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摘要：概述了微生物发酵法生产紫杉醇的研究进展，包括产紫杉醇内生真菌的多样性和真菌产紫杉醇的优势，内生

真菌分离、紫杉醇纯化和含量测定方法，同时对如何提高内生真菌紫杉醇产量进行了比较全面的综述。
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紫杉醇（7:OL3H:K4L，商品名 B:KAL）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［!］。紫杉醇最早

是 .:93 等［"］于 !(-! 年从短枝红豆杉（B:KNGCF4E33JAL3:）树皮

中分离得到的。随后，1O23JJ 等［)］证实紫杉醇具有独特的抗

癌机制。随着紫杉醇的临床应用，对其研究也逐渐深入，其

主要抗癌机制为抑制肿瘤细胞的微管（53OFAHNCNL4G）合成，以

阻断细胞分裂，致使肿瘤体积逐渐缩小；紫杉醇还可诱导细

胞凋亡，另外还有类似脂多糖（X71）的作用，可调节机体的免

疫功能［,］。目前国际市场上的紫杉醇仍依靠从红豆杉树皮

提取及半合成，迄今为止尚未见有第三种形式形成大规模

工业化生产的报道。紫杉醇的工业生产受到了原料和技术

两方面的制约，短期内难以突破［%］。为了解决红豆杉资源短

缺与紫杉醇需求量的日益增加的矛盾，人们对生产紫杉醇

进行了多方面的研究，包括化学全合成、红豆杉细胞培养及

微生物发酵。微生物发酵法生产紫杉醇因具有明显优势，

其研究和开发越来越受到国内外研究学者的广泛关注。

; 紫杉醇产生菌研究进展

;<; 产紫杉醇内生真菌的多样性和真菌产紫杉醇的优势

最早 1H34FL4 和 1HFAC4L 等［#］在短叶红豆杉（; S :/$4(&"#(,）

的枝条上分离到一种内生真菌，能够产生紫杉醇，定名为安

德列亚霉（;,<"=7*$5 ,+-/$,+,$）。当时这一发现对紫杉醇药

源开发是一个重大的突破，为开发紫杉醇来源提供了一条

新的途径。此后，各国学者纷纷开展产紫杉醇内生真菌的

分离工作，陆续从西藏红豆杉、云南红豆杉、东北红豆杉、欧

洲红豆杉、中国红豆杉中分离到产紫杉醇的内生真菌，其宿

主植物几乎涉及红豆杉属的各个种。在红豆杉以外的树种

中，研究人员也分离到了可产紫杉醇的内生真菌。X3 等［-］从

秃柏（;,<"-(>= -(56(*2>=）的树皮、韧皮部和木质部中都分离

到产紫杉醇的内生真菌 ?$56,#"6("@5(5 =(*/"5@"/,。1HFAC4L 0*
等［&］从一种松树（A"##$=(, +":(#(5）分离到产紫杉醇内生真菌

?$56,#"6("@5(5 %>$@(+(。这说明产紫杉醇的内生真菌不仅存在

于红豆杉属植物中，在一些非红豆杉属植物中也存在，他们

的研究进一步扩大了产紫杉醇内生真菌的范围。

我国的学者在分离产紫杉醇内生真菌的研究中也取得

了可 喜 的 进 展。!((, 年 邱 德 友 等［(］从 云 南 红 豆 杉（ ; S

7>++,+$+5(5）的树皮中分离到 &$ 多株真菌，其中一株可产紫

杉醇。!(() 年周东坡［!$，!!］领导的课题组从百年以上的东北

红豆杉（; S *>5@(-,6,）的枝条与树皮中分离到 ) 株可产紫杉

醇的内生真菌，发酵液中紫杉醇的产量可达 %!Y$#!;ZX [

!"%Y-$!;ZX。其中 " 株菌被鉴定为树状多节孢（B"->#(5@"/(>=

57#4(&"/=$），为我国的新记录属、新记录种。张理珉等［!"］从云

南红豆杉树皮分离出可产紫杉醇的内生真菌。马天有等［!)］

从中国红豆杉（; S *2(+$+5(5）树皮中分离到一株内生真菌，能
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产紫杉醇，产量为 !"#$%!&’(。王伟等［!"］从南方红豆杉（ ! )
"#$%&%’$’ ()* ) +)$*&$）的主干和侧枝树皮及皮下部分分离得

