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内生真菌发酵生产紫杉醇的研究现状与展望 
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(黑龙江大学生命科学学院, 微生物黑龙江省高校重点实验室, 哈尔滨 150080) 

摘要: 抗癌药物紫杉醇已在临床上广泛应用, 但受原料红豆杉树木短缺的制约, 存在巨大的供需差

距, 而内生真菌发酵生产紫杉醇是解决紫杉醇药源问题的很有前景的途径之一。结合课题组多年来

开展的科学试验研究工作, 概述了内生真菌发酵生产紫杉醇的优势、产紫杉醇内生真菌的分离研究

现状和生物多样性及提高内生真菌生物合成紫杉醇量的途径。 
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紫杉醇 (taxol)是一种复杂的具有抗癌活性的三

环二萜类生物碱。最初是从太平洋短叶红豆杉(Taxus 
brevifolia)的树皮中提取出来的[1]。由于其独特的作用

机理及对各种癌症和其它疾病的特殊疗效 , 自问世
以来一直受到相关领域研究者的重视。目前, 人们主
要进行的是从红豆杉树中提取、分离和纯化紫杉醇的

研究。然而研究证实红豆杉树各个部位的紫杉醇含量

均甚微 (0.00003%~0.039%), 且红豆杉树又是生长缓
慢、散生、濒危的珍稀保护植物, 因此, 单纯依靠从
红豆杉属植物中提取来解决紫杉醇的药源问题 , 几
乎不可能, 必须另寻蹊径 [2]。在人工栽培红豆杉树远

水不解近渴; 化学全合成路线复杂, 反应条件难以控
制 , 试剂繁多, 制备成本昂贵 , 只能停留在实验室阶
段, 不能进行工业化生产; 半合成方法中的前体物质
浆果赤霉素Ⅲ(Baccatin Ⅲ)和 10-脱乙酰基浆果赤霉素
Ⅲ(10-Deacetylbaccatin Ⅲ)仍然是从红豆杉中提取的 ; 
采用植物细胞培养及植物愈伤组织诱导培养制备紫

杉醇 , 其产量低, 费用高; 能合成紫杉醇的红豆杉内
生真菌的发现, 是紫杉醇资源研究的重要进展, 开辟
微生物发酵法生产紫杉醇的新途径是时代的必然 , 
也是未来发展的大趋势。 

1  内生真菌发酵生产紫杉醇的优势 

无论是从生态还是经济、社会效益的角度来看 , 
利用植物内生真菌作为药源是一项不会枯竭的资源 , 
是解决紫杉醇药源问题的有效途径。与其它方法相比, 
内生真菌发酵生产紫杉醇具有如下优点[2]。 

(1) 生产的可重复性, 在工业上可用发酵罐大规
模进行生产 , 内生真菌生长迅速, 易于培养 , 易于缩
短生产周期 , 可望满足市场的需求 , 降低紫杉醇的 
价格;  

(2) 微生物的发酵生产不需要特别的技术, 微生
物能在简单的培养基上生长 , 应用的培养基相对比
较便宜 , 在收集紫杉醇之前 , 可以通过改善培养环
境、改进技术来提高产量;  

(3) 微生物育种和选育速度会明显高于植物细
胞株 , 比如 1943 年青霉菌生产青霉素的效价仅为
20U左右, 经过几年的常规诱变其产量就提高了几个
数量级;  

(4) 增加微生物的生产能力比较容易, 微生物易
于通过基因工程等方法筛选高产菌株 , 提高紫杉醇
的产量。而利用植物细胞培养法则很难做到这一点 , 
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选育一株高产细胞株需很长的时间;  
(5) 在药厂利用微生物规模化发酵生产的技术

比较成熟 , 其培养与发酵条件相对易于控制和掌握 , 
即微生物发酵法生产紫杉醇的转产风险明显小于细

胞培养法与化学合成法。 
微生物发酵法生产紫杉醇的优势是显而易见的。

因此, 在 Stierle 等(1993)[3]的工作一经发表, 美国细
胞克隆公司就出价 100万美元支持蒙塔那州立大学的
这项研究。在这美妙前景的鼓舞下, 国内外的学者纷
纷展开了这方面的研究 , 分离新的产紫杉醇内生真
菌和进行菌种选育。 

2  产紫杉醇的内生真菌的分离研究现状 

1993 年, 美国蒙塔那(Montana)州立大学化学家
Stierle 和植物病理学家 Strobel 在蒙塔那西北部国家
冰川公园的短叶红豆杉中分离到一株内生真菌

