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摘要: 去乙酰真菌环氧乙酯 ( DAM )是红树植物秋茄内生真菌拟茎点霉 A123 菌株产生的次级代谢产物, 为了进一步

提高 DAM 的产量, 选择和制备了 13 种诱导子 , 对具有较强抗肿瘤活性的 139 菌株进行诱导 , 考察诱导子对菌株产

DAM 的调节作用. 结果表明 ,白色假丝酵母菌( Cand ida albicans )细胞壁制备物和壳聚糖具有显著的正调节作用 ; 采

用 CCD 设计响应面实验获得最佳诱导条件为: 发酵 144 h 后加入 100 mg / L 壳聚糖, 通过高效液色谱仪测定 DAM 最

高产量, 其峰面积可达 2 296. 38, 比同批空白对照提高 36% .
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� � 诱导子( elicitor)最初是指那些可以诱导植物细胞

产生和积累植保素的化学物质, 后来发现诱导子能快

速、专一和选择性地诱导多种特定基因的表达,尤其是

激活特定的次级代谢途径,积累次级代谢产物 [ 1] .关于

植物次级代谢的生物诱导,已经有大量的文献报道,但

诱导子用于调节微生物次级代谢的研究较少. 早期

Ariyo 等[ 2]报道了有关寡糖诱导子在真菌培养中提高

次级代谢物产量的应用, 在该研究中,分别加入通过酸

解海藻酸钠获得的不同聚合度的甘露糖醛酸寡糖和古

糖酯寡糖至两种产黄青霉的药瓶中,使青霉素 G产量

提高了 50% ~ 150%; Asilonu等[ 3] 也报道了用酸解海

藻酸钠和酶解果胶获得的寡糖诱导提高产黄青霉的黄

色素产量;此外, Zhu等[ 4] 还研究了多种真菌制备物在

灵芝深层培养中对灵芝酸和灵芝多糖的诱导作用, 结

果显示诱导子在其对数生长末期加入效果最佳,这是

首次在大型真菌深层培养中使用生物诱导子.而最早

研究诱导子在细菌中应用的是 Akiyama 等[ 5] 报道了

有关海藻酸钠提高双歧杆菌生物量的研究; Murphy

等
[ 6]
也报道了诱导子对双歧杆菌次级代谢物产量的影

响研究.他们探讨了 3 种寡糖对双歧杆菌产杆菌肽 A

的影响,并通过响应面法得到了产杆菌肽 A 的最优条

件.可见利用诱导子诱导微生物次级代谢产物是一个

值得探索的领域,具有较重要的理论和应用价值.

去乙酰真菌环氧乙酯( deacety lmycoepoxydiene,

DAM ,俗称南强菌素) ,是红树植物秋茄内生真菌拟茎

点霉 A123 菌株产生的次级代谢产物, 是天然产物中

具有氧桥的环二烯为骨架的化合物,结构十分新颖,且

具有较好的抗肿瘤活性
[ 7]
, 野生菌株发酵产量极低,

PDA 固体发酵产量仅为约 0. 8 mg/ L ,限制了对 DAM

的进一步研究, 因此采用诱导方式进一步提高 DAM

的产量具有十分重大的意义. 本文选择和制备了 13种

诱导子,研究了它们在液体培养条件下对 DAM 高产

突变株 139产 DAM 的影响.

1 � 材料与方法

1. 1 � 材 � 料

1. 1. 1 � 菌 � 株
DAM 高产突变株 139系 A 123菌株经诱变获得;

共选择 4种微生物用于培养制备诱导子: 枯草芽孢杆

菌 CMCC ( B ) 63501 ( Bacil lus subti li s CMCC ( B )

63501)、白色假丝酵母菌 AS2. 538( Candida albicans

AS2. 538)、黑曲霉( A sp er gi llus niger ) , 以上菌株均

为本实验室保存菌株; 糖单孢菌 ( Sacchar omonspora

sp. )为本实验室分离菌株.

1. 1. 2 � 实验试剂
D�葡萄糖酸钠、蜜二糖、棉子糖、海藻酸钠均由上

海化学试剂站分装; 菊糖由北京化工厂分装; 纤维二糖

由上海公私合营新中化学厂分装; 壳聚糖由上海生工

生物工程有限公司提供; 低聚壳聚糖由合肥博美生物

科技有限公司提供.



