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促进黄花蒿发根青蒿素合成的内生真菌诱导子的制备
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摘 要 应用酸解法对黄花蒿（A*/%5#&#+ +$$)+ Z)）内生胶孢炭疽菌（!(,,%/(/*#0")5 1,(%(&;(*#(#B%&）菌丝体进行提取，在黄花蒿发
根培养系统中比较了各制备提取物的青蒿素诱导活性。活性提取物经过 +,-=A6,U W!"层析后，部分纯化的内生菌寡糖提取物
（NV\ !"##）可显著促进发根青蒿素的合成，培养 !G6的发根经诱导子（#]8/C^/Z）处理 86后，青蒿素产量可达 IG]"I/C^Z，比同
期对照产量提高 "I]$G_，诱导作用与诱导子浓度、作用时间相关。内生菌寡糖诱导子的制备和使用，在青蒿素生物技术生产
研究中为首次应用。
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黄花蒿（ !"#$%&’&( ())*( !"）为菊科蒿属植物，
是传统的清热、抗疟中草药。我国科学工作者在

#$%&年从黄花蒿中分离到抗疟新药———青蒿素
（’()*+,-,.,.），青蒿素原料药生产主要依靠我国从黄
花蒿中提取，其环节多，耗时费力，且产量受环境和

季节的限制。利用生物技术来生产青蒿素是目前青

蒿素研究的一个热点，可能成为大规模生产青蒿素

的重要手段［#］。/*’)0*(- 等（#$$1）［&］和秦明波等
（#$$1）［2］应用发根农杆菌 3, 质粒转化青蒿叶片获
得发根，并检测到较高含量青蒿素的存在。

在我们的实验中，通过高产发根株系的筛选和

液体培养基的初步优化，黄花蒿发根的青蒿素含量

已达 45%6+787（9/）［1］。但是对于大规模生产的发
根培养，仍然存在成本高、产量低的问题。利用生物

诱导子，尤其是真菌诱导子促进植物组织次生代谢

物合成的研究愈来愈多［:］。但相关研究主要集中在

诱导子的筛选，而关于诱导子的制备方法及其对青

蒿素生物合成的诱导活性比较则甚少。而且，由于

诱导粗提物的化学性质不确定，使得诱导物与代谢

物之间结构与功能的关系研究不透彻，目前只能用

尝试的手段筛选诱导物。当前应用较多的是真菌诱

导物，而且多为与植物寄主有相关性的病原菌。近

年来，植物内生菌在调节植物的抗病虫害及抗逆能

力中的作用日益受到关注。在与植物亲密的内共生

关系中，令人瞩目的是内生菌（*.;<=0>)*-）对次生代
谢物合成的影响［?］。我们已有的实验结果表明，在

发根离体培养中，青蒿素的合成可以被黄花蒿内生

炭疽菌诱导子所调节［1］。本研究为了提高诱导子的

诱导活性，研究通过不同制备方法所得到的内生真

菌诱导物对青蒿素生物合成的影响，进一步对诱导

子进行纯化，优化内生菌诱导子对青蒿素合成调控

的处理方法，为青蒿素生物技术生产体系的建立奠

定基础。

! 材料和方法

!"! 发根培养
以本实验室诱导的黄花蒿发根 @32 系为实验

材料，发根保存在 AB（AB C 454#+7 8!DE2 C 45: 78!
水解酪蛋白 C 2F蔗糖）液体培养基中，#&4 G #24
(8+,.摇床上液体培养，培养温度为 &: G &%H，光照
时间每天 #?0，光照度 &444IJ 左右。每 & 周继代 #
次。将摇瓶培养 #4;的发根作为诱导处理实验的接
种材料，取 &K+ 左右的发根根尖，接种在含 454#
+78! DE2、45:78!水解酪蛋白和 2F蔗糖的 AB培养

基中。培养瓶为 &:4+! 三角瓶，内盛有 :4+! 液体
培养基，每瓶接种量为 45#7鲜重的发根。#&4 G #24
(8+,.摇床上液体培养，培养温度、光照条件如上述。
!"# 内生真菌的分离与培养
!"#"! 内生真菌的分离纯化：采集夏季生长旺盛的
黄花蒿植株，截取茎杆剪切成小段，先用清水进行初

