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摘要 :采用无菌技术从云南红豆杉中分离得到 200 余株内生真菌
,

经过 PD A 液体培养基发酵后用 T LC
、

H PLC 等方法检测
,

发现

其中有一株的胞外分泌物中含有紫衫醉
,

标号 12. 3
.

2
。

经过形态学鉴别
,

其属于青霉属(作n J’c iII ium
.

)
。

利用微生物(特别是内生真

菌)产紫衫醉是新的途径
,

该菌株具有进一步研究的价值
。
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紫杉醇口公大动最开始是 W an i等11 1从短叶红豆杉(T. b邝vi-

fo lia) 的树皮中分离得到的
,

后经 Sch iff 等l!l研究证实紫杉醇具

有独特的抗癌作用机理
,

它能使癌细胞内纺锤丝的形成受到抑

制
,

有丝分裂不能正常进行
,

而阻止了癌细胞的扩散
。

以后人们

开始大量地从红豆杉的树皮中提取紫杉醇以满足需求
。

由于红

豆杉系珍稀植物
,

而树皮中的紫杉醇含量很低
,

靠树皮提取紫

杉醇不能满足需求
,

并且严重地破坏自然资源
,

危及生态平衡
。

为了解决药源紧缺状况
,

目前研究生产紫杉醇的方法主要有四

种 :¹ 从天然植物中提取 ; º 半化学合成法叭 » 植物细胞培养

法l4l; ¼红豆杉栽培法
。

st ier le 与 St ro be l等阎首次报道了从太平洋紫杉树中分离

出一种可产紫杉醇的内生真菌( Ta xo m yc es an d佗a n a e)
,

其紫杉

醇含量为 24
·

50 n创L
,

为人们展示了一个可能生产紫杉醇的诱

人的新途径
。

从此国际国内都兴起了内生真菌产紫杉醇研究的

高潮
,

而且紫杉醇产生菌种十分多样
,

例如 st ro be !等师!从西藏

红豆杉枝条上分离到一株小饱拟盘多毛抱 ( P. m 化ro sP o ra)
,

周

东坡等l,I 从东北红豆杉的树皮中分离筛选出一株树状多节

抱 ( No d ul isP o ri u m 咧讨角。c)
。

利用微生物发酵生产紫杉醇具有许多优点
:
内生真菌生长

迅速
,

易于培养 ;所用的培养基成木相对较低 ;可以通过优化发

酵条件
、

利用生物技术改良菌种
,

大幅度提高产量
,

满足市场的

需求
,

降低紫杉醇的价格同时也能减小对自然界的破坏
。

所以

筛选产紫杉醉内生真菌
,

用微生物发酵的方法生产紫杉醇
,

是

解决药源问题的有效途径
。

本实验室以云南红豆杉为原材料
,

分离内生真菌
,

经过

T LC 和 H PLC 检测
.

确定了一株产紫杉醇的内生真菌
,

属于青

霉属
,

陈毅坚等181也曾经从云南红豆杉中分离出青霭属内生真

菌能产紫杉醇
。
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1
.

1 真菌分离材料

所有的用来分离内生真菌的红豆杉树皮都采自云南省丽

江市
.

采集时间 2004 年 7 月初期
。

1
.

2 培养基

固体培养基选用 PD A 培养基
。

马铃薯 200 9
,

葡萄糖 20 9
,

琼脂 159 ,

水 10 00 m L , PH 自然
,

121,C ,

灭菌 加m in ,

冷却到

60 ℃左右加人 25 m叭 链霉素
。

生长培养基用 P D A 培养基不加

琼脂
。

1
.

3 内生真菌的分离和纯化

将云南红豆杉树皮
,

刮去外表皮后
,

用无菌水冲洗十净
.

切

成 I c m x I c m 的小块
,

经过紫外消毒
,

把剪好的材料置于 75 %

乙醉消毒 lm in .

