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摘要：为从南方红豆杉(Taxus chinensis var. mairei)中分离产紫杉烷的内生真菌, 从其幼茎、树皮和叶片中分离纯化了 491 株

内生真菌，经筛选获得 25 株内生真菌具有产紫杉烷的能力，其中，4 株可产紫杉醇、巴卡亭Ⅲ和 10-去乙酰巴卡亭Ⅲ，8 株

能产紫杉醇和巴卡亭Ⅲ，1 株能产紫杉醇和 10-去乙酰巴卡亭Ⅲ，1 株能产巴卡亭Ⅲ和 10-去乙酰巴卡亭Ⅲ，6 株仅产紫杉醇，

5 株仅产巴卡亭Ⅲ。根据内生真菌的来源，幼茎中有 11 株产紫杉烷的内生真菌，叶片中有 9 株，而树皮中仅有 5 株。这些

菌株的紫杉醇、巴卡亭和 10-去乙酰巴卡亭Ⅲ产量分别为 0.64~9.87、0.48~3.42 和 0.20~1.00 μg L–1。因此，南方红豆杉中具

有紫杉烷类代谢途径的内生真菌来源广，数量多，是研究真菌中紫杉烷类化合物代谢途径的良好材料，也为紫杉烷类抗癌药

生产提供了潜在的真菌种源。 
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Abstract: In order to isolate and screen the taxane-producing endophytic fungi, there were 491 strains of 

endophytic fungi had been isolated and purified from young stems, barks and leaves of Taxus chinensis var. mairei. 

Twenty-five strains of endophytic fungi could produce taxane, in which four strains produce taxol, baccatin Ⅲ 

and 10-deacetyl baccatin, eight strains produce taxol and baccatin Ⅲ, one strain taxol and 10-deacetyl baccatin, 

one strain produce baccatin Ⅲ and 10-deacetyl baccatin, and six strains only produce taxol, and five strains only 

produce baccatin Ⅲ. Taxane-producing endophytic fungi derived from young stems, leaves and barks were 

eleven strains, nine strains and six strains, respectively. The yields of taxol, baccatin Ⅲ and 10-deacetyl baccatin 

Ⅲ were ranged from 0.64 to 9.87 μg L
–1

, 0.48 to 3.42 μg L
–1

, and 0.20 to 1.00 μg L
–1

, respectively. Therefore, the 

taxane-producing endophytic fungi had wide distribution and more strains in T. chinensis var. mairei, and it could 

be good materials for studying metabolic pathways of taxane diterpenoids, and also could provide more potential 

fungal resources for taxane anticancer drugs. 
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紫杉醇(药品名：Taxol，通用名：Paclitaxel)是

一种具有抗癌活性的紫杉烷类二萜化合物，1971 年

首次发现于短叶红豆杉(Taxus brevifolia)中[1]。1992

年，紫杉醇被美国 FDA 批准上市。目前，市场上

的紫杉醇主要是从大规模人工栽培的红豆杉属

(Taxus)植物中提取，且难以满足市场需求。1993 年，
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Stierle 等首次报道了产紫杉醇的内生真菌[2]。这引

起研究者的极大兴趣和热情，因为真菌发酵生产紫

杉醇具有生产周期短，无需占用大量土地资源，可

进行大规模工业化生产，且生产过程可调控等优

点，具有巨大的应用前景。 

在红豆杉属植物的紫杉醇生物合成途径中，二

萜类的通用前体香叶基香叶基焦磷酸 (Geranyl 

geranyl diphosphate, GGPP) 经紫杉二烯合成酶

(Taxadiene synthase, TS)催化合成紫杉二烯，再经过

羟基化反应和酰基转移反应，形成 10-去乙酰巴卡亭

Ⅲ (10-Deacetyl baccatin Ⅲ, 10-DAB)，10-DAB 在

10-去乙酰巴卡亭Ⅲ-10-O-乙酰基转移酶(DBAT)作用

下合成巴卡亭Ⅲ[3]，经巴卡亭Ⅲ︰3-氨基-3-苯基丙酰

转移酶(BAPT)将氨基苯丙酰基移到巴卡亭Ⅲ的C-13

侧链[4]，最后经 3′-N-去苯甲酰-2′-脱氧紫杉醇苯甲酰

转移酶(DNTNBT)使侧链 C-3′氨基发生苯甲酰化反

应合成紫杉醇[5]。此外，10-DAB 可作为另一种重要

的抗癌药多西紫杉醇(多西他赛)(Docetaxel/taxotere)