步清洗，然后用 #4F次氯酸钠浸泡 :+,.；经无菌水
漂洗后，酒精消毒 24-；最后再经无菌水漂洗干净，
备用。用灭菌手术刀片将消毒好的茎段纵剖成两

半，放到 /E（琼脂 #:7，水 #444+!）平板上，剖面向
下，于 &?H光照培养箱内培养，并逐日观察记录内
生菌生长情况。在 /E 培养基上观察到菌丝生成
后，立即从菌丝尖端进行分离，转接到新鲜 LBE（马
铃薯 &447，蔗糖 &47，琼脂 #67，水 #444+!）平板上。
&?H恒温培养，观察并记录菌落生长形态。从青蒿
素高产的黄花蒿植株中共分离得到 61株内生菌（%&
株为内生真菌），内生胶孢炭疽（+ 5 ,-.$.’/."&.&0$’）
为黄花蒿内生菌优势种，菌种由南京大学生物系邹

文欣老师鉴定［%］。

!"#"# 内生菌摇瓶培养：活化菌种：将胶孢炭疽菌
（+ 5 ,-.$.’/."&.&0$’）接种于 LBE平板上活化，&?H培
养 :;。摇床发酵：培养基为查氏培养基，装液量为
每 :44+!摇瓶装液 244+!；接种量为 :F G #4F。于
&?H、#14(8+,. 下发酵 %;。发酵液的获得：发酵 %;
后，用单层滤膜过滤，得到菌体，备用。

!"$ 内生真菌诱导子的制备、纯化及诱导处理
!"$"! 内生真菌诱导子的制备：
（#）直接酸解法：称取 :47湿菌体，匀浆后，加入

#44+!蒸馏水，用 #4F（1 81）三氟乙酸调 =@为 1，沸
水浴 #0，减压抽滤，取滤液，用蒸馏水定容至 #44+!，
用 M’N@调 =@为 :56，得到提取液 E，冷冻保存。
（&）脱脂脱蛋白酸解法：称取 #447湿菌体，?4 G

64H下烘干，研磨破碎，按 # O 2（2 81）的比例加入
64F乙醇（244+!），在室温下浸泡过夜。减压抽滤，
分别收集滤液和滤渣。滤渣按 # O 2（2 81）加入氯仿
和正丁醇的混合液（氯仿 O正丁醇 P 1 O #，1 81）。
?4H下回流 ?0，减压抽滤，收集滤液。合并乙醇和
混合液的滤液（含脂质和蛋白），标为 !L。滤渣用丙
酮和水冲洗，自然风干，干物质按 # O ?（2 81）加入
#4F三氟乙酸，沸水浴酸解 #0。水解物过滤，取滤
液，用 M’N@中和至 =@为 :56。在 1H下静置一夜，
上清液浓缩，得提取液 Q。硫酸R蒽酮法测总糖含
量，冷冻保存。

（2）有机溶剂脱脂脱蛋白法 ：称取 #447 湿菌
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体，研磨破碎后，加入 !""#$乙酸乙脂浸泡过夜，以
除去表面脂质，减压抽滤。滤渣用丙酮、水洗净晾

干。然后室温浸泡于 %""#$ "&’()*+, 溶液中，并
用磁力搅拌机搅拌 %-.，过滤，得残渣。滤液离心分
离（-"""/0#12）后，浓缩至 %3#$，456*75 方法（氯仿 8
正丁醇 9 -8!，混和振荡萃取）除蛋白质 3次以上，直
至紫外光谱检测无蛋白质（%:"2#）和核酸（%;"2#）
等杂质峰为止。浓缩至小体积，加入 < 倍 ’3(
（! 0!）的乙醇沉淀多糖，置冰箱中醇析 %-.，离心，沉
淀溶于适量水，得到提取液，测总糖含量。残渣应用

上述方法重复提取 < = 3次，去蛋白质，再次浓缩，合
并，得提取液 +，测总糖含量。合并 456*75方法得到
的蛋白质，标为 >。
（-）脱脂酸解法：称取 3"7湿菌体，在研钵中匀
浆，加入 !%"#$ 乙酸乙脂，室温搅拌 %-.。减压抽
滤，得到乙酸乙酯抽提液及残渣。抽提液 ;"?水浴
下减压蒸馏，去掉乙酸乙脂，得到油脂，加适量

