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红树林植物海莲内生真菌活性菌株筛选
及次级代谢产物研究
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摘要　采用化学与生物学活性结合的二级组合筛选模型对红树林植物海莲内生真菌进行筛选,得到优势菌

株Pestalotiopsissp．,从中分离得到４个甾体化合物,通过１H NMR、１３CNMR及 MS等现代波谱技术对其进行

结构解析,并结合相关文献数据,鉴定化合物分别为:３βＧ(E)Ｇferuloyllupeol、stigmastanＧ３Ｇone、βＧsitosterol和

sitostＧ５ＧenＧ３βＧolacetate,其中化合物分别３βＧ(E)Ｇferuloyllupeol为首次从红树林内生真菌中分离得到.对４个

化合物进行清除 DPPH、ABTS自由基以及抗菌活性测试,结果显示,所有化合物均无抗菌、抗氧化活性.
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　　红树林(mangrove)是热带和亚热带海岸常见

的生态系统[１].红树林内生真菌作为海洋真菌第二

大类群[２],由于其生长环境的特殊性,必定会代谢出

陆生源内生真菌无法比拟的新颖产物,其结构类型

已远远超出它们的宿主植物,且具有良好的生物活

性[３Ｇ４].红树林内生真菌代谢产物应用涉及诸多方

面,如病虫害防治、抗氧化、抗菌抗炎、抗肿瘤等[５Ｇ６],
因此,被认为是人类的天然资源宝库,为新药筛选提

供丰富的模式结构,为先导化合物的开发带来新的

方向[７Ｇ８].
海莲(Bruguierasexangula)是典型的红树林

药用植物,民间有将它药用的实例,叶经常用来治疗

痢疾等病症,其根、茎、叶、花等部位的乙酸乙酯提取

物具有较强抗氧化活性,对DPPH、ABTS自由基均

显示出良好的清除能力[９Ｇ１０].近１０年来,研究者从

红树林内生真菌中分离出一系列毒性较小且具有抗

菌、抗肿瘤和抗氧化等显著生物活性的代谢产物,使
得红树林内生真菌代谢产物的研究成为国际热

点[１１],但是有关海莲内生真菌次级代谢产物的抗

菌、抗氧化作用鲜有报道.
本研究采用化学与生物学活性综合筛选的方

式,从海莲内生真菌中筛选出能分泌结构类型丰富

且具有生物活性化合物的菌株,从其发酵粗提物中

分离得到次级代谢产物,并进行抗菌、抗氧化活性分

析,旨在为海莲内生真菌的研究提供理论支持,为药

物先导化合物的开发提供新的方向.

1　材料与方法

1.1　菌株来源

供试菌株为从海莲中分离的１１株内生真菌:

Pestalotiopsissp．(HLＧ１)、PhyllostictacapitalenＧ
sis(HLＧ２)、Fusariumverticillioides(HLＧ３)、FuＧ
sariumequiseti(HLＧ４)、Gelasinosporaendodonta
(HLＧ５)、Diaporthetulliensis(HLＧ６)、Diaporthe
eucalyptorum (HLＧ７)、Diaporthe phaseolorum
(HLＧ８)、Alternariabrassicicola(HLＧ９)、Fusarium
oxysporum (HLＧ１０)、 Nigrospora sphaerica
(HLＧ１１).
1.2　仪器与试剂

BCMＧ１３００型超净工作台购自苏州苏洁净设备

有限公司,MPＧ１６０型恒温培养箱(上海福马实验设

备有限公司),旋转蒸发仪(德国 Heidolph公司),真
空泵(郑州长城科工贸有限公司),暗箱三用紫外分

析仪(上海越众仪器设备有限公司),酶标仪(美国
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BioTek公司),超导核磁共振波谱仪(瑞士 Bruker
公司),AgilentＧ１２００高效液相色谱仪(美国 Agilent
Technologies),高分辨质谱仪(瑞士Bruker公司).

