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温郁金抗炎抗氧化活性内生真菌的筛选 
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摘  要：目的  研究温郁金内生真菌的抗炎抗氧化活性，旨在获得有良好抗炎抗氧化活性的菌株，以寻找新型抗炎抗氧化活

性物质。方法  采用二甲苯致小鼠耳廓肿胀及醋酸致小鼠腹腔毛细血管通透性的动物模型对已分离的 50 株温郁金内生真菌

发酵产物进行抗炎活性筛选；采用 DPPH 法测试内生真菌的抗氧化活性。结果  有 21 株内生真菌能够抑制二甲苯诱导的小

鼠耳肿胀，并且对醋酸所致小鼠腹腔毛细血管通透性有降低作用，其中菌株 E3、E8、E17、E24、E37、E46 的抑制作用最

为显著（P＜0.01），作用与萘普生相当；具有抗氧化活性的菌株 8 株。并且其抗氧化活性存在剂量效应关系，其中活性菌株

E2、E17、E37 在质量浓度为 140 μg/mL 时对 DPPH 自由基清除率都在 90%以上。结论  温郁金含有抗炎抗氧化活性的内生

真菌，菌株 E2、E3、E8、E17、E24、E37、E46 具有良好的抗炎抗氧化效果，具有一定的研究开发前景。 
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Screening of endophytic fungi from Curcuma wenyujin with anti-inflammatory 
and anti-oxidant activities 
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Abstract: Objective  To study the anti-inflammatory and anti-oxidant activities of endophytic fungi from medicinal plant Curcuma 
wenyujin, to obtain the strains with good anti-inflammatory and anti-oxidant activities, and to find the new substances with 
anti-inflammatory and anti-oxidant activities. Methods  The anti-inflammatory activities of 50 strains from the isolated endophytic 
fungi were tested by animal models with ear swelling induced by xylene and peritoneal capillary permeability induced by acetic acid in 
mice; DPPH method was used to evaluate the anti-oxidant activities of endophytic fungi. Results  Twenty-one strains of endophytic 
fungi could inhibit ear swell induced by xylene in mice and reduce peritoneal capillary permeability of mice induced by acetic acid. 
Compared with the group of physiological saline, the groups of E3, E8, E17, E24, E37, and E4 had the significant inhibitory effects (P< 
0.01), which was the same as Naproxen; Eight strains of endophytic fungi had the anti-oxidant activity. There was a dose-effect 
relationship between the fermentation products and the anti-oxidant activity, and their free radical scavenging rates against DPPH were 
above 90% when the concentration of E2, E17, and E37 were at 140 μg/mL. Conclusion  Some endophytic fungi from C. wenyujin 
have the anti-inflammatory and anti-oxidant activities, strains E2, E3, E8, E17, E24, E37, and E46 show the significant effect on the 
anti-inflammatory and anti-oxidant activities, which has a perspective in research and development. 
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植物内生真菌是一个多样性十分丰富的微生物

类群，它们生活在健康植物的各种组织和器官内部

的细胞或细胞间隙内而不引起植物病变，是与寄主

植物在长期的共同进化过程中建立起互惠共存、相 
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互制约的和谐联合关系的一类微生物[1]。研究表明，

