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决明草内生真菌拮抗菌株筛选鉴定及桔青霉 ZH-11 抗菌

物质分析 
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摘  要：【背景】由于抗生素的滥用，导致“超级细菌”出现，寻找新的抗菌药物将有效地应对细菌耐

药问题，因为大多数抗菌药物都是从微生物中发现的，所以药用植物内生真菌的研究拓宽了药用资源，

并且具有巨大的应用价值。【目的】对采自江西九江庐山植物园的决明草进行内生真菌分离，筛选出

拮抗菌株，并对拮抗菌株的次级代谢产物进行分离，分析其抗菌物质理化性质，为新型抗菌物质的研

究提供基础数据。【方法】用管碟法筛选拮抗菌株，并根据形态学特征和分子生物学的方法鉴定菌株，

采用硅胶柱层析、葡聚糖凝胶 LH-20 柱层析和 RP-C18 柱层析对其次级代谢产物进行分离，并用液质

联用(高分辨飞行时间质谱)和能谱仪分析所得抗菌物质的分子量和分子式。【结果】筛选到一株广谱拮

抗活性菌株桔青霉 ZH-11，通过管碟法显示其对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、苏云金芽孢杆菌、水稻

黄单胞菌、枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、白色念珠菌、蜡样芽孢杆菌这 8 株指示菌均有较好的抑菌

效果。从桔青霉 ZH-11 次级代谢产物中分离得到纯化合物 Y3，其分子量为 410.169 1，分子式为

C24H26O6。当 Y3 浓度为 10 µg/mL 时，其对大肠杆菌和苏云金芽胞杆菌的抑菌圈直径分别为 16.23 mm

和 17.27 mm。【结论】菌株桔青霉 ZH-11 的活性物质与已知的来源于桔青霉类的抗菌活性物质不同，

该研究结果为进一步挖掘桔青霉属的活性产物奠定基础，同时丰富了人们对决明草内生真菌的认识。 

关键词：中药，内生菌，抑菌活性，次级代谢产物，分离纯化 

Screening and identification of the endophytic fungi antagonistic 
strain of Cassia tora Linn. and the analysis of antibacterial 
substances of Penicillium citrinum ZH-11 
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Abstract: [Background] Considering the emergence of “super bacteria” due to the abuse of antibiotics, 
the search for new antibacterial drugs is necessary for effectively conquering the problem of bacterial 
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resistance. Since most antibacterial drugs are found from microorganisms, the research on endophytic 
fungi in medicinal plants can expand the medicinal resources, so it has a promising future for application. 
[Objective] To isolate the endomycete from the Cassia tora Linn. collected from Lushan Botanical Garden 
of Jiujiang, Jiangxi Province; screen out the antagonistic strains; isolate the secondary metabolites of such 
strains and analyze the physical and chemical properties of their antibacterial substances to prepare for the 
research of new antibacterial substances. [Methods] The antagonistic strains were screened by the 
cup-plate method and then identified based on morphological characteristics and molecular biology. Their 
secondary metabolites were isolated by silica gel, Sephadex LH20 and RP-C18 column chromatography, 
and the molecular weight and molecular formula of antibacterial substances were analyzed by liquid 
chromatography-mass spectrometry (GCMS) and EDS spectrometer. [Results] Penicillium citrinum 
ZH-11, a broad-spectrum antagonistic strain was screened out. As shown by the cup-plate method, it had a 
good bacteriostatic effect on eight indicator bacteria such as Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Bacillus thuringiensis, Xanthomonas oryzae, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Candida albicans 
and Bacillus cereus etc. Active pure compound Y3 was isolated from the secondary metabolite of 
endomycete Penicillium citrinum ZH-11 with a molecular weight of 410.169 1 and a formula of C24H26O6. 
When the concentration of Y3 was 10 µg/mL, the diameter of the inhibition zone against Escherichia coli 
and Bacillus thuringiensis was 16.23 mm and 17.27 mm, respectively. [Conclusion] This active substance 
is different from the known antibacterial active substances derived from Penicillium citrinum. The results 
laid a foundation for further exploration of the active products of Penicillium citrinum, and expanded our 
recognition of the endophytic fungi in Cassia tora Linn. 

