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培养时间对蛹拟青霉(Paecilomyces militaris)菌丝体中代谢产
物的影响
张德龙，李淑林，陆瑞利，李康乐，罗飞飞，彭凡，胡丰林 *

安徽省微生物防治省重点实验室，安徽农业大学，合肥 230036

摘要:【目的】通过测定不同培养时间蛹拟青霉(Paecilomyces militaris)菌丝体中次级代谢产物的变化，分析蛹
拟青霉次级代谢产物与培养时间之间的关系。【方法】液体种子接入 SDAY 固体培养基;培养温度为 25℃，
培养周期为9 d，从第 2 天开始每天取样;用甲醇与乙酸乙酯分别提取菌丝体中次级代谢产物，离心、过滤后
合并提取液，用液质联用仪进行分析，用 MetaboAnalyst software 软件进行数据采集分析。【结果】主成分分析
结果表明供试菌株在不同培养时间内其菌丝中次级代谢产物差异显著。聚类分析结果显示，供试拟青霉对
生物碱、肽类和核苷等易形成阳离子类物质的代谢物可分为前中后三个阶段。供试拟青霉对糖类和有机酸
等易形成阴离子类物质的代谢主要分为前后两个阶段。差异代谢物及热图分析结果表明，在培养的第 2 和
第 3 天含量显著增加的代谢产物种类较多，主要有酯类及其水解产物、细胞破坏素 B 和拟青霉素，以及多种
尚未鉴定的含氮化合物等;在培养第 4 和第 5 天含量显著增加的差异代谢物质种类较少，主要有细胞破坏素
A 和团囊虫草素等肽类抗菌杀虫物质;在培养第 6 天至第 9 天含量显著增加的代谢物种类较多，除多种白僵
菌交酯和细胞破坏素等肽类抗生素外，显著增加的还有多种脂肪酸、氨基酸、鼠李糖、海藻糖、脑苷脂类化合
物和核黄素等物质。【结论】培养时间对蛹拟青霉菌丝中次级代谢产物的产生有显著影响。在培养初期，菌
体中酯类及细胞破坏素 B 和拟青霉素等含氮化合物的合成旺盛。在培养中期，次生代谢物明显减少，但细
胞破坏素 A2 和团囊虫草素等肽类抗生素的合成却仍显著增多。在培养后期，供试蛹拟青霉除代谢出多种
白僵菌交酯等肽类抗生素外，还大量产生有机酸、氨基酸和海藻糖等物质。虽然在整个培养过程中都有肽类
抗生素产生，但这些抗生素并不相同，同时后一阶段新的抗生素的产生常常伴随着前一阶段的抗生素减少，
因此前期的抗生素可能是后期产生的抗生素的前体。
关键词:培养时间，蛹拟青霉，菌丝体，液质联用，次级代谢物
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蛹虫草(Cordyceps militaris)又名北虫草，北冬虫
夏草，与冬虫夏草同属异种，有效成分相近，同时易
于大规模人工培养，已经被应用于食品、药品和保健

品中［1］。大量研究表明，蛹虫草代谢物具有免疫调
节、抗疲劳、抗惊厥和镇静、抗癌、抗菌、抗肝纤维化、
抗糖尿病、抗炎、雄性激素样等作用［2］。鉴于蛹虫
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草的 独 特 药 理 作 用，其 无 性 型———蛹 拟 青 霉
(Paecilomyces militaris)的研究也日益受到重视［3］。
研究表明蛹拟青霉代谢物也具有抗肿瘤、抗氧化和
抑菌等与蛹虫草相似的药理活性［4 － 7］。

