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摘要： 在中国红豆杉内生真菌液体发酵培养的不同阶段，添加不同浓度的水杨酸(SA)，研究其对
中国红豆杉内生真菌菌丝体及代谢产紫杉醇含量的影响。 结果表明，在中国红豆杉内生真菌稳
定期初期 15 d时添加 5.0 mg/L水杨酸，内生真菌产紫杉醇的量为 604.0 μg/L。 且不同质量浓度
的水杨酸均可提高紫杉醇的产量，其中 25 mg/L 水杨酸对紫杉醇合成的效果最为明显，紫杉醇
质量浓度为 890.0 μg/L，是对照组的 1.88倍。
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Abstract： In this paper， the effects of salicylic acid （SA） on paclitaxel metabolism of endophytic
fungus from Taxus Chinensis was preliminary studied. SA was added to the fermentation broth with
different concentrations at different time. The results showed that SA at 5.0 mg/L can improve the
yield of paclitaxel to 604.0 ug/L at the beginning of the stabilization period of the endophytic
fungus. And different concentrations of SA can also improve the yield of paclitaxel as the same，
while SA at 25 mg/L is the most obvious， the yield can reach to 890.0 ug/L. It's 1.88 times to the
fermentation broth which SA not added.
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红豆杉（Taxaceae），俗称紫杉、赤柏松，为紫杉

科紫杉属长绿针叶乔木， 起源于古老的第三纪、第

四纪冰川时期，曾广泛分布于北半球，现今其分布

范围大大缩小。 20 世纪 90 年代以来，随着抗癌新药
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紫杉醇的开发利用， 红豆杉原料供需矛盾日益突

出，1999 年 我 国 将 红 豆 杉 属 物 种 列 入 一 级 保 护 植

物。 目前，全世界共有 11 种，我国有 5 种，即东北红

豆 杉 （Taxus cuspidata）、 中 国 红 豆 杉 （Taxus
chinensis）、南方红豆杉（Taxus chinensis var.mairei）、
云南红豆杉（Taxus yunnanensis）、西藏红豆杉（Taxus
wallichiana）。 从红豆杉中提取的紫杉醇具有治疗恶

性肿瘤、防治移植动脉硬化、抗瘢痕形成、抗血管生

成、抗癌等作用 [1-3]。 由于红豆杉中紫杉醇含量非常

低，加之红豆杉资源匮乏。 因此，对紫杉醇的生产及

其提高紫杉醇产量的研究有着重要的意义。
紫杉醇（paclitaxel，商品名 Taxol）是仅存在于红

豆 杉 科（Taxaceae）红 豆 杉 属（Taxus）和 澳 洲 红 豆 杉

属（Austrotaxus）植物中的一种四环二菇酞胺类化合

物[4-7]。 它是一种新型的天然抗癌药物，以其高效、独

特的抗癌机制受到了重视。 但红豆杉内生真菌在正

常生理条件下很难大量合成紫杉醇， 药源严重短

缺，加之市场对紫杉醇需求的日益增加，仅靠从红

豆杉树皮中直接提取已不能满足需要，同时也对野

生资源造成极大的破坏。 因此，利用生物技术提高

内生真菌代谢产紫杉醇是生产紫杉醇的有效途径

之一。
真菌发酵液中添加合成紫杉醇的前体物质可

提高产量。 浆果赤 霉 素Ⅲ （BaccatinⅢ）、 醋 酸 盐

（Acetate）、 苯 基 丙 氨 酸 （Phenylalanine）、 苯 甲 酸

（Benzoic acid）和亮氨酸（Leucine）是红豆杉内生真

菌产生紫杉醇的有效前体物质，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（0.01
mmol/L）是产生紫杉醇的最佳激活剂 [8-10]，这说明了

红豆杉与内生真菌产生紫杉醇的途径可能不同。
在真菌不同的发酵时期加入不同的糖类，同样

可提高紫杉醇的产量。 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，寻找最佳发酵

条件。 研究不同产紫杉醇真菌的生长条件，以提高

紫杉醇的产量已成为目前重要的研究内容。 水杨酸

是植物体内普遍存在的一种酚类物质，作为植物抗

病反应的重要信号分子，被认为是一种新的植物激

素，可激活多种与抗病相关的植物防御机制 [11-15]，涉

及 并 参 与 植 物 过 敏 反 应 （hypersensitive response，
HR） 和系统获得抗性 （systemic acquire resistance，
SAR）反应，在植物的抗病反应中起重要的作用。 水

