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紫杉醇（O:@(>.:;5(，商品名 4:;’(）是一种二萜类衍生物，是当前公认的广谱、活性强的抗癌药物之一。

6 紫杉醇的发现

紫杉醇最早是于 0180 年，I:B> 等［0］从短枝红豆杉（;0<8( =3$2""#*+"0）的树皮中分离得到，命名为紫杉

醇。随后，P@A>?? 等［#］证实紫杉醇具有独特的抗癌机制，它作用于细胞微管（Q>@R’.+S(5），通过与微管蛋白

/端第 "0 位氨基酸和第 #08 T #"0 位氨基酸结合，诱导和稳定微管蛋白聚合，抑制其解聚，增加聚合程

度，使维管束不能与微管组织中心相互连接，将细胞周期阻断于 U#VQ 期，导致有丝分裂异常或停止，阻

止癌细胞增殖［"，!］。由于其独特的抗癌机制，对于普通抗癌药物无能为力的某些晚期肿瘤均有良好疗

效，并且对于多种临床恶性肿瘤疗效突出，完全不同于以往上市的任何一种抗癌药。美国食品与药物管

理局（9W*）于 011# 年 0# 月正式批准紫杉醇用于临床［7］。

目前对于紫杉醇的生产，主要是从红豆杉的树皮中提取。红豆杉又名紫杉，全世界有 #" 种 0 变种，

分布于北半球的温带至热带地区，其资源稀少，被列为世界珍稀树种加以保护。红豆杉的生长缓慢，资

源缺乏（全世界野生红豆杉仅有 0$$$ 万株左右），在红豆杉的不同部位紫杉醇的含量均很低［!］，紫杉醇

在植物树皮中的含量仅为 $X$0Y，每提取 0K, 的紫杉醇就要砍剥 0$$$ T #$$$ 棵树的树皮。据估测（011"
年美国国际红豆杉资源会议）［7］，紫杉醇正式运用于临床以后，每年约需 #$$K, 以上，按现在的提取率