内生真菌能产生与宿主植物相同或相似的具有生理

活性的次生代谢产物或新的活性成分[2]。目前已报

道从植物内生真菌中得到的许多次生代谢产物具有

抗肿瘤、抗炎、抗氧化和细胞毒性等活性。如仅从

毛壳菌属的内生真菌中就分离得到了多种结构新颖

且具有生物活性的化合物：球毛壳素类化合物、氧

杂蒽酮、蒽醌、色酮、萜类化合物、甾体化合物等[3-4]。

Harper 等[5-6]的研究也表明，植物内生真菌具有抗氧

化活性或可产生天然的抗氧化活性产物。因此从传

统药用植物中分离内生真菌，发掘新的具有药用价

值的活性成分来源吸引着众多学者来研究。 
温郁金 Curcuma wenyujin Y. H. Chen et C. Ling 

为姜科 Zingiberaceae 姜黄属植物。主产于浙江温州

瑞安一带，为浙江省道地中药材[7]。温郁金的主要

活性成分为挥发油和姜黄素类化合物。传统医学认

为，温郁金具有活血化瘀、清心解郁、利胆退黄的

功效，主要用于治疗经闭、痛经、腹胀痛、热病、

刺痛、癫病发狂和黄疸尿赤等症。现代药理及临床

研究表明，温郁金具有抗肿瘤、抗炎、抗氧化、抗

菌、抗病毒和抗艾滋病等多种药理活性[8-9]。本实验

室近几年对温郁金内生真菌进行了较深入的研究，

已从温郁金的根、茎、叶中分离得到 56 株内生真菌，

其中 50 株已经初步分类鉴定为 5 目、6 科、24 属，

通过抗菌活性分析，从中发现了大量具有抑菌活性

的内生真菌。并且对部分活性菌株化学成分进行了

分析，在此基础上分离得到了已知的单体活性化合

物和新单体活性化合物[10-12]。为了进一步研究开发

新的药理活性菌株，通过二甲苯致小鼠耳廓肿胀实

验、醋酸致小鼠腹腔毛细血管通透性实验及 DPPH
法对已分类鉴定的 50 株温郁金内生真菌进行了体

内抗炎活性和体外抗氧化活性的初筛，为抗炎抗氧

化的天然生物活性成分研究提供实验依据。 
1  材料 
1.1  内生真菌 

药用植物温郁金内生真菌 50 株，由本实验室自

温郁金的根、茎、叶中分离获得，保存于吉林农业

大学农业部参茸产品质量监督检验测试中心微生物

实验室。 
1.2  培养基 

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）：马铃薯 200 
g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 g，定容至 1 L，pH 自然；

马铃薯葡萄糖液体培养基（PDB）：马铃薯 200 g，

葡萄糖 20 g，定容至 1 L，pH 自然。 
1.3  实验动物 

昆明种小鼠，雌雄各半，体质量（20±2）g，
由吉林大学实验动物中心提供。 
1.4  药物与试剂 

二甲苯（AR，北京化学试剂厂，批号 071022）；
萘普生（武汉银河医药化工有限公司，批号 080401）；
聚山梨酯 80（上海江莱生物科技有限公司，批号

090503）；0.6% 冰醋酸（AR，武汉市江北化学试剂

有限责任公司，批号 080518）溶液；2%伊文思蓝（上

海如吉生物科技发展有限公司，批号 20070207）生理

盐水；DPPH（2-diphenyl-lpicryl-hydrazyl，美国 Sigma
公司）；L-抗坏血酸（Vit C，中国药品生物制品检验

所，批号 10425-200301）；其他化学试剂均为分析纯。 
2  方法 
2.1  内生真菌发酵产物的制备 

将试管斜面保存的内生真菌菌种经 PDA 培养

基活化后，切取黄豆粒大小的菌丝块，接种于 500 
mL/L 的三角瓶 PDB 培养基中，28 ℃，150 r/min
摇床培养 8 d。滤过得发酵液，用醋酸乙酯萃取 3
次，得萃取液 A1；滤过出的菌丝体冷冻干燥后用醋

酸乙酯超声提取 3 次（0.5 h/次），滤过后得滤液 A2，
将 A1 和 A2 合并，减压浓缩至干得发酵产物，备用。 
2.2  二甲苯致小鼠耳廓肿胀实验[13] 

