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摘要：【目的】分析蛹拟青霉（ .$/"&*(01"/2 0&*&#$’&2）菌株 P3JH$"&B 发酵液中的抗中国仓鼠卵巢瘤（3Q(）细胞

活性及活性成分的具体组成。【方法】用刃天青（P-><N:.@;）法测定样品对 3Q( 细胞的抑制率；用高效液相色

谱G高分辨质谱和活性测定联用的方法进行活性成分分析和鉴定。【结果】活性测定结果表明菌株 P3JH$"&B
的发酵液具有较强的抗 3Q( 细胞活性；提取实验结果表明抗肿瘤活性物质能较好地被乙酸乙酯提取出来；

液相色谱G质谱G活性测定分析表明提取物中活性组分的可能分子式分别为 3#$ Q#% 14(% 、3&& Q&& (" 、3&% Q&! (#$ 、

3&&Q&& (#$ 、3#4 Q#$ (! 、3#4 Q#$ (4 、3%2 QB$ (## 、3%2 Q2C (#& 、3%C QB! (## 、3!$ QB2 (#% 和 3!! QC& (#! 。【结论】根据细胞毒性、色

谱特性、紫外光谱特征和质谱碎片，可初步推断发酵物中抗肿瘤活性成分分别为虫草素、!RG羟基异黄酮GBG(G
（!SG(G甲基）G!GTG葡萄糖甙、2G甲氧基G!RG羟基异黄酮GBG(G（!SG(G甲基）G!GTG葡萄糖甙、4，!R，G二羟基异黄酮GBG
(G（!SG(G甲基）G!GTG葡萄糖甙、B，!R，G二羟基异黄酮、4，B，!R，G三羟基异黄酮、油酸酯聚氧乙烯醚、聚氧乙烯山

梨醇酐单硬脂酸酯脱水化合物、聚氧乙烯山梨醇酐单油酸酯，以及含聚氧丙烯或聚氧丁烯结构单元的聚氧

乙烯山梨醇酐脂肪酸酯衍生物等化合物。上述化合物对 3Q( 细胞的毒性为首次发现。
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恶性肿瘤是目前世界上死亡率仅次于心血管系

统疾病的第二大疾病，因此有关抗肿瘤活性物质的

研究一直是世界 研 究 热 点 之 一［#G%］。在 一 次 对 虫 生

真菌代谢物进行大规模的抗肿瘤活性物质体外筛选

中，发现一株蛹拟青霉（P3JH$"&B）提取物有较强的

抑制中国仓鼠卵巢瘤细胞（3Q(）活性。为得到较多

的供试样品，以备进一步的活性成分分析、制备、体

外试验及将来的产品开发，本研究进行了中试规模

的深层发酵，并对中试发酵的发酵液进行了活性测

定和活性组分的组成分析。虽然本研究的前期已对

蛹拟青霉（菌 株 P3JH$B#C）提 取 物 的 抗 肝 肿 瘤 V-=G

B!$& 细胞、抗口腔癌 WV 细胞和抗结肠癌 Q3EG$C 细

胞的活性进行了研究报道［!］，但就蛹拟青霉发 酵 产

物对 3Q( 细胞的毒性及活 性 成 分 的 组 成 都 未 进 行

系统研究。本研究将在确认发酵罐深层发酵的产物

具有 3Q( 细胞毒性的基础上，进一步搞清发酵产物

中活性成分的组成和结构，该研究将对抗肿瘤活性

物质的开 发 和 工 业 化 发 酵 生 产 具 有 一 定 的 指 导 意

义，同时也为昆虫病原真菌化学生态学积累一定的

科学数据。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌种来源：蛹拟青霉 .$/"&*(01"/2 0&*&#$’&2（菌