1. 1. 3 � 培养基

A. D�葡萄糖酸钠; B.甘露糖醛酸寡糖; C.枯草芽孢杆菌细胞壁制备物; D. 菊糖; E.蜜二糖; F. 低聚壳聚糖; G .白色假丝

酵母菌细胞壁制备物; H .纤维二糖; I. 棉子糖; J.壳聚糖; K. SAEF ; L .糖单孢菌细胞壁制备物; M . 黑曲霉细胞壁制备物.

图 1 � 诱导子对 DAM 产量的影响

F ig. 1� Effect of t he elicito r on DAM production

� � 发酵培养基 1: 马铃薯 150 g/ L , 葡萄糖 60 g/ L,

体积分数为20%的海水;发酵培养基2:马铃薯 200 g/

L, 葡萄糖 65 g/ L ,体积分数为 20%的海水.

1. 2 � 方 � 法

1. 2. 1 � PDA 平板培养

139菌体接入 PDA 平板, 28 � 培养 48~ 72 h.

1. 2. 2 � 种子摇瓶培养

将活化好的平板取 8~ 10小块接种于 100 mL 的

种子培养基中( 250 mL 三角瓶) , 置旋转式摇床, 28 �

150 r/ m in 振荡培养 72 h.

1. 2. 3 � 诱导子的制备

1) 微生物诱导子制备: 将用于制备诱导子的枯

草芽孢杆菌、白色假丝酵母菌、黑曲霉和糖单孢菌分

别接种到液体培养基中进行摇床振荡培养, 枯草芽

孢杆菌在 LB 培养基中 28 � 培养 3 d , 糖单孢菌在

YMG 培养基中 28 � 培养 4 d, 白色假丝酵母菌在

PDB 培养基中 28 � 培养 3 d,黑曲霉在 PDB培养基

中 28 � 培养 7 d. 5 000 r/ min离心 10 min ,分别收

集培养好的菌体细胞, 参照 Ayer s 等[ 8] 方法制备诱

导子: 取菌体细胞, 用蒸馏水、300 mmo l/ L 的 PBS

缓冲液 ( pH 7. 2)分别洗涤 3 次, 超声波破碎细胞 ,

离心收集沉淀,沉淀再分别用 300 mmol/ L PBS( pH

7. 2)缓冲液、蒸馏水离心( 5 000 r/ min, 5 min)洗涤

3次,重新悬浮于蒸馏水中, 121 � 灭菌 20 m in, 置

- 20 � 冰箱储存备用.

2) 非生物诱导子制备: 海藻酸钠参照 Asilonu

等[ 3]方法酸解得到可溶于水的甘露糖醛酸寡糖及溶于

乙醇的 SAEF 寡糖; 其他 D�葡萄糖酸钠、菊糖、蜜二
糖、低聚壳聚糖、纤维二糖、棉子糖、壳聚糖分别制备成

适宜浓度的水溶液, 灭菌后备用.

1. 2. 4 � 发酵及诱导培养

种子摇瓶中吸取 2 mL 种子液接种于 30 mL 的发

酵培养基中 ( 250 mL 瓶)于 28 � 220 r/ min 振荡培

养;菌体对数生产期末期加诱导子,无菌水为对照.

1. 2. 5 � DAM 的 HPLC定量检测

HPLC的参数为:层析柱 RP�18e ( 4. 6 mm � 250

mm, Agilent 1200 Series Lot . OB 556512) ,色谱条件:

紫外检测波长为 220 nm ,流动相为 V (甲醇) � V (水)

= 2� 3,流速 1 mL/ min,每次进样 20 �L,间隔时间为

30~ 60 min.

