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摘  要：本研究以银杏内生真菌橙黄黑孢霉 Nigrospora aurantiaca GDYX-311 为试验菌株，为提高

卷线孢菌素(bostrycin)产量，结合单因素实验与响应面法，对发酵培养基组分及培养条件进行优

化，并探究卷线孢菌素的体外抑菌活性。结果表明，发酵时间、温度和接种量对卷线孢菌素产量影

响显著，优化后最佳培养基为葡萄糖 50 g/L、牛肉浸粉 10 g/L、MgSO4·7H2O 0.3 g/L；最佳培养条

件为：发酵时间 129.12 h、温度 27.38 ℃、接种量 0.81%、自然 pH (5.74)。在此条件下，橙黄黑孢霉

发酵液中卷线孢菌素产量可达(414.89±11.10) µg/mL，是未优化条件下产量[(201.55±18.90) µg/mL]
的 2.06 倍。抑菌实验还发现卷线孢菌素抑菌效果显著，对宋内志贺菌 Shigella castellani、白色念珠

菌 Candida albicans、鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium 以及无乳链球菌 Streptococcus 
agalactiae 均表现出良好的抑制活性。本研究为卷线孢菌素规模化液体发酵生产及其抑菌开发利用

提供了理论依据，具有重要的参考价值。 
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Abstract: To increase the yield of bostrycin from Nigrospora aurantiaca GDYX-311, an 
endophytic fungus of Ginkgo biloba, a study based on combining single factor experiment and 
response surface method is carried out for optimization of fermentation medium formulation and 
culture conditions of the fungus. The antibacterial and antifungal activities of bostrycin in vitro 
are also carried out. The results showed that fermentation time, temperature and inoculum size 
had significant effects on bostrycin yield. The optimal media were glucose 50 g/L, beef extract 
powder 10 g/L, and MgSO4·7H2O 0.3 g/L. Under the optimal fermentation time of 129.12 h, 
temperature of 27.38 ℃, inoculum size of 0.81%, and natural pH of 5.74, the yield of bostrycin was 
(414.89±11.10) µg/mL, 2.06 times of the yield under unoptimized condition [(201.55±18.90) µg/mL]. 
The antibacterial and antifungal experiment found that bostrycin has significant antibiotic effects 
on Shigella castellani, Candida albicans, Salmonella typhimurium and Streptococcus agalactiae. 
This study provides reference for large-scale liquid fermentation of bostrycin and its antibacterial 
and antifungal application. 
Keywords: Nigrospora aurantiaca; bostrycin; liquid fermentation; antibiotic activities 

 
黑孢霉属 Nigrospora Zimm.物种是一类极

具开发潜力的天然产物来源，可代谢产生聚酮、

萜类、类固醇、含氮化合物、脂肪酸等多类化合

物，其中多数具有显著的抗菌、抗氧化和抗病毒

等活性(Chen et al. 2016；Xu et al. 2022)。研究发

现该属中可外泌色素的菌株稀少，但这些产色素

菌株往往具备代谢产生多种活性物质的能力。吴

斌教授团队对海洋源产色素真菌 Nigrospora sp. 
MG36-1 进行代谢产物分离，发现了多种具有抗

菌活性的化合物(Lan et al. 2023)；Mani et al. 
(2024)从稻黑孢霉 N. oryzae 中分离出的化合物，

对 4 种人体致病微生物和 HeLa、A549 两种癌细

胞均具有抑制作用；Suwannarach et al. (2019)从
药用植物肉桂中分离得到产红色素的橙黄黑孢

霉 N. aurantiaca CMU-ZY2045，并证实卷线孢菌

素为红色素的主成分。本实验室首次从药用植物

银杏中分离得橙黄黑孢霉 N. aurantiaca Mei 
Wang & L. Cai GDYX-311，研究发现其可代谢产

生卷线孢菌素，值得进一步研究。 
卷线孢菌素是一种具有四氢蒽醌骨架结构

的天然红色产物，广泛存在于微生物中，自 Noda 
et al. (1968)从 Bostryconema alpestre 中首次分离

并报道后，又相继在多属真菌中被发现，如节菱

孢属、黑孢霉属、链铬孢属和曲霉属等(Xu et al. 
2008；黎瑞宏 2010；Li et al. 2021)。研究发现

卷线孢菌素药理活性显著，它能够抑制包括舌鳞

癌、前列腺癌、乳腺癌、鼻咽癌、结肠癌、宫颈

癌、肝癌、肺癌等在内的多种癌细胞增殖并促进

凋亡(Chen et al. 2011；Zhang et al. 2013；Jie et al. 
2020；王沫等 2022)；在抗菌方面，卷线孢菌素

对金黄色葡萄球菌、耐甲氧金黄色葡萄球菌

(MRSA)和结核杆菌等人体致病微生物也展现出
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较强抑制活性(黄宇虹等 2011；Yang et al. 2012；
叶玉珍等 2022)；卷线孢菌素还可用于植物生物

