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　　摘要：利用镰刀菌筛选模型和肿瘤细胞筛选模型对１９０株分离自海南粗榧（ＣｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓｈａｉｎａｎｅｎｓｉｓＬ．）的内生真
菌进行了抗肿瘤活性筛选。结果显示，１６株内生真菌的乙酸乙酯提取物对人慢性髓原白血病细胞Ｋ５６２、急性早幼粒
白血病细胞ＮＢ４、人肝癌细胞ＨｅｐＧ－２抑制率大于５０％，具有细胞毒活性，其中菌株ＪＦＬ３００７ａ和ＢＷＬ６０４５的乙酸乙
酯提取物对人慢性髓原白血病细胞Ｋ５６２、急性早幼粒白血病细胞 ＮＢ４、人肝癌细胞 ＨｅｐＧ－２均有较好的抑制作用。
为进一步寻找其生物活性成分奠定了基础。
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　　海南粗榧（ＣｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓｈａｉｎａｎｅｎｓｉｓＬ．），为三尖杉科
（Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘａｃｅａｅ）三尖杉属（Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ）植物，别名红壳松、
薄叶蓖子杉，属多年生高大常绿乔木，为国家二级重点保护植

物。海南粗榧树皮中含有５种在临床上对急性非淋巴细胞白
血病、慢性粒细胞白血病等有显著疗效的酯碱：三尖杉碱

（ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｉｎｅ）、三尖杉酯碱（ｈａｒｒｉｎｇｔｏｎｉｎｅ，ＨＴ）、高三尖杉酯
碱（ｈｏｍｏｈａｒｒｉｎｇｔｏｎｉｎｅ，ＨＨＴ）、异三尖杉酯碱（ｉｓｏｈａｒｒｉｎｇｔｏｎｉ
ｎｅ）、去氧三尖杉酯碱（ｄｅｏｘｙｈａｒｒｉｎｇｔｏｎｉｎｅ）［１］。海南粗榧中这
５种生物碱的含量是三尖杉属植物中含量最高的，被认为是
非常具有潜力的天然抗癌药源［２］。

植物内生菌（ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ）是指一类在其部分或全部生活
史中存活于健康植物组织内部，而不使宿主植物表现出明显

感染症状的微生物。因其长期生活在植物体细胞间隙这样一

个特殊环境中，并与寄主协同进化，形成稳定的生态关系，可

能具备产生与宿主植物相同或相似的生物活性成分的能力。

１９９３年Ｓｔｒｉｅｒｌｅ等首次从短叶红豆杉（Ｔａｘｕｓｂｒｅｖｉｆｌｉａ）的树皮
中分离出能产生具有抗肿瘤活性紫杉醇（Ｔａｘｏｌ）的内生真菌，
这为人类解决药用植物生长缓慢，由于大量采伐引起资源紧

缺和生态破坏等问题提供了新思路［３］。

近几年来，从海南粗榧内生真菌次生代谢产物中分离到

乙酰基细胞松弛素Ｄ、细胞松弛素 Ｄ、环二肽、对羟基苯乙醇
等抗肿瘤抗菌活性产物，以及一些新的化合物，初步揭示海南

粗榧内生真菌代谢产物具有多样性［４－６］。我们从海南３处不
同地点采集的海南粗榧树皮、枝和叶样品中，分离得到 １９０
株内生真菌，利用镰刀菌筛选模型和细胞模型对这些内生真

菌的抗肿瘤和抗菌活性进行初步筛选，为进一步研究其活性

成分奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　内生真菌　１９０株海南粗榧内生真菌，由本实验室从
海南省热带植物园、海南省尖峰岭自然保护区、海南省霸王岭

自然保护区的海南粗榧树皮、树枝、树叶中分离，并保存。

１．１．２　镰刀菌模型菌株与肿瘤细胞株　镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）Ｃ－４菌株，由中国热带农业科学院热带生物技术
研究所提供；人慢性髓原白血病细胞 Ｋ５６２，急性早幼粒白血
病细胞 ＮＢ４购于中国典型培养物保藏中心，人肝癌细胞
ＨｅｐＧ－２购于中国科学院上海生命科学研究院细胞库。
１．１．３　培养基　马铃薯葡萄糖琼脂培养基 （ＰＤＡ）：２００ｇ洗
净的土豆，切成小块，加水煮至可以碾碎，分别用四层纱布，八

层纱布和十六层纱布依次过滤，加入２０ｇ葡萄糖、２０ｇ琼脂，
定容至 １０００ｍＬ，ｐＨ自然。马铃薯葡萄糖液体培养基
（ＰＤＢ）：制作步骤同ＰＤＡ培养基，不加琼脂。Ｋ５６２，ＮＢ４细胞
用ＲＰＭＩ１６４０培养基，添加１０％胎牛血清，ＨｅｐＧ－２细胞用
ＤＭＥＭ高糖培养基，添加１０％胎牛血清。
１．２　方法
１．２．１　内生真菌发酵液样品的制备　将试管斜面保存的内
生真菌经 ＰＤＡ培养基活化后，接种于 ＰＤＢ培养基中，２６℃、
１６０ｒ／ｍｉｎ培养１０ｄ。真空抽滤，取发酵液，５０００ｒ／ｍｉｎ离心
３０ｍｉｎ后取上清液，用０．２２μｍ微孔滤膜过滤除菌，－２０℃
保存备用。