石油醚、环己烷、二氯甲烷、氯仿、乙酸乙酯、丙
酮、甲醇、７５％ 乙醇、次氯酸钠、环丙沙星、BHT、

DMSO均为分析纯.
1.3　样品制备

将分离得到的内生真菌在PDA 培养基中进行

发酵培养.乙酸乙酯浸泡提取后,得到海莲内生真

菌提取物,用 DMSO 溶解,配制成１０ mg/mL 的

溶液.
1.4　TLC(thinＧlayer chromatography)筛选

将内生真菌提取物加入少量有机试剂进行溶

解,用点样毛细管点于硅胶板上,于层析缸中进行展

板,在紫外分析仪中观察斑点位置后,分别用硫酸香

草醛显色剂、碘化铋钾显色剂、FeCl３等显色剂进行

显色反应.筛选出代谢产物类型最为丰富的５株内

生真菌.
1.5　抗菌活性筛选

无菌条件下,将０．１mL５×１０６CFU/mL的菌

悬液稀释１０００倍.吸取２μL待测样品溶液加入

９６孔板中,再加入１９８μL的指示菌菌悬液,每组平

行３次.培养过后,观察指示菌菌悬液浑浊情况.
对具有抗菌活性的内生真菌进行 MIC(最小抑

菌浓度)测定,采用二倍稀释法对母液进行稀释,以
等体积的DMSO作为空白对照,以等体积的环丙沙

星作为阳性对照,培养过后,观察澄清的菌悬液

行数.
1.6　抗氧化活性筛选

采用张旭等[１０]方法对海莲内生真菌粗提物进

行抗氧化活性测定,将DPPH 粉末用无水乙醇进行

溶解,定容至１００mL,浓度为１２０μmol/L.采用２
倍稀释法对样品母液进行稀释,将５μL稀释后的样

品加入到１９５μLDPPH 溶液中,等体积的 DMSO
溶液作为空白对照.避光静置３０min,于５１７nm

测吸光度,计算清除率.
将７mmol/LABTS溶液与２．４５mmol/L过硫

酸钾溶液等比例均匀混合,避光条件下反应１６h,
制备 ABTS＋ ,使用前将 ABTS＋ 溶液进行稀

释,使其在７３４nm 处的吸光度为０．７０左右.加样

方法同清除 DPPH 自由基.避光静置３０min,于

７３４nm 测吸光度,计算清除率.以 BHT 为阳性

对照.
1.7　发酵和提取

将目标菌株活化培养后,接种到 PDA 液体培

养基中,２８℃下置于摇床中(１３０r/min)发酵培养

３０d,待发酵完成后,将过滤后的菌丝和培养液分别

用乙酸乙酯浸泡提取３次,减压浓缩后得到浸膏,总
质量为４２g.
1.8　内生真菌代谢产物的分离与纯化

将得到的浸膏进行硅胶柱层析.经 TLC检测

后,合并相同的流分,将获得的组分利用正相硅胶柱

层析、SephadexLHＧ２０凝胶柱层析、HPLC等分离

手段,得到单体化合物,采用１H NMR、１３CNMR及

MS等现代波谱解析技术并查阅文献进行对比分

析,鉴定化合物的结构式.
1.9　内生真菌代谢产物活性测试

采用本文“１．５”和“１．６”中的方法分别对化合物

进行抗菌、抗氧化活性测定.

2　结果与分析

2.1　TLC 筛选

TLC显色结果显示:碘化铋钾、FeCl３等特征显

色剂对内生真菌发酵提取物无明显的显色反应;硫
酸香草醛的显色结果(图１)显示,发酵提取物化学

成分较多,显色特征较为丰富的５株内生真菌为

Pestalotiopsissp．(HLＧ１)、GelasinosporaendodonＧ
ta(HLＧ５)、Diaportheeucalyptorum(HLＧ７)、DiaＧ
porthephaseolorum (HLＧ８)和 NigrosporasphaＧ
erica(HLＧ１１).

图１　海莲内生真菌发酵粗提物TLC板

Fig．１　TLCoftheendophyticfungifromBruguierasexangula

７８
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2.2　抗菌活性筛选

对筛选得到的５株海莲内生真菌发酵粗提物

进行抗菌活性测试,结果如表１所示,有４株内生

真菌发酵产物的粗提物对１种或多种指示菌具有

抑制作用.其中,有４株内生真菌对耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌(methicillinＧresistantStaphylococＧ
cusaureus)的生长有抑制作用.Pestalotiopsissp．
和Gelasinosporaendodonta２株内生真菌发酵产物

的粗提物对３种指示菌的生长有抑制作用,PestaＧ
lotiopsissp．发酵产物的粗提物对耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌、铜绿假单胞菌(PseudomonasaerugiＧ
nosa)、大肠杆菌(Escherichiacoli)的生长表现出良

好的 抑 制 作 用,MIC 值 分 别 为 ０．５０、０．５０、０．２５
mg/mL.

