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１株华木莲内生真菌的抗氧化活性分析和菌株鉴定
刘紫英１，袁　斌２，冷桂华１

（１．宜春学院化学与生物工程学院／江西省天然药物活性成分重点实验室，江西宜春３３６０００；
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　　摘要：华木莲（ＳｉｎｏｍａｎｇｌｉｅｔｉａｇｌａｕｃａＺ．Ｘ．ＹｕｅｔＱ．Ｙ．Ｚｈｅｎｇ）为木兰科中我国特有的单种属植物，全世界唯宜春特
有的珍稀濒危新树种，对从华木莲叶片中分离的多株内生真菌进行抗氧化活性分析，筛选出抗氧化性较高的菌株并鉴

定。筛选华木莲叶片的内生真菌，制备其发酵液提取物，采用 ＴＢＡ反应法、超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）、羟基自由基

（·ＯＨ）清除能力的分析测定其抗氧化活性，对抗氧化活性高的内生真菌菌株利用试剂盒提取内生真菌总ＤＮＡ，扩增
其ｒＤＮＡ的ＩＴＳ序列并测序。结果显示，菌株ＳＬ－３的总抗氧化活性很高，比对照、以维生素 Ｃ为底物的高。通过对
抗氧化活性成分的分析可知，该菌株含有黄酮类化合物。对菌株ＳＬ－３进行形态和分子鉴定，确定为产黄青霉（Ｐｅｎｉ
ｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ）。说明内生真菌ＳＬ－３产黄青霉具有明显和稳定的抗氧化活性，可用于抗氧化活性成分发酵生产
的微生物资源。

　　关键词：华木莲；内生真菌；抗氧化活性；ＩＴＳ序列；黄酮类化合物；菌株鉴定；产黄青霉；微生物资源
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作者简介：刘紫英（１９７９—），女，江西万年人，硕士，副教授，从事微生
物工程技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｉｎｇｚｉｌｉｕ２００８＠１６３．ｃｏｍ。

　　华木莲（ＳｉｎｏｍａｎｇｌｉｅｔｉａｇｌａｕｃａＺ．Ｘ．ＹｕｅｔＱ．Ｙ．Ｚｈｅｎｇ）别
称落叶木莲，为我国特有单种属植物，属于木兰科，已被列为

国家Ⅰ级重点保护植物，全球仅狭域分布于江西省宜春市，是
特有的珍稀树种。目前，国内外仅施建敏等对华木莲叶黄酮

类化合物和多糖的抗氧化作用进行了研究，结果显示，华木莲

叶内黄酮类化合物和多糖的抗氧化性效果很好［１－２］，华木莲

具有潜在的利用价值，可成为抗衰老保健品辅料或功能因

子［３］。现有研究结果表明，植物内生真菌可能产生与其宿主

体内相同或相似的生理活性成分，植物内生菌是分离新的天

然活性成分和开发新药的潜在资源，成为当今的研究热

点［４－５］。笔者前期已研究过华木莲叶中内生真菌的群落结

构［６］，分离并鉴定７４株华木莲叶内生真菌。现以华木莲的内
生真菌为研究对象，通过对多株内生真菌进行发酵振荡培养，

利用硫巴比妥酸（ＴＢＡ）反应法、超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）、
羟基自由基（·ＯＨ）清除能力研究其培养液提取物具有抗氧
化活性，筛选出抗氧化活性成分的内生真菌并鉴定其种属。

１　材料与方法

１．１　试验材料
华木莲取材于江西省宜春市明月山风景区周边林木种植
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场所，分别取新鲜健康植株的叶片，组织分离法分离内生真

菌，菌株存于宜春学院江西省天然药物活性成分研究重点实

验室微生物药物实验室，分别编号为 ＳＬ－１、ＳＬ－２、ＳＬ－３、
ＳＬ－２２、ＳＬ－５６、ＳＬ－６８。
１．２　培养基

察氏培养基培养液成分包括 ＮａＮＯ３２．０ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４
１．０ｇ、ＫＣｌ０．５ｇ、ＭｇＳＯ４０．５ｇ、硫酸铁０．０１ｇ、蔗糖３０ｇ，水
１０００ｍＬ，ｐＨ值自然，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．３　仪器与设备

