
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ｎｏｖ. ２０２３ꎬ ４３(１１): ２０３３－２０４１ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０２２０８００８

罗志宏ꎬ 依旺的ꎬ 邢楠楠ꎬ 等ꎬ ２０２３. 桐花树活性内生真菌筛选及其抗菌化学成分的研究 [ Ｊ]. 广西植物ꎬ ４３(１１):
２０３３－２０４１.
ＬＵＯ ＺＨꎬ ＹＩ ＷＤꎬ ＸＩＮＧ ＮＮꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ [Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ ４３(１１): ２０３３－２０４１.

桐花树活性内生真菌筛选及其抗菌化学成分的研究

罗志宏１ꎬ３ꎬ 依旺的１ꎬ 邢楠楠２ꎬ 刘永宏１ꎬ３ꎬ 高程海１ꎬ３ꎬ 夏辰曦１ꎬ３ꎬ 陈显强１ꎬ３∗

( １. 广西中医药大学 海洋药物研究院ꎬ 南宁 ５３０２００ꎻ ２. 广西中医药大学 广西中医药科学实验中心 / 广西中医基础研究

重点实验室ꎬ 南宁 ５３０２００ꎻ ３. 广西中医药大学 广西海洋药物重点实验室ꎬ 南宁 ５３０２００ )

摘　 要: 为了探究桐花树内生真菌在抑菌方面的价值ꎬ该文以内生真菌发酵产物的抑菌作用为评价指标筛

选活性菌株ꎬ采用生物活性跟踪方法结合多种色谱技术分离活性菌株的化学成分ꎬ通过波谱与文献数据比

对鉴定单体化合物结构ꎬ并利用微孔板法测定单体化合物的抑菌活性ꎮ 结果表明:(１)从桐花树分离得到的

１６ 株内生真菌隶属 ２ 纲 ７ 目 １０ 科 １０ 属ꎬ镰刀菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)为优势菌属ꎮ 内生真菌 ＧＸＩＭＤ０２０２９ 和

ＧＸＩＭＤ０２０３９ 的发酵产物对枯草芽孢杆菌、表皮葡萄球菌、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、藤黄微球菌、粘性

放线菌和金黄色葡萄球菌有不同程度的抑制作用ꎬＧＸＩＭＤ０２０３８ 发酵产物对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、
藤黄微球菌和金黄色葡萄球菌有抑制作用ꎮ (２)７ 个化合物从内生真菌 Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０２０２９ 中被分

离并鉴定为(１５Ｒ)￣ａｃｅｔｏｘｙｄｏｔｈｉｏｒｅｌｏｎｅ Ａ (１)、ｃｙｔｏｓｐｏｒｏｎｅ Ｂ(２)、ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｏｎｅ Ｈ(３)、ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｏｎｅ Ｂ(４)、
对羟基苯甲醛(５)、对羟基苯甲酸(６)、Ｎ￣(２￣苯乙基)乙酰胺(７)ꎮ (３)化合物 １ 和化合物 ２ 有不同程度的抑

菌作用ꎬ化合物 １ 对枯草芽孢杆菌、表皮葡萄球菌、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ 值为 １５.６２５ mｇ􀅰
ｍＬ￣１ꎬ对藤黄微球菌和粘性放线菌的 ＭＩＣ 值为 ７.８１２ ５ mｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ对金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ 值为 ３１.２５ mｇ􀅰
ｍＬ￣１ꎮ 化合物 ２ 对藤黄微球菌的 ＭＩＣ 值为 ６２.５ mｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ对枯草芽孢杆菌、表皮葡萄球菌、耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌、粘性放线菌的 ＭＩＣ 值为 １２５ mｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ对金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ 值为 ２５０ mｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 该文筛

选了 ３ 株活性菌株ꎬ首次报道化合物 １ 具有抗菌活性ꎬ为桐花树内生真菌在抗菌价值方面提供了依据ꎮ
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ｍＬ￣１ . Ｔｈｒｅｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｊｅｃｔ. Ｉｔ ｉｓ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｈａｔ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ １ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉꎬ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓꎬ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ

　 　 桐花树(Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ)是红树林的重

要组成之一ꎬ从中分离得到的甾醇、三萜、醌类、黄
酮、有机酸等化合物具有抗炎镇痛、抗肿瘤、抗菌、
抗氧化、降血糖、抗疟疾、止泻、保肝、抗凝血等药

理活性(田晓萌等ꎬ２０１７ꎻＢｉｂｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 这些

活性物质的提取需要砍伐大量的桐花树ꎬ易破坏

红树林生态系统ꎮ 为了保护且合理利用桐花树的

药用资源ꎬ桐花树内生菌及其代谢产物研究在近

年来受到了更多的关注ꎮ 李菲等(２０２０)报道桐花

树内生细菌具有抗血栓作用ꎬ是发掘溶血栓活性

物质的资源ꎮ 目前活性代谢产物多来源于桐花树

内生真菌ꎬ主要包括生物碱、蒽醌、聚酮类、酚类

等ꎬ它们在抗病毒、抗肿瘤等方面具有潜在的价值

(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻＣａｄａｍｕｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 从桐

花树内生真菌 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｓｐ.中分离到的含有不

饱和脂肪链的苯酚和苯甲醛类化合物 ( ｐｅｓｔａｌｏｌｓ
Ａ－Ｅ)和甾醇化合物对甲型流感病毒亚型(Ｈ３Ｎ２)
和甲型病毒 ( Ｈ１Ｎ１) 有抑制作用ꎬ ｐｅｓｔａｌｏｌ Ｂ 和

