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摘  要：【背景】曼地亚红豆杉内生菌种类丰富，能产生多种抗肿瘤活性成分；经过中药发酵炮

制，部分有效成分的含量得以提高。【目的】选用曼地亚红豆杉产紫杉烷的内生菌作为发酵菌种，

优化曼地亚红豆杉固体发酵的优势菌株及发酵时间，创新红豆杉炮制方法。【方法】采用平板划

线法对曼地亚红豆杉内生菌进行分离纯化，通过 HPLC 及 UPLC-MS 测定紫杉烷类化合物，以筛

选高产紫杉烷成分的内生菌。筛选出的菌株用于发酵炮制曼地亚红豆杉，采用 HPLC 法测定 7 种

成分含量，结合权重计算得分，优选曼地亚红豆杉固体发酵炮制的优势菌株及时间，并通过 16S 
rRNA 基因及全基因组测序对优势菌株进行分类鉴定。【结果】从曼地亚红豆杉中分离出 30 株真

菌、35 株细菌，筛选出 7 株内生菌产紫杉烷；其中 6 株产巴卡亭Ⅲ、4 株产三尖杉宁碱、2 株产紫

杉醇，6 株产巴卡亭Ⅲ的内生菌产量分别为 LY2 (2.99 mg/L)、LY9 (4.90 mg/L)、LP22 (0.34 mg/L)、
PJ20 (1.43 mg/L)、PJ25 (0.18 mg/L)、PJ30 (0.36 mg/L)，4 株产三尖杉宁碱的内生菌产量分别为：

LY2 (4.92 mg/L)、LY9 (1.31 mg/L)、PP4 (0.66 mg/L)、PJ25 (1.31 mg/L)，2 株产紫杉醇的内生菌产

量分别为：PP4 (0.70 mg/L)、PJ25 (0.34 mg/L)。HPLC 含量测定及权重计算得分显示，菌株 LP22
为曼地亚红豆杉固体发酵炮制的优势菌株，最佳发酵时间为 48 h，优势菌株 LP22 经 16S rRNA 基

因及全基因组学测序鉴定为解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)，基因组测序数据提交至
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NCBI 数据库获得登录号为 PRJNA1039587。【结论】曼地亚红豆杉部分内生菌能够产紫杉烷，将

菌株 LP22 加入药粉固体发酵 48 h，有利于提高曼地亚红豆杉中的紫杉烷及黄酮含量，为后续曼地

亚红豆杉发酵炮制研究奠定了基础。 
关键词：曼地亚红豆杉；内生菌；紫杉醇；发酵  
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Abstract: [Background] Taxus media are abundant in endophytic bacteria and fungi, which can 
produce a range of anti-tumor active compounds. Fermentation and processing can increase the 
concentrations of active components in Chinese herbal medicines. [Objective] To select the 
optimal strain from the taxane-producing endophytic strains of T. media for solid fermentation 
and optimize the fermentation duration, so as to innovate the solid fermentation method of T. 
media. [Methods] The plate streaking method was used to isolate the endophytic strains of T. 
media. HPLC and UPLC-MS were employed to measure taxanes, and the strains with high 
yields of taxanes were selected. The selected strains were used for solid fermentation of T. 
media, and the concentrations of seven components were determined by HPLC. Weighted 
scores were computed to determine the optimal strain for fermentation, and the optimal duration 
of the solid fermentation process was determined. The optimal strain was identified by 16S 
rRNA gene and whole-genome sequencing. [Results] A total of 30 fungal strains and 35 bacterial 
strains were isolated from T. media, and 7 strains had the ability to produce taxanes. Among them, 
6, 4, and 2 strains produced baccatin III, cephalomannine, and taxol, respectively. The 6 strains 
producing baccatin III were LY2 (2.99 mg/L), LY9 (4.90 mg/L), LP22 (0.34 mg/L), PJ20 (1.43 mg/L), 
PJ25 (0.18 mg/L), and PJ30 (0.36 mg/L). The 4 strains yielding cephalomannine were LY2 
(4.92 mg/L), LY9 (1.31 mg/L), PP4 (0.66 mg/L), and PJ25 (1.31 mg/L). The 2 strains capable of 
producing taxol were PP4 (0.70 mg/L) and PJ25 (0.34 mg/L). The HPLC results and weighted 
scores confirmed that LP22 was the predominant strain for solid fermentation and 48 h was the 
optimum fermentation period. The strain LP22 was identified as Bacillus amyloliquefaciens by 
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16S rRNA gene and whole genome sequencing. The full-length genome sequencing data was 
submitted to NCBI and received the accession number PRJNA1039587. [Conclusion] Certain 
endophytic strains of T. media have the ability to produce taxanes. The solid fermentation with 
strain LP22 for 48 h increased the content of taxanes and flavonoids in T. media. The findings 
provide a basis for further research on the fermentation and processing of T. media. 
Keywords: Taxus media; endophytic fungi and bacteria; taxol; fermentation 

