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　　摘要：根据紫杉醇的结构特点和红豆杉中紫杉醇的合成机制，选取了几种前体物质，研究其对红豆杉内生真菌合
成紫杉醇的影响。结果表明，在发酵培养的第１０天，补加下列任一前体物质，使发酵液中初始浓度分别达到苯甲酸钠
３０．０ｍｇ／Ｌ，酪氨酸２０．０ｍｇ／Ｌ，Ｌ－苯丙氨酸３．０ｍｇ／Ｌ，乙酸钠３．０ｇ／Ｌ，均能提高紫杉醇产量。进一步采用Ｌ１６（４

５）正

交试验分析得到，４种前体物质在培养基中的最佳组合为Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ１，即Ｌ－苯丙氨酸３．０ｍｇ／Ｌ，酪氨酸４０．０ｍｇ／Ｌ，乙

酸钠３．０ｇ／Ｌ，苯甲酸钠１０．０ｍｇ／Ｌ，对应发酵液中紫杉醇含量达到９８７．３μｇ／Ｌ。
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从事食药用菌、微生物次生代谢产物研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ａｌｖｉｎ０７１６２５＠
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　　近几年来，关于红豆杉产紫杉醇的研究进展得很快，国内
外利用红豆杉内生真菌产紫杉醇的研究报道逐渐增多，目前

红豆杉内生真菌产紫杉醇的含量普遍偏低，国内外学者正在

不断探索能够提高红豆杉内生真菌紫杉醇产量的途径［１］。

前体是指加入到发酵培养基中的某些化学物质，它能被

微生物利用并直接结合到产物分子中去，而产物自身结构变

化不大，有些还具有促进产物合成的作用。前体一般分为内

源性前体和外源性前体，如短链脂肪酸等内源性前体由于是

生物体自身代谢所合成的中间体，微生物对其都有较好的耐

受性；而外源性前体由于微生物自身难以合成，其浓度较高时

对产物合成和微生物的生长都有毒害作用［２］。

目前，对植物内生真菌生产紫杉醇的代谢调控研究较少，

不过关于植物细胞生物合成紫杉醇的研究成果相对较多，对

微生物发酵生产紫杉醇的研究具有很重要的借鉴价值。

紫杉醇的三环二萜骨架来自于甲瓦龙酸途径，Ｃ１３侧链来
自于苯丙氨酸，向培养基中添加苯丙氨酸可增加紫杉醇的生

物合成量。Ｓｔｒｏｂｅｌ等通过向培养基中添加苯丙氨酸、亮氨酸
及乙酸钠来研究前体物质对紫杉醇生物合成的影响，结果表

明，苯丙氨酸、亮氨酸及乙酸钠均能促进紫杉醇的生物合成，

其中乙酸钠不但能够掺入到乙酰基中，而且能够掺入到紫杉

烷骨架及苯环中，是紫杉醇合成的有效前体［３］。李家儒等在

红豆杉悬浮培养基中分别加入不同浓度的 Ｌ－苯丙氨酸、苯
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甲酸钠、乙酸钠、甘氨酸、α－旅烯、松节油，结果表明，各前体
物对红豆杉细胞生长均无明显影响，却都不同程度地促进了