ｐｅｓｔａｌｏｌ Ｃ 还对多个肿瘤细胞有细胞毒活性( Ｓｕｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 内生真菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｉｎｃａｒｎａｔｕｍ 从桐花

树内果实分离得到ꎬ其代谢产物中的 ３ 个结构独

特生物碱对 ＨＵＶＥＣ、Ｋ￣５６２ 和 ＨｅＬａ 细胞系有较弱

的抗增殖和细胞毒活性(Ｄｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 蒽醌

二聚体衍生物 ａｌｔｅｒｐｏｒｒｉｏｌｓ Ｋ－Ｍ 从桐花树内生真菌

Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ. ＺＪ９￣６Ｂ 分离得到ꎬａｌｔｅｒｐｏｒｒｉｏｌｓ Ｋ 和 Ｌ
对肿瘤细胞有一定的细胞毒作用( Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１)ꎮ 多个特特拉姆酸和聚酮类化合物从桐花

树内生真菌 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ.中分离ꎬ有较好的抑制

肿瘤细胞增殖作用(Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ａꎬ ｂ)ꎮ 虽然桐

花树内生真菌有较高的药用开发潜能ꎬ但关于其

抗菌化学成分报道较少ꎮ
本研究以采自广西茅尾海康熙岭红树林自然

保护区的桐花树为材料ꎬ分离其中的内生真菌ꎬ以
内生真菌发酵产物的抑菌活性为指标筛选活性菌

株ꎬ通过抑菌活性导向分离活性菌株的次级代谢

产物ꎬ采用微孔板法测定次级代谢产物的抗菌作

４３０２ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



用ꎬ拟探讨桐花树内生真菌代谢产物的抗菌药用

价值ꎬ为抗生素的开发拓展资源和提供物质基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和仪器

乙腈为色谱纯 (上海星可高纯溶剂有限公

司)ꎬ甲醇、乙酸乙酯、石油醚等化学试剂为分析纯

(广东光华科技股份有限公司)ꎻＤＮＡ 提取试剂盒

[ＤＰ３０５ꎬ天根生化科技(北京)有限公司]ꎻＰＣＲ 试

剂盒(２×ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘꎬ北京全式金生物

技 术 股 份 有 限 公 司 )ꎻ 引 物 ＩＴＳ１ ( ５′￣
ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′) / ＩＴＳ４ ( ５′￣
ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′) [生工生物工程

(上海)股份有限公司合成]ꎻ柱层析硅胶ꎬ薄层硅

胶板(烟台江友硅胶开发有限公司)ꎻ抗菌活性指

示菌:耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 ( ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ￣
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ＡＴＣＣ ４３３００)、表皮

葡 萄 球 菌 ( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ ＡＴＣＣ
１２２２８)、 铜 绿 假 单 胞 菌 ( Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
ＡＴＣＣ １０１４５ )、 粘 性 放 线 菌 ( Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ ｖｉｓｃｏｓｕｓ
ＡＴＣＣ １５９８７ )、 藤 黄 微 球 菌 ( Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｌｕｔｅｕｓ
ＡＴＣＣ ４９７３２ )、 枯 草 芽 孢 杆 菌 ( Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ
ＡＴＣＣ ６０５１ )、 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ ＡＴＣＣ １４２２２)、 大 肠 杆 菌 ( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ＡＴＣＣ ２５９２２)、肺炎克雷伯菌(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
ＡＴＣＣ１３８８３ ) 和 鲍 曼 不 动 杆 菌 ( Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ
ｂａｕｍａｎｎｉｉ ＡＴＣＣ １９６０６)由广西中医药大学海洋药

物研究院保藏ꎻ查氏培养基、虎红(琼脂)培养基、
ＭＢ 培养基用于桐花树内生真菌分离ꎻ大米培养基

(大米 １００ ｇ、海盐 １.５ ｇ、蒸馏水 １１０ ｍＬ)用于内生

真菌的扩大发酵ꎻ桐花树叶于 ２０２０ 年 ９ 月采集于

广西钦州市茅尾海康熙岭红树林自然保护区ꎮ
ＬＣ￣２０３０Ｃ ３Ｄ Ｐｌｕｓ 型高效液相色谱仪(日本岛

津公司)ꎻＡｖａｎｃｅ ＩＩＩ ＨＤ ５００Ｍ 超导核磁共振波谱

仪(Ｂｒｕｋｅｒ 公司)ꎻＥＹＥＬＡ Ｎ￣１３００Ｄ 型旋转蒸发仪

(东京理化器械株式会社)ꎻＣ１０００ 型 ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ 公司)ꎻ ｓｅｐａｃｏｒｅ 型中压制 备 色 谱 仪 ( 瑞 士