到 *! 株菌，其中 + 株能分泌紫杉烷类化合物，经鉴定分别属

于 头 孢 霉 属 （ ,&-#)./’-/*$0+ ,--)）、 轮 柄 梳 霉 属

（1)*2&%’$/+3"&’ ,--)）和无孢菌群（ 13"&.$) ’2&*.$)）。王建 锋

等［!.］也从南方红豆杉皮层中分离到一株瘤座孢菌，发酵产

物分析表明可产紫杉醇，产量为 !/.#"!& ’(。陈毅坚等［!+］报

道从云南红豆杉（ ! ) 30%%)%&%’$’）分离出的 .$ 株内生真菌

中，有 !* 株菌的发酵产物中有紫杉醇或紫杉烷类物质，分属

于 !$ 个属。胡凯［!0］等从南方红豆杉的树皮中分离得到的

$! 个内生真菌，发现有 1 个菌株能够产生紫杉醇。到目前

为止，人们已发现 $% 多种内生真菌可以产紫杉醇，其寄主也

不仅 限 于 红 豆 杉 属 植 物，从 秃 柏、4/..&+$ 松 及 !/**&3)
5*)%6$7/.$) 等非红豆杉属植物中也分离到了可产紫杉醇的内

生真菌，充分证明了紫杉醇产生菌及其宿主的生物多样性。

与过去从红豆杉植物的树皮中提取紫杉醇相比，内生

真菌生产紫杉醇具有更大的优势，真菌不仅能在简单的培

养基上良好生长，产生大量的发酵产物，发酵周期短，还可

以在生物反应器中人为控制各种参数，并可通过诱变育种

等手段来提高菌种性能以提高紫杉醇产量，所以大规模工

业生产容易实现，其应用前景十分广阔；而且对于植物来源

的天然药物的新生产途径的开发及濒危药用植物的保护具

有十分重要的经济及生态效益，这样就为无限而有效地产

生紫杉醇药物开辟了新的途径。

!"# 内生真菌分离以及紫杉醇含量测定和纯化

!"#"! 内生真菌分离：从植物体内分离内生真菌的关键一

步是对植物组织表面进行消毒，以控制表生真菌的生长，使

内生真菌得以分离。目前常用次氯酸钠作为消毒剂［!/］，其

分离方法是先用水冲洗植物材料，然后在 0.2乙醇中浸泡

+%, 后，在 "2次氯酸钠水溶液浸泡 %#.3，然后在 0.2酒精中

再浸泡 1%,，最后用无菌水冲洗。一般分离所用的培养基为

!2 4 $2 麦芽浸膏琼脂 567 培养基。为了防止细菌污染

可在培养基中加抗菌素，如链霉素、四环素等。一般 $%8 4
$.8培养一个月左右，即可形成内生真菌菌落。

!"#"# 紫杉醇的分离、纯化和结构鉴定：

（!）紫杉醇的提取分离：真菌培养物首先要进行预处理，

然后进行紫杉醇的提取。主要提取方法是用有机溶剂萃

取。马 天 有 等［!1］的 方 法 是，将 培 养 物 冷 冻 后 用 转 速 为

!%%%%9’:;< 组织捣碎机匀浆 1:;<，用 " 层纱布过滤，滤液中

加入等体积的氯仿和甲醇混合液（!% = !，8’8），充分振荡后

静置 /3 4 !$3，收集有机溶液相，并在 ".8条件下减压蒸发，

残留物溶于 !:( 甲醇中作为样品溶液备用。周东坡等人［!%］

对发酵产物萃取的方法是：收集培养物先经 1 %%%9’:;< 离心

!.:;<，并将沉淀物捣碎后重新与上清液混合，再经 1.%%9’:;<
离心 !$:;<，保留上清液，用等体积的氯仿与甲醇混合液（!% =
!，8’8）萃取，收集有机相后置 1% 8下鼓风干燥，将蒸发后

