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研究报告 

表观遗传的化学干预对金龟子绿僵菌次生代谢产物影响的

研究 

黄永芳∆1  陈元元∆1  刘庆荣 1  尉杰 2  赵铖 2  陆瑞利*1,2  胡丰林*2 
1 安徽农业大学理学院  安徽 合肥  230036 

2 安徽农业大学真菌生物技术教育部工程研究中心  安徽 合肥  230036 

摘  要：【背景】表观遗传酶类化学抑制剂对真菌的影响研究主要集中在新次生代谢产物挖掘方面，

而对大量已知次生代谢物含量的变化却关注较少。金龟子绿僵菌是一种常用杀虫真菌，能代谢出多

种已知生物活性物质，其含量可能会影响到该菌与环境间关系及利用潜力。【目的】评估组蛋白去乙

酰化酶和 DNA 甲基转移酶的化学抑制剂对金龟子绿僵菌代谢物安全性和可利用性的影响。【方法】

在金龟子绿僵菌培养基中添加表观遗传酶类化学抑制剂，培养一定时间后用高分辨液质联用及标准品

对照方法分析次生代谢产物变化。根据差异代谢物的生物活性评估化学抑制剂的影响。【结果】高分

辨液质联用分析结果表明当抑制剂浓度达 500 μmol/L 时，金龟子绿僵菌有 16 种主要次生代谢产物出

现明显量的变化，包括 Destruxin A、A1、A2、B、B1、B2、E、E2、Ed、Didesmethyldestruxin C、

Dihydrodestruxin A、Desmethyldestruxin B、12-Hydroxyovalicin、Subglutinol C、Fungerin 和 Ustilagic 

Acid C。其中，丁酸钠处理可使 15 种主要代谢物含量升高。苯甲酰胺可使 12 种主要代谢物含量升

高。伏立诺他虽然仅能使 10 种主要代谢物含量升高，但部分代谢物的升高幅度明显高于前两者。2 种

DNA 甲基转移酶抑制剂可使金龟子绿僵菌代谢物中绿僵菌素类代谢物含量普遍下降。【结论】组蛋

白去乙酰化酶抑制剂可引起金龟子绿僵菌主要代谢物含量普遍升高，而 DNA甲基转移酶抑制剂使金

龟子绿僵菌的绿僵菌素含量普遍下降。由于变化的代谢物都具有显著的杀虫、免疫抑制或抗菌抗癌

等生物活性，因此上述化学抑制剂可增强或降低金龟子绿僵菌对环境中昆虫毒性，同时也增加或

降低其代谢物利用潜力。另外，Subglutinol C、Fungerin 和 Ustilagic Acid C 是首次在金龟子绿僵菌

中被发现。 

关键词：金龟子绿僵菌，组蛋白去乙酰化酶抑制剂，DNA 甲基转移酶抑制剂，次生代谢产物，高分

辨液质联用 

 

 



4222 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 
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Abstract: [Background] Studies about effects of epigenetic enzyme chemical inhibitors on metabolites of 
fungi mainly focus on new metabolites mining while content change of large number of known metabolites 
are less concerned. Metarhizium anisopliae is a common insecticidal fungus which can synthetize many 
known bioactive metabolites. Content variation of the metabolites can possibly affect the relationship 
between the fungus and the environment and its utilization potential. [Objective] To assess the effects of 
histone deacetylase and DNA methylase inhibitors on the safety and availability of metabolites of      
M. anisopliae. [Methods] Chemical inhibitors of epigenetic enzyme were added in medium of M. anisopliae. 
After a period of cultivation the metabolic changes were analyzed with high-performance liquid 
chromatography (HPLC) combined with high-resolution mass spectrometry (HRMS) and with some 
standards comparison. The effects of the inhibitors were evaluated by the bioactivities of the changed 
metabolites. [Results] Results of HPLC-HRMS showed that the content of 16 main metabolites of     
M. anisopliae changed significantly while the concentration of the inhibitors reached 500 μmol/L. The 
changed metabolites included destruxin A, A1, A2, B, B1, B2, E, E2, Ed, didesmethyldestruxin C, 
dihydrodestruxin A, desmethyldestruxin B, 12-hydroxyovalicin, subglutinol C, fungerin and ustilagic acid 
C. Sodium butyrate can increase 15 of the main metabolites production, and benzamide can increase 12 of 
the main metabolites production. Despite that SAHA can only increase 10 of the main metabolites 
production, some of the increased levels were much higher than the two formers. All the destruxins were 
decreased in the DNA methylase inhibitors treated M. anisopliae. [Conclusion] Chemical inhibitors of 
histone deacetylase can increase the contents of the main metabolites of M. anisopliae while inhibitors of 
DNA methylase can decrease all the destruxins in the fungus. Because of that all the main variated 
metabolites possess insecticidal, immunosuppressive, antibacterial, anti-cancer or other biological 
activities, the above inhibitors can strengthen or weaken the toxicity of the fungus against insects in the 
environment and increase or decrease metabolic utilization value of the fungus. Additionally, subglutinol 
C, fungerin and ustilagic acid C were identified for the first time from M. anisopliae. 

