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研究报告 

化学诱导对一株海洋来源土曲霉 C23-3 次生代谢产物及其

生物活性的影响 

杨静明 1  杨文聪 1  刘亚月 1  聂影影 1  雷晓凌*1  张翼*1,2 
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摘  要：【背景】海洋微生物是药理活性先导化合物的重要源泉，而化学诱导是深入挖掘其次生代谢

潜力的一种便捷手段。【目的】以一株海洋来源土曲霉 C23-3 为出发菌株，筛选出可促进其产生更丰

富代谢产物(包括丁内酯类化合物)的发酵条件，进一步开发菌株在抗阿尔茨海默症方面的潜力。【方

法】分别选用海水马铃薯培养基、麦芽浸膏培养基、大米培养基和大豆培养基 4 种基础培养基，利

用丁酸钠、辛二酰苯胺异羟肟酸(Suberoylanilide hydroxamic acid，SAHA)、5-氮杂胞嘧啶核苷

(5-azacytidine，5-azaC)、盐酸普鲁卡因(Procaine hydrochloride)、ZnCl2 和 CuCl2 共 6 种化学诱导剂对

土曲霉 C23-3 进行微量的诱导培养。观察该菌菌丝体形态变化，并根据薄层层析 (Thin-layer 

chromatography，TLC)指纹图谱、化学显色及生物活性自显影结果初筛出代谢产物丰富且乙酰胆碱

酯酶抑制活性与抗氧化活性产物丰富的诱导条件，并进行进一步常量发酵。采用上述手段及高效液

相色谱-二极管阵列检测器(High performance liquid chromatography-Diode array detector，HPLC-DAD)

分析常量发酵代谢产物的总体多样性及丁内酯类化合物的多样性。【结果】发现 CuCl2、ZnCl2、SAHA

和 5-azaC 可引起土曲霉 C23-3 菌丝体生长形态显著变化，海水马铃薯培养基+100 μmol/L 丁酸钠等

6 种诱导条件在微量培养初筛及常量发酵复筛中均可使该菌株产生多样化的活性代谢产物，其丁内

酯类代谢产物也具有一定差异性。【结论】化学诱导手段可促使土曲霉 C23-3 产生丰富且新颖的活性

代谢产物，为多样化的抗阿尔茨海默症天然产物的发现奠定了基础。 
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Influence of chemical induction on the secondary metabolites and 
biological activities of a marine-derived fungal strain Aspergillus 
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Abstract: [Background] Marine microorganisms are important source of pharmaceutical active leading 
compounds and chemical induction can be used as a convenient approach to mine their secondary 
metabolic potential. [Objective] Based on a marine-derived fungus Aspergillus terreus C23-3, this study 
aimed to optimize fermentation conditions for more abundant metabolites (including butyrolactones), and 
exploit the potential of the strains in drugs targeting Alzheimer’s disease. [Methods] The strain was first 
cultivated on micro-scale, by taking four basic cultures mediums including seawater potato medium, malt 
extract medium, rice medium and soybean medium, and adopting six chemical inducers including sodium 
butyrate, suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA), 5-azacytidine (5-azaC), procaine hydrochloride, ZnCl2 
and CuCl2. The morphological variation of the mycelia was observed. Then, based on the thin layer 
chromatography (TLC) fingerprints, chemical coloration and bioautography results, inducing conditions 
with rich new metabolites and rich anti-acetylcholinesterase and antioxidant products were initially 
screened out for further routine-scale fermentation. Using the above methods and high-performance liquid 
chromatography-diode array detector (HPLC-DAD) analysis, the diversity of the total metabolites and of 
butyrolactones was analyzed for the routine fermentation. [Results] The results indicated that CuCl2, 
ZnCl2, SAHA and 5-azaC caused remarkable changes in the growth morphology of Aspergillus terreus 
C23-3 mycelium. Six chemical inducing conditions, e.g. seawater potato medium plus 100 μmol/L sodium 
butyrate, led to diverse bioactive metabolites both in micro-scale cultivation and routine-scale 
fermentation. Furthermore, its butyrolactone metabolites also displayed difference under different 
conditions. [Conclusion] Chemical induction approaches can prompt the Aspergillus terreus C23-3 to 
produce rich bioactive substances, laying foundation for the discovery of diverse anti-Alzheimer’s disease 
natural products.  

