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海洋烟曲霉菌代谢活性物质的萃取
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摘要: � 以海洋烟曲霉菌为出发菌, 在适宜的发酵条件下进行培养, 提取代谢产物并检测其对白色念珠菌抑菌

性.分别以硫酸铵、石油醚、乙酸乙酯为萃取剂, 研究硫酸铵质量分数和有机溶剂的 pH 值对海洋烟曲霉菌代

谢活性物质萃取效果的影响.结果表明, 粗酶液的适宜萃取条件: 萃取剂为石油醚, pH 值为 6, 粗酶液与有机

溶剂的体积比为 1� 1� 采用质量分数为 70%的硫酸铵沉淀, 萃取活性物质的酶活性最大为 16. 0 �kat  L- 1 ,

比原粗酶液的酶活( 7. 9 �kat  L - 1 )提高 1倍; 而采用石油醚为萃取剂, 所萃取活性物质的酶活性最大为 20. 5

�kat  L - 1 , 比原粗酶液的酶活提高 2. 58 倍, 且抑菌性能最好,抑菌率达 60%左右.

关键词: � 烟曲霉菌; 脱乙酰酶; 活性物质; 萃取; 抑菌性

中图分类号: � Q 949. 327. 1 文献标识码: � A

据估计,海洋真菌至少有 1 500种 [ 1] , 但被描述过的种属为数极少, 以青霉菌和曲霉菌居多.目前,

在海洋曲霉菌中发现了许多重要的代谢产物,如新的神经营养聚合物、酶及其抑制剂, 以及抗肿瘤和抗

菌的活性物质
[ 2�5]
等.近年来,中国科学院海洋研究所和山东大学微生物技术国家重点实验室开展对海

洋真菌 [ 6�11]的研究,主要是对海洋真菌的分离、培养,以及对其代谢产物的筛选等, 并已从深海海底沉积

物样品中分离出若干株海洋真菌. 通过对菌株的生长特性与低温水解酶酶学性质等的研究,从其代谢产

物中分离到若干新颖的、有价值的抗生素与生物活性物质.深入开展对海洋真菌的研究,了解海洋真菌

的多样性,无论从基础理论研究本身, 或从应用前景考虑, 都具有重要意义. 本文以海洋烟曲霉菌
[ 12]
为

出发菌,以适宜的发酵条件进行培养,对其代谢产物进行提取,并检测代谢产物对白色念珠菌抑菌性,以

期获得新的抗菌活性物质.

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验菌株

海洋烟曲霉菌, 从福建崇武海域的生物共生及附生微生物中筛选出,并经纯化分离.

1. 2 � 培养基
1. 2. 1 � 查氏(斜面)培养基 � 2 g NaNO3 , 1 g K 2H PO 4 , 0. 5 g KCl, 0. 5 g M gSO 4 , 0. 01 g FeSO 4 , 30 g 蔗

糖, 15~ 20 g 琼脂, 1 L 海水, pH 值自然.

1. 2. 2 � 发酵培养基 � ( 1) 种子培养基: 200 g 马铃薯, 5 g 蛋白胨, 1 g 酵母浸出液, 5 g 葡萄糖, 1 L 海

水, pH= 3. 6; ( 2) 发酵培养基: 200 g 马铃薯, 5 g 硫酸铵, 1 g 酵母浸出液, 5 g 蔗糖, 1 L 海水, pH= 3. 6.

1. 3 � 测定方法

1. 3. 1 � 粗酶液制备 � 将菌种接入种子培养基, 于 30 ! 培养 2 d 后, 转接于发酵培养基,并于 180 r  

min
- 1
的旋转式摇床 30 ! 培养 5 d.然后, 于 4 ! ,转速 8 000 r  min

- 1
的冷冻离心机中离心 15 min,取

上清液即为粗酶液, 在冰箱( 4 ! )中保存.

1. 3. 2 � 部分乙酰化壳聚糖底物的制备 � 准确称量 1. 00 g 自制的部分乙酰化壳聚糖(脱乙酰度约
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49% ) ,悬浮于 40 mL 的蒸馏水中,加入 9 mL, 1. 0 mol  L - 1的冰醋酸, 充分搅拌 12 h� 然后, 添加 5. 0

mol  L
- 1
的醋酸钠溶液,调节 pH 值至 6. 0� 最后,用 0. 2 mol  L

- 1
的醋酸缓冲溶液定容至 100 mL,置

具塞试剂瓶中于 4 ! 冰箱中保存.