防治，抑制青枯病菌 Ralstoniaso lanacearum、辣

椒炭疽病菌 Colletotrichum nigrum、玉米大斑病

菌 Setosphaeria turcica 等病原菌生长 (杨倩 
2018；叶玉珍等 2022)。此外，卷线孢菌素也被

证实可用来制备酪氨酸磷酸酶结合剂或抑制剂，

治疗与人酪氨酸磷酸酶 1B (PTP1B)相关的糖尿

病和肥胖症等(陆勇军等 2017)。 
目前，采用液体发酵提高发酵液中卷线孢菌

素产量的工艺报道较少。本研究为提高卷线孢菌

素产量，采用单因素试验和响应面法优化橙黄黑

孢霉 GDYX-311 的液体发酵培养基组分及培养

条件，建立了高产、稳定的卷线孢菌素发酵工艺，

并对其抑菌谱进行拓展，为卷线孢菌素的研究应

用提供了参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  实验菌株 

实验菌株橙黄黑孢霉 GDYX-311 为银杏树

枝皮上所分离的内生真菌，现保藏于贵州大学

西南特色药用生物资源开发利用教育部工程研

究中心，其 ITS 序列已上传至 NCBI，登录号为 
PV112703。 
1.1.2  培养基 

马铃薯葡萄糖琼脂 (PDA)与马铃薯葡萄

糖肉汤(PDB) (上海博微生物科技有限公司)；
沙氏培养基(SDB)：蛋白胨 10 g，葡萄糖 40 g，
1 000 mL ddH2O；萨氏培养基(SDY)：蛋白胨   
10 g，酵母浸粉 10 g，葡萄糖 40 g，1 000 mL 
ddH2O；GY 培养基：葡萄糖 10 g，酵母浸粉 2 g，
1 000 mL ddH2O；马铃薯蔗糖培养基(PSB)：马

铃薯块 200 g 沸水煮 20 min，取滤液加蔗糖  
20 g，ddH2O 补足 1 000 mL；胡萝卜蔗糖培养

基(CSB)：胡萝卜块 20 g 沸水煮 20 min，取滤

液加葡萄糖 20 g，ddH2O 补足 1 000 mL；LB 培

养基：蛋白胨 10 g，酵母浸粉 5 g，氯化钠 10 g，
1 000 mL ddH2O (固体加 15 g 琼脂粉)；脑心浸液

肉汤(BHI)和脑心浸液琼脂培养基(BHI) (青岛海

博生物技术有限公司)。 
1.1.3  主要仪器和设备 

Agilent 1260 高效液相色谱仪配有二极管阵

列检测器 (安捷伦公司 )，制备型液相色谱仪

Prominence LC-20AR (岛津公司)，GR-85SA 型

立式高压灭菌器(致微仪器有限公司)，SW-CJ 型

洁净工作台(苏州安泰空气技术有限公司)，RXZ
型人工气候箱(宁波江南仪器厂)，SHWY 型叠加

式摇床(菲斯福仪器有限公司)，N-1300-W 型旋

转蒸发仪(东京理化器械株式会社)。 
1.1.4  标准品及试剂 

卷线孢菌素标准品由华中农业大学王沫

教授惠赠，纯度大于 96%。乙酸乙酯、甲醇、

脲、NaNO3、K2HPO4、MgSO4·7H2O、KCl、
FeSO4·7H2O、NaCl、(NH4)2SO4，均为分析纯；

蛋白胨、胰蛋白胨、酵母浸粉、牛肉浸粉、葡萄

糖、麦芽糖、蔗糖、甘油、可溶性淀粉、乳糖均

为生化试剂；甲醇(HPLC 级)。 
1.2  方法 
1.2.1  发酵培养及发酵粗提物制备 

发酵种子液：GDYX-311 菌株在 PDA 上培

养 120 h 后取 5 个菌饼接种至含有 400 mL 的

PDB 中，于 28 ℃、180 r/min 恒温培养振荡器中

培养 96 h，即得种子液。 
发酵培养：在无菌环境下，以 1% (体积比)

的接种量将种子液接种到含有 250 mL 液体发酵

培养基的 1 L 锥形瓶中，在 28 ℃、180 r/min 条

件下培养 138 h。 
发酵粗提物制备：收集培养完成后的发酵

液，使用抽滤设备分离菌丝与菌液，滤液用乙酸

乙酯等量萃取 3 次，合并有机相，经减压浓缩旋

干得发酵粗提物。 
1.2.2  GDYX-311 菌株产卷线孢菌素能力评估

及含量测定 
试验菌株在 PDA 上培养 120 h 后取 3 个菌

饼接种至 PDB 中，按 1.2.1 所示方法培养并制备

发酵粗提物。采用 LC-MS (Thermo Scientific Q 
Exactive™组合型四极杆 Orbitrap™质谱仪与

UltiMate™ 3000 HPLC，赛默飞公司)联用技术检

测粗提物。LC-MS 检测条件：色谱柱为 Accucore™ 
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aQ C18 极性封端 HPLC 色谱柱(100 mm × 2.1 mm, 
2.6 µm)，柱温 25 ℃，流动相为甲醇-水(0.1%甲