Keywords: traditional Chinese medicine, endophytic bacteria, antibacterial activity, secondary 
metabolites, separation and purification 
 

由于植物内生菌对植物具有专一性，目前已知

植物种类繁多，然而记载的植物内生菌尚不足植物

数量的 1/10[1]，植物内生菌资源分布广泛，其研究

任重而道远[2]。微生物产生的活性次级代谢产物是

微生物药物研发的重要资源，已有不少研究者从植

物内生菌代谢产物中提取具有抑菌、抗病毒、抗氧

化、抗肿瘤等功能的活性物质[3-5]，如从短叶红豆

杉中分离得到能合成抗癌物质紫杉醇的紫杉霉属

内 生 菌 [6] ； 梅 荣 清 等 [7] 从 红 树 内 生 菌 Daldinia 

eschscholtzii HJ001 发酵液中分离到具有强抗氧化

活性的产物 Kojic Acid；杨显志等[8]从长春花内生

菌 Mycelia sterilia 97CY3 代谢物中提取到抗肿瘤

的长春新碱；文琰章等[9]从矮坨坨内生菌 Fusarium 

oxysporum 次级代谢产物中分离到抗肝癌的活性物

质 脱 氢 镰 刀 菌 酸 ； 旷 歧 轩 等 [10] 从 川 芎 内 生 菌

Fusarium proliferatum 的代谢物中分离到的白僵菌

素对肠癌和白血病细胞均有抑制作用。据报道，已

从植物内生菌中分离出脂肪族类、醌类、肽类、萜

类等活性产物[11-12]，所以对药用植物内生真菌的研

究拓宽了药用资源且具有巨大的应用价值。 

决明子具有保肝护目、抗肿瘤、抗菌消炎、神

经保护和改善肾功能等作用，可以作为肝保护剂和

治疗便秘、抗肿瘤的药物，所以决明子既可作为保

健品食用，也可药用于疾病治疗[13-14]。决明属植物

中分离得到的化合物主要类型有糖苷类[15]、生物

碱类[16]、大环内酯类[17]、蒽醌类[18-19]、脂肽类[20]

等，它们具有不同程度的抗菌作用。关于决明草植

物化学成分和生物活性的报道较多，但对其内生真

菌的化学成分及其生物活性的研究未见报道。本研

究对决明草内生菌进行分离，筛选活性菌株，并对

菌株的活性产物进行分析，以期为内生菌株资源利

用及新型微生物抗菌药物的开发提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试植物 

决明草整体植株于 2019 年 10 月采自江西九

江庐山植物园，采样后装入保鲜袋避光保存于

4 °C 冰箱。 
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1.1.2  培养基 

PDA 培养基(g/L)：土豆 200.0，葡萄糖 20.0，

琼脂 20.0，蒸馏水 1 L。不加琼脂为 PDB 培养基。 

LB 固体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母粉

5.0，NaCl 10.0，琼脂 20.0，蒸馏水 1 L，调 pH 至

7.2。不加琼脂为 LB 液体培养基。 

分离培养基：PDA 培养基加 100 mg/L 氨苄青

霉素。 

1.1.3  指示菌菌株 

苏云金芽孢杆菌 (Bacillus thuringiensis)、

铜绿假单孢菌 (Pseudomona aeruginosa)、大肠

杆 菌 (Escherichia coli) 、 地 衣 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

licheniformis)、蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)、水

稻黄单胞菌 (Xanthomonas oryzae)、白色念珠菌

(Candida albicans)、黑曲霉(Aspergillus niger)、金

黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、意大利青霉

(Penicillium italicum) 、 枯 草 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