1. 3. 3 � 酶活性的测定 � 测定方法跟据文[ 7]的方法并进行适当改进� 取 1 mL 粗酶液,加入1 mL 质量

体积比为 0. 5%的部分乙酰化壳聚糖底物溶液, 于 30 ! 水浴反应 10 min� 然后, 置于沸水浴中加热 5

min以终止反应. 同时,取 1 mL 经沸水浴加热 5 min灭活的粗酶液作为酶液的对照.反应后, 于离心机

( 3 500 r  min- 1 )离心 10 m in� 取上清液,用 3, 5�二硝基水杨酸比色法测定其光密度值 D ( 520) ,并计算

相对应的酶活力 z .即

z =
D( 520) ∀ 1 000 ∀ A
D ∀ 198. 17 ∀ V ∀ t

∀ n� (1)

式( 1)中: D ( 520)为样品在 520 nm 处的光密度值; D 为 1 mg 葡萄糖的光密度值(即标准曲线的斜率) ;

V 为参加反应的酶液用量; n为稀释倍数; t为酶促反应时间� 测定时取反应液的体积为 1 mL, 这仅为

酶反应系统中 A
- 1体积,故应乘以 A .

1. 4 � 提纯方法

( 1) 硫酸铵沉淀法� 取 20 mL 的发酵液于三角瓶中, 以此体积为基准计算不同质量分数硫酸铵的

加入量.硫酸铵的质量分数( w )以 10%为递进,范围为 20%~ 100%.在 4 ! 下,加入硫酸铵后持续搅拌

15~ 20 m in,再置于离心机( 8 000 r  min- 1 )离心 15 m in.以沉淀最多所对应的硫酸铵质量分数为中心,

并以 5%的间隔,同上步骤进行操作.然后, 分离沉淀相和非沉淀相, 分别测其酶活,并确定最佳硫酸铵

质量分数.

( 2) 有机溶剂萃取法� 将等体积( 20 mL)的有机溶剂加入不同 pH 值的粗酶液中,混匀, 转入分液

漏斗中� 静置过夜后,分离有机相和非有机相,分别测其酶活.将分液后得到的液体烘干至恒重,分别测

其萃取得到的活性物质的质量.

1. 5 � 抑菌实验
将一定稀释度( 10- 1 , 10- 3 , 10- 5 )的白色念珠菌与稀释一定倍数的提取物质按体积比为 1� 1的比

例混合,并以相应稀释度的白色念珠菌和相应稀释度的灭活提取物的混合液做空白对照� 于 25 ! 培养

24 h后, 采用浊度仪检测其培养后混合液的浊度,计算抑菌率( �)� 即

�=
D con - D exp

D con
∀ 100%� ( 2)

其中: D exp , D con分别为实验组与对照组的光密度值; 抑菌率( �)反映了提取活性物质的抑菌效果.

2 � 结果与讨论

2. 1 � 活性物质的提取
2. 1. 1 � 硫酸铵沉淀法 � 硫酸铵沉淀法可用于从大量粗制剂中浓缩和部分纯化蛋白质.高浓度的盐离子

在蛋白质溶液中可与蛋白质竞争水分子,它们在溶解于水的同时,从蛋白质分子周围的水化层中夺走水

分子,破坏蛋白质分子的水膜,降低其溶解度,因而会发生沉淀作用� 硫酸铵沉淀酶对其活性损伤小,沉

淀可长时间保存.各种蛋白结构的不同,硫酸铵与其作用的起始沉淀质量分数和完全沉淀后的质量分数

也各不相同,从而可对粗提液中的酶进行预提纯, 除去大部分杂蛋白.

硫酸铵沉淀法实验结果表明,硫酸铵的质量分数在 40%以内, 均没有沉淀产生; 当硫酸铵的质量分

数为 70%时,所产生的沉淀最多;其他硫酸铵的质量分数产生的沉淀量大小顺序: 70% > 60%> 80%>

90% > 100%> 50% .

以硫酸铵的质量分数为 70%为中心, 而以 60%, 65%, 70% , 75%的硫酸铵提取活性物质,考察硫酸

铵的质量分数与酶活的关系, 结果如图 1所示.

从图 1中可看出, 沉淀相的酶活大于非沉淀相(上清液)的酶活� 当硫酸铵的质量分数为 70%时,

萃取物的活性物质的酶活最大为 16. 0 �kat  L - 1
,比原粗酶液的酶活( 7. 9 �kat  L - 1

)
[ 12]
提高 1倍.

2. 1. 2 � 有机溶剂法 � 分别选用有机溶剂石油醚、乙酸乙酯作为萃取剂,对粗酶液进行提取, 考察 pH 值
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与活性物质酶活和质量浓度(  )的关系,结果如图 2, 3所示.