酸)，梯度洗脱，在 190–400 nm 波长范围内全扫

描。选择电喷雾电离(ESI)模式，离子源温度：

300 ℃；取样针加热温度：300 ℃；喷雾电压：   
3 200 V；最大喷雾电流：100 µA；鞘气：40 Arb。 

卷线孢菌素含量测定：粗提物用甲醇溶解，

经 0.45 µm 微孔滤膜过滤后用高效液相色谱

(HPLC)测定，采用外标法计算样品中卷线孢菌

素含量(卢雪欢 2019)。HPLC 色谱条件：色谱柱

为 Eicoee WT-C18 柱(4.6 mm × 150 mm)，流动相

为甲醇-水(0.3%甲酸) (35:65)，检测波长 302 nm，

流速 0.8 mL/min，柱温 30 ℃，进样量 10 µL。 
1.2.3  液体发酵的初始培养基筛选 

将种子液分别接种到 6 种不同液体发酵培

养基中(SDY、GY、PDB、PSB、CSB 和 SDB)，
按 1.2.1 所述方法培养，筛选生产卷线孢菌素的

最佳初始培养基。 
1.2.4  单因素试验 

(1) 碳源筛选：在 1.2.1 发酵条件和 SDB 的

基础上，分别以葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、甘油、

可溶性淀粉、乳糖为碳源，考察不同碳源对卷线

孢菌素产量的影响。 
(2) 氮源筛选：在 1.2.1 发酵条件和 SDB 的

基础上，分别以胰蛋白胨、蛋白胨、牛肉浸粉、

酵母浸粉、NaNO3、(NH4)2SO4 为氮源，考察不

同氮源对卷线孢菌素产量的影响。 
(3) 无机盐筛选：在 1.2.1 发酵条件和 SDB

的基础上，分别外加 0.5 g/L 的 NaCl、KCl、
FeSO4·7H2O 和 MgSO4·7H2O 这 4 种无机盐，考

察不同无机盐对卷线孢菌素产量的影响。 
(4) 葡萄糖浓度的筛选：在 1.2.1 发酵条件

基础上，采用均匀递增法考察葡萄糖的最适添加

量。共设计 5 种不同浓度，分别为 20、30、40、

50 和 60 g/L，比较各浓度下发酵液中卷线孢菌

素产量的高低。 
(5) 牛肉浸粉浓度筛选：在 1.2.1 发酵条件

基础上，采用均匀递增法考察牛肉浸粉的最适添

加量。分别添加 5、10、15、20 和 25 g/L 的牛

肉浸粉，比较各浓度下发酵液中卷线孢菌素产量

的高低。 
(6) MgSO4·7H2O 浓度筛选：在 1.2.1 发酵条

件基础上，采用均匀递增法筛选 MgSO4·7H2O
的最适添加量。分别添加 0.1、0.3、0.5、0.7 和

0.9 g/L 的 MgSO4·7H2O，比较各浓度下发酵液中

卷线孢菌素产量的高低。 
(7) 发酵时间筛选：在上述试验结果基础

上，控制其他培养条件不变，从第 2–10 天，每

隔 24 h 取样，考察不同发酵时间对卷线孢菌素

产量的影响。 
(8) 接种量筛选：在上述试验结果基础上，

控制其他培养条件不变，将接种量设置为 0.5%、

1%、1.5%、2%、2.5%，筛选目标菌株产卷线孢

菌素的最适接种量。 
(9) 培养温度的筛选：在上述试验结果基础

上，控制其他培养条件不变，将发酵温度分别设

置为 22、25、28、31 和 34 ℃，考察目标菌株产

卷线孢菌素的最佳温度。 
(10) pH 筛选：在上述试验结果基础上，控

制其他培养条件不变，用 1 mol/L 的 HCl 和

NaOH 调节培养基的 pH，分别调至 4、5、自然

pH (5.74)、6、7 和 8，以确定目标菌株产卷线孢

菌素的最适初始 pH。 
1.2.5  响应面法优化 

(1) Plackett-Burman 试验：在单因素试验基

础上，采用 Design-Expert 13 设计 N=7 的

Plackett-Burman 试验，筛选显著影响卷线孢菌素

产量的因素，各因素水平设计见表 1。 
 

表 1  Plackett-Burman 因素水平表 
Table 1  Table of Plackett-Burman factor levels 
因素 
Factor 

A 葡萄糖 
Glucose 
(g/L) 

B 牛肉浸粉 
Beef extract powder  
(g/L) 

C 
MgSO4∙7H2O 
(g/L) 

D 发酵时间 
Time of fermentation 
(h) 

E 
pH 

F 温度 
Temperature 
(℃) 

G 接种量 
Inoculum size  
(%) 

–1 40 5 0.1 120 5 25 0.5 
+1 60 15 0.5 168 6 31 1.5 
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(2) Box-Behnken 试验：Plackett-Burman 试

验确定发酵时间、温度和接种量是影响卷线孢

菌素产量的显著因素。本试验在单因素试验及

Plackett-Burman 试验结果的基础上，以卷线孢菌

素产量为响应值，采用 Design-expert 13 设计三

因素三水平的试验以确定最佳发酵条件，试验因

素与水平设计见表 2。 
 

表 2  Box-Behnken 试验中的变量及水平 
Table 2  Variables and levels in the Box-Behnken 
test 
因素 
Factor 

A 发酵时间 
Time of  
fermentation (h) 

B 温度 
Temperature  
(℃) 

C 接种量 
Inoculum  
size (%) 