表１　海莲内生真菌发酵产物抑制指示菌的MIC值

Table１　TheMICvalueofantimicrobialactivityoftheendophytic

fungifromBruguierasexangula

菌株名称

Strains

MIC/(mg/mL)

M．A． S．A． P．A． E．C．

Pestalotiopsissp． － ０．５０ ０．５０ ０．２５

Gelasinosporaendodonta １．００ １．００ － １．００

Diaportheeucalyptorum － １．００ － －

Diaporthephaseolorum － － － －

Nigrosporasphaerica １．００ １．００ － －

CIP － ＋ ＋ ＋

　注 Note:M．A．:白色念珠菌 Moniliaalbican;S．A．:耐甲氧西

林金黄 色 葡 萄 球 菌 MethicillinＧresistantStaphylococcus

aureus;P．A．:铜 绿 假 单 胞 菌 Pseudomonasaeruginosa;

E．C．:大肠杆 菌 Escherichiacoli;“＋”表 示 MIC 值 ＜

０．００１mg/mL “＋”meansMICvalue ＜０．００１ mg/mL;

“－”代表无抗菌活性 “－”meansnoantimicrobialactiviＧ

ty．下同 Thesameasfollows．

2.3　抗氧化活性筛选

对５株海莲内生真菌发酵粗提物进行清除 DPＧ
PH 和 ABTS自由基测试,当粗提物质量浓度为１０
mg/mL、自由基的清除率达到５０％以上时,则视内

生真菌具有清除自由基的能力,结果显示,除GelaＧ
sinosporaendodonta 外,其余４株内生真菌都具有

清除DPPH 和 ABTS自由基的能力.
对具有清除自由基能力的内生真菌进行复筛,

其粗提物清除 DPPH 和 ABTS自由基结果(图２)
显示,粗提物清除DPPH 和 ABTS自由基的能力与

其质量浓度呈正相关,随着粗提物质量浓度的增大,
其清除自由基的能力也随之增强,但当粗提物的浓

度增大到一定程度时,清除自由基的能力趋于稳定.
内生真菌粗提物清除 DPPH 和 ABTS自由基

的IC５０值(表２)显示,菌株清除自由基能力从强到

弱依次是Pestalotiopsissp．、Diaportheeucalyptorum、

Nigrosporasphaerica、Diaporthephaseolorum.其中

Pestalotiopsissp．粗提物表现出良好的抗氧化活性,
其清 除 DPPH 和 ABTS 自 由 基 的IC５０ 值 分 别 为

(０．７５１±０．０１７)和(１．０３１±０．０１５)mg/mL.
表２　海莲内生真菌发酵产物抗氧化IC５０值

Table２　TheIC５０valueofantioxidantactivityoftheendophytic

fungifromBruguierasexangula

菌株名称

Strains

IC５０/(mg/mL)

DPPH ABTS

Pestalotiopsissp． ０．７５１±０．０１７ １．０３１±０．０１５
Gelasinosporaendodonta － －
Diaportheeucalyptorum １．１２２±０．０３１ １．３８３±０．０２７
Diaporthephaseolorum ３．０８１±０．０８７ ２．６４８±０．０７３
Nigrosporasphaerica ２．２５６±０．０４１ １．６４１±０．０２１
BHT ０．１７３±０．０１０ ０．１６６±０．０１１

图２　海莲内生真菌发酵粗提物对DPPH(A)和ABTS(B)自由基的清除能力

Fig．２　 ScavengingDPPH(A)andABTS(B)radicalabilityofextractsfromBruguierasexangulaendophyticfungi

