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一 株产紫杉醇真菌发酵条件的研究 
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摘要：研究了在一株产紫杉醇真茵的发酵培养中，初始糖浓度、碳源、氮源和前体饲喂对生物量和紫 

杉醇合成的影响。结果表明，一定氮源和前体饲喂对紫杉醇产量提高有显著促进作用。在发酵过程 

中补加糖也有一定影响。 
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紫杉醇 (taxo1)是在 2O世纪 6O年代早期从太 

平洋紫杉中分离出来的一种二帖类生物碱，经对其 

化学、药理方面的研究，表明其具有广泛的抗癌活 

性，如对乳腺癌、子宫癌等都具有较好的疗效n一。 

1992年美国FDA正式批准其上市，从此，紫杉醇成 

为抗癌新药的热点。然而，紫杉醇在红豆杉中含量极 

低，且资源短缺，根本不能满足市场需求，但人们发 

现红豆杉内生真菌也能产紫杉醇 ]，这无疑为解决 

紫杉醇药源危机提供了一种新的途径。但是 ，真菌生 

产紫杉醇产量也极其有限，这就需要对培养基组成 

和培养条件进行优化。本文研究了氮源、碳源和苯丙 

氨酸对内生真菌产紫杉醇的影响，从而为真菌培养 

生产紫杉醇的产业化提供了依据。 

1 材料和方法 

1．1 菌 株 

由本实验室提供，以下简称 T 菌。 

1．2 培养基 

PDA固体培养基；PDB液体培养基。 

1．3 发酵实验 

250 mL三角瓶装入 5O mL培养基 ，灭菌，冷却 

后接人 0．5 cm 的菌丝块，于3O℃下摇床培养，58～ 

64 h不等。苯丙氨酸在培养基灭菌后冷加入。 

1．4 残糖测定 

准确取一定 量 的发酵 上清液 ，放 人 250 mL三 

角瓶 中，加入 10 mL 6 mol／L HC1和 15 mL水 ，放 

人沸水浴中30 min，用 Iz-KI测试水解终点，NaOH 

中和 ，稀释定容后 ，用 3，5一二硝基 水杨酸法测定 。 

1．5 蔗糖测定 

Roe比色法 

1．6 生物量测定 

取一定体积培养 液于 4 000 r／min，离心 2O 

min，倾去上清液，用蒸馏水洗涤 2次，收集菌体 ， 

8O℃烘至恒重 ，再称重。 

1．7 紫杉醇的提取 

C18柱 ；柱长 25 cm×0．5 cm；柱 温 为室温 ；柱 

压2 300 PSI；流速 1 mL／min；检测波长 225 nm；流 

动相为甲醇 ：水一65：35；采用 Sigma标品，浓度 

为 0．5 mg／mL，进样量为 2 L；样品进样量 5 L。 

2 结果和讨论 

2．1 T ．菌的液体发酵 

多次液体发酵表明，菌株在 PDB液体发酵中生 

长缓慢 ，一般需 64 h左右。在发酵后期发酵液呈紫 

色 ，且粘度增大 ，有色素分泌。 

采用 PDB培养基 测定 T 菌的生长情况 ，结果 

如图 1，菌体在进入 12 h后快速生长，稳定期较短 ， 

在 40 h以后进入衰退期，进而菌体开始自溶。 

2．2 碳源的影响 

以PDB作为基本培养基，分别选用葡萄糖、蔗 
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糖、麦芽糖和乳糖为碳源 ，观察其对茵体生长和紫杉 

醇产量的影响。结果表明：蔗糖和麦芽糖为碳源时含 

量相对较高，分别为 78，56 t~g／L。在以葡萄糖和蔗 

糖为碳源时，发酵物分泌色素，以麦芽糖和乳糖为碳 

源时几乎不分泌色素，但菌体密度较小。 
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图 1 菌体生长曲线 

Fig．1 Time course of biomass dry weight 

2．3 氮源的影响 

分别考查氯化铵、硝酸铵、硫酸铵和蛋白胨等氮 

源对 T。 菌产紫杉醇产量影响(见图 2)。结果表明： 

不同氮源对紫杉醇的产量影响较大。以氯化铵和硫 

酸铵为氮源时，T 生̈长较好 ，紫杉醇产量明显比以 

硝酸铵为氮源时高，而以蛋白胨为氮源时，紫杉醇产 

量急剧下降，可能是蛋白胨的某些成分抑制了紫杉 

醇的产生 。 

_翮l 『．＆ 
硝 酸铵 氯化铵 硫 酸铵 蛋 白胨 

图 2 不同氮源对紫杉醇产量的影响 

Fig．2 Effect of different nitrogen source on taxol produc— 

tion 

2．4 补加蔗糖的影响 

在 T 菌发酵培养中 ，残糖变化如图 3所示 。 

进一步研究菌体在 PDB液体发酵过程中 24 h 

时补加蔗糖量对菌体生长和紫杉醇产量的影响(见 

表 1)。结果表 明：在一定范 围内 ，随补加蔗糖量 的增 

加，可以促进菌体的新一轮生长和繁殖，且紫杉醇含 

量也增加 ，而当每升补加蔗糖量为 30 g(即蔗糖总浓 

度 37 g／L)时，菌体干重和紫杉醇产量都开始下降。 

这可能因为糖浓度提高而对应的提高了渗透压，导 

致膜蛋白部分降解，使茵体通透性增加，而使代谢物 

更多地向胞外释放 ，促进了产物的合成速率，提高 

了产量，但过高的糖浓度导致发酵液粘度增加，菌体 

呼吸困难，进而抑制了紫杉醇的生产。 
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图 3 总糖随时间的变化关系 

Fig．3 Time course of total sugar 

表 1 补加蔗糖量对菌体干重和紫杉醇产量的影响 

Tab． 1 Effect of adding sucrose content on 

biomass dry weight and taxol production 

2．5 前体饲 喂的影响 

在内生真菌的发酵过程中，前体对紫杉醇的影 

响如图 4所示。结果表明，与对照组相比较，苯丙氨 

酸的浓度对紫杉醇的产量影响显著，当苯丙氨酸浓 

度达 100 mg／L，紫杉醇量达 146．4 t~g／L。其原因可 

认为苯丙氨酸为紫杉醇合成的底物。这与在植物细 

胞培养中添加苯丙氨酸的结果一致 ]，说明可能内 

生真菌在与宿主建立联生关系过程中，由于基因转 

移而导致其与植物某些代谢途径相似。 
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图 4 不 同苯丙氨酸浓 度对紫杉 醇产量 的影 响 

Fig．4 Effect of different phenylanine content on taxol pro— 

duction 
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3 结 论 

紫杉醇是具有细胞毒作用的次生代谢产物 ， 

在正常条件下不会大量合成 ，只有在特殊环境胁迫 

条件下才会大量合成。T 菌在分泌色素以后，开始 
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Abstract：Based on the principle of the ecology，the course of the deteriorated mountains region of the 

southern calcareous stone was discussed in two aspects．First，the ecology property of the deteriorated 

mountains region is elaborated；next，the ecological mechanism of the deteriorated mountains region is dis— 

cussed．And then based on the basic ideas，the ecological principle of the resume of the deteriorated moun— 

tains region is elaborated． 
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