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基于代谢组学探究表观遗传调控对老鼠簕内生真菌
抗卵巢癌代谢物的影响
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摘要：本研究旨在探究表观遗传修饰策略对老鼠簕内生真菌 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｇｏｕｌｔｅｒｉ 产生抗卵巢癌代谢物的影响。 研

究以抗卵巢癌活性为指标，采用 ＣＣＫ⁃８（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８）方法筛选粗提物的活性，控制发酵时间、修饰剂种类和

浓度等变量，进而采用超高效液相色谱⁃质谱联用方法进行非靶向代谢组学分析，通过主成分分析和正交偏最小二

乘判别分析，构建了多变量统计分析模型，结合模型和变量重要性投影（ＶＩＰ），使用 Ｍａｓｓｂａｎｋ 数据库进行定性，筛
选并鉴定出 １５ 种在控制组与修饰组之间具有显著性差异的代谢物（ＶＩＰ≥１， Ｐ＜０． ０５），主要包括聚酮类、氨基酸及

衍生物类、生物碱类与有机酸类化合物等，其中 １０ 种物质含量上调，５ 种物质含量下调。 研究结合了抗卵巢癌活性

筛选与代谢组学分析，旨在发现潜在的活性代谢物，为红树植物老鼠簕资源的深入开发和活性化合物的靶向分离

提供了科学依据。
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ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｓ ａ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｌａｔｆｏｒｍ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｆｅｗ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｎｔｉ⁃ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ⁃
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ⁃ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇ ｍｅｔａｂ⁃
ｏｌｉｔｅｓ ｆｒｏｍ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｅｒｓ．
　 Ｈｅｒｅｉｎ， ｗｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｅｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｇｏｕｌｔｅｒｉ ｆｕｎｇｕｓ ｆｒｏｍ Ａｃａｎｔｈｕｓ ｉｌｉｃｉｆｏｌｉｕｓ Ｌ． ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅｉｒ ｐｏｔｅｎ⁃
ｔｉａｌ ａｎｔｉ⁃ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ． Ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｔｈｒｅｅ ｖａｒｉａｂｌｅｓ：
ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｄａｙｓ， ｔｈｅ ｔｙｐｅ ｏｆ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｅｒ， ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｗｉｔｈ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＣＣＫ⁃８ （ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８） ｍｅｔｈｏｄ． Ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏ⁃
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ｗａｓ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｆｏｒ ｎｏｎ⁃
ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ａ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ
ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ⁃ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｗｈｉｃｈ
ｃｏｍｂｉｎｅｓ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ， ｗｉｔｈ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｎｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ （ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ （ＶＩＰ）≥１； Ｐ＜０． ０５） ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ． Ｆｉｆ⁃
ｔｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｎｇａｌ ａｎｄ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ，
ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ， ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ， ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ， ａｌｋａｌｏｉｄｓ， ａｎｄ ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄｓ， ｉｎｃｌｕ⁃
ｄｉｎｇ ｐｒｅｎｄｅｒｏｌ， ｇｌｙｃｉｎｅ， ｖａｌｉｎｅ， ２⁃ｅｔｈｙｌｃａｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ， ｒｕｂｒａｔｏｘｉｎ Ｂ， ｆｉｎａｓｔｅｒｉｄｅ， ６⁃ｓｉｌａｓｐｉｒｏ［５．５］
ｕｎｄｅｃａｎｅ， １⁃（ ２⁃ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｘｙ） ｏｃｔａｎｅ， ｈｅｐｔａｄｅｃｅｎｅ， １⁃ｐｅｎｔａｄｅｃｅｎｅ， １１⁃ｋｅｔｏｅｔｉｏｃｈｏｌａｎｏｌｏｎｅ，
３⁃（ １⁃ｅｔｈｙｌ⁃１，３，３⁃ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ⁃２，３⁃ｄｉｈｙｄｒｏ⁃１Ｈ⁃ｉｎｄｅｎ⁃５⁃ｙｌ） ｂｕｔａｎａｌ， Ｎ２ ⁃ｂｅｎｚｏｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ， ｔａｂｕｔｒｅｘ，
（３ａＲ，６Ｓ，６ａＳ）⁃６⁃（４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃２⁃ｂｕｔａｎｙｌ）⁃４，４⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｈｅｘａｈｙｄｒｏ⁃１（２Ｈ）⁃ｐｅｎｔａｌｅｎｏｎｅ，
ａｎｄ ８⁃ａｍｉｎｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｅｎｄｅｒｏｌ， １⁃（ ２⁃ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｘｙ） ｏｃｔａｎｅ， ３⁃（ １⁃ｅｔｈｙｌ⁃
１，３，３⁃ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ⁃２，３⁃ｄｉｈｙｄｒｏ⁃１Ｈ⁃ｉｎｄｅｎ⁃５⁃ｙｌ） ｂｕｔａｎａｌ， Ｎ２ ⁃ｂｅｎｚｏｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ， ａｎｄ ８⁃ａｍｉｎｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ
ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ １０ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔ⁃
ｅｄ． Ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｔｈａｔ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｌａｔｅｎｔ ａｃｔｉｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｃａｎ ｂｅ ｓｅａｒｃｈｅｄ ｂｙ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ａｎｔｉ⁃ｏｖａｒｉａｎ
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ｃａｎｃｅｒ⁃ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｒ⁃
ｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ａｃａｎｔｈｕｓ ｉｌｉｃｉｆｏｌｉｕｓ Ｌ． ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ ＬＣ⁃ＭＳ ）； ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ； ａｎｔｉ⁃
ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ； ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ

　 　 卵巢癌（ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ）是常见的女性生殖系

统肿瘤，发病率仅低于乳腺癌和肺癌，在妇科恶性肿

瘤中名列第三［１］。 但其死亡率位居妇科恶性肿瘤

的首位，５ 年生存率一直徘徊在 ３０％ ～ ４０％ 范围内，
严重威胁妇女健康和生命安全。 截至目前，人类发

现天然来源的抗肿瘤的小分子化合物有 １３０ 余种，
其中约 ５０％ 的化合物为微生物来源［２］。
　 　 老鼠簕（Ａｃａｎｔｈｕｓ ｉｌｉｃｉｆｏｌｉｕｓ Ｌ．）是爵床科老

鼠簕属红树植物，具有清热解毒、消肿散结、止咳平

喘的功效，主要分布在中国的广东、海南和广西等地

区，生长在海岸及潮汐可达的滨海地带［３］。 近年来

的研究发现，老鼠簕提取物具有抗炎、保肝、抗氧化、
抗肿瘤等多种药理作用［４］。 药用植物的健康组织

和器官中普遍存在着内生真菌，其与植物之间存在

互惠互利的共生关系，且内生真菌能够产生一系列

次生代谢物，这些活性物质在药物研发、植物病害生

物防治等方面表现出了巨大的经济价值及应用

前景。
　 　 内生真菌在常规实验培养条件下通常处于沉默

或低表达的状态，获得次级代谢产物的量也往往较

低。 目前，已有多种方法被用于刺激真菌的次级代

谢过程，例如表观遗传修饰策略［５］、单菌多次级代

谢产物（ｏｎｅ ｓｔｒａｉｎ ｍａｎｙ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ， ＯＳＭＡＣ）策
略［６］、共培养［７］ 及基因修饰［８］ 等，其中，表观遗传修

饰策略是一种有效的方法，它通过在培养基中添加

小分子表观遗传修饰剂来激活沉默的生物合成基因

簇，而不改变真菌的 ＤＮＡ 序列［９］，提高沉默基因的

表达水平［１０］。 常用的有两种化学表观遗传修饰剂，
即 ＤＮＡ 甲基转移酶抑制剂和组蛋白去乙酰化酶抑

制剂。
　 　 随着分析技术和生物信息学领域的进步，代谢

组学作为研究工具，为我们全面、多角度地探索真菌

的代谢过程及深入理解其代谢机制提供了新的视

角［１１］。 代谢组学主要研究生物体及其组织中 １ ０００
Ｄａ 以下的小分子代谢物，解释在特定时间、条件下

某生物体内所构建的代谢网络，全面综合地分析某

一生物体内部代谢状况，揭示生物体功能［１２－１７］。 如

牟红梅等［１５］ 采用超高效液相色谱⁃串联质谱（ＵＰ⁃
ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）非靶向代谢组学技术，探究西洋梨品种

茄梨及其红色芽变红茄梨成熟期果皮的代谢产物差

异，筛选并鉴定出差异代谢物 ８３ 种，主要包括酚酸

类和黄酮类物质。 王冀菲等［１６］ 研究 Ｐｂ２＋胁迫对大

麦籽粒中差异代谢物及关键通路的影响，采用液相

色谱⁃质谱联用代谢组学技术，筛选出 ５０ 种差异代

谢物。 马占君等［１７］ 采用液相色谱⁃串联质谱技术，
对结肠癌临床血清样本中胆固醇及相关 １０ 种氧固

醇代谢物进行了定性定量分析，筛选得到 ３ 种代谢

标志物。 然而，结合抗卵巢癌活性筛选与代谢组学

方法寻找内生真菌在表观遗传修饰剂干预下的活性

差异代谢物的报道尚少。
　 　 本研究以抗卵巢癌活性为导向，采用 ＵＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 技术对经过表观遗传修饰剂干预前后的内