８８
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2.4　化合物分离纯化与结构鉴定

将得到的浸膏进行硅胶柱层析,以石油醚、乙酸

乙酯为溶剂进行梯度洗脱.经 TLC检测后,合并相

同流分,最终获得８个组分(Fr．１ＧFr．８).将Fr．１进

行硅胶柱层析,以石油醚和乙酸乙酯为溶剂进行梯

度洗脱,合并相同流分后得到７个组分(Fr．１．１ＧFr．
１．７);对Fr．１．３进行硅胶柱层析,以石油醚、丙酮为

溶剂梯度洗脱,得到化合物１(１８．６mg).将Fr．２进

行硅胶柱层析,以二氯甲烷和乙酸乙酯为溶剂,对其

进行梯度洗脱,经 TLC检测后,合并相同流分后得

到７个组分(Fr．２．１ＧFr．２．７),以甲醇为溶剂对Fr２．２
进行凝胶柱层析,最后以石油醚、丙酮为溶剂进行硅

胶柱层析得到化合物２(１５．８mg).将Fr２．３进行硅

胶柱层析,以石油醚、丙酮为溶剂梯度洗脱,得到化

合物３(１７．５mg)和化合物４(２０．２mg).
化合物１,白色无定型粉末(氯仿);HRESIMS

m/z６０３．１０２０ [M＋H]＋ (calcdforC４０ H５９O４,

６０３．４４１３),因 此 该 化 合 物 分 子 式 为 C４０ H５８O４,
[α]２０D －２２．９(c０．５,CDCl３);UV (MeOH)lmax２０７,

２４０,５０５nm;１H NMR(５００ MHz,CDCl３)d７．５８
(１H,d,J＝１５．９Hz,HＧ７′),７．０６(１H,dd,J＝８．２
Hz,J＝１．５ Hz,HＧ６′),７．０３(１H,s,HＧ２′),６．９１
(１H,d,J＝８．２ Hz,HＧ５′),６．２８(１H,d,J＝１５．９
Hz,HＧ８′),５．９３(１H,s,５ＧOH),４．６９(brs,HＧ２９),

４．６２(１H,dd,J＝１０．６Hz,J＝５．０Hz,HＧ３),４．５７
(brs,HＧ２９),３．７２(３H,s,３′ＧOCH３),２．３７(１H,m,

HＧ１９),１．６９(３H,s,HＧ３０),１．０４(３H,s,HＧ２６),０．９５
(３H,s,HＧ２７),０．９２(３H,s,HＧ２５),０．８９(３H,s,

HＧ２３),０．８８(３H,s,HＧ２４),０．７９(３H,s,HＧ２８);１３CＧ
NMR (１２５MHz,CDCl３)d１６７．３(CＧ９′),１５１．０(CＧ
２０),１４７．９(CＧ４′),１４６．８ (CＧ３′),１４４．５ (CHＧ７′),

１２７．２(CＧ１′),１２３．２(CHＧ６′),１１６．３(CHＧ８′),１１４．８
(CHＧ５′),１０９．５ (CH２Ｇ２９),１０９．４ (CHＧ２′),８１．０
(CHＧ３),５６．１(３′ＧOCH３),５５．５(CHＧ５),５０．５(CHＧ
９),４８．４(CHＧ１８),４８．１(CHＧ１９),４３．１(CＧ１７),４３．０
(CＧ１４),４１．０(CHＧ８),４０．１(CH２Ｇ２２),３８．５(CH２Ｇ１),

３８．２(CＧ４),３８．１(CHＧ１３),３７．２(CＧ１０),３５．７(CH２Ｇ
１６),３４．３(CH２Ｇ７),２９．９(CH２Ｇ２１),２８．１(CH３Ｇ２３),

２７．６(CH２Ｇ１５),２５．２(CH２Ｇ１２),２４．０(CH２Ｇ２),２１．１
(CH２Ｇ１１),１９．４(CH３Ｇ３０),１８．３(CH２Ｇ６),１８．１(CH３Ｇ
２８),１６．８(CH３Ｇ２５),１６．３(CH３Ｇ２４),１６．１(CH３Ｇ２６),

１４．６(CH３Ｇ２７).经与文献报道的数据[１２]比较,鉴定

化合物１为３βＧ(E)Ｇferuloyllupeol.

化合物２,白色无定型粉末(氯仿);分子式为

C２９H５０O,[α]２０D ＋３２(c０．０２,MeOH),UV(MeOH)
lmax２０７、２４０、５０５nm.１H NMR(５００MHz,CDCl３)
和１３CＧNMR (１２５MHz,CDCl３)的数据见表３.经

与文献报道的数据[１３Ｇ１４]比较,鉴定化合物２为stigＧ
mastanＧ３Ｇone.