subtilis)、指状青霉(Penicillium digitatum)共 12 种

指示菌由江西农业大学生物科学与工程学院实验

室保藏。 

1.1.4  主要试剂和仪器 

正丁醇、氯仿、甲醇、乙酸乙酯试剂等均为分

析纯，广东西陇科学股份有限公司；硅胶板，青岛

海洋有限公司。旋转蒸发仪，EYELA 公司；高分

辨飞行质谱联用仪，AB SCIEX 公司；能谱仪，牛

津仪器(上海)有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  决明草内生真菌的分离纯化 

将决明草的枝、茎、叶、果实用纯净水洗净、

晾干，枝和果实用 75%酒精浸泡 2 min，无菌水冲

洗 3 次，0.1%氯化汞浸泡 5 min；茎和叶用 75%酒

精浸泡 1 min，无菌水冲洗 4 次，0.1%氯化汞浸泡

3 min，最后均用无菌水冲洗 5 次，切成 1 cm 小块

接种于有 100 mg/L 氨苄青霉素的 PDA 培养基表

面，置于 28 °C 培养箱中培养 5−7 d。当观察到试

验材料边缘有菌长出后，挑取内生细菌接种至 LB

固体培养基，置于 30 °C 恒温培养 2 d，挑取内生

真菌到 PDA 培养基，置于 30 °C 恒温培养 3 d，纯

化数次至培养基中菌落单一均匀，菌丝形态颜色一

致，将纯化好的菌种接种到斜面培养基上，30 °C

恒温培养 2 d 后 4 °C 冰箱保存备用。 

1.2.2  内生抗菌活性菌株的筛选 

将 4 °C 保藏的从决明草分离获得的内生菌菌

株接种至 PDA 培养基，于 28 °C 培养 3 d 后并传

代 2 次使菌株达到稳定状态生长时，切取直径为  

1 cm 的菌块接入 100 mL 的无菌水中制成孢子液，

按 2% (体积分数，下同)的接种量将孢子液接入

PDB 培养基中，28 °C、220 r/min 摇床培养 7 d，

经抽滤得到发酵液，再经 0.22 µm 微孔滤膜过滤处

理。指示菌为大肠杆菌和金黄色葡萄球菌，利用管

碟法测试发酵液的抑菌活性，无菌水为空白对照。

37 °C 恒温培养箱培养 12 h，每个发酵液的测试平

行重复操作 3 次，观察是否有抑菌圈并测量其大

小，筛选具有抑菌效果的拮抗菌株。 

1.2.3  内生抗菌活性菌株形态学特征 

将甘油 4 °C 保藏的拮抗菌株接种至 PDA 培养

基并传代 2 次使菌株的生长状态最佳，活化后接种

至 PDA 培养基，28 °C 恒温培养 4 d，观察菌株的

菌落和菌丝形态特征。挑取少量菌丝制临时玻片镜

检，观察菌丝和分生孢子形态特征。 

1.2.4  内生抗菌活性菌 rDNA ITS 序列分子鉴定 

挑取活性菌体经过变性处理，用真菌基因组提

取试剂盒提取活性菌基因组 DNA，以通用引物

ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)和 ITS4 

(5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)进行 rDNA ITS

序列的 PCR 扩增[21]。PCR 扩增产物用 1%琼脂糖

凝胶电泳进行检测后切胶回收，送至生工生物工程

(上海)有限公司进行测序。将测序获得的序列提交

至 GenBank，并在 NCBI 数据库中进行 BLAST 序

列比对，用 MEGA 6.0 软件构建系统发育树，确定

拮抗菌株的种属地位。 

1.2.5  内生菌株抗菌活性试验  

(1) 指示菌菌株的活化：挑取 4 °C 保藏的细菌

菌种接种至 LB 固体培养基中，30 °C 培养 24 h，
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待菌落长出后再接种至 LB 液体培养基中，37 °C、   