紫杉醇的合成［４］。但是，郭志刚等的研究却得出了相反的结

果，其研究发现，添加Ｌ－苯丙氨酸对紫杉醇的生物合成没有
显著促进作用，苯甲酸钠和乙酸钠抑制紫杉醇的合成，他认

为，Ｃ１３侧链合成的前体含量并不是紫杉醇生物合成的限制性
因素［５］。

本研究采用笔者所在课题组自行分离的紫杉醇高产菌株

ＭｅｔａｒｈｉｚｉｕｍａｎｉｓｏｐｌｉａｅＬＢ－１０［６］为试验对象，在对其培养基组
成和配比［７］、发酵条件［８］研究的基础上，根据紫杉醇的结构

特点和红豆杉中紫杉醇的合成机制，选取几种前体物质，研究

它们对红豆杉内生真菌合成紫杉醇的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　红豆杉内生真菌ＭｅｔａｒｈｉｚｉｕｍａｎｉｓｏｐｌｉａｅＬＢ－１０
是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：马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培
养基，马铃薯２００ｇ，葡萄糖 ２０．０ｇ，琼脂 １５．０～２０．０ｇ，水
１．０Ｌ，ｐＨ值 ６．０～８．０；种子培养基：马铃薯葡萄糖肉汤
（ＰＤＢ）培养基，马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０．０ｇ，水１．０Ｌ，ｐＨ值
６．０～８．０；发酵培养基：葡萄糖５０．０ｇ／Ｌ，ＮＨ４ＮＯ３６．０ｇ／Ｌ，无
水ＭｇＳＯ４０．３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ／Ｌ，维生素Ｂ１５０．０ｍｇ／Ｌ，ｐＨ
值７．０。
１．１．３　药品与试剂　紫杉醇标准品（≥９８％）、乙酸乙酯、甲
醇、葡萄糖、ＮＨ４ＮＯ３、ＫＨ２ＰＯ４、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、苯甲酸钠、
Ｌ－苯丙氨酸、乙酸钠、酪氨酸。
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５％的接种量接种
到装有３３０ｍＬ发酵培养基的 ５００ｍＬ三角瓶中，于 ２７℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养 １０ｄ。每次提取所用发酵液的量
为１０００ｍＬ。
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２部分，菌丝体用乙酸乙酯在
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，合并收集乙酸乙酯相，并用双层滤纸过滤，滤液在
４０℃ 条件下旋转蒸发至干，样品用甲醇溶解并且定容至
１０．０ｍＬ，检测。
１．２．３　紫杉醇的高效液相色谱检测　将紫杉醇标准品用甲
醇定容至１０．０ｍＬ，配置成浓度为０．０１～０．１６ｍｇ／ｍＬ的溶
液，绘制标准曲线。精密称取紫杉醇标准品４．０ｍｇ，用甲醇
定容至１０．０ｍＬ，从而得到浓度为０．４０ｍｇ／ｍＬ的母液，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，Ｎ表示参与标准曲线绘
制的浓度点和响应值个数），得到的回归方程为ｙ＝６．０８７８＋
３５８９．３９１３ｘ，ｒ＝０．９９９２２２。建立标准曲线（图１），采用外标
法测定内生真菌发酵产物乙酸乙酯抽提物中的紫杉醇含量。

　　色谱条件：以水－甲醇－乙腈（体积比为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×１５０．０ｍｍ）。

紫杉醇含量的计算公式：发酵液中紫杉醇的含量 ＝［甲
醇中紫杉醇的含量×溶解提取物所用甲醇的体积］÷提取时
所取发酵液的体积。

每次提取的紫杉醇均作３个平行样，分别经高效液相色
谱（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在４８００ｒ／ｍｉｎ
转速下离心２０ｍｉｎ，菌丝体用蒸馏水洗涤２次，收集菌丝体，
置于８０℃烘箱中烘干至恒质量，称质量，计算菌丝体生物量。
１．２．５　添加前体物质的研究方法
１．２．５．１　单因素试验　以Ｌ－苯丙氨酸作为前体物质：采用
蒸馏水作为助溶剂，采用“１．１．２”节中的发酵培养基和
“１２１”节中的培养方法，在ＬＢ－１０对数生长末期即发酵第
１０天，添加Ｌ－苯丙氨酸水溶液，使发酵液中其初始浓度分别
达到１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ｍｇ／Ｌ，以不添加 Ｌ－苯丙氨酸水
溶液作为空白对照，研究Ｌ－苯丙氨酸对ＬＢ－１０菌丝体生物
量和紫杉醇生物合成的单因素影响。

以苯甲酸钠作为前体物质：采用蒸馏水作为助溶剂，在

ＬＢ－１０对数生长末期即发酵第１０天，添加苯甲酸钠水溶液，
使发酵液中其初始浓度分别达到 １０．０、２０．０、３０．０、４０．０、
５０．０ｍｇ／Ｌ，以不添加苯甲酸钠水溶液作为空白对照，研究苯
甲酸钠对ＬＢ－１０菌丝体生物量和紫杉醇生物合成的单因素
影响。