杨酸在诱导子处理细胞以提高次生代谢物的研究

中对细胞具有保护作用，一定程度上能够提高红豆

杉细胞紫杉醇的产量[16-17]。 目前，不同剂量的水杨酸

（SA） 在不同培养阶段添加对中国红豆杉内生真菌

代谢产紫杉醇的影响尚无报道。 因此，对秦巴山区

中国红豆杉（Taxus chinensis）内生真菌在不同培养

阶段，添加水杨酸的时间和剂量进行研究其代谢产

紫杉醇的影响有着重要的意义。

1.1 材料

1.1.1 菌株 中国红豆杉内生真菌代谢产紫杉醇

的菌株：陕西理工学院陕西省食药用菌工程技术研

究中心提供。
1.1.2 固体斜面培养基 PDA 培 养 基 ： 马 铃 薯

200.0 g，C6H12O6 15.0 g， 琼 脂 20.0 g，H2O 1000.0
mL。
1.1.3 液体发酵培养基 葡 萄 糖 30.0 g， 蛋 白 胨

10.0 g， MgSO4 7H2O 3.0 g，维生素 B1 10 mg，KH2PO4

5.0 g，H2O 1000 .0 mL。
1.1.4 培养条件 以 液 体 发 酵 培 养 基 为 基 本 培 养

基，乙醇为助溶剂，配制不同浓度的水杨酸母液，采

用 过 滤 除 菌 方 式 加 入 培 养 液 中 ， 使 最 终 加 入 到

340.0 mL 培养液中的水杨酸质量浓度分别为 5.0、
10.0、20.0、50.0 mg/L。
1.1.5 紫杉醇标准样 购自上海融禾医药科技有

限公司，纯度＞98.0%，批号 080309，规格 20.0 mg。
1.1.6 主要仪器与设备 ZHWY-B2112B 型恒温培

养振荡器： 上海智城分析仪器制造有限公司；LS-
B50L 型立式圆形压力蒸气灭菌器：上海医用核子仪

器厂制造；RV10 旋转蒸发仪： 德国 IKA；SHB-3 型

真空泵抽滤机：郑州杜甫仪器厂；TB-214 型电子天

平：北京赛多利斯仪器系统有限公司；LRH-250-GS
型人工气候箱： 广东省医疗器械厂；HP-1100 高效

液相色谱仪：美国安捷伦公司。
1.2 方法

1.2.1 内生真菌的活化 取冰箱中保存的原菌株，
置于室温 2~4 h， 然后转接到 PDA 斜面培养基上，
28 ℃恒温培养 4~5 d 使菌种活化。
1.2.2 内生真菌菌丝干重的测定 将发酵液用真

空泵抽滤， 并用无菌水洗涤菌丝后置于烘箱中，40
℃烘干至恒重、电子天平精密称重。
1.2.3 内生真菌的生长曲线 将活化的菌种接种

材料与方法1
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到液体发酵培养基中（50.0 mL 培养液/250 mL 三角

瓶）进行培养，3 d 后，取 5.0 mL 液体种子菌转入发

酵培养基（340.0 mL 培养液/500 mL 三角瓶）中进行

培养。 培养条件为 28 ℃、200 r/min，定期测定菌丝干

重和紫杉醇质量浓度，并绘制内生真菌的生长曲线。
1.2.4 水杨酸的过滤除菌 用聚丙烯材料制成的

孔径 0.22 μm 的水溶性微孔滤膜过滤[18]。
1.2.5 水杨酸添加试验 采用单因子试验， 用 5.0
mg/L 的水杨酸分别在 0 d、对数期初期、稳定期初期

加入培养液中，进行最佳诱导时间试验。 然后，分别

将 水 杨 酸 以 0、5.0、15.0、25.0、35.0、45.0 mg/L 的 质

量浓度在同一时期添加到培养液中，进行最佳水杨

酸添加质量浓度试验。
1.2.6 紫杉醇提取与纯化 取 菌 丝 1.0 g 均 质 5
min 后甲醇抽提，抽提液离心，收集上层液用旋转蒸

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，
上 80~100 目硅胶柱进一步分离纯化。 将发酵液 4 000
r/ min 离心， 取上清液于 60 ℃旋转蒸发至 1/10 体

