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摘  要: 为了初步研究蛇足石杉内生真菌g5 发酵产物的乙酰胆碱酯酶(AChE)抑制动力学以及对

该株真菌做初步形态学鉴定, 采用DTNB显色法检测g5 发酵液醇提物抑制AChE活性的效果, 并采

用玻片培养法进行真菌鉴定。结果发现g5 菌株属于半知菌目丛梗孢科青霉属; 其发酵液醇提物对

AChE的抑制作用表现为混合竞争型可逆抑制, 其对游离酶的抑制常数KI与对酶底物络合物的抑

制常数KIS分别为 0.0789 mL和 1.1352 mL, 因此g5 菌株代谢产物可作为开发AChE抑制剂类药物的

潜在资源。 
关键词: 乙酰胆碱酯酶, 蛇足石杉, 内生真菌 

Initially Research in Acetylcholinesterase Inhibitory Activity 
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Abstract: It was about the initially research in the kinetics of inhibiting acetylcholinesterase(AChE)of 
endophytic fungi g5 which Isolated from Huperzia serrata. In addition, morphologic determination was 
done with this fungus. The effect of EtOH extraction from g5 fermentative product on the inhibiting AChE 
was detected by coloration of DTNB method, and this fungus was determinated by slide culture. The result 
is that g5 belongs to Penicillium rugulosum. According to Initially analysis of enzyme kinetics, it was 
showed that g5 was admixed competitive reversible inhibitory type, and the inhibit-constant KI against free 
E and KIS against comoles compound of ES is 0.0789 mL and 1.1352 mL, respectively. The metabolic prod-
uct of g5 can be developed as potential drugs which is not only conspicuous but also reversible inhibiting 
AChE in vitro. 
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老年痴呆症(Alzheimer disease, AD)是一种严重
危害人类健康的疾病。它的发病机理之一是在神经

冲动传输过程中缺乏乙酰胆碱。乙酰胆碱酯酶

(acetylcholine esterase, AChE)能分解乙酰胆碱, 因
此治疗AD的一个策略就是用AChE抑制剂来减少
ACh的消耗, 从而提高胆碱能神经元的兴奋性, 达
到治疗的效果[1]。蛇足石杉(Huperzia serrata(Thunb.) 
Trev.)为珍贵药用植物 , 从中提到的石杉碱甲 [2] 

(huperzine A, HupA)是我国发现的高选择性可逆
AChE抑制剂。 

按照内共生与协同进化观点, 植物内生真菌已
被证明能够产生与宿主相同或相似的生理活性成 
分[3]。本研究组从蛇足石杉植株内分离得到g5菌株, 
其发酵产物具有显著的AChE抑制活性。早在 80 年
代, 国外学者已从大量微生物发酵产物中筛选出拮
抗AChE的化合物 [4], 但由于其不可逆抑制AChE酶
催化中心, 使酶彻底失活, 具有强烈的神经毒性 [5], 
无法用于治疗AD症, 只能作为灭害虫的农药。因此
本文对g5 菌株抑制AChE的效果进行抑制类型甄别, 
并做动力学分析, 最后对该菌株做初步的形态学鉴
定。 

1  材料和方法 

1.1  供试内生真菌 
供试用 g5 内生真菌由本实验室李娜博士从安

徽宣城地区野生蛇足石杉植株根中分离得到, 经纯
化后现保藏于江苏大学生药学实验室。 

1.2  试剂及仪器 
碘化硫代乙酰胆碱 (acetylthiocholine iodide, 

ATCh)(D-8130)、5,5-二硫代 -2-硝基苯甲酸 (dithio- 
bis-nitrobenzoic acid, DTNB)(A-5751)和 HupA纯品
购自 Sigma 公司; 高氯酸, 国药集团化学试剂有限
公司AR级; 医用 95%乙醇, 山东广源医药酒精有限
公司 ; spectra MAX190 多功能酶标仪 , 美国
Molecular Devices 产品; R200/V 旋转蒸发仪, 德国
BUCHI 公司产品; 奥林巴斯 BX41 系统显微镜, 日
本奥林巴斯 TDL-5-A 飞鸽离心机, 上海安亭科学仪
器制造厂产品; SPX-250B 生化培养箱, 上海跃进集
团产品; QYC-211 摇床, 上海福玛试验设备有限公
司; SW-CJ-2FD 超净工作台, 苏净集团产品; U-410
超低温冰箱, 英国 New Brunswick Scientife公司。  

鉴定用培养基[15]：PDA培养基; Czapek’s培养基; 

Sabouroud’s培养基; McClany培养基; 酵母浸膏琼脂
培养基; 以上培养基用单蒸水按比例配制, 1×105 Pa
高压灭菌 20 min, 倾入无菌皿中冷却待用。 