–1 120 26 0.8 
0 144 28 1 
+1 168 30 1.2 

 
1.2.6  橙黄黑孢霉中卷线孢菌素单体的分离

纯化 
发酵粗提物用甲醇溶解，经 0.45 µm 微孔滤

膜过滤后，采用制备型液相色谱仪 Prominence 
LC-20AR 进行分离。制备分离色谱条件：色谱柱

为 Eclipse XDB-C18-5 µm 柱(9.4 mm × 250 mm)，
流动相为甲醇-水(35:65)，检测波长 302 nm，流

速 2 mL/min，进样量 100 µL。 
1.2.7  卷线孢菌素的抑菌活性 

(1) 菌悬液制备：采用平板划线法活化致病

微生物。宋内志贺菌、无乳链球菌和鼠伤寒沙门

氏菌在 LB 固体培养基上活化，白色念珠菌于

PDA 上活化，化脓链球菌于 BHI 固体培养基上

活化。活化后分别挑取单菌落于对应液体培养

基，37 ℃振荡培养 14–20 h，并用生理盐水将各

指示菌悬浮液调至 108 cfu/mL、106 cfu/mL 备用

(李萍等 2017)。 
(2) 抑菌圈测定：采用琼脂孔洞扩散法测

定卷线孢菌素对各指示菌的抑制效果。吸取

200 µL 浓度为 108 cfu/mL 指示菌菌悬液涂布于

对应固体培养基，静置 2 min 后用打孔器均匀打

6 个孔，孔中分别加入 20 µL 浓度为 62.5、125、
250 和 500 µg/mL 的卷线孢菌素溶液，20 µL 阳

性对照药物头孢呋辛钠(1 mg/mL)，20 µL 纯度

99%的二甲基亚砜(DMSO)作阴性对照。37 ℃培

养 24 h 后，观察有无明显的抑制区，测量并记

录区域直径(Han et al. 2023)。 
(3) 最低抑菌浓度 (MIC)、最低杀菌浓度

(MAC) 测 定 ： 采 用 二 倍 稀 释 法 测 定 MIC 
(Lagashetti et al. 2022；Han et al. 2023)。先在 96
孔板 1–10 孔加入 50 µL 含有 2% DMSO 的

LB/PDB 肉汤培养基，而后在孔 1 中加入 50 µL
含有 2% DMSO 的卷线孢菌素溶液(1 mg/mL)，
依次二倍稀释至第 10 孔，并弃去 50 µL 混合

液，使得 1–10 孔中卷线孢菌素终浓度依次为

500、250、125、62.5、31.3、15.6、7.81、3.91、
1.95、0.98 µg/mL。孔 11 加入 50 µL 含有 2% 
DMSO 的 LB/PDB 肉汤培养基作阴性对照；

孔 12 中加入 50 µL 头孢呋辛钠作阳性对照

(500 µg/mL)；分别在 A、B、C、E、F、G 行加

入 106 cfu/mL 的菌悬液 50 µL；D 行和 H 行不加

菌悬液，加入 50 µL 生理盐水作卷线孢菌素本色

阴性对照。37 ℃孵育 20 h 后在各孔中加入 30 µL
指示剂(0.01%刃天青)，继续孵育 2 h 观察颜色变

化。与 D、H 行相比，以卷线孢菌素浓度最低且

无颜色变化的孔，确定为卷线孢菌素对某菌株的

MIC 值；而后从 MIC 值前的孔中分别取 10 µL
涂布于对应琼脂板，37 ℃培养 24 h 后观察，琼

脂板上菌落数≤5 且浓度最低的确定为卷线孢菌

素对某菌株的 MAC 值(Lagashetti et al. 2022)。 
1.3  数据处理 

实验中的每个实验组重复 3 次取平均值，以

“平均数±标准差”的形式表示，采用 SPSS 24
软件进行差异显著性分析，使用 Origin 2022 软

件处理实验数据并作图。 

2  结果与分析 
2.1  GDYX-311 菌株产卷线孢菌素能力评估 

采用 LC-MS 分析粗提物，结果显示质谱峰

[M+H]+分子量为 337.09，与卷线孢菌素分子量

吻合(图 1A)。但具有此分子量的红色化合物有

可能是 altersolanol A、altersolanol D 或 bostrycin 
(Suwannarach et al. 2019)，为确定试验菌株所产

物质是否为卷线孢菌素，进一步采用 HPLC 检

测。结果显示，在相同条件下，卷线孢菌素标准 
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图 1  Nigrospora aurantiaca 产卷线孢菌素能力评估   A：LC-MS 检测；B：HPLC 检测 
Fig. 1  Evaluation of the ability of Nigrospora aurantiaca to produce bostrycin. A: LC-MS detection; B: 
HPLC detection. 

 
品的保留时间为 7.813 min，粗提物在对应保留

时间 7.883 min 也有明显单峰(图 1B)，表明菌株

GDYX-311 可产卷线孢菌素。 
2.2  发酵初始培养基筛选 

相同培养条件下，沙氏培养基(SDB)发酵液

中卷线孢菌素产量远高于其他 5 种培养基，可达

202 µg/mL (图 2)。因此，选用 SDB 作为基础培

养基进行培养基组分单因素实验。 
2.3  单因素实验 
2.3.1  碳源及其浓度对卷线孢菌素产量的影响 

各碳源添加时卷线孢菌素产量由大到小依

次为葡萄糖>蔗糖>麦芽糖>淀粉>乳糖>甘油，使

用葡萄糖时产量可达 220 µg/mL (图 3A)，因此

选择葡萄糖为最适碳源。对葡萄糖用量进行考察

发现，随着葡萄糖浓度的增加，卷线孢菌素产量

先增后降，葡萄糖浓度为 50 g/L 时产量最高， 

 
 