积后， 加入等体积的乙酸乙酯超声振荡萃取 1 h，收

集乙酸乙酯相，并于 50 ℃旋转蒸发至干，加入适量

氯仿溶解洗涤固体物，并于 70 ℃旋转蒸发至干，再

加入适量甲醇溶解， 最后合并含紫杉醇的甲醇溶

液。
1.2.7 紫杉醇的 HPLC 测定及 SA 影响的测定 色

谱条件以甲醇-乙腈-纯水（体积比 35∶32∶33）为流动

相，流速为 1.0 mL/min，检测波长为 228 nm，进样量

10 μL。 色 谱 柱 为 美 国 安 捷 伦 公 司 生 产 的

pn799160D-554 型 Spherisorb C18。
准确称取 25.0 mg 紫杉醇标品， 用甲醇溶解并

定容至 25.0 mL， 精密称取紫杉醇标准品 25.0 mg，
甲醇定容至 25.0 mL，得母液质量浓度为 1.0 mg/mL。
将母液依次稀释成质量浓度梯度为 0.2，0.4，0.6，0.8
mg/mL，吸取 10 μL 进样（n=4），建立标准曲线。 发酵

液中紫杉醇含量的转换公式：
M=M0×V1×106/V2

其中：M 为每升发酵液中紫杉醇的质量浓度（μg/L）；
M0 为每毫升甲醇定容液中紫杉醇的质量浓度（mg/L）；
V1 为用甲醇定容的容量瓶的大小 （mL）；V2 为每瓶

发酵液的总量（mL）。
在 本 实 验 中，V1 值 和 V2 值 是 定 值，V1 为 10.0

mL，V2 为 34.0 mL。

最后将各试验组所得的紫杉醇质量浓度与对

照组进行比较，可得出水杨酸对内生真菌发酵产紫

杉醇是否有影响，以及水杨酸的最佳添加时间及添

加剂量。

2.1 不同质量浓度下紫杉醇标品峰面积的测定及

标准曲线的绘制

依 次 吸 取 10 μL 质 量 浓 度 为 0.2、0.4、0.6、0.8、
1.0 mg/mL 的紫杉醇标品溶液进样（n=4），得到其峰

面积，见表 1。 并利用面积归一法求得其回归方程为

S=1 684.4+27 604.999 9C （S 代表峰面积，C 代表质

量浓度），相关系数 R=0.995。 再利用紫杉醇质量浓

度转换公式求得每升发酵液中紫杉醇的质量浓度，
见图 1。

在实验 HPLC 色谱条件下， 得到紫杉醇标准溶

液的 HPLC 色谱图， 见图 2。 其保留时间约为 5.7
min。通过对紫杉醇标准品的 HPLC 分析及其标准曲

线的绘制，可知紫杉醇的保留时间，并以此确定样

品中紫杉醇的质量浓度。

图 1 紫杉醇标品 HPLC 图谱

Fig.1 HPLC chromatograms of the reference Taxol

图 2 样品 HPLC 图谱

Fig.2 HPLC chromatograms of extracts of the fungi

结果与分析2
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表 1 不同浓度下标品紫杉醇峰面积的测定

Tab.1 Peak area of standard goods taxol under different
concentrations

2.2 菌丝体及其产紫杉醇质量的分析

为研究内生真菌菌丝体的生长和产紫杉醇的

情况， 在一个月时间内每隔 2 d 测一次红豆杉内生

真菌菌丝体的质量。 同时，测定其紫杉醇质量。 由此

绘出该菌种的生长曲线， 从中得出该菌种的延滞

期、对数生长期、稳定期和衰退期。
内生真菌菌丝体生长曲线见图 3。 随培养时间

的延长，菌丝体质量不断增加，13 d 时达最大值 5.5
g，继续延长培养时间则菌丝体质量开始缓慢下降。
因此， 从图 3 可以确定，1～4 d 为内生真菌的延滞