发酵液制备：采用马铃薯葡萄糖液体培养基培

养蛇足石杉内生真菌, 28°C、120 r/min发酵 10 d, 做
为供试发酵液, 供试发酵液共计 500 mL。 

蛇足石杉内生真菌发酵产物的粗制：供试发酵

液反复冻融破碎菌丝体细胞, 再经 95%乙醇醇沉除
杂蛋白、多糖, 浓缩成醇浸膏。用 5 mL热水温浸, 充
分混匀制成醇提物样品。取 10 μL稀释 100倍用于
对 AChE抑制动力学研究。 

AChE 粗提物的制备 : 取小鼠大脑组织制成 
1%组织匀浆, 即为 AChE粗提物。 

AChE抑制活性检测的基本操作过程：采用
DTNB显色法 [6]并做适当改进, 在EP管中加入发酵
醇提物样品或HupA标准品、AChE粗体物 50 μL、
ATCh30  μL,  磷酸缓冲液补平体系至终体积为 
390 μL, 混和恒温 37°C孵育 30 min, 加 10 μL 6%高
氯酸, 振荡混匀, 室温下终止反应 20 min, 9184×g 
离心 1 min, 取上清液, 移入 96孔板上, 每孔 100 μL, 
计 3孔, 加DTNB 100 μL反应显色(整个反应体系为
200 μL)5 min, 410 nm[7]处酶标仪检测OD值。 

1.3  体外 AChE 粗酶检测方法的评价 
本文采用的体外AChE粗酶检测方法原理是：酶

水解乙酰胆碱, 生成有色的产物。有报道称不同来
源的酶活性各不相同 , 因此本文通过检测HupA的
IC50, 作为此方法的评价基础。 

1.4  g5 菌株发酵醇提物的 AChE 抑制动力学研究 
1.4.1  g5 菌株发酵醇提物的 AChE 抑制可逆性判 
别[8]：发酵液醇提物样品稀释 100 倍后, 取 300 μL
移入EP管中。再移入磷酸缓冲液 340 μL, AChE粗酶
液 100 μL, 37°C孵育 5 min。再加入ATCh 60 μL, 立
即把混合液按不同体积加入 96 孔板中, 并用PBS补
平反应体系至 140 μL, 37°C孵育 30 min, 再加 
10 μL 6%高氯酸终止反应, 最后每孔加 100 μL的
DTNB反应显色。410 nm处检测OD值。对照组不加
菌株发酵醇提物样品, 其他条件都与样品组一致。
每组试验重复 3次, 取平均值。用OD值代替反应初
速度v0, 对粗酶用量作图。 
1.4.2  g5 菌株发酵醇提物的AChE可逆抑制动力学

分析：设 300 μ L和 150 μL用量的g5发酵液样品为

高、低剂量抑制剂组; 设不加抑制剂为阴性对照组; 
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AChE粗提物用量一定; ATCh用量分为 6个梯度：60 

μL、50 μL、40 μL、30 μL、20 μL和 10 μL; 磷酸缓

冲液补平体系。96 孔板上用DTNB显色, 用OD值替

代酶反应初速度v0。3 次重复 , 取平均值。运用

SoftMax Pro v5 软件, 通过绘制米氏方程的衍生式

Lineweaver-Burk方程计算Vmax、Km, 判断g5 发酵液

样品对AChE抑制作用的机理 [9]。运用SPSS En-

zymeKinetics 1.10 酶 动 力 学 分 析 软 件 , 结 合

SigmaPlot2001 作图软件绘制米氏方程的衍生式L-B

双倒数方程, 计算抑制常数。 

1.5  g5 菌株的形态学鉴定 
用玻片培养法进行真菌鉴定[10]。将菌落接种至

不同鉴定培养基上, 以接种点为顶点放置 20 mm × 
20 mm的消毒盖玻片, 28°C下培养。当菌丝沿着盖玻
片的两边生长时将玻片取出 , 正面贴在载玻片上 , 
观察其菌丝、孢子梗、分生孢子的形态、着生方式

及大小。综合菌落及显微产孢形态, 按丝状真菌分
类鉴定方法, 以魏景超系统为参照, 确定g5 菌株的
种属地位。 

采用 SPSS13.0 统计软件对所得结果进行一元
方差分析(One-way ANOVA) 

2  结果与分析 

2.1  石杉碱甲IC50的计算 
如图 1 所示 , HupA抑制AChE粗酶的 IC50为

0.213 ug/mL(n=3), 与文献报道结果[11]接近, 且在此
检测方法中, HupA对AChE粗酶抑制呈剂量依赖性
关系。说明采用小鼠脑提取的AChE粗酶能够用于
AChE抑制活性研究, 方法合理可靠。 