Keywords: Metarhizium anisopliae, histone deacetylase inhibitors, DNA methylase inhibitors, secondary 
metabolites, liquid chromatography combined with high-resolution mass spectrometry 
 

真菌表观遗传是近年来研究热点之一，其中

有关次生代谢产物的研究，目前主要集中在新的

代谢产物挖掘方面。有研究表明，敲除表观遗传

酶类基因可释放真菌中某些沉默基因，产生新的

次 生 代 谢 产 物 ， 如 Fan 等 把 昆 虫 病 原 真 菌

Metarhizium robertsii 中组蛋白乙酰转移酶(Histone 

Acetyltransferase，HAT)基因 Hat1 敲除后，该菌代

谢出 11 种新天然产物，包括 8 种异香豆素衍生物

和 2 种非核糖体肽[1]。用表观遗传酶类化学抑制

剂处理真菌也可产生类似效果，如 Chung 等在

Beauveria felina 的培养物中加入 500 μmol/L 组蛋

白去乙酰化酶抑制剂辛二酰苯胺异羟肟酸(伏立

诺他，SAHA)，发现该菌代谢出 3 种新的环肽类

化合物[2]；利用 DNA 甲基转移酶抑制剂 5-氮杂

胞嘧啶核苷和 RG-108，人们从链格孢属[3]、黑曲

霉[4]、球孢白僵菌[5]、树脂枝孢霉[6]、Cladosporium 
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cladosporioides[7] 、 Metacordyceps indigotica[8] 、

Diatrype sp.[9]、Muscodor yucatanensis[10]、柑桔青霉

菌[11]、Pestalotiopsis crassiuscula[12]和细脚棒束孢

中诱导出新的次生代谢产物[13-14]。然而，相对于

新的次生代谢产物挖掘，表观遗传酶类化学抑制

剂对真菌中大量已知代谢产物含量的影响也应该

引起足够的重视，因为有些已知次生代谢产物具

有很强的生物活性，其含量变化可直接影响到该

菌对环境中其他生物的作用，如绿僵菌属真菌中

有数十个已知结构的绿僵菌素类代谢物，这些物

质对昆虫等多种生物具有毒性[15-16]，其含量变化

可直接影响到该菌宿存环境周围的其他生物的生

存。由于绿僵菌的有些次生代谢物具有开发药品

的潜力[16]，其含量的变化也会影响到该菌相关产

品的开发。 

自然界中自发的表观遗传酶类基因敲除现象

并不多见，而自然界各种化合物包括涉及表观遗传

酶类化学抑制剂却无处不在，如常见的组蛋白去乙

酰化酶抑制剂丁酸钠是常用的饲料添加剂和食品

风味剂，在饲料中添加量一般都在 0.1%以上[17-18]，

是本研究最高实验浓度的 18 倍以上；组蛋白去乙

酰化酶抑制剂苯甲酰胺是 200 余种药物或农药等

化工产品的合成前体、中间体或分解产物[19-20]；

DNA 甲基转移酶抑制剂 5-氮杂胞嘧啶核苷和 5-氮

杂-2′-脱氧胞嘧啶核苷是抗癌药物[21-23]。这些物质

广泛存在于我们的食物链和环境中，可通过对各

种生物表观遗传酶类作用而引起次生代谢产物变

化，进而影响到周围生物的安全性和代谢物的可

利用性。 

金龟子绿僵菌(Metarhizium anisopliae)是绿僵

菌属真菌中应用于农作物和森林害虫生物防治最

多的虫生真菌，该菌能代谢出 40 余个生物活性化

合物，包括 14 个具有杀虫、细胞毒性、免疫抑制

或抗癌活性的绿僵菌素类非核糖体肽[15-16,24-25]。由

于该菌被广泛用于包括玉米田、稻田和草原在内的

多种害虫防治，玉米秆、稻草和牧草又常用于牛羊

饲料[26]，因此，该菌代谢可能会受到高浓度饲料

添加剂丁酸钠的影响，同时，金龟子绿僵菌还可

在土壤等多种环境下宿存，受到其他各类化学物

质的影响。系统研究各类表观遗传酶类化学抑制

剂对金龟子绿僵菌代谢的影响，不仅有利于评估

该生物杀虫剂在不同化学环境下的代谢物安全

性，也为金龟子绿僵菌中相关代谢物的开发利用

提供参考，同时也为各类化学品特别是具有表观

遗传酶类抑制活性的化合物的生态安全评价提供

新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂、仪器及培养基 

色谱纯甲醇和乙腈，Tedia 公司。色谱纯甲酸，

Agilent 公司；分析纯二甲基亚砜，北京索莱宝科

技有限公司；分析纯丁酸钠和苯甲酰胺，南京杜莱

生物技术有限公司；分析纯 5-氮杂胞嘧啶核苷

(5-Aza-C)、5-氮杂-2′-脱氧胞嘧啶核苷(5-Aza-2′-Dc)

