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　　［摘要］　目的　从秦岭濒危药用桃儿七（Ｓｉｎｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍｈｅｘａｎｄｒｕｍ）植株内分离出产鬼臼毒素（ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏｔｏｘｉｎ）的
内生真菌，研究其发酵液的抑瘤活性。方法　采用组织分离法分离、纯化桃儿七植株根、茎部位的内生真菌，逐一鉴定其代谢
产物，筛选出能够产鬼臼毒素的内生真菌。采用动物体内抑瘤实验研究内生真菌发酵液对小鼠Ｓ１８０肉瘤的抑制作用，并对荷

瘤小鼠眼眶取血进行白细胞及淋巴细胞计数。结果　分离出一株产鬼臼毒素的内生真菌Ｔ８，鉴定为Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．。
Ｔ８发酵液实验动物组的肿瘤质量低于模型组，大于环磷酰胺组（Ｐ＜０．０５），且其抑制率低于环磷酰胺（Ｐ＜０．０５）。Ｔ８发酵液能

够促进白细胞和淋巴细胞的增殖。结论　Ｔ８发酵液具有一定的抑制肿瘤生长的作用，经减毒处理后可以作为肿瘤治疗的辅
助药物。

　　［关键词］　桃儿七；鬼臼毒素；内生真菌；Ｓ１８０肉瘤
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　　桃儿七（Ｓｉｎｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍｈｅｘａｎｄｒｕｍ）是多年
生草本植物，属小檗科，具有抗癌作用，分布于我国
甘肃、陕西、云南、四川等省，已被列入《中国珍稀濒
危植物名录》［１］。桃儿七植物体内含有抗癌有效成
分鬼臼毒素（ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏｔｏｘｉｎ）和脱氧鬼臼毒素（ｄｅ
ｏｘｙｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏｔｏｘｉｎ），具有重要的药用价值和开发
利用前景，已引起植物化学和药物化学家们的关注。
特别是近年来，抗癌药 ＶＰ１６广泛用于临床并获得
较好的评价后，对这类植物的研究更加重视［２］。但
桃儿七种群数量少，分布区域有限，生长缓慢，且天
然植物体内抗癌有效成分含量较低，加之近年来鬼
臼毒素的市场需求量急剧增大，野生的植物资源又
不断遭到人为破坏，因此目前仅从天然植物中提取
有效成分远远满足不了市场需求［３］。

　　１９９３年，美国蒙大拿州立大学研究人员从短叶
红豆杉的韧皮部分离到一株产新型抗癌物质紫杉醇

的内生真菌Ｔａｘｏｍｙｃｅｓａｎｄｒｅａｎａｅ［４］，引起人们对内
生真菌产生抗肿瘤活性物质的兴趣［５６］。近年来，从
香榧、八角莲、山荷叶、喜树、人参等传统药用植物中
都已经分离出了具有产生抗肿瘤活性物质能力的内

生真菌菌株［７１３］。

　　多年来云南大学张玲琪等［３，１４１５］以滇桃儿七内

生真菌为对象，研究了其内生真菌作为生物活性物
质资源开发利用的价值。有关秦岭濒危植物桃儿七
内生真菌的研究报道甚少，仅西北大学黄建新实验
室［１６］报道过秦岭桃儿七产鬼臼毒素内生真菌发酵条

件的探索。本实验分离了一株产鬼臼毒素的桃儿七
内生真菌，参照文献［１６］报道的发酵条件进行菌种
培养，并通过小鼠体内抑瘤实验研究了内生真菌发
酵液抑制小鼠Ｓ１８０肉瘤的活性。

