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　　摘要：以红豆杉内生真菌发酵的紫杉醇产量为指标，利用ＨＰＬＣ法进行检测，筛选确定了发酵产紫杉醇的最佳碳源
是葡萄糖，最佳氮源是硝酸铵。在单因素试验的基础上，进一步采用Ｌ９（３

３）正交试验优化培养基，培养基最佳组合为

Ａ１Ｂ２Ｃ１，即葡萄糖５０．０ｇ／Ｌ、硝酸铵６．０ｇ／Ｌ、无水硫酸镁０．３ｇ／Ｌ，从而获得最佳发酵培养基组成：葡萄糖５０．０ｇ／Ｌ、

ＮＨ４ＮＯ３６．０ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ／Ｌ、无水ＭｇＳＯ４０．３ｇ／Ｌ、维生素Ｂ１０．０５ｇ／Ｌ，其紫杉醇平均含量达到９３８．６μｇ／Ｌ。
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从事微生物次生代谢产活性物质研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ａｌｖｉｎ０７１６２５＠
ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。

　　红豆杉通常为红豆杉科（Ｔａｘａｃｅａｅ）红豆杉属（ＴａｘｕｓＬ．）
植物的总称，全世界有１１种，分布于北半球的温带至热带地
区［１］。中国有４种１变种，即红豆杉（Ｔ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓＲｅｈｄ．）、东
北红豆杉（Ｔ．ｃｕｓｐｉｄａｔａＳｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．）、西藏红豆杉（Ｔ．ｗａｌｌ
ｉｃｈｉａｎａＺｕｃｃ．）、云南红豆杉（Ｔ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓＣｈａｎｇｅｔＬ．Ｋ．
Ｆｕ）、南方红豆杉（Ｔ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｖａｒ．ｍａｉｒｅｉＣｈａｎｇｅｔＬ．Ｋ．
Ｆｕ）［２］。自从美国化学家Ｗａｎｉ等首次从太平洋紫杉（短叶红
豆杉 Ｔ．ｂｒｅｖｉｆｏｌｉａＮｕｔｔ．）中分离出紫杉醇（ｔａｘｏｌ）并于１９７１年
将其化学结构发表［３］，Ｓｃｈｉｆｆ等证实紫杉醇具有独特的抗癌
机制［４］，２０世纪８０年代美国和欧洲的科学家相继揭示出紫
杉醇的抗癌疗效［５］。１９９３年，美国蒙大拿州大学植物病理系
的Ｓｔｉｅｒｌｅ博士等从短叶红豆杉（Ｔ．ｂｒｅｖｉｆｏｌｉａＮｕｔｔ．）的韧皮部
中分离得到１种能够产生紫杉醇的内生真菌安德鲁紫杉菌
（Ｔａｘｏｍｙｃｅｓａｎｄｒｅａｎａｅ）［６］。

近些年来，红豆杉产紫杉醇的研究进展很快，国内外学者

利用内生真菌产紫杉醇的研究报道逐渐增多，其关键问题在

于紫杉醇产生菌的分离和发酵液中紫杉醇产量的提高，要通

过内生真菌发酵产紫杉醇达到工业化生产至少是毫克级，但

目前采用该方法的普遍产量只有几百微克，主要是因为缺乏

高产、稳定的适于发酵的工业菌株，以及发酵条件的不合理而

限制了单位发酵液中紫杉醇的含量。

培养基是人工配制的提供微生物生长、代谢、繁殖和合成

人们所需目的产物的营养物质原料，同时，培养基也为微生物

提供了营养物质以外的其他生长所必需的环境条件。培养基

的组成和配比是否恰当对微生物的生长、产物的形成、产品的

产量和质量都有很大的影响。笔者采用课题组自行分离的紫

杉醇高产菌株 ＭｅｔａｒｈｉｚｉｕｍａｎｉｓｏｐｌｉａｅＬＢ－１０［７］，对其培养基
组成和配比进行研究，优化碳源、氮源、微量元素的组成、浓度

及其配比，以为工业化生产提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　内生真菌 ＭｅｔａｒｈｉｚｉｕｍａｎｉｓｏｐｌｉａｅＬＢ－１０，为分
离自陕西省留坝县野生红豆杉的高产紫杉醇内生真菌。