和伏立诺他(SAHA)，北京百奥莱博科技有限公司；

绿僵菌素 A，Alabiotech 公司。高效液相色谱仪(二

元高压泵、高压梯度混合器和二级阵列检测器)、

高分辨质谱仪、Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱

柱(2.7 µm，3.0 mm×100 mm)，Agilent 公司；立式

冷冻干燥机，GOLD-SIM 公司；超速离心机，Sigma

公司；数控超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公

司；全温振荡培养箱，哈尔滨东联电子公司。 

SDY 培养基(g/L)：酵母浸出粉 10.0，蛋白胨

10.0，葡萄糖 40.0，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.2  菌株培养和酶抑制剂的加入 

金龟子绿僵菌菌株 Ma23 由安徽农业大学虫

生真菌研究中心提供。将保存的绿僵菌(20%甘油

和 80%的纯水)菌种 1 mL 接种于冷却的 100 mL (装

在 250 mL 的三角瓶中)已灭菌的 SDY 培养基中，

25 °C、220 r/min 恒温摇床中培养 3 d，作为液体菌

种备用。 

准备 93 个灭菌的 250 mL 三角瓶，内装    

100 mL SDY 灭菌培养基，其中 3 个空白对照除培 
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养基和菌种外，不添加任何试剂，其余 90 个按   

表 1 分别加入组蛋白去乙酰化酶抑制剂[丁酸钠、

苯甲酰胺和伏立诺他(SAHA)]、DNA 甲基转移酶

抑制剂(5-氮杂胞嘧啶核苷、5-氮杂-2′-脱氧胞嘧啶

核苷)和对照溶剂二甲基亚砜。上述酶抑制剂在添

加前预先配成 50 mmol/L 二甲基亚砜溶液，并用

0.22 µm 滤膜过滤除菌备用。添加结束后，将前面

制备的液体菌种涡旋 3 min，每个三角瓶中接种   

1 000 µL 液体菌种，然后放置于 25 °C、220 r/min

恒温摇床中培养 12 d。 

1.3  发酵物处理 

将上述培养结束的样品从摇床中取出，分别用

布氏漏斗真空抽滤，将所得的滤液放入分液漏斗，

用等体积乙酸乙酯萃取 3 次，合并 3 次有机相，在

真空旋转浓缩仪上蒸发至干，加入 2 mL 的色谱甲

醇复溶，用 12 000 r/min 离心 5 min，取上清稀释   

5 倍作为 HPLC-MS 分析样品。 

1.4  高分辨液质联用分析  

流动相：A=0.1%甲酸水溶液，B=0.1%甲酸乙

腈溶液。洗脱条件：0.0−8.0 min，10%−40% B；

8.0−30.0 min ， 40%−60% B ； 30.0−50.0 min ，

60%−100% B；50.0−60.0 min，100% B。进样量    

5 μL，柱温 25 °C，流速 0.3 mL/min。二级阵列检

测器为 200−600 nm 全波长扫描。质谱采用阳离子

模式分析：氮气温度 325 °C，干燥气流速 10 L/min，

鞘气流速 12 L/min，雾化气压 40 psi；毛细管电压为

4 000 V；碎裂电压为 180 V，分离电压 45 V；质量

采集范围为 0.1−1.7 kD；二级质谱碰撞电压 40 eV，

对质荷比≥500 的离子采集二级质谱。 

2  结果与分析 

2.1  不同处理的总离子流色谱比较 

不同处理的总离子流色谱比较发现，50 μmol/L

以下的组蛋白去乙酰化酶抑制剂、100 μmol/L 以下

的 DNA 甲基转移酶抑制剂，以及不同浓度的 DMSO

处理与没有任何添加的金龟子绿僵菌培养液提取

物没有明显区别，但随着抑制剂浓度的升高，其与

对照差别逐渐明显。在添加浓度为 500 μmol/L 时，

可看到组蛋白去乙酰化酶抑制剂丁酸钠、苯甲酰胺

和伏立诺他(SAHA)处理的提取物中，各种代谢物

峰强度普遍高于对照，特别是 SAHA 处理的图谱，

在保留时间为 12–15 min 处多出 2 个较大的峰   

(图 1)。从图 1 还可看到，DNA 甲基转移酶抑制剂

5-氮杂胞嘧啶核苷(5-Aza-C)和 5-氮杂-2′-脱氧胞嘧

啶核苷(5-Aza-2′-Dc)处理，其总离子流图上的峰明

显变少，表明 DNA 甲基转移酶抑制剂可降低绿僵

菌次生代谢产物的化学多样性。 

对主要差异峰的峰面积积分(表 2)发现丁酸钠

处理后，金龟子绿僵菌代谢物峰面积有 15 个升高，

其中升高超过 10%的有 7 个；苯甲酰胺处理有   

12 峰面积增大，其中有 4 个峰面积增加超过 10%；

SAHA 处理有 10 峰面积增大，其中有 5 个峰面积

增加超过 10%。值得注意的是，在图 1 上看到的

SAHA 处理多出的 12.90 min 和 13.44 min 峰，实

际上在对照中也有，只是对照的峰面积相对较低

(仅有处理组的 1/6.5 和 1/63.6，表 2)，说明 SAHA

可能仅仅是增加了某些基因的表达量，并不一定能

完全释放某些沉默的基因。 

 
表 1  酶抑制剂的添加终浓度(自然 pH) 
Table 1  Final concentration of the added enzyme inhibitors (natural pH) 