的半合成前体，其疗效好于紫杉醇，1996 年经美国

FDA 批准上市。近年来的研究表明，巴卡亭Ⅲ和 10- 

DAB 也具有显著的抗癌活性[6–7]。因此，从红豆杉中，

在筛选产紫杉醇的内生真菌的基础上，筛选产巴卡

亭Ⅲ和 10-DAB 有利于阐明内生真菌的紫杉醇生物

合成途径，也具有重要的应用前景。 

目前，对红豆杉中内生真菌的筛选主要集中于

产紫杉醇的内生真菌，而对产巴卡亭Ⅲ和产 10-DAB

的内生真菌的筛选研究仅有少量报道[8–12]。本研究

通过大规模筛选，以期从南方红豆杉(Taxus chinensis 

var. mairei)中获得产紫杉醇、产巴卡亭Ⅲ及产 10- 

DAB 的内生真菌，为紫杉烷类抗癌药研究提供新的

来源。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

南方红豆杉(Taxus chinensis var. mairei)经允许

于 2014 年 12 月采自于广东省韶关市乳源县大桥镇

和平村的南方红豆杉森林公园。为获得具生物多样

性的内生真菌，采集不同地点和不同树龄的南方红

豆杉幼茎、叶片和少量树皮，装入密封塑料袋带回

实验室备用。采集地位于北纬25°06′36″~25°06′44″，

东经 113°09′31″~113°09′37″，SG、SL、SK 和 SJ 分

别表示 4 个采集地点的树皮，JA、JB、JC、JD 和

JE 分别表示 5 个采集点的幼茎，YA、YB、YC、YD

和 YE 表示 5 个采集点幼茎上的叶片，MA、MB、

MC、MD 和 ME 表示 5 个采集点叶片的研磨物。所

获得的内生真菌以上述代号加编号表示。 

紫杉醇标准品购自中国食品药品检定研究院, 

纯度为 99.6%，巴卡亭Ⅲ和 10-去乙酰巴卡亭Ⅲ标准

样品购自上海同田生物技术股份有限公司，两者纯

度均为 98.0%。 

 

1.2 内生真菌的分离和纯化及保藏 

将采摘的南方红豆杉树皮、幼茎及叶片分别用

75%乙醇浸泡 30 s，弃乙醇后用 0.1%升汞溶液浸泡

8 min，无菌水冲洗 5 次，用无菌滤纸吸干表面水分，

用无菌解剖刀将树皮切成约 1 cm
2 小片，幼茎切成

0.5 cm 长小段，每个叶片切成 2 至 3 段，同时，消

毒叶片置于无菌研钵中研磨成浆，分别接种于添加

100 mg L
–1 硫酸链霉素和 100 mg L

–1 氨苄青霉素钠

的 PDA 固体平板培养基上，于 28℃恒温箱中培养。

为了排除非内生真菌干扰，将冲洗材料的无菌水也

接种于 PDA 平板培养基上观察是否有真菌长出。 

培养 1 周后每个平板上生长多个内生真菌菌

落，采用菌丝顶端纯化法，将菌落顶端菌丝挑出接

种于新的 PDA 固体培养基上培养，直至长出单个

菌落，然后接种到 PDA 斜面培养基上，按 1.1 节中

的方法编号，并常温保存于本实验室中。对于经鉴

定可产紫杉烷的内生真菌暂时保藏于冰箱中备用。 

 