的萃取物溶于少量的氯仿中保存。后来又进行了改进，即

发酵液过滤后，滤渣烘干（低于 .%8），滤液称量体积。滤渣

用适量乙酸乙酯萃取，滤液用 !’$ 滤液体积的乙酸乙酯萃取

（1%:;<），下层水层再用乙酸乙酯萃取一次，合并乙酸乙酯，

减压蒸馏。用适量甲醇洗涤减压蒸馏得到的固体，再用正

己烷洗涤 !.:;<，收集下层甲醇，加入乙酸乙酯和水（! = !，

8’8）进行萃取（1%:;<），将收集的乙酸乙酯进行减压蒸馏，用

一定量的乙腈洗下固体，%8密封保存，优点是能够充分萃取

出发酵液和菌丝中的紫杉醇。陈建华等人［!*］的萃取方法比

较简单，直接用菌丝进行，取菌丝 !& 均质 .:;< 后用甲醇抽

提，将抽提液通过离心，收集上层，用旋转蒸发器蒸干，加入

等体积水和二氯甲烷抽提，弃水相收集有机相，再次蒸干，

所得粉末溶于少量甲醇中，用粒径为 %#!.!: 4 %#!/!: 的硅

胶粒子作填料的硅胶柱进一步纯化。综上所述，在分离真

菌发酵液中的紫杉醇首先要考虑预处理，然后用相应的萃

取方法进行分离，要考虑萃取液的种类和减压蒸馏的温度。

（$）紫杉醇的纯化：得到较高纯度的紫杉醇十分重要。

紫杉醇的纯化多采用色谱法。已报道的用于紫杉醇分离的

方法除薄层色谱法、柱层析法外还有胶束电动毛细管色谱

法、高速逆流色谱法、树脂吸附分离法、膜分离法、沉淀法、化

学反应法和药理作用靶点法［$%］。粗分离的紫杉醇一般采用

柱层析纯化。周东坡［$!］（!**.）报道，用高 $%>: 层析柱，以硅

胶（+% 目 4 !%% 目）为吸附剂纯化紫杉醇。将一定量的氯仿

加入萃取物中，然后加样入柱，先用氯仿洗脱再用乙腈洗

脱。庞欣［$$］采用苯基柱固相萃取（?@6）与高效液相色谱

（A@(B）联用来纯化紫杉醇。经 ?@6 处理的样品最大吸收峰

的峰高明显降低，杂质峰大大减少。真菌发酵产物的提取

物中杂质较多，常规精制方法使用大量溶剂，而且处理过程

中乳状液的生成也会造成样品的损失，导致样品的回收率

不够理想，该法克服了上述缺点，是目前解决微生物发酵产

物杂质多、产量低的较好方案。金涛等［$1］探索了对紫杉醇

产生菌发酵液有效脱色作用同时制备高纯度紫杉醇的树脂

及层析条件。他采用了 0 种树脂对紫杉醇产生菌发酵液进

行脱色和提取，结果表明 $%! C " 型树脂处理样品的效果最

好，利用 /%2的乙腈水溶液洗脱，紫杉醇的回收率达到了

*/#/2。从而为提取紫杉醇提供了一种操作简单、回收率

高、污染较低的树脂层析方法。

（1）紫杉醇结构鉴定：!**! 年，D;<&,EF< 等［$"］报道了紫杉

醇的一维!A G5H，!1 B G5H 谱，并描述了其立体结构。!**1
年 ?E;I9JI 等［+］采用质谱（5?）、免疫化学、色谱（K(B、A@(B）

和放射性同位素标记等方法，证明了安德鲁紫杉菌的 1 周培

养物中存在紫杉醇。!**/ 年黄鹤等［$.］通过高分辨 G5H 研

究，对紫杉醇的整体结构进行了归属，结合 G5H 与分子模型

方法计算出了紫杉醇的一组溶液构象，其结构偏差 H5?L 值

在 %#%$. 左右，GM6?N 谱峰强度偏差 H 因子小于 %#%$$，表现

出很好的一致性，并与 G5H 实验结果相吻合，由此获得了紫
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杉醇分子的三维溶液构象。!""# 年吴红菱等［!$］研究了红豆