从图 2, 3可知, 以石油醚为萃取剂进行海洋真菌活性物质萃取, 当粗酶液的 pH 值为 6 时, 萃取后

的活性物质在有机相中的酶活最高达到 7. 9 �kat  L- 1 ,比原粗酶液的酶活( 20. 5 �kat  L - 1 )提高 2.

58倍;而采用乙酸乙酯进行萃取,其活性物质的酶活无论在水相或有机相中均较低� 这说明乙酸乙酯
在萃取中对该酶的活性有一定的抑制作用,不适用于该菌代谢活性物质的提取与分离.

� � 图 1 � 硫酸铵质量分数与酶活的关系 � � � � � � � � � 图 2� pH 值与活性物质酶活的关系

� � F ig . 1 � Relat ion betw een enzyme activ e w ith � � � � � F ig . 2 � Relation betw een substance � �

the concentrat ion of ammonium sulfate � � � � � � � � � � � active with pH value � �

2. 2 � 活性物质的抑菌性

实验考察海洋烟曲霉菌代谢活性物质对白色念珠菌的抑菌性, 结果如图 4 所示. 从图 4 中可以看

出,石油醚、乙酸乙酯及硫酸铵所提取出来的海洋真菌活性物质对白色念珠菌均有抑菌性,其中石油醚

萃取物的抑菌性最高,其次是乙酸乙酯的萃取物, 硫酸铵沉淀物的抑菌性最低.

图 3 � pH 值与活性物质质量浓度的关系 � � � � � � 图 4 � 各萃取物对白色念珠菌的抑菌性

Fig . 3 � Relation between substance quality w ith pH � � Fig . 4 � Ext raction Inhibiting to Candid a albicans �

海洋烟曲霉菌的代谢活性物质对白色念珠菌具有一定的抑菌作用� 主要是因为真菌的细胞壁含有
甲壳素(几丁质) ,活性物质是脱乙酰酶� 在适宜条件下,脱乙酰酶对真菌白色念珠菌细胞壁内的甲壳素

具有一定脱乙酰作用,从而抑制细胞的生长, 起到抑菌的作用,其抑菌率达 60%左右.

3 � 结论

从图 2酶活实验结果来看,以乙酸乙酯萃取物质的酶活较低,但萃取物的质量较大(图 3)� 图 4的

抑菌性实验表明,乙酸乙酯萃取的活性物质酶活很低, 但对白色念珠菌具有一定的抑菌性,该抑菌作用

主要不是由于脱乙酰酶的作用.这说明,该海洋烟曲霉菌的代谢活性物质中, 不仅有脱乙酰酶能对白色

念珠菌起到抑制作用,而且还存在着另外的活性物质对白色念珠菌具有抑制作用.

海洋烟曲霉菌的代谢活性物质的提取实验表明,在硫酸铵沉淀, 石油醚、乙酸乙酯作为萃取剂的提

取实验中,以石油醚为萃取剂的萃取活性物质,其酶活性最大且具有一定抑菌性能� 海洋烟曲霉菌的代
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谢活性物质的分离纯化及其组成结构, 有待今后进一步研究。
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Marine Aspergillus f umigatus Metabolic Active

Substance Extraction Method

CHEN Pei�qin, HU ANG H ui�li, LI Li�hui

( C ol lege of Chem ical En gineering, Hu aqiao Un iversi ty, Quanzhou 362021, C hina)

Abstract: � Mar ine A sp ergill us f umig atus were cultur ed under a condition suit able for fermatation, and metabo lic activ e

subst ances were then ext racted t o test their inhibiting to Candida albicans . U sing ammonium sulfate, petro leum ether,

et hy l acetate as ex tr actant respectively, the influence t o ex tr act ion active subst ance o f mar ine A sp ergill us f umigatus w ith

org anic solv ent and different pH w ere studied, and ex traction condition w ere investig ated. The experimental r esults indi�

cate that the suitable condit ion of crude enzyme was petro leum ether as ex tractant, pH = 6, t he vo lume rate o f crude fer�

mented liquo rs w ith or ganic solvent is 1� 1. The enzyme act ive of ex tr at ing substance is about 16. 0 �kat  L - 1 w hen u�

sing 70% ammonium sulfat extr actant, one times higher than the activ ity of crude fermented liquo rs ( about 7. 9 �kat  

L- 1 ) . While, the enzyme active o f ex trating substance is about 20. 5�kat  L - 1 when using pet roleum ether ex tr act ant, it

incr ease 2. 58 times t o t he act ivity of crude ferment ed liquo rs and having t he best inhibiting, the inhibiting is about 60% to

Candida albicans .

Keywords: � A sp ergil lus f umigatus ; deacet ylase; act ive substance; ext raction; inhibiting
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