期，5～12 d 为对数生长期，平稳期时间较短，为 13～
16 d，质量保持在 5.4 g 左右，衰退期为 17～28 d，菌

丝体质量大幅度降低。

图 3 内生真菌菌丝体生长曲线

Fig.3 Growth curve of endophytic fungi

内生真菌产紫杉醇质量浓度曲线见图 4。 随着

培养时间的延长，内生真菌代谢产紫杉醇的质量浓

度不断增加， 且在 12～18 d 时增长幅度较大，19 d
时质量浓度达最大值，为 582.0 μg/L。 其后随培养时

间的继续延长，内生真菌产紫杉醇的质量浓度迅速

下降。 其下降的原因可能是紫杉醇的合成量小于分

解量。 紫杉醇是一种极不稳定的物质，自然状况下

就能分解，温度和光照会加速其分解。

图 4 内生真菌产紫杉醇质量浓度曲线

Fig.4 Taxol content curve of endophytic fungi

2.3 水杨酸（SA）添加时间对菌丝体生长及紫杉醇

质量浓度的影响

水杨酸（SA 5.0 mg/L）添加时间对内生真 菌 菌

丝体生长及产紫杉醇质量浓度的影响见图 5，图 6。

图 5 SA 添加时间对菌丝体生长的影响

Fig.5 Effect of SA add time on growth of endophyte
mycelium

图 6 SA 添加时间对紫杉醇质量浓度的影响

Fig.6 Effect of SA add time on taxol content

结果表明，随着内生真菌培养时间和水杨酸同

步添加时间的延长，内生真菌菌丝体的质量不断增

加且较未添加水杨酸时快，在 11 d 时质量达 5.7 g。
添加的水杨酸与内生真菌细胞接触面最大，影响范

围最广，刺激作用最强。 同时，紫杉醇含量在 9～15 d

标品质量浓度/（mg/mL） 平均峰面积

0.2 6 567 156.3

0.4 12 649 939

0.6 19 310 886.3

0.8 24 424 139.3

1.0 28 285 237
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时增长幅度较大，此时菌丝体细胞对合成紫杉醇的

各种酶和前体物的需求量也大，恰好水杨酸能够刺

激内生真菌细胞，并增强与其次生代谢有关的酶和

前体物，加入水杨酸刚好能满足细胞的需求并合成

大量次级代谢产物———紫杉醇。 因此，内生真菌菌

丝体稳定期的 15 d 为水杨酸的最佳添加时间。 此时，
内生真菌代谢产紫杉醇的质量浓度为 604.0 μg/L。
2.4 水杨酸（SA）添加质量浓度对菌丝体生长及产

紫杉醇质量浓度的影响

在内生真菌菌丝体生长稳定期初期向液体发

酵 培 养 基 中 分 别 添 加 0、5.0、15.0、25.0、35.0、45.0
mg/L 的水杨酸，28 ℃、200 r/min 培养 15 d，分别测定