虽然目前有关蛹拟青霉次生代谢产物的研究已
有较多报道［1 － 7］，但尚未见用代谢组学方法系统研
究培养时间对其次级代谢产物影响的研究报道。代
谢组学是继基因组学、转录组学和蛋白质组学之后
发展的新技术，它是通过研究生物体系受刺激或扰
动后，其代谢产物的变化与外界影响间的变化关系，
来研究生物体系的代谢途径的一种技术［8 － 9］。通过
对蛹拟青霉不同培养时间下的代谢组比较研究，不
仅有助于揭示蛹拟青霉代谢规律，同时有关研究还
将为虫生真菌特殊代谢产物的合成调控提供理论依
据，为进一步开发利用虫生真菌资源奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供 试 菌 种: 一 株 蛹 拟 青 霉 ( 编 号 为
RCEF4733)，采自安徽黄山飞龙瀑，分离于鳞翅目幼
虫，由安徽农业大学微生物防治省重点实验室提供。
1. 1. 2 培养基:①固体斜面培养基( g /L):蛋白胨
10、葡萄糖 40、酵母浸出粉 10、琼脂 20，蒸馏水定
容。②固体平板培养基( g /L):蛋白胨 10、酵母浸出
粉 10、葡萄糖 40、琼脂 20，蒸馏水定容。③液体摇
瓶培养基( g /L):蛋白胨 10、酵母浸出粉 10、葡萄糖
40，蒸馏水定容。
1. 1. 3 主要仪器及试剂:YXQ-LS-30 立式压力蒸汽
灭菌锅，上海博讯实业有限公司医疗设备厂;AIR
TECH 超净工作台，购自苏净集团安泰公司;HZQ-
F160 全温震荡培养箱，哈尔滨东联电子公司;LRH-
250G 光照培养箱，广东省医疗器械厂;FreeZone12
冻干机，购自美国 LABCONCO 公司;AE200 型梅特
勒电子天平，上海分析仪器厂;高分辨液质联用分析
仪(6210 Time of flight LC /MS)，包括 Agilent 1100 高
效液相色谱(HPLC)、二极阵列检测器(DAD)、高分
辨飞行时间质谱仪 ( HRTOF ) 和电喷雾离子源
(ESI)，购于美国 Agilent 公司;分析柱为 Atlantis
C18，5 μm，3. 6 × 150 mm，美国 Waters 公司;分析纯
甲醇，上海建信化工有限公司;色谱纯甲醇，美国
Tedia 公司。

1. 2 样品制备
1. 2. 1 实验样品准备:按 1. 1. 2 配制培养基，121℃
高压灭菌20 min，将水液管中菌种在无菌条件下转
接入斜面培养基扩大培养后，接入液体培养基，置于
振荡培养箱中 25℃，培养 3 天得液体菌种。固体平
板培养基高压灭菌后冷却至 50 － 60℃后倒平板，每
皿控制在20 mL。待凝固后用灭过菌的玻璃纸覆盖
在培养基表面，用移液器接入液体种子，置于恒温培
养箱中培养，培养温度为 25℃，分别在培养第 2 至
第 9 天刮取菌丝，冻干、粉碎，置于 － 70℃冰箱中，备
用。
1. 2. 2 液质样品准备:分别称取不同培养时间下固
体培养菌丝粉各两组，按料液比30 mg∶ 1 mL分别加
入甲醇、乙酸乙酯，室温下超声浸提30 min后静置
24 h，5600 × g，离心10 min，合并上清液再次离心，
取上清过0. 25 μm滤膜至干净样品瓶中备用，并标
号2 d、3 d、4 d、5 d、6 d、7 d、8 d和9 d分为 8 组。
1. 3 LC /MS 条件

质谱条件: ESI 离子源的雾化气压为35 Psi，氮
气流速为12 L /min，温度为 325℃ ;阳离子模式时离
子化电压为4000 V，碎片电压250 V，阴离子模式时
离子化电压为 3500 V，碎片电压 175 V;分析柱的
HPLC 洗脱条件为:0 － 3 min用 100% 水洗脱;3 －
35 min甲醇由 0% 上升到 100% ;100% 甲醇继续洗
脱15 min。洗脱速度:为1. 0 mL /min。每组样品 3
个重复。检测条件为200 nm到800 nm全波长扫描，
以及质谱检测。
1. 4 数据分析

将各组数据的阴、阳离子总离子流图利用安捷
伦液质联仪自带的 Masshunter 数据分析软件导出以
保留时间、分子量和相对高度为列标签的 CSV 文件
导入 MetaboAnalyst software 软件进行数据分析［10］。

2 结果和分析

2. 1 RCEF4733 菌株代谢物主成分分析模型验证
及主因子个数确定

经过 PCA 计算出的数学模型是否可靠需要进
行严格的验证。不可靠的数学模型不仅不能很好地
描述代谢组学数据特点，还可能严重影响正确结果
的获 得 甚 至 误 导 分 析 结 果［11］。 MetaboAnalyst
software 软件提供两种模型验证方法，本文采用交叉
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验证法［12］主要参考 R2和 Q2两个参数，通常情况下
R2和 Q2越接近于 1，模型越好。结果见表 1。

表 1 两种离子模式 PCA 分析模型验证相关参数
Table 1 The model validation of PCA analysis

of both ionization modes
Parameters 1comps 2comps 3comps 4comps 5comps

A Accurace 0. 0 0. 0 0. 0 0. 125 0. 5

R2 0. 78099 0. 97683 0. 9979 0. 99987 0. 99999

Q2 0. 6024 0. 83641 0. 97743 0. 99965 0. 99998
B Accurace 0. 0 0. 0 0. 0 0. 0 0. 5