Ｂｕｃｈｉ 公司)ꎻＳＨＺ￣ＣＢ 型循环水真空泵(巩义市予

华仪器有限公司)ꎻＫＱ￣２５０ＤＢ 型超声仪(巩义市

予华仪器有限公司)ꎻ电泳仪(北京六一生物科技

有限公司)ꎻ凝胶成像分析仪(ＶＩＬＢＥＲ ＬＯＵＲＭＡＴ
公司)ꎻ培养箱(上海精宏实验设备有限公司)ꎮ

１.２ 方法

１.２.１ 桐花树内生真菌的分离与鉴定 　 参考 Ｓｈａｎ
等(２０１２)的方法分离桐花树内生真菌ꎬ新鲜树叶

用无菌水漂洗 ３ 次后ꎬ浸泡在 ７０％乙醇中 ３０ ｓꎬ
０.２％升汞处理 ２０ ｍｉｎꎬ无菌水反复漂洗 ５ 次ꎬ无菌

滤纸吸干树叶表面水分ꎮ 用剪刀将树叶剪成约

０.５ ｃｍ 的碎片ꎬ均匀地放置在 ＭＢ 培养基、查氏培

养基和虎红(琼脂)培养基上ꎬ置于 ２８ ℃恒温箱中

培养ꎮ 待菌落长出后ꎬ挑取形态、色泽不同的菌落

接种于新的培养基上ꎬ连续多次纯化ꎬ直至得到单

一菌落ꎮ 纯菌株保藏在 ４ ℃下ꎬ备用ꎮ
取少量新鲜菌体ꎬ根据试剂盒的操作说明提

取真菌基因组 ＤＮＡꎬ以获得的 ＤＮＡ 为模板ꎬ采用

真菌核糖体转录间隔区通用引物 ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ４ 进

行 ＰＣＲ 扩增ꎮ １％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物ꎬ
扩增成功后送至生工生物工程(上海)股份有限公

司进行测序ꎮ 测序结果提交到 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库应

用 ＢＬＡＳＴ 比对序列相似性ꎬ下载同源性较高的序

列ꎮ 运用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建

系统发育树ꎬ按照 ｐ￣ｄｉｓｔａｎｃｅ 方法计算进化距离ꎬ
可靠性设置 １ ０００ 次 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 计算得出ꎮ
１.２.２ 桐花树内生真菌发酵产物的制备　 内生真菌

菌株接种至 ＭＢ 液体培养基ꎬ２８ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１条

件下培养 ３~ ５ ｄꎬ即获得种子液ꎮ 将种子液接种到

装有大米固体培养基的 １ ０００ ｍＬ 锥形瓶中ꎬ共 ２
瓶ꎮ 在 ２８ ℃下静置培养 ３０ ｄꎮ 乙酸乙酯超声提取 ３
次ꎬ合并提取液ꎬ减压回收溶剂ꎬ得到菌株发酵产物ꎮ
１.２.３ 桐花树内生真菌发酵产物的抑菌活性测试

　 采用滤纸片琼脂扩散法筛选桐花树内生真菌发

酵产物的抑菌活性ꎮ 发酵产物溶解在 ＤＭＳＯ 中ꎬ
初始浓度为 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 阳性对照氨苄青霉素

钠和环丙沙星溶解在 ＤＭＳＯꎬ初始浓度为 ０.１ ｍｇ􀅰
ｍＬ￣１ꎮ ＤＭＳＯ 作为阴性对照ꎮ 吸取 ３ μＬ 待测样品

到直径为 ６ ｍｍ 的无菌滤纸片上ꎬ载样滤纸片贴于

有指示菌的 ＬＢ 平板上ꎬ３７ ℃培养 １６ ｈꎮ 采用十字

交叉法记录抑菌圈的直径ꎮ 通过抑菌圈直径大小

评价发酵产物活性ꎬ从而筛选出能够产生抗菌物

质的活性菌株ꎮ
１.２.４ 菌株 Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０２０２９ 扩大发酵和

代谢产物的分离 　 Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０２０２９ 的

发酵方法同 １.２.２ 项下ꎬ发酵数量扩大至 １００ 瓶ꎮ
用乙酸乙酯浸提发酵产物 ５ 次ꎬ减压浓缩ꎬ得到浸

膏 ９５ ｇꎮ 浸膏经正相硅胶(２００ ~ ３００ 目)柱层析ꎬ

５３０２１１ 期 罗志宏等: 桐花树活性内生真菌筛选及其抗菌化学成分的研究



二氯甲烷－甲醇( １００ ∶ ０ ~ ０ ∶ １００ꎬＶ / Ｖ) 梯度洗

脱ꎬ根据薄层色谱分析结果合并ꎬ得到 ４ 个组分

(Ｆｒ. １ ~ Ｆｒ. ４)ꎮ Ｆｒ. ２ 运用反相色谱柱分离ꎬ甲醇－
水(３０ ∶ ７０ ~ ７０ ∶ ３０ꎬＶ / Ｖ)梯度洗脱得到 Ｆｒ.２.１ ~
２.４ 组分ꎮ Ｆｒ. ２.１ 经过两次硅胶柱层析分离得到

化合物 ５ ( ４０. ０ ｍｇ)ꎮ Ｆｒ. ２. ２ 经反相色谱柱 (甲

醇－水 ３０ ∶ ７０ ~ ７０ ∶ ３０ꎬＶ / Ｖ)梯度分离ꎬ再运用

ＨＰＬＣ 制备(乙腈－水 ２５ ∶ ７５ꎬＶ / Ｖ)得到化合物 ７
(１８４.４ ｍｇ)ꎮ Ｆｒ. ２.３ 经凝胶柱脱色后ꎬ再经 ＨＰＬＣ
制备(乙腈 －水 ５５ ∶ ４５ꎬＶ / Ｖ) 得到化合物 １ ( ７. ６
ｍｇ)ꎮ Ｆｒ. ２. ４ 经 反 相 色 谱 柱 分 离ꎬ 甲 醇 － 水