Keywords: Marine fungi, Chemical induction, Butyrolactones, Antioxidant, Anti-acetylcholinesterase 

海洋占地球总面积的 71%，由于其高盐、低

温、高压、低光照、寡营养等极端的生存环境，

海洋微生物形成了特殊的新陈代谢系统 [1-2]。海

洋真菌作为海洋微生物的重要类群，具有很强的

次级代谢产物合成能力，为新药的研究与开发提

供了重要来源[3]。而在实验室或者人工培养条件

下，真菌的大部分基因簇通常处于未表达状态，

通过利用表观遗传修饰剂等小分子化学诱导剂

调控的方法 [4-5]，能够方便、快速、有效地激活

这些沉默基因簇，从而提高真菌次级代谢产物的

产量并丰富其多样性，因而越来越受到研究者的

重视[6-7]。 

土 曲 霉 (Aspergillus terreus) 属 于 子 囊 菌 门

(Ascomycota) 散 囊 菌 纲 (Eurotiomycetes) 散 囊 菌 目
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(Eurotiales) 发 菌 科 (Trichocomaceae) 曲 霉 属

(Aspergillus)，是广泛存在于海洋和陆地的一种真

菌。丁内酯类化合物是海洋天然产物中一类重要

的次级代谢产物。文献报道此类化合物是土曲霉

次级代谢产物中的代表性化合物，Yamamoto 等[8]