以乙酸钠作为前体物质：采用蒸馏水作为助溶剂，在

ＬＢ－１０对数生长末期即发酵第１０天，添加乙酸钠水溶液，使
发酵液中其初始浓度分别达到１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ｇ／Ｌ，以
不添加乙酸钠水溶液作为空白对照，研究乙酸钠对 ＬＢ－１０
菌丝体生物量和紫杉醇生物合成的单因素影响。

以酪氨酸作为前体物质：采用甲酸作为助溶剂，在 ＬＢ－
１０对数生长末期即发酵第１０天，添加酪氨酸甲酸溶液，使发
酵液中其初始浓度分别达到 ５．０、１０．０、２０．０、４０．０、
８０．０ｍｇ／Ｌ，以不添加酪氨酸甲酸溶液作为空白对照，研究酪
氨酸对ＬＢ－１０菌丝体生物量和紫杉醇生物合成的单因素

—５３２—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１３期



影响。

１．２．５．２　正交试验及验证性试验　选取对紫杉醇积累和菌
体生长有较大影响的苯甲酸钠、酪氨酸、Ｌ－苯丙氨酸和乙酸
钠的初始浓度，各取４个水平，均在发酵第１０天加入发酵液
中，以紫杉醇产量为指标，进行 Ｌ１６（４

５）正交试验及验证性

试验。

２　结果与分析

２．１　Ｌ－苯丙氨酸对ＬＢ－１０紫杉醇产量和生物量的影响
苯丙氨酸是α－氨基酸的一种，具有生物活性的光学异

构体为Ｌ－苯丙氨酸，为白色晶体或结晶性固体，溶于水，难
溶于甲醇、乙醇和乙醚［９］。

由图２可知，在０～３．０ｍｇ／Ｌ浓度范围内，ＬＢ－１０的紫
杉醇产量随Ｌ－苯丙氨酸浓度的增加而增大，当Ｌ－苯丙氨酸
的浓度为３．０ｍｇ／Ｌ时，发酵液紫杉醇含量达到最大值，其平
均含量为９７２．１μｇ／Ｌ，当Ｌ－苯丙氨酸浓度为４．０ｍｇ／Ｌ及以
上时，紫杉醇的产量急剧下降，但是菌丝体生物量一直呈上升

趋势。表明Ｌ－苯丙氨酸对 ＬＢ－１０菌丝体生物量和紫杉醇
生物合成具有明显影响。高浓度的Ｌ－苯丙氨酸对菌丝体生
长有利，由于紫杉醇的三环二萜骨架来自甲瓦龙酸途径，Ｃ１３
侧链来自于苯丙氨酸［１０］，向培养基中添加苯丙氨酸可增加紫

杉醇的合成量，因此，添加适量的Ｌ－苯丙氨酸可以较好地促
进紫杉醇的生物合成。

２．２　苯甲酸钠对ＬＢ－１０紫杉醇产量和生物量的影响
苯甲酰化是红豆杉紫杉醇合成过程中的酰化步骤之一，

由于在Ｃ２位置上有苯甲酰基这一基团
［１１］，因此苯甲酸可能

是微生物合成紫杉醇的前体。由于苯甲酸在常温下很难溶于

水，直接使用苯甲酸进行研究比较困难，通常使用的是其钠

盐，例如苯甲酸钠，但苯甲酸仍然起主要作用。苯甲酸钠，别

称安息香酸钠，为白色颗粒或结晶性粉末，在空气中稳定，易

溶于水，且亲油性较大［９］。

由图３可知，在０～３０．０ｍｇ／Ｌ浓度范围内，苯甲酸钠对
紫杉醇合成有明显的促进作用，在添加量为３０．０ｍｇ／Ｌ时，发
酵液中紫杉醇含量达到了 ９８３．２μｇ／Ｌ，继续增加浓度至
４０．０ｍｇ／Ｌ时，紫杉醇产量开始下降，且苯甲酸钠对菌丝体生
长有明显抑制作用。表明苯甲酸钠对 ＬＢ－１０菌丝体生物量
和紫杉醇生物合成具有明显影响。高浓度的苯甲酸钠对菌丝