而后用 2. 5 % 次抓酸钠消毒 IOm in ,

再川 75 %

乙醇消毒 lm in ,

无菌水冲洗 2~ 3次
,

剪去边缘
,

接人已倒好的

加了链霉素的固体平板培养基上
。

将培养皿置于 28 ℃培养箱

中倒置培养 3~ 7 天
。

1
.

4 空白实验对照

为了检查表面消毒的效果
,

进行对照实验
:
把空白平板打

开
,

摆在超净台上 Io m in ; 将上述同样表面消毒过的材料不做

任何切割
,

直接种植于 PD A 平lllL 上
。

在相同条件下培养
。

结果
.

两种对照处理均未有菌丝长出
,

多次重复都是同样结果
。

证明

表面消毒是彻底的
,

从而保证了所分离到的真菌是植物的内生

真菌而不是空气中的和材料表面的附生菌
。

取切口处新长出的



菌丝
,

及时转接至新鲜 PD A 培养基上培养
。

待菌落出现后
,

根据菌落形态
、

颜色的差异以及长出时间

的不同
.

分别挑取各平板上的菌落边缘的菌丝接于新的平板上

进行分离培养
,

采用菌丝顶端纯化法逐步纯化
。

对菌株编号后
,

转至 PD A 试管斜面培养基上
,

于 28 ℃培养箱中培养 5刁d
,

然

后放人冰箱保存
。

1
.

5 菌种鉴定

从纯化培养数日的菌落上挑取菌丝并连同分生抱子制成

玻片
,

置于光学显微镜下观察菌丝形态
、

抱子梗形态
、

抱子形态

以及抱子与营养体之间的着生关系
,

对照有关资料确定真菌的

分类学地位阳田
。

1
.

6 内生真菌的液体培养和产物的提取

液体培养基为PD A 液体培养基
.

500 m L 的三角瓶装液量

为 2 0 0m L
。

用接种针挑取少许菌丝接种于培养瓶中
,

27 ℃
、

12 Or/ m in 培养 3 d 后制备种子液 ; 然后将 10 m L种子液加人

soo m L 的三角瓶(装液量为 2 00 m L)
.

培养 6 ~ 8d 后过滤
,

滤液

加人 l/2 左右体积的三氯甲烷和甲醇混合液(V 刃= 10/ 1) 进行

萃取 ; 固体菌丝经过捣碎匀浆后加人 50 m L三氯甲烷浸提

24 h
.

分别收集发酵液和菌丝浸提液的有机相
,

再加人等体积的

水进行二次萃取
.

收集菌丝 (胞内)和发酵液(胞外 )的有机相
.

35 ℃下减压浓缩
,

除去有机相后用甲醇定溶储于棕色磨口玻璃

瓶中备用
。

1
.

7 代谢产书

1
.

7
.

1 T LC

将内生真菌的发酵液和菌丝提取液
、

紫杉醇标准品(sI G
·

M A )和巴卡亭川标准品(sI G MA )同时点样与 G F2 54 硅胶板

(青岛海洋化工厂 )
,

在氧仿 / 甲醉(95
.

5 :4. 5 V 那 )展层系统中展

开
,

挥+ 溶剂后置于 254 n m 紫外灯下进行观察
。

1
.

7
.

2 HPLC 检测

将紫杉醇和巴卡亭川标准品配制成甲醇溶解备用
。

仪器与色谱条件
:

岛津 LC- SA 高效液相色谱仪
,

SPD- 6A v

紫外检测器
,

LC
一

so lu tio n 工作站 ;色谱柱
.

N o va Pae C 18色谱柱

(I5 0m m X 4m m
,

4 o m ); 流动相甲醉(色谱醉 )
:

水 (6 5 : 3 5 );柱

温为室温 ;流速 lm U m in ;检测波长为 2 28n m ;样品经过 22 p m

滤纸过滤后进样
,

进样量 20 o L
。

2 实验结果与分析

2
.

1 目标菌株的筛选

从云南红豆杉中分类出来 200 多株内生真菌
.