在 1977 年从土曲霉的发酵提取物中获得第一个丁

内酯类化合物 ButyrolactoneⅠ，拉开了对丁内酯类

化合物研究的序幕。近年来对丁内酯类化合物的深

入研究说明丁内酯环结构普遍存在于各类生物的

代谢产物中，而且此类化合物具有抗致病菌、抗疟

原虫活性、抗炎活性、细胞毒活性、抗氧化活性

及神经保护等药理活性[9-16]，有研究表明，阿尔

茨海默症(Alzheimerʼs disease，AD)的发生与神

经损伤有密切关系，目前较为流行的假说有氧化

应激假说[17]和胆碱能缺失假说[18]。因此，研究对

抗 AD 相关活性药物的研发具有一定的研究价值

及开发潜力。 

化学表观遗传修饰是近年来兴起的一种真菌

次生代谢产物调控方法，它主要是采用一些小分子

表观遗传修饰剂来特异或半特异地抑制化学表观

遗传修饰酶的活性，对真菌的物质生成进行调控，

诱导一些次级代谢产物的沉默基因簇表达[19-20]，将

进一步促进真菌次级代谢产物的研究。目前常用的

化学表观遗传修饰剂主要分为两类：一类为组蛋白

脱乙酰化酶抑制剂，另一类是 DNA 甲基化转移酶

抑制剂[21]。组蛋白脱乙酰化酶抑制剂可通过与组

蛋白去乙酰化酶的活性位点附着抑制该酶的活

性，从而使组蛋白乙酰化程度提升，核小体结构

松弛，便于 DNA 分子与转录因子及协同转录因

子的结合，进而增强转录水平，刺激沉默基因的

表达[4,21-22]。DNA 甲基化转移酶抑制剂可在 DNA

甲基转移酶的作用下，通过 S-腺苷甲硫氨酸作为甲

基供应者，将基因组内 CpG 二核苷酸中胞嘧啶的 C5

甲基化形成 5-甲基胞嘧啶，降低 DNA 分子中甲基

化程度，提高基因中启动子与转录调控因子识别位

点的特异性，从而激活基因的转录和表达[4,23]。另

外，重金属离子也被报道可影响真菌次生代谢[24]。

有研究表明，利用小分子特异性地影响次级代谢物

基因簇的转录是获得多样新颖天然产物的有效途

径[25]。因此，本研究选用组蛋白脱乙酰化酶抑制

剂丁酸钠(Sodium butyrate)、辛二酰苯胺异羟肟酸

(Suberoylanilide hydroxamic acid，SAHA)和 DNA 甲基

化抑制剂 5-氮杂胞嘧啶核苷(5-azacytidine，5-azaC)、

盐酸普鲁卡因(Procaine hydrochloride)和无机盐氯

化锌(ZnCl2)和氯化铜(CuCl2)共 6 种化学诱导剂对

出发菌株 Aspergillus terreus C23-3 进行化学诱导

调控，以期充分发掘菌株的代谢潜能，然后分析其

代谢产物中丁内酯类化合物的多样性及含量，为后

续开展丁内酯等化合物的发酵提取与发现提供基

础条件，从而为新型抗 AD 等活性药物的开发提供

先导化合物。 

1  材料 

1.1  菌株来源 

出发菌株为本实验室保藏的一株海洋真菌

Aspergillus terreus C23-3，分离自湛江徐闻的牡丹

珊瑚(Pectinia paeonia)。 

1.2  培养基 

海水马铃薯培养基：200.0 g 马铃薯块加水煮

成 500 mL 马铃薯汁，蔗糖 20.0 g，蛋白胨 5.0 g，

海盐 20.0 g，固体培养基中加入 20.0 g 琼脂粉，加

水定容至 1 L。麦芽浸膏培养基(g/L)：麦芽浸膏

20.0，海盐 20.0，加水定容至 1 L。糙米培养基(g/L)：

糙米 200.0，蛋白胨 5.0，海盐 20.0，加水定容至 1 L。

大豆培养基(g/L)：大豆粉 200.0，海盐 20.0，加水

定容至 1 L。pH 均为自然，1×105 Pa 灭菌 20 min

备用。 

1.3  主要试剂和仪器 

6 种诱导剂：丁酸钠、SAHA、5-azaC、ZnCl2、

CuCl2 和盐酸普鲁卡因分别配成 5 个浓度梯度的贮

液：250 mmol/L、25 mmol/L、250 µmol/L、25 µmol/L、

2.5 µmol/L。其中，SAHA 和 5-azaC 用 DMSO 溶

解，其余用无菌水溶解，经 0.22 µm 滤膜过滤除菌

后待用。 
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碘化硫代乙酰胆碱(Acetylthiocholine，ATCh)、