1.3 产紫杉烷内生真菌的初筛 

将纯化的内生真菌接种于 PDA 平板培养基上

培养以活化菌株。活化后接种于装有 250 mL YES

液体培养基的 500 mL 三角瓶中，置于 AW-211C 大

容量恒温培养震荡器中，于 28℃、150 r min
–1 下培

养 7 d。过滤收集菌丝体，置于-18℃冰箱中冷冻。

将解冻后的菌丝体置于研钵中研磨成匀浆，加入适

量水和等体积的乙酸乙酯，萃取 3 次，合并 3 次上

清液，置于旋转蒸发仪中，经 80℃减压蒸发浓缩得

浓缩提取液。 

用毛细点样管将样品浓缩液以及紫杉醇、巴卡

亭Ⅲ和 10-DAB 标准样品点样于自制的制备型

GF254 薄层层析硅胶板上，在封闭的层析缸中展层，

展层剂为二氯甲烷∶甲醇(20∶1)，在三用紫外分析

仪下观察是否有与紫杉醇、巴卡亭Ⅲ和 10-DAB 具

有相近 Rf 值的样品，用刀片刮下样品中与标样 Rf



第 3期 戴黄益等: 从南方红豆杉中筛选和鉴定 25株产紫杉烷的内生真菌 273 

 

 

值相近的硅胶条带，置于 1.5 mL 的 EP 管中，加色

谱甲醇溶解，离心，取上清液，再重复离心和取上

清液操作 2 次，合并 3 次的上清液，将上清液放于

通风橱中挥发至 1 mL。将样品液置于 UV-2550 型

紫外-可见分光光度计下于 200~300 nm范围内进行

紫外扫描，检测 273 nm 的光吸收[1]，用于筛选产紫

杉醇样品。 

 

1.4 产紫杉烷内生菌的复筛和含量及紫杉烷的鉴定 

经薄层层析和紫外吸收分析的样品提取液体

积调整至 0.5 mL，然后用 0.22 μm 的微孔滤膜过滤。

紫杉醇、巴卡亭Ⅲ和 10-DAB 标准样配制成一定浓

度后也经微孔滤膜过滤。产紫杉烷的内生真菌的复

筛和含量采用高效液相色谱(High performance liquid 

chromatograph, HPLC)分析。采用安捷伦 1220 液相色

谱仪，色谱柱为 ZORBAX Eclipse Plus C18 (4.6 mm× 

250 mm, 5μm)。紫杉醇的检测：流动相为甲醇∶水

(65∶35)，流速 1 mL min
–1，检测波长 227 nm，柱

温 45℃，进样量为 10 µL。设置甲醇∶水梯度洗脱

以分离巴卡亭Ⅲ、10-DAB 和紫杉醇, 洗脱时间和

洗脱剂分别为：0 min，35∶65; 2~5 min, 55∶45; 6~ 

23 min，65∶35；24~40 min，100∶0，柱温 40℃，

其他条件与紫杉醇相同。为进一步分离巴卡亭Ⅲ

和 10-DAB，设置甲醇∶水 =50∶50 作为洗脱剂,

其他条件同梯度洗脱。待测样品中的紫杉醇、巴

卡亭Ⅲ和 10-DAB 含量需要制作标准曲线。先将

紫杉醇、巴卡亭Ⅲ和 10-DAB 配制成 10 μg mL
–1

的母液，然后将母液分别稀释成 1、2、3、4 和

6 μg mL
–1，分别进行 HPLC 分析，根据保留时间

和标样浓度对应的峰面积获得回归曲线, 根据回

归方程计算样品中的紫杉醇、巴卡亭Ⅲ和 10-DAB

含量和浓度。 

质谱分析和检测采用maXis impact超高分辨质

谱仪(德国 Brucker 公司)，高分辨质谱条件为喷雾压

力：0.3 Bar，干燥温度：180℃，干燥压力：4.0 L min
–1

, 

喷雾电压：3500 V，离子源：ESI。测试工作在华

南理工大学分析测试中心完成。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 产紫杉烷内生真菌的分离及初步筛选 