150 r/min 摇床培养 12 h 至 OD600值为 0.5−0.6 左右。

挑取冷冻保藏的真菌菌种接种至 PDA 培养基上，

28 °C 培养 3 d 后，切 1 cm 菌块至无菌水中制成

孢子液。 

(2) 管碟法进行抗菌活性筛选：将 1.2.4 中鉴

定的活性菌株发酵 7 d 后，抽滤菌体得到菌液，在

经 0.22 μm 微孔滤膜后制得无菌发酵液。采用管蝶

法测试发酵液的抑菌活性，首先每个平皿放置   

3 个牛津杯，将指示菌菌液按照 2%的比例加入冷

却至 50 °C 的培养基，轻轻摇匀后，向已放置好牛

津杯的平皿倒入 40 mL 的 LB 培养基，凝固后拔出

牛津杯，向 2个孔加入 200 µL经处理的无菌发酵液，

另一孔加入 200 µL 的无菌水为空白对照，每个指

示菌的测试平行重复操作 3 次，37 °C 恒温培养  

12 h，待菌长满平板后测量抑菌圈的直径。 

1.3  内生桔青霉 ZH-11 抗菌物质的初步分离与

纯化 

1.3.1  内生桔青霉 ZH-11 发酵液的制备 

切取直径为 3 cm 的桔青霉 ZH-11 菌块接入  

1 L 的无菌水中，轻轻摇晃 2 min 制成孢子液，按

照 2%的接种量加入到 PDB 培养基中，选用装液量

为 300 mL/500 mL 的锥形瓶，制备 120 瓶，28 °C、

180 r/min 恒温摇床培养 7 d，抽滤发酵液过滤掉菌

丝球后，将发酵液 5 倍浓缩并用等体积乙酸乙酯萃

取 3 次，萃取液旋蒸浓缩成粗品并称重。 

1.3.2  内生桔青霉 ZH-11 抗菌活性物质粗品的分离 

(1) 薄层色谱(Thin Layer Chromatography，

TLC)分析：取 200 µL 用甲醇:氯仿体积比为 1:1 混

合溶剂溶解的粗品，2 mL 甲醇溶解后，选用展开

剂为氯仿:甲醇的 8:2 体积比进行硅胶板薄层层析。

分别在 254 nm 及 360 nm 紫外灯下观察是否有荧

光，碘缸显色后立即用 10%硫酸乙醇加热显色。 

(2) 装柱及伴样：将获得的发酵粗品用少量甲

醇:氯仿体积比为 1:1 的混合溶剂完全溶解后，与

200–300 目硅胶粉按照质量比为 1:1 的比例均匀拌

样后作为样品备用。 

(3) 洗脱：按氯仿:甲醇=100:0、100:2、100:4、

100:6、100:8、100:10、100:12、100:14 (体积比)

的比例，每个比例洗脱 400 mL 且收集的样品流分

是 30 mL/瓶。每瓶样品都需要进行硅胶板薄层层

析分析，合并 Rf 值相同的组分。 

(4) 活性组分追踪：按照 1.2.5 方法，以大肠

杆菌为指示菌，用管蝶法对各个分离组分进行活性

检测，并对量大的活性组分继续分离。 

1.3.3  抗菌活性组分进一步分离 

对于量大的活性组分，根据薄层层析检测结果

选用葡聚糖凝胶 LH-20 柱层析进一步分离，洗脱剂

为氯仿:甲醇=1:1 (体积比)，洗脱流速为 20 s/滴，流

分每 8 mL 收集一瓶，每瓶都需硅胶板薄层层析检

测。根据检测结果选用 RP-C18 色谱柱继续对活性

组分分离，洗脱剂为水:甲醇=100%−10% (体积分

数)洗脱，每个流分收集 30 mL，根据活性组分追

踪和薄层层析检测纯度的结果，活性组分反复通过

葡聚糖凝胶 LH-20 和 RP-C18 柱层析进行分离，最

后用 TLC 硅胶板刮板法进行纯化。 

1.3.4  对抑菌活性组分的测定 

通过液-质联用(高分辨飞行质谱联用仪)和能

谱仪对抑菌活性组分进行分析，可获得抑菌活性组

分的精确分子量和分子式。 

2  结果与分析 

2.1  决明草内生真菌的分离纯化 

从决明草的枝、叶、果实共分离培养出 22 株

真菌，编号为 ZH-01−ZH-22。分别对这些菌株的

菌落特征进行观察，其中，ZH-01、ZH-04、ZH-08

的形态特征一样，统一归为 ZH-A 菌株；ZH-05、

ZH-012、ZH-22 的形态特征一样，统一归为 ZH-B

菌株；ZH-09、ZH-14、ZH-17 统一归为 ZH-C 菌

株；ZH-10、ZH-18、ZH-19 统一归为 ZH-D 菌株；

ZH-06、ZH-16、ZH-21 的形态特征一样，统一归

为 ZH-E 菌株。经比较，这 22 株真菌根据菌落形

态特征初步分为 12 种，其菌落培养特征如图 1 和

表 1 所示，这些菌株纯化至平板上供后续实验。 
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图 1  12 株决明草内生菌在 PDA 培养基培养 7 d 的菌落形态 
Figure 1  The colony morphology cultured on PDA medium for 7 days of 12 endophytic fungi of Cassia tora Linn.  
 

表 1  决明草内生真菌的形态特征 
Table 1  Morphological characteristics of the endophytic fungi of Cassia tora Linn. 