5,5′-二硫代二硝基苯甲酸(Dithiobisnitrobenzoic acid，

DTNB) 、 乙 酰 胆 碱 酯 酶 (Acetylcholinesterase ，

AChE)、牛血清白蛋白(BSA)、二苯代苦味酰自由

基(1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl，DPPH)，西格玛

奥德里奇(上海)贸易有限公司；Silica gel 60 F254，

Merck 公司；其他试剂及材料均为国产分析纯。 

多功能紫外透射仪，上海精科实业有限公司；

霉菌培养箱，上海博讯实业有限公司医疗器械厂；

高效液相色谱仪[配二极管阵列检测器(DAD)]，

Agilent 公司；平行蒸发仪，BUCHI 有限公司；旋

转蒸发仪、离心浓缩仪，上海埃朗仪器有限公司。 

Agilent 反相 C18 分析柱，填料为 Poroshell 120 

EC-C18，规格 4.6 mm×250 mm，填料粒径 4.0 µm。 

2  实验方法 

2.1  化学诱导初筛 

2.1.1  菌株诱导前种子的制备 

将菌株 C23-3 放进 28 °C、湿度为 80%的霉菌

培养箱中活化过夜；在无菌条件下，将菌种接种到

预先装有 200 mL 灭菌海盐马铃薯固体培养基的锥

形培养瓶中；于 28 °C 恒温培养箱中培养 3−4 d，

待菌落孢子生长茂盛备用。 

2.1.2  菌株的诱导  

用 0.85%的无菌生理盐水将上述锥形瓶中的

菌种孢子洗下，摇匀。马铃薯培养基和麦芽浸膏培

养基使用 24 孔板，每孔加入 2 mL 培养基和 200 µL

孢子悬液，28 °C 培养 3 d 后，加入化学诱导剂：

分别设置 5 个诱导剂终浓度梯度(10 mmol/L、    

1 mmol/L、100 µmol/L、10 µmol/L、1 µmol/L)，

各设置一个平行；24 孔板置于 28 °C、湿度为 80%

的霉菌培养箱中静置培养，每天观察实验温度和培

养物形态并拍照记录。大米培养基和大豆培养基使

用直径为 50 mm 的一次性无菌培养皿，将固体培

养基铺满培养皿的底面，质量约 8 g；吸取 200 µL

菌悬液均匀加入对应的培养皿中，诱导剂均匀滴加

到 3 d 培养物表面，6 种诱导剂的 5 个终浓度各做

一个平行，于 28 °C 霉菌培养箱中培养。 

2.1.3  菌株次生代谢产物的提取  

分别在第 2、4 周提取发酵产物。对于液体培养

物，从 24 孔板中取出菌丝体和发酵液，3 000 r/min

离心浓缩干燥 4 h，加入 200 µL 甲醇，功率 500 W

超声提取 30 min，10 000 r/min 离心 30 min，取出

上清液备用。对于固体培养物，将培养基及菌丝体

取出一部分(约 0.5 mL)放入离心管，加入 0.5 mL 的

甲醇，超声提取 30 min，10 000 r/min 离心 30 min，

取出上清液备用。 

2.1.4  菌株次生代谢产物的薄层层析紫外特征、生

物活性自显影及化学显色 

此部分参考张翼等[26]的方法，固体培养基发

酵提取物以氯仿:甲醇(体积比为 5:1)为 TLC 展开

剂，液体培养基发酵提取物以氯仿:甲醇(体积比为

10:1)为展开剂，分别记录 254、365 nm 的紫外图

像，DPPH 清除活性与 AChE 抑制活性自显影图像，

茴香醛硫酸显色及铁氰化钾-三氯化铁显色图像。 

2.2  菌株的常量静置发酵及复筛 

2.2.1  菌株的常量静置发酵 

从化学诱导初筛结果中选出 6 种代谢产物较

丰富的诱导组，即诱导组 P-丁酸钠-100 μmol/L、

P-ZnCl2-10 mmol/L 、 P-SAHA-100 μmol/L 、

M-Procaine-10 mmol/L 、 R-SAHA-100 μmol/L 、

S-5-azaC-10 mmol/L 进行常量静置发酵，准备

500 mL 三角瓶，每瓶配制 200 mL 培养基，分别

加入 2 mL 菌悬液，培养方法同化学诱导初筛。 

2.2.2  常量静置发酵产物的提取 

分别在菌株发酵的第 2、3、4 周进行代谢产

物的提取。固体培养基发酵物用与培养基等体积

的氯仿:甲醇(体积比为 2:1)混合溶剂进行超声提

取，时间 30 min，重复提取 3 次，抽滤得提取物；

液体培养基发酵物加入与培养基等体积的乙酸乙

酯分液萃取，提取 3 次，合并提取物。用旋转蒸发

仪将样品浓缩干燥，称重，4 °C 冷藏备用。 

2.2.3  菌株常量静置发酵次生代谢产物的 TLC 化

学显色及生物活性自显影 

菌株常量发酵次生代谢产物的 TLC 化学显色

及生物活性自显影方法同化学诱导初筛。 
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2.2.4  HPLC法分析常量静置发酵产物中代谢产物

多样性 

将各提取物均用色谱甲醇配成浓度为 2 mg/mL

的样品溶液进行 HPLC 分析，进样量为 10 µL，洗脱

条件为：0−30 min，10%−100%的乙腈-水；30−40 min，

100%乙腈；40−45 min，100%−10%的乙腈-水；

45−50 min，10%的乙腈-水，流速 1 mL/min。DAD

检测器信号采集波长为 190 nm−500 nm，监测波长

为 254 nm 和 310 nm。 

3  结果与分析 

3.1  化学诱导初筛结果 

3.1.1  菌株诱导前后表观形态对比 

如图 1A 所示，菌株 C23-3 在马铃薯培养基条

件下，空白组的菌丝体呈现浅棕色，边缘呈现灰黑

色。而加入诱导剂 CuCl2 后，随着 CuCl2 浓度的增大，

菌株的菌丝数量逐渐减少，当浓度达到 10 mmol/L

时，菌丝颜色由棕色变为白色；加入诱导剂 ZnCl2

培养 14 d 后，随着诱导剂浓度的增大，菌丝量变

化不显著，当 ZnCl2 的浓度达到 10 mmol/L 时，菌

丝颜色由棕色变为棕黑色；加入诱导剂 SAHA 后，

随着诱导剂浓度的增大，菌丝量逐渐减少。 

如图 1B 所示，菌株 C23-3 在麦芽浸膏培养基

条件下，空白组菌丝体颜色呈金黄色，而加入诱导

剂 CuCl2 诱导后，随着 CuCl2 浓度的增大，菌丝量

逐渐减少；加入诱导剂 ZnCl2 诱导后，观察发现随

着诱导剂 ZnCl2 浓度的增大，菌丝体生长逐渐旺

盛，当浓度达到 1 mmol/L 和 10 mmol/L 时，几乎

铺满整个培养孔表面，表明 ZnCl2 对其生长有促进

作用；加入诱导剂 5-azaC 后，随着 5-azaC 浓度的

增大，菌丝的数量明显增多，菌丝颜色则由棕色变

为白色；其它诱导剂在各浓度下对菌丝体形态无明

显影响。 

综上所述，在 CuCl2、ZnCl2、SAHA 和 5-azaC

诱导前后菌株 C23-3 外观形态上产生了明显变化，

在真菌代谢调控的研究中，普遍发现次生代谢与菌

株形态变异之间具有密切相关性[14-17]，由此推测该

菌株在诱导条件下代谢产物可能发生了变化或产 

 
 