高速离心机（ＴＧＬ－１６Ｇ型）、紫外可见分光光度计
ＳＦＺ－ＵＶ－２０００型（龙尼柯仪器有限公司）、数显恒温水浴锅
ＨＨ－６（国华电器有限公司）、ＥＨＧ－Ｂ恒温摇床培养箱（江
苏亿通电子有限公司）、ＰＨＳＪ－４Ａ精密酸度计（上海雷磁分
析仪器厂）、ＲＥ－２０００Ａ旋转蒸发器（上海嘉鹏科技有限公
司）、大龙移液器手动单道可调移液枪１００～１０００μＬ（芬兰
Ｄｒａｇｏｎｍｅｄ公司）、ＳＨＺ－ＩＩＩ／ＳＨＺ－ＩＩＩＤ循环水真空泵（上海
京工实业有限公司）。

１．４　样品与试剂
芸香苷标准品（１０２７０－２００９０１，中国药品生物制品检定

所）、硫巴比妥酸（ＴＢＡ）、三氯乙酸、正丁醇、抗坏血酸、葡萄
糖、硝酸钠、磷酸氢二钾、氯化钾、七水硫酸镁、硫酸铁、精制花

生油、邻苯三酚、水杨酸钠、过氧化氢、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧

化钠、乙醚等，以上试剂均为分析纯。

１．５　试验方法
１．５．１　菌株活化并扩大培养　从实验室保存的菌种中挑取
少量接种于察氏培养基上培养６ｄ，用打孔器在平板上取长势
较好的培养菌丝并接种，用于扩大培养。在 ２５０ｍＬ三角瓶
中装１００ｍＬ察氏液体培养基，用１２层纱布包好都放入灭菌
锅中灭菌２０ｍｉｎ，于２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养７ｄ。
１．５．２　发酵液提取物的制备　将培养液进行抽滤除去菌丝
和菌丝球，利用旋转蒸发器进行减压蒸发浓缩，将１００ｍＬ的
培养液浓缩至 ３～４ｍＬ，加入足量无水乙醇振荡，提取，于
５０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ，弃沉淀，留上清液。将上述提取
液用无水乙醇定容至２５ｍＬ。
１．５．３　ＴＢＡ反应法测定培养液提取物抗氧化活性［７］　采用
的ＴＢＡ反应法略有改动，配制２．５％精制花生油乙醇溶液作
为底物，在各个比色管中分别加入０．０２％芸香苷、抗坏血酸
和菌株培养液提取物（以上均采取底物４ｍＬ、反应６ｍＬ进行
反应），混匀后于３７℃水浴中存放；每２４ｈ取出１ｍＬ待测液
样品，加入１ｍＬ２５％三氯乙酸，混匀，放置５ｍｉｎ，然后加入
１ｍＬ０．６７％ ＴＢＡ，于沸水中加热２０ｍｉｎ；取出，冷却，再加入
４ｍＬ正丁醇，剧烈振荡，于４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上
层正丁醇液，于５３２ｎｍ波长处比色；以蒸馏水代替抗氧化剂
的空白样品作为对照，存放 ２４、４８、７２、９６、１２０、１４４ｈ后测
Ｄ５３２ｎｍ值。
１．５．４　超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）清除能力的测定

［８］　采
用邻苯三酚自氧化进行测定，取４．５ｍＬ５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ
缓冲液（ｐＨ值８．２），４．２ｍＬ蒸馏水混匀后在２５℃水浴中保
温２０ｍｉｎ，取出后立即加入在 ２５℃水浴中预热过的
３ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯三酚０．３ｍＬ，迅速摇匀，倒入比色杯，３２５ｎｍ
下每隔３０ｓ测定吸光度，计算线性范围内１ｍｉｎ内吸光度的

增加量，以１０ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液配制空白管作为对照。按照
上述方法步骤加入邻苯三酚前先分别加入０．１ｍＬ不同的样
品液，同样１０ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液配制空白管作为对照，同样方
法测定吸光度。前后２次的样品吸光度差（ΔＤ）与测定时间
差（ΔＴ）的比值即为该时段的邻苯三酚自氧化速率。
清除能力率＝（ΔＤ１／ΔＴ－ΔＤ２／ΔＴ）／ΔＤ１／ΔＴ×１００％。