株号为 !"#$%&’(），由安徽农业大学虫 生 真 菌 研 究

中心提供。

! "! "# 培养基：菌株固体斜面培养基（)*+）：葡萄糖

,%、蛋白胨 -%、酵母浸出粉 -% 和琼脂 ’%。液体摇瓶

培养基（)*+）：葡萄糖 ’%、黄豆粉 .%、蛋白胨 -% 和酵

母浸出粉 -%。发酵罐培养基（)*+）：葡萄糖 ’%、黄豆

粉 .%、蛋白胨 -%、酵母浸出粉 -% 和消泡剂 ’。细胞

培养 基：/0#0*$-’ 培 养 基（ 含 -%1 小 牛 血 清 以 及

-%%!)*2+青霉素和 -%%!)*2+ 链霉素）。

! "! "$ 发酵及处理：摇瓶发酵及处理：3%% 2+ 三角

瓶装 ’%% 2+ 培养液，’34、-5% 6*278 培养 -’ 9 后分

离出发酵液，浓缩至原体积的 -*3 后加入两倍 体 积

的 &31乙 醇 进 行 醇 沉 处 理，取 上 清 液 进 行 浓 缩 脱

醇，然后进行冷冻干燥处理备用。发酵罐发酵及处

理：采用 .%*.%% + 自动发酵罐进行发酵。种子罐初

始装液量 ’% +，接种量 31，通气量 -：-（:*:），压力

% ;-0<，以消泡 剂 进 行 消 泡，’34 恒 温 通 气 培 养 . 9
后压入 .%% + 发 酵 罐 发 酵 ( 9。发 酵 罐 的 初 始 装 液

量为 -3% +，其它发酵条件同种子罐。出罐后先用管

式离心机分离菌丝和发酵液。菌丝冷冻干燥备用。

发酵液经微滤膜粗滤后，用反渗透膜初步浓缩后用

3% + 旋转蒸发仪真空浓缩，最后冻干备用。

! "! "% 仪器和试剂：恒温震荡培养箱，哈尔滨市联

电子技术开发有限公司；’=>-3 超速离心机为 ?7)2@
公 司 产 品；?ABCD6@ 0@E 0’ 酶 标 仪，购 自 美 国

0FGBCHG@6 /BI7CB 公司；$6BBJF8B-’ 冷冻干燥系统，购

自美 国 +@KCF8CF 公 司；离 心 真 空 浓 缩 仪，为 德 国

"L67MD 公司产品；高分辨液质联用分析仪（N’-% O72B

FP PG7)LD +"*0?），包 括 Q)7GB8D --%% 高 效 液 相 色 谱

（R<+"）、二极阵列检测器（/Q/）、高分辨飞行时间质

谱仪（R!OS$）和 电 喷 雾 离 子 源（#?T），购 于 美 国

Q)7GB8D 公 司；分 析 柱 有：U@DB6M "-5 反 相 柱，规 格 为

’3% V ,;N 22，3!2，填料为 S/?’；分析纯乙酸乙酯购

自安徽淮南化学试剂厂；分析纯石油醚为上海化学试

剂有限公司产品；分析纯甲醇为上海一试化学试剂有

限公司产品；色谱纯甲醇购自美国 OB97@ 公司。

! "# 活性测定

用 "RS "WDFDFE7C7DW QMM@W 模型。细胞的亚培养：

"RS 细 胞 经 % ;’31 胰 酶 消 化 后 加 新 鲜 培 养 液，于

.(4、31 "S’ 培养箱中培养，待细胞生长到对数分

裂期，将细胞从培养瓶中转移到 &N 孔板中培养。&N
孔板种子细胞的培养：以每孔 ’ ;% V -%, 个细胞接种

于 &N 孔细胞培养板中，每孔体积 -%%!+，同时留出 .
个空白孔（不加细胞），于 .(4、31 "S’ 培养箱中培

养 ’, L。样品与细胞共培养：细胞在 &N 孔板中培养

’, L 且贴壁后，用移液器吸出旧的培养液，然后每孔

加 &%!+ 新鲜培养液和 -%!+ 经 % ;’’!2 膜过滤的

-’ ;31/0?S 溶 解 的 样 品，同 时 设 -%%1 对 照 组（加

不含 细 胞 的 培 养 液 ）、%1 对 照 组（ 加 无 样 品 的

-’ ;31/0?S 溶 液），每 组 设 . 个 重 复，于 .(4、31

"S’ 培养箱中培养 (’ L。酶标仪检测：细胞加样品

共培养 (’ L 后，每孔加 ’%!+ % ;%31!BM@XH678，于培

养 箱 中 作 用 ’ L，用 酶 标 仪 检 测 荧 光 强 度

$GHF6BMCB8CB，激发波长 3.% 82，发射波长 3&% 82。

细胞毒性计算：

"WDFDFE7C7DW1 Y［- Z（$+[M@2AGB Z $+[-%%1）*
（$+[%1 Z $+[-%%1）］V -%%

在确认发酵 液 具 有 "RS 细 胞 毒 活 性 的 基 础 上

进行不同提取物的活性测定，确定最佳提取溶剂后

进行活性组分提取和组成分析。

! "$ &’()*+,*)-././0121.- 3443- 联合分析