    
 

图 1  化学诱导菌株 C23-3 在第 14 天时的生长形态 
Figure 1  Growing morphology of chemically induced 
strain C23-3 on the 14th day 
注：A：马铃薯培养基诱导组；B：麦芽浸膏培养基诱导组.

图片上方标记为加入诱导剂的浓度. 空白：不加诱导剂组，其

中 SAHA 组和 5-azaC 组的对照组为加了 DMSO 的培养物，

其形态异于不含 DMSO 的空白对照组. 上述每组一个平行. 

Note: A: The potato medium induction group; B: The malt extract 
medium induction group. The concentrations of the inducers were 
indicated above the picture. Blank: group without chemical 
inducers. The controls for the SAHA group and the 5-azaC group 
were cultures supplemented with DMSO, so the morphology was 
different from the blank control group without DMSO. One 
repeated well was set for each group. 

生了新的代谢产物。为了确定在特定诱导剂的特定

浓度下是否产生了新的物质，本文进一步进行了

TLC 指纹图谱与薄层生物活性自显影的分析。 

3.1.2  诱导前后 TLC 指纹图谱的对比 

用毛细管吸取微量培养发酵粗提物样品进行

TLC 紫外及显色分析，对比诱导前后代谢产物的

TLC 指纹图谱(图 2)可以发现：在大豆培养基条件下， 
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图 2  菌株 C23-3 诱导前后发酵产物 TLC 指纹图谱(培养 28 d) 
Figure 2  TLC fingerprints of the strain C23-3 fermentation products before and after induction (cultured for 28 days) 
注：(1) B：空白组；D：DMSO 对照组；Zn：ZnCl2；Cu：CuCl2；Bu：丁酸钠；Pro：盐酸普鲁卡因；5-a：5-azaC；浓度标在

TLC 板下方. (2) A1−A6：大豆基础培养基条件下诱导结果；B1−B6：大米基础培养基条件下诱导结果；C1−C6：马铃薯培养基和

麦芽浸膏培养基条件下诱导结果. A1−C1：254 nm 紫外图像；A2−C2：365 nm 荧光图像；A3−C3：茴香醛硫酸显色；A4−C4：

DPPH 自由基清除活性自显影；A5−C5：乙酰胆碱酯酶抑制活性自显影；A6−C6：铁氰化钾-三氯化铁显色. 

Note: (1) B: The blank group; D: The DMSO control group; Zn: ZnCl2; Cu: CuCl2; Bu: Sodium butyrate; Pro: Procaine hydrochloride; 
5-a: 5-azaC; The concentrations were marked below the TLC plates. (2) A1−A6: The results induced based on soybean medium; B1−B6: 
The results induced based on rice medium; C1−C6: The results induced based on potato medium and malt extract medium. From left to 
right: A1−C1: Images under 254 nm; A2−C2: Fluorescence images under 365 nm; A3−C3: Anisaldehyde sulfate colorization; A4−C4: 
DPPH free radical scavenging autography; A5−C5: Acetylcholinesterase inhibitory autography; A6−C6: Potassium ferricyanide-FeCl3 
colorization. 
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诱导组盐酸普鲁卡因(1 mmol/L)对比空白培养基和

DMSO 对照的代谢产物在波长 254 nm 和 365 nm 下

吸收斑点均有所增加，而且其茴香醛显色组分明显

增多，DPPH 自由基清除活性斑点和乙酰胆碱酯酶

抑制活性斑点也有所增加；在大米培养基条件下，

诱导组 SAHA (10 mmol/L)对比空白培养基和 DMSO 

对照的代谢产物在波长 365 nm 下吸收斑点均有所

增加，DPPH 自由基清除活性斑点比 DMSO 对照

培养物也有所增加；在马铃薯培养基条件下，诱导

组丁酸钠(100 µmol/L)、SAHA (100 µmol/L)对比空

白培养基及 DMSO 对照的代谢产物在波长 254 nm

和 365 nm 下吸收斑点均有所增加，而且其茴香醛

显色组分及铁氰化钾-三氯化铁显色斑点(可能为

酚类物质)明显增多，DPPH 自由基清除活性斑点和

乙酰胆碱酯酶抑制活性斑点也有所增加；在麦芽浸

膏培养基条件下，诱导组盐酸普鲁卡因(10 mmol/L)