曼地亚红豆杉(Taxus media)为红豆杉属灌

木，物质丰富，含多种萜类、黄酮、酚酸、木脂

素、挥发油等成分，具有抗肿瘤、解热镇痛、调

节免疫、抗炎等作用[1-2]。发挥抗肿瘤作用的主

要成分是其所含的四环二萜化合物紫杉醇，对于

卵巢癌、子宫癌、乳腺癌[3]等多种癌症具有极佳

的治疗效果。紫杉醇在曼地亚红豆杉中的含量极

低，目前的来源主要为从植物中直接提取[1]。此

外，紫杉醇也可通过微生物转化、细胞培养、化

学合成、植物细胞离体培养、基因工程[4]等手段

获得。微生物转化法因不受环境季节等限制且容

易工业化生产而被各国学者青睐。 
微生物转化的研究主要包括两大类：一是从

植物中筛选可产紫杉烷化合物的内生菌；二是对

菌种的液体发酵条件进行优化进而提高紫杉烷

的产量。目前，国内外学者已从 9 种红豆杉中筛

选出 40 多个属的菌可产紫杉醇[5-7]。例如，赵赟

鑫 [8]从野生红豆杉中筛选出一株绿僵菌可以产

紫杉醇，并对其液体发酵条件进行优化，紫杉醇

产量最终达到 987.3 μg/L。除紫杉醇外，各学者

也从红豆杉中筛选了产 10-脱乙酰基巴卡亭Ⅲ 
(10-deacetylbaccatin III, 10-DAB)、巴卡亭Ⅲ和三

尖杉宁碱的菌株[9-14]。此外，也有学者通过对现

有菌株进行遗传改造来提高产量[15]。然而，发

酵时间长、环境要求无菌、产量低仍是目前紫杉

醇商业化生产面临的最大问题[16]。因此，新的

高产紫杉烷菌株的筛选对于缓解红豆杉资源短

缺和促进紫杉醇商业化生产具有重要意义。 
研究表明，中药经过发酵炮制后可以提高有

效成分的含量。灵芝菌发酵灵芝后灵芝多糖含量

升高[17]，蛹虫草 B1528 发酵天麻后天麻素含量

增加[18]，Fusarium tricinctum 发酵重楼后重楼皂

苷 含 量 升 高 [19] ， Bacillus cereus 、 Bacillus 
megaterium、Burton Pichia pastoris及Kluyveromyces
这 4 种菌混合发酵百药煎后没食子酸的含量增

加[20]。因此，本实验从曼地亚红豆杉中分离筛

选产紫杉烷的内生菌，采用筛选的菌株对曼地亚

红豆杉进行发酵炮制处理，使用高效液相色谱仪

测定其中 7 种成分的含量，利用 CRITIC 结合层

次分析法计算不同样品得分，优选曼地亚红豆杉

固体发酵炮制的优势菌株及时间，创新红豆杉炮

制方法，为高效节约使用红豆杉资源及开发新型

红豆杉饮片提供参考。 

1  材料与方法 
1.1.  样品 

曼地亚红豆杉枝条采自平顶山市致远生物

科技有限公司种植基地；红豆杉固体发酵原材料

为基地 6−10 年生曼地亚红豆杉的枝叶；面粉，

河北金沙河面业集团有限责任公司；麦麸，实验

室留存。 

1.2  主要试剂和仪器 
紫 杉 醇 (taxol) 、 10- 脱 乙 酰 基 巴 卡 亭 Ⅲ 

(10-deacetylbaccatin III, 10-DAB) 、巴卡亭 Ⅲ 
(baccatin III, DAB) 、 三 尖 杉 宁 碱

(cephalomannine)、7-表紫杉醇(7-epitaxol)、银杏

双黄酮(ginkgetin)、金松双黄酮(sciadopitysin)标
准品，上海源叶生物科技有限公司；分析级甲醇，
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天津市富宇精细化工有限公司；色谱级甲醇，天