生真菌次级代谢产物进行非靶向代谢组学分析，寻
找潜在的活性差异代谢物，以探究表观遗传修饰剂

对老鼠簕内生真菌次级代谢的影响，为后续分离老

鼠簕内生真菌中抗卵巢癌活性成分提供了理论和实

验依据。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＵＰＬＣ⁃Ｘｅｖｏ Ｇ２⁃ＸＳ ＱＴｏｆ 超高效液相色谱⁃质
谱仪（Ｗａｔｅｒｓ 公司，美国）； ＸＳ２０５ＤＵ 十万分之一

电子天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司，瑞士）； ＢＬ⁃５０Ａ 立

式压力蒸汽灭菌器筒（上海东亚压力容器制造有限

公司）； ＡＣＢ⁃４Ａ１ 超净工作台（艺思高科技有限公

司，新加坡）； ＺＤＲ⁃５２１０ 自动新型鼓风干燥箱（上海

智城分析仪器制造有限公司）； ＲＥ⁃５２１０Ａ 旋转蒸发

器（上海亚荣生化仪器厂）。
　 　 ５⁃氮杂胞苷（５⁃ａｚａ，≥９９％）和伏立诺他（ＳＡ⁃
ＨＡ， Ｎ⁃羟基⁃Ｎ′⁃苯基辛二酰胺，≥９９％）购自上海吉

至生化科技有限公司；乙酸乙酯（分析纯）购自成都

市科隆化工试剂厂；葡萄糖、琼脂购自北京索莱宝科

技有限公司；甲醇（质谱级）购自美国 ＴＥＤＩＡ 公司；
乙腈（质谱级）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；甲酸
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（质谱级）购自天津市科密欧化学试剂有限公司；二
甲基亚砜（ＤＭＳＯ，细胞纯）购自美国 ＭＣＥ 公司；胎
牛血清和 １６４０ 培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；ＣＣＫ⁃８
（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８）试剂盒购自上海雅酶生物医

药科技有限公司。
　 　 菌株 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｇｏｕｌｔｅｒｉ 分离自红树植物老鼠

簕。 植物样本采摘于广西合浦县山口红树林自然保

护区，菌株由课题组前期从老鼠簕根中分离得到，编
号为 ＡＩＬ⁃Ｒ⁃０３，菌种保存在广西医科大学药学院。
卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３ 由广西医科大学药学实验中心

惠赠。
１．２　 实验方法

１．２．１　 样品发酵

　 　 在 ５００ ｍＬ 锥形瓶中加入 ７０ ｇ 大米和 １１０ ｍＬ
纯水，制作大米培养基，修饰组选用最常用的 ＤＮＡ
甲基转移酶抑制剂 ＳＡＨＡ 与组蛋白去乙酰化酶抑

制剂 ５⁃ａｚａ，将 ＳＡＨＡ 与 ５⁃ａｚａ 分别加入培养基中，
使终浓度均为 １００、３００、５００、８００、１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ，对
照组不加表观遗传修饰剂。 １２０ ℃ 高压灭菌 ３０
ｍｉｎ，取出放凉。 在净化工作台中操作，每瓶加入 ７
～８ ｍＬ 菌液，封口后取出，室温避光静置不同天数

（７、１４、２１、 ２８、 ３５、 ４２、 ４９ ｄ）。 每组 ３ 瓶，共发酵

２５２ 瓶。
　 　 发酵完成后，加入 ２００ ｍＬ 乙酸乙酯超声浸泡 ６
ｈ，浸泡 ３ 次后合并提取液，经过滤、萃取、减压浓缩

后，初步得到粗提物。 加入 ５０ ｍＬ 蒸馏水溶解粗提

物，随后用 ５０ ｍＬ 石油醚萃取脱脂，弃去石油醚层，
接着在水层中添加 ５０ ｍＬ 乙酸乙酯萃取液体至无

色，合并有机相，减压浓缩得到 ８４ 个粗提物样品。
１．２．２　 ＣＣＫ⁃８ 实验

　 　 精确称取每个粗提物样品 ２ ｍｇ，分别加入 ２０
μＬ 二甲基亚砜，超声溶解，经 ０􀆰 ２２ μｍ 有机滤膜过

滤后，配制成终浓度为 ０􀆰 １ ｍｇ ／ μＬ 的母液。 使用时

用完全培养基（１６４０ 培养基 ∶血清＝ ９ ∶１，体积比）稀
释，体系中二甲基亚砜终浓度（体积分数）不超过

０􀆰 １％。
　 　 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测样品对卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３
的抗肿瘤活性。 按每孔 ３ ０００ 个细胞加入 ９６ 孔板，
分为药物组与不加药物的对照组，每组设置 ３ 个复