R2 0. 90425 0. 97996 0. 99669 0. 99976 0. 99997

Q2 0. 83227 0. 96472 0. 9895 0. 99869 0. 99994
A:positive ionization mode，B:negative ionization mode

由表 1 可以得出两种离子模式下 PCA 分析模
型在 5 个主成分因子时验证参数 R2 和 Q2 均在
0. 9999 以上，接近于 1，由此可以确定该模型可靠，
且不存在过度拟合现象［13］。模型验证后还需要根
据实验研究需要，确定主因子个数，通常以因子累积
贡献率来决定。结果见图 1-A 和图 1-B。

图 1 阴阳离子检测模式碎石图
Fig． 1 Scree plot on component number of positive ionization ( A)

and negative ionization(B) mode．

由图 1-A 和图 1-B 可知，不同培养时间的 8 组
样品进行不同离子模式的质谱检测数据进行主成分

分析，均提取出 5 个因子变量，且因子变量的累积贡
献率均为 85. 6%，即 5 个主成分包含了样品的大部
分信息。在阳离子模式中前两个因子的贡献率分别
达到了 26. 7%和 19. 4%，阴离子模式中前两个因子
贡献率分别达到了 27%和 20%，两者前两个因子的
累积贡献率均超过了各自 5 个因子的累积贡献率的
一半，由此可见两种离子模式中前两个因子在各自
样本中具有显著的代表性。又因为在第 2 个因子
时，贡献率出现了显著拐点，因此选取前 2 个因子作
为主成分合适。
2. 2 RCEF4733 代谢物主成分分析

图 2 阴阳离子模式各组样品主成分分析得分图
Fig． 2 Scores plot on PCA analysis of positive ( A) and negative

(B) ionization mode．

对 2. 1 中确定的主因子个数，对 8 组阳离子和
阴离子模式的数据分别进行主成分分析，从主成分
得分图可观察样品的聚集、离散程度。样品分布点
越靠近，说明这些样品中所含有的变量或分子的组
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成和浓度越接近;反之，样品点越远离，其差异越
大［11］。结果见图 2-A 和图 2-B。

从阳离子主成分分析(图 2-A)可以看出，同一
样品重复 3 次实验，样品点重合，表明供试菌种在不
同培养时间内次级代谢产物组内差异不明显;而不
同培养时间的各组样品间在主成分得分图上可以完
全分开，表明培养时间对供试菌株菌丝中代谢物产
物的生成具有显著影响。除第 7 天与第 8 天样品分
布较靠近(表明供试菌在这两天体内的次级代谢产
物变化不明显)外，其它各时间分布差异较大，反映
出各组样品随培养时间不同其代谢物呈动态变化，
由此可见 PCA 模型可以反映样品代谢随时间连续
动态变化过程［11］。

观察图 2-B 的得分图除了可以发现各组样品完
全分开，代谢物水平上存在明显差异外，还发现各组
样品在图中分为明显的左右两部分(这一点与阳离
子模式下的结果类似)，由此可以推断供试菌株在
生长前期与后期生成的次级代谢产物存在较大差
异，其原因可能是随着培养基中营养物质被不断消
耗减少使得某些代谢底物出现不足，或者是由于随
着次级代谢产物的积累而出现的反馈调节作用的结
果。
2. 3 RCEF4733 菌株代谢物聚类分析

本研究采用华德(Ward)法聚类分析［14 － 15］，距
离算法为 Pearson 相关系数。两种离子模式下聚类
结果如图 3-A、3-B 所示，图中左侧为不同培养时间
聚类，顶端为代谢产物聚类，图的下端表示质谱检测
到的次生代谢产物的保留时间及相对分子量(图中
略)，热图中代谢物由深蓝色到深褐色，表明该物质
的数值由低(冷)到高(热)。

由图 3-A 阳离子模式图可知，根据培养时间的
不同，供试菌株分为两个大类，第 2、3、4 天聚为一
类，第 5 和第 6 天聚为一类，第 7、8、9 天聚为一类;
而图 3-B 阴离子模式图中第 2、3、4、5 天聚为一类，
第 6、7、8、9 天聚为一类。由于阳离子图中的代谢物
主要是一些易形成阳离子的物质，如生物碱、肽类和
核苷等，而阴离子图中反应的主要是有机酸、酚类以
及糖类和氨基酸等，因此从聚类分析结果可知，供试
拟青霉的生物碱、肽类和核苷等易形成阳离子的代
谢物的代谢转折点在培养的第 4 到第 5 天，及第 6
到第 7 天之间。有机酸等易形成阴离子物质的代谢
转折点在培养的第 5 到第 6 天之间。另外，从代谢