菌株 

Strain 

菌落形态 

Colony morphology 

培养基颜色 

Medium color 
ZH-A The mycelium was cottony, the colony was fluffy and white Transparent and colorless 
ZH-B The mycelium was filamentous, the colony was a long and white flocculent Transparent and colorless 
ZH-C The mycelium was filamentous and dense, the colony was white Transparent and colorless 
ZH-D The mycelium was filamentous, the colony was a short and white flocculent Transparent and colorless 
ZH-E The mycelium was cottony, the colony was fluffy and white Transparent and colorless 
ZH-02 The mycelium was purple in the form of dense fibrous filaments, the margins of colony 

were white 
Black 

ZH-03 The middle of colony was brown and the margin was white Transparent and colorless 
ZH-07 The colony was swelling, and the mycelium was villiform with greyish-green Transparent and colorless 
ZH-11 The mycelium was pea-green in the form of dense fibrous tomentellate. The middle of 

colony was pea-green and the margin was white 
Yellow 

ZH-13 The mycelium was black filamentous and the colony was black  Black 
ZH-15 The mycelium was white in the form of dense fibrous tomentellate, the colony was white Black 
ZH-20 The mycelium was red filamentous and the colony was red Red 

  

2.2  决明草内生菌抗菌活性菌株的筛选 

利用管碟法，以大肠杆菌和金黄色葡萄球菌为

指示菌株，对从决明草分离的 12 株真菌进行抗菌

活性检测实验，其中菌株 ZH-11 对 2 种指示菌株

均有抗菌活性，对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑

菌圈直径分别为 36.53 mm 和 19.33 mm。基于此，

选取菌株 ZH-11 做进一步的研究。 

2.3  决明草内生真菌菌株 ZH-11 的形态学特征 

菌株 ZH-11 在 PDA 培养基上生长 3 d 后，培

养基正面的菌落扁平凸起，菌落中心呈绿色紧密绒
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毛状，边缘是白色短绒毛状，培养基背面菌落呈黄

色。光学显微镜下可见菌丝是圆柱状颜色为豆绿

色，呈树枝状分布不均一，细而长，分生孢子呈球

形，其分生孢子梗经过多次分枝，孢子体的排列呈

扫帚状(图 2)。 

2.4  决明草内生真菌菌株 ZH-11 的分子生物学

鉴定 

将决明草内生真菌 ZH-11 的 rDNA ITS 测序序

列在 NCBI 上进行 BLAST 比对分析，上传 GenBank

获得序列号为 MW024141，挑选 22 个与真菌 ZH-11

有较近亲源关系的菌株构建系统发育树(图 3)，发

现真菌 ZH-11 与 Penicillium citrinum strain CBS 

122726 聚于同一分支，亲缘关系最近，相似度达

到 98%，因此确定真菌 ZH-11 为桔青霉(Penicillium 

citrinum)，并命名为 Penicillium citrinum ZH-11。 

2.5  内生桔青霉 ZH-11 抗菌活性 

待指示菌长满平板时，用十字交叉法测量抑菌

圈直径。如图 4 和表 2 所示，内生桔青霉 ZH-11 

 
 
图 2  菌株 ZH-11 的形态特征  
Figure 2  Morphological characters of the strain ZH-11 
注：A：PDA 培养基上培养 7 d 的菌落形态(正面)；B：PDA

培养基上培养 7 d 的菌落形态(背面)；C：分生孢子梗的形态，

标尺=10 µm；D：分生孢子形态，标尺=10 µm 

Note: A: The colony morphology cultured on PDA medium for  
7 days (front view); B: The colony morphology cultured on 
PDA medium for 7 days (back view); C: Morphology of   
the conidiophore, bar=10 µm; D: Morphology of the conidia, 
bar=10 µm 

 

 
 
图 3  运用邻接法基于 rDNA ITS 序列构建菌株 ZH-11 的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree of strain ZH-11 constructed by neighbor-joining method based on rDNA ITS sequence 
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图 4  内生拮抗真菌桔青霉 ZH-11 发酵液抗菌活性 
Figure 4  Antibacterial activity of antagonistic endophytic fungus Penicillium citrinum ZH-11 fermentation broth 
注：A：白色念珠菌；B：水稻黄单孢菌；C：地衣芽孢杆菌；D：大肠杆菌；E：苏云金芽孢杆菌；F：蜡样芽孢杆菌；G：枯草

芽孢杆菌；H：金黄色葡萄球菌 

Note: A: Candida albicans; B: Xanthomonas oryzae; C: Bacillus licheniformis; D: Escherichia coli; E: Bacillus thuringiensis; F: Bacillus 
cereus; G: Bacillus subtilis; H: Staphylococcus aureus  
 

 
 

