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　　　假臭草来源植物内生真菌生物

转化（＋）柠檬烯产物分析

杨道茂

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　为了筛选能够生物转化（＋）柠檬烯的微生物，将７株假臭草内生真菌作为生物催化剂，在３０℃，１５０

ｒ·ｍｉｎ－１下发酵６ｄ后，添加体积分数为０．５％的（＋）柠檬烯继续转化４ｄ，并采用薄层层析、气相色谱质谱

联用和核磁共振技术分析产物．结果表明：各真菌生物转化（＋）柠檬烯的主要产物为（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，

２二醇、环氧柠檬烯、（１Ｓ，２Ｒ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇等；菌株犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犖犲犲狊ＰＳ０８生成唯一产物（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）

柠檬烯１，２二醇，质量浓度达到（２．４６±０．１６）ｇ·Ｌ
－１．

关键词：　（＋）柠檬烯；假臭草；植物内生真菌；（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇
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（＋）柠檬烯为柠檬精油的主要成分，属于柑橘加工过程中的副产物．由于结构简单、价格低廉，有

多个可以催化的位点［１］，（＋）柠檬烯一直是理想的生物转化底物模型．能转化（＋）柠檬烯的微生物种

类多样，如假单胞属细菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｓｐ．）
［２３］，尖孢镰刀菌１５２ｂ

［４］、指状青霉菌［５６］、黑曲霉［７］、解脂

耶氏酵母［８９］．虽然在生物催化剂的筛选领域取得了巨大的进展，但微生物的低转化效率
［１０］和巨大的筛

选工作量严重影响生物转化的推广与应用，如ＲＯＴＴＡＶＡ等
［１１］从４０５株菌株中只发现８株菌株能够

转化（＋）柠檬烯．针对该问题，有学者指出植物内生真菌是一个很有发展前景的筛选来源．植物内生真
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菌因为需要与宿主植物一起共进化来适应环境的变化，使其可能会产生丰富的酶来适应宿主［１２］，如海

藻来源内生真菌犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪ｓｐ．
［１３］能将外消旋樟脑转化为６ｅｎｄｏ羟基樟脑、６ｅｘｏ羟基樟脑等产

物，火炬松来源内生真菌犘犺狅犿狅狆狊犻狊ｓｐ．能转化（＋）柠檬烯合成香芹酮和柠檬烯１，２二醇，如果底物

为柑橘皮提取物，则生成单一产物柠檬烯１，２二醇
［１４］，内生真菌犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犳狌犿犻犵犪狋狌狊

［１５］能转化硫利

达嗪．因此，利用植物内生真菌进行生物转化是可行的
［１６］．

假臭草（犘狉犪狓犲犾犻狊犮犾犲犿犪狋犻犱犲犪（Ｇｒｉｓｅｂ．）Ｒ．Ｍ．Ｋｉｎｇ＆ Ｈ．Ｒｏｂ．）属于菊科植物，原产南美，现入

侵亚洲和大洋州等地．由于假臭草对土壤肥力吸收力强，严重影响果树的生长，此外，它能分泌一种有毒

的恶臭味，影响家畜觅食，属于入侵植物．研究发现假臭草花精油对柑橘木虱具有驱避和致死活性
［１７］，

且其总黄酮类化合物对金黄葡萄球菌有抑菌活性［１８］．目前，尚未见到假臭草内生真菌用于生物转化

（＋）柠檬烯的相关报道．基于此，本文以分离自假臭草内生真菌为生物转化剂，考察其生物转化产物．

１　材料与方法

１．１　药品与仪器

（＋）柠檬烯（日本东京化成工业株式会社）；石油醚（６０～９０℃）、无水乙醇、乙酸乙酯（上海市国药

试剂有限公司）；（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）（＋）二戊烯１，２二醇（（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇，ＣＡＳ 号：

３８６３０７５０，美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；氘代甲醇（广东省广州赛迪菲生物科技有限公司）．以上试剂均

