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摘= =要：目的= =比较银杏内生真菌的抗菌活性，并对其抗菌活性成分进行分析。方法= =采用组织分离法从健康银杏叶、枝条、

果实等组织中分离、纯化内生真菌；以大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽胞杆菌、酿酒酵母、黑曲霉和根霉为抑菌指示菌，

采用滤纸片和平板孔阱扩散法，对 QM 株银杏内生真菌发酵液抗菌活性进行初筛和复筛；利用硅胶柱色谱、凝胶 peéhadex=
ieJOM柱色谱、制备型 emiC、薄层色谱（qiC）和 emiCJjp等方法，对抗菌活性较高的草酸青霉菌 menicillium= oxalicum=
vuvMMV菌株的抗菌成分进行分析。结果= = QM株银杏内生真菌中，NU株为不产孢真菌；产孢真菌中，青霉属和曲霉属为优

势菌属，分别占总菌数的 NTKRB和 NRKMB；vuvMMV菌株发酵液的抑菌活性明显高于其他菌株，对酿酒酵母和根霉抑菌圈直

径分别达到（OOKPR±NKPO）和（OPKSM±MKUP）mm；从 vuvMMV菌株发酵液中分离得到抑菌活性有效成分，初步鉴定为毛果

杨苷。结论= =首次从银杏内生真菌代谢产物中分离出具有广谱抗菌活性的化合物毛果杨苷。=
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植物内生真菌是指生活史部分或全部定殖于

健康活体植物组织内，不引起植物明显病害的微生

物xNz，能产生与宿主植物相同或相似的生物活性成

分xOz。植物内生真菌可对寄主植物产生多种有益作

用，如抗病原微生物xPz，增强抗逆性xQz，抗昆虫、

线虫等摄食xRz，被认为是寻找新的生物活性物质的

重要资源之一xSz。=
银杏 dinkgo biloba=iK，又称白果树、公孙树，=
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主产中国，其叶、果实等皆具药用价值xTJUz。根据