对比空白培养基的代谢产物在波长 254 nm 和 365 nm

下吸收斑点均有所增加，而且其茴香醛显色组分及

铁氰化钾-三氯化铁显色斑点明显增多，DPPH 自

由基清除活性斑点也有所增加。由此推测，在以上

诱导条件下，菌株可能产生了新的代谢产物。 

综上所述，根据化学诱导前后菌株表观形态的

变化和发酵提取物 TLC 自显影指纹图谱的对比结

果综合分析，菌株在特定的培养基条件和特定诱导

剂的不同浓度下，产生了新的次级代谢产物。其中

在 P-丁酸钠-100 μmol/L、P-ZnCl2-10 mmol/L、

P-SAHA-100 μmol/L 、 M-Procaine-10 mmol/L 、

R-SAHA-100 μmol/L、S-5-azaC-10 mmol/L 这 6 种

诱导条件下代谢产物较丰富，生物活性较显著，考

虑到微量培养与通常用培养瓶进行的常量发酵之

间可能存在一定差异性，为验证上述 6 个条件在常

量发酵中的有效性，对这些条件进一步采用常规培

养瓶进行了静置发酵验证试验和代谢产物分析。 

3.2  常量静置发酵代谢产物的分析 

3.2.1  常量静置发酵代谢产物 TLC 指纹图谱 

对常量静置发酵代谢产物做 TLC 紫外与显色

分析及生物活性自显影，TLC 紫外及茴香醛显色分

析显示，6 组诱导条件下的菌株 C23-3 第 3、4 周的

代谢产物均有差异且产物均比较丰富(其中第 4 周

结果见图 3)；生物活性自显影表明，P-丁酸钠-  

100 μmol/L、P-ZnCl2-10 mmol/L、P-SAHA-100 μmol/L、

M-Procaine-10 mmol/L 、 R-SAHA-100 μmol/L 、

S-5-azaC-10 mmol/L 这 6 组诱导条件下的代谢产物

都具有明显的 DPPH 自由基清除活性和乙酰胆碱

酯酶抑制活性(条件 4 略差)，而且其活性成分具有

较高的多样性。铁氰化钾-三氯化铁显色表明，其

代谢产物中极可能含有丰富的含酚类基团化合物

且与 DPPH 清除活性自显影所显示抗氧化活性主

要斑点有很好的对应。对照微量培养与常量发酵产

物的 TLC 指纹图谱，发现多数条件重复性较好，

说明用高通量的微量培养法结合常量发酵来筛选

合适的化学诱导条件是可行的。 

3.2.2  常量静置发酵代谢产物的 HPLC 分析 

利用 HPLC 对化学诱导后菌株常量静置发酵

代谢产物进行分析，图 4 结果显示经过化学诱导，

菌株在不同的培养条件下均产生了丰富的代谢产

物，在 254 nm 波长下各个诱导条件的吸收峰较多

且保留时间多样。 

同种培养基、不同的诱导条件产生的代谢产物

及其含量也有所差异。比如在马铃薯培养基条件

下，加入诱导剂 SAHA (100 μmol/L)后，254 nm 波长

下保留时间为 27.782 min 时出现明显吸收峰，而在

加入诱导剂丁酸钠(100 μmol/L)、ZnCl2 (10 mmol/L)

后在相同保留时间则没有出现明显吸收峰。 

不同的培养基、不同的诱导剂产生的代谢产

物有所差异。比如：在麦芽浸膏培养基条件下，

加入诱导剂 Procaine (10 mmol/L)后，254 nm 波长

下保留时间为 4.598、7.478 min 时出现吸收峰，

而其它诱导组则没有出现明显的吸收峰；在大豆

培养基条件下，加入诱导剂 5-azaC (10 mmol/L)后，

254 nm 波长下保留时间为 1.837、13.680 min 时出

现明显吸收峰，而在其它培养基及不同诱导剂培

养条件下相同的保留时间则没有出现明显吸收

峰；在 310 nm 波长下，M-Procaine-10 mmol/L 诱 
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图 3  常量静置发酵提取物及所用诱导剂的 TLC 指纹图谱(培养 28 d) 
Figure 3  TLC fingerprints of the routine-scale static fermentation products and inducers (cultured for 28 days) 
注：Procaine 代表盐酸普鲁卡因；1：P-丁酸钠-100 μmol/L；2：P-ZnCl2-10 mmol/L；3：P-SAHA-100 μmol/L；4：M-Procaine-10 mmol/L；