１．１．２　培养基　斜面培养基：ＰＤＡ培养基；种子培养基：ＰＤＢ
培养基，马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０．０ｇ，水１．０Ｌ，ｐＨ值６．０～
８０；初始发酵液：葡萄糖 ８０．０ｇ／Ｌ，ＮＨ４ＮＯ３８．０ｇ／Ｌ，无水
ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ／Ｌ，无水ＭｇＳＯ４０．５ｇ／Ｌ，维生素Ｂ１０．０５ｇ／Ｌ；无
碳配方发酵液：ＮＨ４ＮＯ３８．０ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４
０．５ｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４１．０ｍｇ／Ｌ，维生素Ｂ１０．０５ｇ／Ｌ；无氮配方发酵
液：葡萄糖８０．０ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４
１．０ｍｇ／Ｌ，维生素 Ｂ１０．０５ｇ／Ｌ；优化后发酵液：葡萄糖
５０．０ｇ／Ｌ，ＮＨ４ＮＯ３６．０ｇ／Ｌ，无水 ＭｇＳＯ４０．３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４
０．５ｇ／Ｌ，维生素Ｂ１０．０５ｇ／Ｌ。
１．１．３　药品与试剂　紫杉醇标准品（≥９８％），乙酸乙酯，甲
醇，葡萄糖，蔗糖，淀粉，麦芽糖，ＮＨ４ＮＯ３，（ＮＨ４）２ＳＯ４，蛋白
胨，酒石酸铵，ＫＨ２ＰＯ４，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ。
１．１．４　主要仪器　高效液相色谱仪（ＬＣ２０００），旋转蒸发仪
（ＲＶ－１０，ＩＫＡ），电子天平（ＴＢ－２１４），双层恒温干燥培养振
荡器（ＺＨＷＹ－２１０２Ｃ），人工气候箱（ＬＲＨ－２５０－Ｇ－Ｓ），数
控超声波清洗仪（ＫＱ－５２００－ＤＥ）。
１．２　方法
１．２．１　培养方法　种子液培养方法：在新鲜斜面上取５ｍｍ×
５ｍｍ大小的已纯化的菌块，接种到装有５０ｍＬ发酵培养基的
２５０ｍＬ三角瓶中，于２５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养３ｄ。发酵
培养：将培养好的种子液混匀，按 ３％接种量接种到装有
３３０ｍＬ发酵培养基的５００ｍＬ三角瓶中，每次提取所用发酵
液的量为１０００ｍＬ，于２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养１０ｄ。
１．２．２　紫杉醇样品的提取　通过对培养１０ｄ的发酵液进行
抽滤，使其分离为菌液和菌丝体两部分，菌丝用乙酸乙酯在超

声条件下萃取，菌液用乙酸乙酯通过分液漏斗萃取，分别重复

３次，合并收集到的乙酸乙酯相，并用双层滤纸过滤，滤液在
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４０℃旋转蒸发至干，样品用甲醇溶解并定容至 １０．０ｍＬ，
检测。

１．２．３　紫杉醇的ＨＰＬＣ检测　紫杉醇标准品用甲醇定容至
１０．０ｍＬ，配置成０．０１～０．１６ｍｇ／ｍＬ的浓度梯度，绘制标准
曲线。精确称取紫杉醇标准品４．０ｍｇ，甲醇定容至１０．０ｍＬ，
从而得到母液浓度为０．４ｍｇ／ｍＬ，将母液依次稀释成浓度梯
度为０．０１、０．０２、０．０４、０．０８、０．１６ｍｇ／ｍＬ，取２０．０μＬ进样
（ｎ＝５），得到回归方程为 ｙ＝６．０８７８＋３５８９．３９１３ｘ，ｒ＝
０．９９９２。建立标准曲线，如图１所示，采用外标法测定内生
真菌发酵产物的乙酸乙酯抽提物中紫杉醇含量。