2 � 结果与分析

2. 1 � 诱导子的初筛

诱导子根据性质来源可以分为生物诱导子和非生

物诱导子,本文选择和制备了 13种包括这 2种类型的

诱导子,并研究分析它们在液体培养条件下对 139菌

株产 DAM 的影响. 参照文献[ 3, 6, 9]等, 选择在发酵

第 5天加入诱导子,使其终质量浓度为 200 mg/ L, 初

筛结果见图 1.由图 1 可以看出白色假丝酵母菌细胞
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壁提取物和壳聚糖能显著地提高 DAM 的峰面积. 虽

然白色假丝酵母菌细胞壁提取物的制备方法已较为成

熟,但其包含的多糖种类及多糖聚合度等理化特性未

经测定,且不能保证每批制备得到的提取物成分稳定,

而壳聚糖为上海生工生物工程有限公司提供,性质较

为稳定,因此考虑到实验的可重复性,选择壳聚糖做后

续实验.经多次重复数据再现性较好.

2. 2 � 诱导条件的响应面优化

经单因子实验分析, 采用 Design expert 软件,

CCD设计响应面实验以获得在发酵培养基 1中的最

佳诱导条件.其实验因素水平、实验结果和方差分析见

表 1~ 3,每个数据为 3个平行实验的平均值.

对表3的分析结果进行回归拟合, 得到回归方程

为 Y = 1 296. 23 + 722. 98A - 19. 07B - 136. 84A -

162. 31A 2 + 283. 58B2 (其中Y为DAM峰面积, A、B

分别为2个分析因素) . 通过模型的回归方程方差分

表 1 � 诱导子主要影响参数的 CCD实验因素水平表

T ab. 1� Exper imental v ariables and levels fo r CCD

因素
水平

- 1. 5 - 1 0 1 1. 5

A :时间( h) � 84 96 120 144 156

B :质量浓度( mg� L- 1) � 75 100 150 200 225

表 2� 诱导子主要影响参数 CCD 设计的实验结果

T ab. 2� Design and results of CCD

试验号 A B DAM 峰面积

� 1 � 0 � 0 � � � 1238. 5526

� 2 � 0 - 1. 5 � � � 2159. 0584

� 3 - 1 � 1 � � � 748. 9503

� 4 � 0 � 0 � � � 1332. 3488

� 5 � 1 � 1 � � � 2165. 2102

� 6 � 1. 5 � 0 � � � 1900. 0289

� 7 - 1. 5 � 0 � � � 56. 4100

� 8 � 0 � 1. 5 � � � 1803. 8890

� 9 - 1 - 1 � � � 289. 9304

� 10 � 1 - 1 � � � 2253. 5402

� 11 � 0 � 0 � � � 1155. 4029

� 12 � 0 � 0 � � � 1455. 9296

� 13 � 0 � 0 � � � 1322. 5235

表 3 � 诱导子参数影响的回归方程的方差分析

Tab. 3 � ANOVA analysis for reg ression equation

来源 F 值 P rob> F 显著性

� 模型 � � 28. 1342 � 0. 0002 � 显著

� A � � 112. 0261 < 0. 0001 � 显著

� B � � 0. 0779 � 0. 7882

� A � B � � 1. 8885 � 0. 2118

� A � A � � 5. 5030 � 0. 0514

� B � B � � 16. 7974 � 0. 0046 � 显著

� 失拟项 � � 5. 9896 � 0. 0582 � 不显著

� � 注: � 显著�是指 p < 0. 05; � 不显著�是指 p> 0. 05.

析,一次项 A 和平方项B
2
对回归值影响显著; 失拟项

F值为 5. 99, 不显著. 对模型进行可信度分析, R2 =

95. 26 % , 结合F = 28. 134 21 , 大于F值的概率为

0. 000 2< 0. 05;说明模型足够拟合实验数据, 具有显

著性,并且 95%的实验数据可用此模型解释. 拟合方

程存在最大值, 最优方案为:时间 144 h,用量 100 mg /

L, 预期 DAM 最大峰面积可达 2 296. 38, 比同批空白

对照的峰面积 1 686. 716提高 36%. 其三维响应面曲

面图和响应面等高线见图 2.

2. 3 � 回归方程的实验验证

依照 RSM 获得的最佳诱导条件, 分别在发酵培

养基 1和发酵培养基 2中进行发酵,在接种后 144 h

加入质量浓度为 100 mg / L 的壳聚糖, HPLC 测定

DAM 产量, 结果显示诱导子在发酵培养基 1中能促

使 DAM 峰面积达到 3 063. 37, 比同批空白对照组

DAM 峰面积 2 149. 59 提高 41%, 由此验证了以上

模型的可行性; 而发酵培养基 2 为中试发酵培养基

方案, 在此培养条件下诱导子能诱导 DAM 峰面积

达 2 718. 008, 比同批空白对照组 DAM 峰面积

2 071. 902提高 32. 9% , 由此可见该诱导条件在生产

发酵中同样具有一定的应用价值.