１　材料和方法

１．１　材料　桃儿七完整植株采自秦岭太白山自然

保护区（海拔约２１００ｍ）。分离培养基为马铃薯葡

萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基和马丁（Ｍａｒｔｉｎ）琼脂培养

基，发酵培养基为半合成液体培养基［１６］（可溶性淀粉

２％，蔗 糖 ２％，蛋 白 胨 ０．１％，酵 母 膏 ０．１％，

Ｋ２ＨＰＯ４０．１％，ＮａＣｌ０．１％，ｐＨ６．５），菌种保藏采

用ＰＤＡ斜面培养基。鬼臼毒素标准品购自陕西省

药品检验所。

１．２　桃儿七内生真菌的分离和纯化　桃儿七样品

采集后立即处理。洗净后，将根、茎切成小段，叶切

成小片，按常规方法消毒［１７］。将消毒过的根、茎在无

菌条件下分别切割成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的

小块，叶切割成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的小片，接种于马

丁培养基平板上，置于２５℃温箱培养３～７ｄ后，即

可见样品切割过的边缘长出菌丝，经平板划线法和

平板稀释法反复分离、纯化，培养观察菌落的形态，

并对菌落的生长情况及特征作相应的记录，然后对

菌株进行编号、保存。

　　为检查表面消毒是否彻底，进行对照实验。将

上述同样消毒处理过的根、茎切段和叶切片不作切

割直接接种于马丁培养基平板上，置于相同条件下

培养。对照用的根、茎切段和叶切片周围无任何菌

长出，证明得到的真菌是植物组织内的，而不是表面

的附生菌。

１．３　产鬼臼毒素内生真菌的筛选　将分离纯化得

到的桃儿七内生真菌进行液体发酵培养，培养条件

为２７℃，１００转／ｍｉｎ，７ｄ后分别收集培养液和菌丝

浸提液，对其直接进行薄层色谱（ＴＬＣ）分析。具体

流程如下：发酵液过滤后，取滤液进行减压浓缩，追

加等体积氯仿后摇匀，静置过夜，取氯仿层减压浓

缩，备用。在萃取后的上层溶液中加入等体积正丁

醇，摇匀后静置过夜，将正丁醇层进行减压浓缩，与

氯仿层同时进行ＴＬＣ分析。

　　发酵液过滤后得到一定数量的菌丝，将其置于

－７０℃冷冻１０ｍｉｎ后研磨破碎，然后置于８０％乙醇

中回流２ｈ，反复操作３次，将过滤所得滤液进行减

压浓缩，加入等体积氯仿后摇匀，静置过夜。取氯仿

层减压浓缩，备用。余下的上层溶液中加入等体积

正丁醇，摇匀后静置过夜。将正丁醇层进行减压浓

缩，与氯仿层同时进行ＴＬＣ分析。

　　用硅胶Ｇ（青岛海洋化工厂生产，化学纯）自制

硅胶薄板（添加３％的ＣＭＣＮａ）。选用３种展开剂：

（１）氯仿甲醇（９１，Ｖ／Ｖ）；（２）氯仿甲醇（８５

１５，Ｖ／Ｖ）；（３）氯仿乙酸乙酯（８２，Ｖ／Ｖ）。显色

剂为浓硫酸乙醇（１１，Ｖ／Ｖ），显色条件１２０℃，５

ｍｉｎ［１８］。

１．４　采用 ＨＰＬＣ 法分析内生真菌发酵液的成

分　通过ＴＬＣ分析筛选出产鬼臼毒素内生真菌，将

发酵产物按照１．３项下条件处理后，合并萃取相并

挥发除去有机溶剂，灭活后以微孔滤膜（０．４５μｍ）过

滤，取滤液进行ＨＰＬＣ检测。色谱柱：ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＣ１８
（１００ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相：甲醇水（５０

５０），检测波长：２２２ｎｍ，流速：０．７ｍｌ／ｍｉｎ，柱温：

２０℃，进样量：５０μｌ。所用高效液相色谱仪为西北

大学现代分离研究所组装。

１．５　内生真菌代谢产物对小鼠Ｓ１８０肉瘤的抑制作用
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１．５．１　实验分组　昆明种ＩＣＲ小鼠（购自西安交通