"&%#@,0$ )*AB溶液，沸水浴条件下反应约 "&3.，使
其充分皂化。离心（-"""/0#12），上层即为脂质，标为
C。残渣加入 !""#$蒸馏水。干物质按 ! 8 ;（" 0!）
加入 !"(三氟乙酸，沸水浴酸解 !.。减压抽滤，取
滤液，去沉淀，得提取液 D，测总糖含量。
!"#"$ 内生真菌诱导子的部分纯化：实验采用凝胶
过滤层析法进行诱导物的纯化。45E.*F5G C%3 柱
（%&;H# I 3"H#）用蒸馏水平衡后，沿柱内壁滴加诱导
物，用蒸馏水洗脱，流速控制在 "&%3 = "&<3
#$·#12J !，部分收集器收集。硫酸蒽酮法检测糖。

绘制洗脱曲线。分别合并洗脱曲线中各峰对应的

部分。

!"% 诱导处理
对不同诱导子的作用、诱导子浓度、诱导处理时

间和发根培养时间对诱导影响进行了研究。在比较

不同诱导子的作用时，各提取物先通过滤膜（孔径为

"&%%!#）灭菌，K、L、+、D粗提物以 "&3#70#$（总糖含
量0培养基）的浓度加入到继代培养 %"F的黄花蒿发
根中，含蛋白粗提物 $>、>的浓度为 3"#70$，含脂质
粗提物 C加入量为 3#70$。对照处理加入同等体积
的重蒸水，处理 <F后测定发根的生物量和青蒿素含
量；在诱导子浓度比较实验中，不同浓度（" = "&:
#70#$）的诱导子加入继代培养 %"F 的黄花蒿发根
中；在诱导子的时间动态中，一定浓度的诱导子加入

继代培养 %"F的黄花蒿发根中后，;F内每隔 !天分
别测定发根的生物量和青蒿素含量；为测定诱导子

对不同生长阶段的黄花蒿发根的影响，诱导子在发

根培养的第 !!、!-、!M、%"、%<、%;、%’天加入，经过 -F
处理，测定发根的生物量和青蒿素含量。每处理 !"
瓶发根，培养瓶为 %3"#$三角瓶，内盛有 3"#$液体
培养基，每瓶接种量为 "&! 7 鲜重的发根。!%" =
!<"/0#12摇床上液体培养，培养温度、光照条件如本
节 !&!所述，每实验重复 <次。
!"& 青蒿素的测定
取发根，用吸水纸将发根表面的多余水分吸干，

称鲜重。然后将其置于烘箱中 3"?烘干 %-.，称量
干重。黄花蒿发根于 3"?烘干，研成细粉，称取
"&3""7，加石油醚（<" = ;"?）<"#$，在超声波浴中提
取 <"#12，过滤，水浴蒸干石油醚。残渣用 %#$乙醇
溶解，<"""7 离心 !"#12，上清液滤入 !"#$ 容量瓶
中，乙醇定容，用于青蒿素的测定。取提取液 %""!$
于 !"#$试管中加 :""!$ 乙醇、-#$ "&%( )*AB溶
液，摇匀。于 3"?水浴中反应 <"#12。流水中冷却
至室温后，取出 "&3#$ 反应液于 !&3#$ 离心管中，
加入 !""!$乙醇、-""!$ "&!;#@,0$醋酸，混匀，<"""7
离心 !"#12，上清液用于测定。按照同样方法制备
青蒿素对照品溶液，对照品浓度分别为 "、-、:、!%、
!;、%"、%-!70#$，青蒿素对照品由本实验室提取、分
离，并经波谱鉴定［:］。青蒿素测定参照 N.*@ 4 4和
N527 O P（!’:3）的 B>$+法［’］。液相色谱测定条件：
色谱柱为 BQE5/R1, LD4 +: 柱，!3" I -&;##，流动相
为甲醇0"&"!#@,0$ )*KH0BKH 缓冲液（EB 9 M&"）（-" 8
;"，! 0!），流速为 !&"#$0#12。高压液相色谱仪为
S*T5/R ;""U B>$+ 系统。紫外检测器波长设在
%;"2#。注射体积 !"!$。在上述条件下，青蒿素的
出峰时间大约在 !"&<#12。