物水平上的聚类分析来看，虽然阴阳离子模式最终
都可将代谢物分为两大类，但是在阴离子模式下检
测到代谢物相似性更大;从检测到的代谢物数值上
看，不同培养时间供试菌菌丝体内代谢物浓度有较
大差异，有些物质在初期浓度高后期浓度低，有些物
质则相反，还有些物质出现浓度高低交替出现的现
象，这种前后变化可能与营养消耗，代谢产物积累，
反馈调节等多方面原因有关，有待于深入研究。
2. 4 RCEF4733 菌株差异代谢物分析

差异代谢物的分析可以通过主成分分析的载荷
图来研究，载荷图表示了所检测的变量分布情况，载
荷图中的变量分布与得分图中样品分布和位置是相
对应的［11］，从载荷图中变量点的分布情况可以看出
各组样品间代谢物的差异程度。采集的数据通过
MetaboAnalyst software 做 PLS-DA (偏最小二乘法)
分析载荷图见图 4-A 和图 4-B。

由图 4-A 阳离子模式载荷图可以看出变量点在
图中较为分散，靠近中心位置的变量不多，表明供试
拟青霉在不同培养时间内产生的代谢物质有较明显
的差异。

由图 4-B 阴离子模式载荷图可以看出，各变量
点分散程度较 4-A 中更为明显，但这并不完全表明
在阴离子模式下检测到的次级代谢产物组间差异更
大，可能还与阴离子质谱检测到的数据较少有关。

根据 PLS-DA 的分析结果，将不同培养时间差
异显著的化合物通过 MassBank、Metlin 和 PubChem
等化合物数据库与质谱图匹配查询，并结合有关文
献报道和部分标准品对照及化学定性分析，初步鉴
定出不同培养时间差异显著的可能化合物，结果见
表 2。

由表 2 可知，从培养开始一直到培养结束，阴阳
两种离子模式下总共检测分析出 50 种差异明显的
物质，表明在不同的培养时间内供试菌株产生的次
级代谢产物有较大差异。

培养第 2 天含量显著增高的物质有十二烷酸、
二十碳三烯酸、甘油酯、磷酯、胡萝卜苷、细胞破坏素
B、eicosanoyl-EA、conoideocrellide A 以及暂无法确定
具体结构的 C41 H69 N3 O7、C40 H62 O2、C28 H51 NO6等物
质。由于甘油酯类物质在脂肪酶类作用下可水解生
成甘油和不饱和脂肪酸［16］，而甘油对虫生真菌穿透
昆虫体壁有重要作用［17］，因此，菌丝在生长初期就
出现甘油酯等含量显著高于其它阶段的现象正与拟
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图 3 阴阳离子模式不同培养时间及次级代谢产物聚类分析图
Fig． 3 Hierachical clustering analysis for different incubation time and secondary metabolites of positive (A) and negative (B) ionization

mode
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图 4 阴阳离子模式载荷图
Fig． 4 Loadings plot of positive (A) and negative (B) ionization mode．

青霉的侵染特性一致［18］。胡萝卜苷又名谷甾醇-3-
O-葡萄糖苷为甾醇类物质，Wiesner 等人研究认为生
物体内甾醇类物质合成的前体物质是甲戊二羟酸，
该物质是由两个乙酰辅酶 A 结合后经还原生成［19］，
而乙酰辅酶 A 在体内是脂类、糖类和氨基酸氧化的
重要中间产物。由于真菌生长所不可缺少的甾类化

合物是麦角甾醇而非谷甾醇类物质［20］，因此胡萝卜
苷可能是蛹拟青霉合成麦角甾醇的副产物或中间产
物，具 体 代 谢 途 径 尚 需 进 一 步 研 究。
ConoideocrellideA 和细胞破坏素 B 是重要的昆虫毒
素［21 － 22］，但这两种毒素在拟青霉培养初期就大量产
生的原因及作用还有待于进一步研究。
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表 2 不同培养时间差异显著化合物表
Table 2 Significant different compounds of different incubation time