孔，于培养箱中培养 ２４ ｈ 至贴壁完全。 将药物用完

全培养基稀释到预定浓度，弃去原 ９６ 孔板中的培养

液，加入稀释好的药物，每孔 １００ μＬ。 给药后于 ３７
℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ４８ ｈ。 药物作用 ４８ ｈ 后，

在避光条件下，以 ＣＣＫ⁃８ 试剂与 １６４０ 培养基以 １ ∶９
的体积比配制工作液，将原有的培养基和药物吸出

并丢弃，每孔加入工作液 １００ μＬ，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

的孵育箱中孵育 １ ｈ 左右，采用酶标仪检测 ４５０ ｎｍ
波长处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ）值。 根据以

下公式计算细胞存活率：细胞存活率 ＝ （ＯＤ药物组 －
ＯＤ空白组） ／ （ＯＤ对照组－ＯＤ空白组）×１００％
１．２．３　 样品获取与制备

　 　 修饰组加入 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＡＨＡ，对照组不加表

观遗传修饰剂，室温避光静置 ７ ｄ。 每组 ６ 瓶，共发

酵 １２ 瓶。 发酵与提取方法与 １􀆰 ２􀆰 １ 节相同，共得到

１２ 个粗提物样品。
　 　 将 １２ 个粗提物样品溶于质谱级甲醇中配制成

５００ ｎｇ ／ ｍＬ 供试品，经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜置于样品

小瓶内，备用。 质量控制（ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＱＣ）样

品为两组的等体积比混合样品。 整体实验流程图见

图 １。
１．２．４　 色谱条件

　 　 Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 柱 （ ５０ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８
μｍ）；流动相：Ａ 相为 ０􀆰 １％ 甲酸水溶液，Ｂ 相为乙

腈；梯度洗脱程序：０ ～ ２ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ ～ ６０％ Ｂ； ２ ～ ５
ｍｉｎ， ６０％ Ｂ ～ ８０％ Ｂ； ５ ～ １０ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ ～ １００％ Ｂ；
１０～１２ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； １２～１３ ｍｉｎ， １００％ Ｂ～６０％ Ｂ；
１３ ～ １５ ｍｉｎ， ６０％ Ｂ ～ ４０％ Ｂ。 进样量：５ μＬ；流速：
０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃。
１．２．５　 质谱条件

　 　 离子源为电喷雾离子源（ＥＳＩ 源），正、负离子采

集模式，毛细管电离电压 ３􀆰 ０ ｋＶ，锥孔电压 ４０ Ｖ，脱
溶剂气（Ｎ２）温度 ８００ ℃，碰撞气为氩气，脱溶剂气

流速 ８００ Ｌ ／ ｈ，锥孔气体流速 １００ Ｌ ／ ｈ，离子源温度

１００ ℃，碰撞能量为 ２０ ～ ３０ Ｖ，质谱采集范围为 １００
～１ ５００ Ｄａ。 校正液使用化合物为亮氨酸⁃脑啡肽

（ｍ／ ｚ ５５４􀆰 ２６２ ０ ）； 软件使用 Ｍａｓｓｌｙｎｘ Ｖ４􀆰 １ 工

作站。
１．２．６　 数据处理

　 　 采用 Ｗａｔｅｒｓ 公司的 ＵＮＩＦＩ 信息学系统获取原

始数据，进而采用 Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ＱＩ Ｖ２􀆰 ４ 软件对原始

数据进行峰提取、峰对齐、峰识别和归一化处理等，
以 ＱＣ 样品结果作为参考进行标准化处理。 基于代

谢物的相对分子质量、保留时间和碎片离子等信息，
使用 Ｍａｓｓｂａｎｋ 数据库对化合物进行鉴定。 采用

ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ １４􀆰 １ 软件对数据进行无监督的主成分分

析（ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ），基于有监
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督的 降 维 方 法， 采 用 正 交 偏 最 小 二 乘 判 别

（ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ⁃ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ， ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）模型对两组样品进行模式识别

分析，从而更好地区分两组样品的代谢组学特征和

类别。 通过多变量分析中的变量投影重要性（ＶＩＰ＞
１）与单变量分析中的 ｔ 检验（Ｐ＜０􀆰 ０５）相结合对差

异代谢物进行筛选。

图 １　 实验流程图
Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ

　 ＳＡＨＡ： ｖｏｒｉｎｏｓｔａｔ； ５⁃ａｚａ： ５⁃ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ； ＰＣＡ： ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ； ＯＰＬＳ⁃ＤＡ： ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ⁃ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ．

表 １　 对照组和 ５⁃ａｚａ 修饰组对 ＳＫＯＶ３
细胞的半抑制浓度（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｈａｌｆ ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （ＩＣ５０）
ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ５⁃ａｚａ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ
ＳＫＯＶ３ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）

　