将活性提取物配成 ’% 2)*2+ 的甲醇溶液（对难

溶解的样品可适当添加其它试剂），进样 -%!+ 进行

高分辨 R<+">/Q/>0? 分析，同时按 - \ , 的分流比用

- ;3 2+ #AAB89F6PP 管收集分流物，每 - ;% 278 收集一

管，.% 278 后收集于 - 个大 #AAB89F6PP 管。重复进样

. 次。将 收 集 的 #AAB89F6PP 管 进 行 离 心 真 空 干 燥。

干燥后每管加 ’%!+ -’ ;31的 /0?S 溶解，取 -%!+
用 "RS "WDFDFE7C7DW QMM@W 模型进行活性测定，找出活

性组分。

R<+" 洗脱 条 件 为：% ] . 278 用 -%%1 水 洗 脱；

. ] .. 278 甲醇由 %1上升到 -%%1；-%%1 甲醇继续

洗脱 -’ 278。洗脱速度：为 - ;% 2+*278。

紫外 检 测 条 件 为：’%% 82 到 ,%% 82 全 波 长 扫

描。质 谱 检 测 条 件：#?T 离 子 源 的 雾 化 气 温 度

.’34，气压为 .3 <M7，氮 气 流 速 为 -’ +*278；阳 离 子

模式时离子化电压为 ,%%% :，碎片电压 ’-3 :；阴离

子模式时离子化电压为 .3%% :，碎片电压 -(3 :。

# 结果和分析

# "! 发酵罐深层发酵产物的活性

将经 过 醇 沉 处 理 的 发 酵 罐 发 酵 液 冻 干 品 用

-’ ;31 的 /0?S 配 成 ’3%、3%%、-%%%、-3%% 和

’%%%!)*2+的样品溶液，取 -%!+ 用 "RS "WDFDFE7C7DW
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!""#$ 模型进行分析。结果显示 发 酵 罐 发 酵 液 有 较

强的抗肿瘤细胞毒性，其对 %&’ 的半致死浓度 ()*+

为 ,- .*/ 0 / .*1!234(。下 面 将 通 过 对 活 性 组 分 的

追踪来初步揭示活性物质的具体组成。

! "! 活性物质的提取

称取 5 份发酵罐发酵的冻干发酵液粉 1+++ 42
左右，按 1+!(342 加乙酸乙酯、甲 醇 和 水 浸 提 / 次

（每种溶剂 6 个重复），第一次浸提时间为 /, 7，第 /
次为 / 7（浸提前都先用 ,+ 8&9 的超声波处理 1+ 分

钟），将 / 次浸提物合并，离心后取上清液，用氮气初

步吹 干 后 冻 干 并 加 氩 气 保 护 备 用。 用 1/ .*: 的

);<’ 配成 =++、>++、,++、/++ 和 1++!234( 的样品溶

液，取 1+ !( 用 %&’ %$?@?@ABCB?$ !""#$ 模 型 进 行 分

析。结果见表 1。

表 # 发酵液不同溶剂提取物对 $%& 细胞的半致死浓度

D#EFG 1 &#FH FG?7#F C@ICGI?J#?B@I @H KBHHGJGI? "@FLGI? GA?J#C?" HJ@4 ?7G HGJ4GI?#?B@I EJ@?7 #2#BI"? %&’ CGFF"

<GJB#F IM4EGJ N#4G
&#FH FG?7#F C@ICGI?J#?B@I（()*+ ，!234(）

O?7$F#CG?#?G ;G?7#I@F P#?GJ

Q%OR+==1 !"#$%&’()$#* (%&%+",%* 1/ .,- 0 /.,* *, ./= 0 1.51 5= .*+ 0 6.5-

从表 1 可看到，菌株 Q%OR+5/- 发酵液的乙酸乙

酯提取物活性最强，其次是甲醇提取物，水提物活性

较弱。由此可知发酵液中的主要活性组分为中低极

性的化合物，乙酸乙酯是较理想的提取剂。下面将

对该乙酸乙酯提取物进行活性组分分析。

! "’ ($)*+,!- 提取物中活性成分分析

将 /+ 4234( 乙 酸 乙 酯 提 取 物 进 样 1+!(，按 前

述 &S(%T;<T%$?@?@ABCB?$ !""#$ 联合分析法进行 活 性

组分分离和活性测定。&S(%、;< 和对 %&’ 细胞抑

制率的测定结果分别见图 1 和表 /。

图 # ($)*+,!- 发酵液乙酸乙酯提取物的图谱

RB2 U 1 %7J@4#?@2J#4" @H G?7$F#CG?#?G GA?J#C? HJ@4 HGJ4GI?#?B@I EJ@?7 @H Q%OR+5/-. !：&S(%；V：&S(%T;<（S@"B?BLG B@I）；%：&S(%T;<（NG2#?BLG B@I）U