Number
Retention
Time

Possible
Compound

Possible
Formula

Culture time / d
2 3 4 5 6 7 8 9

1 1. 40 Citric acid C6 H8 O7 － － － － + － +↑ +↑
2 31. 06 Beauverolide C C35 H49 N3 O5 － － － － + +↑ +↑ +↑
3 29. 93 Destruxin A2 C28 H45 N5 O7 － － － + +↑ +↑ +↓ +↑
4 31. 80 Palmitic acid C16 H36 O2 － － － － + +↓ +↑ +↓
5 32. 45 Beauverolide Bor Ba C31 H49 N3 O5 － － + +↓ +↓ － － －
6 29. 01 Ophiocordin C28 H26 N2 O10 － － － + +↑ +↓ +↓ +↑
7 32. 04 Oleic acid C18 H34 O2 － － － － + +↑ +↑ +↓
8 31. 21 Linoleic acid C18 H32 O2 － － － － + +↓ +↓ +↓
9 27. 61 Beauverolide N C27 H41 N3 O6 － － － － － + +↓ +↑
10 2. 03 Proline C5 H9 NO2 － － － － + － － －
11 28. 80 BeauverolideⅠorⅡ C27 H41 N3 O5 － － － － + +↓ +↑ －
12 1. 85 D-mannitol C6 H14 O6 － + +↓ － +↓ － － +↓
13 27. 26 Isariotins B C21 H31 NO8 － － － － － + +↑ －
14 1. 95 Trehalose C12 H22 O11 － － － － － － + +↑
15 1. 93 Rhamnose C6 H12 O5 － － － － － + +↑ －
16 26. 92 ★ C24 H42 O12 － － － － － + +↑ －
17 1. 36 L-glutamate C5 H9 NO4 － － － － － + +↑ －
18 29. 63 Variotin C17 H25 NO3 － + +↓ +↓ － － － －
19 36. 41 ★ C41 H69 N3 O7 + +↓ +↓ +↓ +↓ － － －
20 35. 62 Phosphatidyl ethanolamine C41 H74 NO8 P + +↓ +↓ +↓ +↓ +↓ － －
21 13. 49 ★ C34 H42 O20 － － － + +↑ +↑ +↑ +↓
22 36. 40 ★ C40 H62 O2 + +↓ +↓ － － － － －
23 31. 69 Decanoic acid C12 H24 O2 + +↓ +↓ － － － － －
24 32. 87 ★ C30 H53 NO7 + +↓ +↑ +↓ +↓ － － －
25 27. 91 Stearic acid C18 H36 O2 － － + +↑ +↑ +↑ +↓ +↓
26 32. 33 Eicosanoyl-EA C22 H45 NO2 + +↑ +↓ － － － － －
27 32. 44 ★ C28 H51 NO6 + +↑ +↓ +↓ +↓ － +↓ －
28 34. 06 Glycerolipids C36 H62 O5 + +↓ － +↓ － － － －
29 28. 15 di(4-hydroxy) benzyl-dioxopiperazine C18 H18 N2 O4 － － + － +↑ － － +↑
30 31. 71 ★ C21 H30 O2 + +↓ － － － － － －
31 9. 85 L-Valine C5 H11 NO2 + +↓ － － － － － －
32 34. 36 Cerebroside C41 H77 NO9 － － － － － － + +↓
33 32. 88 ★ C34 H36 O11 － － － － － － + +↓
34 33. 75 Daucosterol C35 H60 O6 + +↓ － － － － － －
35 32. 27 Eicosatrienoic acid C20 H34 O2 + +↑ － － － － － －
36 3. 07 ★ C1 1 H1 7 N5 O － － + － － +↑ +↑ +↓
37 50. 91 Conoideocrellide A C40 H47 N5 O10 + +↓ － － － － － －
38 31. 65 ★ C28 H49 NO6 + +↑ － － － － － －
39 28. 73 Riboflavine C17 H20 N4 O6 － － － － － － + +↓
40 35. 10 Paecilodepsipeptide B or C C40 H49 N5 O10 － － － － － － + +↓
41 34. 36 ★ C35 H65 NO3 + +↑ － － － － － －
42 32. 70 ★ C31 H32 O10 + +↑ +↓ － － － － －
43 34. 55 Aucosterol C35 H60 O6 － － － － － － + +↓
44 29. 94 Destruxin B C28 H45 N5 O7 + +↓ +↑ － － － － －
45 3. 22 ★ C12 H17 O4 P + +↓ － － － － － －
46 27. 89 ★ C30 H41 N3 O9 + +↑ － － － － － －
47 1. 88 Aminoquinoline C9 H8 N2 + +↓ － － +↑ +↑ － －
48 1. 85 12-hydroxyovalicin C16 H24 O6 + +↓ － +↑ － +↑ － －
49 29. 80 ★ C25 H46 N3 O5 － － － + +↑ +↓ +↑ +↑
50 29. 93 ★ C37 H47 N3 O9 + － +↑ +↓ － +↑ +↓ +↑