式中：ΔＤ１／ΔＴ代表邻苯三酚自氧化时反应速率；ΔＤ２／ΔＴ代
表加入样品液后邻苯三酚自氧化反应速率。

１．５．５　样品对羟基自由基（·ＯＨ）的清除率［９］　采用水杨
酸比色法进行测定，在４ｍＬ反应液（含０．１５ｍｏｌ／Ｌ硫酸亚铁
１ｍＬ、６ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸钠 １ｍＬ）中加入不同浓度的样品
１ｍＬ，再加入双氧水启动反应；３７℃水浴中反应 １ｈ，测定
５１０ｎｍ处的吸光度，吸光度越大，则清除羟基自由基效果
越好。

·ＯＨ清除率＝［Ｄ０－（Ｄｉ－Ｄ０ｉ）］／Ｄ０×１００％。
式中：Ｄ０代表用蒸馏水代替样品的的对照值；Ｄｉ代表加样品
后的吸光度；Ｄ０ｉ代表样品本底吸光度。
１．５．６　芸香苷标准曲线的绘制和发酵液中黄酮类化合物浓
度的测定［１０］

１．５．６．１　标准曲线的绘制　称取０．００１５ｇ芸香苷标样，溶
于１５ｍＬ的３０％乙醇溶液中，分别取０、１．０、２．０、３．０、４．０、
５．０ｍＬ此溶液于１０ｍＬ比色管中，各补加３０％乙醇溶液使成
５ｍＬ体积。加５％亚硝酸钠溶液０．３ｍＬ，摇匀，静置６ｍｉｎ；
加１００ｍｇ／Ｌ硝酸铝溶液０．３ｍＬ，摇匀，静置６ｍｉｎ；加１ｍｏｌ／Ｌ
氢氧化钠溶液４．０ｍＬ，再加蒸馏水稀释到刻度，摇匀，静置
１５～２０ｍｉｎ后，于５１０ｎｍ处测定吸光度Ｄ。
１．５．６．２　样品浓度的测定　分别取６个不同编号的１０ｍＬ
比色管，装入样品各 ５ｍＬ，依次加入 ５０ｍｇ／Ｌ亚硝酸钠
０．３ｍＬ，静置６ｍｉｎ；加１００ｍｇ／Ｌ硝酸铝溶液０．３ｍＬ，摇匀，
静置６ｍｉｎ；加 １ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液 ４．０ｍＬ，静置 １５～
２０ｍｉｎ，同时以３０％乙醇溶液代替样品液配制空白试剂，在
５１０ｎｍ处测定吸光度Ｄ。
１．５．７　抗氧化活性高的内生真菌菌株的分子鉴定　用生工
生物工程上海（股份）有限公司的真菌基因组 ＤＮＡ提取试剂
盒和ＰＣＲ试剂盒进行扩增、ＩＴＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ）序
列分析，即根据已知真菌的保守序列设计 １对特异性引物
ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）和 ＩＴＳ４（５′－ＴＣ
ＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′），ＰＣＲ扩增采用２０μＬ反应体
系，反应条件：９４℃１ｍｉｎ；５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ３０个循环；
７２℃ １０ｍｉｎ。１％琼脂糖凝胶电泳检测，胶回收纯化目的片
段，纯化产物由生工生物工程上海（股份）有限公司测序。以

ＮＣＢＩ数据库中Ｂｌａｓｔｎ程序比对分析，使利用ＭＥＧＡ６．０软件
和邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ）进行聚类分析鉴定
种属。

２　结果与分析

２．１　ＴＢＡ反应法测华木莲内生真菌抗氧化活性
以２．５％精制花生油乙醇溶液作为底物进行反应，其结

果见表１。清除率＝（对照的Ｄ５３２ｎｍ－样品的 Ｄ５３２ｎｍ）／对照的
Ｄ５３２ｎｍ×１００％。由表１可知，Ｄ５３２ｎｍ值越小，抗氧化活性越高。
随时间的延长，该６株内生真菌的发酵液提取物与各抗氧化
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剂均不同程度抑制了花生油的脂质过氧化。培养１４４ｈ时停
止该试验，数据显示抑制作用还很明显，其样品清除率从大到