体生长不利，且添加适量的苯甲酸钠可以较好地促进紫杉醇

的生物合成。由于苯甲酸钠的亲油性较大，易穿透细胞膜进

入细胞体内，干扰细胞膜的通透性，导致菌丝体加速老化。

２．３　乙酸钠对ＬＢ－１０紫杉醇产量和生物量的影响
乙酸钠，俗名醋酸钠，为无色无味的结晶体，在空气中可

被风化，可燃，溶于水和乙醚，微溶于乙醇［９］。由图４可知，在
０～３．０ｇ／Ｌ浓度范围内，乙酸钠对紫杉醇合成有明显的促进
作用，在添加量为３．０ｇ／Ｌ时，发酵液中紫杉醇平均含量达到
了９６４．８μｇ／Ｌ。继续将浓度增加至４．０ｇ／Ｌ时，紫杉醇产量
开始下降，且乙酸钠在试验范围内对菌体生长有抑制作用。

表明乙酸钠对ＬＢ－１０菌丝体生物量和紫杉醇生物合成具有
明显影响。高浓度的乙酸钠对菌丝体生长不利，而添加适量

的乙酸钠可以较好地促进紫杉醇的生物合成。由于乙酸钠不

仅能掺入到苯环及紫杉烷骨架中，而且能掺入到乙酰基中，因

此是紫杉醇合成的有效前体。

２．４　酪氨酸对ＬＢ－１０紫杉醇产量和生物量的影响
酪氨酸是一种白色结晶体或结晶粉末，易溶于甲酸，难溶

于水，不溶于乙醇和乙醚［９］。由图 ５可以看出，在 ０～
２０．０ｍｇ／Ｌ浓度范围内，酪氨酸对紫杉醇合成和菌丝体生长
均有明显的促进作用，在添加量为２０．０ｍｇ／Ｌ时，发酵液中紫
杉醇含量达到了９８０．９μｇ／Ｌ，随后继续增大添加浓度，会抑
制菌体生长和紫杉醇生物合成。表明酪氨酸对 ＬＢ－１０菌丝
体生物量和紫杉醇生物合成具有明显影响。由于 Ｌ－苯丙氨
酸在生物体内可被辅酶四氢生物蝶呤可逆地转化为 Ｌ－酪氨
酸，而紫杉醇的三环二萜骨架来自甲瓦龙酸途径，Ｃ１３侧链来
自于苯丙氨酸［１０］，因此酪氨酸是能够间接提高紫杉醇产量的

前体物质。

２．５　前体交互作用
“２．１～２．４”节中分析了４种前体物质及其浓度对发酵

的单因素影响，由于各个试验批次之间往往存在较大差别，因

此需要对各因素进行综合考察，才能确定较优的前体组合。
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　　本研究选取对紫杉醇积累和菌丝体生长有一定影响的
Ｌ－苯丙氨酸、酪氨酸、苯甲酸钠和乙酸钠为前体物质，各取４

个水平，均在发酵第１０天加入发酵液中，以紫杉醇产量为指
标，进行Ｌ１６（４

５）正交试验，试验设计见表１。
表１　前体交互正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：Ｌ－苯丙氨酸
（ｍｇ／Ｌ）

Ｂ：酪氨酸
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：乙酸钠
（ｇ／Ｌ）

Ｄ：苯甲酸钠
（ｍｇ／Ｌ） Ｅ：空白

１ １．０ １０．０ １．０ １０．０
２ ２．０ ２０．０ ２．０ ２０．０
３ ３．０ ４０．０ ３．０ ３０．０
４ ４．０ ８０．０ ４．０ ４０．０

　　从表２可以看出，根据极差Ｒ值的大小得到，各因素对试
验结果影响次序为Ａ＞Ｂ＞Ｄ＞Ｃ，即 Ｌ－苯丙氨酸对 ＬＢ－１０
紫杉醇产量影响最大，其次是酪氨酸，再次是苯甲酸钠，最后

