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产甘油三油酸酯的薏苡内生真菌 Gibberella moniliformis AH13
发酵培养基的筛选
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Abstract: Fermentation medium of endophytic fungi Gibberella moniliformis AH13 producing triolein from Coix lacryma鄄jobi
Linn. was screened. The results show that fermentation products of G. moniliformis AH13 in potato dextrose liquid medium
(PDB), C. lacryma鄄jobi seed medium (Adlay) and rice medium (Rice) all contain triolein with contents of 10. 27,
87. 48 and 152. 65 滋g·mL-1, respectively, while that in MS medium and B5 medium does not contain triolein. It is
indicated that Rice medium is suitable for fermentation culture of G. moniliformis AH13 to produce triolein. With enhancing
of mass concentration (5-30 g·L-1) of Rice medium, triolein content in fermentation product increases gradually and it is
the highest (213. 79 滋g·mL-1) in 30 g·L-1 Rice medium. It is suggested that 30 g·L-1 Rice medium is the suitable
medium for fermentation culture of G. moniliformis AH13 in C. lacryma鄄jobi to produce triolein.
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摇 摇 薏苡(Coix lacryma鄄jobi Linn.)为禾本科(Poaceae)薏苡属

(Coix Linn.)1 年生草本植物,其干燥成熟种仁为薏苡仁,药食

兼用;薏苡仁中粗蛋白含量 13% ~ 14% ,脂类含量 2% ~ 8% ,
且富含薏苡仁酯[1] 。 薏苡仁具有抗肿瘤[2-5] 、提高机体免疫

力[6] 、降血糖[7-8] 、抗炎镇痛[9] 、调节血脂代谢[10] 和抑制骨质

疏松[11]等药理作用。 薏苡仁油中的主要抗肿瘤活性成分是甘

油三酯类成分,该成分也是评价薏苡仁药材质量的指标成

分[5] ,以其为有效成分制成的注射用乳剂(即康莱特注射液)
现已作为中国临床普遍应用的抗肿瘤药[5] 。

1993 年,Stierle 等首次分离获得与宿主产生相同成分(即
紫杉醇)的内生真菌[12] ,此后,国内外研究人员发现植物内生

真菌产生与宿主相同或相似的生物活性成分并不是个别现

象,不仅先后从红豆杉属(Taxus Linn.)的其他植物中再次分离

得到产生紫杉醇的内生真菌[13] ,还分别从喜树(Camptotheca
acuminata Decne.)、 长春花 也 Catharanthus roseus ( Linn.) G.
Don页、蛇足石杉也Huperzia serrata (Thunb. ex Murray) Trev.页、
贯叶连翘 (Hypericum perforatum Linn.)、足叶草 (Podophyllum
peltatum Linn.)、平贝母 ( Fritillaria ussuriensis Maxim.)、 杜仲

(Eucommia ulmoides Oliver)、秦艽(Gentiana macrophylla Pall.)

和甘肃棘豆(Oxytropis kansuensis Bunge)等药用植物中分离获

得能产生宿主具有的喜树碱[14] 、长春新碱[15] 、石杉碱甲[16] 、
金丝桃素[17] 、鬼臼毒素[18] 、西贝母碱[19] 、绿原酸[20] 、龙胆苦

苷[21]和苦马豆碱[22-23] 等成分的内生真菌菌株[24] 。 此外,内
生真菌还能够产生一些结构新颖的活性化合物。 由于内生真

菌生物多样性高,其次生代谢产物也是一个巨大的天然产物

资源库,因此,内生真菌是许多重要药用成分的新来源。
为探索甘油三油酸酯(triolein)工厂化生产的新途径、扩大

其资源 基 础, 作 者 以 分 离 自 薏 苡 的 内 生 真 菌 Gibberella
moniliformis AH13 为研究对象,对其适宜培养基进行筛选,以
期为 triolein 的人工发酵生产提供研究基础。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