图 2  不同发酵培养基对卷线孢菌素产量的影响 
不同的小写字母表示各均值存在显著性差异

(P<0.05)，下同 
Fig. 2  Effects of different fermentation media on 
bostrycin production. Different lowercase letters are 
significantly different (P<0.05). The same below. 
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图 3  培养基中不同组分及浓度对卷线孢菌素产量的影响   A, B：不同碳源与不同葡萄糖浓度；C, D：

不同氮源与不同牛肉浸粉浓度；E, F：不同无机盐与不同 MgSO4·7H2O 浓度 
Fig. 3  Effects of different components and concentrations of the component on bostrycin production. A, B: 
Different carbon sources and different glucose concentrations; C, D: Different nitrogen sources and different 
beef extract powder concentrations; E, F: Different inorganic salts and different MgSO4·7H2O concentrations. 
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达到 288 µg/mL (图 3B)。因此将葡萄糖的最适添

加量确定为 50 g/L。 
2.3.2  氮源及其浓度对卷线孢菌素产量的影响 

试验菌株对牛肉浸粉的利用能力显著大于

其他氮源，因此将牛肉浸粉确定为最适氮源  
(图 3C)。对其浓度进行考察发现，当浓度为 15 g/L
时，卷线孢菌素产量达到峰值 244 µg/mL；当

浓度为 10 g/L 时，卷线孢菌素产量为 221 µg/mL，
与添加 15 g/L 的牛肉浸粉相比无显著性差异

(图 3D)。综合成本因素考虑，将牛肉浸粉的添

加量确定为 10 g/L。 
2.3.3  无机盐及其浓度对卷线孢菌素产量的

影响 
GDYX-311 菌株在添加 MgSO4·7H2O 的培

养基中培养，卷线孢菌素产量可达 270 µg/mL，

与对照组相比有明显差异，且产量显著高于添加

其他无机盐时的产量(图 3E)，表明 MgSO4·7H2O

是卷线孢菌素生产的最适无机盐。进一步考察

MgSO4·7H2O 的添加量发现，当 MgSO4·7H2O 浓度

为 0.3 g/L 时，卷线孢菌素产量达到峰值 335 µg/mL，
是对照组产量的 1.24 倍(图 3F)。综合考虑，将

MgSO4·7H2O 最适浓度确定为 0.3 g/L。 
2.3.4  发酵时间对卷线孢菌素产量的影响 

发酵时长对物质代谢生产影响显著。发酵培

养 144 h 后，卷线孢菌素产量可达 396 µg/mL，

而发酵时间<144 h 或>144 h 时，卷线孢菌素产

量次优(图 4A)。因此确定最佳发酵时间为 144 h。 
2.3.5  接种量对卷线孢菌素产量的影响 

接种量在 0.5%–2.5%的范围内，随着接

种量加大，卷线孢菌素产量呈先增后降的趋

势(图 4B)。当接种量为 1%时，卷线孢菌素的产

量达到最大值，为 364 µg/mL。因此，将 1%的

接种量确定为菌株发酵生产卷线孢菌素的最适

接种量。 
 

 
 

图 4  培养条件对卷线孢菌素产量的影响   A：不同发酵时间；B：不同接种量；C：不同温度；D：不

同 pH 
Fig. 4  Effects of culture conditions on bostrycin production. A: Different fermentation times; B: Different 
inoculum size; C: Different temperatures; D: Different pH. 
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2.3.6  发酵温度对卷线孢菌素产量的影响 
不同温度下卷线孢菌素产量存在显著差

异(图 4C)。培养温度在 22–28 ℃时，卷线孢菌

素产量随温度提高而增加，在 28 ℃达到峰值

391 µg/mL，而当温度超过 28 ℃时，卷线孢菌

素产量逐渐下降。这可能是温度上升导致相关酶

活下降，从而影响了卷线孢菌素的合成速率。因

此确定最佳培养温度为 28 ℃。 
2.3.7  初始 pH 对卷线孢菌素产量的影响 

培养基的酸碱度对卷线孢菌素的产量有明

显影响，培养基初始 pH 在自然 pH (5.74)时，卷

线孢菌素产量达到 415 µg/mL，当 pH 值>5.74

或<5.74 时，产量次优(图 4D)。因此选取自然 pH
为试验菌株发酵生产的最适初始 pH。 
2.4  响应面试验 
2.4.1  Plackett-Burman 试验 

Plackett-Burman 试验方案及结果见表 3。采

用方差分析法对其进行评价，并分析显著性

(表 4)。该模型显著(P<0.05)，在被研究的回归

区域内拟合良好；复相关系数 R2=0.960 1，相关

性较好；校正决定系数 R2 adj=0.890 1，表明有

89.01%试验数据的变异性可用此回归模型来解

释。经分析将发酵时间、温度和接种量确定为影

响卷线孢菌素产量的显著因素。 
 

表 3  Plackett-Burman 试验设计与结果 
Table 3  Design and results of the Plackett-Burman trial 
试验号 
Test No. 