内共生理论，银杏内生真菌代谢产物中可能含有多

种生物活性成分，应加强对其内生真菌的研究和开

发xVz。uáao 等xNMz对 UM 株银杏内生真菌的抗菌活性

进行了研究，发现 NR 株内生菌至少能抑制一种指

示菌，多株内生真菌代谢产物具有较强抑菌活性，

说明银杏内生真菌是寻找抗菌活性物质重要潜在

资源。刘小莉等xNNz从银杏内生真菌中分离到一株抗

菌活性较强的菌株，对金黄色葡萄球菌有强力抑制

作用，经形态学和分子生物学鉴定，将其确定为

uylaria=venosula=péegK，认为从中开发新型抑菌生物

制剂具有应用前景。ve等xNOz从 UM株银杏内生真菌

中筛选出一株产黄柄曲菌素的 Chaetomium=
globosum= CatT 菌株，并对其发酵参数进行了优

化。高敬红等xNPz从银杏内生真菌一株镰刀菌属发酵

液中分离出抗革兰阳性菌较强的活性化合物A和_，
经结构解析，推断化合物A和 _分别为恩镰孢菌素

_ 和恩镰孢菌素 a。以上相关研究表明，银杏内生

真菌生物多样性丰富，且代谢产物中含有多种生物

活性物质，因此继续从银杏内生真菌代谢产物中探

寻新型生物活性物质具有重要的理论和现实意义。=
本研究对 QM株银杏内生真菌的抗菌活性进行比

较，从中筛选抗菌活性强的菌株。在此基础上，利用

多种分离、纯化方法，对抗菌活性强的菌株的抗菌活

性成分进行了初步分析，为从植物内生真菌资源中开

发新型抗菌生物制剂提供相关基础和理论依据。=
N= =材料=
NKN= =药材与试剂=

银杏叶、枝条、果实等采自安徽省芜湖市赭山

公园和安徽工程大学境内，由安徽农业大学朱虹副

教授鉴定为银杏科银杏属植物银杏 dinkgo biloba=
iK。内生真菌由健康银杏叶、枝条、果实中分离、

纯化所得；指示菌：大肠杆菌（ptdCMNO）、金黄

色 葡 萄 球 菌 （ ptdCMON）、 枯 草 芽 孢 杆 菌

（ptdCMPS）、酿酒酵母（ptdCMMT）、黑曲霉

（ptdCMMU）、根霉（ptdCMNV），由安徽工程大学

微生物发酵安徽省工程技术研究中心保藏；分离培

养基为 maA培养基；液体发酵培养基为 ma_培养

基；细菌类指示菌培养基为牛肉膏蛋白胨培养基；

真菌类指示菌培养基为 maA 培养基；NMM～OMM目
柱色谱硅胶、OMM～PMM目柱色谱硅胶、高效薄层色

谱硅胶板购自安徽良臣硅源材料有限公司；

peéhadex= ieJOM 购自北京绿百草科技发展有限公

司；其余试剂为国产分析纯或色谱纯。=
NKO= =仪器与设备=

Cámáao超净工作台，上海新苗医疗制造有限公

司；upmJUCb生物显微镜，上海蔡康光学仪器公司；

epJgO 常温高速离心机，美国贝克曼公司；

newJNOP_ 恒温振荡培养箱，江苏太仓市华美生化

仪器厂；iawuJRMh_p高压蒸汽灭菌锅，上海申安

医疗器械厂；caJUP冷冻干燥机，美国 pfj公司；

iCJOMA 高效液相色谱仪，日本岛津公司；lapO
反相 CNU 半制备柱，美国 taíers 公司；SONM=
qámeJofJfäághí=iCLjp，美国 Agáäení公司。=
O= =方法=
OKN= =银杏内生真菌的分离、纯化、鉴定= = =

参考文献方法xNQJNRz对健康银杏叶、枝条、果实

中的内生真菌进行分离、纯化。对分离得到的银杏

内生真菌进行显微观察，结合《真菌鉴定手册》，

进行初步分类xNSz。=
OKO= =银杏内生真菌液体培养及其发酵液处理=
= =挑取经活化的内生真菌菌丝或孢子接种于

ma_液体培养基中，OU=℃、NTM=rLmán条件下摇床

振荡培养 T=d。R=MMM=rLmán离心 OM=mán去除菌丝体，

收集上清液，冷冻干燥。用无菌水溶解后，经旋转

蒸发仪浓缩至原体积 NLR，Q=℃冰箱保存，备用。=
OKP= =银杏内生真菌发酵液抗菌活性实验= = =

采用滤纸片法进行抗菌活性初筛xNTz。采用平板

孔阱扩散法进行抗菌活性复筛xNUz。=
OKQ= =草酸青霉菌 vuvMMV 菌株发酵液抗菌活性成

分的分离与纯化= = =
采用抽滤法对菌株 vuvMMV发酵液进行分离，

去除菌丝体，所得滤液用 TRB乙醇进行醇沉处理，

OR=℃下静置 OQ= h，再经滤过、离心处理，去除蛋

白质、多糖等大分子物质。将醇沉后发酵液 QM=℃
减压浓缩至浸膏状，获得浸膏约 OM=g。将 OM=g浸膏

溶于甲醇，称取 NMM～OMM目硅胶 QM=g进行拌样后，

采用干法上样，湿法上柱（柱中充填 OMM～PMM 目

硅胶 OM=g），以不同体积比甲醇J三氯甲烷溶液进行

梯度洗脱。硅胶柱分离的样品被自动收集器收集

后，经薄层色谱（qiC）分析、合并，得到 moKN～
moKT共 T个组分。以黑曲霉为抑菌指示菌，采用平

板孔阱扩散法进行抗菌活性成分跟踪监测。对所得

T个组分的抗菌活性测定结果表明，仅 moKP组分具

有抗菌活性。将活性组分 moKP再上硅胶柱，以醋酸

乙酯J甲醇不同梯度溶液进行洗脱，获得 moKPJN～Q
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共 Q个组分，其中 moKPJO具有抑菌活性。=
将 moKPJO组分上 peéhadex=ieJOM凝胶柱，经甲

