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丽江塔城地区云南红豆杉内生真菌的多样性研究

郑法新 1 ,程 璐 1 ,李 侠 1 ,邵士成 2 ,刘 群 1 　
(1. 日照职业技术学院 ,山东日照 276826; 2. 中国科学院昆明植物研究所 ,云南昆明 650204)

摘要　为了探悉云南红豆杉内生真菌的多样性 ,研究了云南丽江维西地区云南红豆杉 ( Taxus yunnanensis Cheng et L. K. Fu)内生真菌的
种类组成及数量。从云南红豆杉根、茎、叶中分离获得 115种内生真菌 ,经过形态学和 ITS分析结果表明 ,这 115种内生真菌分属于 21
属 , 其中分布最广的类群是芽枝霉属 (19种 ) ,其次是黑孢属 (17种 )和拟茎点霉属 (14种 ) ,说明云南红豆杉不同部位内生真菌的数量、
分布、种群及其组成存在差异 ,具有丰富的物种多样性。经初步检测 ,其中有 4个菌种能够产生紫杉醇。
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Abstract　 In order to exp lore the endophytic fungi diversity in Taxus yunnanensis Cheng et L. K. Fu, the composition and quantity of endo2
phytic fungi was studied. 115 endophytes were isolated and obtained from yew tree, Taxus yunnanensis. According to the morphological char2
acterization and ITS gene sequences, these 115 species belonged to 21 genera. Among these, Cladosporium sp. was the most p revalent genus,
followed by N igrospora sp. and Phom opsis . The results showed that the quantity, distribution, population and its components of endophytic
fungi in different parts of Taxus yunnanensis existed differences. Among these endophytes, 4 species can p roduce taxol by the initial detection.
Key words　Taxus yunnanensis Cheng et L. K. Fu; Taxol; Endophytic fungi; Classification

基金项目　山东省中青年科学家科研奖励基金 (2007BS02010)。
作者简介　郑法新 ( 1975 - ) ,男 ,山东即墨人 ,博士 ,讲师 ,从事微生物

生物技术研究工作。
收稿日期　2009205204

　　红豆杉 ( Taxus)又名紫杉、赤柏松 ,属红豆杉科红豆杉

属 ,是世界上濒临灭绝的天然珍稀抗癌植物。它的抗癌作用

主要体现在紫杉类化合物 ,特别是紫杉醇上。自 1992年美

国食品和药物管理局 ( FDA )批准紫杉醇作为抗癌新药上市

以来 ,研究紫杉醇热已经持续了 10多年 ,科研人员试图寻找

一种合理的途径来生产紫杉醇 ,从而解决红豆杉资源缺乏的

问题。除了从化学合成的角度外 [ 1 ]
,主要是从生物工程角度

来寻找生产紫杉醇的新途径 ,如高产紫杉细胞株的建立或微

生物发酵 [ 2 - 9 ]
,而微生物发酵方法是不再依赖红豆杉而极具

工业化生产潜力的方法。特别是自 1993年 Strobel等首次从

太平洋短叶红豆杉 ( Taxus brevifolia)树皮中分离到 1株能产

生紫杉醇的内生真菌 ( Taxom yces andreanae) [8 ]以后 ,在云南

红豆杉 ( Taxus yunnanensis) [10 ]、西藏红豆杉 ( Taxus wallachi2
ana) [3 - 11 ]、中国红豆杉 ( Taxus chinesis) [ 12 ]、南方红豆杉 ( Tax2
us chinensis. var. m airei ) [ 11 ]、云南红豆杉 ( Taxus cuspida2
ta) [13 - 15 ]等红豆杉属植物以及非红豆杉属植物榛 ( Corylus

