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摘要: 基于菌株菌落和显微形态特征以及 ITS-rDNA 序列分析结果，将产乙酰胆碱酯酶抑制剂( AChEI) 的

内生真菌 SF4 鉴定为枝顶孢霉属 Acremonium sp． 真菌，命名为 Acremonium sp． SF4． 通过对菌株 SF4 发酵的

基础培养基、发酵温度、发酵时间、摇床转速进行初步优化，确定了其最适产 AChEI 的摇瓶发酵条件为: 沙

氏培养基，发酵温度 28 ℃，摇床转速为 150 r·min －1，发酵培养 14 d． 在此条件下可发酵获得含 AChEI 的

发酵浸膏 0． 331 g·L －1，对乙酰胆碱酯酶的抑制率可达 60． 27% ，相比优化前均有提高． 研究有助于后期

规模化高效发酵，为分离、纯化和结构解析单一组分 AChEI 奠定基础．
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0 引言

乙酰胆碱酯酶抑制剂 ( Acetylcholinesterase In-
hibiters，AChEI) 是目前治疗阿尔茨海默氏病( Alzhe-
imer’s disease，AD) 最具前景的药物之一，寻找高
效、低副作用的 AChEI 一直是国内外研究开发 AD
治疗药物的一个重要方向［1-2］． 近年来，国内外已有

关于化学合成 AChEI 的研究报道，但其工艺复杂，

成本及技术要求较高，且副作用较大; 而从植物材料
中分离提取 AChEI 也受到药源植物稀缺、提取率低
等诸多因素的限制［2-6］． 相比之下，若能采用微生物

合成 AChEI 的方法不仅能有效地解决其药物来源、
保护生态环境，而且天然产物的毒副作用较小，是一

种比较理想的方法［7-8］．
植物内生真菌是指它的全部生活史或一定阶段

生长在植株组织内部，而被定殖的宿主植株不表现
明显病态或是暂时不显露病状的真菌． 它们具有产
生与寄主植物相同或相似的生物活性物质的能力，

已成为目前国内外合成药用活性物质来源新的有效
途径［9-11］． 本课题组 在 对 药 用 蕨 类 植 物 蛇 足 石 杉
( Huperzia serrata) 茎中内生真菌进行分离筛选时获
得一株产 AChEI 的内生真菌 SF4． 鉴于药用植物内

生真菌具有的潜在重要应用价值，本文利用真菌菌
落及显微形态特征，同时结合 ITS-rDNA 序列分析对
菌株 SF4 进 行 分 离 鉴 定，并 优 化 其 摇 瓶 发 酵 产
AChEI 的基础培养基，旨在为后续实验室大规模发
酵培养，开展分离、纯化和结构解析 AChEI 以及今
后试图利用微生物发酵生产 AChEI 奠定实验基础．

1 材料与方法

1． 1 实验材料

供试内生真菌 SF4 为本实验室自行分离获得，
现保存于江西师范大学江西省亚热带植物资源保护
与利用重点实验室． 碘化硫代乙酰胆碱( ATCI) 、5，
5-二硫代-2-硝基苯甲酸 ( DTNB ) 和乙酰胆碱酯酶
( AChE) 都购自 Sigma 公司; 石杉碱甲( HupA) 购自
中国药品生物制品检定所; 其它试剂均为国产分析
纯试剂． 菌株发酵采用沙氏液体培养基( Sabouraud's
dextrose broth，SDB) ［12］、查氏培养基( Cazpek broth，
CB) ［13］、马铃薯葡萄糖液体培养基 ( Potato dextrose
broth，PDB) ［12］．
1． 2 实验方法

1． 2． 1 形态鉴定 参照《真菌鉴定手册》［14］观察菌
株的菌落及孢子生长特征，对比分析从而确定菌株



的分类学地位．
1． 2． 2 ITS-rDNA 序列扩增和测定 采用 CTAB 的方
法提取总 DNA［15］，PCＲ 扩增体系参照文献［7］进行．
1． 2． 3 ITS-rDNA 系统发育分析 测序后，参照文
献［7］以 Neighbour-joining 法构建分子系统发育树，