杉叶中的化学成分，采用 %&’(、)*+、,+、*- 等方法，对从红

豆杉叶醇浸膏中分离精制所得的部分化合物进行结构鉴

定。经分析对照，确定了三个化合物的结构，它们分别是：

紫杉醇、紫杉醇前体物浆果赤霉素!和浆果赤霉素"。!"".
年李志良等［!/］从中国红豆杉的细胞培养物中分离纯化了紫

杉醇，并用多种核磁共振波谱方法（#% )*+，#. ( )*+，01&2，

#%3#%(4-5，)41-5，%*6(，%*7(）结合质谱（897*-）、红外

光谱、紫外光谱等方法鉴定了它的化学结构，证明与源于天

然红豆杉植物材料提取的紫杉醇为同一物质。对紫杉醇空

间结构的研究将有助于探讨其构象与药效关系，为进一步

开发和研制紫杉醇类药物，扩大其临床应用提供了依据。

!"#"$ 紫杉醇含量测定：真菌发酵液中紫杉醇的定量可采

用薄层色谱（2’(）、高效液相色谱（%&’(）、:; 免疫分析、生

物学方法和放射性前体标记等。另外还有竞争抑制酶免疫

分析法（<=>?@ABABC@ BDEBFBAB=D @DGH>@ B>>ID=JKKJH，(,1,9），它是

利用对紫杉醇有专一特性的单抗进行测定，此方法简单易

行且灵敏度高。%&’( 是最常用的、较为有效的分析检测方

法。%&’( 不仅可以测定紫杉醇含量，而且还能追踪分离紫

杉醇。

我们课题组采用薄层层析法对纯化的紫杉醇进行初步

定性定量的测定，基本步骤是，将内生真菌的培养物反复萃

取或经柱层析获得的产物进行干燥后，用乙腈溶解，点于

#"#>L M"#> 粒度的硅胶薄层层析板上进行层析，展开剂采

用氯仿：甲醇（/N#，!O!）。层析后立即用含有 #P香草醛的

浓硫酸喷雾显色，观察其特异斑点是否出现，并根据斑点的

大小、位置和颜色初步估计紫杉醇含量。陈建华［!Q］采用核

酸蛋白分析仪进行分析，以 !!QD> 处的吸光度!!!Q 为纵坐

标，紫杉醇浓度"为横坐标，用紫杉醇标准样制作标准曲

线。测定经过稀释的培养物提取液的!!!Q 值，从标准曲线

上查出相应紫杉醇浓度。

高效液相色谱的主要特点为高速、高压、高效及高灵敏

度。紫杉醇的高效液相色谱分析始于 !" 世纪 Q" 年代末，随

后得到广泛应用。正相、反相色谱均有应用，分离用到的固

定相也有 #" 余种。广泛应用的普通填料主要有 40-（(#Q）、

氰基柱和苯基柱。在分离过程中，采用的流动相通常为乙

腈3水或甲醇3水二元溶剂系统，或采用乙腈3甲醇3水三元溶

剂系统。另外，梯度洗脱方式也得到广泛采用，且收到良好

效果。%&’( 也可与 *- 联用，用氰基柱，流动相为甲醇3乙腈

3醋酸铵。用 %&’(3*- 联用来分析检测紫杉烷类化合物，检

测范围可提高到 DR 级。!"". 年赵凯等［!S］用高效液相色谱

定量测定紫杉醇含量，其色谱条件：TJA@UK 高效液相色谱系

统，二极管阵列检测器；(#Q 色谱柱，!"">>V M#$>>；柱温为

室温；流动相为甲醇与水混合物（;甲醇 N ;水 W $" N M"）；波长

!!QD>，流速 ##">’O >BD，注射体积 #"#’。目前具有极高柱

效的微型柱（>B<U=<=XI>D）及毛细管电泳也有应用。