是乙酸钠。

表２　前体交互试验设计及试验数据

编号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ：空白
紫杉醇含量

（μｇ／Ｌ）
１ １ １ １ １ １ ９４６．３
２ １ ２ ２ ２ ２ ９５３．１
３ １ ３ ３ ３ ３ ９６４．７
４ １ ４ ４ ４ ４ ９４７．７
５ ２ １ ２ ３ ４ ９４７．４
６ ２ ２ １ ４ ３ ９５２．３
７ ２ ３ ４ １ ２ ９７５．２
８ ２ ４ ３ ２ １ ９６４．８
９ ３ １ ３ ４ ２ ９７９．４
１０ ３ ２ ４ ３ １ ９６８．１
１１ ３ ３ １ ２ ４ ９８９．２
１２ ３ ４ ２ １ ３ ９７９．４
１３ ４ １ ４ ２ ３ ９５３．７
１４ ４ ２ ３ １ ４ ９６５．８
１５ ４ ３ ２ ４ １ ９７６．３
１６ ４ ４ １ ３ ２ ９５１．５
Ｔ１ ３８１１．８ ３８２６．８ ３８３９．３ ３８６６．７ ３８５５．５
Ｔ２ ３８３９．７ ３８３９．３ ３８５６．２ ３８６０．８ ３８５９．２
Ｔ３ ３９１６．１ ３９０５．４ ３８７４．７ ３８３１．７ ３８５０．１
Ｔ４ ３８４７．３ ３８４３．４ ３８４４．７ ３８５５．７ ３８５０．１
ｋ１ ９５２．９５０ ９５６．７００ ９５９．８２５ ９６６．６７５ ９６３．８７５
ｋ２ ９５９．９２５ ９５９．８２５ ９６４．０５０ ９６５．２００ ９６４．８００
ｋ３ ９７９．０２５ ９７６．３５０ ９６８．６７５ ９５７．９２５ ９６２．５２５
ｋ４ ９６１．８２５ ９６０．８５０ ９６１．１７５ ９６３．９２５ ９６２．５２５
Ｒ ２６．１ １９．７ ８．６ ８．８ ２．３

　　由表３中方差分析结果可知，Ｌ－苯丙氨酸对紫杉醇产量
的影响极显著［Ｆ＞Ｆ０．０１（３，３）］，酪氨酸对紫杉醇产量的影响
极显著［Ｆ＞Ｆ０．０１（３，３）］，乙酸钠对紫杉醇产量的影响显著

［Ｆ０．０１（３，３）＞Ｆ＞Ｆ０．０５（３，３）］，苯甲酸钠对紫杉醇产量的影
响显著［Ｆ０．０１（３，３）＞Ｆ＞Ｆ０．０５（３，３）］，因此所选取４个因素
对紫杉醇产量影响均显著。

表３　前体交互试验方差分析

方差来源 ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ值 Ｆ０．０５（３，３） Ｆ０．０１（３，３）
Ａ １４７１．５８２ ３ ４９０．５２７ ９９．０７６ ９．２７７ ２９．４６０
Ｂ ９２７．４８７ ３ ３０９．１６２ ６２．４４４ ９．２７７ ２９．４６０
Ｃ １８３．９０２ ３ ６１．３０１ １２．３８１ ９．２７７ ２９．４６０
Ｄ １７６．８５２ ３ ５８．９５１ １１．９０７ ９．２７７ ２９．４６０
误差 １４．８５２ ３ ４．９５１
总变异 ２７７４．６７ １５

　　注：ＳＳ为离差平方和；ｄｆ为自由度；ＭＳ为均方。若Ｆ＜Ｆ０．０５，说明处理间差异不显著；若 Ｆ０．０１＞Ｆ≥Ｆ０．０５，说明处理间差异是显著的，并在

计算的Ｆ值右上角标“”号；若Ｆ≥Ｆ０．０１，说明处理间差异达到极显著标准，则在Ｆ值右上角标“”号。
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　　以各因素不同水平下的紫杉醇产量均值对各水平作图，
由图６可知，对于因素 Ａ、因素 Ｂ和因素 Ｃ，其均值随水平变
化先上升后下降，因素 Ｄ总体呈下降趋势，表明最佳试验组
合为Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ１，即Ｌ－苯丙氨酸３．０ｍｇ／Ｌ，酪氨酸４０．０ｍｇ／Ｌ，
乙酸钠３．０ｇ／Ｌ，苯甲酸钠１０．０ｍｇ／Ｌ。