进行植株分析鉴定．
1． 2． 4 菌株培养 种子液制备: 在 205 mL 的摇瓶
中装 60 mL PDB 培养基，接入已培养 3 d 的固体菌
块，在 25 ℃下 150 r·min －1培养 3 d 作为种子液．

摇瓶发酵: 500 mL 的摇瓶中装 120 mL 待测培
养基，按体积比为 8% 的比例将制备的种子液接到
摇瓶中，按一下标注的条件进行培养．
1． 2． 5 发酵粗提物提取及制备 粗提物提取: 发酵
结束后采用双层纱布过滤，分布收集菌体及发酵液．
发酵液采用等体积的乙酸乙酯萃取 3 次，减压浓缩
干燥后称重待用． 菌体经自然风干、碾磨后，用 95%
乙醇浸提 2 d，收集浸提液用等体积乙酸乙酯萃取 3
次，减压浓缩干燥后称质量待用．

样品制备: 分别取 1 mg 上述菌体和发酵液萃取
样品超声溶解于 1 mL PBS 溶液( pH 值为 7． 7 ) 中，

均配成 1 mg·mL-1 的样品溶液，然后逐渐稀释至
20 μg·mL －1，用于 AChE 抑制活性检测．
1． 2． 6 AChE 抑制活性检测 参考 G． L． Ellman 等［16］

和承曦等［17］的方法进行检测，抑制率( I) 的计算公式为

I =
OD对照组 － OD实验组

OD对照组

× 100% ．

1． 2． 7 培养条件初步优化 1) 基础培养基的筛选
按体积比为 8%的比例将制备的种子液分别加入

到 PDB 培养基、SDB 培养基、CB 培养基中，25 ℃下
150 r·min －1培养 10 d 后，然后分别采用本文 1． 2． 5
节和 1． 2． 6 节所述方法制备获得样品粗提物和测定
AChE 抑制活性，筛选确定合适的基础培养基． 2) 发
酵温度的筛选 经前述步骤，确定采用 SDB 培养基
作为后续发酵培养基，按上述同样的接种方法接种
后，分别置于 25 ℃、28 ℃和 30 ℃的恒温摇床上，以

160 r·min －1的转速培养 10 d． 然后分别采用本文
1． 2． 5节和 1． 2． 6 节所述方法制备获得样品粗提物
和测定 AChE 抑制活性，筛选确定合适的发酵温度．
3) 摇床转速的筛选 在优化确定发酵培养基和发
酵温度后，分别设定摇床转速为 80、150 和 200 r·
min －1，并摇床培养 10 d． 然后分别采用本文1． 2． 5节
和 1． 2． 6 节所述的方法制备获得样品粗提物和测定
AChE 抑制活性，筛选确定合适的摇床转速． 4) 发酵
时间的筛选 采用上述优化的条件，摇瓶发酵时间
分别 10、14 和 18 d． 然后分别采用本文 1． 2． 5 节和
1． 2． 6 节所述的方法制备获得样品粗提物和测定
AChE 抑制活性，筛选确定合适的发酵时间．
1． 2． 8 优化后发酵验证 采用本文 1． 2． 7 节优化
的培养条件进行发酵验证，进行 AChE 抑制活性
检测．