津市四友精细化学品有限公司；色谱级 TEDIA
甲醇、乙腈，安徽天地高纯溶剂有限公司；质谱

级甲醇，赛默飞世尔科技公司；磷酸，天津市科

密欧化学试剂有限公司。 
立式压力蒸汽灭菌器，上海申安医疗器械

厂；霉菌培养箱、生化培养箱、立式恒温振荡培

养箱、恒温恒湿培养箱，天津市莱玻特瑞仪器设

备有限公司；十万分之一天平、万分之一天平，

北京赛多利斯天平有限公司；数控超声波清洗

器，昆山市超声仪器有限公司；超纯水机，成都

超纯科技有限公司；双列六孔仪表恒温水浴锅，

上海树立仪器仪表有限公司；高效液相色谱仪，

Agilent 公司；液质联用仪，赛默飞世尔科技(中
国)有限公司。 

1.3  培养基和染色液 
PDA、PDB 培养基参照文献[10]配制。 
LB 培养基(g/L)[12]：蛋白胨 10.0，酵母提取

物 5.0，氯化钠 10.0，琼脂 20.0。LB 液体培养基

不加琼脂，其余相同。 
草酸铵结晶紫染液：A 液：结晶紫 2.5 g，

95%乙醇 25 mL；B 液：草酸铵 1.0 g，蒸馏水

100 mL；混合静置 48 h 过滤后使用。 
革兰氏碘液：碘 1.0 g，碘化钾 2.0 g，蒸馏

水 300 mL。 
2.5%沙黄(番红)染色液母液：沙黄(番红)  

2.5 g，95%乙醇 100 mL，使用时取 20 mL 母液

加 80 mL 蒸馏水混匀。 
吕氏美蓝染液：A 液：美蓝(亚甲基蓝) 0.6 g，

95%乙醇 30 mL；B 液：氢氧化钾 0.01 g，蒸馏

水 100 mL，混匀即得。 
乳酸-石炭酸棉兰染色液：苯酚 15.0 g，乳

酸 15.0 g，甘油 30.0 mL，棉兰 0.075 g，蒸馏水

15 mL，将苯酚进行水浴加热至结晶溶解，然后

依次加入乳酸、甘油和棉兰混匀即可，避光保存。 

1.4  产紫杉烷化合物内生菌的筛选 
1.4.1  内生菌的分离纯化 

用流水冲洗曼地亚红豆杉三年生新鲜枝条

及叶片 5 h，随后依次用 75%乙醇消毒 30 s、5%
次氯酸钠溶液浸泡 10 min、无菌水清洗 5 次，将

茎、叶、树皮切块，分别接种于 PDA 及 LB 培

养基，用最后一次清洗的无菌水涂板作为对照，

28 ℃恒温培养。每天观察，当材料表面有菌丝

长出时，用无菌的竹签挑取，采用平板划线法接

种至新的培养基中，28 ℃恒温培养，重复上述

步骤直至获得纯菌落[8]。 
1.4.2  内生菌的形态学鉴定 

无菌操作条件下使用竹签挑取少许纯化后

的菌落于载玻片上，分别进行革兰氏染色、吕氏

美蓝染色、乳酸-石炭酸棉兰染色，而后置于生

物显微镜下观察结构，进行形态学鉴定。 
1.4.3  内生菌发酵产物的培养 

配制真菌(PDA)及细菌(LB)固体培养基，将

菌种接种至培养基，放入生化培养箱中 28 ℃活

化，真菌活化 3 d、细菌活化 2 d，使用无菌的打孔

器取一定量的菌块，接种至装量为 100 mL/250 mL
三角瓶的液体培养基中振荡培养 10 d，温度设置

28 ℃，0−2 d 时转速 100 r/min，3−10 d 时转速

160 r/min，全程暗培养[9]。 
1.4.4  内生菌发酵产物供试品溶液的制备 

使用布氏漏斗减压过滤，将菌液与固体菌丝

分离，菌丝使用乙酸乙酯超声(功率 500 W，频

率 40 kHz，30 ℃）提取 0.5 h 后萃取，重复 3 次；

菌液用等体积乙酸乙酯以 200 r/min 转速振荡  
1.5 h 后萃取，重复 3 次，再加等体积乙酸乙酯

于 500 W 超声 1 h，合并上述有机相，双层滤纸

滤过，65 ℃减压蒸干，用色谱级甲醇溶解，并

定容至 5 mL，过 0.22 μm 有机滤膜即得液相色

谱供试品溶液[9]。 
取液相供试品溶液分装至 1 mL/2 mL 离心管

中，置 4 ℃真空浓缩 5 h，取 1 mL 质谱甲醇复溶，

过0.22 μm有机滤膜，取700 μL样品至1 mL/1.5 mL
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离心管中，12 000 r/min 离心 15 min，取上清液，

过 0.22 μm 有机滤膜，即得质谱供试品溶液。 
1.4.5  HPLC 法初步检测内生菌发酵液中紫杉

烷成分 
采用 Agilent 1260 型高效液相色谱仪，色谱

柱为 Waters Symmetry Shield RP18 Column 柱

(4.6 mm×250 mm, 5 μm)；流动相为 0.1%磷酸水

溶液(A)-乙腈(B)，梯度洗脱(0–15 min，65%–45% 
A；15.0–22.5 min，45%–30% A；22.5–32.5 min，
30%–10% A；32.5–35.0 min，10%–65% A)，进