“★”means Unidentified;“ + ”means detected or content changed significantly ( p ＜ 0. 05) ; “ － ”means not detected or content changed not
significantly; “↑”means content increased;”↓”means content decreased．
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培养第 3 天含量显著增高的代谢物质有 d-甘露醇和
拟青霉素两种物质，其中 d-甘露醇分别在第 3、4、6、
9 天都出现显著变化，且相对含量逐步减少;而
variotin 只在第 2、3、4 天出现显著变化，其相对含量
变化趋势与 d-甘露醇一致。真菌中的甘露醇既可
以在 1-磷酸甘露醇磷酸酯酶催化下生成 6-磷酸果
糖进入糖酵解循环中［23 － 24］，参与能量代谢，同时它
还可降低真菌孢子水分活度，从而增加其抗旱
性［2］。甘露醇有较强的水溶性并可排泄到胞外，在
培养后期由于合成下降，而水溶散失依旧，导致菌体
中含量下降。 variotin 是一种抗真菌抗生素［24］，其
在培养初期就产生，随后含量即开始下降，此与次生
代谢产物的一般代谢规律并不一致，值得深入研究。

培养第 4 天含量显著增高的代谢物质有白僵菌
交酯 B 或 Ba、di (4-hydroxy) benzyl-dioxopiperazine、
C11H17N5 O 和硬脂酸 4 种。白僵菌交酯类因其分子
结构上某些位置取代基不同可以形成多种不同衍生
物，该类物质具有抗菌杀虫作用，有些种还具抑制脂
滴在巨噬细胞中聚集的活性［2］，其代谢途径目前尚
不清楚;硬脂酸为饱和脂肪酸类物质，在培养的第
4、5、6、7 天相对含量逐渐升高，在第 8 天相对含量
开始下降，因差异代谢产物中同时有甘油酯类物质
相对含量减少，所以该物质有可能来源于脂类物质
水解;在培养的最后两天硬脂酸相对含量开始减少
有可能是由于硬脂酸在相关酶的作用下合成其他物
质，也有可能是因为随着培养时间的增加，培养基中
糖类营养物质迅速减少，供试拟青霉开始进一步利
用脂类分解产物所致。

培养第 5 天含量显著增高的代谢物质主要有细
胞破坏素 A2 和团囊虫草素等物质，它们均为肽类
物质，具有抗菌、杀虫等多种活性［2］。

培养第 6 天至第 9 天新出现的差异代谢物质有
棕榈酸、油酸、亚油酸、脯氨酸、isariotins B、鼠李糖、l
-谷氨酸、2-氨基丁酸、戊酸、缬氨酸、柠檬酸、海藻
糖、脑苷脂类化合物、核黄素、以及白僵菌交酯Ⅰ或
Ⅱ、白僵菌交酯 C 和白僵菌交酯 N 等。其中不饱和
脂肪酸类物质可能是硬脂酸等饱和脂肪酸的降解过
程中的产物，因为在高等微生物如真菌和藻类中，不
饱和脂肪酸的生物合成常常是饱和脂肪酸脱饱和而
成的［25］。对于 l -谷氨酸在生物体内合成一般认为
是以糖类物质代谢的中间代谢物，由 α-酮戊二酸为
前体物质，在谷氨酸脱氢酶的催化下形成［26］，该类

物质(包括缬氨酸与脯氨酸)的合成与糖类物质分
解代谢关系密切;2-氨基丁酸在培养的第 8 天出现，
而谷氨酸在培养的第 7 天出现，目前研究认为 2-氨
基丁酸在体内来源一般认为是谷氨酸脱羧的产
物［27］，且谷氨酸相对含量的变化趋势与 2-氨基丁酸
相对含量的变化趋势相反，由此可以推测该物质来
源于谷氨酸的转化;从第 7 天开始出现了鼠李糖、柠
檬酸和海藻糖等物质，其中鼠李糖是由葡萄糖-1-磷
酸经 NDP-4-酮-6-脱氧-d-葡萄糖合成，该过程称还
受到多种操纵子的调控［28 － 30］，海藻糖在体内有 3 条
合成途径，较为常见是 6-磷酸海藻糖合成酶催化尿
苷二磷酸葡萄糖和 6-磷酸葡萄糖合成 6-磷酸海藻
糖，再在 6-磷酸海藻糖磷酸酯酶作用下生成海藻
糖，海藻糖对生物染色体、大分子蛋白、生物膜等具
有非特异性保护作用［31 － 32］，对该物质的研究日益受
到重视，由于上述 3 种物质的形成与共同底物葡萄
糖糖密切相关，且在培养后期相对含量都逐渐增大，
由此可以推断在培养后期供试拟青霉不仅利用葡萄
糖作为能量供给原料，还以之合成其它糖类物质，其
中海藻糖与真菌的抗逆性及其相关［33 － 34］，在培养后
期出现这些物质，可能与真菌抵抗培养后期有害代
谢物质积累和生存环境恶化有关;核黄素为天然水
溶性的 B 族维生素，是机体内许多酶系统的重要辅
基，由于较低的葡萄糖浓度有利于其合成［35 － 37］，因
此培养后期检测到较多核黄素可能与葡萄糖被逐渐
消耗及核黄素积累有关。