抑制剂种类和浓度 

Kinds of inhibitors and 
concentration 

二甲基亚砜 

DMSO 

5-氮杂胞嘧啶核苷

5-Aza-C 

5-氮杂-2′-脱氧胞嘧啶核苷

5-Aza-2′-Dc 

伏立诺他 

SAHA 

丁酸钠 

Sodium 
butyrate 

苯甲酰胺 

Benzamide

最终浓度 

Final concentration 

(μmol/L) 

10 10 10 10 10 10 

50 50 50 50 50 50 

100 100 100 100 100 100 

500 500 500 500 500 500 
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图 1  不同化学抑制剂处理的培养液提取物总离子流图 
Figure 1  Total ion flow of extracts from fermentation broth treated with different chemical inhibitors 
注：A：500 μmol/L 二甲基亚砜处理；B：500 μmol/L 丁酸钠；C：500 μmol/L 苯甲酰胺；D：500 μmol/L 伏立诺他；E：500 μmol/L 

5-氮杂胞嘧啶核苷；F：500 μmol/L 5-氮杂-2′-脱氧胞嘧啶核苷。有编号的峰是含量变化较大的主要次生代谢产物峰 

Note: A: 500 μmol/L dimethyl sulfoxide (as control); B: 500 μmol/L sodium butyrate; C: 500 μmol/L benzamide; D: 500 μmol/L  
vorinostat; E: 500 μmol/L 5-azacytosine; F: 500 μmol/L 5-aza-2′-deoxycytosine, respectively. Numbered peaks are the main variated 
secondary metabolites 
 

从表 2 中可看到 DNA 甲基转移酶抑制剂    

5-氮杂胞嘧啶核苷和 5-氮杂-2′-脱氧胞嘧啶核苷处

理使金龟子绿僵菌代谢物峰面积普遍降低，甚至彻

底消失，这与最初的通过添加抑制剂释放被甲基化

沉默的基因预期相差甚远，其原因可能有 2 个方

面：一是真菌的 DNA 甲基化率非常低[27]，因此可

释放的基因潜力有限；另一方面原因就是 DNA 甲

基转移酶抑制剂干扰了金龟子绿僵菌非核糖体肽

的合成过程中的甲基转移。实际上，绿僵菌中大部

分绿僵菌素类物质含有 5–10 个甲基[24-25]，其结构

差异主要是甲基位置和数量的差异。 

2.2  变化组分的鉴定分析 

为进一步评估化学抑制剂对金龟子绿僵菌代

谢的影响，下面将对表 2 中的主要差异物进行鉴

定。表 2 中差异物对应的一级和二级质谱及部分紫

外光谱见图 2。 

化合物 1 (图 2 的 1A)质荷比为 612.361 1，是

[M+H]+ 峰 ， 经 计 算 对 应 的 可 能 分 子 式 是

C29H49N5O9，误差为+0.8 mD。该化合物的一级和二

级质谱(286.192 7、471.281 6 和 499.276 6) (图 2 的

1B)与绿僵菌素 Ed (Destruxin Ed)标准品一致[24]。

数据库查询发现分子式 C29H49N5O9 在金龟子绿僵

菌中报道的对应化合物正是绿僵菌素 Ed，并且该

化合物由于含较多羟基在反相色谱中出峰较其他

非核糖体肽早[24-25]，此与本研究的出峰特点一致，

另外，其紫外光谱(图 2 的 1C)与标准品 Destruxin A

等绿僵菌素类物质一致，都在 210 nm 以上没有明

显特征吸收。从精确一级二级质谱、来源、极性和

紫 外 光 谱 特 征 可 确 定 该 差 异 物 是 非 核 糖 体 肽

Destruxin Ed。 

化合物 2 (图 2 的 2A)质荷比为 335.146 8 和

647.303 5，分别是分子 C16H24O6 的[M+Na]+和

[2M+Na]+峰，误差分别为+0.3 mD 和−0.3 mD。数

据库查询发现在金龟子绿僵菌中已有该分子式对 
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表 2  不同化学抑制剂处理的金龟子绿僵菌代谢物峰面积变化 
Table 2  Peak area variations of metabolites of Metarhizium anisopliae treated with different chemical inhibitors 