醇J氯仿（N∶N）溶液洗脱后，获得 O 个组分，即

moKPJOJN和 moKPJOJO，其中 moKPJOJN具有抑菌活性。

将 moKPJOJN过制备型 emiC，流动相为甲醇JMKMQB磷
酸水溶液（Q∶S），根据样品出峰时间，收集组分，

获得一个抑菌活性组分，将其命名为 mlj。=
OKR= =抗菌活性组分 mlj的鉴定分析=
OKRKN= = qiC 分析= =取一定量样品加入适量的甲醇

溶液，制备成 R= mgLmi的样品，超声振荡 PM= mán
后，用 MKQR=μm滤膜滤过。用微量点样器吸取适量

样品，于 dcORQ硅胶板上点样后，展开剂展开，当

所有样品展开长度达到 U～NO= cm 时，将薄层板移

出晾干。观察、标记色谱结果。=
OKRKO= = emiC 分析= =流动相为甲醇JMKMQB磷酸水溶

液（Q∶S）；柱温 OR=℃；体积流量 NKM=miLmán；检

测波长 PSM=nm；分析时间 PM=mán。=
OKRKP= =质谱和紫外光谱分析= =取纯化后的样品冻

干粉配制成 MKN=mgLmi的甲醇溶液进行质谱分析。

样品以 emiC自动进样器进样，进样量 NM= μi，洗

脱体积流量为 MKO～MKP=miLmán。电离方式为 bpf，
雾化气压力为 OQNKPOR=kma（PR=ésá），氮气体积流量

为 NM=iLmán；阴离子模式的离子化电压为 P=RMM=s，
碎片电压为NTR=s；阳离子的离子化电压为Q=MMM=s，
碎片电压为 ONR= s。阳离子和阴离子模式进行测试

分析。由于本实验的 emiCJjp接有 aAa检测器，

因此样品分析时可同时获得其紫外光谱。=
P= =结果与分析=
PKN= = QM株银杏内生真菌种群组成=

从健康银杏叶、枝条和果实组织中共分离得到

QM株内生真菌。经菌落和形态学观察，比对《真菌

鉴定手册》，对 QM株银杏内生真菌进行初步鉴定。

有 NU株菌株在 maA培养基上不产孢，占总分离菌

株的 QRKMB，其他 OO株均为产孢真菌，且多数菌株

为青霉属、曲霉属和交链孢霉属，占总分离菌株比

例分别为 NTKRB、NRKMB和 TKRB，简梗孢霉属、毛

壳菌属、黑孢霉属、毛霉属、镰孢霉属和拟盘多毛

孢属各 N株（表 N）。=
PKO= =抑菌活性菌株初筛结果=

采用滤纸片抑菌法对从银杏组织中分离的 QM
株内生真菌发酵液的抗菌活性进行初步筛选，结果

发现有 NS 株菌株有抑菌活性，占菌株总数的

QMKMB，其他 OQ株菌株未显示抑菌活性。其中有活

性的 NS株菌株的抑菌活性结果见表 O，可以看出，

NS株菌株发酵液均至少对 N种指示菌有抑制效果，

对 O种及 O种以上指示菌有抑制效果的菌株有U株，

占菌株总数的 OMB。=
根据初筛实验结果和菌株在人工培养基上生

长、退化、染菌等状况，选择 vuvMMP、vuvMMQ、
vuvMMS、vuvMMV、vuvMNQ、vuvMNR、vuvMNS
和 vuvMNV共 U株菌株作为复筛对象。=

表 N= = QM株银杏内生真菌种群组成=
qable=N= =cungal=taxa=of=QM=endophyte=strains=in=d.=biloba=

分类群= 菌株数= 占总数比例LB= 分类群= 菌株数= 占总数比例LB=

不产孢真菌= NU= QRKM= 毛壳菌属= N= OKR=

青霉属= = T= NTKR= 黑孢霉属= N= OKR=

曲霉属= = S= NRKM= 毛霉属= N= OKR=

交链孢霉属= = P= TKR= 镰孢霉属= N= OKR=

简梗孢霉属= = N= OKR= 拟盘多毛孢属= N= OKR=
=

表 O= =银杏内生真菌发酵液抑菌活性初筛结果=
qable= O= =pcreening= results= of= antipathogenic= activities= of=
broth=from=endophyte=fungi=strains=in=d.=biloba=