A B C D E F G 卷线孢菌素产量 
Bostrycin yield (µg/mL) 

1 1 1 –1 1 1 1 –1 243.318 
2 –1 1 –1 1 1 –1 1 313.049 
3 1 –1 1 1 1 –1 –1 392.775 
4 –1 –1 –1 1 –1 1 1 202.264 
5 –1 –1 1 –1 1 1 –1 124.522 
6 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 240.082 
7 –1 1 1 1 –1 –1 –1 255.549 
8 1 –1 –1 –1 1 –1 1 198.931 
9 1 1 1 –1 –1 –1 1 134.418 
10 1 1 –1 –1 –1 1 –1 140.929 
11 –1 1 1 –1 1 1 1 15.447 
12 1 –1 1 1 –1 1 1 218.181 

 
表 4  Plackett-Burman 试验回归分析结果 
Table 4  Results of regression analysis of Plackett-Burman test 
方差来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
df 

均方 
Mean square 

F-值 
F-value 

P-值 
P-value 

显著性 
Significance 

Model 99 720.29 7 14 245.76 13.73 0.011 7 * 
A 2 629.96 1 2 629.96 2.54 0.186 5  
B 6 257.70 1 6 257.70 6.03 0.070 0  
C 3 256.12 1 3 256.12 3.14 0.151 1  
D 49 512.34 1 49 512.34 47.73 0.002 3 ** 
E 778.11 1 778.11 0.7501 0.435 3  
F 29 023.09 1 29 023.09 27.98 0.006 1 ** 
G 8 262.98 1 8 262.98 7.97 0.047 7 * 
残差 Residual 4 149.38 4 1 037.34    
总和 Sum up 1.039E+05 11     
R2 0.960 1   Pred R2 0.640 5  
R2 adj 0.890 1   Adeq Precisior 13.483 7  
注：** P<0.01，表示差异极显著；*P<0.05，表示差异显著. 下同 
Note: ** P<0.01 indicates extremely significant difference; * P<0.05 indicates significant difference. The same below. 
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通过对数据进行多元回归拟合得到回归方

程为卷线孢菌素产量(µg/mL)=+206.62+14.80A– 
22.84B–16.47C+64.23D+8.05E–49.18F–26.24G。 
2.4.2  Box-Behnken 试验 

根据 2.4.1 试验结果，我们以卷线孢菌素

产量为响应值进行 Box-Behnken 试验，试验设

计及结果见表 5。对得到的数据进行二次多元

回归拟合，确定回归方程为：卷线孢菌素产量
(µg/mL)=401.257 94+1.285A–11.255B–14.777 5C– 
2.272 5AB+ 20.022 5AC+10.297 5BC–0.212 7A2– 
24.612 7B2– 23.152 7C2 

方差分析结果(表 6)表明，模型的 F=20.53
且 P<0.01，表明回归模型极显著；失拟项

P>0.05，差异不显著，说明该模型拟合效果良好；

复相关系数 R2=0.963 5，表明有 96.35%的数据

可用此优化后二次式模型来解释；精密度 Adeq 
precision=13.099 4 (>4)，说明模型不易受外部因

素干扰；C.V%=1.94%，说明该验证模型分散程

度低，误差小，精确度高。综合表明，模型可信

度高，可用于橙黄黑孢霉 GDYX-311 发酵液中

卷线孢菌素产量测定。因素 B、C，交互项 AC、

BC，二次项 B2、C2 对卷线孢菌素产量影响显著，

其他项不显著，说明各因素与响应值之间不是简

单的线性关系，各因素的影响程度依次为

C>B>A，即接种量>温度>发酵时间。 
发酵时间与温度交互作用时，响应面坡度平

缓，对卷线孢菌素产量无显著影响(图 5A，5B)；
当发酵时间与接种量交互作用时，响应面坡度陡

且等高线图曲线斜率较大，对卷线孢菌素产量 
 

表 5  Box-Behnken 试验设计与结果 
Table 5  Box-Behnken test design and results 
试验号 
Test No. 

A B C 卷线孢菌素产量 
Bostrycin yield (µg/mL) 

1 1 0 –1 371.75 
2 –1 –1 0 381.67 
3 –1 0 1 343.99 
4 0 1 –1 346.44 
5 0 0 0 399.45 
6 1 0 1 390.34 
7 –1 1 0 372.36 
8 0 1 –1 329.38 
9 0 0 0 398.61 
10 0 0 0 408.21 
11 –1 0 –1 405.49 
12 0 –1 1 339.95 
13 0 0 0 398.35 
14 1 –1 0 385.05 
15 1 1 0 366.65 
16 0 0 0 401.67 
17 0 –1 –1 398.20 

 

 
表 6  Box-Behnken 试验回归分析结果 
Table 6  Results of regression analysis of Box-Behnken test 
方差来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
df 