2 结果与讨论

2． 1 内生真菌的形态鉴定

菌株 SF4 在 PDA 培养基上 25 ℃培养 7 d 菌落
直径可达 25 ～ 35 mm，圆形; 菌落较致密且厚，质地
丝绒状; 菌落颜色随着孢子的形成而由起白色变成
灰白色，菌落边缘较整齐，菌落背面近乎无色( 见图
1) ． 显微形态观察结果显示，菌丝体无色，或渐变为
桃红或淡色，分生孢子梗单生，直立，瓶形，直接长在
菌丝上，基部附近偶见分枝，有膈膜，分生孢子拟卵
形或橄榄形，单生，无色，呈圆团状分布( 见图 2) ． 参
考《真菌鉴定手册》［14］和《半知菌分属图册》［18］中
对真菌形态的描述，初步判断菌株 SF4 为半知菌亚
门丝孢纲( Hyphomycetes) 中丛梗孢目( Moniliales) 丛
梗孢 科 ( Moniliaceae ) 丛 梗 孢 科 单 胞 亚 科 ( Ameros-
poroideae of Moniliaceae) 葡萄孢族( Botrytideae) 的枝
顶孢霉属( Acremonium) 真菌．

图 1 菌株 SF4 在 PDA 培养基上培养菌落形态 图 2 菌株 SF4 显微分生孢子形态
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2． 2 菌株 SF4ITS-rDNA 序列登录号及系统发育分析

ITS-rDNA 序列分析是目前真菌分类鉴定的重

要参考标 准． 以 ITS1 和 ITS4 为 引 物 扩 增 出 一 条
549 bp的 rDNA 序列( 登入号为 GU985205) ，经 Blast
对比分 析 发 现，其 与 枝 顶 孢 霉 属 菌 株 Acremonium