１．２．２　乙酸乙酯提取物样品的制备　将试管斜面保存的内
生真菌经 ＰＤＡ培养基活化后，接种于 ＰＤＢ培养基中，２６℃、
１６０ｒ／ｍｉｎ培养１０ｄ，分离菌体，５０℃减压浓缩至２０～３０ｍＬ，
用等体积乙酸乙酯萃取３次，再减压蒸干。用含ＤＭＳＯ（１％）
的ＰＢＳ溶液溶解提取物，终浓度为２０００μｇ／ｍＬ，－２０℃ 保
存备用。

１．２．３　镰刀菌筛选模型［７］　将镰刀菌接种在 ＰＤＡ培养基
上，２８℃培养１０ｄ，用无菌水洗下孢子，摇匀过滤，用 ＰＤＢ培
养基稀释成浓度为１ｍＬ１×１０４个的孢子悬液。于９６孔板
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上每孔加入５０μＬ孢子悬液，再加入５０μＬ发酵液样品，并设
置空白对照，４个复孔；继续培养１６ｈ后，用倒置光学显微镜
进行观察，对比空白对照，根据镰刀菌孢子或菌丝生长的形态

异常现象，对样品的活性程度进行等级划分，分别表示为：生

长抑制（×），高度变形（＋＋＋），中度变形（＋＋），轻度变形
（＋），生长正常（—）。如图１所示。

１．２．４　最佳细胞铺板浓度的确定［８－１０］　取对数生长期的人
慢性髓原白血病细胞肿瘤细胞Ｋ５６２、急性早幼粒白血病细胞
ＮＢ４（直接计数），人肝癌细胞 ＨｅｐＧ－２（用０．２５％胰酶消化
后，制成细胞悬浮液计数），接种于９６孔培养板内，每孔细胞
密度从低到高依次为：１×１０４、２×１０４、４×１０４、６×１０４、
８×１０４、１×１０５个／ｍＬ，各设６个复孔，３７℃培养７２ｈ后，加
５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续反应４ｈ，再加入１００μＬ三
联液，放置过夜，使甲

!

完全溶解，在５７０ｎｍ条件下，用酶联
免疫检测仪测量其Ｄ值。选择Ｄ值与细胞浓度呈线性关系，
且Ｄ值相对较大时的细胞浓度作为最佳细胞铺板浓度。
１．２．５　肿瘤细胞筛选模型———ＭＴＴ比色法［１１］　选取对数生
长期肿瘤细胞，用相应的培养基制成细胞悬浮液，用自动细胞

计数仪计数，按各细胞的最佳铺板浓度接种 ９０μＬ于 ９６孔
细胞培养板，５％ ＣＯ２，湿度 ９０％以上，３７℃培养。２４ｈ后加
入样品１０μＬ，继续培养４８ｈ，取出置于倒置显微镜下观察细
胞形态，然后加入５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ溶液２０μＬ，３７℃ 反应４
ｈ后，再向各孔加入 １００μＬ三联液（１０％ＳＤＳ，５％异丁醇，
０１％浓盐酸），充分溶解，放置过夜。用酶联免疫检测仪测
量各孔在５７０ｎｍ的Ｄ值，按下式计算抑制率。

抑制率（ＩＲ）＝（１－待测样品Ｄ５７０值／空白对照Ｄ５７０值）×
１００％。
１．２．６　活性菌株的形态鉴定　将试管保藏的活性菌株接种
于ＰＤＡ平板上，待生长出菌丝后插片培养，将培养后带有菌
丝的插片用棉兰染液染色，在光学显微镜下观察其菌丝、孢子

的形态并拍照。根据真菌菌落形态特征和显微形态特征，参

照魏景超先生的《真菌鉴定手册》第二版，初步判定其种属。

２　结果与分析

２．１　最佳细胞铺板浓度的确定
培养７２ｈ后，用酶联免疫检测仪测定 Ｋ５６２、ＮＢ４、ＨｅｐＧ

－２细胞数量与吸光度Ｄ值的关系（图２）。选择Ｄ值与细胞
浓度呈线性关系，且 Ｄ值在０．８～１．２之间的细胞浓度作为
最佳细胞铺板浓度，由图２可知，Ｋ５６２、ＮＢ４、ＨｅｐＧ－２细胞的
最佳铺板浓度分别为４×１０４、６×１０４、６×１０４个／ｍＬ。
２．２　海南粗榧内生真菌发酵产物的抗肿瘤活性