在 PDA 平板培养基中加入 100 mg L
–1 硫酸链

霉素和 100 mg L
–1 氨苄青霉素钠分别抑制革兰氏阳

性和革兰氏阴性细菌的生长。此外，将冲洗材料

的无菌水接种于 PDA 平板培基上培养，结果无真

菌生长，说明所分离纯化的真菌为内生真菌，而

非外源的污染真菌，同时也说明，升汞处理 8 min

可杀灭外源真菌。本文从 4 个地点采集树皮和 5

个地点采集幼茎和叶片，共分离纯化了 491 株内

生真菌。 

样品浓缩液经硅胶薄层层析，在样品中有与紫

杉醇标样的 Rf 值相近的条带(图片未示)，且数量较

多，但难以判断这些内生真菌是否为产紫杉醇内生

真菌。同时紫杉醇标样与巴卡亭Ⅲ标样的 Rf 值相

近，难于区分，但两者的 Rf 值与 10-DAB 的 Rf 值

易于区分。将与紫杉醇标样 Rf 值相近的硅胶条带

刮下来，经溶解后再进行紫外吸收分析，根据紫杉

醇在 227 nm 处有最大吸收外，在 273 nm 处也有 1

个次吸收峰，结果有 139 株内生真菌在 273 nm 有

明显或不明显的紫杉醇吸收峰(图片未示)。对于巴

卡亭Ⅲ和 10-DAB 来说，在 273 nm 没有次吸收峰，

通过薄层层析，收集与标样巴卡亭Ⅲ和 10-DAB 的

Rf 值相近的条带 286 个(图片未示)。 

 

2.2 通过HPLC分析对产紫杉烷类菌株进行复筛和

紫杉烷含量测定 

经 HPLC 分析，当流动相为甲醇∶水 =65∶35，

柱温 40℃时，紫杉醇的保留时间(Retention time)为

12.971 min (图 1)，而巴卡亭Ⅲ和 10-DAB 的保留时

间较早(图未示)，且有很多杂质峰与巴卡亭Ⅲ峰和

10-DAB 峰混和在一起，不易区分，难于鉴定产巴

卡亭Ⅲ菌株和产 10-DAB 菌株，甚至造成错误判断。

当流动相为甲醇∶水 =55∶45，柱温 35℃时，巴卡

亭Ⅲ和 10-DAB 的保留时间分别为 7.77 min 和

5.66 min，且能较好地与杂质峰分开(图 2)。 

结果表明，有 4 株菌株可产紫杉醇、巴卡亭Ⅲ

和 10-DAB，8 株菌株能产紫杉醇和巴卡亭Ⅲ，1 株

菌株能产紫杉醇和 10-DAB，1 株菌株能产巴卡亭Ⅲ

和 10-DAB，仅能产紫杉醇的菌株为 6 株，仅产巴卡

亭Ⅲ的菌株为 5 株(表 1)。因篇幅所限，本文仅展示

有代表性的产紫杉醇、产巴卡亭Ⅲ和产 10-DAB 各 1

株菌株的 HPLC 检测结果(图 1, 2)。为检测各菌株中

紫杉醇、巴卡亭Ⅲ和 10-DAB 的含量, 分别制作紫杉

醇、巴卡亭Ⅲ和 10-DAB 的标准曲线，得到回归曲

线和回归方程(图 3)，根据回归方程分别计算各菌株

的紫杉醇、巴卡亭Ⅲ和 10-DAB 的产量(表 1)。 
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图 1  紫杉醇的 HPLC分析。A: 标样; B: SJ17菌株。 

Fig. 1  HPLC analysis of taxol. A: Standard sample; B: SJ17 strain. 

 

 

图 2 巴卡亭Ⅲ和 10-DAB的 HPLC。A: 巴卡亭Ⅲ标样; B:JA13菌株中的巴卡亭Ⅲ; C: 10-DAB标样; D: MC15菌株中的 10-DAB。 

Fig. 2 Baccatin Ⅲ and 10-DAB by HPLC. A: Standard baccatin Ⅲ; B: Baccatin Ⅲ in JA13 strain; C: Standard 10-DAB; D: 10-DAB in MC15 strain.  
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图 3 紫杉醇(A)、巴卡亭Ⅲ (B)和 10-DAB(C)的回归曲线和回归方程 

Fig. 3 Regression curve and regression equation of taxol (A), baccatin Ⅲ (B) and 10-DAB (C).  