3 � 结果与讨论

1) 从诱导子初筛实验可以看出,白色假丝酵母菌

细胞壁提取物和壳聚糖能显著地提高 DAM 的峰面

积, 原因可能是广泛存在于真菌细胞壁的壳聚糖和白

色假丝酵母菌细胞壁提取物作为一种异己成分被 139

菌株细胞膜上的受体识别,从而激发了139菌株的自

我防御机制, 导致其次级代谢物DAM产量增加.早在
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图 2� Y= f ( A , B)三维响应面曲面图和响应面等高线图

F ig. 2� Response sur face plo t and contour plot o f the funct ion Y= f ( A , B)

1999年, Pet ruccio li等[ 9] 就指出寡糖的聚合度在诱导

子激发次级代谢物产生方面具有重要作用, 这可能是

只有特定大小的寡糖才能与细胞膜上特异性受体结

合; Nair [ 10] 同样认为葡萄糖残基具有丰富的羟基群、

氧原子和疏水区域的特性,使寡糖成为能够与识别位

点精确作用的配体. 本实验中低聚壳聚糖对 DAM 的

产量几乎没有影响, 而壳聚糖却能显著提高 DAM 的

产量的现象验证了此设想.

2) 响应面法是一种从多因素系统中找出最优条

件的数学统计方法, 已广泛应用于各种领域. 本文采用

RSM 对壳聚糖诱导条件进行优化, 得到最优方案为:

壳聚糖加入时间为发酵 144 h 后加入, 用量 100 mg/

L. 在此条件下, DAM 产量可提高 36% .重复实验验证

了实验结果基本符合模型拟合预测的结果.总体而言,

本实验回归方程较真实的反映出了各因素对 DAM 产

量的影响.而发酵培养基 2 为 DAM 中试发酵的培养

基,在此培养条件下诱导子提高了 32. 9%的 DAM 产

量,进一步验证了结果的可行性,有一定的实践指导意

义.

利用壳聚糖诱导子激活植物细胞中的次生代谢途

径已经成为提高植物细胞中目标产物产量的常用策略

之一. L inden等
[ 11]
应用壳聚糖作为诱导子增加了加拿

大红豆杉细胞培养中紫杉醇的产量. 作为一种 ��1, 4�
氨基葡萄糖聚合物, 壳聚糖具有激活微生物次级代谢

途径,提高次级代谢物产量的巨大的潜力.虽然诱导子

在微生物中的具体作用机制尚不明, 但目前对该领域

的研究却非常活跃. 通过各种生物学手段研究诱导子

识别、培养基酸化、细胞质碱化、ROS 形成、转录水平

调控等过程,有望使诱导作用机制理论得到进一步的

阐明.
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Effect of Elicitors on Deacetylmycoepoxydiene Metabolite

Produced by Phomopsis sp. 139

YUAN Li�feng, HUANG Yao�jian*
, ZHENG Zhong�hui, SHEN Yue�mao

( School of L ife Sciences, X iamen U niversit y, X iamen 361005, China)

Abstract: Deacetylmycoepoxydiene( DAM ) is a kind of second metabolic products o f the endophy tic fungul A123, conta ining an

oxygen�bridged cyclo octadiene . DAM has high anti�tumor activity . In o rder to improve the product ion of DAM , thir teen elicitor s

wer e used to tr eat P homop s is sp. 139, a mutant str ain o f A123. The results show ed that the Cand ida albicans cell w all mater ial

and chito san had a significant influence on DAM production. Then through response sur face experiments, the opt imal elicit ion con�

ditions w ere obtained. It w as that chitosan ( 100 mg / L ) was added after 144 h cult ivation. T he max imum yield w as expected to

reach 2 296. 38, which incr eased 36% compared to the blank.

Key words: elicito r; deacety lmycoepoxydiene; chito san
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