(８０ ∶ ２０ꎬＶ / Ｖ) 等度洗脱得到组分 Ｆｒ. ２. ４Ａ 和

Ｆｒ. ２. ４Ｂꎮ Ｆｒ. ２. ４Ａ 经凝胶柱分离和 ＨＰＬＣ 制备

(乙腈－水６０ ∶ ４０ꎬＶ / Ｖ)得到化合物 ３(１１.３ ｍｇ)和
化合物 ２(２９３.５ ｍｇ)ꎻＦｒ. ２.４Ｂ 经 ＨＰＬＣ 制备(乙

腈－水７０ ∶ ３０ꎬＶ / Ｖ)得到化合物 ４(１３.６ ｍｇ)ꎮ Ｆｒ.３
经凝胶柱纯化ꎬ再经 ＨＰＬＣ 制备(乙腈－水 ７０ ∶ ３０ꎬ
Ｖ / Ｖ)得到化合物 ６(６７.７ ｍｇ)ꎮ
１. ２. ５ 单 体 化 合 物 的 最 低 抑 菌 浓 度 ( ｍｉｎｉｍａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬＭＩＣ)测定 　 单体化合物溶

解在 ＤＭＳＯ 中ꎬ初始浓度为 １０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的溶液ꎮ
阳性对照为氨苄青霉素钠和环丙沙星配成 １ ｍｇ􀅰
ｍＬ￣１的 ＤＭＳＯ 溶液ꎮ 指示菌接种于 ＬＢ 培养基ꎬ３７
℃下振荡培养至对数期ꎬ调节菌悬液 １０６ ＣＦＵ􀅰
ｍＬ￣１ꎮ ９６ 孔板的第 １ 列加入 １９０ μＬ ＬＢ 液体培养

基和 １０ μＬ 样品ꎬ第 ２ 至第 ９ 列每孔加入 １００ μＬ
ＬＢ 液体培养基ꎮ 第 １ 列混合均匀后ꎬ取 １００ μＬ 培

养液到第 ２ 列ꎬ倍比稀释至第 ８ 列ꎮ 第 １ 至第 ８ 列

每孔加入 １００ μＬ 菌液ꎬ第 ９ 列不加菌液作为阴性

对照ꎬ第 １０ 列每孔加入 １００ μＬ ＬＢ 培养液和 １００
μＬ 菌液作空白对照ꎮ 单体化合物的终浓度依次

为 ２５０、 １２５、 ６２. ５、 ３１. ２５、 １５. ６２５、 ７.８１２ ５、
３.９０６ ２５、１. ９５３ １２５ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ每个浓度设 ３ 复

孔ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ ３７ ℃恒温培养 ２４ ｈꎬ观察实验

结果ꎬ若孔内澄清ꎬ说明小孔内细菌生长被抑制ꎬ
对应澄清孔的最小浓度值为化合物的 ＭＩＣ 值ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 菌株鉴定结果

根据菌落形态、颜色特征排重后ꎬ选取 １６ 株

内生真菌基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得 ５００ ~
６００ ｂｐ 的单一片段碱基对ꎮ 基于 ＢＬＡＳＴ 比对扩增

产物序列的结果见表 １ꎮ 由表 １ 可知ꎬ１６ 株内生真

菌分属 ２ 纲 ７ 目 １０ 科 １０ 属ꎬ镰刀属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)为
优势菌属ꎬ占鉴定菌株的 ２５％ꎮ 选取同源性较高

的相似菌株序列以 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 法聚类构建系

统发育树(图 １)ꎬ１６ 株内生真菌均与相似菌株构

成了末端聚类且支持率大于 ５０％ꎮ

表 １　 桐花树内生真菌 ＩＴＳ 序列在

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库比对结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｔｃｈｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ ＩＴＳ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｒｏｍ Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

相似菌种
Ｓｉｍｉｌａｒ ｓｔｒａｉｎ

ｓｐｅｃｉｅｓ

登记号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

相似度
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ
(％)

ＧＸＩＭＤ０２０２８ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｉｎｃａｒｎａｔｕｍ ＭＴ５６０２２９ ９９.６１

ＧＸＩＭＤ０２０２９ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ａｓｐａｒａｇｉ ＭＮ０８９６２９ ９６.５７

ＧＸＩＭＤ０２０３０ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ. ＭＦ３９８８３６ ９９.０５

ＧＸＩＭＤ０２０３１ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ ＭＫ０４１４８４ ９８.９０

ＧＸＩＭＤ０２０３２ Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ ＭＧ９５４３３２ ９９.８３

ＧＸＩＭＤ０２０３３ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ＭＮ２９８７５４ ９８.９０

ＧＸＩＭＤ０２０３４ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｉｎｃａｒｎａｔｕｍ ＭＮ８７１５６０ ９９.６１

ＧＸＩＭＤ０２０３５ Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｓｐ. ＫＸ０６５２７９ １００

ＧＸＩＭＤ０２０３６ Ａｍｏｒｏｃｏｅｌｏｐｈｏｍａ ｓｐ. ＭＴ１１２３０５ ９８.８０

ＧＸＩＭＤ０２０３７ 　 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃａｕｌｉｖｏｒａ ＭＴ１９７３８３ ９８.３６

ＧＸＩＭＤ０２０３８ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ ＭＴ７３４０５４ ９９.４２

ＧＸＩＭＤ０２０３９ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｏｒｙｚａｅ ＭＮ１８０２２４ ９８.３９

ＧＸＩＭＤ０２０４０ Ｍｕｙｏｃｏｐｒｏｎ ｌａｔｅｒａｌｅ ＭＴ６５８０３７ ９９.３０

ＧＸＩＭＤ０２０４１ Ｓｐｏｒｏｒｍｉａｃｅａｅ ｓｐ. ＫＸ０６５２８４ １００

ＧＸＩＭＤ０２０４２ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ａｕｓｔｒａｌｉａｎａ ＭＮ７０８２２４ ９７.０３