 

表 1 内生真菌的紫杉烷产量(μg L
–1

)  

Table 1 Taxane yield (μg L
–1

) of endophytic fungi  

菌株 Strain 紫杉醇 Taxol 巴卡亭Ⅲ Baccatin Ⅲ 10-DAB 菌株 Strain 紫杉醇 Taxol 巴卡亭Ⅲ Baccatin Ⅲ 10-DAB 

JA5 2.00 3.42 1.00 SJ22 9.87 2.50 0.36 

JA10  0.84  SK3 0.98 2.01  

JA13 3.45 1.12  SL11 8.79 1.16  

JC21 0.64   MA4 0.83 1.04  

JC24  0.61  MA17 9.06   

JD3 5.20 3.23 0.57 MC15  3.26 0.50 

JE2 1.61   MC19 1.78 1.25  

JE5 0.72  0.20 ME11 4.13 1.79  

JE6 4.12   YA2  2.37  

JE19 2.54 0.97 0.23 YA11  1.85  

JE27 5.53   YD4 2.20 0.48  

SJ1  0.87  YD14 3.20 1.83  

SJ17 3.64       

 

2.3 内生真菌中紫杉醇、巴卡亭Ⅲ和 10-DAB 的鉴定 

经 HPLC 分析，上述 25 菌株在与 3 个标样相

同保留时间上均有离子峰，可初步判断为产紫杉

烷的内生真菌。本研究通过高分辨质谱对这 25 个

菌株的样品提取液进行了 3 个紫杉烷类化合 

物分析，紫杉醇标样的离子特征峰为[M + Na]
+
= 

876.3218 (图未显示), 其分子式 C47H51NO14，分子

量 853.92，在质谱数据库中的紫杉醇离子特征峰

为[M + Na]
+
=876.3202，两者相差 0.0016，即在

小数点后第 3 位数或第 4 位数有变化。对于表 1

中检测的 19 株可能产紫杉醇的内生真菌，其样品

提取液经 Na
+轰击后，紫杉醇样品的离子特征峰

在 876.3179~876.3221 之间(图片未示)，因此可判

断这 19 株菌株为产紫杉醇的内生真菌。对于样品

提取液中的巴卡亭Ⅲ和 10-DAB 的鉴定，也采用

类似的鉴定方法，即样品中的巴卡亭Ⅲ和 10-DAB

的离子特征峰与质谱数据库中的离子特征峰的相

对分子质量仅在小数点后第 3 位数或第 4 位数有

变化。结果表明，表 1 中所筛选的 18 株产巴卡亭

Ⅲ和 6 株产 10-DAB 的内生真菌均含有巴卡亭Ⅲ

或 10-DAB (图 4~6)。 

3 讨论和结论 
 

目前，对产紫杉醇内生真菌的筛选和研究主要

是基于这些真菌可产紫杉醇，可以通过大规模工业

化生产，成为红豆杉的替代者。对于产巴卡亭Ⅲ或

产 10-DAB 内生真菌的筛选，主要是基于巴卡亭Ⅲ

或 10-DAB 成为抗癌药紫杉醇或多西紫杉醇进行半

合成的前体[13–15]。虽然巴卡亭Ⅲ或产 10-DAB 具有

作为一种抗癌药的潜力，但这需要大量的前期基础

研究和较长时间的临床试验。 

本研究中，从南方红豆杉中筛选出多达 25 株

产紫杉烷的内生真菌，这在以前的研究中很少见。

主要原因一是严格按内生真菌的分离方法进行分

离，剔除了非内生真菌，提高了成功率；二是从 5

个采样点采集红豆杉 3 个部位样品，通过分离纯化，

获得了 491 个内生真菌，保证了内生真菌的多样性；

三是以前的研究仅以筛选产紫杉醇的内生真菌为

目的，本研究除筛选产紫杉醇的内生真菌外，还筛

选紫杉醇生物合成途径的前体巴卡亭Ⅲ和 10-DAB, 

扩大了筛选范围。 

从以往的研究来看，除从红豆杉属植物中分离 
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图 4 高分辨质谱检测 SJ17样品提取液中的紫杉醇。上: SJ17菌株; 下: 质谱数据库。 

Fig. 4 Taxol in extract of SJ17 strain detected by high resolution mass spectrum. Upper: SJ17 strain; Lower: Database of mass spectrum. 