的发酵液对测试的 8 种指示菌全部具有抑菌效果，

发酵液对意大利青霉、黑曲霉、指状青霉、铜绿假

单孢菌等指示菌无抑菌效果，表明内生桔青霉

ZH-11 具有较强的广谱抑菌能力。 

 
表 2  内生拮抗真菌桔青霉 ZH-11 的抗菌活性鉴定 
Table 2  Identification of antibacterial activity of 
antagonistic endophytic fungus Penicillium citrinum ZH-11 

病原指示菌       

Pathogenic indicator bacteria    

抑菌圈直径 

Inhibition zone 

diameter (mm) 

白色念珠菌 Candida albicans   42.28±0.03 

水稻黄单孢菌 Xanthomonas oryzae  36.73±0.02 

地衣芽孢杆菌 Bacillus licheniformis   34.33±0.05 

大肠杆菌 Escherichia coli  36.53±0.04 

苏云金芽孢杆菌 Bacillus thuringiensis 28.55±0.04 

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus  22.37±0.02 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis  21.28±0.02 

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus  19.33±0.05 

黑曲霉 Aspergillus niger 0 

意大利青霉 Penicillium italicum    0 

指状青霉 Penicillium digitatum    0  

铜绿假单孢菌 Pseudomona aeruginosa  0 

注：数据为平均值±标准偏差  

Note: The data are mean ± SD 

2.6  内生桔青霉 ZH-11 抗菌物质初步分离与

纯化 

2.6.1  抗菌活性物质粗品的初步分离 

收集桔青霉 ZH-11 发酵液 35 L，发酵液经萃

取浓缩称重为 12.58 g，经硅胶柱初步分离，并通

过薄层层析检测分析，如表 3 所示，共得到 9 个分

离组分，活性测试的组分浓度均为 200 µg/mL，组 

 
表 3  桔青霉 ZH-11 发酵液 9 个组分拮抗大肠杆菌活性

检测 
Table 3  Activity test of 9 components from Penicilium 
citrinum ZH-11 fermentation broth against E. coli 

组分 

Fraction

质量 

Quality  
(g) 

浓度 

Concentration 
(µg/mL) 

抑菌圈直径 

Inhibition zone 
diameter (mm) 

F1 2.50 200 22.07±0.28 

F2 1.50 200 19.56±0.12 

F3 0.10 200 20.37±0.11 

F4 0.45 200 0 

F5 0.30 200 20.56±0.47 

F6 0.67 200 0 

F7 0.12 200 0 

F8 0.10 200 18.44±0.50 

F9 1.50 200 20.36±0.44 

注：数据为平均值±标准偏差 

Note: The data are mean ± SD 
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分 F4、F6、F7 对大肠杆菌均无抗菌活性；组分 F1

的抗菌活性最强，抑菌圈直径为 22.07 mm，质量

为 2.5 g。将组分 F1 进行下一步分离。 

2.6.2  活性组分进一步分离 

将 F1 组分反复进行葡聚糖凝胶 LH-20 柱层析

和 RP-C18 柱层析分离，结合硅胶板薄层层析分析，

经抗菌活性追踪，得到活性纯品 Y3。如图 5 所示，

图 5A 中展开剂为乙酸乙酯，Rf 值为 0.32，而且   

点 3、4、5 为单点，在 360 nm 紫外灯下观察有荧

光，碘不显色，10%硫酸乙醇不显色，按照 1.2.5

方法，经活性测定对大肠杆菌有抑制作用，合并组

分 3−5。经硅胶刮板法纯化得到纯品 Y3，Y3 点板

为单点，如图 5B 所示，图 5B 中展开剂为乙酸乙

酯，RF 值为 0.31，而且样品 Y3 浓度为 10 µg/mL，

对大肠杆菌和苏云金芽胞杆菌的抑菌圈直径分别

为 16.23 mm 和 17.27 mm。 

2.6.3  对抑菌活性组分的测定 

通过液质联用和能谱仪对 Y3 的分子量和分子

组成分析，获得了抑菌活性组分的精确分子量和分

子式。如图 6 所示，高分辨飞行时间质谱数据表明， 

 

 
 

图 5  桔青霉 ZH-11 发酵液抑菌组分 Y3 的 TLC 观察  
Figure 5  TLC observation of bacteriostatic component 
Y3 of Penicillium citrinum ZH-11 fermentation broth   
注：A：编号 1−9 分别表示经反向色谱柱分离所得组分；B：3