ＧＸＩＭＤ０２０４３ Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｏｒｙｚａｅ ＭＫ１３１３２５ ９９.０４

２.２ 活性菌株筛选结果

菌 株 发 酵 产 物 抑 菌 结 果 见 表 ２ꎬ 菌 株

ＧＸＩＭＤ０２０２９ 和 ＧＸＩＭＤ０２０３９ 的发酵产物对枯草

芽孢杆菌、表皮葡萄球菌、耐甲氧西林金黄色葡萄

球菌、藤黄微球菌、粘性放线菌和金黄色葡萄球菌

有不同程度的抑制作用ꎻ菌株 ＧＸＩＭＤ０２０３８ 的发

酵产物对藤黄微球菌、粘性放线菌和金黄色葡萄

球菌有一定的抑制作用ꎻ其他菌株发酵产物未显

示抑菌活性ꎮ 所有菌株发酵产物对铜绿假单胞

菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌和大肠杆菌均未

显示抑制作用ꎮ
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图 １　 基于 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建内生真菌的 ＩＴＳ￣ｒＤＮＡ 序列系统发育树
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＩＴＳ￣ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｂｙ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

２.３ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０２０２９ 代谢产物的分离

与结构鉴定

运用硅胶柱色谱、反相柱色谱、凝胶柱色谱和

高效 液 相 制 备 色 谱 技 术 从 桐 花 树 内 生 真 菌

Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０２０２９ 发酵产物中分离到 ７
个化合物ꎬ分别鉴定为 ( １５Ｒ) ￣ａｃｅｔｏｘｙｄｏｔｈｉｏｒｅｌｏｎｅ
Ａ ( １)、 ｃｙｔｏｓｐｏｒｏｎｅ Ｂ ( ２)、 ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｏｎｅ Ｈ ( ３)、
ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｏｎｅ Ｂ(４)、对羟基苯甲醛(５)、对羟基苯

甲酸(６)、Ｎ￣(２￣苯乙基)乙酰胺(７)ꎬ化合物结构

见图 ２ꎮ
化合物 １ 　 白色粉末ꎮ１ Ｈ ＮＭＲ ( ５００ ＭＨｚꎬ

ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ６. ２０ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ２ Ｈｚꎬ Ｈ￣４)ꎬ
６.２７ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.２ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ３.５８ (２Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣
２)ꎬ２.９１ (２Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７.５ Ｈｚꎬ Ｈ￣１０)ꎬ４.１１ (２Ｈꎬ
ｑꎬ Ｊ ＝ ７. ０ Ｈｚꎬ Ｈ￣１７)ꎬ ２. ０１ ( ３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣２０ )ꎬ
１.２８ ~ １.６８ (８Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣１１－Ｈ￣１５)ꎬ１.２０ (３Ｈꎬ ｄꎬ
Ｊ ＝ ６.５ Ｈｚꎬ Ｈ￣１６)ꎬ１.２５ (３Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣
１８)ꎻ１３Ｃ ＮＭＲ (１２５ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δＣ: １７３.６ (Ｃ￣
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表 ２　 菌株发酵产物的抑菌活性
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株 Ｓｔｒａｉｎ
抑菌圈直径 Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｚｏｎｅ (ｍｍ)

ＢＳ ＳＥ ＭＲＳＡ ＭＬ ＡＶ ＳＡ

ＧＸＩＭＤ０２０２９ １０.０ １０.５ １６.５ １４.５ １１.０ １２.０

ＧＸＩＭＤ０２０３８ — — ７.０ １９.０ — ８.０

ＧＸＩＭＤ０２０３９ １１.０ ９.５ ９.０ ９.０ ９.０ １０.０

环丙沙星 Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ２０.０ ２１.５ — １６.０ ２１.０ ２０.０

氨苄青霉素钠 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｓｏｄｉｕｍ ２１.０ ２５.０ — ２８.０ ２３.０ ２０.５

　 注: — 表示未产生抑菌圈ꎮ ＢＳ. 枯草芽孢杆菌ꎻ ＳＥ. 表皮葡萄球菌ꎻ ＭＲＳＡ. 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌ꎻ ＭＬ. 藤黄微球菌ꎻ
ＡＶ. 粘性放线菌ꎻ ＳＡ. 金黄色葡萄球菌ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: — ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｚｏｎｅ. ＢＳ. Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓꎻ ＳＥ. Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓꎻ ＭＲＳＡ. Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓ. ａｕｒｅｕｓꎻ
ＭＬ. Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｌｕｔｅｕｓꎻ ＡＶ. Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ ｖｉｓｃｏｓｕｓꎻ ＳＡ. Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 从 Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０２０２９ 中鉴定的化合物结构
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０２０２９

１)ꎬ４０.５ (Ｃ￣２)ꎬ１３７.０ (Ｃ￣３)ꎬ１１１.７ (Ｃ￣４)ꎬ１６１.３
(Ｃ￣５)ꎬ１０２.７ (Ｃ￣６)ꎬ１５９.８ ( Ｃ￣７)ꎬ１２１.２ ( Ｃ￣８)ꎬ
２０８.８ (Ｃ￣９)ꎬ４５.０ (Ｃ￣１０)ꎬ２５.４ (Ｃ￣１１)ꎬ３０.２ (Ｃ￣
１２)ꎬ２６.３ (Ｃ￣１３)ꎬ３６.８ (Ｃ￣１４)ꎬ７２.４ (Ｃ￣１５)ꎬ２０.２
(Ｃ￣１６)ꎬ ６１. ８ ( Ｃ￣１７)ꎬ １４. ５ ( Ｃ￣１８)ꎬ １７２. ７ ( Ｃ￣
１９)ꎬ２１.２ ( Ｃ￣２０)ꎮ 上述数据与文献( Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)数据基本一致ꎬ故化合物 １ 被鉴定为(１５Ｒ) ￣
ａｃｅｔｏｘｙｄｏｔｈｉｏｒｅｌｏｎｅ Ａꎮ