$X$"Y计算，每年要收集 8$$ 吨红豆杉树皮来提取，即使将全部的天然资源采伐，也只能满足短期需要。

直接从红豆杉树皮中提取紫杉醇，必然严重破坏生态平衡，造成对森林和人类环境以及生物多样性不可

弥补的损失。紫杉醇市场面临供求关系的严重失衡。

国内外学者已经致力于研究紫杉醇的生产，多方面寻找生产紫杉醇经济有效的原料。J’(.’B［2］和

/>@’(:’+［8］分别完成了紫杉醇的全合成，尽管这些方法是化学研究上的杰作，但是合成路线复杂，反应条

件难以控制，试剂繁多，制备成本昂贵，只能停留在实验室阶段，不能进行工业化生产；半合成方法［%］中

的前体物质浆果赤霉素!（Z:@@:.>B!）和 0$6脱乙酰基浆果赤霉素!（0$6W5:@5.[(S:@@:.>B!）仍然是从红豆



杉中提取的；采用植物细胞培养及植物愈伤组织诱导培养制备紫杉醇是一种新途径，但是产量低，费用

高，均未达到实用水平，要达到商品化生产还需要几年的时间。寻找生产紫杉醇的有效来源，已经成为

当务之急。

! 利用微生物发酵法生产紫杉醇

早在 !" 世纪 #" 年代，日本的植物病理学家已经从几种特殊的真菌（!"##$%$&&’ ()*"+)%,"）中发现赤霉

素，赤霉素是一种功能强大的二萜类物质，可以调节植物的生长。以赤霉素的生物合成为启发，紫杉醇

作为一种萜类物质，同样可以找到能够产生紫杉醇的真菌。许多内生真菌都可以产生活性物质，例如赤

霉素、青霉素的生产。紫杉醇也可以像青霉素一样进行发酵生产。

$%%# 年，美国 &’()*(* 州大学植物病理系的 +),-./- 博士等［%］从短叶红豆杉（- 0 #%$."(,&"’）的韧皮部中

分离得到一种能产生紫杉醇的内生真菌安德鲁紫杉菌（ -’/,012$3 ’45%$’4’$）。+),-./- 等［$"］采用质谱

（&+）、免疫化学、色谱（123、4523）和放射性同位素标记等方法，证明了安德鲁紫杉菌的 # 周培养物中存

在紫杉醇及其类似物。能合成紫杉醇的红豆杉内生真菌的发现，是紫杉醇资源研究的重要进展。安德

鲁紫杉菌的发现为紫杉醇的生产开拓了一条崭新的道路。

寻找可以产生紫杉醇的内生真菌，通过微生物发酵的方法生产紫杉醇，可以改善目前紫杉醇价格昂

贵、供不应求的现状。

!"# 利用微生物发酵生产紫杉醇的优点

无论是从生态还是经济条件的角度来看，利用植物内生真菌作为药源是一项不会枯竭的资源，微生

物发酵的方法具有以下优点：（$）微生物作为工业生产的源泉，可以在发酵罐中进行，可以源源不尽的进

行生产；（!）微生物发酵的方法容易扩大化，利于工业化生产；（#）微生物的生长仅仅需要一般的培养技

术，在收集紫杉醇之前，可以通过改善培养环境、改进技术来提高产量；（6）微生物易于通过基因工程等

方法筛选高产菌株，提高紫杉醇的产量；（7）内生真菌生长迅速，易于培养，应用的培养基相对比较便宜；

（8）可望满足市场的需求，降低紫杉醇的价格。

植物内生真菌是一类应用前景广阔的资源微生物，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。

!"! 产生紫杉醇的内生真菌

+),-./- 工作小组已经从生长于 &’()*(*、9*:;,(<)’(、=>*;’、?.-<’( 的红豆杉树皮和茎叶中分离到 #""
多种内生真菌。仅从西藏红豆杉（- 0 6’&&’27"’4’）的枝条中，+),-./- 小组分离到至少 !@! 种内生真菌，分

离到的最有代表性的内生真菌是炭角菌属（ 81&’%"’）、茎点霉属（ 97,0’）、镰孢属（ :)3’%")0）、木霉菌属

（-%"27,5$%0’）和拟盘多毛孢属（9$3;’&,;",<3"3）。通过单抗免疫检测，大约有 7A的真菌可以产生紫杉醇，

其量大于 7"(<B2。内生真菌安德鲁紫杉菌，仅在短枝红豆杉中发现，在其它的树种中没有发现，每升发

酵液中可以提取到 !6 C !7(< 的紫杉醇。

$%%6 年，我国邱德有等［$$］从云南红豆杉（- 0 1)44’4$43"3）树皮中分离出一种内生真菌 DE=，形态类似

于 +),-./- 发现的安德鲁紫杉菌，经过 123 分析测定亦可产生紫杉醇，但是生物合成量很低。

$%%8 年，+).’F-/ 等［$!］从西藏红豆杉（- 0 6’&&’27"’4’）中分离到一株产生紫杉醇的内生真菌小孢拟盘

多毛孢（9$3;’&,;",<3"3 0"2%,3<,%’），这种真菌的培养液可以产生紫杉醇的量达到 7"!<B2；此后，又分离到尼

泊尔盘端鹿角菌（ =$"0’;,’4;&$%")0 4$<’&$43$），其真菌培养液产生紫杉醇的量为 8! C @"(<B2［$#］。!""" 年，

9*(< 等［$6］从南方红豆杉（ - 0 0’"%$"）中分离到一种可以产生紫杉醇的内生真菌瘤座菌属（ -)#$%2)&’%"’
:G0），其产量为 $@7H6!<B2。周东坡等［$7H$8］从东北红豆杉（- 0 2)3<"5’3$）中发现一种内生真菌—树状多节