样量 10 μL，柱温 30 ℃，检测波长 232 nm。 
1.4.6  UHPLC-Q-OrbitrapHRMS 法鉴定内生

菌发酵液中紫杉烷成分 
采用 Ultimate 3000-Orbitrap Exploris 240

液质联用仪，色谱柱为 Hypersil GOLD 柱(100 mm× 
2.1 mm, 1.9 μm)；流动相：0.1%甲酸水溶液(A)-
乙腈(B)，梯度洗脱(0–0.5 min，95% A；0.5–8 min，
95%–75% A；8–24 min，75%–50% A；24–38 min，
50%–5% A；38–40 min，5% A；40–40.1 min，
5%–95% A；40.1–43 min，95% A)；流速 0.2 mL/min；
进样量 4 μL。 

质谱离子源：H-ESI 扫描；模式：正；毛

细管温度：350 ℃；鞘气气压：25 psi；辅助气

压：10 arb；扫描范围：0–1 200 m/z。 

1.5  固体发酵曼地亚红豆杉优势菌株的筛

选及时间的优化 
1.5.1  发酵样品的制备 

将曼地亚红豆杉粉碎成细粉后与麦麸混匀，

熬煮稀面糊，放置室温后加进混匀的药粉和麦麸

中揉和均匀，再加入一定量的菌悬液，制成握之

成团、触之即散的软材，再制成大小厚薄均匀的

方块，取部分放入干燥箱 60 ℃烘干，作为未发

酵生品(0 h 样品，下同)，其余置于 32 ℃、75%
湿度的恒温恒湿培养箱中发酵，间隔 12 h 取样，

至 96 h 发酵结束。所有样品烘干后打粉，过 5 号

筛，备用[21]。 

1.5.2  供试品溶液的制备 
精密称取“1.5.1”样品粉末 1 g，置具塞锥形

瓶中，精密加入甲醇 50 mL，密塞，称定重量，

500 W 超声 30 min，放冷，再称定重量，用甲醇

补足减失的重量，摇匀，静置，取上清液滤过，

再加入甲醇 50 mL 重复提取，将超声后的甲醇

连同药粉过滤，合并 2 次滤液，60 ℃减压蒸干，

色谱级甲醇溶解后定容至 10 mL，使用 0.22 μm
的微孔滤膜过滤，备用。 
1.5.3  对照品溶液的制备 

精密称定 10-脱乙酰基巴卡亭Ⅲ、巴卡亭Ⅲ、

三尖杉宁碱、紫杉醇、7-表紫杉醇、银杏双黄酮、

金松双黄酮适量，分别加色谱级甲醇溶解，制成

单一对照品母液，精密吸取各对照品母液适量，

加甲醇配成质量浓度分别为 606.70、280.00、
250.00、163.30、66.70、380.00 和 440.00 μg/mL 的

混合对照品溶液。 
1.5.4  方法学考察 

分别精密吸取混合对照品溶液 1.00、0.75、
0.50、0.25、0.05 和 0.01 mL 定容至 1 mL，进样

量 10 μL，按 1.4.4 的色谱条件测定，以对照品

浓度为横坐标(X)，峰面积为纵坐标(Y)，绘制标

准曲线(表 1)。 
按照 1.4.5 的方法测定发酵样品中 10-DAB、

DAB、三尖杉宁碱、紫杉醇、7-表紫杉醇、银杏

双黄酮、金松双黄酮的含量，依照方法学考察的

要求进行精密度实验、重复性实验、稳定性实验，

数据分析显示各成分的 relative standard deviation 
(RSD)值均小于 3.0%，表明使用的高效液相色谱仪

精密度良好、测定方法的重复性良好、制备的供试

品溶液在 24 h 内稳定。加样回收实验数据表明，   
7 种成分的平均加样回收率在 97.85%−104.96%，

RSD 值为 0.14%−0.96%。以上方法学考察表明，

本研究建立的含量测定方法效果好、稳定性强、

方法可靠。 
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表 1  七种成分的线性回归方程与线性范围 
Table 1  Regression equations and linearity of seven components 
Compound Regression equation r Linear range (μg/mL) 
10-脱乙酰基巴卡亭Ⅲ 
10-deacetylbaccatin III (10-DAB) 

