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豆类丝核菌发酵代谢产物中苦马豆素的测定
Ξ

张　黎, 杨鸣琦, 周宏超, 蒲　鹏, 曹光荣
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　利用气相色谱法, 对实验室分离保存的 6 株豆类丝核菌发酵代谢产物中的苦马豆素 ( sw ainson ine,

SW )进行了定性、定量分析。结果表明, 豆类丝核菌发酵代谢产物中含有大量 SW , 其中 0226B 与 0223A 2 株菌代谢

产物中苦马豆素含量分别达到 1 093. 17 与 1 199. 64 m göL , 说明这 2 株菌可用于 SW 生物合成的研究, 并有利于降

低 SW 生物合成的成本。
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　　苦马豆素 ( sw ain son ine, SW ) 首先由澳大利亚

学者 Co legate 等[1 ]分离于植物灰苦马豆 (Sw a inso2
n ine canescens) , 后有美国学者M o lyneux 等[2 ] , 中国

学者曹光荣等[3 ]也分别从疯草中分离到纯品 SW ,

并认为苦马豆素是动物疯草中毒的主要成分[1～ 5 ]。

B rogu ist [6 ]和C room 等[7 ]从美国标准菌库保存的豆

类丝核菌 (R h iz oction ia leg um in icola) 的菌丝体中分

离提取到纯品 SW , 国内杨鸣琦等[8, 9 ]也从自行分离

并拥有独立自主知识产权的豆类丝核菌中分离提取

到纯品 SW ; 童德文等[10 ]虽从杨鸣琦提供的豆类丝

核菌菌丝体中检测到 SW , 但未分离到纯品。近年来

的研究[4, 5, 11～ 14 ]表明, SW 具有很好的抗肿瘤作用,

其不仅能明显抑制实体瘤的生长与转移, 而且具有

明显的免疫刺激功能, 从而促进机体的抗肿瘤免疫。

本试验目的是从豆类丝核菌代谢产物中直接测定

SW 含量, 从而寻找一条大批获得 SW 的途径, 以提

高 SW 的产量, 为拟采用发酵动力学等原理研究

SW 的生物合成选育优秀菌株, 为 SW 药用价值的

实现及抗肿瘤临床应用成本的降低提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　豆类丝核菌　6 株豆类丝核菌由本实验室

分别于 1994 年和 2002 年从陕西杨陵周边地区 10

种豆科植物中分离保存, 编号分别为 9421A , 9422A ,

9422B , 0223A , 0225B , 0226B。

1. 1. 2　主要试剂　苦马豆素标准品, 由西北农林科

技大学动物科技学院杨鸣琦提供, 1996 年分离于豆

类丝核菌, 质量浓度为 15. 942 0 m göL [8 ]。

1. 1. 3　仪　器　H ITA CH I 663230 型气相色谱仪,

日本日立公司生产; XSZ24G 型光学显微镜, 中国重

庆光学仪器厂生产; 40～ 200 ΛL 芬兰数字显示移液

器, 上海雷勃分析仪器有限公司生产。

1. 2　方　法

1. 2. 1　豆类丝核菌的培养　将改良的Czapekπs 培

养基分装于 500 mL 三角瓶, 每瓶装液 250 mL , 121

℃灭菌 15 m in。将 6 株菌分别接种于含 250 mL 灭

菌培养液的三角瓶中, 每株菌接种 8 瓶, 置 25 ℃温

箱中培养 14 d。

1. 2. 2　代谢产物的收集　经 25 ℃ 14 d 培养后, 捞

出菌丝, 将每株菌的 8 瓶含代谢产物的培养液混合,

抽滤去除不溶性杂质, 分装于生理盐水瓶中, 流通蒸

汽灭菌 45 m in, 即为待测的豆类丝核菌发酵代谢产

物。

1. 2. 3　菌丝及代谢产物的观察　肉眼观察并记录

代谢产物颜色; 将菌丝压片后用显微镜观察菌丝形

态。

1. 2. 4　发酵代谢产物中 SW 的测定　将 SW 标准

液 (15. 942 0 m göL ) 及待测 SW 发酵代谢产物分别

取出 100 ΛL 于 50 ℃挥干, 在残留物中加入 100 ΛL

吡啶溶解, 再加入 100 ΛL 双三氟乙酰胺 (三甲基硅)

混合, 室温静置 30 m in 后, 取样测定。色谱条件[8 ]:
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检验器 F ID , 色谱柱D EGS 2 m , 柱温 200 ℃, 进样

口温度 250 ℃, 进样量 1 ΛL , 衰减度 10×4, H 2 40

mL öm in, N 2 30 mL öm in, A ir 40 mL öm in, 纸速 10

mm öm in。

2　结果与分析

2. 1　菌丝形态

　　6 株菌菌丝均表现较多分枝, 具分枝不远处均

有隔膜, 分枝以直角为主偶有锐角。

2. 2　发酵代谢产物颜色及其 SW 含量
表 1　各菌株发酵代谢物颜色及其 SW 含量

T able 1　Amounts of SW and co lo rs in the

m etabo lites respectively

菌株
Strains

代谢产物颜色
Co lo rs of

m etabo lites

SW 含量ö(m g·L - 1)
Amounts of SW

9421A 黄 Yellow 272. 87

9422A 黄褐 Yellow ish2brow n 980. 85

9422B 黄 Yellow 540. 54

0223A 浅褐 L igh t b row n 1199. 64

0225B 深褐 D ark brow n 922. 74

0226B 深褐 D ark brow n 1093. 17

　　从表 1 可以看出, 6 株豆类丝核菌发酵 14 d 后,

其代谢产物中均可测出 SW。其中 0223A 中的 SW

含量最高, 为 1 199. 64 m göL , 代谢产物呈浅褐色;