号表示得到的纯化合物  

Note: A: Numbers 1−9 are the components separated by RP-C18 
column; B: 3 is purified compound      

在保留时间 16.601 min 观察到 1 个峰，在正离子

模式下，分子离子峰 m/z 410.169 1 失去 1 个氢原

子生成 m/z 409.164 7 (图 6B)。能谱仪分析 Y3 的分

子组成只有 C、H、O，结合数据库分析，通过出

峰时间以及二级质谱比对，经 Peakview 色谱工作

站模拟，推定菌株 ZH-11 次生代谢产物中抑菌活

性 组 分 Y3 的 分 子 量为 410.169 1， 分 子 式 为

C24H26O6，Y3 易溶于甲醇、丙酮，具有共轭体系，

颜色为柠檬黄色，可能属于酚类物质。 

 

 
 
图 6  桔青霉 ZH-11 发酵液抑菌组分 Y3 的高分辨飞行

时间质谱分析  
Figure 6  High resolution time-of-flight mass 
spectrometry analysis of bacteriostatic fraction Y3 of 
Penicillium citrinum ZH-11 fermentation broth 
注：A：Y3 在正离子模式下总离子图；B：Y3 的一级质谱图；

C：二级质谱图 

Note: A: Extracted ion chromatogram of Y3; B: A mass of Y3; C: 
The secondary MS of fragment 
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3  讨论与结论 

本研究从决明草内生菌分离到一株广谱拮抗

活性菌株桔青霉 ZH-11。从该菌株的发酵液对  

12 种病原菌的抑菌活性测试结果来看，其对其中

8 种指示菌有抑菌能力，包括白色念珠菌、大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌、蜡样芽孢杆菌等人体致

病菌，表明其有较好的开发成微生物药物的价值和

潜力。水稻黄单胞菌是植物病原菌，能引起水稻白

叶枯病，桔青霉 ZH-11 对水稻黄单胞菌的抑菌圈

直径高达 36.73 mm，因此该菌株在生防领域具有

开发应用潜力。 

据文献报道，已从桔青霉分离到一些具有抗 

菌[22-24]和抗动脉粥样硬化[25]的活性代谢产物，如：

Penicillenol B2 在 30 µmo/L 浓度下对 HL-60 细胞

的抑制率达到 100%[26]；Penicitol 对 HCT-116 和

HeLa 细胞株有细胞毒性[27]；Ni 等从海洋来源桔青

霉菌株中分离的 Penicitrinol L 对 HL-60 细胞有中

等抑制活性[28]；Danagoudar 等[29]从灰岩粗毛藤内

生菌分离的桔青霉菌株 CGJ-C2 有抗氧化性，而且

对 MCF-7 和 MOLT-4 细胞系有很好的细胞毒活性；

Tsuda 等[30]从源自红藻的桔青霉菌株代谢产物中

分离到一个结构新颖的生物碱 Citrinadin A，对人

表皮癌细胞 KB 有抑制作用；乔云明从越南槐内生

菌分离得到的桔青霉菌株对田七根腐病病原菌、田

七炭疽病病原菌、田七黑斑病病抑制率均达到 50%

以上[31]。本研究从决明子内生真菌桔青霉 ZH-11

次级代谢产物中也分离到 6 个抑菌组分，其中，抑

菌组分 Y3 的分子量和分子式与已知来源于桔青霉

类的活性物质不同，抑菌组分 F2、F3 为针状黄色

结晶，F5 为黄色固体，F8、F9 为黄色粉末，而且

都易溶于甲醇和丙酮，与已报道的一些桔青霉活

性代谢产物的理化性质相似，如桔霉素[32]、大黄

素[27]、Penicitrinol A[23]等，但这些化合物的结构

和功能有待后续进一步研究。此外，本研究从桔

青霉 ZH-11 分离获得的抑菌组分 Y3 与决明草活

性 成 分 萘 骈 吡 喃 酮 类 决 明 子 苷 ( 分 子 式 

 

C20H20O9，分子量 404)[33]的分子量及分子式最为接

近，其是否与决明子苷具有相似的结构与功能也有

待后续研究。 

内生真菌是一种具有可持续发展的生物活性

和化学新产品资源，并能产生与宿主植物相同或

相似的次级代谢产物。本研究获得的数据将为进

一步挖掘桔青霉属的活性产物奠定基础，同时丰

富了对决明草内生菌真菌代谢产物的认识，为新

型抗菌物质的研究提供了资源。 
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