μｇ ／ ｍＬ

Ｄａｙｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ５⁃ａｚａ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）

１００ ３００ ５００ ８００ １０００
７ ｄ ＞１００ ＞１００ ＞１００ ＞１００ ＞１００ ＞１００
１４ ｄ ＞１００ ＞１００ ＞１００ ９５．７３ ＞１００ ９０．１０
２１ ｄ ８３．４８ ７６．９２ ＞１００ ＞１００ ＞１００ ＞１００
２８ ｄ ９９．９２ ８８．９１ ＞１００ ＞１００ ＞１００ ＞１００
３５ ｄ ＞１００ ＞１００ ＞１００ ＞１００ ＞１００ ９８．８９
４２ ｄ ８４．５２ ８８．２１ ＞１００ ＞１００ ＞１００ ７５．４１
４９ ｄ ８８．９５ ７６．９５ ８３．８３ ＞１００ ＞１００ ＞１００

２　 结果与讨论

２．１　 活性筛选结果

　 　 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ８４ 个粗提物对卵巢癌 ＳＫ⁃
ＯＶ３ 细胞的增殖抑制活性。
　 　 由表 １ 可以看出，与对照组相比，５⁃ａｚａ 调控后

所得到的 ３５ 个粗提物对卵巢癌 ＳＫＯＶ３ 细胞的增殖

抑制活性半抑制浓度（ ＩＣ５０）值均大于 ５０ μｇ ／ ｍＬ，初
步说明 ５⁃ａｚａ 调控粗提物对 ＳＫＯＶ３ 细胞无抗肿瘤

活性。
　 　 由表 ２ 可以看出，与对照组相比，多个 ＳＡＨＡ 修

饰组抗卵巢癌活性显著提高，分别为发酵 ７ ｄ 的

１００、３００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＡＨＡ 修饰组，２１ ｄ 的 １００、１ ０００
μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＡＨＡ 修 饰 组， ３５ ｄ 的 ５００、 ８００、 １ ０００
μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＡＨＡ 修 饰 组， ４２ ｄ 的 １００、 ８００、 １ ０００
μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＡＨＡ 修饰组，４９ ｄ 的 ３００、 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＳＡＨＡ 修饰组。 其中，抗卵巢癌活性差异最为显著

的是发酵培养 ７ ｄ 的 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＡＨＡ 修饰组，其
ＩＣ５０值为 ０􀆰 ０６３ μｇ ／ ｍＬ，是对照组的 ２７７ 倍。 研究

表明，若菌株的抗肿瘤活性增强意味着表观遗传修

饰剂诱导培养下的菌株新分泌或者增加分泌了具有

相应抗肿瘤活性的次级代谢产物，也侧面揭示了
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表 ２　 对照组和 ＳＡＨＡ 修饰组对 ＳＫＯＶ３
细胞的半抑制浓度（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ ２　 ＩＣ５０ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＳＡＨＡ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ ＳＫＯＶ３ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）

　

μｇ ／ ｍＬ

Ｄａｙｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＡＨＡ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）
１００ ３００ ５００ ８００ １０００

７ ｄ １７．４９ ０．０６３ ２．３２９ １７．８９ ２３．７８ １７．８７
１４ ｄ ３５．２９ ３４．４９ ３３．６２ ３１．３３ ５６．６４ ５１．０７
２１ ｄ ７７．７１ ２０．３７ ８４．６０ ８３．２５ ＞１００ ５７．８７
２８ ｄ ５７．８６ ４２．０９ ５６．６４ ５１．２６ ＞１００ ＞１００
３５ ｄ ７１．１５ ７９．０７ ＞１００ ４１．５８ ４５．３４ ５２．５３
４２ ｄ ３８．４３ １９．１４ ４０．００ ＞１００ １５．５３ ２７．２５
４９ ｄ ４８．４０ ５４．５４ ２５．８８ ＞１００ ２７．３５ ５４．８６

菌株在化学表观遗传修饰剂 ＳＡＨＡ 诱导下活跃的

应激反应，由抗肿瘤活性初步评价结果可筛选出合

适的 ＳＡＨＡ 培养体系进行下一步组分差异分析。
　 　 综上，采用添加 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＡＨＡ 发酵培养 ７
ｄ 的条件进行扩大发酵，发酵液经提取后进行液相

色谱⁃质谱分析。
２．２　 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析

　 　 正、负离子模式下对照组与 ＳＡＨＡ 修饰组的总

离子流色谱图见图 ２，可以看出 ２ 组轮廓存在一定

差异，但整体相似度较高，为了进一步揭示对照组与

ＳＡＨＡ 修饰组之间的组分差异，采用代谢组学方法，
对反映样本的多个变量进行分析。

图 ２　 对照组与 ＳＡＨＡ 修饰组在正负离子模式下的总离子流色谱图
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＳＡＨＡ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