Taxomyces andreanae, 利用质谱、免疫化学、色谱和
放射性化学标记等方法证实此种内生真菌能产生紫

杉醇。尽管此菌产紫杉醇的量很低, 3 周培养物中紫
杉醇的含量只有 24~50ng/L, 但这一发现开创了利用
微生物生产紫杉醇的新途径[3]。此后, 国内外学者陆
续从多种红豆杉属植物中分离到可产紫杉醇的内生

真菌。1996年, Strobel等从西藏红豆杉(T. wallachiana)
的小枝中分离出可产紫杉醇的内生真菌 , 该菌被鉴
定为小孢盘多毛孢 (Pestalotiopsis microspora), 其真
菌的培养液可以产生紫杉醇的量达到 50µg/L[4]; 此后, 
又分离到尼泊尔盘端鹿角菌 (Seimatoantlerium nep-
alense), 其真菌培养液产生紫杉醇的量为 62~80  
ng/L [5]。目前 , 这方面的研究工作取得了相当进展 , 
除了短叶红豆杉、西藏红豆杉外, 云南红豆杉、南方
红豆杉、中国红豆杉、东北红豆杉等红豆杉属植物内

生真菌产紫杉醇的研究均有报道。另外, 在一些非红
豆杉属植物中也分离到了产紫杉醇的内生真菌。

Strobel 等(1997)从一种松树(Wollemia nobilis)分离到
产紫杉醇内生真菌 Pestalotiopsis guepinii[6]。Li 等
(1996)从秃柏(Taxodium distichum)的树皮、韧皮部和
木质部都分离到产紫杉醇的内生真菌 Pestalotiopsis 
microspora, 其中有些菌株能够产生紫杉醇 , 产量为
14~1487ng/L[7]。 

我国学者在分离产紫杉醇内生真菌的研究中也

取得了可喜的进展。1994年, 邱德有等从云南红豆杉
(T. yunnanensis)的树皮中分离出 80多株真菌, 其中一

株可产紫杉醇 [8]; 张理珉等(1998)从云南红豆杉树皮
分离出可产紫杉醇的内生真菌 [9]; 马天有等(1999)从
中国红豆杉(T. chinensis)树皮中分离得到一株内生真
菌, 能产紫杉醇, 产量为 14.20 μg/L[10]; 王伟等(1999)
从南方红豆杉的主干和侧枝树皮及皮下部分分离得

到 91株菌, 其中 6株能分泌紫杉烷类化合物[11]; 王建
锋等(1999)也从南方红豆杉(T. mairei)皮层中分离到
一株瘤座孢菌, 发酵产物分析表明可产紫杉醇, 产量
为 185.4 μg/L[12]。 

本课题组从 1993 年至今, 先后从东北红豆杉树
中分离出 5 株可产紫杉醇的内生真菌。其中 HQD33
与 HQD48 两菌株均属于多节孢属的树状多节孢
(Nodulisporium sylviform), 系中国的新记录种和新记
录属[13]; 菌株 HQD54 为一新种—— 红豆杉侧孢座腔

菌(Pleurocytostora taxi)[14]; 菌株 HU1353为链格孢属
的一新种—— 红豆杉链格孢(Alternaria taxi)[15]; 菌株
HD104 为葡萄孢属的一新种——红豆杉葡萄孢
(Botrytis taxi)[16]。我们以紫杉醇产生菌—— 树状多节
孢 HQD33 作为原始出发菌株 , 经多种理化因素复合
诱变与 60Co 辐照以及生物工程选育相结合的手段获
得了一株细胞工程菌株 TPF-1, 其摇瓶发酵产量提高
了 3 倍, 最高可含紫杉醇 448.52 μg/L, 这标志着向
通过微生物发酵工业化生产抗癌药物紫杉醇迈进了

一大步。该菌株已被中国专利局受理为发明专利。已

通过原生质体复合诱变得到的高产紫杉醇突变株

UV40-19 和 UL50-6(其紫杉醇产量分别为 376.38 μg/L
和 392.63 μg/L)[17]为出发菌株, 采用双亲灭活原生质
体融合技术得到了一株稳定的高产融合子 HDF-68, 
其摇瓶培养紫杉醇的产量达到了 468.62 μg/L, 是目
前报道紫杉醇产量最高的菌株(马玺等, 该论文已被 J 
Industrial Microbiology & Biotechnology录用)。 

3  紫杉醇产生菌的生物多样性 

自从 Stierle(1993)等 [3]人的工作发表后, 在世界
范围内 , 关于内生于红豆杉属植物的紫杉醇产生菌
的研究已成为热点 , 国内外的研究学者纷纷开展了
产紫杉醇内生真菌的分离研究工作。到目前为止, 人
们已发现了 20 多个属内生真菌可以产生紫杉醇, 其
寄主也不仅限于红豆杉属植物, 从秃柏、Wollemi 松
及 Torreya grandifolia 等非红豆杉属植物中也分离到
了可产紫杉醇的内生真菌 , 这充分证明了紫杉醇产
生菌具有生物多样性 , 同时也显示了紫杉醇产生菌
宿主的生物多样性(表 1)。 
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表 1  目前发现的可以产生紫杉醇的植物内生真菌  
Table 1  A list of taxol-producing endophytic fungi 