$ 结果

$"! 内生菌细胞壁粗提物对青蒿素产量的作用
应用直接酸解法、脱脂脱蛋白酸解法、有机溶剂

脱脂脱蛋白法和脱脂酸解法对内生菌细胞壁物质进

行提取，-种制备方法所得到的提取物诱导黄花蒿
发根中青蒿素积累的作用是各不相同的（图 !）。粗
提诱导物 K、L、+和 D在 "&3#70#$处理浓度下都具
有青蒿素诱导活性。在脱脂脱蛋白酸解中，经过 %
次有机溶剂提取，除去油脂、蛋白后再酸解的糖类诱

导物 L可以最大程度地促进青蒿素的合成，青蒿素
含量达 "&M%#707 DS，较对照提高了 <:&3(。诱导
物 L对青蒿素的诱导增量（"&%%#707 DS）是粗提物
+（有机溶剂脱脂脱蛋白法提取）诱导增量（"&!"#707
DS）的 %&%倍。诱导物 L的成分与有机溶剂脱脂脱
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蛋白法得到的 !相比，不同点在于前者经过酸解。
诱导物 "诱导合成的青蒿素增值分别为诱导物 #
（直接酸解法提取）和 $（脱脂酸解法提取）的 %&’和
%&(倍。诱导物 "与脱脂酸解法得到的粗提物 $相
比，蛋白成分被去除，与直接酸解法所得到的粗提物

#相比，脂质和蛋白成分被去除，说明蛋白和脂质可
能干扰多糖提取物对青蒿素生物合成的诱导。图 %
同时显示出：蛋白和脂质粗提物 )*、蛋白 *、脂质 +
不具有诱导活性。

图 % 内生菌粗提物对黄花蒿发根中
青蒿素合成的诱导作用

,-./% 0112345 61 7-1128294 2:-3-4685 186; ;<32:-=: >=::
61 2976?@<4-3 !"##$%"%&’()*+ ,#"$"-."&’"’/$-

69 =842;-5-9-9 3694294 -9 @=-8< 86645 61 0&%$+’-’1 122*1
A@2 2:-3-4685 =4 B&(;.C;) >282 =7727 46 DBE7=<E6:7 @=-8< 8664 3F:4F825 168

G 7 482=4;294 / !69486: 8232-H27 4@2 5=;2 H6:F;2 61 >=428 69:</ I=:F25 =82

;2=95 61 48-?:-3=42 825F:45 =97 28868 J=85 5@6> 54=97=87 72H-=4-695/

!"! 诱导物的部分纯化
我们对高活性的粗提物 "进一步分离诱导子

组分，粗提物 "经过 K2?@=72L +D(层析柱分离，色谱
图明显分为 G个洗脱部分，第一部分 "!出现在外
水体积内、其余部分 ""、"#出现在内水体积内（图
D），因此，"!的分子量大于 D(BB$，""、"#的分子
量小于 D(BB $。图 G显示，不同分子量的分离组分
诱导青蒿素生物合成的活性是不相同的。与粗提物

"相比，组分 "!具有较弱的诱导子活性。组分 ""
在 B&(;.C;)的浓度下显著地促进青蒿素的生物合
成（B&’D;.C. $M），说明粗提物 "的主要有效诱导活
性成分是 ""。
!"# 诱导子浓度对黄花蒿发根生长及青蒿素合成
的影响

在诱导子浓度比较实验中，不同浓度（B N
B&’;.C;)）的 ""诱导物加入继代培养 DB7 的黄花
蒿发根中，结果表明，黄花蒿发根中青蒿素的生物

合成与诱导子的处理浓度密切相关（图 O）。对照处

图 D 内生菌胞壁酸解物 "在 K2?@=72L +D(柱
层析洗脱曲线

,-./D !@86;=46.8=; 61 38F72 2:-3-468 " 186;
!"##$%"%&’()*+ ,#"$"-."&’"’/$- J< =3-7

@<786:<5=42 -9 4@2 36:F;9 61 K2?@=72L +D(

图 G 内生菌胞壁酸解物 "各组分对
黄花蒿发根青蒿素合成的影响

,-./G 0112345 61 ?=84-=::< ?F8-1-27 36;?692945 61 38F72
" 2:-3-4685（B&(;.C;)）186; ;<32:-=: >=:: 61
2976?@<4-3 !"##$%"%&’()*+ ,#"$"-."&’"’/$- 69
=842;-5-9-9 3694294 -9 @=-8< 86645 61 0&%$+’-’1
122*1（5=;2 ?86327F82 =5 5?23-1-27 -9 ,-./ %）