Y=16 704.82X+12.37 0.999 9 6.07–606.70 

巴卡亭Ⅲ Baccatin III (DAB) Y=15 635.49X+3.69 0.999 9 2.80–280.00 
三尖杉宁碱 Cephalomannine Y=14 113.40X+0.49 0.999 9 2.50–250.00 
紫杉醇 Taxol Y=14 957.48X+1.60 0.999 9 1.63–163.30 
7-表紫杉醇 7-epitaxol Y=15 766.64X+1.31 0.999 9 0.67–66.70 
银杏双黄酮 Ginkgetin Y=29 788.22X+15.23 0.999 9 3.80–380.00 
金松双黄酮 Sciadopitysin Y=36 537.77X+40.12 0.999 9 4.40–440.00 

 
 
 
 
 
 
 
 

1.6  综合评分方法的选择 
将 7 种不同菌株发酵红豆杉的液相数据导

入 SPSS PRO，使用 AHP (A)法、CRITIC (C)法

及 AHP-CRITIC (B)法这 3 种权重分别计算 63 个

时间点的综合得分，对得分及权重进行相关系数

分析，综合评判，选择合适的权重。 

D=ΣiQi×Wi 发酵品/Wi 生品 

式中：D 为综合得分；Qi 为第 i 个成分的权重；

Wi为第 i 个成分的含量，发酵品为 12−96 h 样品，

生品为 0 h 样品。 

1.7  优势菌株的测序鉴定 
将 1.6评分最高的优势菌株送至中国典型培

养物保藏中心 (China Center for Type Culture 

Collection, CCTCC)进行菌种鉴定。委托武汉天

一华煜基因科技有限公司采用 16S rRNA基因测

序技术对优势菌株的种类进行初步鉴定，委托武

汉贝纳科技有限公司采用二代 Illumina 结合三

代 NanoPore 进行全基因组测序，将测序获得的

全基因组序列提交至 NCBI 的 SRA 数据库。 

1.8  数据分析 
液相数据使用 SPSS PRO、SPSS 26.0 分析，

质谱数据使用 Xcalibur 3.0 软件分析，数据表现

为方差齐性使用 LSD 多重比较法，数据方差不

齐使用 Dunnett’s T3 法，使用 Origin 2018 软件

进行绘图。 

2  结果与分析 
2.1  产紫杉烷类化合物内生菌筛选结果 

从样品中分离得到 65 株内生菌，通过革兰

氏染色、吕氏美蓝染色、乳酸-石炭酸棉兰染色，

在显微下观察其结构，有 35 株内生细菌、30 株

内生真菌。经 HPLC 检测，其中 7 株菌产紫杉烷

类成分，具体液相数据见表 2。使用 Xcalibur 3.0
软件对质谱数据进行分析，在正离子模式下，化

合物 B 的准分子离子峰为 m/z 587.248 8，二级 
 

表 2  曼地亚红豆杉内生菌发酵产物的 HPLC 分析 
Table 2  HPLC results of endophytic bacterial and 
fungi fermentation products of Taxus media 
Compound Strain Content (mg/L) 
巴卡亭Ⅲ Baccatin 
III (DAB) 

LY2 2.99±0.17a 
LY9 4.90±0.61a 
LP22 0.34±0.04cd 
PJ20 1.43±0.02b 
PJ25 0.18±0.02d 
PJ30 0.36±0.00c 

三尖杉宁碱

Cephalomannine 
LY2 4.92±0.15a 
LY9 1.31±0.16b 
PP4 0.66±0.03c 
PJ25 1.31±0.01b 

紫杉醇 
Taxol 

PP4 0.70±0.04a 
PJ25 0.34±0.00b 

数值是平均值±标准差. 不同小写字母表示存在显著性差

异(P<0.05) 
Its content is the arithmetic mean±standard deviation. Different 
lowercase letters indicated significant differences (P<0.05). 
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质谱分别为 m/z 345.170 2、m/z 327.159 1、m/z 
133.064 7 和 m/z 105.033 4，与文献[22]一致，鉴