编号 保留时间 质荷比 对照峰面积 与对照峰面积的比率 Peak area rate against the control 

No. Retention 

time (min) 

Mass charge 

ratio 

Peak area of 

the control 

(counts·S) 

丁酸钠 

Sodium butyrate

苯甲酰胺
Benzamide 

伏立诺他 

SAHA 

5-氮杂胞嘧啶
核苷 

5-Aza-C 

5-氮杂-2′-脱
氧胞嘧啶核苷
5-Aza-2′-Dc 

1 11.62 612.361 1 17 668 000 1.07±0.05 1.32±0.06 1.22±0.05 0.27±0.01 0.26±0.01 

2 12.90 335.146 8 520 469 3.99±0.16 0.35±0.02 6.47±0.29 0 0 

3 13.44 235.145 2 297 676 12.54±0.45 5.05±0.22 63.63±2.48 8.37±0.35 5.12±0.24 

4 15.39 580.334 4 22 642 918 1.08±0.04 1.01±0.03 0.84±0.02 0.42±0.02 0.42±0.02 

5 15.70 596.365 8 13 460 555 1.10±0.05 1.05±0.04 0.85±0.03 0.09±0.00 0.10±0.01 

6 16.71 594.350 8 41 297 478 1.08±0.04 1.04±0.05 1.02±0.04 0.74±0.03 0.74±0.03 

7 18.71 564.339 8 32 788 935 1.03±0.05 1.05±0.05 0.86±0.03 0.40±0.02 0.44±0.02 

8 20.76 578.355 8 49 505 085 1.06±0.06 1.05±0.05 1.00±0.05 0.65±0.03 0.65±0.03 

9 22.82 580.370 9 27 142 436 1.12±0.06 1.07±0.05 1.02±0.06 0.20±0.01 0.23±0.01 

10 23.44 580.370 4 39 974 122 1.02±0.05 1.14±0.07 0.69±0.03 0.31±0.01 0.39±0.02 

11 24.15 443.280 4 28 029 601 0.06±0.00 0.02±0.00 0.02±0.00 0.74±0.04 0.60±0.03 

12 24.45 580.371 1 30 468 819 1.07±0.06 1.11±0.05 1.00±0.05 0.22±0.01 0.26±0.01 

13 25.25 592.371 2 4 773 032 3.86±0.17 0.64±0.03 5.71±0.23 0.09±0.00 0.10±0.01 

14 25.88 594.387 7 4 7109 947 1.09±0.07 1.08±0.06 1.05±0.05 0.73±0.04 0.77±0.04 

15 31.25 608.402 5 8 155 130 1.28±0.09 1.00±0.04 3.46±0.14 0.12±0.01 0.11±0.01 

16 36.63 509.296 7 28 478 749 1.36±0.08 0.35±0.01 1.04±0.05 1.10±0.06 1.14±0.06 

注：对照为添加 500 μmol/L DMSO 的金龟子绿僵菌培养物。处理组中的抑制剂和 DMSO 浓度都为 500 μmol/L。峰面积是对照     

3 倍以上的用加黑字体突出显示 

Note: The control group are fermented M. anisopliae treated with 500 μmol/L DMSO. The treatment group are fermented M. anisopliae 
treated with 500 μmol/L inhibitors 500 μmol/L DMSO. Peak areas were highlighted when more than 3 times of the control 
 