2.2  g5 菌株发酵醇提物 AChE 抑制动力学研究 
2.2.1  对g5 菌株发酵醇提物的AChE抑制可逆性的

判别：如图 2所示, 随着酶用量的增大, g5菌株发酵

液醇提物样品对AChE抑制程度逐渐变低 , 呈向下

弯曲的曲线。表明g5发酵液样品和酶的结合导致酶

活力受抑制, 并不导致酶催化活性中心分子构象的

永久变化而失活, 表现为可逆抑制作用。抑制类型

是一个很重要的指标, 如果是不可逆抑制, AChE将

永久损害, 进而引起神经系统紊乱, 譬如许多含磷

化合物, 对AChE为不可逆抑制剂, 对神经有很强的

毒性[5,12]。而筛选得到的g5 发酵液样品为可逆抑制

型 ,  在体内将不会对神经系统造成不可逆 

 
 
图 1  不同浓度 HupA 对 AChE 粗酶的抑制效果  
Fig. 1  The effects of different concentration of HupA in-
hibiting AChE  

 

 
 
图 2  g5 发酵醇提物对 AChE 抑制类型判别 
Fig. 2  Diagnosis the inhibitory type of g5 fermentative 
product 

 
损害。 
2.2.2  g5 菌株发酵醇提物的AChE可逆抑制动力学

分析(表 1)：通过两个米氏方程的转换式计算Km、

Vmax, 确定g5 菌株发酵醇提物的可逆抑制类型。由

Km[300]> Km[150]>Km [control]、Vmax[300]<Vmax 

[150]<Vmax[control], Km随着g5发酵液样品用量的增

大而增大, 而Vmax则相反。因此其抑制机理表现为混

合竞争抑制。表明g5 菌株发酵物既能作用于AChE

的 游 离 酶 ,  又 可 作 用 于 A C h E与 底 物 的 络 

合物。 

根据袁勤生的两次作图法 [13] , 以Lineweaver- 

Burk双倒数图的各条直线斜率以及纵轴截距分别对

g5 发酵液样品作图(图 3a、图 3b), 如图 3 所示, 均

为一直线, 求得g5 发酵液样品对游离酶的抑制常数

KI与对酶底物络合物的抑制常数KIS分别为 0.0789 mL  
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表 1  g5 菌株可逆抑制类型的判别 
Tablel 1  The discrimination of the g5’s reversible inhibitory type 

g5发酵液用量(μL) 
Fermentative product of g5 

R2±s Km±s Vmax±s 可逆抑制类型 
Reversible inhibitory type

300 0.956±0.018 8.3±0.87 1.4±0.10 

150 0.966±0.016 6.7±1.81 1.6±0.21 

0 0.938±0.038 2.1±0.61 1.8±0.21 

混合竞争型 

Note: n=3, X ±s 
 

 
 

图 3  以 Lineweaver-Burk 双倒数图的各条直线斜率及纵轴、截距分别对 g5 发酵液样品作图 
Fig. 3  The Lineweaver-Burk figure of g5 fermentative product inhibiting AchE 

 
和 1.1352 mL[14]。 

2.3  g5 菌株的形态学鉴定 
如图 4 所示, g5 个体形态特征显示, 分生孢子

梗近乎光滑, 分生孢子梗顶端成对称帚状间枝, 顶

层为小梗, 切离法生成分生孢子; 分生孢子串呈不
分枝链状, 分生孢子多为椭圆形。据此判断g5 为半
知菌目丛梗孢科青霉属[15], 进一步的分子生物学鉴
定正在进行中。 

 

 
 

图 4  g5 菌株显微形态 
Fig. 4  The micromorph of g5 

注: a: 酵母浸膏琼脂培养基上(×40); b: PDA培养基上(×100) 
Note: a: Growth on yeast extract agar medium (×40); b: Growth on PDA medium (×100) 
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3  结论 

1) 蛇足石杉内生真菌g5 发酵物对小鼠脑AChE
粗酶具有混合竞争性可逆抑制作用, KI和KIS分别为

0.0789 mL和 1.1352 mL。g5发酵液样品对游离酶的
抑制作用强度是对酶底物络合物抑制作用强度的 14
倍。表明g5发酵液样品与游离酶的结合作用比与酶
-底物络合物的结合强 , 且这一结果与文献报道的
HupA抑制类型相一致[16]。 

2) 初步形态学鉴定g5 菌株是半知菌目丛梗孢
科青霉属(Penicillium rugulosum)。青霉属真菌种类
多、分布广, 且其次生代谢产物具有各种活性。日
本学者Kazuhiko等就从一株青霉属真菌(Penicillium 
sp. FO-4259)中发现了高效选择性可逆抑制AChE的
化合物Arisugacin A, 目前正应用开发成治疗AD症
药物[17]。 
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