　　色谱条件：水 －甲醇 －乙腈（３３∶３５∶３２）为流动相，检
测波长为２２８ｎｍ，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为２０．０μＬ，柱
温为室温，色谱柱为Ｃ１８（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ）。

　　紫杉醇含量计算公式：发酵液中紫杉醇的含量（μｇ／Ｌ）＝
［甲醇中紫杉醇的含量（ｍｇ／ｍＬ）×溶解提取物所用甲醇的体
积（ｍＬ）×１０６］／提取时所取发酵液的体积（ｍＬ）。
　　每次提取的紫杉醇均做３个平行样，分别经 ＨＰＬＣ测定
并通过公式计算发酵液中紫杉醇的含量，求其平均值。

１．２．４　生物量的测定　取一定体积的发酵液４８００ｒ／ｍｉｎ离
心２０ｍｉｎ，菌丝体用蒸馏水洗涤２次，收集菌丝体，置于８０℃
烘箱中烘干至恒重，称量，计算菌丝体生物量。

１．２．５　培养基配方的优化方法
１．２．５．１　单因素试验　采取无碳配方发酵液培养，分别选取
葡萄糖、麦芽糖、蔗糖和淀粉为碳源，浓度均为８０．０ｇ／Ｌ，考察
单因素碳源对ＬＢ－１０紫杉醇积累和菌丝体生物量的影响，
筛选出最适碳源进行初糖浓度的单因素试验。

采取无氮配方发酵液培养，分别选取（ＮＨ４）２ＳＯ４、
ＮＨ４ＮＯ３、酒石酸铵和蛋白胨为氮源，浓度均为８．０ｇ／Ｌ，考察
单因素氮源对ＬＢ－１０紫杉醇积累和菌丝体生物量的影响，
筛选出最适氮源进行初氮浓度的单因素试验。

采取初始发酵液培养，选取无水 ＭｇＳＯ４的不同浓度４．０、
６０、８．０、１０．０、１２．０ｇ／Ｌ，研究无水ＭｇＳＯ４的不同浓度对 ＬＢ－１０
菌体紫杉醇生物合成产量和菌丝体生物量的单因素影响。

１．２．５．２　正交试验及验证性试验　选取对菌体生长和紫杉
醇积累有较大影响的最适碳源、最适氮源和硫酸镁浓度，分别

取３个水平，以紫杉醇产量为指标，进行 Ｌ９（３
３）正交试验以

及验证性试验。

２　结果与分析

２．１　不同碳源的影响
生成次级代谢产物是由许多因素来调控的，比如碳源、氮

源及微量元素［８］。碳源的主要作用是构成各种代谢产物的

碳架和细胞物质，以及提供细胞活动所需的能量。

由图２可知，生物量以蔗糖最高，葡萄糖次之，麦芽糖最
低；在发酵培养过程中，以淀粉为碳源时，菌丝生长相对缓慢，

老化快。紫杉醇产量以葡萄糖为碳源的最高，蔗糖次之，麦芽

糖产紫杉醇量最低。

试验结果表明，以蔗糖为碳源时对菌体生长比对紫杉醇

积累更有利，以麦芽糖为碳源时对紫杉醇积累和菌体生长均

不利，以葡糖糖为碳源时对紫杉醇积累比对菌体生长更有利，

因此选择葡萄糖为最适碳源。

２．２　不同氮源的影响
氮源是生命有机体生长发育所必需的主要营养，主要是

合成细胞结构和提供原生质的原料，一般所用的氮源可分为

无机氮源和有机氮源２类。ＮＨ４ＮＯ３、（ＮＨ４）２ＳＯ４、酒石酸铵
和蛋白胨等被国内学者研究时作为氮源使用［９］。

　　如图３所示，以 ＮＨ４ＮＯ３为氮源时菌体生物量和紫杉醇
产量最高，蛋白胨次之，（ＮＨ４）２ＳＯ４为氮源时紫杉醇产量和
菌体生物量均最低。

　　试验结果表明，以蛋白胨、ＮＨ４ＮＯ３为氮源时对紫杉醇积
累和菌体生长有促进作用，而采用（ＮＨ４）２ＳＯ４为氮源时对菌
体的代谢有抑制作用，从而降低了紫杉醇的产量，因此选择