Strain Host Latin name The content of taxol in 
fermentation liquid/(μg/L) Reference 

 Taxus brevifolia Taxomyces andreanae 0.024−0.05 [3] 
Tbp-2 Taxus baccata Monochaetia sp. 0.102 [18] 
Tbp-9 Taxus baccata Fusarium lateritium 0.13 [18] 
Ja-69 Taxus cuspidata Alternaria sp. 0.157 [18] 
Ja-73 Taxus cuspidata Pestalotiopsis microspora 0.268 [18] 
Ne-32 Taxus wallachiana Pestalotiopsis microspora 50 [4] 
P-96 Taxus sumatrana Pithomyces sp. 0.095 [18] 
Tbx-2 Taxus baccata Pestalotia bicilia 1.081 [18] 
Cp-4 Taxodium distichum Pestalotiopsis microspora 0.014−1.487 [7] 
W-lf-2 Wollemia nobilis Pestalotiopsis guepinii 0.485 [6] 
YF1 Taxus yunnanensis   [8] 
QT1 2  Taxus chinesis  14.2 [10] 

 Taxus chinensis  var mairei Cephalosporium  spp. Marte
myces spp. Mycelia sterilia 

nsio-  [11] 

TF5 Taxus chinensis var mairei Tubercularia sp. 185.4 [12] 
 Taxus yunnanensis Taxomyces sp. 2.3 [19] 
HQD3 3 Taxus cuspidata Nodulisporium sylviforme 51.06−125.7 [13] 
HQD4 8 Taxus cuspidata Nodulisporium sylviforme   
TPF-1  Nodulisporium sylviforme 448.52 Zhou et al,  2001
HDF-68  Nodulisporium sylviforme 468.62 Zhou et al,  2007
HQD5 4 Taxus cuspidata Pleurocytospora taxi  [14] 
Tax-1 Taxus yunnanensis Rhizoctonia sp. 1.43 [20] 
Tax-X Taxus yunnanensis Phoma 32.93(mean value) [20] 
Tax-X Taxus yunnanensis Botrytig 4.092 (mean value) [20] 
Tax-26 Taxus yunnanensis Penicillium 8.24 [20] 
Tax-23 Taxus yunnanensis Trichoderma 19.586 [20] 
Tax-56 Taxus yunnanensis Mucor 1.08 [20] 
Tax-60 Taxus yunnanensis Chaetomium 21.1 [20] 
HD1353 Taxus cuspidata Alternaria taxi  [15] 
Y1117 Taxus chinensis var.  mairei Fusarium 2.7 Cheng, 2005#

XT5 Taxus chinensis var .  mairei Ectostroma sp.1  276.75 [21] 
XT2 Taxus chinensis var.  mairei Botryt is  sp.1  161.24 [21] 
XT17 Taxus chinensis var mairei Papulaspora sp.1  10.25 [21] 
TPF6 Taxus chinensis var .  mairei Al ternaria al ternate  84.5 [22] 
HD104 Taxus cuspidata Botrytis taxi  [16] 

# comes from Cheng L. Screening, Identif ication of endofugus from Taxus Mairei  and preliminary study on coupling cult ivation.  
Doctor thesis of Jiangnan Universtiy, 2006 

 