 

 
图 5 高分辨质谱检测 JA13样品提取液中的巴卡亭Ⅲ。上: JA13菌株; 下: 质谱数据库。 

Fig. 5 Baccatin Ⅲ in extract of JA13 strain detected by high resolution mass spectrum. Upper: JA3 strain; Lower: Database of mass spectrum. 
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图 6 高分辨质谱检测 JA5样品提取液中的 10-DAB。上：JA5菌株；下：质谱数据库。 

Fig. 6 10-DAB in extract of JA5 strain detected by high resolution mass spectrum. Upper: JA5 strain; Lower: Database of mass spectrum. 

 

获得产紫杉醇的内生真菌外，从非红豆杉植物中也

分离获得了较多产紫杉醇的内生真菌[16]。但非红豆

杉植物本身不像红豆杉属植物可产紫杉醇，为何会

出现这种情况？显然，不能用内生真菌与红豆杉植

物长期共生获得红豆杉的紫杉醇生物合成途径基

因来解释。最近的基因组学研究表明，非红豆杉属

植物欧榛 (Corylus avellana)的内生青霉菌 (Peni- 

cillium aurantiogriseum)和红豆杉产紫杉醇的内生

真菌各自具有独立的紫杉醇生物合成进化途径[17]。

目前，对内生真菌中的紫杉醇生物合成途径了解得

较少。我们认为，不排除红豆杉的内生真菌具有独

立的紫杉醇合成进化途径，但更多的是内生真菌通

过长期共生，获得红豆杉的紫杉醇生物合成基因。

南方红豆杉中产紫杉烷的内生真菌是否具有与红

豆杉一致的紫杉醇生物合成途径，需要在生化和分

子水平上深入研究。我们相信，还有许多内生真菌

还具有紫杉醇生物合成途径的中间产物，仅仅是没

有检测而已。随着对产紫杉烷内生真菌的基因组

学、生化和分子生物学的深入研究，可阐明内生真

菌中紫杉醇生物合成途径与红豆杉中紫杉醇生物

合成途径的关系，也有利于阐明产紫杉烷的内生真

菌与红豆杉属植物或非红豆杉属植物的共生关系。 

对于内生真菌中紫杉醇或紫杉烷的检测主要

是基于 HPLC 或 LC-MS 技术，而 LC-MS 被认为是

一种更可靠的分析检测技术。传统的薄层层析检测

和紫外吸收分析由于方法本身的局限性以及可靠

性受到限制，而成为一种辅助性筛选方法。由于目

前还尚未建立一种可靠的高通量筛选产紫杉醇或

紫杉烷的内生真菌方法，因此，用传统方法对本研

究的 491 株内生真菌进行初步筛选，工作量很大。

另一方面，利用 HPLC 进行分析检测，既可用于产

紫杉烷的内生真菌进行复筛，也可用于测定样品中

的紫杉醇或紫杉烷的含量。从这种意义上来说，薄

层层析初筛显得很有必要。与传统质谱相比，对紫

杉烷的检测采用高分辨质谱，分辨力更高，省去了

HPLC 分析，且结果更可靠[18–19]。事实上，对内生

真菌中的紫杉醇或紫杉烷的检测，无论使用哪一种

方法均是一种基于现代分析检测技术的“间接”方
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法。到目前为止，还没有从内生真菌中分离获得足

够纯的紫杉醇或紫杉烷类化合物，对其进行核磁共

振分析等波谱学分析，以及进行结构解析，从而“直

接”确定内生真菌中的紫杉醇或紫杉烷的分子结构。 
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