ＮＨ４ＮＯ３为最适氮源。
２．３　不同初糖浓度的影响

糖类的浓度对紫杉醇的生物合成和内生真菌的生长具有

很大影响。本试验采用初始发酵培养基进行发酵，以葡萄糖

为碳源，分别按照浓度 ５０．０、６０．０、７０．０、８０．０、９０．０、
１００．０ｇ／Ｌ的添加量进行发酵试验，考察不同的碳源质量分
数对ＬＢ－１０产量的影响。
　　由图４可知，ＬＢ－１０产紫杉醇的含量首先随着葡萄糖浓
度升高而增加，当葡萄糖浓度达到６０．０ｇ／Ｌ时，紫杉醇产量以
及菌体生物量达到最大。当碳源浓度为７０．０ｇ／Ｌ及以上时，
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菌体生长受到了抑制，紫杉醇产量及菌体生物量都有所下降。

　　结果表明，初糖浓度直接影响产物的积累和菌体的生长。
当初糖浓度较高时，碳源更多地流向代谢产物的合成，随着发

酵时间持续，形成了大量非目的产物，抑制目的代谢产物的积

累和菌丝体的生长，导致在初糖浓度较高的条件下，发酵液变

得稠厚，使能量传递以及物质转化变得困难，最终导致紫杉醇

的产生受到抑制。因此最佳碳源浓度用量的选择为６０．０ｇ／Ｌ。
２．４　不同ＮＨ４ＮＯ３浓度的影响

提高培养基中氮源浓度对红豆杉内生真菌的生长以及紫

杉醇的生物合成也具有很大的影响。本试验同样采用了初始

发酵培养基进行发酵，以ＮＨ４ＮＯ３为氮源，选取不同的氮源浓
度４．０、６．０、８．０、１０．０、１２．０ｇ／Ｌ进行试验，不同氮源浓度对
ＬＢ－１０发酵产紫杉醇的影响结果如图５所示。

　　由图５可知，当氮源浓度为６．０ｇ／Ｌ时，紫杉醇的生物合
成量达到最大；当氮源浓度为１２．０ｇ／Ｌ时，在试验范围内菌
丝体生物量达到了最大，而紫杉醇含量最低。结果表明，初始

氮源浓度对紫杉醇积累和菌体生长有显著影响。高浓度氮源

对红豆杉内生真菌的生长起到促进作用，但是抑制次级代谢

产物的形成；随着ＮＨ４ＮＯ３浓度升高，发酵液中的营养物质被
用来合成大量的菌丝体，导致营养物质消耗过快，从而菌丝体

过早地衰老，对后续合成及积累紫杉醇不利。因此为了兼顾

紫杉醇含量和菌丝体生长，选择 ６．０ｇ／ＬＮＨ４ＮＯ３为最佳氮
源用量。

２．５　不同ＭｇＳＯ４浓度的影响
由于在紫杉醇生物合成过程中，第一步限速反应是

ＧＧＰＰ在紫杉二烯合成酶（ｔａｘａｄｉｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ）的催化下环化
为紫杉烷三环二萜骨架，反应产物是 ｔａｘａ－４（５）、１１（１２）－
ｄｉｅｎｅ，该酶是以Ｍｇ２＋为唯一金属催化剂的蛋白单体［１０］，Ｍｇ２＋