应的化合物报道，即 12-Hydroxyovalicin[24-25]，该

化合物在 210 nm 以上没有明显特征吸收，有多个

极性基团，此与本研究化合物的紫外特征及出峰较

早的特点一致。从来源、精确质谱、极性和紫外特

征可基本确定该化合物是 12-Hydroxyovalicin。该

化合物具有抑制血管生成、抗癌和免疫抑制活   

性[25,28]。丁酸钠或 SAHA 处理可使该代谢物含量

提高 4 倍或 6 倍(表 2)，因此丁酸钠或 SAHA 处理

可望在该代谢物生产利用中具有一定价值。 

化合物 3 (图 2 的 3A)质荷比为 235.145 0，是

C13H18N2O2 的[M+H]+峰，误差为+1.1 mD。数据查

询发现在一种绿僵菌 Metarhizium sp.中有对应的

化合物报道，并且其紫外光谱与图 2 中 3C 紫外光

谱一致[25,29]，从精确质谱、来源和紫外光谱可确定

该化合物为 Fungerin。该化合物具有抗细菌、抗真

菌和乙酰胆碱酯酶抑制作用[24,29]。由于本研究所用

的抑制剂都能使该成分含量提高 5 倍以上，特别是

SAHA 处理可使该成分含量升高 63.6 倍，因此这

些抑制剂有望在该代谢物的开发中起到增加产量

的作用。 

化合物 4 (图 2 的 4A)质荷比为 580.334 4 和   

1 181.641 0，分别为 C28H45N5O8 的[M+H]+和[2M+Na]+

峰，误差分别为+0.3 mD 和−1.8 mD。该化合物在

210 nm 以上没有明显紫外吸收，其的一级和二级质

谱(368.251 9、439.293 8 和 467.284 1) (图 2 的 4B)与

绿僵菌素 E2 (Destruxin E2)标准品一致[25]。数据查询

发现分子式 C28H45N5O8 在金龟子绿僵菌中报道的

化合物正是具有杀虫活性的 Destruxin E2，其紫外

特征吸收波长为 204 nm[24,30]，与本研究一致，显然

580.334 4 对应的代谢物是 Destruxin E2。 
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图 2  主要差异代谢物一级、二级质谱和部分紫外光谱 
Figure 2  MS and MS/MS spectra and some Ultra violet spectra of the main changed metabolites 
注：A：一级质谱；B：二级质谱；C：紫外光谱 

Note: A: Mass spectrum; B: Corresponding MS/MS spectrum; C: Ultraviolet spectrum 

 
化合物 5 (图 2 的 5A)质荷比为 596.365 8 和   

1 213.704 8 ， 分 别 为 C29H49N5O8 的 [M+H]+ 和

[2M+Na]+峰，误差分别为–0.1 mD 和–0.6 mD。该

化合物在 210 nm 以上没有明显紫外吸收，其一级

和二级质谱(356.191 1、384.273 3 和 455.256 8)  

(图 2 的 5B)与绿僵菌素 Desmethyldestruxin C 标准

品一致[25]。数据查询发现金龟子绿僵菌中已有杀

虫活性物质 Desmethyldestruxin C 报道[24]，其紫外

和质谱特征与本研究分子 C29H49N5O8 完全一致。 

化合物 6 (图 2 的 6A)质荷比为 594.350 8 和   

1 209.671 5 ， 分 别 为 C29H47N5O8 的 [M+H]+ 和

[2M+Na]+峰，误差分别为+0.5 mD 和−2.6 mD。该

化合物的一级和二级质谱(340.207 6、453.306 5 和

481.301 7) (图 2 的 6B)与绿僵菌素 Destruxin E 标准
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品一致[25]。其紫外也符合绿僵菌素类特征，都在

210 nm 以上没有明显特征吸收。数据查询发现该

分子式在金龟子绿僵菌中报道的化合物是具有杀

虫活性和免疫抑制活性的 Destruxin E[24]。从来源、

质谱和紫外特征可确定 C29H47N5O8 对应的化合物

是 Destruxin E。 

化合物 7 (图 2 的 7A)质荷比为 564.339 8 和

586.321 0，分别为 C28H45N5O7 的[M+H]+和[M+Na]+

峰，误差分别为+0.6 mD 和–0.1 mD。该化合物的

一级和二级质谱(334.208 2、423.188 2 和 451.254 2) 