5：R-SAHA-100 μmol/L；6：S-5-azaC-10 mmol/L. A1、A2：254 nm 紫外图像；B1、B2：365 nm 荧光图像；C1、C2：茴香醛硫

酸化学显色；D1、D2：DPPH 自由基清除活性自显影；E1、E2：乙酰胆碱酯酶抑制活性自显影；F1、F2：铁氰化钾-三氯化

铁化学显色. 

Note: Procaine stands for procaine hydrochloride; 1: P-Sodium butyrate-100 μmol/L; 2: P-ZnCl2-10 mmol/L; 3: P-SAHA-100 μmol/L; 4: 
M-Procaine-10 mmol/L; 5: R- SAHA-100 μmol/L; 6: S-5-azaC-10 mmol/L. A1, A2: Image under 254 nm; B1, B2: Fluorescence image 
under 365 nm; C1, C2: Anisaldehyde sulfate colorization; D1, D2: DPPH free radical scavenging autography; E1, E2: 
Acetylcholinesterase inhibitory autography; F1, F2: Potassium ferricyanide-FeCl3 colorization. 

 

导组在保留时间为 2.183、3.946、5.185、6.360、

6.929 min 时出现吸收峰，而其余诱导组则没有出

现明显吸收峰。 

3.2.3  常量静置发酵代谢产物中丁内酯类化合物

分析 

对 6 组常量静置发酵代谢产物的 HPLC-DAD 等

吸收光谱(图 5)进行分析，参照丁内酯类化合物的紫

外光谱特征(紫外最大吸收波长一般均为 310 nm 左

右)，并结合化合物标准品丁内酯Ⅰ和丁内酯Ⅱ相同

分析条件下的液相图谱，可以大致判定代谢产物中

不同丁内酯类化合物的多样性及其保留时间。结果

表明，6 种诱导条件下均能产生丁内酯Ⅰ，部分产

生丁内酯Ⅱ；对比产生丁内酯类化合物的多样性，

由多到少依次为：R-SAHA-100 μmol/L>M-Procaine- 

10 mmol/L>P-ZnCl2-10 mmol/L>P-丁酸钠-100 μmol/L> 

P-SAHA-100 μmol/L>S-5-azaC-10 mmol/L。 
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图 4  常量静置发酵代谢产物的 HPLC 图谱(培养 28 d) 
Figure 4  HPLC chromatograms of routine-scale static fermentation metabolites (cultured for 28 days) 
注：Bu：丁酸钠；Procaine：盐酸普鲁卡因；A：检测波长 254 nm 下的液相图谱；B：310 nm 检测波长下的液相图谱. 

Note: Bu: Sodium butyrate; Procaine: Procaine hydrochloride; A: The liquid chromatograms detected under 254 nm; B: The liquid 
chromatograms under 310 nm. 

 
综上所述，菌株 C23-3 通过化学诱导能产生丰

富的抗氧化或 AChE 抑制活性次生代谢产物，包括

丁内酯类化合物，而且不同诱导条件下丁内酯的种

类及产量有明显差异。抗氧化剂(包括一些丁内酯

类化合物)通常具有较好的神经保护活性和抗神经

炎症活性，而乙酰胆碱酯酶抑制剂则可以缓解 AD

患者大脑海马区域的神经递质衰减[27]。因此，上

述结果为今后发现新颖的抗 AD 先导化合物奠定

了基础。 

4  讨论 

有研究表明：海洋样品采集难度高，常规实验

条件下仅有低于 5%的海洋微生物被分离得到，即

便是获得的微生物，在实验室培养条件下也不能完

全表达其在海洋环境下所有生物合成途径的代谢

产物。因此，如何最大程度地开发这些来之不易的

海洋微生物资源是一项艰巨的任务。一些科研工作

者利用表观遗传修饰的方法对海洋真菌进行化学

诱导，研究证明通过化学表观遗传修饰可以达到发

掘菌株潜能、激活沉默基因表达的目的。2010 年，

Wang 等[28]在真菌 Penicillium citreonigrum 培养基

中加入 50 µmol/L 的 5-azaC，结果发现此菌株的代

谢产物多样性明显提高。2011 年，Vervoort 等[29]

