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南方红豆杉内生菌及紫杉烷类产物的初步鉴定
 

王　伟 , 贺雄雷 , 钟英长
(中山大学生命科学学院 , 广东 广州 510275)

摘　要:从南方红豆杉 (Taxus chinensis var.mairei)的主干和侧枝树皮及皮下部分 , 分离 、筛

选得到 91个纯化的微生物菌株.经过摇瓶培养和静止培养 , 再用二氯甲烷萃取抽提 , 抽提产

物经以 taxol 、 baccatin Ⅲ和 cephalomannine 为标准对照的薄层层析分析 , 表明其中 6 个菌株能分

泌紫杉烷类的化合物.分类鉴定的初步结果为头孢霉属 、 轮柄梳霉属和无孢菌群等.
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提取于高等裸子植物红豆杉 (Taxus spp.)的树皮和根 、叶等部位的紫杉烷 (taxane)

类化合物 , 许多已被证明具有细胞毒性和抗肿瘤活性 , 其中紫杉醇 (taxol)[ 1]和紫杉萜

(taxotere)[ 2]作为一些晚期癌症的特效药物已经通过临床试验逐渐进入实用阶段.然而 , 植

物中的极微含量和植物资源的有限是人类规模利用这类化合物所面临的主要障碍.

扩种植物 、 开发植株可再生部位 、 组织和细胞培养 、 化学合成以及基因工程等 , 都被

认为是扩大药源的可行或潜在方式.除此之外 , 微生物工程的途径是摆脱自然依赖的一个

极具潜力的方向.

从红豆杉及其近缘植物分离产紫杉烷微生物的工作已有报道 , 涉及 5个树种的若干个

菌株[ 3 ～ 6] .南方红豆杉 (T.chinensis var.mairei)是红豆杉属 (Taxus)的一个变种植物 ,

零星产于我国南方各省海拔 1 000 ～ 1 200 m 以下的地方.在南岭地区约生于海拔 800 ～ 1

100 m的山林和更低海拔的丘陵地带 , 多与壳斗科 、 山矾科和木兰科树种混交.本文首次

报道从南方红豆杉分离相关微生物的工作.

1　材料与方法

1.1　材料来源　南方红豆杉取材于粤北连州市 , 约 20 ～ 30 a 生树龄.取其主干内层树皮

和侧枝 , 经妥善处理后带回实验室供试.

1.2　菌种分离 、 纯化　分取主干和侧枝的树皮 、韧皮部和木质部薄层小块 , 约 0.5 cm×

0.5 cm 大小 , 以 φ=75%酒精表面拭擦后无菌水清洗或直接取内层无污样 , 分置于 PDA 、

查氏和水琼脂培养基平板 , 22 ～ 24 ℃下避光培养.

培养 5 ～ 20 d , 分别待平板上菌丝萌发 , 用划线 、 稀释以及直接用无菌小剪刀取尖端

菌丝等分离方法 , 经过分离 、 筛选 、纯化的反复过程 , 直至得到纯化的典型菌落.
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1.3　液体培养　培养基为马铃薯 200 g/L (去皮煮汁 , 过滤取液), 葡萄糖 10 g/L , 蔗糖

10 g/L , 硫酸镁 0.5 g/L , 乙酸钠 1 g/L , 苯丙氨酸 20 mg/L , 121 ℃下高压灭菌 20 min.

结合分离部位 、 菌落观察和镜检结果的综合判定 , 取其中有内生菌特征的部分真菌典

型菌株 , 分别用三角瓶进行液体摇瓶培养 (150 r/min)或静止培养.500 mL 三角瓶装液

体培养基 180 ～ 220 mL , 接入纯菌丝.培养温度22 ～ 24 ℃, 培养时间 5 ～ 28 d.

1.4　培养物处理　培养产物用两层纱布过滤 , 滤取培养液;菌丝体经捣碎后过滤 , 合并

滤液.用等体积二氯甲烷萃取 3 ～ 4次 , 蒸馏除去有机溶剂 , 最后萃取物溶于甲醇中 , 供

测试使用.