(图 2 的 7B)与绿僵菌素 Destruxin A2 标准品一   

致[25]。其紫外光谱符合绿僵菌素类特征。数据查

询 发 现 金 龟 子 绿 僵 菌 中 已 有 杀 虫 活 性 化 合 物

Destruxin A2 报道[24]。从精确一级二级质谱、来源

和 紫 外 特 征 可 确 定 C28H45N5O7 对 应 化 合 物 为

Destruxin A2。 

化合物 8 (图 2 的 8A)质荷比为 578.355 8 和   

1 177.680 7 ， 分 别 为 C29H47N5O7 的 [M+H]+ 和

[2M+Na]+峰，误差分别为+1.0 mD 和−3.6 mD。该

化合物的一级和二级质谱(352.228 7、437.281 4 和

465.276 0) (图 2 的 8B)与绿僵菌素 Destruxin A2 标

准品一致[25]。数据查询发现该分子式在金龟子绿

僵菌中报道的化合物是 Destruxin A，该化合物具

有杀虫活性、免疫抑制活性、强心和诱导促红细胞

生成素表达的活性[24]，标准品对照分析发现该化

合物的保留时间和质谱与 Destruxin A 完全一致，

因此可确定质荷比 578.355 8 对应的化合物为

Destruxin A。 

图 2 中在 Destruxin A 的质谱后有 3 个质荷

比为 580.37 和 1 181.71 的化合物质谱(图 2 的

9A、10A、11A)，其对应的都是 C29H49N5O7 的

[M+H]+和[2M+Na]+峰，误差分别为+0.4、−6.0、

−0.5、−7.4、+0.6、−4.8 mD。其一级和二级质谱    

(图 2 的 9B、10B、11B)分别与 Desmethyldestruxin B、

Dihydrodestruxin A 和 Destruxin B2 标准品一致[25]。

其紫外都有绿僵菌素类化合物特征。显然这 3 个

化合物应该是金龟子绿僵菌中报道的具有杀虫活

性的 Desmethyldestruxin B、Dihydrodestruxin A 和

Destruxin B2。据报道该 3 个化合物在反相色谱

中 洗 脱 顺 序 依 次 为 Desmethyldestruxin B 、

Dihydrodestruxin A 和 Destruxin B2[25]，因此可知本

研究的保留时间为 22.82、23.44 和 24.45 min，质

荷比为 580.37 的化合物分别是 Desmethyldestruxin 

B、Dihydrodestruxin A 和 Destruxin B2。 

化合物 12 (图 2 的 12A)质荷比为 443.280 4 和

885.549 5，分别为 C27H38O5 的[M+H]+和[2M+H]+

峰，误差分别为+1.6 mD 和+1.6 mD。数据查询发

现该分子式在罗伯茨绿僵菌(M. robertsii)中有对应

的免疫抑制剂 Subglutinol C 报道，其紫外光谱也

与本研究(图 2 的 12C)一致[24,31]，因此可初步确定

该化合物为 Subglutinol C。该化合物在对照中含量

最高而在组蛋白去乙酰化酶抑制剂处理的样品中

含量不足对照的 5%，说明组蛋白去乙酰化酶抑制

剂降低了该化合物的合成，其原因有待深入研究。 

化合物 13 (图 2 的 13A)质荷比为 592.371 2

和 1 205.712 4，分别为 C30H49N5O7 的[M+H]+和

[2M+Na]+峰，误差分别为+1.4 mD 和−3.2 mD。该

化合物的一级和二级质谱(366.223 2、451.290 4 和

479.300 6) (图 2 的 13B)与绿僵菌素 Destruxin A1

标准品一致[25]。其紫外都有绿僵菌素类化合物特

征。数据查询发现该分子式在金龟子绿僵菌中报道

的是具有杀虫活性的化合物 Destruxin A1[24]。该化

合物在丁酸钠或 SAHA 处理的培养液中含量分别

增加了 3.8 倍和 5.7 倍。 

化合物 14 (图 2 的 14A)质荷比为 594.387 7

和 1 209.743 3，分别为 C30H51N5O7 的[M+H]+和

[2M+Na]+峰，误差分别为+1.6 mD 和+3.7 mD。该

化合物的一级和二级质谱(340.207 2、453.306 0 和

481.302 4) (图 2 的 14B)与绿僵菌素 Destruxin B 标

准品一致[25]。其紫外光谱有绿僵菌素类化合物特

征。数据查询发现该分子式在金龟子绿僵菌中对应

化合物是 Destruxin B[24]。从来源、一级和二级质
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谱及紫外光谱可确定 C30H51N5O7 是 Destruxin B。