9421A 中的 SW 含量最低, 为 272. 87 m göL , 代谢产

物颜色为黄色, 与原始培养液颜色基本一致。

3　讨　论

豆类丝核菌 (R h iz oction ia leg um in icola ) 属真菌

门 (F ung i) 半知菌类 (F ung i im p erf ecti) 无孢子群

(M y celia sterlia) 丝核菌属 (R h iz octon ia) [4, 5, 8, 9, 15, 16 ] ,

国内除本实验室外, 尚无该菌保存, 虽其形态与丝核

菌特征基本一致, 但分类鉴定仍需进一步研究。

国内学者[8 ]已证明豆类丝核菌菌丝体中含有大

量 SW , 杨鸣琦等曾于 1997 年将豆类丝核菌发酵培

养产物浓缩后加赋型剂制成 1 500 枚胶囊, 赠送于

台湾友人颜水泉博士, 被口服用于额部癌肿病人, 2

周后癌体积缩小了 30% 以上。目前, 尚未有对发酵

液中的 SW 进行规模化测定的报道, 本试验用气相

色谱法, 将代谢产物的物质出峰情况与 SW 标准品

溶液的出峰时间与峰高及峰形进行对比发现, 该 6

株豆类丝核菌发酵代谢产物中均含有 SW , 且含量

较高。另对代谢产物的颜色深浅与 SW 含量进行比

较发现, 色素产生量大的菌株, 代谢产物中 SW 含量

高, 但相关问题还有待于进一步研究。

从各株菌发酵代谢产物中 SW 含量看, 0226B

和 0223A 代谢产生的 SW 较高, 分别达到1 093. 17

和 1 199. 64 m göL。因此, 这 2 株菌可用于苦马豆素

生物合成的发酵动力学研究。
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T he study of SW in the m etabo lism p roduct of R h iz octon ia leg um in icola

ZHANG L i,YANGM ing-q i, ZHOU Hong-chao, PU Peng, CAO Guang-rong
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: W e study the m etabo lism p roducts of 6 stra in s of R h iz octon ia leg um in icola w h ich are re2
served in ou r labo ra to ry by u sing gas ch rom atography to show the character and the amoun t of sw ain son ine

(SW ). A nd these show that m etabo lism p roducts of R h iz octon ia leg um in icola have large amoun t of SW.

A nd w e infer that SW m ay have rela t ion w ith som e roo t of energy m etabo lism in side R h iz octon ia leg um in i2
cola. Among tho se st ra in s, m etabo lism p roducts of 0226B and 0223A have the largest amoun t of SW , and

the amoun ts are 1 093. 17 m göL and 1 199. 64 m gömL respect ively. It show s that these tw o stra in s can be

u sed in the study of b io syn thesis of SW , and w e also can u se them to reduce the co st of SW b io syn thesis.

Key words: R h iz octon ia leg um in icola; sw ain son ine; ferm en ta t ion; m etabo lism p roduct
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T he effect of e lect ro2acupunctu re sp leen po in t on the

regu la t ion of gast r ic act ivity and

periphera l nerve m echan ism of rabb it

ZHAO Hui-y ing1, REN X iao- l ing1, 2, CHEN Shu- l in 1, PANG Guo- l iang2, GUO X in -y i3

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 T he Genera l S ta tion of H usband ry and V eterinary of S haanx i P rov ince, X iπan, S haanx i 710000, Ch ina;

3 Y ang ling V oca tiona l and T echnolog ica l Colleg e, Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he paper studied the influence of electro2acupunctu ring sp leen po in t on the gastro2electrica l

act ivity and its periphera l nerve m echan ism w ith electro2physio logy m ethod under d ifferen t condit ion s. T he
resu lt w as as fo llow ing: ① T he amp litude and frequency of GEA of p re2po st electro2acupunctu re w as no2
tab ly differen t (P < 0. 05, P < 0. 01) from that of the cen ter nervou s system (CN S). ② T he frequency of

GEA of p re2po st electro2acupunctu re w as st ill no tab ly differen t (P < 0. 01) w h ile the amp litude of GEA
(GEAA ) had no change (P > 0. 05) w hen the connect ion of sp leen po in t to DR G had been cu t. ③ T he fre2
quency of GEA of p re2po st electro2acupunctu re w as differen t (P < 0. 05) w hen the in terco sta le nerves w ere

cu t. ④ T he varies of amp litude and frequency of GEA of p re2po st electro2acupunctu re had no sta t ist ic

m ean ing (P > 0. 05) w hen the celiac and an terio r2m esen teric w as cu t. ⑤ A fter cu t t ing the T 8 - T 12 sp inal

nerver do rsa l roo ts and ven tra l roo ts and in terco sta les, the gastro2act ivity w as regu la ted b id irect ionally and
no tab ly by electro2acupunctu ring the sp leen po in t. T he resu lts suggest tha t there w as a reflex arc ou tside

the CN S though CN S w as very impo rtan t du ring the cou rse of sp leen po in t effect ing GEA. T he afferen t

f iber of sp leen po in t w as in terco sta l nerves and the efferen t f ibers w as sympathet ic nerve, the sympathet ic
ganglion w as impo rtan t in the ref1ex2arc ou tside the CN S.

Key words: elect ro2acupunctu re; sp leen po in t; gast ro2electricity; ref lex arc ou tside the CN S
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