供试内生真菌 Gibberella moniliformis AH13[5]分离自薏苡,
该菌种的 ITS 序列已提交 GenBank(登录号为 KF775590),并
保藏于 中 国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心 ( CCTCC), 保 藏 号 为

AF2013030,4 益斜面保存。
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摇 摇 主要仪器和试剂:HYG-A 全温摇瓶柜(太仓市实验设备

厂);LC-2010A-HT 高效液相色谱仪(日本岛津公司);SEDEX
80 ELSD 蒸发光散射器(法国 Sedere 公司);LCQ Deca XP MAX
离子阱液质联用仪(美国 Finnigan 公司),配有标准电喷雾离

子源(ESI)和大气压大气压力化学电离子源(APCI),分析软件

为 MassHunter 在线工作站和 Qualiative Analysis 离线分析软

件;KQ5200B 型超声仪(昆山市超声仪器有限公司);XTP -
7000 型旋转蒸发仪(上海青浦沪西仪器厂);DFY-500 型高速

重要粉碎机(上海鼎广机械设备有限公司);AL104 型电子天

平也梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司页;ZORBAX SB-C18
色谱柱(美国 Agilent 公司)。 Triolein 标准品(纯度大于 99% )
购自美国 Sigma 公司;主要试剂均为分析纯。
1. 2 摇 方法

1. 2. 1 摇 产 triolein 的液体发酵培养基筛选及培养体系优化

参照 Jia 等[5] 的方法、分别采用马铃薯葡萄糖液体培养基

(PDB)、薏苡仁培养基(Adlay)、大米培养基(Rice)、MS 培养基

和 B5培养基对 G. moniliformis AH13 菌株进行液体培养;采用

下述方法分别测定不同培养基发酵产物中 triolein 的含量,据
此筛选出 triolein 产量最高的液体发酵培养基。

以 triolein 产量最高的 Rice 培养基为基本培养基,对培

养体系参数进行优化 。用质量浓度 0、5、10、15、20、25 和

30 g·L-1的 Rice 培养基对 G. moniliformis AH13 菌株进行发

酵培养,并按照下述方法测定发酵产物中 triolein 含量,据此筛

选出 triolein 产量最高的最佳发酵培养基。
1. 2. 2摇 质谱和色谱分析条件摇 高效液相色谱串联大气压化学

电离源质谱(HPLC-APCI-MS)条件:正离子检测模式,喷雾电

压 3 000 V,毛细管温度 250 益,大气压电离源温度 400 益,
corona 电流 4 滋A,鞘气(高纯液氮)压力 35 kPa。 质谱扫描范

围 300 ~ 900 amu,扫描时间 1 s,Q1 宽度 0. 7。 高效液相色谱

(HPLC)条件: Discovery C18液 相 色 谱 柱(4. 6 mm伊250 mm,
5 滋m);流动相为乙腈-二氯甲烷(体积比 66颐34)混合溶液

1 000 mL;流速 0. 7 mL·min-1;柱温 30 益;蒸发光散射检测

器;漂移管温度 45 益;氮气流速 1. 5 L·min-1,进样量 10 滋L。
1. 2. 3 摇 对照品溶液的配制和分析 摇 精密称取 0. 035 6 g
triolein 标准品,用乙腈-二氯甲烷(体积比 66颐34)混合溶液溶

解并定容至 25 mL,配成质量浓度 1. 424 mg·mL-1的 trolein 对

照品溶液。 按照上述质谱和色谱分析条件进行分析。
1. 2. 4 摇 样品溶液的制备和分析 摇 精密称定 G. moniliformis
AH13 发酵产物的乙酸乙酯提取物粉末 0. 6 g(过 100 目筛),
用乙腈-二氯甲烷(体积比 66 颐 34)混合溶液溶解并定容至