该化合物具有杀虫、诱导植物产生抗毒素、抗心律

失常、乙型肝炎表面抗原抑制剂、免疫抑制剂和强

心剂等活性[24]。 

化合物 15 (图 2 的 15A)质荷比为 608.402 5

和 1 237.776 7，分别为 C31H53N5O7 的[M+H]+和

[2M+Na]+峰，误差分别为+0.7 mD 和−1.5 mD。该

化合物的一级和二级质谱(423.185 2、473.246 2 和

491.235 0) (图 2 的 15B)与绿僵菌素 Destruxin B1

标准品一致[25]。其紫外有绿僵菌素类化合物特征。

数据查询发现该分子式在金龟子绿僵菌中对应的

是具有杀虫活性的 Destruxin B1[24]。从来源、一级

和 二 级 质 谱 及 紫 外 光 谱 可 确 定 C31H53N5O7 是

Destruxin B1。   

化合物 16 (图 2 的 16A)质荷比为 509.296 7

和 1 017.573 5，分别为 C24H44O11 的[M+H]+和

[2M+H+]+峰，误差分别为+1.1 mD 和−10.1 mD，其

紫外最大特征吸收峰在 229 nm (图 2 的 16C)，数

据查询发现该分子式和紫外光谱与 Ustilagic Acid 

C 完全一致[32]。其二级质谱(305.232 5、449.274 6

和 491.285 3) (图 2 的 16B)也有 Ustilagic Acid C 的

脱水和酯键断裂形成的特征碎片峰，因此可确定该

化合物为 Ustilagic Acid C。据报道 Ustilagic Acid C

由玉米黑粉菌(Ustilago maydis)在 5-氮杂胞嘧啶核

苷诱导下产生，具有弱的抗真菌活性[32]。该成分

虽然在丁酸钠、5-氮杂胞嘧啶核苷和 5-氮杂-2′-脱

氧胞嘧啶核苷处理的绿僵菌代谢物中含量较高，但

在 DMSO 对照处理中含量也不少，因此该成分应

该是金龟子绿僵菌正常代谢物之一，只是上述试剂

处理促进其合成或积累。 

3  讨论与结论 

从前面的分析可以看到 500 μmol/L 的组蛋白

去乙酰化酶抑制剂丁酸钠、苯甲酰胺和伏立诺他，

以及 500 μmol/L DNA 甲基转移酶抑制剂 5-氮杂胞

嘧啶核苷和 5-氮杂-2′-脱氧胞嘧啶核苷可使金龟子

绿僵菌 Ma23 菌株的代谢物含量发生明显变化，但

2 类抑制剂对代谢物的影响截然相反，前者使代谢

物含量普遍升高，后者使代谢物含量普遍下降。变

化较大的次生代谢产物有 12 种绿僵菌素类非核糖

体肽和 4 种非肽类物质。antiSMASH 软件预测显

示，金龟子绿僵菌基因(GCA_013305495.1)的 50 个

次生代谢产物基因簇中非核糖体肽基因簇占 21 个。

虽然非核糖体肽基因簇数量仅占次生代谢产物基

因簇总数的 42%，但抑制剂处理后非核糖体肽类

代谢物却占变化的主要次生代谢产物的 75%，显然

非核糖体肽类基因表达更易受到表观遗传酶类抑

制剂影响。这些非核糖体肽类物质大多属于真菌毒

素或具有特定的药用活性物质[24]，因此其含量的升

高或降低会直接影响到其代谢物的利用或生物安

全。值得注意的是丁酸钠可使供试真菌毒素等代谢

物含量普遍升高，作为一种常用的饲料添加剂和食

品风味剂，其在饲料中添加浓度一般是本研究的

18 倍以上[17]，其是否会放大饲料和食品加工过程中

真菌有毒代谢物的污染值得深入研究。 

虽然 3 种组蛋白去乙酰化酶抑制剂都能使大多

数代谢物含量升高，但具体升高的化合物种类及升

高程度并不相同：丁酸钠处理可使 16 种主要代谢

物的 15 种含量升高，其中 12-Hydroxyovalicin、

Fungerin 和 Destruxin A1 都升高 3 倍以上；苯甲

酰胺可使 16 种中的 12 种含量升高，但升高 3 倍

以上的仅有 Fungerin；SAHA 虽然仅能使 16 种

中的 10 种含量升高，但升高 3 倍以上的达 4 种，

包 Hydroxyovalicin、Fungerin、Destruxin A1 和

Destruxin B1，并且部分代谢物的升高幅度明显高

于前两者，如 Fungerin 升高达 63.6 倍。除使不同

代谢物含量升高外，3 种抑制剂都使 Subglutinol C

含量降低到对照的 5%以下，可见，这些组蛋白去

乙酰化酶抑制剂的具体作用既有相同的地方也有

不同的地方。Subglutinol C 是二萜类衍生物，在金

龟子绿僵菌中总共有 6 个萜类基因簇，但报道的萜

类物质并不多，也无化学抑制剂对萜类合成影响的

报道。 
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2 种 DNA 甲基转移酶抑制剂对金龟子绿僵

菌代谢的影响基本一致，除 2 种非肽类代谢物

外，其余 14 种代谢物含量普遍下降，其原因一

方 面 可 能 与 真 菌 的 DNA 甲 基 化 率 非 常 低 有  

关 [27]，另一方面可能与金龟子绿僵菌在非核糖

体肽的合成过程中存在频繁的甲基转移有关，

大量绿僵菌素如 Dihydrodestruxin A、Destruxin B2

和 Desmethyldestruxin B 等仅有 1 个甲基位置差

异[24-25,33]，但是 DNA 甲基转移酶是如何影响到非

核糖体肽合成过程中的甲基转移有待深入研究。 

5 种抑制剂对金龟子绿僵菌代谢唯一共同的

影响是促进了 Fungerin 合成，其含量都升高 5 倍

以上。Fungerin 是咪唑类生物碱，是组氨酸衍生  

物[34]。该化合物在抑制剂处理组中普遍增高，表

明不仅组蛋白去乙酰化酶抑制剂能影响到组氨酸

代谢，DNA 甲基转移酶抑制剂也能影响到组氨酸

的相关代谢。 

虽 然 本 研 究 首 次 在 金 龟 子 绿 僵 菌 中 发 现

Subglutinol C、Fungerin 和 Ustilagic acid C，但这

3 种化合物并不是因为抑制剂的作用而产生，因

为对照组中也有，并且 Subglutinol C 在对照组中

含量最高。 

总之，表观遗传的化学干预可使金龟子绿僵

菌代谢物出现明显变化，其中组蛋白去乙酰化酶

抑制剂可普遍上调金龟子绿僵菌的绿僵菌素类代

谢物及部分非肽类物质代谢，而 DNA 甲基转移酶

抑制剂可普遍下调金龟子绿僵菌的绿僵菌素类代

谢物，仅少数非肽类物质代谢物含量升高。由于

这些代谢物具有显著的杀虫、免疫抑制或抗菌等

生物活性，其含量变化会直接影响到金龟子绿僵

菌对环境生物的作用和自身利用价值。丁酸钠是

一种较常用的饲料和食品添加剂，可通过食物链

进入环境中，作为一种组蛋白去乙酰化酶抑制

剂，可明显提高金龟子绿僵菌的次生代谢产物的

量，该物质对环境中其他产毒微生物代谢是否有

类似影响值得深入研究。 
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