heterophylla) [ 16 ]等中已分离到产紫杉醇或其类似物的内生真

菌。因此 ,对产紫杉醇的红豆杉内生真菌从分子水平上进行

基因工程改造 ,以获得高产紫杉醇的红豆杉内生菌株 ,从而

实现紫杉醇工业的可持续发展 ,这正是人们所期待的。

云南红豆杉主要分布于我国滇西的保山市、腾冲县 ,滇

西北的香格里拉、丽江、维西一带 ,是第四纪冰川遗留下的古

老树种。云南红豆杉中含有紫杉醇 ,但含量很低 ,一般仅为

干重的 0. 005 8% ～0. 022 0%
[ 17 ] 。笔者对红豆杉内生真菌

的分离鉴定 ,对产紫杉醇的真菌进行了筛选与内生真菌多样

性的研究 ,探讨从菌物学的角度寻找产紫杉醇工程菌株的解

决方案。

1　材料与方法

1. 1　试验材料和仪器　试验材料 :于 2008年 9月选择云南

省维西塔城乡天然生长的健康红豆杉没有腐烂发霉及病斑、

病害的健康新鲜植物树皮 ,根、茎、叶备用。紫杉醇标准品购

自 Sigma公司。马铃薯蔗糖琼脂培养基 ( PDA ) :马铃薯 200

g,葡萄糖 20 g,琼脂 20 g,水 1 000 ml,自然 pH值。使用时在

每 100 m l PDA培养基中加 8 000单位青霉素以抑制细菌生

长。促孢培养基 : KH2 PO4 1 g, KNO3 1 g,MgSO4·7H2 O 0. 5 g,

KCl 0. 5 g,淀粉 0. 2 g,葡萄糖 0. 2 g,蔗糖 0. 2 g,琼脂 15 g,水

1 000 m l,自然 pH值。水琼脂培养基 :琼脂 20 g,水 1 000 m l,

自然 pH值。

试验仪器 :高效硅胶薄层板 ( Gel 60,Merck,德国 ) , C18柱

(4. 6 mm ×150 mm,W aters,德国 ) ,高效液相色谱仪 (安捷伦 ,

美国 ) , PCR扩增仪 (AB I,美国 )。

1. 2　内生真菌的分离　先用自来水将所采集的红豆杉植物

组织表面冲洗干净 ,晾干水分后分别切取根、茎、叶 ,采用下

述方法进行表面消毒 : 0. 1%升汞漂洗 (10～30 s) →无菌水冲

洗数次→75%酒精漂洗 (30～60 s) →无菌水冲洗数次。在无

菌操作条件下取根、茎和叶 ,切成 0. 2 cm ×0. 2 cm 长段

(片 ) ,种植于加青霉素的 PDA培养基中 ,在 (28 ±1) ℃条件

下置于温箱静置培养 3～7 d。同时将上述经表面灭菌的材

料不做任何处理直接种植于加青霉素的 PDA培养基中 ,在

(28 ±1) ℃条件下置于温箱培养 ,检查表面消毒是否彻底。

将种植样品的 PDA平板置于 (28 ±1) ℃温箱培养 3～15 d,

待各植物组织切面长出菌丝后挑取边缘部分移至新的 PDA

培养基上 ,经反复纯化后保存于 PDA斜面上即得植物内生

真菌。

1. 3　菌种鉴定 　采用 PDA培养基和促孢培养基进行插片

培养 ,对分离所得真菌进行菌落特征和显微形态特征观察 ,

参照文献 [ 18 - 19 ]将其分类鉴定 ,并结合 ITS4 / ITS5的 DNA

序列分析方法对分离菌种进行鉴定 [ 8 ]
,结合其产孢结构、分

生孢子梗着生情况、孢子形态与颜色等 ,鉴定到属 [ 20 ] 。采用
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PCR仪扩增 ITS基因 ,循环参数为 95. 9 ℃, 30 s→42 ℃, 60 s

→72 ℃, 60 s, 28个循环 ,反应液总体积为 20μl(含 10 ×Buff2
er 2μl,引物各 10 pmol, 4 ×dNTP各 0. 2 mmol/L, Taq DNA聚