首先利用镰刀菌筛选模型对海南粗榧内生真菌的发酵液

样品进行初筛，共获得１１３个阳性样品（活性程度至少为

“＋”）。然后对挑选出的活性较好菌株发酵液用乙酸乙酯提
取，利用ＭＴＴ比色法进一步检测阳性样品对Ｋ５６２等细胞的抑
制率。发现至少对１株肿瘤细胞抑制率大于５０％的阳性样品
有１６个（表１）。其中，对Ｋ５６２细胞抑制率在９０％以上的内生
真菌有 ９株，占内生真菌总数的 ４．７％。菌株 ＪＦＬ３００７ａ和
ＢＷＬ６０４５的乙酸乙酯提取物对３种肿瘤细胞均有抑制作用，
对Ｋ５６２、ＮＢ４和ＨｅｐＧ－２细胞的抑制率分别达到９９．１５％、８８．
４１％、６３．９２％和８８．３０％、８４．３７％、６９．３５％。因此，ＪＦＬ３００７ａ
和ＢＷＬ６０４５可以作为潜力菌株进行进一步研究。

表１　海南粗榧内生真菌的抗肿瘤活性

菌株编号
抑制率 （％）

Ｋ５６２ ＮＢ４ ＨｅｐＧ－２
ＺＷＹ１０２１ ８３．１８ ８６．５３ －
ＺＷＹ１０２２ ６２．３６ － －
ＪＦＬ２００４ ９０．３６ － －
ＪＦＬ２００６ ９１．３４ － －
ＪＦＬ２０１４ ９３．２６ ８２．００ －
ＪＦＬ３００７ａ ９９．１５ ８８．４１ ６３．９２
ＪＦＬ４００３ ７６．８８ － －
ＢＷＬ６００７ ８１．５４ ８１．３５ －
ＢＷＬ６０２６ ９６．６３ ５６．１１ －
ＢＷＬ６０４５ ８８．３０ ８４．３７ ６９．３５
ＢＷＬ６０５９ ９０．３２ － －
ＢＷＬ６０７５ ９６．１０ ８６．９１ －
ＢＷＬ６０７８ ６７．８０ － －
ＢＷＬ６０９１ ９６．５７ ８８．１９ －
ＢＷＬ６１０３ ７９．３３ － －
ＢＷＬ６１２７ ９７．７１ ８３．８８ －
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２．３　活性菌株的形态鉴定
菌株ＪＦＬ３００７ａ和菌株ＢＷＬ６０４５在ＰＤＡ平板上，２８℃培

养１０ｄ后其菌落形态见图 ３。ＪＦＬ３００７ａ菌落蔓延生长，平

坦，正面灰白色，背面黄褐色，菌丝不易挑起；ＢＷＬ６０４５菌落
蔓延生长，菌落高度约为２～３ｍｍ，正面白色，有部分区域呈
黄色，背面也为白色，菌丝呈棉絮状，易挑起。

　　由两株菌的显微照片（图４）显示，两者的菌丝与孢子形
态均相似，菌丝有隔，未发现孢子囊，分生孢子单细胞，细小，

呈椭圆形或卵形。根据《真菌鉴定手册》［１２］初步判定其为半

知菌亚门，腔孢纲，球壳孢目中的拟茎点霉属（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）。

３　讨论

稻瘟霉筛选模型是利用微管机能抑制活性原理筛选抗肿

瘤药物，因属于真核细胞，与人体细胞具有相似的生理基础，

其微管和微管蛋白结构也相似，是近年来筛选抗肿瘤活性物

质的重要模型之一［１３－１４］。鲍时翔等［７］在筛选抗镰刀菌抗生

素时发现镰刀菌ＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍＴ－６也可应用于抗肿瘤
活性物质的筛选，因此建立了镰刀菌筛选模型，将该模型与肿

瘤细胞筛选模型组合，成功筛选到了１２株具有较好抗肿瘤活
性的海洋微生物。考虑到镰刀菌筛选模型具有实验周期短、

样品处理量大、所需费用低等优点，我们利用它对分离得到的

１９０株海南粗榧内生真菌进行初筛，再用细胞模型复筛，筛选
到１６株具有抗肿瘤活性的内生真菌。其中对３株肿瘤细胞
均具有较好活性的菌株 ＪＦＬ３００７ａ和 ＢＷＬ６０４５经形态学鉴
定，均为拟茎点霉属。拟茎点霉属真菌是重要的植物病原菌，

主要对被子植物和裸子植物有害，在热带、亚热带地区种类

多［１５］。拟茎点霉属也是一种植物内生真菌，在自然界的大部

分植物体内广泛存在。劳佳萍［１６］以各种药用植物为研究对

象，分离鉴定出拟茎点霉属内生真菌，并证实无论是病原拟茎

点霉菌，还是共生拟茎点霉菌都不是寄主专化性。但目前对

于植物内生真菌拟茎点霉菌的次级代谢产物中是否含有与宿

主植物相同或相似的活性物质，未见报道；在海南粗榧内生真

菌的研究方面，未见有发现拟茎点霉属的报道。因此，对这两

株菌的分子生物学鉴定与代谢产物的抗肿瘤活性需进一步

研究。
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