2.5 %葡萄糖 、 0.8%蛋白胨 、 20%人工海水 ,
起始 pH为 6.0, 在此培养条件下 enniatin产率是

3.7mg mL
- 1
;在给定的发酵条件下 , 菌体中 w

(enniatin)约 为 65%, 培养液中 w大约为 35%;
从代谢量来看 , Fusarium 732#产生 ennia tin的量比

其它 ennia tin产生菌株约高 0.8 ～ 1.2 mg mL
-1
,

因此 Fusarium 732#是一个高产 ennia tin的菌株。
从实验结果来看 , Fusarium 732 #的生长受氮

源影响较大 , B iillich等曾研究过 enn iatin的代谢量

与 enn iatin合成酶的活性线性相关
[ 11]
, 富含多种氨

基酸的蛋白胨培养基可为 enn iatin合成酶的合成提

供更多种类的氨基酸 , 因此也利于 enniatin的合

成 。
感谢:感谢英国哥伦比亚大学 Patrik Inde rbitzin博士为海洋

真菌 732 #做了测序鉴定。
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Abstract:The endophy tic fungus 732#, iso lated from the mang rove in the South China Sea, w ith anticancer

nove lEnniatin G , was characterized by ITS sequence analy sis and phy logene tic ana ly sis, which show ed tha t the

732#be longs to the genus ofFusarium sp. To increase the con tent of the me tabo lites of the 732#, o rthogona l test

w as used to select the optimum carbon sources and n itrogen sourcesw ith drymycelium we ight as obse rved ob jec ts;

The incubation cond itions for the g row th and enniatin produc tion of the Fusarium 732#were stud ied th rough

chang ing the concen trations o f the carbon sources and nitrogen sou rces, sa lt concentra tions, and the initial pH

values w ith enniatins and dry mycelium we igh t as observed objects. Under the optima l fe rm enta tion conditions, in

GTY medium containing 25.% g lucose, 0.8% tryp tone , pH 6, 20% artific ial seaw ater and 10 day s incubation ,

them aximal dry w e ight and ennia tin y ield w e re obtained.

Key words:ennia tin G;fermentation conditions;m arine endophy tic fungus
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