取昆明种小鼠 520 只，随机分为 52 组，每组

10 只。分别为模型组、内生真菌发酵产物 E1—E50
组（给药剂量为 300 mg/kg）、阳性药组（萘普生，

给药剂量为 50 mg/kg）。ig 给药，1 次/d，连续 3 d，
所有药物以 5%聚山梨酯 80 的生理盐水配成适当的

浓度，模型组给予相应体积的 5%聚山梨酯 80 的生

理盐水。末次给药后 1 h 于小鼠左耳前后两面均匀

涂抹二甲苯 0.2 mL，右耳作对照，20 min 后脱颈处

死小鼠，沿耳廓基线剪下两耳，用直径 9 mm 的打

孔器分别在同一部位打下圆耳片，称质量，以左右

耳片质量之差为肿胀度，并计算抑制率。 
抑制率＝（模型组平均肿胀度－给药组平均肿胀度）/

模型组平均肿胀度 

2.3  醋酸致小鼠腹腔毛细血管通透性实验[14] 
取昆明种小鼠 520 只，分组及给药方法同上。

末次给药 1 h 后尾 iv 2%伊文思蓝生理盐水 0.01 
mL/g，立即 ip 0.6%醋酸 0.2 mL/只。20 min 后，脱

颈处死小鼠，剪开腹腔，用 5 mL 生理盐水冲洗腹

腔数次，收集洗涤液，2 500 r/min 离心 5 min，取上
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清液于 590 nm 处比色，测定吸光度（A）值，计算

抑制率。 
抑制率=（模型对照组腹腔液 A590-给药组腹腔液 A590）/

模型对照组腹腔液 A590 

2.4  抗氧化活性测定 
采用DPPH法[15]对内生真菌发酵产物的体外抗

氧化活性进行评价，配制浓度为 0.2 mmol/L 的

DPPH 乙醇溶液。另将内生真菌的发酵产物 E1~E50
用无水乙醇配成 20.0、40.0、60.0、80.0、100.0、120.0、
140.0 μg/mL 的待测溶液。并以 Vit C 作为阳性对照，

按以下计算公式中的方法加样，室温下反应 30 min，
在波长 517 nm 处测定 A 值。每样重复 3 次，取平

均值，并按下式计算待测溶液对 DPPH 自由基的清

除率。 
DPPH 清除率＝1－（Ai－Aj）/A0 

式中，Ai 为 2 mL DPPH 溶液加 2 mL 待测溶液的 A 值；

Aj 为 2 mL 待测溶液加 2 mL 乙醇的 A 值；A0为 2 mL DPPH

溶液加 2 mL 乙醇的 A 值。 

2.5  数据处理 
数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，所有数据

结果均以 ±x s 表示，组间差异比较采用 One-way 
ANOVA。 
3  结果 
3.1  内生真菌发酵产物对二甲苯所致小鼠耳廓肿

胀度的影响 
二甲苯能明显诱导小鼠耳肿胀，等剂量的 50

株不同内生真菌发酵产物 E1~E50 ig 给药 3 d 后，

发现有 21 株内生真菌对二甲苯诱导的小鼠耳肿胀

有不同的抑制作用（抑制率＞5%），其他菌株对二

甲苯诱导的小鼠耳肿胀度接近模型组（抑制率≤

5%），视为无抑制作用。其中菌株 E2、E10、E26、
E28、E42、E44、E47 对二甲苯诱导的小鼠耳肿胀有

明显的抑制作用（P＜0.05），而分属于镰孢霉属、

青霉属、毛壳菌属和头孢霉属的菌株 E3、E8、E17、
E24、E37、E46 的抑制作用最为显著（P＜0.01），
对小鼠耳肿胀抑制率接近阳性对照药萘普生。结果