从对表 2 差异代谢物的总体分析来看，在培养
的初期，酯类代谢和含氮化合物代谢都较为活跃，培
养中后期糖类和有机酸类代谢活跃;在整个培养过
程中都有肽类抗菌杀虫毒类物质产生，但各阶段产
生的抗生素都不同，中前期以细胞破坏素、蛹拟青霉
素等为主，后期以多种白僵菌交酯为主，并且新的抗
生素常常伴随着前期产生的抗生素减少，因此前期
的肽类抗生素可能是后期大量产生的白僵菌交酯的
前体。由于白僵菌交酯和蛹拟青霉素等的代谢途径
目前尚未见报道，有关结论尚待进一步证实。

为更直观地看到培养时间与代谢物变化间的关
系，本文将 PLS-DA 分析的 VIP 得分最高的 25 个次
级代谢产物做热图分析，图中左边不同颜色代表不
同培养时间，右边为相应的样品，底部为 VIP 得分最
高的 25 个代谢物质的编号(与表 2 一致)，顶部由
深蓝色到深褐色，表明该物质的数值由低(冷)到高
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(热)，结果如图 5-A 与 5-B 所示(距离用 Pearson 相
关系数，聚类算法采用华德(Ward)法)。

图 5 阴阳离子模式代谢物热图
Fig． 5 Heat map of positive (A) and negative (B) ionization mode

从阳离子模式热图(图 5-A)可直观地看到，在
培养初期出现含量显著增高的易形成阳离子的代谢
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物较多，在 25 个 VIP 得分最高的代谢物质中，有 16
个在培养的前 3 天保持较高的含量，从组成来看这
些物质主要是含氮化合物，以及磷酯和甘油酯类物
质，表明拟青霉在培养初期能迅速转化利用培养基
中的含氮化合物(以肽类为主)和酯类物质，这与虫
生真菌的侵染特性一致［17］。从图中还可直观地看
到，在培养的第 4 到第 6 天，次生代谢物明显减少，
这可能是因为菌体进入对数生长期后将大部分小分
子代谢物转化为菌体结构性大分子物质所致，提示
人们如果以得到大量菌丝为目的，此阶段可及时补
充营养物质。在培养后期显著增加的易形成阳离子
代谢物较少，而易形成阴离子的代谢物却明显增加，
并于培养的第 7 和第 8 天达到高峰(图 5-B)。从阴
离子模式热图和表 2 可看到，在培养中后期出现显
著差异的代谢物主要包括有机酸、海藻糖和抗生素
等，这些物质与真菌的抗逆性及生态位竞争有
关［2，38］。

3 结论和讨论

从上面的分析可以得到以下结论:在培养条件
一定的情况下，培养时间对蛹拟青霉代谢产物的产
生具有重要影响。主成分分析结果表明供试菌种在
不同培养时间内次级代谢产物差异显著。聚类分析
结果显示:供试拟青霉对生物碱、肽类和核苷等易形
成阳离子类物质的代谢物可分为 3 个阶段，即前期、
中期和后期，其代谢物出现显著变化的转折点分别
在培养的第 4 到第 5 天，及第 6 到第 7 天之间。前
期含量显著增高的易形成阳离子的代谢物种类最
多，中期仅少数代谢物含量显著增高，后期含量显著
增高的代谢物种类又略增加。对供试拟青霉对糖类
和有机酸等易形成阴离子类物质的代谢分析发现，
该类物质代谢与易形成阳离子的物质代谢规律并不
一致，其代谢可分为前后两个阶段，其转折点在培养
的第 5 到第 6 天之间。前期仅有少数代谢物含量显
著增高，后期含量显著增高的代谢物种类大量增加，
其增加的最高峰在培养的第 7 和 8 两天。