的浓度对该酶的活性影响很大，进而影响紫杉醇的生物合成。

由图６可以看出，随着无水 ＭｇＳＯ４浓度升高，紫杉醇的
生物合成量呈上升趋势，在 ＭｇＳＯ４浓度为０．５ｇ／Ｌ时菌丝体

生物量达到最高，紫杉醇的生物合成量也达到最大值；继续提

高浓度，菌丝体生物量和紫杉醇产量都开始下降。结果表明，

Ｍｇ２＋浓度对菌丝体生长和紫杉醇积累有一定的影响。Ｍｇ２＋

浓度过高，使紫杉二烯合成酶活性受到抑制，影响紫杉烷三环

二萜骨架的合成，进而会降低紫杉醇产量。因此最佳 ＭｇＳＯ４
用量为浓度０．５ｇ／Ｌ。

２．６　培养基正交试验
以上分析了培养基各组分及其浓度对发酵试验的单因素

影响，因为各个试验批次之间往往差别较大，所以需要对各因

素进行综合考察，才能筛选出较优的工艺条件。正交试验设

计可通过多个因素的分析得到各因素在整体影响中的主次，

同时能够获得各因素对试验的影响规律，从而确定较优的工

艺条件配比。

本试验选取对紫杉醇积累和菌丝体生长有较大影响的葡

萄糖、ＮＨ４ＮＯ３和 ＭｇＳＯ４，分别取３个水平，以紫杉醇产量为
指标，进行Ｌ９（３

３）正交试验。试验设计如表１所示，结果如
表２和表３所示。

表１　培养基优化正交试验因素和水平

水平

因素

Ａ：葡萄糖
浓度（ｇ／Ｌ）

Ｂ：ＮＨ４ＮＯ３
浓度（ｇ／Ｌ）

Ｃ：ＭｇＳＯ４
浓度（ｇ／Ｌ）

１ ５０．０ ４．０ ０．３
２ ６０．０ ６．０ ０．５
３ ７０．０ ８．０ ０．７

　　由表２可以看出，根据极差Ｒ值的大小，得到３个因素对
试验结果的影响次序为Ｂ＞Ｃ＞Ａ，即 ＮＨ４ＮＯ３浓度对产量影
响最大，其次是ＭｇＳＯ４浓度，最后是葡萄糖浓度。

由表３方差分析结果可知，ＮＨ４ＮＯ３对紫杉醇产量的影
响极显著［Ｆ＞Ｆ０．０１（２，２）］，葡萄糖对紫杉醇产量的影响显著
［Ｆ０．０１（２，２）＞Ｆ＞Ｆ０．０５（２，２）］，ＭｇＳＯ４对紫杉醇产量的影响
显著［Ｆ０．０１（２，２）＞Ｆ＞Ｆ０．０５（２，２）］，因此选取的３个因素对
紫杉醇产量影响均显著。

　　以３个因素在不同水平下的均值对各水平作图，如图７
所示，对于因素Ａ和因素Ｃ，其均值水平变化呈现下降趋势，
因素Ｂ是先上升后下降，结果表明，最佳组合为Ａ１Ｂ２Ｃ１，即葡
萄糖５０．０ｇ／Ｌ、ＮＨ４ＮＯ３６．０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４０．３ｇ／Ｌ。
　　根据正交试验结果筛选出最优发酵培养基组成为葡萄糖
５０．０ｇ／Ｌ，ＮＨ４ＮＯ３６．０ｇ／Ｌ，无水 ＭｇＳＯ４０．３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４
０．５ｇ／Ｌ，维生素Ｂ１０．０５ｇ／Ｌ。
２．７　验证性试验

采用优化后发酵液进行培养，即葡萄糖５０．０ｇ／Ｌ，
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表２　培养基优化试验设计及结果