小依次为ＳＬ－３＞ＳＬ－６８＞ＳＬ－２２＞维生素 Ｃ＞ＳＬ－１＝芸

香苷＞ＳＬ－２＞ＳＬ－５６，由此可见菌株ＳＬ－３、ＳＬ－６８、ＳＬ－２２
可以较显著地延缓花生油的脂质过氧化过程，具有相对较强

的抗氧化能力，值得进一步研究。

表１　ＴＢＡ法测定的华木莲内生真菌发酵液抗氧化性

发酵液
Ｄ５３２ｎｍ

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ １４４ｈ
１４４ｈ的清除率

（％）

ＳＬ－１ ０．１１１ ０．２０４ ０．２８４ ０．３８２ ０．４１２ ０．４２９ １５．３８
ＳＬ－２ ０．１３７ ０．２１４ ０．２８１ ０．３７６ ０．４０１ ０．４２６ １５．００
ＳＬ－３ ０．０６８ ０．１１４ ０．２１６ ０．３０７ ０．３２８ ０．３５４ ２９．３０
ＳＬ－２２ ０．１１８ ０．２１１ ０．２５４ ０．３８４ ０．４０７ ０．４１８ １６．５７
ＳＬ－５６ ０．１３４ ０．２１７ ０．２７５ ０．３８９ ０．４１５ ０．４３８ １２．５７
ＳＬ－６８ ０．０７９ ０．２２１ ０．２７１ ０．３１１ ０．３７８ ０．４１０ １８．１６
芸香苷 ０．１４１ ０．２１１ ０．２６３ ０．３８２ ０．４２４ ０．４５６ ８．９８
维生素Ｃ ０．１４７ ０．２１５ ０．２８１ ０．３６４ ０．３９７ ０．４２４ １５．３７
无菌水（ＣＫ） ０．１５４ ０．２７７ ０．３３３ ０．４７１ ０．４９８ ０．５０１ ０

２．２　华木莲内生真菌发酵液对超氧阴离子自由基清除率
从表２可以看出，样品中有效成分越多，清除率越高，其

中最高效的是样品 ＳＬ－３，其清除率高达 ２１％，其次是

ＳＬ－６８。由此可以看出，ＳＬ－３和ＳＬ－６８都是抗氧化性物质
高产菌株，很有开发前景。

表２　华木莲内生真菌发酵液对超氧阴离子自由基清除率

发酵液 Ｄ０ Ｄ１ Ｄ２ ΔＤ１＝（Ｄ１－Ｄ０） 自氧化速率 ΔＤ２＝（Ｄ２－Ｄ１）
清除率

（％）

蒸馏水 １．７４２ １．７６５ １．７８７ ０．０２３ ０．０００８ ０．０２２ ４．３５
ＳＬ－１ １．７４４ １．７６５ １．７８５ ０．０２１ ０．０００７ ０．０２０ ４．７６
ＳＬ－２ １．７４５ １．７６６ １．７８６ ０．０２１ ０．０００７ ０．０２０ ４．７６
ＳＬ－３ １．７４６ １．７６５ １．７８０ ０．０１９ ０．０００６ ０．０１５ ２１．０５
ＳＬ－２２ １．７５２ １．７７２ １．７９１ ０．０２０ ０．０００７ ０．０１９ ５．００
ＳＬ－５６ １．７５７ １．７７９ １．７９９ ０．０２２ ０．０００７ ０．０２０ ９．０９
ＳＬ－６８ １．７４７ １．７７１ １．７９２ ０．０２４ ０．０００８ ０．０２１ １２．５０

２．３　华木莲内生真菌发酵液对羟基自由基的清除率
从表３可知，华木莲内生真菌发酵液对羟基自由基的清

除率从大到小依次为 ＳＬ－３＞ＳＬ－６８＞ＳＬ－２２＞ＳＬ－２＞
ＳＬ－５６＞ＳＬ－１，相对于超氧阴离子自由基的清除率普遍较
高。内生真菌ＳＬ－３、ＳＬ－６８、ＳＬ－２２对羟基自由基的清除
率都比较高，其中ＳＬ－３的清除率为６４．０３％，远远高于其他
菌株，显示出很高的抗氧化性。