为分析纯．０．２２μｍ 滤膜（天津市津腾实验设备有限公司）；１００目硅胶、ＧＦ２５４型薄层层析硅胶板

（５０ｍｍ×２００ｍｍ，山东省青岛海洋化工厂分厂）．

ＺＱＺＹ７５ＣＮ型振荡培养箱（上海支楚仪器有限公司）；ＸＨＣ型旋涡混合器（江苏省金坛市白塔新

宝仪器厂）；ＳＷＣＪ１ＦＤ型洁净工作台（江苏省苏州安泰空气技术有限公司）；Ｈ１６５０型医用离心机（湖

南湘仪实验室仪器开发有限公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ８８６０ＧＣＳｙｓｔｅｍ５９７７Ｂ型气质联用仪器（带Ｇ４５１３Ａ自动

进样器，美国安捷伦科技有限公司）；ＥＹＥＬＡＮ１１００型旋转蒸发仪（日本东京理化器械株式会社）；

Ｂｒｕｋｅｒ５００ＭＨｚ型核磁共振谱仪（瑞士布鲁克公司，由华侨大学分析测试中心提供）．

１．２　微生物与培养基

７株植物内生真菌（犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犖犲犲狊ＰＳ０１，犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犖犲犲狊ＰＳ０６，犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犖犲犲狊ＰＳ０７，犃犾狋犲狉狀犪

狉犻犪犖犲犲狊ＰＳ０９，犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犖犲犲狊ＰＳ１０，犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犖犲犲狊ＰＳ１８，犇犻犪狆狅狉狋犺犲犪犿狔犵犱犪犾犻ＰＳ０８）由华侨大学

化工学院王奇志博士馈赠．

培养基均采用沙保氏培养基：蛋白胨１０ｇ·Ｌ
－１，葡萄糖４０ｇ·Ｌ

－１（ｐＨ值为４．０～６．０）．

１．３　检测方法

薄层层析（ＴＬＣ）方法：展开剂为犞（石油醚）∶犞（乙酸乙酯）＝７∶３，显色剂采用体积分数为１％的

香草醛浓硫酸溶液．

气相色谱质谱联用（ＧＣＭＳ）：ＡｇｉｌｅｎｔＨＰ５ｍｓ型色谱柱（３０ｍ×２５０μｍ ×０．２５μｍ），载气为氦

气，进样量为１μＬ．温度程序：６０℃保持１ｍｉｎ，２０℃·ｍｉｎ
－１升温到３００℃，保持１３ｍｉｎ．ＭＳ离子源温

度为２３０℃，ＭＳ四极杆温度为１５０℃，质谱扫描范围（犿／狕）为６０～８００．

２　实验步骤

２．１　菌株活化与发酵

各测试菌株接种于装有马铃薯葡萄糖琼脂培养基的培养皿（直径为９０ｍｍ）上，在３０℃恒温培养

箱中培养６ｄ后，存于４℃冰箱中备用．每株菌挑取一接种环菌丝接种于装有１００ｍＬ培养基的２５０ｍＬ

锥形瓶中，在２８℃，１５０ｒ·ｍｉｎ－１条件下培养６ｄ．

２．２　生物转化（＋）柠檬烯及产物分析

生物转化流程参考海洋真菌的生物转化流程并做细微调整［１９］，具体流程为：在每株菌培养了６ｄ的

１００ｍＬ发酵液中，加入１ｍＬ经０．２２μｍ滤膜过滤除菌的（＋）柠檬烯乙醇溶液（柠檬烯溶于等体积乙

醇，柠檬烯的最终体积分数为０．５％），在２８℃，１５０ｒ·ｍｉｎ－１条件下继续培养４ｄ．
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转化结束，发酵液用布氏漏斗过滤后，取３ｍＬ滤液转移到１５０ｍｍ×１５ｍｍ的试管中，用等体积乙