用组蛋白去乙酰化抑制剂 SAHA 调控一株海洋沉

积物来源的真菌 Microascus sp.，分离纯化得到一个

具有新骨架的环缩酚酸肽。Beau 等[30]对海洋真菌

Leucostoma persoonii 采用组蛋白去乙酰化酶抑制

剂丁酸钠诱导并从中获得新化合物 Cytosporone R。 
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图 5  C23-3 常量静置发酵代谢产物的等吸收图谱 
Figure 5  Isoabsorption spectra of the metabolites of C23-3 under static fermentation 
注：P：马铃薯培养基；M：麦芽浸膏培养基；R：大米培养基；S：大豆培养基；Bu：丁酸钠；Pro：盐酸普鲁卡因；Zn：ZnCl2；

5-azaC：5-氮杂胞嘧啶核苷.  

Note: P: The potato culture medium; M: The malt extract medium; R: The rice medium; S: The soybean medium; Bu: Sodium butyrate; 
Pro: Procaine hydrochloride; Zn: ZnCl2; 5-azaC: 5-Azacytidine. 

 
上述报道中都是单一培养基加入一种或者  

两种诱导剂进行调控，而本研究考虑了 OSMAC

策略(单菌株多化合物)和化学诱导手段(包括不同

表观遗传修饰剂及与金属离子)的结合运用，共采

用 4 种培养基，选用 6 种化学诱导剂进行化学诱导

试验设计，有利于发现更好的诱导条件；况且本实

验将高通量的微量培养与常量发酵法结合起来进

行化学诱导条件筛选，工作效率较高，结果重复性

较好，取得了较好的效果。 

本实验常量发酵部分采用 500 mL 锥形瓶中装

入 200 mL 培养基进行发酵，此 0.4 的装液比虽然

也可基本满足菌株的生长和代谢，在少数研究报道

中也有使用[31]，但与一般此类研究报道的装液比

(如 0.25−0.30)相比偏高[32-34]。在进行后续的大量静

置发酵研究时，可能需要进一步考察装液量对代谢

产物与活性的影响，优化装液比，以更有利于菌株

发酵。如进行摇瓶或液体发酵罐发酵，则还需要进

一步研究装液比、搅拌速度/转速、通气速度等条

件及发酵周期的影响。 

菌株 C23-3 属土曲霉，根据研究报道，土曲霉

的主要代谢次生产物芳基丁内酯(其代表为丁内酯

)Ⅰ 具有一定的抗神经炎症[12]、抗氧化[14]、神经损

伤保护[15]、促进神经生长[35]的作用；另外，土曲

霉还常会产生具有较好乙酰胆碱酯酶(AChE)抑制

活性的土震素类(Territrems)化合物[36-37]，而 AChE

也是阿尔茨海默病相关治疗药物研发的经典靶标。

因此，深入挖掘土曲霉的次生代谢产物，对于开发

其在缓解治疗 AD 药物方面的潜力具有重要意义。 



杨静明等: 化学诱导对一株海洋来源土曲霉 C23-3 次生代谢产物及其生物活性的影响 451 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

5  结论 

本研究表明，将高通量的微量培养法与常量发

酵法结合起来进行化学诱导条件筛选具有可行性。

与未诱导组相比，菌株在诱导条件下次生代谢产物

产生了显著差异，其 TLC 紫外斑点及化学显色对

比空白组明显丰富，生物活性自显影斑点也发生一

定变化，进一步利用 HPLC 分析其代谢产物，对

比空白组出现新的色谱峰，说明利用小分子进行化

学诱导的方法能够刺激菌株 C23-3 产生新的抗 AD

相关活性的物质，并发现了有显著差异的 P-丁酸

钠-100 μmol/L、P-ZnCl2-10 mmol/L 等 6 种诱导效

果较好的诱导条件。在相应条件下，菌株可产生丰

富的抗氧化或乙酰胆碱酯酶抑制活性成分，包括多

样的丁内酯类化合物，这为活性化合物的深入研究

奠定了较好的基础，对抗阿尔茨海默症药物的研发

具有一定的科学意义。 
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