通过液体培

养后 T LC 的初步鉴定筛选出 2 株出现与紫杉醉标样相同或相

近斑点的内生真菌
,

标号分别为 l2. 3. 2( 胞外 )
、

12
.

l4( 胞内)
。

为了进一步确定 TLC 检测的结果是否准确
,

将 2 株菌株

的发酵产物进行 H PLC 检测
,

结果 (图 2) 显示只有 12 :3 2

(R卜 7. 86 9) 有与紫杉醇标准品(R 卜8. 03 0) 在相近的保留时间里

有吸收峰出现
,

因此判定 12 3
.

2 能产紫杉醇
。

F19

因此
,

我们将 12 3
.

2 作为 目标菌株
,

进一步进行生理特征

以及其他代谢和发酵方面的研究
。

2. 2 目标菌株的生理特征和鉴定

12 :3 2 菌株在 PD A 培养基上 27 ℃下培养 Id 后能产生白

色菌丝
,

之后白色菌丝甸甸生长
,

第 2 天在菌落的中心产生深

绿色粉末状饱子
,

到第 3 天菌落的最中心产生瘤状突起
,

且颜

色由深绿色逐渐变成了褐色
,

边缘有白色气生菌丝 ; 培养基的

背面为无色到淡黄色
。

显微镜下观察菌丝多分枝
,

有隔膜
,

菌丝平均长度为

12 .6 卜m
,

直径为 2
.

1
·

2. 7林m 在隔膜处会有一个类似收缩的效

应
,

因此整个菌丝呈现出藕节状
。

12 3
.

2 分生抱子从菌丝细胞

长出
,

有分枝
,

分生抱子梗直径约为 2
.

4
一

2. 7林m
,

具横隔
,

顶端不

膨大
,

有扫帚状分枝 (图 3 )
。

第 1 次分为 2 枝
,

不对称
,

一枝 2

次分枝为 2 枝
,

另外一枝继续分枝 2
一

3 次
,

不对称
,

饱子形态为

圆形或椭圆形
、

成串
、

不光珊
.

大小为 1
.

4- 1
.

6 林m

图 3 12
.

三2 分生抱子

Fig 3
.

eo n id io Pho res o f l2 3
,

2



液体培养时候生长快速
,

3 d 就达到了生长的对数期
,

通过

测定发酵液中的含糖量变化比较小得到证实
,

然后停止摇床
,

6d 后有深绿色菌苔布满表面
。

菌球白色
,

菌液澄清
。

经过查阅文献I9. ’01 ,

初步可以鉴定为青霉属 (氏刀ic ill iu m
.

)
。

3 结论

经过 T LC 和 HPLC 检测
,

可以证实 12
.

3 2 可以产紫杉醇

类化合物
,

而且产物主要分泌到胞外 ;通过对 12
.

3
.

2 的形态学

鉴别
,

初步鉴定 12
.

3
.

2 属于青霉属
。

其 HPLC 图谱可以看出
,

目

标化合物的色谱峰非常小
,

其它不明物的色谱峰较多较强
,

这说

明在 12
.

3
.

2 发酵产物中紫杉醇类化合物含量较低
,

其它化学成

分较多
。

为了提高其含量
,

达到分离
、

提取
,

最终得到精制品的要求
,

还需在培养基中添加能够刺激紫杉醇及其相关物质含量的成

分
,

比如苯丙氨酸
、

酒石酸钱这类紫杉醇合成的前体物质【, ’l,并

进行发酵培养的优化
。

木研究的下一步研究重点将是对红豆杉紫杉醇合成途径

中关键酶进行研究
,

以筛选出的能生产紫杉醇和紫杉烷化合物

的内生真菌为材料
,

研究紫杉醇和紫杉烷化合物生物合成途径

中关键酶在内生真菌中的表达情况
.