合酶 2 U,基因组 DNA 100 ng) ,扩增产物在 1. 0%琼脂糖上

电泳。纯化扩增产物送到测序公司测序。

1. 4　未产孢菌株的促产孢培养　对不产孢子的菌株用促孢

培养基诱发孢子产生 ,仍不产孢的再转接入水琼脂培养基

(28 ±1) ℃培养 1～5周。如还不能产孢 ,再在以下 2种条件

下培养 :光照和黑暗 12～12 h循环条件下于 (28 ±1) ℃温箱

培养或密闭不透光 (如密封塑料袋等 )室温培养 1～5周。

1. 5　计算方法　物种丰富度 (R ichness)即某种源地印楝植

物某一组织所分离到的内生真菌种类。

菌株优势度 (Dom inance) : D = N i / (S - 1) ×100

其中 , N i 表示第 i个种类的菌株数量 , S表示所分离到菌株的

总数。

1. 6　紫杉醇测定 　取定量的细胞发酵液 100 ml,以 5 000

r/m in离心 15 m in,分离上清液和沉淀物。上清液中加入等体

积的乙酸丁酯 ,振荡 ,静置分层 ,收集有机相。重复 2次上述

萃取步骤 ,将 3次萃取所得的乙酸丁酯合并 ,减压蒸干 ,加入

0. 5 ml甲醇溶解 ,经 0. 2μm滤膜过滤 ,供 HPLC分析。HPLC

采用反相 C18柱 ;流动相为甲醇∶水 (65∶35) ,流速 0. 8 ml/min;

紫外检测波长 227 nm。紫杉醇标样溶于甲醇 (色谱纯 )中。

2　结果与分析

2. 1　红豆杉不同组织内生真菌种类及数量　从云南红豆杉

植株上共分离得到内生真菌 115种 ,经鉴定全部属于半知菌

亚门的 22个属即附球菌属 (2种 )、芽枝霉属 (19种 )、花核菌

属 (1种 )、暗梗单孢霉属 (1种 )、茎叶核菌属 (7种 )、镰孢霉

属 (7种 )、短梗梭孢霉属 (5种 )、叶点霉属 (1种 )、拟茎点霉

属 (14种 )、简梗孢霉属 (2种 )、束丝菌属 (4种 )、青霉属 (8

种 )、黑孢属 (17种 )、刺盘胞菌属 (3种 )、交链孢属 (5种 )、地

霉属 (1种 )、曲霉属 (2种 )、组丝核菌属 (2种 )、拟盘多毛孢

属 (12种 )、单孢白粉菌属 (1种 )、小茎点霉属 (1种 )。其中

优势属为芽枝霉属 ,其次是黑孢属和拟茎点霉属。其中 ,根

部的优势属为茎叶核菌属 ,占 18. 5%。,茎部的优势属为黑孢

属和芽枝霉属 ,韧皮部的优势属为茎叶核菌属 ,叶的优势属

为拟盘多毛孢属。对 115个菌种进行紫杉醇测定 ,有 4个菌

种含紫杉醇。

由表 1可以看出 ,优势度的差异在红豆杉各组织中内生

真菌类群中还是比较明显的 ,如芽枝霉属的优势度为

16166% ,其次是黑孢属 ,再次是拟茎点霉属 ,第四为拟盘多

表 1　红豆杉不同组织中分离到的内生真菌菌株的数量

Table 1　Stra in numbers of endophytic fung i isola ted from differen t tissues of Taxus yunnanensis