4  提高内生真菌生物合成紫杉醇量的途径 

微生物发酵生产紫杉醇的研究的尽管取得了很

大的进展, 但大多仍停留在实验室研究阶段, 至今市
场上的紫杉醇仍几乎全部来自于从红豆杉树中提取。

其中一个重要原因就是分离到的产紫杉醇内生真菌

发酵液中紫杉醇的产量仍然很低 ,  还难以实现工业 
化生产, 要进行工业化生产, 分离到的菌株紫杉醇的

产量至少要达到毫克级水平。因此, 提高紫杉醇产生

菌发酵液中紫杉醇产量是今后研究工作的重心。有几

个研究方向被认为是可行的。 

一是将从红豆杉树中分离到的紫杉醇生物合成

过程中的限速酶的基因转入到紫杉醇产生菌体内 ,  
提高关键酶的表达量, 进而提高紫杉醇的合成能力。

目前 , 国内外关于红豆杉细胞合成紫杉醇相关基因
的克隆已有报道[23−27]。 

二是从产紫杉醇的内生真菌细胞中分离出产紫

杉醇的关键酶基因并将其导入微生物体内 , 利用其
它真菌甚至细菌、酵母菌构建新的紫杉醇高产工程菌

株来生产紫杉醇。然而, 目前关于微生物生物合成紫
杉醇相关基因在国际上尚未见有报道。本文作者采用

RT-PCR 技术已从东北红豆杉细胞中克隆到紫杉二烯
合酶的基因片段, 片段长度为 909bp, 编码 303 个氨
基酸。这个序列与 GenBank 中收录的序列进行了同
源性比较 , 同源性达到 98%, 这个序列已经在
GenBank 上注册 (AY546093)。同时 , 通过 Southern 
blot已证实该酶也存在于微生物发酵法生产抗癌药物
紫杉醇的生物合成途径中 , 至于该酶是否也为该生
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物合成途径中的关键酶的试验研究正在进行中。另外, 
本课题组利用抑制性消减杂交(SSH)技术构建了菌株
HDF-68 在紫杉醇合成期消减非合成期的 cDNA 消减
文库, 得到了近 2000条 EST片段, 文库滴度达 8.3×
107cfu/mL。在鉴定质粒载体 pMD18-T Vector转化重
组子时, 随机挑取 32个克隆, PCR检测其中阳性克隆
25个, PCR扩增片段大小分布于 250bp～1.7kb, 主要
集中于 400bp～1kb, 阳性率为 78％。筛选出了一批
与紫杉醇生物合成相关的候选基因 EST, 经测序其中
有 2条与紫杉醇合成有直接或密切关系。对筛选到的
差异片段进行了反向斑点杂交, 杂交结果显示, 在回
收并得到二次扩增的两千多个片段中 , 有一半以上
为假阳性片段, 出现假阳性的主要原因有 3 种: 一是
回收的片段为假阳性带; 二是由于插入片段较短, 杂
交信号弱; 三是回收片段在纯化、连接、克隆和挑取
单菌落时, 发生了错误或丢失。此外, 对于这株遗传
背景不是很清楚的、难以转化的菌株, 课题组已构建
了 ATMT的高效遗传转化体系。下一步将利用 ATMT
的同源整合的特点, 对已经通过 SSH 方法获得的与
产紫杉醇相关的侯选基因进行基因打靶 , 实现基因
敲除, 进而根据转化子产紫杉醇量的变化, 包括增加, 
减少或不产紫杉醇 , 来确定该侯选基因是否为
HDF-68 紫杉醇生物合成的相关基因。本项研究为进
一步分离紫杉醇产生菌生物合成紫杉醇相关基因 , 
阐明紫杉醇产生菌产紫杉醇的生物合成途径提供了

理论依据 , 为构建高产紫杉醇的基因工程菌株奠定
了坚实的理论基础。同时, 通过与红豆杉细胞紫杉醇
合成途径的比较 , 为对内生真菌与其宿主相互关系
的研究提供新的证据与思路。 

再一个有效的方法是优化发酵培养条件 , 通过

添加碳源、氮源和前体物、特殊的诱导子、抑制剂等

物质借助代谢途径工程的研究来提高真菌紫杉醇的

合成量。这方面研究在红豆杉细胞培养生物合成紫杉

醇研究方向已有多数报道 [28−35], 而在产紫杉醇内生

真菌发酵生产紫杉醇研究方面还尚未见有相关报道。

本课题组已采用单因子试验设计方法 , 对影响紫杉

醇产生菌生物合成紫杉醇的培养温度、发酵液初始

pH、摇床转数进行了探讨, 确定了最佳发酵培养条件; 

另外 , 也通过单因子和正交试验设计研究了向发酵

培养基中添加不同终浓度的碳源、氮源及前体物、诱

导子和代谢旁路抑制剂及其协同对紫杉醇产生菌生

物合成紫杉醇的代谢调控作用 , 已获得了最佳的培

养基组成[36−38]。 

综上所述, 我们认为, 随着研究工作的不断深入, 
利用产紫杉醇内生真菌进行大规模发酵生产重要抗癌

药物紫杉醇, 具有广阔的前景 , 该法必将是未来发展
的主导方向, 将成为抗癌药物紫杉醇来源的重要途径。 
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Recent advance and prospect on taxol production by endophytic  
fungus fermentation – A Review 

Kai Zhao, Wenxiang Ping, Dongpo Zhou* 
(Laboratory of Microbiology, College of Life Science, Heilongjiang University, Harbin 150080, China) 

Abstract: Taxol has become a widely used clinical anti-cancer drug. Due to the scaricity of Taxus trees, current 
taxol output cannot meet the requirement of the market. Taxol produced by endophytic fungus fermentation has 
high prospective. We reviewed advantages of taxol production by fungus fermentation, research advances of iso-
lation, biodiversity of taxol-producing fungi and methods of improved taxol output by endophytic fungus fer-
mentation. 
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