差异代谢物分析结果显示:在培养的第 2 和第
3 天含量显著增加的代谢产物种类较多，主要有酯
类及其水解产物、细胞破坏素 B 和拟青霉素等肽类
抗菌杀虫类物质，以及多种尚未鉴定的含氮化合物
等;在培养第 4 和第 5 天含量显著增加的差异代谢
物质种类较少，主要有细胞破坏素 A2 和团囊虫草

素等肽类抗菌杀虫物质;在培养第 6 天至第 9 天含
量显著增加的代谢物种类较多，除多种白僵菌交酯
和细胞破坏素等肽类抗生素外，显著增加的还有多
种脂肪酸、氨基酸、鼠李糖、海藻糖、脑苷脂类化合物
和核黄素等物质。

在培养初期，菌体中酯类及其水解产物明显增
多的现象，与虫生真菌在代谢初期利用酯类水解产
生甘油的渗透压作为穿透昆虫体壁的动力是一致
的，但在培养初期就有大量细胞破坏素 B 和拟青霉
素等肽类抗菌杀虫类物质合成尚属首次发现，其生
物学意义有待进一步研究。

在培养中期，由于菌体进入对数生长期而将大
部分小分子代谢物转化为菌体结构性大分子物质，
使小分子次生代谢物明显减少，但细胞破坏素 A 和
团囊虫草素等肽类抗菌杀虫物质的合成却仍显著增
多，表明菌体的生长与肽类抗菌杀虫物质的合成是
同步的，这种同步合成现象与一般次生代谢产物的
合成规律并不一致，值得深入研究。

在培养后期，供试蛹拟青霉除继续代谢出多种
肽类抗生素外，还大量产生有机酸、氨基酸和海藻糖
等物质。海藻糖是已知与虫生真菌抗逆性有关的物
质，但大量产生的多种有机酸和氨基酸的生理意义
有待进一步研究。另外，虽然培养后期和培养前期
及中期一样，都有较多肽类抗菌杀虫类抗生素产生，
但不同阶段产生的化合物种类并不相同，中前期以
细胞破坏素、蛹拟青霉素等为主，后期以多种白僵菌
交酯为主，并且新的抗生素产生常常伴随着前一阶
段产生的抗生素减少，因此前一阶段产生的肽类抗
生素可能是后一阶段产生的抗生素前体。由于白僵
菌交酯和蛹拟青霉素等的代谢途径目前尚不清楚，
其具体代谢关系尚在进一步研究中。
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Influence of incubation time on metabolites in mycelia of
Paecilomyces militaris

Delong Zhang，Shulin Li，Ruili Lu，Kangle Li，Feifei Luo，Fan Peng，Fenglin Hu*

Anhui Provincial Key Laboratory of Microbial Control，Anhui Agricultural University，Hefei 230036，China

Abstract:［Objective］ To determine the secondary metabolites production in mycelia of Paecilomyces militaris．
［Methods］Mycelia were cultured in plates with sabouraud dextrose agar yeast medium at 25℃ for 9 days． Sampling was
done every day from the second to the ninth day． The secondary metabolites in the mycelia of Paecilomyces militaris were
extracted with either methanol or ethyl acetate． The extracts were blended and analyzed by liquid chromatography-mass
spectrometry ( LC-MS ) ． LC-MS data were collected and analyzed by MetaboAnalyst software． ［Result］ Principal
component analysis indicates different secondary metabolites accumulation with incubation times． Hierarchical clustering
analysis shows that the metabolic process of cationic compounds such as alkaloids，peptides and nucleosides can be
divided into three stages，and that the metabolic process of anionic compounds such as organic acids and saccharides can
be divided into two stages． Metabolites difference and heat map analysis show that: (1) The number of metabolites with
significant increased contents was raised significantly in mycelia of Paecilomyces militaris on the second and third
incubation days． The main species with increased contents were esters and their hydrolized products，destruxin B，variotin
and some unidentified nitrogin contained compounds． (2) The number of metabolites with significant raised contents was
decreased significantly on the fourth and fifth incubation days． The main species with increased contents were ophiocordin
and destruxin A． (3 ) Apart from peptide antibiotics such as several beauverolides，the content increased metabolites
included also several organic acids，amino acids，rhamnose，trehalose，cerebroside and riboflavine during the sixth to
ninth incubation days． ［Conclusion］ The secondary metabolites in mycelia of Paecilomyces militaris were related
significantly to the incubation time．
Keywords: culture time， Paecilomyces militaris， mycelia， liquid chromatography-mass spectrometry， secondary
metabolites
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