,661 QMBFB (M G? #F U 3 -$+" .%$,’/%’&’0%$" 1%2%$"（/++5）,5（1+）

Absent
Image
File: 0



从表 ! 可看到 "#$%&’!( 发酵液的乙酸乙酯提

取物经 )*+# 分离后的流份中，第 ,-、,.、!,、!!、!/、

!-、!0、!(、!.、!’、/& 和 /, 号收集物都有较强的细胞

毒性，其中 !! 号和 /, 号活性最强。比对上述活性组

分对应的液相紫外吸收峰（图 ,12）、质谱阳离子流峰

（图 ,13）和阴离子流峰（图 ,1#）发现，组分 ,-、!!、!/、

!-、!(、!.、!’、/& 和 /, 号活性组分在液相或质谱图上

都有较强的对应峰（注：45 信号比 67 信号滞后 &8/1

&89 :;<，下文的保留时间都以 )*+# 的紫外色谱图为

准），因此下面将对这些组分进行重点分析。

表 ! "#$%&’!( 发酵液乙酸乙酯提取物的 )*+# 流份细胞毒活性测定表

=>?@A ! #BCDCDE;F;CB DG CHA )*+# A@I>CAJ DG ACHB@>FAC>CA AECK>FC GKD: "#$%&’!(

"ACA<C;D< =;:A
L:;<

#BCDCDE;F;CB
LM

"ACA<C;D< C;:A
L:;<

#BCDCDE;F;CB
LM

"ACA<C;D< =;:A
L:;<

#BCDCDE;F;CB
LM

,1,9 !- 8& !! (( 89 N / 8’ !. 9, 8/ N ! 8&

,- ,/ 8, N , 8’ !/ !9 8- N ! 8, !’ // 8, N ! 8-

,01,( !- 8& !9 0 8! N , 8( /& /0 8& N ! 80

,. ,! 8’ N ! 8/ !- !0 8’ N ! 8. /, ’9 8( N 9 8!

,’1!& !- 8& !0 ,& 80 N ! 8!

!, ’ 8( N ! 8- !( -/ 8. N , 89

! ,- ,. 活性流份 ,- 的成分分析：流份 ,- 在 )*+#
上对应峰的 保 留 时 间（"C）为 ,9 8!. :;<。该 峰 对 应

的紫外图谱的!:>E 为 !0& <:（图 !12），有典型的核苷

类化合物特征。对应的 45 阳 离 子 图 谱（图 !13）上

有 !-! 8,&’- 和 ,/0 8&0,- 两个峰，对应的离子式分别

是 #,& ),9 O-P
Q
/ 和 #-)0O

Q
- 。它们与虫草素标样的 4

Q )Q 峰（误 差 , 8-, A R 0 ）和 虫 草 素 的 碎 片 腺 嘌 呤 加

氢质子峰（误差 , 8’. A R 0 ）完全一致。从质谱和紫外

图谱可初步确定流份 ,- 中主要活性化合物为虫草

素。该流份在阴离子流图上无对应峰，也与虫草素

在 $5S 源中不易形成阴离 子 的 性 质 一 致，因 此 可 初

步确定流份 ,- 中的活性化合物主要成分为虫草素

（#DKTBFAU;<）。

图 ! 色谱峰 "/.0 ,!1 234 对应的紫外和阳离子质谱图谱

%;V W! 67 ><T UDJ;C;7A ;D< 45 JUAFCK> DG CHA UA>X >C ,9 8!. :;< W 2：

6@CK>7;D@AC JUAFCKI:；3：*DJ;C;7A ;D< 45 W

! ,- ,! 活 性 流 份 !! 的 成 分 分 析：流 份 !! 在 )*+#
上对应有 ! 个峰，其保留时间（"C）分别为 !, 8!. 和

!, 8(/ :;<。

保留时间为 !, 8!. :;< 的色谱峰对应紫外图谱

的!:>E 为 !9. 和 !’. <:（图 /12）。根据阳离子 的 质

荷比（图 /13）可计算出对应的离子是 #!! )!/ P
Q
’（误

差 , 80! A R 0 ）、#99 )99 P,. O>
Q（误差 , 809 A R 0 ）和 #,- ),,

P Q
9 。从阴离子的质荷比（图 /1#）可计算出对应的阴

离子为 #!! )!, P’
R（误差 & 89. A R 0 ）、#99 )9/ P,.

R（误差

, 8!( A R 0 ）和 #!/ )!/ P,,
R（误差 & 80& A R 0 ）。根据阴阳

离子式 可 推 知 "C!, 8!. :;< 峰 对 应 的 分 子 为 #!! )!!