图 ３　 对照组与 ＳＡＨＡ 修饰组的 ＰＣＡ 得分图
Ｆｉｇ． ３　 ＰＣＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＳＡＨＡ

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
　

２．３　 多元统计分析

　 　 采用 Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ＱＩ 软件分析正离子和负离子

模式下采集得到的数据，分别得到 ３４ ４７２ 和 ６ ５２０
个变量，在 Ｍａｓｓｂａｎｋ 数据库中对得到的代谢物进

行前体离子与碎片离子的匹配评分，取得分大于 ３９
分的化合物，共筛选出 １３２ 个代谢物用于下一步代

谢组学分析。
２．３．１　 主成分分析

　 　 ＰＣＡ 是一种用于数据降维的统计技术，它通过

提取数据中的主要变化方向来减少数据的维度，同
时最大限度地保留原始数据的信息。 这种方法通常

用于识别样本组之间的差异以及评估组内样本的变

异性。 在本研究中，我们对样本执行了无监督 ＰＣＡ
分析，以探究两组样本间的差异，结果见图 ３。 在

ＰＣＡ 评分图中观察到，同组的 ６ 个样本紧密聚集，

表明对照组与 ＳＡＨＡ 修饰组组内的次生代谢产物

具有较高的相似性。 两组间比较，它们分别集中在

Ｙ 轴两侧，表明经 ＳＡＨＡ 修饰显著改变了真菌的次
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生代谢产物。 其中 ＰＣ１ 的贡献率为 ６４􀆰 ２％， ＰＣ２ 的

贡献率为 ９％， Ｘ 轴方向模型的累计解释率 Ｒ２Ｘ ＝
０􀆰 ７３２，表明该 ＰＣＡ 模型具有较好的拟合度。
２．３．２　 正交偏最小二乘判别分析

　 　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 是一种结合了偏最小二乘回归（ＰＬＳ⁃
ＤＡ）和正交信号校正（ＯＳＣ）技术的多变量统计方

法，常用于混合物成分的鉴定及区分来源不同或处

理方式不同的植物样本。 为了深入理解 ＰＣＡ 的分

析结果，并明确展示两组样本间的相似性和差异性，
进而应用了 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 方法。 该模型对两组样品的

判别解释能力达 ９９􀆰 ４％ （Ｒ２Ｙ ＝ ０． ９９４），对未知样

本的预测能力为 ９８􀆰 ３％ （Ｑ２ ＝ ０． ９８３），均大于 ０􀆰 ９，
表明该模型参数合理且稳定可靠。 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分

图清晰地显示了对照组和 ＳＡＨＡ 修饰组之间的明

显分离，进一步证实了两组样本在代谢产物上的差

异，见图 ４。 采用置换测试法对模型进行 ２００ 次外

部交叉验证，见图 ５， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ５， Ｑ２ ＝ －１􀆰 ０８，其中 Ｑ２

＜０，回归线斜率大，与纵轴的截距小，表明模型未过

拟合且稳健，具有很好的稳定性和预测性。

表 ３　 对照组与修饰组的差异代谢物
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＳＡＨＡ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

Ｎｏ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｍ／ ｚ ｔＲ ／ ｍｉｎ Ａｄｄｕｃｔ Ｉｏｎ ｍｏｄｅ Ｆｏｒｍｕｌａ Ｓｃｏｒｅ ＶＩＰ ｓｃｏｒｅ Ｐ⁃ｖａｌｕｅ
１ ｐｒｅｎｄｅｒｏｌ １５５．１０４ １２．８１ Ｍ＋Ｎａ ＋ Ｃ７Ｈ１６Ｏ２ ５２．１ ６．１３５ ∗∗∗∗
２ Ｇｌｙ⁃Ｖａｌ ３８７．１６４ ９．２０ ２Ｍ＋Ｋ ＋ Ｃ７Ｈ１４Ｎ２Ｏ３ ３９．６ ５．４６６ ∗∗
３ ２⁃ｅｔｈｙｌｃａｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ ３３３．２２８ ６．８６ ２Ｍ＋ＦＡ－Ｈ － Ｃ８Ｈ１６Ｏ２ ４８．６ ４．２５２ ∗∗∗∗
４ ｒｕｂｒａｔｏｘｉｎ Ｂ ５５７．１４３ ２．１１ Ｍ＋Ｋ ＋ Ｃ２６Ｈ３０Ｏ１１ ３９．０ ２．２９９ ∗∗∗∗
５ ｆｉｎａｓｔｅｒｉｄｅ ４０７．２４６ ９．２６ Ｍ＋Ｃｌ － Ｃ２３Ｈ３６Ｎ２Ｏ２ ５４．１ ２．２４７ ∗∗∗∗
６ ６⁃ｓｉｌａｓｐｉｒｏ［５．５］ｕｎｄｅｃａｎｅ ３３７．２７４ ２．５６ ２Ｍ＋Ｈ ＋ Ｃ１０Ｈ２０Ｓｉ ３９．６ １．８９５ ∗∗∗∗
７ １⁃（２⁃ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｘｙ）ｏｃｔａｎｅ ５２５．２９４ １２．８６ ２Ｍ＋Ｎａ ＋ Ｃ１４Ｈ２１ＮＯ３ ３９．０ １．４７２ ∗
８ ｈｅｐｔａｄｅｃｅｎｅ ２８３．２６４ ９．１８ Ｍ＋ＦＡ－Ｈ － Ｃ１７Ｈ３４ ３９．０ １．４６３ ∗∗∗∗
９ １⁃ｐｅｎｔａｄｅｃｅｎｅ ２５５．２３２ ７．５４ Ｍ＋ＦＡ－Ｈ － Ｃ１５Ｈ３０ ３９．０ １．３７７ ∗∗∗∗