属

Genus

菌种的分离部位 Isolation parts of strains

根 Root 茎 Stem 韧皮部 Phloem 叶 Leaf

优势度∥%

Dominance

紫杉醇测定结果

Determ ination results of taxol

附球菌属 Epicoccum sp. 2 - - - 1. 75 -

芽枝霉属 Cladosporium sp. 3 8 4 4 16. 66 -

花核菌属 Anthina sp. - 1 - - 0. 88 -

暗梗单孢霉属 Dem atium Pers - 1 - - 0. 88 -

茎叶核菌属 Ectostrom a Fr 5 - 2 - 6. 14 +

镰孢霉属 Fusarium sp. 3 0 3 1 6. 14 +

短梗梭孢霉属 Fusom a - 3 2 - 4. 38 -

叶点霉属 Phyllosticta - 1 - - 0. 88 -

拟茎点霉属 Phom opsis 1 3 10 - 12. 28 -

简梗孢霉属 Chrom osporium Corda 2 - - - 1. 75 -

束丝菌属 O zonium 3 1 - - 3. 51 -

青霉属 Penicillium 1 3 2 2 7. 01 +

黑孢属 N igrospora sp. 2 11 1 3 14. 91 -

刺盘孢属 Colletotrichum - 2 1 - 2. 63 -

交链孢属 A lternaria 1 3 1 - 4. 38 -

地霉属 Geotrichum 1 - - - 0. 87 -

曲霉属 Aspergillus 2 - - - 1. 75 -

组丝核菌属 Rhizoctoaia - 2 - - 1. 75 -

拟盘多毛孢属 Pestalotiopsis 0 2 2 8 10. 52 -

白粉菌属 Erysiphe 1 0 0 0 0. 87 -

茎点霉属 Phom a - 1 - - 0. 87 +

菌株总数 Total isolates 27 42 28 18

　注 :“ + ”表示有紫杉醇吸收峰 ;“ - ”表示无紫杉醇吸收峰。

　Note: + stands for determ inated absorp tion peak of taxol; - stands for undetermineted absorp tion peak of taxol.

毛孢属 ,其余种类红豆杉内生真菌优势度差异不是很大。

2. 2　红豆杉不同组织内生真菌种类分布及优势度　通过对

红豆杉不同部位的内生真菌进行分离 ,发现分离植物组织和

部位不同 ,分离获得的内生真菌种类就不同 ,而且分离频率

不同。由图 1可知 ,内生真菌在云南红豆杉的根、茎、韧皮部

和叶中均有分布 ,但类群组成和分布数量差异较大 :从茎部

分离到的菌株数量均明显高于从根、韧皮部及叶中分离到的

菌株 ,从茎中分离的真菌数量占总数的 36. 5% ,而从根、韧皮

部与叶中分离的真菌数量占总数分别为 23. 4%、24. 3%、

1516%。

无孢类群如茎叶核菌属、束丝菌属、组丝核菌属在红豆

杉内生真菌中占的比例高低不同 ,分别为 6. 0%、3. 4%、1. 7%。
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图 1　红豆杉内生真菌在不同部位的分布

F ig. 1 　D istr ibution of endophytic fung i in d ifferent parts of Taxus

yunnanensis

3　结论与讨论

通过云南红豆杉不同组织内生真菌的分离和分类鉴定 ,

显示红豆杉内生真菌的数量和类群组成极为丰富。研究表

明 ,一些属的真菌 ,如芽枝霉属、黑孢属、拟茎点霉属在云南

红豆杉体内形成一种相对稳定的真菌菌群 ,这些真菌为云南

红豆杉的优势种属。丝状真菌的鉴定是这一研究领域的难

题。笔者采用 ITS4 / ITS5的 DNA序列分析方法 ,根据生物核

糖体基因转录间隔区的 DNA序列在种内不同个体之间具有

高度保守性而种间差异较大等原理 ,选择大小适宜的 DNA

序列片段来鉴定丝状真菌 ,具有方便、快捷、切实可行的特

点。另外 ,在植物体内微生态环境中 ,在红豆杉不同部位内

生真菌的数量也不尽相同。这些真菌存在于云南红豆杉体

内 ,能与植物相互协调生活 ,并建立一种平衡 ,形成共生关

系 :一是植物为内生真菌提供光合产物和矿物质 ;二是内生

真菌的代谢物能刺激植物的生长发育。事实证明 ,内生真菌

能够参与植物活性成分的合成 ,或者对植物次生代谢产物进

行转化 [ 21 ] 。

自 1993年 Strobel等首次从太平洋短叶红豆杉 ( Taxus

brevifolia)树皮中分离到能产生紫杉醇的内生真菌至今 ,有许

多关于产紫杉醇真菌的研究反映了产紫杉醇内生真菌的多

样性。该研究中所得紫杉醇 ,虽然经 HPLC检测 ,但仍然需

要从科学的角度进一步证明。另外 ,所获得的内生真菌产紫

杉醇的遗传性状是否稳定 ,进而紫杉醇的产量是否稳定 ,有

待进一步研究 ,从目前关于产紫杉醇红豆杉内生真菌来看 ,

内生真菌紫杉醇的产量与工业化生产还有相当大的一段距

离。如果能从产紫杉醇的红豆杉内共生菌中找到与紫杉醇

合成相关基因 ,从分子水平上研究清楚内生真菌产紫杉醇的

机理并利用现代生物技术构建基因工程菌株将是规模工业

化生产紫杉醇的一条切实可行的途径。
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