表３　华木莲内生真菌培养液对羟基自由基的清除率

发酵液 Ｄ０ｉ Ｄｉ Ｄｉ－Ｄ０ｉ
清除率

（％）

蒸馏水 ０ １．１２６ １．１２６ ０
ＳＬ－１ ０．０１６ ０．９２２ ０．９０６ １９．５４
ＳＬ－２ ０．１１８ ０．９０９ ０．７９１ ２９．７５
ＳＬ－３ ０．４２４ ０．８２９ ０．４０５ ６４．０３
ＳＬ－２２ １．１９７ １．８２２ ０．６２５ ４４．４９
ＳＬ－５６ ０．０３８ ０．８３６ ０．７９８ ２９．１３
ＳＬ－６８ ０．８１５ １．３１３ ０．４９８ ５５．７７

２．４　内生真菌培养液的抗氧化物质中黄酮类化合物浓度
由不同浓度芸香苷绘制得到标准曲线（图１），根据该曲

线得到标准方程：ｙ＝０．０１８９ｘ－０．０４６２，ｒ２＝０．９６３３。式中，
ｘ代表芸香苷浓度；ｙ代表吸光度。
　　同样有６种样品在５１０ｎｍ处的吸光度以及代入式中得
到的抗氧化物质的浓度见表４。从表４可以看出，ＳＬ－３、

ＳＬ－６８的 抗 氧 化 物 质 浓 度 较 高，分 别 为 ３４３３８、
１９．８５１μｇ／ｍＬ。　

表４　华木莲内生真菌发酵液中黄酮类抗氧化物质浓度

发酵液 吸光度Ｄ 抗氧化物的浓度

（μｇ／ｍＬ）

ＳＬ－１ ０．０２６ ３．８２０
ＳＬ－２ ０．０８９ ７．１５３
ＳＬ－３ ０．６０３ ３４．３３８
ＳＬ－２２ ０．２３６ １４．９３１
ＳＬ－５６ ０．０６９ ６．０９５
ＳＬ－６８ ０．３２９ １９．８５１

　　综上可知，内生真菌ＳＬ－３的ＴＢＡ可以较显著地延缓脂
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质过氧化过程，具有相对较强的抗氧化能力，对超氧阴离子自

由基和羟基自由基的清除率效果很好；ＳＬ－３含黄酮类抗氧
化物质浓度较高，为３４．３３８μｇ／ｍＬ，是抗氧化性物质高产菌
株，因而对其进行种属鉴定。

２．５　华木莲内生真菌ＳＬ－３种属鉴定
华木莲内生真菌ＳＬ－３形态学鉴定的方法参见笔者前期

的华木莲叶中内生真菌的群落结构研究［６］，其形态学特点为

典型的青霉属真菌，现对其进行分子鉴定，经扩增５．８ＳｒＤＮＡ
序列，并测序内生真菌 ＳＬ－３的 ＩＴＳ区含５４８ｂｐ，通过 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中进行 Ｂｌａｓｔ比对，应用 ＭＥＧＡ６．０软件中邻接法
（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ，ＮＪ）构建聚类分析树状图，ｂｏｏｔ
ｓｔｒａｐ检验值≥５０％，１０００次重复。基于１０个菌株 ＩＴＳ序列
采用邻接法构建系统发育树，以确证 ＳＬ－３菌株的分类归属
（图２），由此可以看出与内生真菌 ＳＬ－３处于同一分支的４
株菌株均为产黄青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ），并且这个菌
株与产黄青霉的ＩＴＳ序列相似性达９９％。Ｒｅｎｓｋｅ等认为，通
过ＩＴＳ区域比对，序列相似性≥９９％，鉴别为相同种，即内生
真菌 ＳＬ－３鉴定为产黄青霉［１１］。

３　结论

目前，寻找外源性自由基清除剂和抗氧化剂来延缓衰老，

已经成了国内外研究热点，木兰科植物黄酮类化合物含量的

测定已有不少研究，但是抗氧化性能方面的研究很少。因此，

本试验采用华木莲的内生真菌作为对象研究其抗氧化性，结

果显示华木莲叶内生真菌ＳＬ－３是可以产生较多抗氧化物质
的菌株，符合相关文献描述的植物内生真菌可以产生与植物

本身相似或相同的抗氧化性物质［５］，而且提取物中的抗氧化

物质还是比较多的，对于超氧阴离子自由基、羟基自由基有较

强的抑制作用，它们的多种抗氧化活性预示着其产生相关抗

氧化化合物的能力；有望成为较好的天然抗氧化性物质，为进

一步对其发酵工艺研究成为抗衰老保健品的辅料或功能因子

奠定理论基础。
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