均方 
Mean square 

F-值 
F-value 

P-值 
P-value 

显著性 
Significance 

Model 9 931.16 9 1 103.46 20.53 0.000 3 ** 
A  13.21 1 13.21 0.245 8 0.635 2  
B 1 013.40 1 1 013.40 18.86 0.003 4 ** 
C 1 747.00 1 1 747.00 32.51 0.000 7 ** 
AB 20.66 1 20.66 0.384 4 0.554 9  
AC 1 603.60 1 1 603.60 29.84 0.000 9 ** 
BC 424.15 1 424.15 7.89 0.026 2 * 
A² 0.190 5 1 0.190 5 0.003 5 0.954 2  
B² 2 550.68 1 2 550.68 47.46 0.000 2 ** 
C² 2 257.05 1 2 257.05 42.00 0.000 3 ** 
残差 Residual 376.18 7 53.74    
失拟项 Lack of fit 308.94 3 102.98 6.13 0.056 2  
纯误差 Pure error 67.24 4 16.81    
总差 Cor total 10 307.34 16     
R2=0.963 5    Pred R2 0.510 2  
R2 adj=0.916 6    Adeq precisior 13.099 4 
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图 5  发酵时间、温度和接种量对发酵液卷线孢菌素产量影响的 3D响应面曲线(A、C、E)与等高线(B、
D、F) 
Fig. 5  3D response surface (A, C and E) and contour plots (B, D and F) of effects of fermentation time, 
temperature and inoculum size on bostrycin yield in fermentation broth. 

 
影响极显著(图 5C，5D)；当温度与接种量交互

作用时，响应面图坡度较陡且二维等高线图呈

椭圆形，对卷线孢菌素产量的影响显著(图 5E，

5F)。这与回归模拟试验结果一致(表 6)。进一步

通过软件预测分析发现，在发酵时间 129.12 h、
温度 27.38 ℃和接种量 0.81%的条件下，试验菌

株发酵生产卷线孢菌素的能力可达到峰值

409.02 µg/mL。我们另观察到，在发酵时间

120–160 h，温度 26.5–28.5 ℃范围内卷线孢菌

素产量可达到最大值，为稳定发酵工艺，我们

在验证试验中进一步考察发酵时间和温度的

阈值。 
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2.5  验证实验 
在最佳发酵工艺参数下摇瓶发酵进行验证，

验 证 得 卷 线 孢 菌 素 实 际 产 量 可 达 (414.89±  
11.10) µg/mL，是优化前[(201.55±18.90) µg/mL]
的 2.06 倍，与预测值无显著差异，表明模型真

实可靠。进一步阈值分析也表明，时间在

125–135 h，温度在 27–28 ℃范围内，卷线孢菌

素产量可保持在 400 µg/mL 以上(图 6)。 
 

 
 

图 6  发酵时间与温度的阈值分析   A：发酵时

间；B：温度 
Fig. 6  Threshold analysis of fermentation time and 
temperature. A: Fermentation times; B: Temperatures. 

 

2.6  卷线孢菌素单体的分离纯化 
分离得红棕色粉末状化合物 1 共 33 mg，纯

度为 98.8%。化合物 1 与卷线孢菌素标准品保留

时间一致，化合物 1 与标准品混合后的结果也为

单峰(图 7)，初步证明了卷线孢菌素的成功分离。

核磁氢谱结果也与文献报道一致 (叶玉珍等 
2022)，1H NMR (400 MHz,DMSO-d6)，δH 6.42 
(s,1H,H-6), 4.73 (d,J=4.8 Hz,1H,H-4), 3.89 
(s,3H,H-12), 3.50 (m,1H,H-3), 2.69 (s,1H,H-1α), 
2.66 (s,1H,H-1β), 1.22 (s,3H,H-11)。综上所述，

将化合物 1 鉴定为卷线孢菌素。 

 
 

图 7  分离化合物 1 及标准品的 HPLC 检测图 
Fig. 7  HPLC charts of isolated compounds 1 and 
standards. 

 
2.7  卷线孢菌素的抑菌圈测定 

抑菌圈结果显示，除化脓链球菌外，卷线孢

菌素对宋内志贺菌、白色念珠菌、鼠伤寒沙门

氏菌以及无乳链球菌均有抑制作用，且抑菌圈

随卷线孢菌素浓度增大而增大，具有浓度依赖

性(图 8，表 7)。 
2.8  卷线孢菌素的最低抑制浓度(MIC)及
最低杀菌浓度(MAC)测定 

MIC 及 MAC 结果(表 8)表明，卷线孢菌

素对多种致病微生物都具有抑制活性 (MIC=  
1.95–7.81 µg/mL；MAC=3.91–15.63 µg/mL)。其

中，卷线孢菌素对鼠伤寒沙门氏菌作用尤为显

著，MIC 值仅为 1.953 1 µg/mL。 

3  讨论 
自卷线孢菌素被发现对人类疾病治疗有效

以来，人们就对卷线孢菌素展开了深入的研究。

涂松源和龙玉华(2016)首次合成了卷线孢菌素

的不对称结构，但合成原料药萘茜价格昂贵，生

产投入成本大，难以用于工业生产。目前已有多

种微生物也被证实可产生卷线孢菌素，但产量低

仍是一个亟需解决的问题。因此，基于微生物资

源去提升卷线孢菌素产量具有较大现实意义。想

要提高微生物中卷线孢菌素的产量主要有两种 
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图 8  卷线孢菌素对不同致病菌株的抑菌圈测定   A：宋内志贺菌；B：白色念珠菌；C：鼠伤寒沙门

氏菌；D：无乳链球菌；E：化脓链球菌 
Fig. 8  Inhibition zone assay of bostrycin against different pathogenic strains. A: Shigella castellani; B: Candida 
albicans; C: Salmonella typhimurium; D: Streptococcus agalactiae; E: Streptococcus pyogenes. 1: 500 µg/mL 
bostrycin, 2: 250 µg/mL bostrycin, 3: 125 µg/mL bostrycin, 4: 62.5 µg/mL bostrycin, 5: 1 mg/mL cefuroxime 
sodium, 6: DMSO. 