见表 1。 
3.2  内生真菌发酵产物对醋酸所致小鼠腹腔毛细

血管通透性的影响 
实验结果可见，对二甲苯诱导的小鼠耳肿胀有

不同抑制作用的 21 株内生真菌同样对 0.6%醋酸所

致小鼠腹腔毛细血管通透性也有不同的影响，菌株

E2、E3、E8、E10、E17、E24、E26、E28、E37、

E42、E46、E44 和 E47 对醋酸所致小鼠腹腔毛细血

管通透性有显著的降低作用，其中镰孢霉属、青霉

属、毛壳菌属和头孢霉属的菌株 E3、E8、E17、E24、
E37 和 E46 的抑制作用最为显著（P＜0.01），对醋

酸所致小鼠腹腔毛细血管通透性的抑制作用接近阳

性对照药萘普生。而其他菌株均无明显影响。结果

见表 1。 
3.3  内生真菌发酵产物的抗氧化活性 

通过 DPPH 法对 50 株内生真菌发酵产物抗氧

化活性筛选的检测，只有 8 株表现为不同的抗氧化

活性。对这 8株内生真菌发酵产物在 20～140 μg/mL
进行清除 DPPH 自由基的活性分析，结果见图 1。
由图 1 可知，与阳性对照物 Vit C 比较，菌株 E17、
E37、E2、E47 和 E8 对 DPPH 自由基均有较强的清

除活性，其中 E17 和 E37 的活性最强。且清除 DPPH
自由基的活性与样品质量浓度呈正相关，在质量浓

度为 60 μg/mL 时，菌株 E17、E37、E2、E47 和 E8
对 DPPH 自由基清除率分别为 94.8%、92.1%、

76.7%、60.6%、50.1%，其中 E17 和 E37 在清除 DPPH
自由基活性与浓度的相关性上表现的与阳性对照药

Vit C 极为相似，从 60~140 μg/mL 对 DPPH 自由基

的清除率变化不大，对 DPPH 的清除率均在

92.0%～96.0%。说明在 60 μg/mL 时，DPPH 已基本

被清除。菌株 E3、E24 和 E46 清除 DPPH 自由基活

性与浓度的相关性上表现相似，但是这 3 种内生真

菌抗氧化活性较弱，在 140 μg/mL 条件下，对 DPPH
自由基的清除率仅为 46.9%、42.9%、51.4%。 
4  讨论 

本研究对 50 株药用植物温郁金不同部位内生

真菌的抗炎和抗氧化活性进行了初步筛选，抗炎结

果显示有 21 株内生真菌具有不同程度的抗炎活性，

其中 5 株内生真菌具有很强的抗炎活性，几乎接近

阳性对照药萘普生。与模型组比较，具有极显著的

抗炎活性（P＜0.01），还有 7 株具有较显著的抗炎

活性（P＜0.05），其他菌株抗炎活性则较弱。DPPH
法筛选出 8 株具有抗氧化活性的温郁金内生真菌，

但不同菌株抗氧化活性具有明显的差异性，其中菌

株 E2、E17 和 E37 在质量浓度为 140 μg/mL 时对

DPPH 自由基清除率都在 90%以上，活性与阳性对

照物 Vit C 相当，具有很强的抗氧化能力。其他几

株内生真菌与阳性对照物 Vit C 相比，虽然在低浓

度时抗氧化活性不显著，但随着剂量增加，其抗氧

化活性也相应增强，存在着量效关系趋势。以上这 
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表 1  温郁金内生真菌的抗炎抗氧化活性分析比较（ ± = 10x s , n ） 
Table 1  Anti-inflammatory and anti-oxidant activities of endophytic fungi in C. wenyujin ( ± = 10x s , n ) 