菌株编号=
抑菌活性=

大肠

杆菌=
金黄色葡

萄球菌=
枯草芽

胞杆菌=
酿酒

酵母=
黑曲霉= 根霉=

vuvMMN= −= −= −= H= −= −=

vuvMMP= −= H= −= H= H= −=

vuvMMQ= −= −= −= −= H= H=

vuvMMS= −= −= −= −= H= H=

vuvMMT= −= −= −= −= −= H=

vuvMMU= −= −= −= −= −= H=

vuvMMV= −= H= −= H= H= H=

vuvMNN= −= −= H= −= −= −=

vuvMNO= −= −= H= −= −= −=

vuvMNP= −= −= H= −= −= −=

vuvMNQ= −= H= H= H= −= H=

vuvMNR= −= −= −= H= H= H=

vuvMNS= −= −= −= H= H= H=

vuvMNT= −= −= H= −= −= −=

vuvMNV= −= −= H= −= H= H=

vuvMON= −= −= H= −= −= −=

“H”表示有抑菌效果；“−”表示无抑菌效果=
±H”=wáíh=aníámácrobáaä=acíáváíyX=±−”=wáíhouí=aníámácrobáaä=acíáváíy=
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PKP= =抑菌活性菌株复筛结果=
采用平板孔阱扩散法对初筛实验结果和生物

学特性较好的 vuvMMP 等 U 株银杏内生真菌进行

复筛，结果见表 P。可见，选用的 S种指示菌中，

大肠杆菌的敏感性最差，复筛菌株发酵液对其均无

抑菌活性；黑曲霉敏感性最强，U株菌株发酵液对

其均有不同程度的抑制作用，其中 vuvMMV 菌株

发酵液的抑菌圈直径最大，为（NUKQS±NKOV）mm；
其他指示菌的敏感性介于黑曲霉和大肠杆菌之间；

活性菌株中 Q株对金黄色葡萄球菌、O株对枯草芽

孢杆菌、R株对酿酒酵母、T株对根霉有抑菌作用。

vuvMNQ 菌株发酵液对金黄色葡萄球菌的抑菌效

果最为显著，抑菌圈直径达（NVKOS±MKRU）mm；
vuvMNV 菌株发酵液对枯草芽胞杆菌的抑菌圈最

大，为（NPKQT±MKQS）mm；vuvMMV 菌株发酵液

对酿酒酵母和根霉抑菌效果最佳，抑菌圈直径分别

为（OOKPR±NKPO）和（OPKSM±MKUP）mm。=
由抑菌活性复筛结果可以看出，vuvMMV菌株

发酵液的抑菌活性明显高于其他菌株，因此选择该

菌株进行进一步深入研究。采用形态学和分子生物

学相结合的方法，对vuvMMV菌株进行了分类鉴定，

确定该菌株为草酸青霉 menicillium=oxalicumxNVz。=

表 P= =银杏内生真菌发酵液抑菌活性复筛结果=
qable=P= =oescreening=results=of=antipathogenic=activities=of=broth=from=endophyte=fungi=strains=in=d.=biloba=

菌株编号= 抑菌圈直径Lmm=
大肠杆菌= 金黄色葡萄球菌= 枯草芽胞杆菌= 酿酒酵母= 黑曲霉= 根霉=

vuvMMP= —= NQKOM±MKTU — NSKPR±MKSU NTKRU±MKVS — 

vuvMMQ= —= NPKRQ±MKUT — — NRKPS±NKMO NTKMM±MKSU 
vuvMMS= —= — — — NSKPO±MKSS NTKSM±MKTU 
vuvMMV= —= NTKTU±MKVT — OOKPR±NKPO NUKQS±NKOV OPKSM±MKUP 
vuvMNQ= —= NVKOS±MKRU NOKPM±MKSR NUKNS±MKTN NTKPP±MKTU NUKTU±MKUP 
vuvMNR= —= — — ONKSV±MKVS NUKPT±MKRS ONKNM±MKTP 
vuvMNS= —= — — OMKSQ±MKRV NTKQS±MKSR NVKTR±MKUQ 
vuvMNV= —= — NPKQT±MKQS — NRKVU±MKRV NSKVM±MKTS 
“—”表示无抑菌效果=
±—”=táíhouí=aníámácrobáaä=acíáváíy=