P’ ，结构单元包括 #,- ),& P9 和 #(),! P- 。比较我们先

前对菌株 "#$%&’!( 摇 瓶 发 酵 液 的 成 分 分 析 结 果，

发现该化合物的保留时间、分子式和紫外吸收峰都

和 9Y1羟基异黄 酮1(1P1（9Z1P1甲 基）1"1[1葡 萄 糖 甙 完

全一致［-］。由于本次发酵用的菌种和培养基与摇瓶

发酵 相 同，同 时 分 析 条 件 也 一 致，因 此 可 推 断

"C!, 8!. :;< 峰对 应 的 化 合 物 与 已 鉴 定 的 摇 瓶 发 酵

产物是同一物质。

保留时间为 !, 8(/ :;< 的色谱峰对应紫外图谱

的!:>E 为 !-. 和 /!- <:（图 /1[）。从该峰对应 阳 离

子质荷比（图 /1$）可计算出对应的离子是 #!/ )!- P
Q
,&

（误差为 & 8,0 A R 0 ）、#90 )9. P!& O>
Q（误差 , 8,- A R 0 ）和

#,0),/ P
Q
-（误差 & 8-! A R 0 ）。从对应的阴离子质荷比

（图 /1%）可 计 算 出 对 应 的 离 子 是 #!/ )!/ P,&
R（误 差

& 8/( A R 0 ）、#90 )9( P!&
R（误 差 ! 8, A R 0 ）和 #!9 )!- P,!

R
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图 ! 色谱峰 "#$% &$’ ()* 和 "#$% &+! ()* 对应的紫外和质谱图

!"# $ % &’ ()* +, -./012( 34 15/ ./(6 (1 78 97: ()* 78 9;% <") $ =：&’ 34 15/ >178 97: ./(6；?：@3-"1"’/ "3) +, 34 15/ >178 97: ./(6；

A：B/#1"’/ "3) +, 34 15/ >178 97: ./(6；C：&’ 34 15/ >178 9;% ./(6；D：@3-"1"’/ "3) +, 34 15/ >178 9;% ./(6；!：B/#1"’/ "3) +, 34 15/