化合物 ２　 淡黄色粉末ꎮ１Ｈ ＮＭＲ (５００ ＭＨｚꎬ
ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ６. ２５ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ５ Ｈｚꎬ Ｈ￣４)ꎬ
６.１８ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ５ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ４. ０９ ( ２Ｈꎬ ｑꎬ
Ｊ ＝ ７. ５ Ｈｚꎬ Ｈ￣１７)ꎬ ３. ５６ ( ２Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣２)ꎬ ２. ８９
(２Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７. ５ Ｈｚꎬ Ｈ￣１０)ꎬ１. ６０ ( ２Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣
１１)ꎬ１.２６ ~ １.３４ (８Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣１２－Ｈ￣１５)ꎬ１.２２ (３Ｈꎬ
ｔꎬ Ｊ ＝ ７.５ Ｈｚꎬ Ｈ￣１８)ꎬ０.８８ (３Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７.５ Ｈｚꎬ
Ｈ￣１６ )ꎻ１３Ｃ ＮＭＲ (１２５ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δＣ: １７３.５
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(Ｃ￣１)ꎬ４０. ５ ( Ｃ￣２)ꎬ１３７. ０ ( Ｃ￣３)ꎬ１０２. ７ ( Ｃ￣４)ꎬ
１６１.３ ( Ｃ￣５)ꎬ１１１. ７ ( Ｃ￣６)ꎬ １５９. ８ ( Ｃ￣７)ꎬ １２１. ２
(Ｃ￣８)ꎬ２０９.０ (Ｃ￣９)ꎬ４５.２ ( Ｃ￣１０)ꎬ２５.５ ( Ｃ￣１１)ꎬ
３０.４ (Ｃ￣１２)ꎬ３０.２ (Ｃ￣１３)ꎬ３２.９ (Ｃ￣１４)ꎬ２３.６ (Ｃ￣
１５)ꎬ１４.４ (Ｃ￣１６)ꎬ６１.８ (Ｃ￣１７)ꎬ１４.５ (Ｃ￣１８)ꎮ 上

述数据与文献(Ｂｒａｄｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)数据基本一致ꎬ
故化合物 ２ 被鉴定为 ｃｙｔｏｓｐｏｒｏｎｅ Ｂꎮ

化合物 ３ 　 白色粉末ꎮ１ Ｈ ＮＭＲ ( ５００ ＭＨｚꎬ
ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ６. ７６ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ４ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ
６.６７ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣４)ꎬ５.９９ (１Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣
１０)ꎬ４.１２ (２Ｈꎬ ｑꎬ Ｊ ＝ ７.２ Ｈｚꎬ Ｈ￣１７)ꎬ４.０６ (２Ｈꎬ
ｓꎬ Ｈ￣２)ꎬ２. ６０ (２Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７. ６ Ｈｚꎬ Ｈ￣１２)ꎬ１. ７２
(２Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣１３)ꎬ １. ３７ ( ４Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣１４ꎬ Ｈ￣１５)ꎬ
１.２３ (３Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７. ２ Ｈｚꎬ Ｈ￣１８)ꎬ０. ９２ ( ３Ｈꎬ ｔꎬ
Ｊ ＝ ７.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣１６)ꎻ１３Ｃ ＮＭＲ (１２５ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ)
δＣ: １７３.５ (Ｃ￣１)ꎬ４２.０ (Ｃ￣２)ꎬ１３８.８ (Ｃ￣３)ꎬ１１９.６
(Ｃ￣４)ꎬ１６３.４ (Ｃ￣５)ꎬ１０２.９ ( Ｃ￣６)ꎬ１６１.３ ( Ｃ￣７)ꎬ
１１５.７ ( Ｃ￣８)ꎬ１８１. ４ ( Ｃ￣９)ꎬ１１０. ４ ( Ｃ￣１０)ꎬ１７０. ５
(Ｃ￣１１)ꎬ３４.５ (Ｃ￣１２)ꎬ２７.６ (Ｃ￣１３)ꎬ３２.３ (Ｃ￣１４)ꎬ
２３.４ (Ｃ￣１５)ꎬ１４.３ (Ｃ￣１６)ꎬ６１.７ (Ｃ￣１７)ꎬ１４.５ (Ｃ￣
１８)ꎮ 上述数据与文献( Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)数据基

本一致ꎬ故化合物 ３ 被鉴定为 ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｏｎｅ Ｈꎮ
化合物 ４　 淡黄色粉末ꎮ１Ｈ ＮＭＲ (５００ ＭＨｚꎬ

ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ６. ７７ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ３ Ｈｚꎬ Ｈ￣８)ꎬ
６.６８ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.３ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ６.００ (１Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣
１０)ꎬ４.１３ (２Ｈꎬ ｑꎬ Ｊ ＝ ７.５ Ｈｚꎬ Ｈ￣１９)ꎬ４.０７ (２Ｈꎬ
ｓꎬ Ｈ￣２)ꎬ２. ６１ (２Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７. ５ Ｈｚꎬ Ｈ￣１２)ꎬ１. ７２
(２Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣１３)ꎬ１. ２６ ~ １. ４３ ( ８Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣１４ －Ｈ￣
１７)ꎬ１.２１ (３Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７.５ Ｈｚꎬ Ｈ￣２０)ꎬ０.９０ (３Ｈꎬ
ｔꎬ Ｊ ＝ ７. ０ Ｈｚꎬ Ｈ￣１８ )ꎻ１３ Ｃ ＮＭＲ ( １２５ ＭＨｚꎬ
ＣＤ３ＯＤ) δＣ: １７３.４ (Ｃ￣１)ꎬ４２.１ (Ｃ￣２)ꎬ１３８.７ (Ｃ￣
３)ꎬ１１９.５ (Ｃ￣４)ꎬ１６３.３ (Ｃ￣５)ꎬ１０２.９ (Ｃ￣６)ꎬ１６１.２
(Ｃ￣７)ꎬ１１５.７ (Ｃ￣８)ꎬ１８１.４ (Ｃ￣９)ꎬ１１０.４ (Ｃ￣１０)ꎬ
１７０.５ ( Ｃ￣１１)ꎬ３４. ５ ( Ｃ￣１２)ꎬ ２７. ９ ( Ｃ￣１３)ꎬ ３０. １
(Ｃ￣１４)ꎬ３０.０ (Ｃ￣１５)ꎬ３２.８ (Ｃ￣１６)ꎬ２３.７ (Ｃ￣１７)ꎬ
１４.５０ (Ｃ￣１８)ꎬ６１.７ (Ｃ￣１９)ꎬ１４.４０ (Ｃ￣２０)ꎮ 上述

数据与文献 ( Ｂｅｅｋｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３) 数据基本一

致ꎬ故化合物 ４ 被鉴定为 ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｏｎｅ Ｂꎮ
化合物 ５ 　 白色粉末ꎮ１ Ｈ ＮＭＲ ( ５００ ＭＨｚꎬ

ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ９.７４ (１Ｈꎬ ｓꎬ ＣＨＯ)ꎬ７.７５ (２Ｈꎬ ｄꎬ
Ｊ ＝ ８. ４ Ｈｚꎬ Ｈ￣２ꎬ Ｈ￣６)ꎬ６. ９０ ( ２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８. ４
Ｈｚꎬ Ｈ￣３ꎬ Ｈ￣５)ꎻ１３Ｃ ＮＭＲ (１２５ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δＣ:
１３０.２ (Ｃ￣１)ꎬ １３３.４ (Ｃ￣２ꎬ Ｃ￣６)ꎬ１１６.８ ( Ｃ￣３ꎬ Ｃ￣

５)ꎬ１６５.１ (Ｃ￣４)ꎬ１９２.８ (ＣＨＯ)ꎮ 上述数据与文献

(Ｓｈａｔａｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)数据基本一致ꎬ故化合物 ５
被鉴定为对羟基苯甲醛(ｐ￣ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ)ꎮ

化合物 ６　 淡黄色粉末ꎮ１Ｈ ＮＭＲ (５００ ＭＨｚꎬ
ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ７.８６ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８.７ Ｈｚꎬ Ｈ￣２ꎬ Ｈ￣
６)ꎬ ６. ８１ ( ２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８. ７ Ｈｚꎬ Ｈ￣３ꎬ Ｈ￣５ )ꎻ
１３Ｃ ＮＭＲ (１２５ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δＣ: １２２.７ (Ｃ￣１)ꎬ
１３３.０ ( Ｃ￣２ꎬ Ｃ￣６)ꎬ１１６. ０ ( Ｃ￣３ꎬ Ｃ￣５)ꎬ１６３. ４ ( Ｃ￣
４)ꎬ １７０. ２ ( ＣＯＯＨ)ꎮ 上 述 数 据 与 文 献 数 据

(Ｓｈａｔａｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)基本一致ꎬ故化合物 ６ 被鉴

定为对羟基苯甲酸(ｐ￣ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ)ꎮ
化合物 ７ 　 白色粉末ꎮ１ Ｈ ＮＭＲ ( ５００ ＭＨｚꎬ

ＣＤＣｌ３) δＨ: ７.１６ ~ ７.３０ (５Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣２－Ｈ￣６)ꎬ３.４９
(２Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣８)ꎬ２.８０ (２Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７.０
Ｈｚꎬ Ｈ￣７)ꎬ １. ９２ ( ３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣１０)ꎻ１３ Ｃ ＮＭＲ ( １２５
ＭＨｚꎬ ＣＤＣｌ３) δＣ: １３８. ９ ( Ｃ￣１)ꎬ１２８. ６ ( Ｃ￣２ꎬ Ｃ￣
６)ꎬ１２８.７ (Ｃ￣３ꎬ Ｃ￣５)ꎬ１２６.５ (Ｃ￣４)ꎬ３５.６ (Ｃ￣７)ꎬ
４０.６ (Ｃ￣８)ꎬ１７０.１ ( Ｃ￣９)ꎬ２３. ２ ( Ｃ￣１０)ꎮ 上述数

据与文献(Ｖａｃａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)数据基本一致ꎬ故化

合物 ７ 被鉴定为 Ｎ￣( ２￣苯乙基) 乙酰胺 [ Ｎ￣( ２￣
ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌ) ａｃｅｔａｍｉｄｅ]ꎮ
２.４ 单体化合物抑菌结果

采用滤纸片琼脂扩散法初步筛选抗菌活性单

体化合物ꎬ化合物 １ 和化合物 ２ 在每片 ３０ mｇ 给药

量时对枯草芽孢杆菌、表皮葡萄球菌、耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌、藤黄微球菌、粘性放线菌、金黄