大学医学院实验动物中心；生产许可证号：陕医动

字第０８００４号，二级合格动物）８０只，雌性，体质量

（２０±２）ｇ，适应性饲养１周后，将腹腔传代的Ｓ１８０
肉瘤悬液（２×１０６／ｍｌ）注射于小鼠的右前肢腋下，皮

下接种０．２ｍｌ。接种后称质量，将小鼠随机分为４
组，每组２０只。设Ⅰ组：生理盐水组；Ⅱ组：环磷

酰胺（ＣＴＸ，注射用，购自西安交通大学第一附属医

院门诊部，山西普德药业股份有限公司生产，批号：

２００７０１０２）组；Ⅲ组：Ｔ８发酵液组；Ⅳ组：ＣＴＸ＋

Ｔ８发酵液组。

１．５．２　给药方法　小鼠接种Ｓ１８０瘤细胞２４ｈ后，

Ⅰ组以０．５ｍｌ生理盐水每日灌胃１次；Ⅱ组注射

ＣＴＸ（以生理盐水配制为１ｍｇ／ｍｌ）０．５ｍｌ，每日一

次；Ⅲ组以Ｔ８发酵液（样品同１．４项）０．５ｍｌ，每日

灌胃１次；Ⅳ组以０．３ｍｌＣＴＸ与０．２ｍｌＴ８发酵液

（样品同１．４项）混合，每日灌胃１次。注射１２ｄ后，

称体质量，选用颈椎脱臼法处死小鼠，完整取出皮下

瘤块，洗净后称质量，观察瘤块的发育情况，并计算

各组药物对于Ｓ１８０肿瘤的抑制率［１９］。

　　抑制率（％）＝（空白对照组小鼠平均瘤块质

量－实验组小鼠平均瘤块质量）／空白对照组小鼠平

均瘤块质量×１００％。

１．６　小鼠白细胞及淋巴细胞计数　小鼠荷瘤操作

及给药方式同１．５项，取荷瘤对照组、阳性药对照组

及给药组小鼠进行白细胞及淋巴细胞计数。于末次

给药后２４ｈ，摘除眼球取血进行血常规检验，检验血

液中淋巴细胞数量、白细胞数量及白细胞中淋巴细

胞的百分率。

１．７　统计学处理　所有实验均重复３次，取其平均

值，采用ＳＰＳＳ１２．０软件对实验数据进行统计学分

析，数据以珚ｘ±ｓ表示，用ｔ检验比较各组间差异，检

验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　桃儿七内生真菌的分离和筛选　从桃儿七根、

茎、叶中共分离得到真菌２１株。先用ＰＤＡ液体培

养基分别进行培养，再将培养液、菌丝体分别用氯

仿、正丁醇提取、浓缩后进行ＴＬＣ分析，发现有３种

真菌的菌丝提取物在与鬼臼毒素标准品迁移率相同

的位置上有斑点，氯仿甲醇（８５１５，Ｖ／Ｖ）为最佳

展开剂，并且３种真菌中的１种（Ｔ８）其培养液提取

物显色后表现出与鬼臼毒素标准品相同的Ｒｆ值，证

明该菌种不仅能够产鬼臼毒素类代谢产物，且在胞

内外均有产生。

２．２　桃儿七内生真菌Ｔ８的鉴定　Ｔ８菌落近圆形，

白色（图１），背面为暗粉色，气生菌丝稀疏，菌落湿

润，菌丝有隔，分枝，分生孢子梗短，从气生菌丝上生

出，基部膨大，孢子近圆形，单细胞，无色，分生孢子

从顶端溢出后聚集在小梗顶端的周围，推测有黏液

成分分泌，将孢子黏成假头状。培养后期，培养基颜

色加深，有红色分泌物产生。初步鉴定该菌为半知

菌亚门，丝孢纲，丝孢目，头孢霉属Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｕｍ

ｓｐ．真菌。

图１　内生真菌Ｔ８的形态特征

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｕｓＴ８ｃｏｌｏｎｙ

２．３　桃儿七内生真菌Ｔ８发酵液的成分分析　按照

１．４项中ＨＰＬＣ检测条件，分别对鬼臼毒素标准品和

Ｔ８发酵液样品进行分析。图２显示出鬼臼毒素标准
品在１０．２６５ｍｉｎ有最大吸收峰，经过预处理的Ｔ８发
酵液样品中组分最大吸收峰在１０．１９８ｍｉｎ处。

图２　鬼臼毒素标准品（Ａ）和Ｔ８发酵液（Ｂ）的ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓａｍｐｌｅ（Ａ）ａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆＴ８（Ｂ）
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　　由图２可以看出，经过预处理的Ｔ８发酵液样品

中最大吸收峰的保留时间和鬼臼毒素标准品基本相

同，表明桃儿七内生真菌Ｔ８能够产生和其宿主相同

的生理活性成分鬼臼毒素。

２．４　内生真菌Ｔ８发酵液对小鼠Ｓ１８０肉瘤的抑制作

用　生理盐水组瘤块体积较大，与健康组织间界限不

清，质地较软，难以完全剥离；各给药组瘤体较小，界

限相对清晰，质地较硬，容易与健康组织分离。

　　给药前各组小鼠体质量差异无统计学意义，说明

随机分组合理，动物给药前的体质量不影响结果。用

药组抑瘤率均大于１０％，且以 ＣＴＸ（Ⅱ组）为最高

（４３．８％），Ｔ８发酵液（Ⅲ组）次之，可以认为二者均有

较强的抑瘤作用。但通过荷瘤前后小鼠体质量对比，

Ｔ８发酵液对小鼠体质量增长无明显抑制作用，而

ＣＴＸ对小鼠体质量增长有较强的抑制作用。用药组

小鼠给药后体质量均比生理盐水组（Ⅰ组）低，除Ｔ８发

酵液组外，其他两组与生理盐水对照组相比差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），说明Ｔ８发酵液能抑

制Ｓ１８０肿瘤，提高荷瘤小鼠的生存质量。实验设计

中加入了ＣＴＸ与Ｔ８发酵液混合组作为对照，即采用

０．３ｍｌＣＴＸ与０．２ｍｌＴ８发酵液（样品同１．４项）混

合，每日灌胃１次，结果表明，其混合疗效不仅低于单

个供试药物，且抑瘤作用相对较弱（表１）。

表１　Ｔ８发酵液对小鼠Ｓ１８０肉瘤的抑制作用

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆＴ８ａｇａｉｎｓｔＳ１８０ｓａｒｃｏｍａｉｎｍｉｃｅ
（ｎ＝２０）