理黄花蒿发根中青蒿素含量为 B&(O;.C.，在
B&O;.C;)内生菌诱导子作用下，青蒿素合成达最高
值（B&’’;.C.），青蒿素含量（P&DQ;.C)）也明显高于
对照（Q&D(;.C)）。随着诱导子浓度增加，发根干重
和青蒿素含量都下降。当诱导子浓度高于 B&R
;.C;)时黄花蒿发根开始出现褐化。另一方面，内
生菌诱导子处理下，黄花蒿发根的生物量都有不同

程度的降低，这可能是诱导子促使黄花蒿发根的初

级代谢向次生代谢方向转移而造成的结果。B&O;.C
;)内生菌诱导子被作为较适合的诱导浓度。
!"$ 诱导子作用时间对黄花蒿发根生长及青蒿素
合成的影响

在诱导子的作用时间动态研究中，B&O;.C;)内
生菌诱导子 ""加入继代培养 DB7的黄花蒿发根中
后，测定 Q7内发根的生物量和青蒿素含量变化（图
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图 ! 不同浓度诱导子 "!对黄花蒿发根
生长及青蒿素合成的影响

#$%&! ’(()*+, -( .$(()/)0+ *-0*)0+/1+$-0, -( +2) )3$*$+-/
"!-0 %/-4+2 10. -0 1/+)5$,$0$0 1**65631+$-0 $0

21$/7 /--+ *63+6/), -( !"#$%&’&( ())*(
（,15) 8/-*).6/) 1, ,8)*$($). $0 #$%& 9）

图 : 诱导子 "!作用时间对黄花蒿发根生长
及青蒿素合成的影响

#$%&: ;$5) *-6/,) -( %/-4+2 10. 1/+)5$,$0$0
1**65631+$-0 $0 !"#$%&’&( ())*( 21$/7 /--+

*63+6/), +/)1+). 4$+2 +2) )3$*$+-/ "!
;2) )3$*$+-/ 41, 1..). $0+- <=>.17>-3. 21$/7 /--+ *63+6/), +- =?!5%@5A
（)//-/ B1/, C DE，) C F）&

:）。结果表明，青蒿素积累和诱导子处理时间有一
定关系。开始阶段（第 9、<天）诱导子处理的黄花蒿
发根青蒿素含量分别为 =?G!5%@%、=?GH5%@%，与对照
无显著差异，第 !天诱导处理的发根青蒿素含量增
至最高达 =?IG5%@%，而同期的对照处理中青蒿素含
量为 =?J<5%@%。随着培养时间的延长，青蒿素含量
逐渐下降。液体培养中青蒿素产量的动态和青蒿素

含量变化相似，在诱导处理第 !天，青蒿素产量达峰
值 9=?<H5%@A。
!"# 诱导子对不同生长阶段的黄花蒿发根生长及
青蒿素合成的影响

在整个黄花蒿发根培养周期内，黄花蒿发根生

长的对数生长期为接种后第 : K 9F天。黄花蒿发根
在第 9周生长较慢，发根离体后有一定的适应期，主
要进行细胞分裂生长。随后发根进入伸长生长为

主、生物量急剧增加的对数增长期，然后发根进入分

化生长期（第 F K !周），第 !周后，发根生长缓慢、停
止、褐化，进入停滞期。处于不同生长阶段的黄花蒿

发根对内生菌诱导子的反应是有差异的。为测定诱

导子对不同生长阶段的黄花蒿发根的影响，诱导子

在发根培养的第 99、9!、9J、<=、<F、<G、<I天加入，经
过 !天诱导处理，发根的生物量和青蒿素含量测定
表明（图 G）：在不同生长阶段加入诱导子均能刺激
青蒿素的合成。处于稳定的分化生长期末期的黄花