孢（>,5)&"3<,%")0 :G0），是我国的新记录属，可以产生紫杉醇，产量不高，7$H"8 C $!7HI"!<B2。

由此可见，当前利用微生物发酵方法产生紫杉醇的量很低，难以达到工业化生产的要求，因此，迫切

需要进一步的研究，以提高内生真菌产紫杉醇的量，来满足市场的需求。
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!"#$% 等［&’］从云南红豆杉树皮中分离到 () 多种内生真菌，并从中筛选出 * 株能够有选择的将 &)+脱
乙酰基+’+差向紫杉醇（&)+,-#.-/01+’+-23/#451）（6）和 &!+羟基浆果赤雷京"（&!+"0,7540+8#..#/3$"）（9）乙酰

化和差象异构化的真菌（!"#$%&’()*$%’&"& %+,#("-$"、!-#%$ :2;和 ./0*$+)$") )/0*$+)0)）。

从所有的红豆杉树种中，都能够分离到可以产生紫杉醇的内生真菌，在其它与红豆杉生长环境相同

的植物中，同样能够找到可以产生紫杉醇的内生真菌，例如，团黑孢霉属（1*$"#%+") :2;）是从榧树（2%$$*,)
3$)+4"5%/")）中分离得到的［&(，&<］。

其中，分离得到的内生真菌 1*&0)/%0"%’&"& :22;具有广泛的遗传和生物多样性［=］。从一棵落羽松树中

的几个小枝中分离到 >& 种内生真菌，根据形态学特征分类，其中 &? 种属于拟盘多毛孢属，但只有两种

的培养特征和生物学特性是完全相同的。在这 &? 种中，有 < 种可以产生紫杉醇。通过二氯甲烷抽提，

&? 种内生真菌的提取物中可以提取到 @ 种物质，通过 ABC 发现没有两个以上完全相同的。通过突变、遗

传杂交表明，这种内生真菌存在着很大的可变性。小孢拟盘多毛孢是最为常见的一个种，它是次生代谢

产物的微生物工厂，被称为雨林的“大肠杆菌”［&<］。

!"# 内生真菌的分离

内生真菌的分离可以采取两种方法：一种是，采用标准的真菌分离纯化的方法［&>，&(］。取植物组织，

用 ’)D的酒精将其表面消毒，然后用灭菌的刀片将外层组织削去，将内部组织削成小片，小心置入水琼

脂培养基中，待菌丝长成后，挑取不同菌丝末端置于 EF6 培养基中，观察生长情况。另外一种方法———

平板灌注法［>)］。用灭菌的刀片去除外皮层和木质部，用 ’)D的酒精消毒，无菌水冲洗，将红豆杉样品加

入到适量的无菌水中，放入研钵中充分研磨，取匀浆注入融化的的 EF6 培养基中，摇匀，倒平板，>=G
培养。

内生真菌一般在 EF6 或 HIF 培养基中不形成孢子，或者是在灭菌的寄主茎叶中也不形成孢子。然

而，这些真菌可以在康乃馨的叶片上形成孢子。康乃馨叶片经过#射线照射后，置于水琼脂培养基中，

将分离得到的内生真菌接种到康乃馨叶片上，>*G下培养 & J > 个星期后，在康乃馨叶片上形成暗色的

子实体结构，对于真菌的鉴定具有重要的作用。研究人员已经将小孢拟盘多毛孢的有性阶段研究清

楚［>&］。内生真菌可以在 &=D的甘油中 K ’)G保存［&&，&(］。

从 >))& 年至今，本实验室已经从浙江等地的野生百年红豆杉中分离得到近 >)) 株内生真菌，已经鉴

定出来的内生真菌与相关报道相符合；并且与浙江大学第二附属医院合作，鉴定对各种肿瘤细胞的抑制

作用，初步确定了小孢拟盘多毛孢可以产紫杉醇。

!"$ 真菌发酵液中紫杉醇的检测

在真菌发酵液中，鉴定紫杉醇的存在，检测方法有薄层层析（ABC）的方法、质谱（HL）、高效液相层析

（MEBC）、NO 免疫分析、生物学实验和放射性前体标记等。还有单抗免疫分析（C5P2-/3/3Q- 3$"383/35$ -$+
R0P- 3PPS$5#::#0，CITI6），它是利用 P68*C?（对紫杉醇有专一特性的单抗）和 P68(6&)（对紫杉醇的类似