Ｇｒｏｕｐ
Ａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔ

Ｔｕｍｏｒｍａｓｓｍ／ｇ Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ（％）
Ｍｏｕｓｅｍａｓｓｍ／ｇ

ＢｅｆｏｒｅＳ１８０ｃｅｌｌｂｅａｒｉｎｇ ＡｆｔｅｒＳ１８０ｃｅｌｌｂｅａｒｉｎｇ

Ⅰ １．３０±０．４１△ － ２４．９１±０．７２ ２７．６５±１．８２▲

Ⅱ ０．７３±０．１６△ ４３．８ ２５．１６±１．２９ ２３．７４±２．５８△▲

Ⅲ ０．８２±０．２５ ３６．９ ２４．６０±１．１３ ２５．５７±０．４９

Ⅳ １．１４±０．３９△ １２．３ ２５．３２±０．８７ ２４．３１±１．０６▲

　Ⅰ：Ｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ；Ⅱ：Ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ（ＣＴＸ）ｇｒｏｕｐ；Ⅲ：Ｔ８ｇｒｏｕｐ；Ⅳ：ＣＴＸ＋Ｔ８ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐⅠ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐ

Ⅲ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓｂｅｆｏｒｅＳ１８０ｃｅｌｌｂｅａｒｉｎｇｏｆｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ

２．５　白细胞及淋巴细胞计数　由表２可以得出，给

药组小鼠血液中白细胞和淋巴细胞数量都有一定程

度的增加，且与生理盐水组（Ⅰ组）相比差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），其中尤以ＣＴＸ组（Ⅱ组）、

Ｔ８发酵液组（Ⅲ组）效果最为明显，说明二者对促进免

疫细胞增殖方面均有较强作用。ＣＴＸ＋Ｔ８发酵液组

（Ⅳ组）也有促增殖效果，但是作用劣于另２个给

药组。

表２　白细胞及淋巴细胞计数结果

Ｔａｂ２　Ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌａｎｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｃｏｕｎｔ
（ｎ＝２０，珔ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ
（×１０９／Ｌ）

Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
（×１０９／Ｌ）

Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ／
ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ

Ⅰ １．２±０．１５△ ０．３±０．１１△ ０．２５０±０．００２△

Ⅱ ４．１±０．２０ ２．５±０．１２ ０．６１０±０．００６△

Ⅲ ３．４±０．１３ １．４±０．１７ ０．４１２±０．００７

Ⅳ ２．８±０．２２△ ０．９±０．０３△ ０．３３４±０．０１２△

　Ⅰ：Ｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ；Ⅱ：Ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ（ＣＴＸ）ｇｒｏｕｐ；Ⅲ：Ｔ８ｇｒｏｕｐ；

Ⅳ：ＣＴＸ＋Ｔ８ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐⅠ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ

ｇｒｏｕｐⅢ

３　讨　论

　　鬼臼毒素存在于小檗科的许多种植物中，是一种

天然的抗肿瘤物质，是典型的细胞凋亡诱导剂［２０］。本

实验从濒危植物桃儿七完整植株中分离获得了２１株

内生真菌，经鉴定分别属于Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ、

Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｕｍ、Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ和Ｆｕｓａｒｉｕｍ。桃儿七

药用部位主要为根和茎，而本研究筛选出的优势真菌

Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．分离自桃儿七根部，提示内生真

菌产生活性物质的能力与其在宿主体内的生长环境

密切相关，这一结果与文献报道［３］相近。本实验采用

ＨＰＬＣ法证实桃儿七内生真菌能够产生与宿主相同

的活性成分鬼臼毒素，且该菌生长速率快，代谢产物

产量比较高，综合本研究的检测结果，内生真菌Ｔ８发

酵液组小鼠瘤质量虽然大于ＣＴＸ组，但是明显小于

其他组，对荷瘤小鼠的生存数和体质量没有显著的影

响，说明稍经处理后的发酵液具有比较理想的抑瘤及

促进机体免疫细胞增殖的作用，进一步证实Ｔ８发酵
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液的抗肿瘤机制可能与提高机体细胞免疫有关，其量

效关系尚有待于深入研究。生物勘探是近年来集中

研究的热点，旨在全球生物圈内寻找能够替代现有不

可再生资源的新产物或者个体［２１］。今后，有望依靠内

生真菌的工业发酵来生产目标代谢物鬼臼毒素，解决

桃儿七植物保护与植物资源开发之间的矛盾。

　　志谢　本研究内生真菌筛选部分是在西北大学

生命科学学院完成，感谢西安市植物园邱小冬研究

员、西北大学种植园盖廷武副教授在植株采集方面给

予的支持与帮助。感谢北京师范大学生命科学学院

赵长崎教授对本研究实验方面的指导，同时感谢西北

大学现代分离所李建军博士在高效液相色谱分析方

面给予的建议和帮助。
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