sp． P42E5 的序列同源性高达 99%，图 3 中系统进化

发育分析结果也发现两者聚在一支． 结合形态学特

征和 ITS-rDNA 序列分析结果，将菌株 SF4 确定为枝

顶孢霉属 Acremonium sp． 真菌，命名为 Acremonium
sp． SF4．

图 3 菌株 SF4 基于 ITS-rDNA 的系统发育分析

2． 3 菌株 SF4 菌体及发酵液浸提物的 AChE 抑制

活性

由图 4 可以看出，菌株 SF4 在 PDB 培养基发酵

后发酵液浸提物几乎没有 AChE 抑制活性，抑制率

仅为 11． 23% ; 而菌体浸提物对 AChE 的抑制活性达

到 46． 94%，这表明菌株 SF4 代谢产的 AChEI 主要

集中在菌体细胞内部而不是发酵液中，即很可能是

菌株 SF4 的细胞内代谢产物． 因此，在进行发酵条件

优化时，可直接选用菌株 SF4 发酵后菌体浸提物进

行 AChE 抑制活性检测．

图 4 菌株 SF4 发酵液提物和菌体提物对 AChE 的抑制率

2． 4 摇瓶发酵条件优化

鉴于发酵浸提物成分相对复杂，对 AChE 产生
抑制作用的物质基础可能来源于多种成分，所以在

进行基础培养基和发酵条件初步优化时，不仅要参

照 AChE 抑制率的高低，还应关注发酵浸提物的产

量． 即发酵浸提物的产量越高，内含的 AChEI 组份

含量亦就越高，也更有利于后续分离纯化发酵浸提

物内的 AChEI．
2． 4． 1 基础培养基的确定 表 1 结果显示，采用
PDB 培养基与 SBD 培养基进行发酵培养，其发酵浸

膏产量比 CB 培养基有较大提高． 于此同时，在 SBD
培养基中获得的发酵浸膏对 AChE 的抑制作用高于
PDB 培养基发酵获得的浸膏，综合发酵浸膏的产量

以及对 AChE 的抑制率，选择 SBD 培养基进行后续

优化发酵条件的基础培养基．
表 1 培养基种类对内生真菌 SF4 发酵的影响

培养基 SBD PDB CB

发酵浸膏产量 /
( g·L －1 ) 0． 191 ± 0． 006 0． 185 ± 0． 009 0． 089 ± 0． 012

AChE 抑制率 /% 57． 25 ± 3． 18 46． 94 ± 2． 19 45． 36 ± 1． 63

2． 4． 2 发酵温度的确定 发酵温度的选择直接关

乎微生物次级代谢产物合成所需酶的活力． 表 2 的

结果显示，在 SBD 培养基中，30 ℃发酵培养获得的

浸膏量最高，28 ℃发酵获得的浸膏量次之，25 ℃发

酵获得的浸膏量最低． 但是，28 ℃ 发酵培养获得的

浸 膏 对 AChE 的 抑 制 作 用 最 强，抑 制 率 高 达

65. 13%，而 30 ℃ 和 25 ℃ 发酵培养获得的浸膏对

AChE 的抑制作用较低，表明 28 ℃有利于菌株 SF4
代谢产 AChEI． 此外，菌株 SF4 在 25 ℃ 发酵培养中

生长缓慢，相对其它两组温度，在同等条件下了菌体

生物量较低． 综合考虑发酵浸膏的产量以及对 AChE
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的抑制率，确定较为适宜的发酵温度为 28 ℃．
表 2 培养温度对内生真菌 SF4 发酵的影响

培养温度 /℃ 25 28 30

发酵浸膏产量 /
( g·L －1 ) 0． 211 ± 0． 026 0． 289 ± 0． 014 0． 315 ± 0． 016

AChE 抑制率/% 51． 95 ± 2． 56 65． 13 ± 3． 21 37． 89 ± 2． 42

2． 4． 3 摇床转速的确定 摇床转速是影响发酵过

程中的重要参数之一，高摇床转速可以增加液体发

酵培养过程中的溶解氧． 此外，摇床转速还会影响菌

株发酵培养过程中的菌体形态，进而影响次级代谢

产物的合成途径． 表 3 的结果显示，在 SBD 培养基

中，控制发酵温度 28 ℃，摇床转速为 150 r·min －1

条件下 发 酵 获 得 的 浸 膏 量 最 高，转 速 为 200 r·
min －1条件下发酵获得的浸膏量最低． 推测其原因可

能是由于过高的转速使得菌株在摇瓶内所受剪切力

过大，不利于菌株生长和生物量的积累． 当在转速为
80 r·min －1 条件下发酵，菌体生长缓慢，可能与低

转速导致溶氧不足有关． 结果还显示，在 3 种不同的

摇床转速下发酵获得的浸膏对 AChE 的抑制作用均

较高且抑制率大小相当． 因此，确定发酵的摇床转速

为 150 r·min －1 ．
表 3 摇床转速对内生真菌 SF4 发酵的影响

摇床转速 /
( r·min －1 ) 80 150 200

发酵浸膏产量 /
( g·L －1 ) 0． 276 ± 0． 031 0． 319 ± 0． 023 0． 257 ± 0． 008

AChE 抑制率/% 62． 05 ± 2． 56 60． 18 ± 3． 17 63． 33 ± 1． 26

2． 4． 4 发酵时间的确定 微生物发酵生产的活性

化合物多为次级代谢产物，多在发酵培养的后期才

代谢合成． 因此，确定合适的发酵周期，对于提高发

酵生产的强度至关重要． 表 4 的结果显示，发酵培养
14 d 后，菌株 SF4 代谢合成的次级代谢产物最高，

发酵浸膏产量为 0． 327 g·L －1，发酵培养 18 d 获得

的发酵浸膏最少，可能是由于发酵后期出现了菌体

自溶现象，导致产量合成降低． 于此同时，在 3 种不

同发酵时间下获得的浸膏对 AChE 的抑制作用相

当． 综合考率，确定发酵培养的时间为 14 d．
表 4 发酵时间对内生真菌 SF4 发酵的影响

发酵时间 /d 10 14 18

发酵浸膏产量 /
( g·L －1 ) 0． 251 ± 0． 021 0． 327 ± 0． 013 0． 237 ± 0． 006

AChE 抑制率/% 65． 05 ± 1． 71 63． 18 ± 2． 39 61． 38 ± 1． 18

2． 5 优化后发酵验证

在进行发酵优化前，其摇瓶发酵培养条件为:

PDB 培养基、发酵温度 25 ℃，摇床转速为 150 r·
min －1、发酵培养 10 d． 可发酵获得浸膏 ( 0. 185 ±
0. 009) g· L －1，对 AChE 的 抑 制 率 为 ( 46. 94 ±

2. 19) % ． 而优化后的摇瓶发酵条件为: SBD 培养

基、发酵温度 28 ℃，摇床转速为 150 r·min －1、发酵

培养 14 d． 在此条件下可发酵获得浸膏 ( 0. 331 ±
0. 017) g· L －1，对 AChE 的 抑 制 率 为 ( 60. 27 ±
3. 01) % ． 结果表明，优化后的发酵条件能够提高菌

株 SF4 发酵浸膏的产量，且适合其产 AChEI．

3 结论

近年来，利用植物内生真菌代谢合成天然药用

活性化合物的研究越来越多［7，19-20］． 但植物内生真

菌生境独特，野生型菌株稳定性相对较差，代谢合成

活性化合物的产量也较低［7-8］． 因此，对其发酵培养

条件的优化显得尤为重要． 本研究对 1 株分离自江

西庐山野生药用蕨类植物蛇足石杉内生真菌 SF4 进

行了菌种鉴定及产 AChEI 发酵条件的初步优化． 旨

在为进一步高效发酵获得足够量的含 AChEI 的发

酵浸膏并分离纯化单一活性 AChEI 奠定前期基础．
研究发现，基础培养基的选择及发酵条件 ( 发酵温

度、时间、摇床转速) 都会影响内生真菌 SF4 的生长

与代谢产物的积累． 通过优化，确定较适合内生真菌
SF4 摇瓶发酵培养产 AChEI 的条件为: 采用 SBD 培

养基，接种量为 8%，发酵温度 28 ℃，在摇床转速为
150 r·min －1下发酵培养 14 d． 在此条件下可发酵

获得浸膏( 0． 331 ± 0． 017) g·L －1，对 AChE 的抑制

率可达( 60． 27 ± 3． 01) % ． 同时结合菌株菌落形态、
显微形态及 ITS-rDNA 序列分析，将内生真菌 SF4 鉴

定为枝顶孢霉属 Acremonium sp． 菌株，命名为 Acre-
monium sp． SF4． 以上研究结果对进一步研究和利用

该内生真菌奠定了前期基础．
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The Identification and Optimization of Fermentation Conditions of
Acetylcholinesterase Inhibiters-Producing Endophytic Fungi Strain SF4

LI Xixi1，2，YAN Ｒiming2，ZHANG Zhibin2，YANG Huilin2，ZHU Du2，3，WANG Ya3，4*

( 1． Science and Technology College，Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine，Nanchang Jiangxi 330025，China;
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4． Key Laboratory for Ｒesearch on Active Ingredients in Natural Medicine of Jiangxi Province，Yichun University，Yichun Jiangxi 336000，China)

Abstract : The acetylcholinesterase inhibiters( AChEI) -producing endophytic fungi strain SF4 was identified as Acre-
monium sp． SF4 based on its morphological characteristics and ITS-rDNA sequence analysis． The effects of fermenta-
tion medium，temperature，rotation speed and cultural time on acetylcholinesterase ( AChE) inhibitory activity and
AChEI metabolites amount were analyzed． It was indicated that the appropriate fermentation condition was: sab-
ouraud dextrose broth( SDB) medium，28 ℃，150 r·min －1 for 14 d． Under the optimized conditions of fermenta-
tion，the amount of AChEI metabolites and AChE inhibitory activitycytotoxic activity is 0． 331 g·L －1，and 60． 27%
respectively，higher than initial conditions． These results can lay the foundation for the further separation and purifi-
cation of the AChEI metabolites．
Key words: endophytic fungi; acetylcholinesterase inhibiters; acetylcholinesterase; identification; fermentation
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