酸乙酯萃取；然后，将萃取相转移到干燥的１５０ｍｍ×１５ｍｍ的试管中，并用无水硫酸钠脱水；最后，取

萃取相进行ＴＬＣ和ＧＣＭＳ检测．

２．３　菌株犘犛１８转化产物结构鉴定

鉴于ＴＬＣ检测结果，选取包含２个转化产物的菌株ＰＳ１８，按照节２．２的生物转化流程制备转化产

物．具体流程为：配制２．５Ｌ发酵培养基，分装于２５瓶２５０ｍＬ锥形瓶中．后续的发酵与转化步骤参考节

２．１，２．２．转化结束，将发酵液用布氏漏斗过滤，等体积乙酸乙酯萃取滤液２次后，合并萃取液，用旋转蒸

发仪于４０℃，真空度－０．１ＭＰａ下蒸发有机溶剂，最终获得转化产物３．３３ｇ．

取少量乙酸乙酯完全溶解转化产物后，用１００目硅胶拌样阴干，随后采用干法上玻璃色谱柱

（３００ｍｍ×２５ｍｍ），洗脱剂体系采用犞（石油醚）∶犞（乙酸乙酯）为１４∶２～１４∶４进行洗脱，每个梯度

洗脱体积为２００ｍＬ以上，并用ＴＬＣ跟踪洗脱结果．最终获得化合物ＰＳ１８１（１．５６ｇ），ＰＳ１８２（０．８７ｇ），

用氘代甲醇溶解后进行核磁共振检测．

２．４　各菌株转化产物的质量浓度检测

建立柠檬烯１，２二醇标准曲线．实验步骤为：用乙酸乙酯溶解标准品并配制８．６０００ｇ·Ｌ
－１母液，

采用逐步稀释的方法，将母液稀释成不同质量浓度，随后采用节１．３的方法获得柠檬烯１，２二醇的峰

面积质量浓度的关系图．

挑取各菌株的菌丝接种于装有１００ｍＬ培养基的２５０ｍＬ锥形瓶中，每株菌重复３次，后续发酵和

图１　各真菌萃取相ＴＬＣ图

Ｆｉｇ．１　ＴＬＣｄｉａｇｒａｍｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｐｈａｓｅｏｆｖａｒｉｏｕｓｆｕｎｇｉ

生物转化步骤参考节２．１，２．２．最后，依据标准曲线求出各菌

株转化产物的平均质量浓度．

３　实验结果与讨论

３．１　各菌萃取液犜犔犆分析

将各真菌的萃取相进行ＴＬＣ检测，结果如图１所示．由图

１可知：菌株ＰＳ０１，ＰＳ０６和ＰＳ０８的条带仅发现１个主要斑

点，且比移值（犚ｆ）与标准品（（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇）一

致；菌株ＰＳ０７，ＰＳ１８的条带明显多出１个斑点．从真菌测序结

果可知，除了菌株ＰＳ０８归属于扁桃腐皮壳菌（犇．犪犿狔犵犱犪犾犻），

其余菌株归属于链格孢属（犃．犖犲犲狊），但转化产物却不相同，

　（ａ）菌株ＰＳ０１

说明转化产物与种属之间不存在必然的联系．

３．２　转化产物犌犆犕犛检测

各菌株转化产物总离子色谱（ＴＩＣ）图，如图２所示．

图２中：犐为强度；狋为时间．检索ＮＩＳＴ１７．０数据库可知，

峰１匹配环氧柠檬烯（ｌｉｍｏｎｅｎｅｏｘｉｄｄｅ），属于柠檬烯１，２

二醇前体物质［２０２２］；峰２匹配化合物柠檬烯１，２二醇，保

留时间与标准品一致；峰３匹配结果与峰２一致，推测为

峰２的同分异构体；峰４未检索到匹配的化合物．

　（ｂ）菌株ＰＳ０６　　　　　　　　　　　（ｃ）菌株ＰＳ０７　　　　　　　　　　　（ｄ）菌株ＰＳ０８
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　　（ｅ）菌株ＰＳ０９　　　　　　　　　　（ｆ）菌株ＰＳ１０　　　　　　　　　（ｇ）菌株ＰＳ１８