50 mL,称定质量;浸泡 2 h 后超声处理 30 min,冷却后称定质

量;用乙腈-二氯甲烷(体积比 66颐34)混合溶液补足损失的质

量,混匀后依次用滤纸和微孔滤膜(0. 45 滋m)过滤,滤液即为

样品溶液。 按照上述质谱和色谱分析条件进行分析。
1. 3摇 数据处理

采用峰面积归一化法根据标准品的峰面积计算样品中的

triolein 含量。

2摇 结果和分析

2. 1摇 培养基的筛选结果

分 别 用 PDB、 Adlay、 Rice、 MS 和 B5 培 养 基 对 G.
moniliformis AH13 菌株进行液体发酵培养,结果显示:PDB、
Adlay 和 Rice 培养液的产物中均含有 triolein,triolein 含量分别

为 10. 27、87. 48 和 152. 65 滋g·mL-1;而 MS 和 B5培养液中均

未检测出 triolein。 因 Rice 培养液中 triolein 含量最高,故可初

步确定 Rice 培养基对内生真菌 G. moniliformis AH13 产 triolein
的发酵培养较为适宜。
2. 2 摇 培养基的优化

采用不同质量浓度的 Rice 培养基对 G. moniliformis AH13
菌株进行液体发酵培养,产物中 triolein 含量的测定结果见表

1。 结果表明:随 Rice 培养基质量浓度的提高(5 ~ 30 g·L-1),
triolein 含量逐步提高。 其中质量浓度 30 g·L-1 的 Rice 培养

基中 triolein 含量最高,分别是 5、10、15、20 和 25 g·L-1 Rice
培养基中 triolein 含量的 2. 21、1. 58、1. 44、1. 30 和 1. 14 倍。 表

明质量浓度 30 g·L-1 Rice 培养基是 G. moniliformis AH13 菌

株产 triolein 发酵培养的适宜培养基。

表 1 摇 不同质量浓度大米培养基对薏苡内生真菌 Gibberella
moniliformis AH13 发酵产物中 triolein 含量的影响
Table 1摇 Effect of Rice medium with different mass concentrations on
triolein content in fermentation product of endophytic fungi Gibberella
moniliformis AH13 in Coix lacryma鄄jobi Linn.

培养基质量浓度 / g·L-1

Mass concentration of medium
triolein 含量 / 滋g·mL-1

Content of triolein
摇 0(CK) 0. 00

5摇 摇 96. 82
10摇 摇 135. 31
15摇 摇 148. 97
20摇 摇 164. 18
25摇 摇 186. 71
30摇 摇 213. 79

3摇 讨论和结论

本研究结果表明:在马铃薯葡萄糖液体培养基(PDB)、薏
苡仁培养基 ( Adlay) 和大米培养基 ( Rice) 中,内生真菌 G.
moniliformis AH13 均能产生 triolein,其中在 Rice 培养基中

triolein 含量最高(为 152. 65 滋g·mL-1),而在 B5和 MS 培养基

中 G. moniliformis AH13 不能产生 triolein。 这可能是由于 B5和

MS 培养基不能为 G. moniliformis AH13 提供合成 triolein 所需

的底物,而 PDB、Adlay 和 Rice 培养基则能满足 G. moniliformis
AH13 合成 triolein 所需的底物和营养成分。 综合研究结果表

明:30 g·L-1 Rice 培养基适宜于薏苡内生真菌 G. moniliformis
AH13 产 triolein 的发酵培养。
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碳源是微生物合成油脂必需的关键营养成分,常用的碳

源有糖类、油脂、有机酸和低碳醇,蛋白质和氨基酸也可用作

碳源。 Rice 培养基的有机碳源为大米,具有含氮少、疏松、表
面积大等特点,是较好的孢子培养基,可以供真菌孢子发芽、
生长和大量繁殖菌丝体,并使菌丝体粗壮,从而提高发酵产物

的产量;而 PDB 和 Adlay 培养基中的马铃薯和薏苡仁也均富

含有机碳源及其他各种营养成分,因而对 G. moniliformis
AH13 合成 triolein 也有一定的促进作用。 但这些培养基中与

triolein 合成相关的关键成分还需进一步研究确定。
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