PKQ= =草酸青霉 vuvMMV 菌株发酵液抗菌活性成分

鉴定结果=
从vuvMMV菌株发酵液中分离得到的抗菌活性

组分 mlj 对应的 emiC 图谱上为单峰，见图 N，
总离子流图见图 O。emiCJjp正离子模式图谱（图

PJa）中，有质荷比为 QMTKORQ=NV离子峰，为= xj＋

ezH峰，对应的分子式为 COMeOPlV（误差为 MKVR×
NM−S）；负离子模式图谱（图 PJb）中，有质荷比为

QMRKOOP=MU离子峰，为= xj－ez−峰，对应的分子式

为 COMeONlV（误差为 NKMU×NM−S）；显然，组分 mlj
对应的分子式是 COMeOOlV。根据该化合物分子式，

并结合其紫外光谱（rs）吸收特性（图 Q），经天

然产物数据库查询发现，该化合物与已知化合物毛

果杨苷分子式完全一致。在此基础上，将组分 mlj
与毛果杨苷的 qiC、emiC及 rs图谱进行比对，

发现其 of 值、保留时间及 rs 谱特征完全一致。

因此，初步鉴定组分 mlj为毛果杨苷（íráchocaréán，
RJ羟基 JOJxEOpIPoIQpIRpISoFJPIQIRJ三羟基 JSJE羟甲

基FJlJOJ环己氧基z苯甲酸苄酯）。=

=
=

图 N= = mlj组分 emiC图谱=
cigK=N= =emiC=of=compound=mlj=

=
=

图 O= = mlj组分总离子流图=
cigK=O= =emiCJjp=total=ion=chromatogram=of=compound=mlj=

M= = = = = = R= = = = = NM= = = = = NR=== = = = OM= = = = = OR= = = = = PM= =
tLmán=

M= = = O= = = Q= = = S= = = U= = NM= = NO====NQ= = NS= = OM= = OO= = OQ= = OS= =
tLmán=
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=

图 P= = mlj组分正离子= EaF=和负离子= EbF=质谱图=
cigK=P= =emiCJjp=of=compound=mlj=in=positive=EaF=and=negative=EbF=model=

=
=

图 Q= = mlj组分 rs图谱=
cigK=Q= =rs=absorption=spectrum=of=compound=mlj=

Q= =讨论=
目前，国内外对于银杏内生真菌代谢产物的相

关研究主要集中在寻找产黄酮内酯类等生物活性

代谢产物方面，而对银杏内生真菌其他生物活性物

质研究相对较少。王国平等xOMz从浙江天目山自然保

护区银杏中分离获得 N 株 menicillium= commune=
qjpcNSV菌株，并从其发酵液中分离获得 N个具抗

真菌及除草活性化合物圆弧菌醛酸。ve 等xNOz从 UM
株银杏内生真菌中筛选出一株 Chaetomium 

globosum=CatT菌株，并从其代谢产物中分离出具

有抗氧化活性的黄柄曲菌素。=
本实验从健康银杏组织中分离出 QM 株银杏内

生真菌，并对其进行了初步的形态学鉴定分类，发

现 OO 株产孢真菌中，大部分为青霉属、曲霉属和

交链孢霉属；而不产孢的 NU 株真菌由于缺少进一

步的形态学鉴定特征，如产孢结构等，未对其进行

进一步的分类，可采用分子生物学的方法对其进行

深入研究。利用滤纸片法和平板孔阱扩散法对 QM
株银杏内生真菌的抗菌活性进行了初筛和复筛，获

得 N株抗菌活性较高的草酸青霉菌 vuvMMV菌株。

由于该菌株具有较高且稳定的抗菌活性，因此对其

进行进一步开发利用具有重要的理论和应用价值。=
通过硅胶柱色谱、凝胶柱色谱、qiC、emiC、

高分辨 iCJjp 等方法，采用平板孔阱扩散法进行

抗菌活性成分跟踪监测和 qiC检测，结合分离过程

中活性化合物的极性、of 值等特点，对 OMM～PMM
目硅胶柱色谱、peéhadex=ieJOM凝胶柱色谱的分离

条件进行优化，合并洗脱液，反复纯化，最终从草

酸青霉菌vuvMMV菌株发酵液中成功分离纯化出抗

菌活性组分 mlj。结合该化合物的色谱特性、紫外

光谱特性、质谱特性和天然产物数据库查询，初步

推断为毛果杨苷，分子式为 COMeOOlV，但具体结构

还有待于进一步确认。毛果杨苷为首次从银杏内生

真菌代谢产物中分离获得，未见相关报道。如何提

高草酸青霉菌vuvMMV菌株代谢产物中抗菌活性成

分毛果杨苷的量，可作为下一步目标对其进行研究

探讨，提高该菌株的应用价值。=
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