定该化合物为巴卡亭Ⅲ；化合物 S 的准分子离子

峰为 m/z 832.353 9，碎片离子分别为 m/z 509.217 6、
m/z 264.122 9，结合文献[23]鉴定其为三尖杉宁

碱；化合物 Z 的准分子离子峰为 m/z 854.338 3，
碎片离子分别为 m/z 509.214 1、m/z 327.159 6 和

m/z 286.107 3，与文献[24]对比鉴定为紫杉醇，

具体菌种发酵产物结果见表 3。 

2.2  内生菌发酵红豆杉成分变化结果 
因不同采收季节、不同年限及枝叶成分含量

有差异，且 5种紫杉烷与 2种黄酮含量相差较大，

所以使用 SPSS PRO 在线软件对数据初值化处

理，再分析比较不同菌种发酵红豆杉后 7 种成分

含量的增减变化，结果见表 4。 
2.2.1  内生菌发酵红豆杉对五种紫杉烷成分的影响 

10-DAB 具有抗肿瘤活性，也是合成紫杉醇

和多烯紫杉醇的主要前体物。除菌株 PP4 发酵

后含量下降外，其余 6 种菌株发酵 12−72 h 均能

提高 10-DAB 含量，表现最佳的是菌株 LY9 的

48 h 发酵品，与生品相比显著升高 54.63% (表 4，
图 1A)。DAB 作为一种与紫杉醇结构类似的紫

杉烷化合物，是半化学合成紫杉醇的重要原料，

7 种内生菌发酵后均能使 DAB 含量升高，菌株

PP4 的 96 h 发酵品含量最高，与生品相比显著

升高 34.54% (表 4，图 1B)。三尖杉宁碱同样具

有抗肿瘤活性，且与紫杉醇结构相似，菌株 PJ30
的 84 h 发酵品含量升高最显著，与生品相比升 
高 102.70% (表 4，图 1C)。紫杉醇具有抗癌、抗

肿瘤作用，可以抑制肿瘤细胞增殖，菌株 LP22
与菌株 PP4 发酵后，紫杉醇含量均比生品含量

高，其余菌株发酵后，不同发酵时间含量变化不

同，变化最大的为菌株 PJ25 的 48 h 发酵品，与

生品相比显著升高 29.30% (表 4，图 1D)。7-表 
 

表 3  曼地亚红豆杉内生菌发酵产物的 UHPLC-Q-Orbitrap HRMS 分析 
Table 3  UHPLC-Q-Orbitrap HRMS results of endophytic bacterial and fungi fermentation products of Taxus media 
Strain Compound 

abbreviation 
tR/min Molecular 

formula 
Ion mode m/z calculated 

value 
m/z measured 
value 

Error 
value/10−6 

Fragment ion 

LY2 B[22] 17.05 C31H38O11 [M+H]+ 587.248 6 587.248 8 0.34 345.170 2, 327.159 1, 
133.064 7, 105.033 4 

S[23] 25.07 C45H53NO14 [M+H]+ 832.353 9 832.353 9 0.00 509.217 6, 264.122 9 
LY9 B[22] 17.05 C31H38O11 [M+H]+ 587.248 6 587.248 9 0.51 345.170 5, 327.159 1, 

133.064 8, 105.033 4 
S[23] 24.94 C45H53NO14 [M+H]+ 832.353 9 832.353 9 0.00 509.219 1, 264.123 0 

LP22 B[22] 16.98 C31H38O11 [M+H]+ 587.248 6 587.249 0 0.68 345.170 4, 327.159 0, 
133.064 7, 105.033 4 

PP4 S[23] 24.98 C45H53NO14 [M+H]+ 832.353 9 832.353 7 –0.24 509.215 3,2 64.123 0 
Z[24] 25.82 C47H51NO14 [M+H]+ 854.338 2 854.338 3 0.12 509.217 7, 327.159 3, 

286.107 2 
PJ20 B[22] 16.94 C31H38O11 [M+H]+ 587.248 6 587.248 9 0.51 345.171 0, 327.159 4, 

133.064 7, 105.033 4 
PJ25 B[22] 16.93 C31H38O11 [M+H]+ 587.248 6 587.249 0 0.68 327.160 1, 133.064 8, 

105.033 3 
S[23] 24.97 C45H53NO14 [M+H]+ 832.353 9 832.353 9 0.00 509.217 8, 264.123 4 
Z[24] 25.85 C47H51NO14 [M+H]+ 854.338 2 854.338 3 0.12 509.214 1, 327.159 6, 286.107 3 

PJ30 B[22] 17.02 C31H38O11 [M+H]+ 587.248 6 587.248 8 0.34 345.170 2, 327.159 7, 
133.064 7, 105.033 4 

第 2 列名称下 B 为化合物巴卡亭Ⅲ (baccatin III)；S 为三尖杉宁碱(cephalomannine)；Z 为紫杉醇(taxol) 
In column 2, compound B is the baccatin III; S is cephalomannine and Z is taxol. 
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图 1  七种内生菌固体发酵曼地亚红豆杉后紫杉烷成分变化结果 
Figure 1  Changes of taxanes in Taxus media after solid fermentation by seven endophytic bacteria and fungi. 