图２　各菌株转化产物的ＴＩＣ图

Ｆｉｇ．２　ＴＩＣｄｉａｇｒａｍｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｓｔｒａｉｎｓ

３．３　转化产物结构鉴定

化合物ＰＳ１８１，ＰＳ１８２的ＴＬＣ图和ＴＩＣ图，如图３所示．

　（ａ）ＴＬＣ图　　　　　　（ｂ）化合物ＰＳ１８１的ＴＩＣ图　　　　　　　（ｃ）化合物ＰＳ１８２的ＴＩＣ图　　

图３　化合物ＰＳ１８１，ＰＳ１８２的ＴＬＣ图和ＴＩＣ图

Ｆｉｇ．３　ＴＬＣａｎｄＴＩＣｄｉａｇｒａｍｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＰＳ１８１，ＰＳ１８２

经数据库检索，化合物ＰＳ１８１，ＰＳ１８２均匹配为柠檬烯１，２二醇，结合ＴＬＣ结果，推测二者为同

分异构体．化合物ＰＳ１８１碳谱１３ＣＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）的化学位移（δ）为１５１．４４，１０８．９８，７４．４１，

７１．７０，３８．７９，３５．１３，３４．３８，２７．６３，２７．４１，２１．０８．该碳谱化学位移与文献报道的化合物２（（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）

柠檬烯１，２二醇）完全一致
［２３］，也与化合物２ａ的碳谱化学位移相同

［２４］．化合物ＰＳ１８１的氢谱１ＨＮＭＲ

（５００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）的化学位移（δ）为３．５５（ｄｄ，犑 ＝２．３，２．０，１Ｈ，Ｈ２），１．６３（ｍ，Ｈ３），１．９１（ｄｄｄ，

１Ｈｅｑ，１３．２，１３．２，２．６，Ｈ３），２．２７（ｍ，１Ｈ，Ｈ４），１．４８（ｍ，Ｈａｘ５），１．６０（ｍ，Ｈｅｑ５），１．４９（ｍ，１Ｈａｘ，

Ｈ６），１．７３（ｍ，１Ｈｅｑ，Ｈ６），１．２０（ｓ，３Ｈ，Ｈ７），４．７１（ｂｓ，１Ｈ，Ｈ９），４．６８（ｂｓ，１Ｈ，Ｈ９），１．７２（ｓ，３Ｈ，

Ｈ１０）．该数据与化合物２的氢谱数据一致
［２３］．综上，化合物ＰＳ１８１归属于（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，２二

醇．化合物ＰＳ１８１和化合物２的碳谱图和氢谱图，如图４所示．

（ａ）化合物ＰＳ１８１　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）化合物２　

图４　化合物ＰＳ１８１和化合物２的碳谱图和氢谱图

Ｆｉｇ．４　
１３Ｃａｎｄ１ＨＮＭＲｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＰＳ１８１ａｎｄｃｏｍｐｏｕｎｄ２

化合物ＰＳ１８２碳谱１３ＣＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）的化学位移（δ）为１５０．１１，１０９．３９，７７．８３，７４．４５，

４５．２３，３９．７９，３７．８７，２９．７７，２１．０２，１８．９１．该碳谱数据与化合物１（（１Ｓ，２Ｒ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇）数据
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完全相同［２３］．化合物ＰＳ１８２的氢谱１ＨＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）的化学位移（δ）为３．５０（ｄｄ，犑＝４．６，

１１．８，１Ｈ，Ｈ２），１．３０（ｍ，Ｈａｘ３），１．８３（ｍ，１Ｈｅｑ，Ｈ３），２．０６（ｄｄｄｄ，１Ｈ，１２．４，１２．４，３．５，３．４，Ｈ４），

１．４７（ｄｄｄｄ，１７．５，１４．８，１４．８，３．５，Ｈａｘ５），１．７５（ｍ，Ｈｅｑ５），１．２５（ｍ，１Ｈａｘ，Ｈ６），１．６３（ｍ，１Ｈｅｑ，

Ｈ６），１．１５（ｓ，３Ｈ，Ｈ７），４．７１（ｂｓ，１Ｈ，Ｈ９），４．６９（ｂｓ，１Ｈ，Ｈ９），１．７２（ｓ，３Ｈ，Ｈ１０），该数据与化合物１

的氢谱数据一致［２３］．综上，ＰＳ１８２归属为（１Ｓ，２Ｒ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇．ＰＳ１８２与化合物１的碳谱图