>178 9;% ./(6 $

（误差 8 97E / F G ）。从阴阳离子式可推知该化合物的

分子式是 A7% H7I J8E ，结构单元包括 A8G H87 JK 和 A;H87

JK 。比较我们先前对菌株 >AD!EL7; 摇瓶发酵液的

成分分析结果，发现该化合物的出峰保留时间、分子

式和紫外吸收峰都与 GM甲氧基MINM羟基异黄酮M;MJM
（IOMJM甲基）M!MCM葡萄糖甙完全一致［K］，因此可判断

保留时间 78 9;% <") 峰对应的化合物是 GM甲氧基MINM
羟基异黄酮M;MJM（IOMJM甲基）M!MCM葡萄糖甙。

虽然该活性流份对应有两个化合物，但这两化

合物是同类物质，因此该流份的活性应由这 7 个化

合物共同引起，即这两个化合物都有对 AHJ 细胞的

细胞毒活性。虽然上述化合物的结构已报道，但其

对 AHJ 的细胞毒活性尚属首次发现。

$ &! &! 活 性 流 份 7% 的 成 分 分 析：流 份 7% 在 H@PA
上对应峰的 保 留 时 间（>1）为 77 9:% <")。该 峰 对 应

紫外图谱的"<(Q 为 7K: 和 %7K )<（图 IM=）。从 对 应

的阳离子质荷比（图 IM?）可计算出对应的离子是 A77

H7%J
R
8E（误 差 为 E 9KE / F G ）、AII HII J7E B(

R（误 差 E 9:L

/ F G ）和 A8K H88 J
R
K（误差 E 9%G / F G ）。从阴离子质荷比

（图 IMA）可 计 算 出 对 应 的 离 子 是 A77 H78 J8E
F（误 差

E 9EI / F G ）、AII HI% J7E
F（误差 E 9GK / F G ）、A7% H7% J87

S（误

差为 E 9G8 / F G ）和 A8K HLJK
F（误 差 为 E 9KG / F G ）。根

据阴阳离子可推知 >177 9:% <") 峰对 应 的 化 合 物 分

子式是 A77 H77 J8E ，结 构 单 元 包 括 A8K H8E JK 和 A;H87

JK 。通过比对我们先前对菌株 >AD!EL7; 摇瓶发酵

液的成分分析结果，发现该化合物的出峰保留时间、

紫外和质谱都与 K，IN，M二羟 基 异 黄 酮M;MJM（IOMJM甲

基）M!MCM葡萄糖甙一 致［K］，因 此 可 判 断 流 份 7% 中 活

性化合 物 是 K，IN，M二 羟 基 异 黄 酮M;MJM（IOMJM甲 基）M

!MCM葡萄糖甙。

$ &! &, 活性流份 7K 的成分分析：流份 7K 对应的色

谱图上有一个色谱峰，保留时间为 7I 9:7 <")。该峰

对应 的 紫 外 图 谱 的"<(Q 为 7I: 和 7L: )<（图 IMC）。

从该峰对应的阳离子质荷比（图 IMD）可计算出它对

应的离子式是 A8K H88 J
R
I（误差为 8 988 / F G ）和 A8K H8E

JIB(
R（误差 8 97 / F G ）。它们应该 分 别 是 + R HR 峰

和 + R B( R 峰。从 对 应 的 阴 离 子 质 荷 比（图 IM!）可

计算出对应的离子为 A8K HLJI
F（误差 E 9GG / F G ）。结

合阳离子和阴离子分析，可推断峰 7K 对应的分子式

是 A8K H8E JI 。此与保留时间为 78 97: 峰对应化合物

INM羟基 异 黄 酮M;MJM（IOMJM甲 基）M!MCM葡 萄 糖 甙 的 苷

元分子一致，其紫外光谱也非常相似，因此该化合物

G%%8 >T"U" PT /1 (U $ V !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（7EEL）IL（8E）



图 ! 色谱峰 "#$$ %&’ ()* 和 "#$! %&$ ()* 对应的紫外和质谱图

!"# $ % &’ ()* +, -./012( 34 15/ ./(6 (1 77 897 ()* 7% 897 :") $ ;：&’ 34 15/ <177 89= ./(6；>：?3-"1"’/ "3) +, 34 15/ <177 89= ./(6；

@：A/#1"’/ "3) +, 34 15/ <177 89= ./(6；B：&’ 34 15/ <17% 897 ./(6；C：?3-"1"’/ "3) +, 34 15/ <17% 897 ./(6；!：A/#1"’/ "3) +, 34 15/

<17% 897 ./(6 $

图 + 色谱峰 "#$, %’$ ()* 对应的紫外和质谱及流份 $& 对应的阳离子质谱图

!"# $ D &’ ()* +, -./012( 34 15/ ./(6 (1 7E 8=7 :")，()* .3-"1"’/ "3) +, 34 15/ )F:G/2 79 /HF(1/ $ ;：&’ 34 15/ <17E 8=7 ./(6；>：