内生真菌菌丝体及紫杉醇质量浓度，见图 7、8。

图 7 SA 添加质量浓度对菌丝体生长的影响

Fig.7 Effect of SA in different concentrations on growth
of endophyte mycelium

图 8 SA 添加质量浓度对紫杉醇质量浓度的影响

Fig.8 Effect of SA in different concentrations on Taxol
content

图 7 结果表明，随着水杨酸添加质量浓度的增

加，内生真菌菌丝质量略呈缓慢下降趋势，其原因

有待进一步研究。 图 8 结果表明，不同质量浓度水

杨酸在一定程度均能提高紫杉醇的质量浓度，随着

水杨酸质量浓度的不断增大，内生真菌产紫杉醇的

质量浓度也逐步增大。 当水杨酸浓度为 25.0 mg/L
时，紫杉醇质量浓度达到最大值 890.0 μg/L；但当水

杨酸质量浓度增至 45.0 mg/L 时， 紫杉醇质量浓度

却下降为 695.0 μg/L。 这表明水杨酸质量浓度过低，
不能充分诱导内生真菌细胞产生过敏反应，提高与

次生代谢物合成相关的酶的活性，从而影响紫杉醇

质量浓度的积累。 但过高质量浓度的水杨酸会严重

影响内生真菌菌丝体的生长，反而使紫杉醇的质量

浓度下降。其中以25.0 mg/L 水杨酸对紫杉醇合成的

促进效果最为明显，紫杉醇质量浓度达 890.0 μg/L，
是未添加水杨酸的 1.8 倍左右。

水杨酸的主要作用是提高内生真菌细胞内次

生代谢所需的各种关键酶或其前体物，从而增强其

次生代谢水平，有利于次生代谢物的积累。 紫杉醇

是一种次生代谢物，真菌细胞在正常状况下不会大

量合成，通过水杨酸对真菌细胞的刺激作用，使真

菌细胞产生过敏反应，提高与次生代谢物合成相关

的酶的活性，从而促进紫杉醇积累 [13，19-21]。
不同质量浓度的 SA 均可提高紫杉醇的质量浓

度，水杨酸质量浓度过低对真菌细胞的刺激作用不

明显，但过高质量浓度的水杨酸会严重影响内生真

菌菌丝体的生长， 反而使紫杉醇的质量浓度下降。
因而， 需选择最佳的水杨酸添加时间和添加剂量。
作者通过实验得出，25.0 mg/L 为 SA 的最佳添加质

量浓度，紫杉醇产量可达 890.0 μg/L，是未添加 SA
的 1.8 倍左右。 同时， 发现在菌丝稳定期初期 15 d
时为水杨酸的最佳添加时间，可最大限度提高内生

真菌代谢产紫杉醇的质量浓度。
水杨酸的单独作用有时并不能有效地诱导内

生真菌的防御反应，但可极大地增强其它诱导子的

诱导效应。 因而，利用水杨酸和其它诱导子的协同

作用提高内生真菌代谢产紫杉醇的质量浓度有待

进一步研究。
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科 技 信 息

《预包装食品营养标签通则》2013 年 1 月 1 日施行

卫生部发布的《预包装食品营养标签通则》（GB28050-2011）将于 2013 年 1 月 1 日起正式实。 这项重要食品

安全基础标准的公布实施，标志着我国全面推行食品营养标签管理制度，对指导公众合理选择食品，促进膳食营养

平衡，降低慢性非传染性疾病风险具有重要意义。

食品营养标签是国际普遍采用的，通过食品标签向消费者提供规范的食品营养信息的有效途径，也是消费者

直观了解食品营养组分、特征的有效方式。国际食品法典委员会和多数国家都制定了食品营养标签标准或法规。世

界卫生组织调查显示，74.3%的国家有食品营养标签管理法规。 根据《食品安全法》要求，卫生部在 2007 年印发实

施《食品营养标签管理规范》基础上，借鉴国际食品法典委员会和相关国家管理经验，针对我国居民营养状况和慢

性非传染性疾病防治要求，结合食品行业特点，制定公布了《预包装食品营养标签通则》。

据我国居民营养与健康状况调查结果显示，我国居民膳食中盐、脂肪、能量摄入偏高，慢性非传染性疾病防治

形势严峻。膳食是慢性非传染性疾病的重要影响因素，科学研究和国外管理经验证明，食品标签上的营养信息可以

帮助公众做出合理膳食选择，可使居民减少饱和脂肪、胆固醇和钠的摄入，增加膳食纤维摄入，是预防膳食相关慢

性病的良好手段，对全民营养教育和健康促进发挥重要作用。

《预包装食品营养标签通则》规定，预包装食品应当在标签上强制标示四种营养成分和能量（“4+1”）含量值及

其占营养素参考值（NRV）百分比，“4”是指核心营养素，即蛋白质、脂肪、碳水化合物、钠，“1”是指能量。如食品配料

含有或生产过程中使用了氢化和（或）部分氢化油脂，应当标示反式脂肪（酸）含量。本标准还对其他营养成分标示、

营养声称和营养成分功能声称等作出了具体规定。

为做好《预包装食品营养标签通则》实施前的准备工作，标准设立了过渡期限。 即自标准公布日期到 2013 年

1 月 1 日前，允许并鼓励食品生产经营企业执行该标准。2013 年 1 月 1 日后生产的食品，应当严格按照标准规定执

行。 2013 年 1 月 1 日前生产的食品，可在食品保质期内继续销售。

［信 息 来 源］ 中 华 人 民 共 和 国 中 央 人 民 政 府 . 《预 包 装 食 品 营 养 标 签 通 则》2013 年 1 月 1 日 施 行 [EB/OL].
(2012-8-13). http://www.gov.cn/gzdt/2012-08/13/content_2203113.htm
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