２．６　验证性试验
采用优化后发酵液培养，在ＬＢ－１０发酵培养的第１０天，

同时添加Ｌ－苯丙氨酸３．０ｍｇ／Ｌ，酪氨酸４０．０ｍｇ／Ｌ，乙酸钠
３．０ｇ／Ｌ，苯甲酸钠１０．０ｍｇ／Ｌ，继续再培养４ｄ。以紫杉醇产
量为指标，对ＬＢ－１０菌株进行摇瓶发酵验证试验，分别提取
５次紫杉醇样品进行 ＨＰＬＣ检测。结果（表４）表明，ＬＢ－１０
紫杉醇产量的ＲＳＤ为０．１７％，说明测定方法重现性良好，发
酵液中紫杉醇含量平均值达到９８７．３μｇ／Ｌ。

表４　前体交互验证性试验结果

重复次数

（次）

紫杉醇含量

（μｇ／Ｌ）

１ ９８６．１
２ ９８８．３
３ ９８９．７
４ ９８５．５
５ ９８６．９
平均值 ９８７．３
ＲＳＤ（％） ０．１７

　　注：ＲＳＤ为相对标准偏差。

３　讨论与结论

所谓代谢调控，就是通过定向改良细胞的代谢特性，对特

定的生化反应进行修饰，从而实现合成新产物或提高目的产

物产率以及减少副产物产率的目的。在正常的生理条件下，

微生物总是通过协调系统最经济地吸收和利用营养物质，用

于合成细胞结构，进行生长和繁殖，一般不积累中间代谢产物。

代谢人工调控是指打破微生物的代谢控制体系，使代谢朝着人

们希望的方向进行。因此，在了解紫杉醇生物合成途径和催化

各步反应酶的特性后，有目的地控制培养条件，通过添加重要

前体物质、诱导子及抑制剂，对关键酶活性进行调节，抑制其他

无用的旁路途径，是完全可以提高紫杉醇产量的。

　　本研究根据红豆杉紫杉醇的合成机制和紫杉醇的结构特
点，选取Ｌ－苯丙氨酸、苯甲酸钠、乙酸钠、酪氨酸分别作为前

体物质，研究其对 ＭｅｔａｒｈｉｚｉｕｍａｎｉｓｏｐｌｉａｅＬＢ－１０合成紫杉醇
的影响。结果表明，在发酵培养的第１０天，补加任一生长调
节剂，使发酵液中初始浓度分别为苯甲酸钠３０．０ｍｇ／Ｌ，酪氨
酸２０．０ｍｇ／Ｌ，Ｌ－苯丙氨酸３．０ｍｇ／Ｌ，乙酸钠３．０ｇ／Ｌ，均能
提高紫杉醇产量。

　　进一步采用Ｌ１６（４
５）正交试验分析得到，４种前体物质在

培养基中的最佳组合为 Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ１，即 Ｌ－苯丙氨酸
３．０ｍｇ／Ｌ，酪氨酸 ４０．０ｍｇ／Ｌ，乙酸钠 ３．０ｇ／Ｌ，苯甲酸钠
１０．０ｍｇ／Ｌ，对应发酵液中紫杉醇含量达到９８７．３μｇ／Ｌ。

本研究的几种前体物质基本上都在浓度增加到一定程度

后，产生了对紫杉醇合成的不利影响，原因在于对大部分前体

而言，都能促进终产物的生成，但许多外源前体的加入又会抑

制植物细胞或菌丝体的生长，从而最终影响了次生代谢终产

物的产量，而添加外源前体的目的是要促进代谢终产物的生

成，因此，要筛选前体的最佳添加浓度，不同的前体其最佳添

加浓度是不同的，且前体浓度不同，对次生代谢物合成的影响

也不同。

紫杉醇具有细胞毒害作用［１２］，通常不会大量地合成，只

有在特殊环境胁迫条件下，初生代谢受到抑制，次生代谢产物

才会大量合成。在本试验过程中发现，添加某些前体物质，在

紫杉醇产量较高时，生物量却较低。这就造成紫杉醇生物合

成和菌丝体生长之间的矛盾，因此找到二者最佳平衡点是目

前需要解决的问题，也是实现工业化生产的必要条件。
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