 

 
 

图 2  七种内生菌固体发酵曼地亚红豆杉后黄酮类成分变化结果 
Figure 2  Changes of flavonoids in Taxus media after solid fermentation by seven endophytic bacteria and fungi. 
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紫杉醇可以通过差向异构化转化为紫杉醇，菌株

LP22 和菌株 PP4 发酵后含量均高于生品，其余

5 种菌株发酵后含量有增有减，含量明显升高的

是菌株 PP4 的 96 h 发酵品，比生品显著增加

44.17% (表 4，图 1E)。 
2.2.2  内生菌发酵红豆杉对两种黄酮类成分的

影响 
黄酮类化合物同样具有抗肿瘤功效。此外，

还具有抗菌、抗病毒、抗氧化、提高免疫力等药

理作用。7 种菌株固体发酵曼地亚红豆杉后，不

同发酵时间银杏双黄酮含量变化不同，菌株

LP22 发酵后银杏双黄酮含量均比生品高，最高

为 48 h 发酵品，比生品显著升高 24.66% (表 4，
图 2A)；对金松双黄酮含量影响最大的同样为菌 
株 LP22，所有发酵品含量均显著高于生品，0−96 h
发酵过程中，含量变化类似“M”，24 h 为金松双黄

酮含量最高点，与 48 h 发酵品含量无显著差异，

与其余 7 个时间样品均存在显著差异(表 4，图 2B)。 
2.3  7 种成分的权重结果 

3 种评分方法的权重见表 5，A 与 C 的得分、

权重相关系数分别为 0.39 (P<0.01)、 −0.07 
(P=0.89>0.05)，A 与 B 的得分、权重相关系数分

别为 0.99 (P<0.01)、0.98 (P<0.01)，C 与 B 的得分、

权重相关系数分别为 0.32 (P<0.05)、0.10 (P= 
0.83>0.05)。三种方法计算得分均具有相关性，A 与

C、B 与 C 的权重不相关，A 与 B 权重相关。A 评

价方法较为主观，综合评判，B 所体现的信息更全

面，最终选择权重计算方法为 B。 

2.4  固体发酵曼地亚红豆杉最佳菌株的筛

选结果 
为优选红豆杉发酵的最佳菌株，以“2.3”的

权重按“1.6”中公式计算 63 种不同样品得分，  
图 3 为不同样品得分热图。第 1 列浅蓝色为曼地

亚红豆杉生品得分(1.000 0)，后 8 列为 12–96 h
发酵品得分(0.941 5–1.245 7)。颜色越接近红色，

得分越高，表明发酵后曼地亚红豆杉抗肿瘤成分

含量总体高于生品；颜色越接近深蓝色，得分越

低，表示发酵后含量整体低于生品。由热图可知，

56 种发酵品中得分低于生品的有 11 种，分别为

菌株 LY2 和菌株 LY9 的 96 h 发酵品，菌株 PP4
的 12、24、36 和 48 h 发酵品，菌株 PJ25 的 12、
36 和 96 h 发酵品，以及 PJ30 菌株 12 h 和 96 h
发酵品，其余 45 种发酵品得分均高于生品，并

且菌株 LP22 及菌株 PJ20 发酵后所有发酵时间

样品得分均高于生品。得分最高的是菌株 LP22
的 48 h 发酵品，综合评分为 1.245 7。综合以上

数据，曼地亚红豆杉发酵的优势菌株为菌株

LP22，最佳发酵时间为 48 h。 
2.5  优势菌株 LP22 的鉴定结果 

将筛选的优势菌株 LP22 在 LB 培养基中培

养 36 h，为白色、不透明的大菌落，边缘波浪形，

湿润，易挑起(图 4A)；革兰氏染色后镜检结果

为蓝紫色，菌株形态为杆状、有芽孢，不膨大，

中生(图 4B)，初步鉴定 LP22 为革兰氏阳性杆菌。 
 

表 5  三种不同赋权方法中 7 种成分的权重 
Table 5  Weights of seven components in three different weighting methods 
Compound A B C 
10-脱乙酰基巴卡亭Ⅲ 10-deacetylbaccatin III (10-DAB) (%) 15.66 20.75 18.70 
巴卡亭Ⅲ Baccatin III (DAB) (%) 11.74 9.88 11.88 
三尖杉宁碱 Cephalomannine (%) 5.87 5.97 14.36 
紫杉醇 Taxol (%) 46.97 43.80 13.16 
7-表紫杉醇 7-Epitaxol (%) 5.22 4.44 11.99 
银杏双黄酮 Ginkgetin (%) 6.71 8.61 18.10 
金松双黄酮 Sciadopitysin (%) 7.83 6.55 11.81 
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图 3  七种菌株发酵曼地亚红豆杉 63 种样品得分

热图 
Figure 3  Heat map of 63 samples of seven strains 
of fermented Taxus media. 