物有专一性的单抗）进行生物测定，此方法简单易行且灵敏度高［@，&)］。

# 提高内生真菌产紫杉醇产量的途径

#"% 改变内生真菌生长的条件

在内生真菌发酵液中加入红豆杉针叶提取物，可以提高紫杉醇的产量［@］。内生真菌脱离植物体后，

往往次生代谢停止或延缓，加入红豆杉的提取液，提供产紫杉醇的诱导物可以提高紫杉醇的产量，可以

启动紫杉醇的合成。这些添加物的成分很难确定，而且真菌自生和共生条件下，代谢途径会有所差异，

这方面的研究有待于深入进行。

真菌发酵液中添加合成紫杉醇的前体物质，可以提高产量。浆果赤霉素$（9#..#/3$$）、醋酸盐（6.+
-/#/-）、苯基丙氨酸（E"-$01#1#$3$-）、苯甲酸（9-$R53. #.3,）和亮氨酸（B-S.3$-）是红豆杉内生真菌产生紫杉醇

的有效前体，但是苯甲酸和亮氨酸不是合成紫杉醇的直接前体物质［&@］，苯甲酸（)U)&PP51VB）是产生紫杉
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醇的最佳激活剂，这又说明红豆杉与内生真菌产生紫杉醇的途径不同。

寻找一些真菌调节剂，抑制其它的次生代谢途径，可以提高紫杉醇产量。植物体中的生长调节剂对

于内生真菌产生紫杉醇有一定的调节作用。氯化氯胆碱（!"#$%$&"$#’() &"#$%’*)，!!!）对于内生真菌产紫

杉醇有抑制作用；而 +,二甲氨基琥珀酸（-#.%，+,*’/)0"1#./’($ 23&&’(’& .&’*）对其有提高产量的作用［4，56］。

在真菌不同的发酵时期加入不同的糖类，同样可以提高紫杉醇的产量［4］。依据内生真菌的生长条

件，根据不同的真菌选择合适的培养基，发现最佳发酵条件［77］。研究不同产紫杉醇真菌的生长条件，以

期提高紫杉醇的产量已成为目前重要的研究内容。

!"# 构建工程菌株

红豆杉与内生真菌之间可能存在一种在两种生物体内遗传交换的分子机制，即基因与基因之间相

互交换，已经有证据证明这个观点。众所周知，根癌土壤杆菌和发根土壤杆菌基因与高等植物之间可以

转移。但是内生真菌也可能有其独立的可以产生紫杉醇的系统，这方面有待于进一步的研究。内生真

菌生存在一个竞争的环境中，红豆杉属的内生真菌可以通过生产和耐受紫杉醇，保证自己的竞争优势；

红豆杉中有紫杉醇的存在，80%$9)# 等［5:］认为可能与抵抗由根部侵入的真菌相关。

依据紫杉醇与内生真菌之间的相互关系，需要进一步研究产生紫杉醇的基因组，紫杉醇的代谢途径

以及相关酶类。对能够产生紫杉醇的内生真菌进行遗传改造，构建高产紫杉醇内生真菌的工程菌株，提

高紫杉醇的产量。可以利用各种生物工程技术，例如，原生质体融合技术［7;］；原生质体的诱变、转化等，

对内生真菌进行遗传改造。

766; 年，本实验室将与中国航天科技集团公司航天科技创新中心合作，力争筛选高产紫杉醇的内生

真菌。我们将真菌生物学与分子生物学的方法相结合，已经建立了原生质体的转化体系。

综上所述，从植物中寻找抗癌、抗肿瘤的天然活性物质，长期以来是新型药物研究的重要内容，植物

内生真菌是天然药物的重要来源。紫杉醇市场具有广阔的前景，利用内生真菌生产紫杉醇受到国内外

学者的关注。在内生真菌中发现紫杉醇，也可以启发我们寻找能够产生其它抗癌药物的内生真菌。
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