和氢谱图，如图５所示．

（ａ）化合物ＰＳ１８２　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）化合物１　

图５　化合物ＰＳ１８２和化合物１的碳谱图和氢谱图

Ｆｉｇ．５　
１３Ｃａｎｄ１ＨＮＭＲｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＰＳ１８２ａｎｄｃｏｍｐｏｕｎｄ１

由图３，４，５可知：犚ｆ较高的斑点为（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇，犚ｆ较低的斑点为（１Ｓ，２Ｒ，４Ｒ）

柠檬烯１，２二醇．文献［２５］报道柠檬烯转化为柠檬烯１，２二醇时，需要通过ＦＡＤ结合单加氧酶（ＦＡＤ

ｂｉｎｄｉｎｇｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ）生成柠檬烯环氧化物（ｌｉｍｏｎｅｎｅ１，２ｅｐｏｘｉｄｅ），再通过环氧化物水解酶（ｅｐｏｘ

ｉｄｅｈｙｄｒｏｌａｓｅ）生成柠檬烯１，２二醇．通过比较７株植物内生真菌的转化产物，可得以下２个结论．１）来

源于不同种属植物内生真菌的环氧化物水解酶存在差异，如犇．犪犿狔犵犱犪犾犻ＰＳ０８和犃．犖犲犲狊ＰＳ１８，前者

生成（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇，后者额外生成（１Ｓ，２Ｒ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇，与文献［２６］报道的氯

过氧化物酶转化（＋）柠檬烯生成柠檬烯１，２二醇类似，该酶在氯离子存在下生成２种手性产物．２）即

使是来源于同一种属植物内生真菌的环氧化物水解酶也可能存在差异，如犃．犖犲犲狊ＰＳ０１与犃．犖犲犲狊

ＰＳ０６生成（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇，而犃．犖犲犲狊ＰＳ０７，犃．犖犲犲狊ＰＳ０９和犃．犖犲犲狊ＰＳ１８则额外生

成（１Ｓ，２Ｒ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇．因此，该转化机制可能需要进一步完善．

３．４　产物的测量

柠檬烯１，２二醇标准曲线，如图６所示．图６中：犛为峰面积；ρ为柠檬烯１，２二醇的质量浓度．由

图６可得标准曲线方程为犛＝１２９９７１．７３４１３ρ－１５９６３．４３７４６，犚
２＝０．９９３．依此标准曲线，各菌株产

（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇的质量浓度，如图７所示．

　　　图６　柠檬烯１，２二醇标准曲线　　 　　　　图７　各菌株产（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇的质量浓度

　Ｆｉｇ．６　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｌｉｍｏｎｅｎｅ１，２ｄｉｏｌ　　　Ｆｉｇ．７　Ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）ｌｉｍｏｎｅｎｅ１，２ｄｉｏｌ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｖａｒｉｏｕｓｆｕｎｇｉ

由图７可知：各菌株产（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇的质量浓度为０．３６～２．４６ｇ·Ｌ
－１．其中，菌株

ＰＳ０８产量最高，达到（２．４６±０．１６）ｇ·Ｌ
－１，实验结果与文献［１４］吻合．
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４　结束语

　　转化产物柠檬烯１，２二醇（柠檬甘油）属于一种比较重要的柠檬烯含氧衍生物．研究表明，该化合

物具有抗癌［２７２９］和抗炎活性［２８］，也可作为合成其他生物活性物质前体［３０３２］．由于该化合物存在４种立

体构型［２４］，手性不同的纯萜类对映体其药理活性（抗微生物活性、毒性或气味特性）存在差异［３３］，如

（１Ｓ，２Ｒ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇和（１Ｓ，２Ｓ，４Ｒ）柠檬烯１，２二醇对新生隐球菌（犆狉狔狆狋狅犮狅犮犮狌狊狀犲狅犳狅狉

犿犪狀狊）的最小抑制浓度分别为１８４，１４７０μｍｏｌ·Ｌ
－１［２３］．因此，４种构型的化合物生物活性数据有待进

一步挖掘．采用假臭草来源植物内生真菌转化（＋）柠檬烯，转化单一且产量达克级，转化效果较理想．
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