１０ １１⁃ｋｅｔｏｅｔｉｏｃｈｏｌａｎｏｌｏｎｅ ３４３．１６７ ０．７２ Ｍ＋Ｋ ＋ Ｃ１９Ｈ２８Ｏ３ ３９．３ １．３２３ ∗∗∗∗
１１ ３⁃（１⁃ｅｔｈｙｌ⁃１，３，３⁃ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ⁃２，３⁃ ５３４．４３２ １１．４４ ２Ｍ＋ＮＨ４ ＋ Ｃ１８Ｈ２６Ｏ ３９．１ １．１９３ ∗∗∗∗

ｄｉｈｙｄｒｏ⁃１Ｈ⁃ｉｎｄｅｎ⁃５⁃ｙｌ）ｂｕｔａｎａｌｔａｎａｌ
１２ Ｎ２ ⁃ｂｅｎｚｏｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ ３１１．１７１ ２．９１ Ｍ＋ＣＨ３ＯＨ＋Ｈ ＋ Ｃ１３Ｈ１８Ｎ４Ｏ３ ３９．８ １．１３３ ∗∗∗∗
１３ ｔａｂｕｔｒｅｘ ２７５．１５０ ６．８６ Ｍ＋ＦＡ－Ｈ － Ｃ１２Ｈ２２Ｏ４ ４３．２ １．１１４ ∗∗∗∗
１４ （３ａＲ，６Ｓ，６ａＳ） ⁃６⁃（４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２⁃ ２９９．１８６ ０．９３ Ｍ＋ＦＡ－Ｈ － Ｃ１５Ｈ２６Ｏ３ ３９．１ １．１１３ ∗∗∗∗

ｍｅｔｈｏｘｙ⁃２⁃ｂｕｔａｎｙｌ） ⁃４，４⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃
ｈｅｘａｈｙｄｒｏ⁃１（２Ｈ） ⁃ｐｅｎｔａｌｅｎｏｎｅ

１５ ８⁃ａｍｉｎｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ３３３．１３５ ３．０７ ２Ｍ＋ＦＡ－Ｈ － Ｃ９Ｈ８Ｎ２ ３９．１ １．０７５ ∗∗∗∗
　 ∗ Ｐ＜０􀆰 ０５； ∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１； ∗∗∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０００１．

２．４　 差异代谢物的筛选

　 　 变量重要性投影（ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ， ＶＩＰ）值越大，差异性越强，通常将 ＶＩＰ
值大于 １ 的变量视为对模型有显著贡献的变量。 根

据 ＶＩＰ≥１ 和 Ｐ＜０． ０５ 筛选出 １５ 个差异显著代谢

物，包括聚酮类化合物 ３ 个、氨基酸及衍生物类化合

物 １ 个、生物碱类化合物 ３ 个，有机酸类化合物 １

图 ４　 对照组与 ＳＡＨＡ 修饰组的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图
Ｆｉｇ． ４　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ

ａｎｄ ＳＡＨＡ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

图 ５　 对照组与 ＳＡＨＡ 修饰组的置换检验图
Ｆｉｇ． ５　 Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｐｌｏｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ

ＳＡＨＡ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

个，其他类化合物 ７ 个，见表 ３。
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２．５　 差异代谢物的层次聚类分析

　 　 对 １５ 种差异代谢物进行热图分析，结果见图

６，上调物质有 １０ 种，占 ６６􀆰 ６７％；下调物质有 ５ 种，
占 ３３􀆰 ３３％。 上调的主要成分为聚酮类化合物，下调

的主要成分为生物碱类化合物。
　 　 通过 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析得到的 Ｓ⁃Ｐｌｏｔ 图进一步验