 
表 7  抑菌圈直径的测量(Mean±SD, mm) (n=3) 
Table 7  Measurement of inhibition zone diameter (Mean±SD, mm) (n=3) 
致病菌株 
Pathogenic strains 

卷线孢菌素 
Bostrycin (µg/mL) 

头孢呋辛钠 
Cefuroxime sodium 
(1 mg/mL) 62.5 125 250 500 

宋内志贺菌 Shigella castellani 9.5±0.50c 11.00±1.04c 14.67±1.04b 19.83±1.76a 13.5±0.29b 
白色念珠菌 Candida albicans 10.33±0.29e 11.67±0.58d 16.83±0.29c 21.83±1.15a 20.17±0.58b 
鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium 13.00±1.32c 15.50±0.50bc 17.67±0.76b 23.17±2.75a 20.83±0.58a 
无乳链球菌 Streptococcus agalactiae 11.50±0.50c 11.07±0.58c 13.67±0.29b 16.17±0.58a 17.17±1.26a 
化脓链球菌 Streptococcus pyogenes / / / / 17.17±1.26a 

 
表 8  卷线孢菌素对不同测试微生物的最低抑制

浓度(MIC)和最低杀菌浓度(MAC) 
Table 8  Minimum microbe inhibitory concentration 
(MIC) and minimum antibiotic concentration (MAC) 
of bostrycin against different tested microorganisms 
测试菌株 
Strains tested 

MIC value  
(µg/mL) 

MAC value  
(µg/mL) 

宋内志贺菌 
Shigella castellani 

3.906 25 7.812 5 

白色念珠菌 
Candida albicans 

3.906 25 7.812 5 

鼠伤寒沙门氏菌 
Salmonella typhimurium 

1.953 1 3.906 2 

无乳链球菌 
Streptococcus agalactiae 

7.812 5 15.625 

 
方法：一是通过分子生物学手段对化合物合成的

关键基因进行调控，并使其在菌株中稳定表达；

二是通过发酵优化，确定最佳培养基组分与最适

发酵条件，达到提高生产效率、降低生产成本的

目的(梁一晨 2021)。且液体发酵与固体发酵相

比，具有操作简单、发酵时间短、成本低、产量

高、可持续等优点，可用于快速积累大量代谢物

(Gao et al. 2024)。本研究首次从银杏中分离的橙

黄黑孢菌 GDYX-311 被证实具有生产红色化合

物卷线孢菌素的能力，这为卷线孢菌素液体发酵

优化研究提供了基础材料。 
响应面中的三维响应面图说明因素两两交

互作用时对响应值的影响，有助于理解 2 个因素

交互作用下与响应值的关系 (Dwibedi et al. 
2021；苏林贺等 2023；许娟等 2024)。本研究采

用单因素实验与响应面优化相结合的方式，考察

不同培养基组分和发酵条件对卷线孢菌素产量

的影响，以获得卷线孢菌素最佳发酵工艺。优化

后培养基为葡萄糖 50 g/L、牛肉浸粉 10 g/L、

MgSO4·7H2O 0.3 g/L；优化后培养条件为：发酵

时间 129.12 h；温度 27.38 ℃；接种量 0.81%；自

然 pH (5.74)。优化后卷线孢菌素产量从(201.55± 
18.90) µg/mL 提高至(414.89±11.10) µg/mL，表明

了响应预测模型的真实性与可行性。Zhang et al. 
(2013)对斑茅内生真菌黑孢霉 BM-2 进行液体发

酵优化，优化后卷线孢菌素的产量为 (86.25± 
7.23) µg/mL，橙黄黑孢霉 GDYX-311 液体发酵

的优化结果是其 4.8 倍，具有一定生产优势。且

发酵时间与温度阈值分析的结果也显示，发酵时
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间在 125–135 h，温度在 27–28 ℃范围内，卷线

孢菌素产量可保持在 400 µg/mL 以上，确保了发

酵工艺稳定性。本研究通过发酵工艺优化显著提

高了发酵液中卷线孢菌素产量，结果重复性良

好，可为工业化生产卷线孢菌素提供支持，并促

进其在医药、食品等领域的开发应用。 
此外，本研究还通过制备型液相色谱仪成功

获得卷线孢菌素单体(图 7)，为卷线孢菌素抑菌

活性研究积累了试验材料。并通过抑菌实验发

现，卷线孢菌素对多种人类致病微生物都具有显

著抑制作用，MIC 值介于 1.95–7.81 µg/mL 之间；

MAC 值介于 3.91–15.63 µg/mL 之间。值得注意

的是，卷线孢菌素对化脓链球菌未显示出抑制

作用，这可为卷线孢菌素抑菌机理的研究提供

思路。 
在未来的研究中，还可通过育种及基因工程

等方法对菌株进行选育与改造，并与发酵培养基

组分和发酵工艺过程控制等相结合，进一步提高

卷线孢菌素的发酵产量。此外，探究卷线孢菌素

的纯化工艺，对于节约生产时间，降低生产成本

也极具意义。 
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