化合物３,白色无定型粉末(氯仿);分子式为

C２９H５０ O,[α]２０
D ＋３２ (c０．０２,MeOH),UV

(MeOH)lmax２０７、２４０、５０５nm.１ H NMR(５００
MHz,CDCl３)和１３CＧNMR (１２５ MHz,CDCl３)的数

据见表３.经与文献的数据[１５]对比,鉴定化合物３
为βＧsitosterol.

表３　化合物２~４的１HNMR和１３CNMR的数据

Table３　１HNMRand１３CNMRdataforcompound２Ｇ４

位置

Position

化合物２
Compound２
δH δC

化合物３
Compound３
δH δC

化合物４
Compound４
δH δC

１ ３８．５ ３７．２ ３６．７
２ ３８．１ ３１．６ ２７．９
３ ２１２．０ ３．５５,m ７１．７ ４．５６Ｇ４．６３,m７３．６
４ ４４．７ ２．３０,m ４２．２ ２．３１,m ３９．４
５ ４６．６ １４０．７ １３９．３
６ ２８．９ ５．３８,brs １２１．７ ５．３７,brs １２２．３
７ ３１．７ ３１．９ ３１．５
８ ３５．３ ３１．９ ３１．５
９ ５３．７ ５０．１ ４９．７
１０ ３５．６ ３６．５ ３６．２
１１ ２１．４ ２１．１ ２０．７
１２ ３９．９ ３９．７ ３７．８
１３ ４２．５ ４２．３ ４１．９
１４ ５６．１ ５６．７ ５６．３
１５ ２４．２ ２４．３ ２３．９
１６ ２８．２ ２８．２ ２７．４
１７ ５６．２ ５６．０ ５５．７
１８ ０．６６,s １２．０ ０．７１,s １１．８ ０．６７,s １１．６
１９ ０．９９,s １１．４ １．０９~２．００,m １８．７ １．０９~２．００,m１８．４
２０ ３６．１ ３６．１ ３５．８
２１ ０．８９,d,６．５ １８．７ ０．９５,d,８．０ １９．０ ０．９１,d,７．９ １８．７
２２ ３３．８ ３３．９ ３３．６
２３ ２６．０ ２６．０ ２５．７
２４ ４５．８ ４５．８ ４５．５
２５ ２９．１ ２９．１ ２８．８
２６ ０．８１,d,７．０ １９．８ ０．８６,d,９．３ １９．４ ０．８３,d,９．６ １９．５
２７ ０．７９,d,６．８ １９．０ ０．８４,d,１０．５ １９．８ ０．８０,d,１０．０１８．９
２８ ２３．０ ２３．０ ２２．７
２９ ０．８３,t,８．４ １１．９ ０．８４,t,７．２ １１．９ ０．８４,t,９．１ １１．５
１’ １７０．１
２’ ２．０２,s ２１．１

　　化合物４,白色无定型粉末(氯仿);分子式为

C３１H５２ O２,[α]２０D ＋３２ (c０．０２,MeOH),UV
(MeOH) lmax２０７、２４０、５０５nm.１ H NMR(５００

９８
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MHz,CDCl３)和１３CＧNMR (１２５MHz,CDCl３)的数

据见表３.经与文献报道的数据[１６]比较,鉴定化合

物４为sitostＧ５ＧenＧ３βＧolacetate.
2.5　化合物生物活性

对４个化合物进行清除 DPPH、ABTS自由基

活性 测 定,结 果 表 明:当 化 合 物 质 量 浓 度 为 １０
mg/mL时,DPPH 和 ABTS自由基的清除率均小于

２０％,均无抗氧化活性.
对４个化合物进行抗菌活性测试,结果表明:随

着溶度的增加,菌悬液浑浊程度无明显变化,所有化

合物均无抗菌活性.