证了对照组与 ＳＡＨＡ 修饰组组间存在代谢差异，见
图 ７。 图 ７ 中可视化的所有点全部分布在第一和第

三象限，形成了类似 Ｓ 形的分布，越靠近 Ｓ 形末尾

两端，表明其在代谢差异中的贡献越大，差异性也越

显著。 此外，那些聚集在一起的代谢物可能具有相

似的生物功能或参与相同的代谢途径。

图 ６　 真菌组与 ＳＡＨＡ 修饰组差异代谢物的相关性分析图
Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＳＡＨＡ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

图 ７　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析的 Ｓ⁃ｐｌｏｔ 图
Ｆｉｇ． ７　 Ｓ⁃ｐｌｏｔ ｇｒａｐｈ ｏｆ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ

　 　 目前，从老鼠簕内生真菌中分离出的化合物已

有上百种，如聚酮、生物碱、简单芳香类化合物、杂
萜、醌、大环内酯、核苷以及其他化合物［１８］。 其中，
聚酮类化合物为其主要成分。 近年来，聚酮类化合

物的研究取得了显著进展，特别是在生物合成机制、

合成生物学改造以及新化合物的发现方面。 聚酮类

化合物具有抗菌、抗肿瘤、抗氧化等多种生物活性，
某些已被开发为抗癌药物，展现出清除自由基和抗

氧化的能力。
　 　 经研究发现，在真菌发酵培养基中添加表观遗

传修饰剂 ＳＡＨＡ 可以诱导产生新化合物，其中聚酮

类化合物占比居多。 例如，Ｈｅ 等［１９］ 从添加 ３００
μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＡＨＡ 的 ＰＤＢ 培养基中培养的真菌 Ｐｅｎｉ⁃
ｃｉｌｌｉｕｍ ｖａｒｉａｂｉｌｅ ＨＸＱ⁃Ｈ⁃１ 中分离出 ７ 种聚酮，包
括 ４ 种新的聚酮，即 ｖａｒｉｎｅｃｔｏｎｅｓ Ａ 和 Ｂ、沃特曼内

酯 Ｍ（ｗｏｒｔｍａｎｎｉｌａｃｔｏｎｅｓ Ｍ）和 Ｎ。 杜林等［２０］从添

加 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＡＨＡ 的真菌 Ｄａｌｄｉｎｉａ ｓｐ．粗提物

中分离得到一种新型氯化五环聚酮 Ｄａｌｄｉｎｏｎｅ Ｅ。
Ｄａｌｄｉｎｏｎｅ Ｅ 表现出 ＤＰＰＨ 自由基清除活性，其效

力与阳性对照抗坏血酸相当。 ｄｅ Ａｍｏｒｉｍ 等［２１］ 用

２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＡＨＡ 处理内生真菌曲霉菌属 Ａｓｐｅｒ⁃
ｇｉｌｌｕｓ ｓｐ． ＡＳＴ０００６ 的培养物，分离得到两种新的
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３⁃（４⁃氧代吡喃基） ⁃苯并吡喃⁃２⁃酮， 即 ａｓｐｙｒａｎｏ⁃
ｃｈｒｏｍｅｎｏｎｅｓ Ａ 和 Ｂ。
　 　 多元统计分析表明对照组与 ＳＡＨＡ 修饰组的

代谢轮廓存在明显差异，为表观遗传修饰剂刺激真

菌沉默基因簇，从而产生新化合物提供了理论依据。
综合共有差异代谢物聚类分析，发现聚酮类化合物

为占比最大的差异代谢物。 因此，上调的聚酮类化

合物有可能是导致抗卵巢癌活性增强的原因。 本研

究中采用的基于 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术的非靶向代谢

组学分析可以为后续从老鼠簕内生真菌 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ
ｇｏｕｌｔｅｒｉ 中靶向分离活性化合物提供指导。

３　 结论

　 　 本研究以抗卵巢癌活性为导向，首先筛选出活

性好的表观遗传修饰组，继而通过非靶向代谢组学

分析，深入探究了表观遗传修饰剂对真菌次生代谢

产物的影响，这些次生代谢物不仅在相对含量上存

在差异，而且在化合物类型与生物活性上也表现出

多样性，这种差异性为发现老鼠簕内生真菌中的新

化合物提供了关键线索和研究基础。 通过对比对照

组与 ＳＡＨＡ 修饰组的次级代谢产物，我们初步鉴定

出的代谢物为后续活性化合物的分离提供了理论依

据，这不仅有助于更充分地开发和利用老鼠簕这一

红树植物资源，而且为寻找和开发新型天然药物奠

定了基础。
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