蒿发根对诱导子 "!较敏感，在培养第 <F天后加入

图 G 诱导子 "!对不同生长阶段的黄花蒿发根
生长及青蒿素合成的影响

#$%&G ’(()*+, -( +2) 1%) -( !"#$%&’&( ())*( 21$/7 /--+, $0
/),8-0,) +- +2) )3$*$+1+$-0

;2) )3$*$+-/ "!（=?!5%@5A）41, 1..). +- 21$/7 /--+ *63+6/), 1+ .$(()/)0+

%/-4+2 ,+1%),（99+2，9!+2，9J+2，<=+2，<F/. <G+2 10. <I+2 .17 1(+)/ ,6B>

*63+6/)）L-0+/-3 /)*)$M). +2) ,15) M-365) -( 41+)/ -037& N1$/7 /--+, 4)/)

21/M),+). 1(+)/ ! .17, -( +2) +/)1+5)0+（)//-/ B1/, C DE，) C F）&

= ?!5%@5A诱导子，诱导处理 ! 天后，青蒿素含量可
达最高值 9?=I5%@%，比同期对照提高 !I?F<O。青
蒿素产量相应也达峰值 9F?:95%@A，比同期对照产量
高出 :9?GFO。在对数增长期早期或生长停滞期，
黄花蒿发根对诱导子较不敏感，青蒿素含量和产量

增幅较小。

$ 讨论
近年来，具有诱导活性的寡糖类化合物，越来越

受到人们的关注［9=］。从宿主植物和微生物两者细

胞壁界面上释放的寡糖化合物作为非质体信号，具

有激发植物发生防御反应的活性，在植物细胞培养

中可作为促进次生代谢物合成的诱导物［99，9<］。青

FFH王剑文等：促进黄花蒿发根青蒿素合成的内生真菌诱导子的制备



蒿素不仅对人类健康有重要意义，同时也是具有植

物它感（!""#"$%!&’(）和抗菌作用的植保素类化合
物［)*］，其合成可被生物诱导子调节［+，)+］。近年来，

植物内生菌在调节植物的抗逆能力中的作用日益受

到关注，令人瞩目的是内生菌可产生丰富多样的具

生物活性的次生代谢产物［),］，但内生菌是否参与宿

主植物的次生代谢调控，尚未见相关报道。我们的

实验结果表明，在发根离体培养中青蒿素的合成可

以被内生菌寡糖诱导子所调节。在植物与病原菌相

互作用的过程中，被侵染的植物细胞可产生一些水

解酶，如!-)，*-葡聚糖酶、几丁质酶等，使病原菌细
胞壁降解，生成寡聚葡萄糖和几丁寡糖等产物，激发

植物的抗性反应［).］。内生菌细胞壁寡糖是否诱发

类似的反应，值得进一步探讨。结合本实验室在黄

花蒿内生菌次生代谢物上的另一发现，黄花蒿内生

菌可以合成植物激素吲哚乙酸和抗菌化合物［/］，我

们认为黄花蒿内生菌和宿主植物较强的生态竞争能

力与青蒿素的合成有着紧密联系。

酸解法是目前制备真菌诱导子采用的常规方

法［)0］，我们的结果也证明该方法制备的真菌粗提物

具有诱导青蒿素生物合成的活性。但该方法制备的

诱导物含有多糖、糖蛋白、蛋白和脂质等多种成分，

有可能是造成刺激水平低下、实验重复性差的一个

原因。一般认为，提高植物次生代谢物的诱导子的

有效诱导成分为多糖和寡糖，糖蛋白、蛋白不具有诱

导活性［).］。兰文智等（1..1）报道：酸解法制备的小
分子多糖对紫杉醇生物合成具有较好的诱导活

性［)/］。寡聚糖可以诱导南方红豆杉（!"#$% &’()*)%(%
2!34 +"(,*(）细胞出现凋亡，次生代谢活性增强［)5］。
在青蒿素的生物技术研究中，678等（)99/）［)+］、王红
等（1...）［)9］曾应用病原真菌菌丝粗提物诱导黄花
蒿发根中青蒿素的积累。为了充分发挥诱导子的诱

导活性，我们认为选择合适的诱导子制备方法是必

要的。进一步对寡糖诱导子进行纯化和结构鉴定，

还可能人工合成寡糖诱导物，这将为利用生物反应

器进行黄花蒿发根大规模生产提供更有效的调控方

法。
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