?3-"1"’/ "3) +, 34 15/ <17E 8=7 ./(6；@：A/#1"’/ "3) +, 34 15/ <17E 8=7 ./(6；B：+, 34 15/ )F:G/2 79 /HF(1/ $

可能是 I，%J，K二羟基异黄酮。由于苷元的极性小因

此出峰较迟，这与本实验结果完全一致，进一步证明

了上述推断是正确的。

$ %’ %+ 活性流份 7I 的成分分析：流份 7I 对应色谱

峰的 <1 为 7E 8=7 :")，其 对 应 的 紫 外 图 谱 的!:(L 为

7D9 和 =7D ):（图 DK;）。从该峰对应的阳 离 子 质 荷

比（图 DK>）可计算出对应的离子是 @MD NMM O
P
D（误 差

为 M 8M / Q E ）和 @MD NMR ODA(
P（误差 M 8D / Q E ）。它们应

该分别 是 + P NP 峰 和 + P A( P 峰。阴 离 子 仅 有 质

荷比为 7ES 8R%D9 的峰（图 DK@），它对应的离子是 @MD

NSOD（误差 R 8S% / Q E ）。它 应 是（+KN）T 峰。结 合 阳

离子 和 阴 离 子 分 析，可 推 断 峰 7I 对 应 的 分 子 式 是

@MD NMR OD 。与前面分析的化合物比较发现，此化合物

分子式 与 D，%J，K二 羟 基 异 黄 酮KIKOK（%UKOK甲 基）K"K

BK葡 萄 糖 甙 的 苷 元 一 致，同 时，其 紫 外 光 谱 也 很 相

似，另外，该化合物出峰较迟也符合苷元特征，因此

I==M陆瑞利等：一株蛹拟青霉（ !"#$%&’()$#* (%&%+",%* ）深层发酵产物中抗肿瘤活性物质分析 $ V微生物学报（7RRS）%S（MR）



可推断 !" 为 #$ %&# ’() 峰对应的化合物是 *，+，,-，.
三羟基异黄酮。

! "# "$ 活性 流 份 #/.&0 的 成 分 分 析：流 份 #/.&0 在

色谱图（图 0.1）上 无 紫 外 吸 收 峰，说 明 这 些 活 性 组

分对应的化合物中没有大的共轭体系，或含量很低。

它们在阴离 子 流 图（图 0.2）上 也 没 有 明 显 的 峰，但

在阳离子流 图（图 0.3）上 有 较 强 的 峰，说 明 该 化 合

物易形成 阳 离 子。第 #/ 流 份 对 应 的 质 谱（图 *.4）

显示有聚合物的特点，其中 & 个主要峰的质荷比分

别为 *56 %,&/*、$&, %,$*5 和 $+/ %,/,*，对应的离子为

2&# 7$# 8
9
5（误差 6 %*$ : ; $ ）、2&, 7$$ 8

9
06（误差 0 %&& : ; $ ）

和 2&$ 7+6 8
9
00（ 误 差 0 %&0 : ; $ ），离 子 间 恰 好 相 差

2#7,8，可见它 们 是 聚 氧 乙 烯 类 化 合 物。对 流 份 #5

的质谱（图 $.1）分析发现该流份也是聚氧乙烯类化

合 物，其 对 应 的 离 子 分 别 为 2&6 7*$ 8 9
5 （ 误 差

0 %65 : ; $ ）、2&# 7$6 8
9
06（误差 , %& : ; $ ）、2&, 7$, 8

9
00（误差

00 %/* : ; $ ）和 2&$ 7$/ 8
9
0#（误差 # %0# : ; $ ），离子间恰好

相差 2#7,8。对流份 &6 及 &0 对应的多个化合物的

质谱（图 $.3、$.2 和 $.4）分析发现各组离子间都恰

好相差 2#7,8，都是聚氧乙烯类化合物。

考 察发酵原料，发现发酵过程中加入的消泡剂

图 $ 流份 !%&#’ 对应的阳离子质谱图

<(= > $ ?@A("(B: (@) CD @E :FGH": )G’I:J #5 "@ &0 % 1：CD @E "K: )G’I:J #5 :FGH":；3：CD @E "K: )G’I:J &6 :FGH":；2：CD @E "K: &0.0

:FGH":；4：CD @E "K: &0.# :FGH": >

聚氧乙烯山梨醇酐单硬脂酸酯与本研究发现的化合

物分子类似。仔细研究发现，第 #/ 流份对应的分子

2&$7+6 800 与油酸酯聚氧乙烯醚（聚合有 5 个 2#7,8）

一致。流 份 #5 对 应 的 分 子 2&$ 7$/ 80# 与 聚 合 度 为 $

的聚氧 乙 烯 山 梨 醇 酐 单 油 酸 酯 的 分 子 一 致。 流 份

&6 的主 要 离 子（’LM 为 +6$ %*#6$）对 应 的 分 子 式 为

2&/ 7+, 800 ，比相应得聚氧乙烯山梨醇酐单硬 脂 酸 酯

多出 2,7/ ，可能分子中含聚氧丙烯或聚氧丁烯结构

单元。流份 &0 对应多个化合物，但都是聚氧乙烯山

梨醇 酐 脂 肪 酸 酯 类 物 质，仅 以 保 留 时 间 约 为 &0 和

&# ’() 的两质谱为例（见图 $.2 和 $.4），其主要离子

对应的分子式分别为 2,6 7+$ 80& 和 2,, 7/# 80, ，它们分

别与聚合度为 / 和 06 的聚氧乙烯山梨醇 酐 单 硬 脂

酸酯的脱一个水分子和脱两个水分子的分子一致。

为验证来源于消泡剂的 上 述 聚 合 物 对 278 细 胞 的

毒性，本研究将消泡剂及聚氧乙烯山梨醇酐单硬脂

酸酯纯品按 066!=L’N 的浓度分别进行 278 细胞毒

性 试 验，发 现 #, K 后 细 胞 死 亡 率 分 别 达 /5O 和

*#O，可见流份 #/.&0 中的 278 细 胞 毒 成 分 确 有 可

能是上述各聚氧乙烯类物质。

# 结论和讨论

从上面的分析可得到如下结论：菌株 !2P<65#+

在中试规 模 的 发 酵 液 有 较 强 抗 278 细 胞 的 活 性。

提取实验结果表明该活性物质能较好地被乙酸乙酯

提取出来。高效液相色谱.高分辨质谱.活性测定联

合分析结果发现，提取物中有多个活性组分，它们对

应的可能分子式分别为 206 70& Q*8& 、2## 7## 85 、2#& 7#,

806 、2## 7## 806 、20* 706 8, 、20* 706 8* 、2&$ 7+6 800 、2&$ 7$/

80# 、2&/ 7+, 800 、2,6 7+$ 80& 和 2,, 7/# 80, 等。结合色谱特

性、紫外光谱特征、质谱碎片和数据库查询可初步推

断它们 分 别 为 虫 草 素、,-.羟 基 异 黄 酮.+.8.（,R.8.甲

基）.".4.葡 萄 糖 甙、$.甲 氧 基.,-.羟 基 异 黄 酮.+.8.
（,R.8.甲基）.".4.葡 萄 糖 甙、*，,-，.二 羟 基 异 黄 酮.+.