1.5　TLC 分析　①材料.TLC 用硅胶 G 板 (50 mm×200 mm), 青岛海洋化工厂分厂产

品;标准样 , taxol (w=76%, 99%)及其紫杉烷类似物 baccatinⅢ , cephalomannine分别由

中国科学院昆明植物所和中国医学科学院药物所提供.②展层和显色.以 V (氯仿)∶

V (甲醇)=7∶1和 V (乙酸乙酯)∶V (异丙醇)=95∶5做展开剂 , 标准样品为对照 , 浓

硫酸-香兰素作显色剂 , 每板点样 3个 , 展层完毕后 , 喷雾显色剂 , 约 90 ～ 100 ℃下干燥

显色.

1.6　菌株鉴定　按照丝状真菌的分类方法 , 采用菌落观察和载片培养后的显微观察 , 研

究其产孢结构和分生孢子梗着生情况 , 对比相关分类系统 (Barnett等 , 1972 , 魏景超 ,

1979), 确定供试菌的种属地位.

2　结果与讨论

2.1　菌种分离结果　本实验以丝状真菌为主要分离目标 , 经过分离 、 筛选 、 纯化的反复

过程 , 除去比较明显的污染杂菌和常见霉菌 , 得到 91个纯化的真菌和放线菌菌株.其中 ,

丝状真菌 87个 , 放线菌 4个.

从分离部位看 , 树皮 、韧皮部和木质部得到的菌种数比例约为 3∶2∶1.初步认为 , 树

皮层因受外界环境影响大 , 由此部位得到的菌株以外界环境的 “杂” 菌为主 , 植物内生菌

可能占少数.韧皮部是内生菌的良好栖息场所 , 可以为植物-真菌系统提供稳定的生理环

境和生长发育所需的氧气 , 进化过程中宿主和寄生物二者逐渐相互适应 , 稳定共生 , 故认

为韧皮部得到的菌株多为原植物内生菌.木质部分离得到的菌株也多为稳定的内生菌 , 但

木质部通氧不足 , 不适宜好气性真菌生长 , 一些兼性厌氧菌可栖身于此 , 此外 , 韧皮部栖

身菌菌丝也可深入木质部.在分离植物内生菌时以韧皮部或韧皮部与木质部的交界区域较

为适宜.

2.2　TLC分析结果　TLC检定结果 , 6株菌株的发酵抽提物具有与标准样迁移相同或相似

的显色斑点及 Rf值 , 初步表明这些菌株能分泌紫杉烷类化合物.

对这;些斑点物质进一步的定性和定量分析 , 以及菌种诱变 、 添加诱导物的工作 , 目

前正在进行之中.

2.3　菌种鉴定结果　菌株鉴定结果 , 初步判定为头孢霉属 (Cephalosporium spp.)、轮柄梳

霉属 (Martensiomyces spp.)和无孢菌群 (Mycelia sterlia)等.

本实验的初步结果 , 结合其它最新报道
[ 5 , 6]
, 表明红豆杉内寄生真菌的存在并同宿产

一样具有产紫杉烷的能力 , 可能不是个别的现象 , 而且这些真菌个种相互间并不存在种属

联系 , 也没有进化渊源.如是 , 则是人类与癌症抗争的一个福音.
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Isolation of Endophytic Fungi from Taxus chinensis var.

mairei and Preliminary Identification of Taxane Products

WANGWei
 
, HE Xiong-lei , ZHONGYing-chang

Abstract:Eighty seven pure endophytic fungal strains and four pure actinomyces strains were isolated

from inner bark (phloem-cambial)and the xylem of Taxus chinensis var.mairei.Some of the fungi

were incubated singly in 500 mL taper flask containing 180 ～ 220 mL autoclaved liquid medium at 22

～ 24 ℃, under shaking and still conditions for 5 to 28 days.With authentic taxol , baccatin Ⅲ and

cephalomannine as the standard spot on silica gel plates , the organic extracts of the culture fluid from

six strains , extracted withmethylene chloride , were demonstrated the presence of taxanes by thin-lay-

er chromatography (TLC).The strains were classified into Cephalosporium spp., Martensiomyces

spp., Mycelia sterlia , etc.
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118 中山大学学报 (自然科学版)　　　　　　　　　　　　　第 38 卷

 School of Life Sciences , Zhongshan University , Guangzhou 510275 , China