# 利用微生物发酵法提高紫杉醇产量的探索与策

略

近 #" 年来，国内外利用内生真菌产生紫杉醇的研究报

道迅速增多，但利用内生真菌发酵培养生产紫杉醇仍未能

达到中型或大型工业化生产规模（要达到工业化生产表达

率至少为毫克级，而现在普遍产量仅仅为几百微克）［."］。其

中主要存在下列问题：#）缺乏良好的适合于发酵的工业菌

株。根据国内外报道，目前的产紫杉醇真菌大多是红豆杉

内生菌，一般菌丝体不发达，影响紫杉醇产量。因此要从两

方面入手解决这一问题，一是继续从自然界中筛选更好的

适合发酵的原始出发菌株；二是对现有高产紫杉醇产生菌

进行遗传改造，使其能够产生大量菌丝体来提高紫杉醇的

产量。!）由于发酵条件的限制，单位培养液中紫杉醇的含量

低。

#"! 菌种改良

#"!"! 利用常规诱变改良菌种：#SS. 年，周东坡等［#"］从东

北红豆杉中分离到 . 株紫杉醇产生菌，其中 %60.. 经过紫

外线、1*-、$" (=、)2Y 等诱变剂顺序诱变得到高产突变株

)(1:3#，其紫杉醇产量到达 .#MZ"/#RO ’，远远高于原始出发

菌株紫杉醇的产量（[#Z"$#RO’ L #![Z/"#RO’）。

#"!"# 利用原生质体诱变改良菌种：赵凯等人［.#］对紫杉醇

产生菌33树状多节孢原生质体制备的酶系组成、?%、酶解温

度和酶解时间等影响原生质体制备和再生的因素和原生质

体诱变进行了研究，找到了比较合适的酶解和再生条件。

同时对得到的树状多节孢（"#$%&’()#*’%+ (,&-’.#*+/）原生质体

进行了诱变，发现最佳的诱变条件为 ."T 紫外灯、."<> 距

离、照射 ["K；:; \ ’B(X 复合诱变、照射时间 M"K。之后又报

道［.!］了对紫杉醇产生菌 )(1:3# 的原生质体进行了紫外线

和氯化锂复合诱变，筛选制霉菌素抗性突变株，共筛选出 M
株正突变株。经发酵筛选实验，获得一株遗传性稳定、高产

菌株 :’"M3[，其紫杉醇产量提高到 M#QZ!M#R O’。

#"!"$ 利用双亲灭活原生质体融合改良菌种：最近周东坡

领导的实验课题组成员马玺等人采用双亲灭活原生质体融

合的实验进一步提高了紫杉醇的产量，使紫杉醇的产量已

经达到 M$QZ$!#R O’（未发表）。可见除常规诱变外，采用原生

质体诱变以及原生质体融合技术能够大幅度提高内生真菌

紫杉醇产量。采用产紫杉醇内生真菌与产紫杉醇前体物的

菌株互补培养对紫杉醇的产量也有一定的提高作用。

#"!"% 利用基因工程技术构建工程菌株改良菌种：利用

0)9 重组技术，通过基因操作，局部设计、改造和更新固有

的代谢途径，以紫杉醇微生物合成途径的基因转移与表达

为切入点，提高紫杉醇最终产量是今后研究的重要方向。

但由于紫杉醇合成途径复杂，例如，利用双$牛基焦磷酸

R@UJDHXR@UJDHX ]B?E=K?EJA@（YY&&）为前体物合成紫杉醇就约 !"
个酶促反应，所以分离或合成关键酶的基因、寻找合适的载
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体、研究外源基因的表达已成为利用基因工程技术提高内