编号

因素

Ａ：葡萄糖
浓度

Ｂ：ＮＨ４ＮＯ３
浓度

Ｃ：ＭｇＳＯ４
浓度

紫杉醇含量

（μｇ／Ｌ）

１ １ １ １ ９０１．２
２ １ ２ ２ ９５０．１
３ １ ３ ３ ９２３．４
４ ２ １ ２ ８８１．８
５ ２ ２ ３ ９０９．４
６ ２ ３ １ ９３４．６
７ ３ １ ３ ８５２．１
８ ３ ２ １ ９２９．３
９ ３ ３ ２ ９１７．３
Ｋ１ ２７７４．７ ２６３５．１ ２７６５．１
Ｋ２ ２７２５．８ ２７８８．８ ２７４９．２
Ｋ３ ２６９８．７ ２７７５．３ ２６８４．９
ｋ１ ９２４．９ ８７８．４ ９２１．７
ｋ２ ９０８．６ ９２９．６ ９１６．４
ｋ３ ８９９．６ ９２５．１ ８９５．０
Ｒ ２５．３ ５１．２ ２６．７

表３　培养基优化试验结果方差分析

方差来源 ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ
Ａ ９８９．０６９ ２ ４９４．５３５ ６９．５０６

Ｂ ４８２９．１０９ ２ ２４１４．５５５ ３３９．３６１

Ｃ １２０２．１４９ ２ ６０１．０７５ ８４．４８０

误差 １４．２２９ ２ ７．１１５
总变异 ７０３４．５６０ ８

　　注：Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００；Ｆ０．０１（２，２）＝９９．００。

ＮＨ４ＮＯ３６．０ｇ／Ｌ，无水ＭｇＳＯ４０．３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ／Ｌ，维生
素Ｂ１０．０５ｇ／Ｌ。以紫杉醇产量为指标，对 ＬＢ－１０菌株进行
摇瓶发酵验证性试验，分别提取５次紫杉醇样品进行 ＨＰＬＣ
检测，结果如表４所示。结果表明，ＬＢ－１０产紫杉醇产量的
ＲＳＤ为０．３３％，说明测定方法的重现性较好，紫杉醇含量的
平均值达到９３８．６μｇ／Ｌ，产量比常规方法提高了９２．５μｇ／Ｌ。

３　讨论与结论

在笔者课题组自行筛选的高产紫杉醇内生真菌Ｍｅｔａｒｈｉｚ
ｉｕｍａｎｉｓｏｐｌｉａｅＬＢ－１０的基础上，筛选出最佳碳源为葡萄糖，
最佳氮源为ＮＨ４ＮＯ３。通过单因素试验分析，确定了葡萄糖、
ＮＨ４ＮＯ３、无水ＭｇＳＯ４的最适浓度分别为６０．０、６．０、０．５ｇ／Ｌ。

表４　培养基优化验证性试验结果

重复 ＬＢ－１０紫杉醇产量（μｇ／Ｌ）
１ ９３６．３
２ ９４２．１
３ ９４１．３
４ ９３８．５
５ ９３４．８

平均值 ９３８．６
ＲＳＤ ０．３３％

进一步采取Ｌ９（３
４）正交试验分析，获得了三者在培养基中的

最佳组合Ａ１Ｂ２Ｃ１，即葡萄糖５０．０ｇ／Ｌ、ＮＨ４ＮＯ３６．０ｇ／Ｌ、无水
ＭｇＳＯ４０．３ｇ／Ｌ，从而获得了最佳发酵培养基的组成：葡萄糖
５０．０ｇ／Ｌ、ＮＨ４ＮＯ３６．０ｇ／Ｌ、无水 ＭｇＳＯ４０．３ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４
０．５ｇ／Ｌ、维生素 Ｂ１０．０５ｇ／Ｌ，其紫杉醇平均含量达到了
９３８．６μｇ／Ｌ。　

研究发现，浓度适量的碳源和氮源都促进紫杉醇生物合

成和菌体生长，但是当两者浓度过高时，发酵液中的营养物质

被用来合成大量菌丝体，导致营养消耗过快，大量非目的产物

的形成会抑制目的代谢产物的积累和菌体生长，发酵液会变

得稠厚，进而菌丝体过早衰老，对后续合成和积累紫杉醇均不

利。因此，为了兼顾紫杉醇含量和菌体生长，需要选择适宜的

碳氮比。
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