3　讨　论

红树林植物内生真菌在宿主的生存、进化和化

学防御中扮演着重要角色,某些内生真菌的代谢产

物能显著地影响宿主植物,在共生菌Ｇ宿主Ｇ环境相

互作用过程中有着多种生理和生态作用[１７Ｇ１８].研究

表明,感染内生菌的植物宿主由于具有抗逆境、抗病

害等优势,往往比未感染内生菌的植物宿主更具生

存竞争力[１９Ｇ２０].
本研究以海莲内生真菌作为研究对象,采用化

学与生物学结合的二级组合筛选模型对内生真菌进

行筛选,得到次级代谢产物结构类型丰富且具有生

物活性的内生真菌Pestalotiopsissp．,丰富了红树

林植物海莲活性内生真菌的种质资源,为天然抗菌、
抗氧化活性物质的生产提供了备选菌种.对其进行

抗菌活性测试,结果显示,内生真菌粗提物对耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌(methicillinＧresistantStaphyＧ
lococcusaureus)、铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas
aeruginosa)、大肠杆菌(Escherichiacoli)的生长表

现出良好的抑制作用,MIC 值分别为０．５０、０．５０、

０．２５mg/mL;对其进行抗氧化活性测试,结果显示,
内生真菌粗提物具有一定的 DPPH 和 ABTS自由

基清 除 能 力,IC５０ 值 分 别 为 (０．７５１±０．０１７)和

(１．０３１±０．０１５)mg/mL.
本研究从内生真菌Pestalotiopsissp．发酵产物

中分 离 得 到 ４ 个 化 合 物:３βＧ(E)Ｇferuloyllupeol、

stigmastanＧ３Ｇone、βＧsitosterol 和 sitostＧ５ＧenＧ３βＧol
acetate.化合物３βＧ(E)Ｇferuloyllupeol为首次从红

树林植物海莲内生真菌中分离得到,拓展了海莲内

生真菌的次级代谢产物.Xu等[２１]从海莲拟盘多毛

孢属内生真菌中分离得到１个新化合物(１R,４R,

５R,８S)Ｇ８ＧhydroxyＧ４,８ＧdimethylＧ２Ｇoxabicyclo[３．３．

１]nonanＧ３Ｇone和１个已知化合物(２R)Ｇ２Ｇ[(１R)Ｇ４Ｇ
methylcyclohexＧ３ＧenＧ１Ｇyl]propanoicacid,２个化合

物对烟草疫霉菌(Phytophthoranicotianae)和灰霉

病菌(Botrytiscinerea)均表现出较强的抑制活性,

MIC值分别为６．３ 和３．１μg/mL ,化合物(２R)Ｇ２Ｇ
[(１R)Ｇ４ＧmethylcyclohexＧ３ＧenＧ１Ｇyl]propanoicacid
对白色念珠菌有弱抑制活性,MIC值为５０μg/mL.
崔秀春[２２]从拟盘多毛孢属内生真菌中分离得到已

知化合物１’,２’ＧepoxyＧ３’,４’Ｇdidehydropenicillide,
其具有清除 DPPH 自由基能力.本研究中海莲内

生真菌Pestalotiopsissp．粗提物抗菌、抗氧化活性

优于其化合物,说明其中还有更好的活性物质,有待

进一步研究.
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ScreeningactiveendophyticfungifromBruguierasexangula
andstudyingitssecondarymetabolites

FENGZhao　ZHANGXu　XUJing

MinistryofEducationKeyLaboratoryofTropicalBiologicalResources/

CollegeofMaterialsandChemicalEngineering,HainanUniversity,Haikou５７０２２８,China

Abstract　TheactiveendophyticfungifromthemangroveBruguierasexangulawerescreenedwith
secondarycombinationscreeningmodelcombiningchemicalandbiologicalactivities．ThePestalotiopsis
sp．wasobtained,fromwhichfoursteroidswereisolatedandidentified．ThefourcompoundswereidentiＧ
fiedas３βＧEＧferuloyllupeol,stigmastanＧ３Ｇone,βＧsitosterol,sitostＧ５ＧenＧ３βＧolacetatebasedonspectraldata
andliteraturecomparison．Amongthem,３βＧ(E)ＧferuloyllupeolwasfirstisolatedfromthemangroveenＧ
dophyticfungus．ThefourcompoundsweretestedforDPPH,ABTSfreeradicalandantibacterialactiviＧ
ty．Theresultsshowedthatallcompoundshadnoantibacterialandantioxidantactivities．

Keywords　mangrove;Bruguierasexangular;endophyticfungi;steroids;biologicalactivities
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