生真菌紫杉醇产量的关键环节。!""# 年 $%&’( ) 等［*+］将异

戊二烯焦磷酸异构酶（,-./0’10’23 4,/5.-/5&10 ,-.607&-0）、双$

牛 基 焦 磷 酸 合 成 酶（ (07&’23(07&’23 4,/5.-/5&10（ 8899）

-2’15&-0）与紫杉二烯合成酶（:&;&4,0’0 -2’15&-0，:<）的基因转

化大肠杆菌进行表达，通过融合 =>磷酸>#>脱氧木酮糖 ?@9
（#>40.;2>?>;23%3.-0 =>/5.-/5&10）合成酶基因提高异戊二烯焦

磷酸异构酶的表达量，获得紫杉醇生物合成的重要中间产

物紫杉二烯（:&;&4,0’0，产量达 #A*6(BC），成为基因工程菌合

成紫杉醇中间体的先例。目前，对微生物途径工程产紫杉

醇的研究相对进展较慢，原因是目前还存在生物合成途径

的多样性、代谢网络的复杂性、基因表达调控的未知性等问

题［*=］，但随着产紫杉醇内生真菌和相关基因进一步的深入

研究，必能提高紫杉醇产量。

!"! 优化培养基及发酵条件

真菌自生和共生条件的代谢途径有差异，内生真菌脱

离植物体后，次级代谢产物的生产量多停止或延缓，如果发

酵液中加入红豆杉针叶萃取物则可以激活紫杉醇的合成，

进而提高紫杉醇产量。发酵液添加合成紫杉醇的前体物，

如 D&EE&1,’ !、醋酸盐（FE01&10）、苯丙氨酸（950’23&3&’,’0）、苯

甲酸（D0’G.,E &E,4）、亮氨酸（C0%E,’0）等，或不同发酵时期加

入不同的糖类，或使用不同培养基及改变生长条件，亦有助

于提高紫杉醇的产量。赵凯等人［!H］用正交试验法研究了醋

酸钠、苯丙氨酸、酪氨酸、亮氨酸对紫杉醇产生菌 $)?** 产生

紫杉醇的影响，结果发现它们之间的协同作用对提高紫杉

醇产量有显著影响；在改良的 <>I 培养基基础上加入适当浓

度的上述物质可以使 $)?** 紫杉醇产量达到 !"*AJ=J"(BC。

!""J 年冯旭等人［*J］通过紫外线和硫酸二乙酯复合诱变得到

了一株镰刀菌属（!"#$%&"’ ’$&%(）K#IL 的高产紫杉醇的诱变

菌株。通 过 9D 设 计 和 反 应 曲 面 法 对 培 养 基 的 成 分 中

M&NFE，M$+MN*和 O(<N+ 进行了优化，使紫杉醇的产量从

!""(BC 提 高 到 !!=A!"(BC，效 果 确 实 很 显 著。同 年 周 选 围

等［*I］报道，在红豆杉内生真菌（)*+,&"’ -/P）适生碳源、氮源

和生长情况研究的基础上，通过正交试验筛选了其发酵培

养基，即用 CH（*+）进行了 + 因素 * 水平的正交试验，结果表

明 #Q的蔗糖、#Q的果糖、"A!Q的蛋白胨、"A=Q的酵母粉、

"A=Q的 K$!9N+、*Q的 O(<N+·I$!N 和 "A""#Q的 RD#为优化

后的最佳培养基。

# 结语

从目前研究水平来看，真菌发酵液中紫杉醇的产量仍

然很低，要进行工业化生产，至少要达到 6( 级水平。因此，

提高真菌发酵液中紫杉醇的产量是今后研究工作的重心。

高产菌种选育、优化培养条件将是提高紫杉醇产量的有效

途径。随着紫杉醇生物合成途径的逐渐明了，充分应用现

代生物学技术，对能够产紫杉醇的内生真菌进行遗传改造，

构建高产量工程菌株，提高紫杉醇的产量，是提高紫杉醇产

量最有效、也是必然的途径，到时将实现紫杉醇的微生物发

酵法生产，从而既解决了紫杉醇的药源问题，改善目前市场

上紫杉醇价格昂贵、供不应求的现状，又可保护濒临灭绝的

珍稀红豆杉树种。
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