/&&0 !G(F( NG :" HF > L !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（#665）,5（06）



!"（#$"!"甲基）"!"%"葡萄糖甙、&，#’，"二羟基异黄酮、

(，&，#’，"三羟基异黄酮、油酸酯聚氧乙烯醚、聚氧乙

烯山梨醇酐单硬脂酸酯脱水化合物、聚氧乙烯山梨

醇酐单油酸酯，以及含聚氧丙烯或聚氧丁烯结构单

元的聚氧乙烯山梨醇酐脂肪酸酯衍生物等物质。

资料查询发现上述化合物中 &，#’，"二羟基异黄

酮和 (，&，#’，"三 羟 基 异 黄 酮 普 遍 存 在 于 大 豆 中［)］，

因此，它们应由培养基带入，并非真菌代谢产物。上

述三个异黄酮的甲基葡萄糖苷并不存在于大豆中，

但其苷元与大豆异黄酮一致，因此它们可能是大豆

异黄酮苷的甲基化产物。

虽然虫草素和大豆异黄酮类化合物的抗肿瘤活

性已有 报 道，但 这 些 化 合 物 及 其 甲 基 化 衍 生 物 对

*+! 细胞的毒性是首次发现。

上述活性 组 分 中，流 份 ,-"./ 对 应 的 化 合 物 为

一类较为复杂混合聚合物，包括油酸酯聚氧乙烯醚

及多种聚氧乙烯山梨醇酐脂肪酸酯类化合物。虽然

有报道表明聚氧乙烯山梨醇酐脂肪酸酯类化合物在

抗癌试验 中 表 现 有 协 同 作 用［& 0 1］，但 本 研 究 首 次 发

现其对中国仓鼠卵巢瘤（*+!）细 胞 的 毒 性，这 也 许

为开发该类化合物的新用途具有一定参考价值。

聚氧乙烯山梨醇酐脂肪酸酯类物质被认为是一

类安全性较高的化合物，如聚氧乙烯山梨醇酐单硬

脂酸酯对大鼠的 2%(3 大于 /3 4564，该类物质被广泛

用于各类 食 品 加 工 中［/3］，按 78 ,&)3",33& 的 规 定，

仅面包 中 的 添 加 量 就 可 达 , 9( 4564。 值 得 注 意 的

是，从本研究的分析结果来看，发酵液中的聚氧乙烯

山梨醇酐脂肪酸酯类物质与消泡剂标明的聚氧乙烯

山梨醇酐单硬脂酸酯并不完全一致，虽然有关报道

表明合 成 产 品 常 常 是 混 合 物［//］，但 细 胞 毒 实 验 表

明，本研究中市购的混合消泡剂毒性明显大于聚氧

乙烯山梨醇酐单硬脂酸酯纯品，可见在发酵产品中

的消泡剂使用及质量控制应值得人们充分重视，特

别是聚氧乙烯山梨醇酐脂肪酸酯类物质易溶于低极

性溶剂，在进一步加工中尤其要注意该成分的富集

而使含量超标。由于发酵过程也可能引起聚氧乙烯

类化合物的成分变化，而不单纯是消泡剂质量问题，

因此有关研究尚待进一步深入。
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《微生物学报》答作者问——— 关于审稿

问：贵刊的审稿程序是怎样的？一般多长时间可以知道稿件是否被录用？

答：我们的承诺是争取在 - 个月之内给予答复，T ] N 个月之内刊出。

（’）收到来稿后，首先将请 - 位专家进行初审，再送主编进行最后的总审，这个过程一般不会超过 - 个月。如果初审的 - 位专

家的意见分歧较大，编辑部将再请第 H 位专家进行初审，之后再送主编总审，那么此稿的审理时间可能会超过 - 个月。

（-）完成审稿后（即主编给出总审意见），编辑会给作者发出 ) ^ 90$% 告知修改意见（包括学术 上 的 和 写 作 格 式 上 的），作 者 在

返回修改稿后经本刊审核合格后方可被录用。在此提醒作者不要在远程系统中看到初审意见时就急于修改稿件。

问：如我的投稿没有被贵刊录用，是否告知退稿原因？对退稿有异议怎么办？

答：本着对每一篇投稿负责的原则，本 刊 一 贯 遵 循 三 审 制 的 制 度，即：编 辑 部 内 审、专 家 初 审、主 编 总 审。所 以 无 论 录 用 和 退

稿，都会给作者一份比较全面的审稿意见。

（’）对于每一篇退稿，我们都会详细写明退稿原因，为您进一步修改论文提供帮助。

（-）如您对退稿意见有异议，可以给我们写信表明看法，我刊将请专家予以复审。

问：我可否指定审稿人，或言明请某审稿人回避？

答：您在投稿时可以附上您推荐的审稿人名单，或请予回避的审稿人名单，供编辑部参考，但编辑部是否采纳将视具体情况而定。
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