色葡萄球菌有抑制活性ꎬ因此ꎬ测定其 ＭＩＣ 值ꎬ具
体测定结果见表 ３ꎮ 化合物 １ 对 ６ 株病原菌的

ＭＩＣ 值在７.８１２ ５ ~ ３１.２５ μｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎬ对测试菌

株有一定的抑制活性ꎮ 化合物 ２ 的 ＭＩＣ 值为

６２.５ ~ ２５０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ有较弱的抑菌活性ꎮ

３　 讨论与结论

１６ 株内生真菌从桐花树叶中分离得到ꎬ隶属

２ 纲 ７ 目 １０ 科 １０ 属ꎬ这些科属类别与前人报道的

桐花树内生真菌科属基本一致ꎮ Ｌｉ 等(２０１６)报道

桐花树枝内生真菌比叶内生真菌丰富ꎬ叶点霉属

(Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ)和小光壳属(Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａ)为叶片

内生真菌的优势属ꎮ Ｇｏｎｇ 等(２０１４)报道刺盘孢

属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)和拟盘多毛孢属(Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ)
是桐花树枝的优势内生真菌ꎮ 邓祖军等(２０１０)报
道桐花树的叶脉、树皮、 茎的优势内生真菌在不同

９３０２１１ 期 罗志宏等: 桐花树活性内生真菌筛选及其抗菌化学成分的研究



表 ３　 化合物抑菌活性结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

菌株 Ｓｔｒａｉｎ
最低抑制浓度 ＭＩＣ (μｇ􀅰ｍＬ ￣１)

ＢＳ ＳＥ ＭＲＳＡ ＭＬ ＡＶ ＳＡ

化合物 １ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ １ １５.６２５ １５.６２５ １５.６２５ ７.８１２ ５ ７.８１２ ５ ３１.２５

化合物 ２ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ２ １２５ １２５ １２５ ６２.５ １２５ ２５０

环丙沙星 Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ０.３９ ０.３９ ０.７８ ３.１２５ ３.１２５ ６.２５

季节有差异ꎮ 镰刀属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)在本研究中是优

势菌属ꎬ与前人的研究有所差异ꎬ这个差异的原因

可能是采集的桐花树部位以及采集季节的降水

量、气温、湿度、光照强度等变化影响了内生真菌

的类群ꎮ
拟茎点霉属(Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ) 真菌代谢产物在医

药、农业等领域有重要的应用前景ꎮ 该属真菌能

够产生聚酮、萜类、大环内酯、生物碱等结构多样

性的次级代谢产物ꎬ具有细胞毒、抗菌、抗病毒、抗
氧化、抗炎等多种生物活性 ( Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ
Ｐｈｏｍｏｘａｎｔｈｏｎｅ Ａ 是从拟茎点霉属分离的聚酮类化

合物ꎬ是一个有望发展为抗耐药性癌症的药物

(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 本研究以内生真菌次级发酵

产物的抑菌活 性 为 指 标 筛 选 出 ＧＸＩＭＤ０２０２９、
ＧＸＩＭＤ０２０３８ 和 ＧＸＩＭＤ０２０３９ 为抗菌活性菌株ꎬ其
中菌株 Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０２０２９ 具有较好的抗

菌活性ꎬ因此ꎬ本研究开展了 ＧＸＩＭＤ０２０２９ 菌株的

次级代谢产物研究ꎮ 为了快速、高效地发掘菌株

Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０２０２９ 中的抗菌活性成分ꎬ本
研究以抗菌活性为导向分离其代谢产物ꎮ

基于 活 性 导 向 方 法 从 内 生 真 菌 Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ
ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０２０２９ 中分离得到的 ７ 个化合物主要为

聚酮类化合物ꎮ 化合物 １ 已从内生真菌 Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ
ｓｐ.和 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ. ＳＣＳＩＯ ４１０１１ 中被分离( Ｌｕｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻＳａｎｔｏｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ但未见有抗菌活性

报道ꎮ 本研究首次报道了该化合物的抑菌活性ꎬ
化合物 １ 对枯草芽孢杆菌、表皮葡萄球菌、耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌、藤黄微球菌、粘性放线菌和

金黄色葡萄球菌有不同程度的抑制作用ꎮ Ｂｅａｕ 等

(２０１２)报道化合物 ２ 抗耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌的 ＭＩＣ 值为 ７２ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎮ Ｈｕａｎｇ 等(２００８)报

道化合物 ２ 抑制白色念珠菌和尖孢镰刀菌活性的

ＭＩＣ 值为 ６４ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ对肠炎沙门菌、金黄色葡萄

球菌、大肠杆菌在最大浓度 １２８ μｇ􀅰ｍＬ￣１下未测

得 ＭＩＣ 值ꎮ 化合物 ２ 的抗菌活性结果与文献报道

基本一致ꎬ但本研究结果拓展了化合物 ２ 的抗菌

谱ꎮ 文献报道化合物 ４ 对表皮葡萄球菌的 ＩＣ５０值

为 ４２１ μｇ􀅰ｍＬ￣１(Ｂｅｅｋｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎬ本研究在

初筛时未见化合物 ４ 有抑菌活性ꎬ未开展化合物 ４
的 ＭＩＣ 值测定ꎮ 本研究结果可为抗菌活性次级代

谢产物分离提供微生物资源ꎬ为桐花树内生真菌

抑菌活性物质的挖掘提供科学依据ꎬ对桐花树内

生真菌在抗菌方面的应用有一定的促进意义ꎮ
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