以及这些反应的酶的特

性
,

为应用内生真菌生产紫杉醇和生物活性更高的紫杉烷化合

物奠定基础
。

因为
,

尽管不同的科学工作者已从所有的红豆杉

树种中分离到产紫杉醇的内生真菌
,

但对这些内生真菌合成紫

杉醇的机制没有进行深人研究
,

对紫杉醇和紫杉烷化合物生物

合成途径中的关键酶基因在内生真菌中的表达不清楚
,

不能在

已知条件下稳定的表达紫杉醇和紫杉烷化合物
,

限制了它的实

际应用
。
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4. 2 加强科学研究

以科研为先导
、

技术为基础开发利用治蛇毒药用植物资源

野生植物资源的综合开发往往需要先进的技术体系来支撑
。

以

科研为先导
.

从基础研究人手
,

积极与科研院校联合
.

重点研究

治蛇毒药用植物资源开发利用中的所需运用技术
。

4
.

3 坚持可持续的发思路
,

制定开发利用总体规划

在清楚治蛇毒药用植物种类
、

资源量
、

分布规律和生态条

件的基础上
,

结合市场需求情况
,

制定发展利用规划
。

规划要有

科学性
、

先进性和可行性
。

应做到保护与利用并举
,

生态效益与

经济效益统一
,

即有短期开发目标
,

又有长期发展方向
。

4
.

4 以政府牵头
,

企业与院校相集合
,

形成
“
企业 十 基地

”

的开

发模式

在把握民族文化旅游强劲的发展势头时
,

加快民族特色产

业的开发及规模化建设
,

形成具有民族特色的地方经济
,

实现

治蛇毒药用植物的基地化建设
,

产业化发展
。

治蛇毒药用植物的开发利用涉及面很广
。

从经济的角度考

虑
,

对其产业化的形成要有所侧重
,

应根据资源特点
、

市场需求

和经济效益
,

将资源过大
、

民族特色浓厚
、

开发容易的治蛇毒药

用植物作为蛇药开发产业化的重点
。

参考 文 献

【l] 谷中村
,

陈功拐
,

黄玉莲
,

等
.

湘西药用植物概览【M l
.

西宁
:
青海人民

出版社
,

200 4

l2J 《湖南植物 志》编辑委员会
.

湖南植物志(第二卷)【M ]
.

长沙
:

湖南科

学技术出版社
,

20 00

[3] 欧志安
.

湘西苗药汇编【M】
.

长沙
:岳麓出版社

.

19 90

[4] 肖培根
.

新编中药志【Ml
.

化学工业 出版社 2 002

[5] 陈远辉
.

蛇伤救治绝招四]
.

湖南科技出版社2 005

l6] 杨七斤
.

湖南省湘西 自治州民族蛇药种类登理【月
.

中药材
,

l98 9( 4)
:

l9

lv] 谢宗万主编
.

全 国中草药汇编 (上
、

下 )【M l第二版
.

北京
: 人 民卫生 出

版社
,

19 9 6

[8] 吴修仁 编著
.

中国药用植物 简编 【M】
.

广州
:广东高等教育出版社

.

19 9 4

[9] 梁剑平
,

卢欣石
,

邵献平
.

合理利 用中药资源
,

促中药现代化l月
.

中兽

医医药
,

2 0 0 2
,

(6 ) : 18一 2 1

【10 1 张卫民
.

植物 资源开发研究与应用【M l
.

东南大学出版社
.

25 5 一25 8

【川 彭芳胜
.

湖南省湘西州特色民族药墓地建设生态环境研究!月
.

中国

民族民间医药
.

20 04
,

67
:

68
一
70

【12 1 肖培根
.

中国药用植物资源开发利用的研究 [JI
.

云 南植物研 究
,

19 8 8 : l、 12

【13 】张澳瑞编等
.

蛇咬伤防治 1 70 问〔M l
.

金质出版社
,

19 9 9

【14 】成都生物研究所
,

上海 自然博物馆
,

浙江省中医研究所等编
.

中国

的毒蛇及蛇伤防治【M」
.

上海科学技术 出版社
,

19 79

【15] 于志海
.

龚双娇
,

诺容等
.

湘西苗族聚居地歼 生食用植物种 类调 查

初报[J]
.

中国野生植物资源
.

20 0 6(2 )
,

3 3一 3 5(4 1 )