对二甲苯所致小鼠耳廓肿胀度的影响 对小鼠腹腔毛细血管通透性的影响 
样  品 种  类 

分离

部位 
肿胀度/mg  抑制率/% A 值 抑制率/% 

模型 生理盐水 — 15.98±2.03 — 1.069 0±0.121 4 — 

阳性对照 萘普生 — 8.18±0.93 48.81 0.562 9±0.201 3 47.34 

E2 Fusarium sp Root 11.29±0.76*
 29.34 0.796 3±0.104 5*

 25.50 

E3 Fusarium sp Root 9.15±1.24**
 42.74 0.603 0±0.112 5**

 43.59 

E8 Penicillium sp. Root 8.66±1.56**
 45.80 0.601 9±0.098 7**

 43.69 

E10 Penicillium sp. Root 10.04±1.67*
 37.17 0.704 9±0.291 0*

 34.05 

E11 Aspergillus sp. Root 14.86±1.34 7.00 0.985 9±0.108 9 7.77 

E12 Aspergillus sp. Root 14.23±2.13 10.95 0.968 7±0.087 9 9.38 

E14 Corynespora sp. Root 13.70±2.01 14.26 0.917 9±0.321 0 14.13 

E16 Chaetomella sp. Leaf 14.05±1.87 12.07 0.919 5±0.172 3 13.98 

E17 Chaetomium sp. Leaf 8.02±0.98**
 49.81 0.553 5±0.120 9**

 48.22 

E20 Alternaria sp. Leaf 14.56±1.69 8.88 0.962 7±0.210 8 9.94 

E24 Fusarium sp Root 9.22±1.78**
 42.30 0.605 5±0.276 0**

 43.35 

E26 Fusarium sp Leaf 10.23±1.23*
 35.98 0.727 1±0.172 0*

 31.98 

E28 Gliocladium sp. Root 12.52±2.01*
 21.65 0.850 1±0.265 3*

 20.47 

E29 Aspergillus sp. Leaf 14.67±2.45 8.19 0.988 0±0.128 7 7.57 

E35 Trichoderma sp. Leaf 14.14±1.21 11.51 0.961 8±0.343 2 10.02 

E37 Penicillium sp. Root 8.91±1.02**
 44.24 0.602 5±0.310 4**

 43.63 

E41 Cephalosporium sp. Root 13.97±1.45 12.57 0.918 9±0.231 0 14.04 

E42 Gliocladium sp. Root 12.88±1.99*
 19.39 0.851 6±0.278 9*

 20.33 

E44 Gliocladium sp. Root 11.45±2.05*
 28.34 0.805 9±0.093 4*

 24.61 

E46 Cephalosporium sp. Root 9.32±1.54**
 41.67 0.607 5±0.219 0**

 43.17 

E47 Cephalosporium sp. Root 10.33±1.67*
 35.35 0.729 7±0.148 9 31.73 

其他 —  — ＜5% — ＜5% 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group 
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图 1  不同内生真菌的 DPPH 自由基清除率 
Fig. 1  DPPH free radical scavenging rates of different  

endophytic fungi 

些结果表明温郁金内生真菌是筛选天然抗炎抗氧化

活性成分或先导化合物的潜在资源，其抗炎抗氧化

活性物质值得进一步的深入研究。 
本课题组已有的研究表明从药用植物温郁金不

同的部位分离得到的内生真菌具有一定的组织专一

性，其中根部和叶片的内生真菌在数量和种群组成

上均较丰富，与茎中的内生真菌存在明显差异[16]。

本研究发现活性菌株的分布也具有一定的组织专一

性，实验筛选得到的具有抗炎抗氧化活性的内生真

菌均分离自根和叶片中，而从茎中分离得到的菌株

未筛选出任何活性。有研究表明，处于生物多样性

丰富、生长竞争激烈的环境下的内生真菌产生活性

次生代谢产物的可能性较大[17]。本实验筛选出的活
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性菌株主要分布在根部和叶片，可能与根部和叶片

中较为丰富的微生物种群组成有关。 
另一方面，鉴于温郁金含有以姜黄素为代表的

多种抗炎抗氧化活性物质[18]，其内生真菌也具有抗

炎抗氧化活性，从而又一次证明了“植物内生真菌

一般能够产生与宿主植物相同或相似的生理活性物

质”[2]。温郁金根部姜黄素类化合物含量较高，种

类较多，而茎及叶的姜黄素类化合物含量很低，种

类相对较少[7, 19-20]，这表明温郁金中活性物的产生，

可能与其内生真菌存在一定的关系。目前，本课题

组正在对本次试验筛选到的抗炎抗氧化活性菌株进

行次生代谢产物的研究，上述活性菌株是否能够产

生姜黄素类化合物，还有待进一步研究确证。 
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