16S rRNA 基因测序鉴定结果显示菌株

LP22 的基因序列与 Bacillus amyloliquefaciens、
Bacillus siamensis、Bacillus velezensis 的一致性

最高，达到 99.86% (表 6)。此外，菌株 LP22 与

Bacillus subtilis、Bacillus nakamurai 的基因一致

性也达到 99.58% (表 6)。16S rRNA 基因的测序结

果不能鉴定优势菌株 LP22 的具体种类，需要进行

全基因组测序才能确定其准确种属。 
将全基因组序列提交至 NCBI 的 SRA 数据

库，获得登录号为 PRJNA1039587。全基因组测

序 结 果 表 明 ， 菌 株 LP22 与 Bacillus 
amyloliquefaciens 的平均核苷酸一致性(average 
nucleotide identity, ANI)为 98.39%，与其余菌株

的 ANI 结果均小于 96% (表 7)，鉴定细菌为同一 

 

 
 

图 4  菌株 LP22 在 LB 培养基上菌落形态(A)及革兰氏染色结果(B) (1 000×) 
Figure 4  Colony morphology of strain LP22 on LB medium (A) and Gram staining results (B) (1 000×). 
 
表 6  菌株 LP22 的 16S rRNA 基因序列与芽孢杆菌属代表菌株的相似性结果 
Table 6  Similarity results of the 16S rRNA gene sequence of strain LP22 with representative strains of the 
genus Bacillus  
Bacterial species Strain No. Accession Pairwise similarity (%) 
Bacillus amyloliquefaciens DSM 7 FN597644 99.86 
Bacillus siamensis KCTC 13613 AJVF01000043 99.86 
Bacillus velezensis CR-502 AY603658 99.86 
Bacillus subtilis NCIB 3610 ABQL01000001 99.58 
Bacillus nakamurai NRRL B-41091 LSAZ01000028 99.58 
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表 7  菌株 LP22 的全基因组测序与芽孢杆菌属代表菌株的 ANI 对比结果 
Table 7  Results of whole genome sequencing of strain LP22 in comparison with ANI of representative strains 
of the genus Bacillus  
Bacterial species Strain No.  Average nucleotide identity (%) 
Bacillus amyloliquefaciens DSM 7 98.39 
Bacillus siamensis KCTC 13613 93.94 
Bacillus velezensis CR-502 94.41 
Bacillus subtilis NCIB 3610 86.46 
Bacillus nakamurai NRRL B-41091 77.33 
 
 
 
 
 
 
 
 

种类的标准是 ANI 值达到 95%以上[25]，因此将

菌株 LP22 鉴定为解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus 
amyloliquefaciens)，将其命名为 M-SHDS-22。 

3  讨论与结论 
自 1993 年美国科学家 Stierle 等[26]从短叶红

豆杉(Taxus brevifolia)中分离出一株产紫杉醇的

内生真菌后，国内外学者围绕产紫杉烷的内生

菌展开大量研究。本研究从曼地亚红豆杉中筛

选出 6 株内生菌产巴卡亭Ⅲ，菌株 LY9 产量最

高，为 4.90 mg/L；杨磊等[10]从云南红豆杉(Taxus 
yunnanensis)中筛选出一株产巴卡亭Ⅲ的曲霉

属内生真菌，初始产量为 11.5 μg/L，对液体发

酵条件进行优化后，巴卡亭Ⅲ产量达 34.6 μg/L；

席 晓 圆 等 [27] 从 南 方 红 豆 杉 (Taxus chinensis 
var.mairei)中筛选出一株产巴卡亭Ⅲ的黑孢霉[27]

属内生真菌，其产量为 0.5 μg/g。对比分析，菌株

LY9 产巴卡亭Ⅲ能力优于其他报道的菌株。同时，

本研究还筛选出 4 株内生菌产三尖杉宁碱，产量

最高的是菌株 LY2，三尖杉宁碱产量为 4.92 mg/L；
Li 等[28]从东北红豆杉(Taxus cuspidata)中筛选出 
一株黑曲霉属内生真菌产三尖杉宁碱，产量为

259.26 μg/L。比较发现，本研究筛选出的内生菌

优于报道的菌株。此外，本研究还从曼地亚红

豆杉中筛选出 2 株产紫杉醇的内生菌，产量最

高为 0.70 mg/L。国内外产紫杉醇内生菌的研究

较多，已报道有曲霉属、芽孢杆菌属等 40 多个 

属[5]的内生菌产紫杉醇，产量较高的有 El-Sayed
等[29]研究的烟曲霉，紫杉醇产量为 0.90 mg/L，通

过对培养条件进行优化，紫杉醇的产量升高 4 倍，

高达 4.54 mg/L。本研究筛选的内生菌虽然产量

低于报道的菌株，但是菌株 PP4 是来自曼地亚

红豆杉的内生真菌，丰富了产紫杉醇内生菌的种

群资源。由以上分析可知，红豆杉内生菌有着巨

大的发展潜力，具有极大的开发利用价值。本研

究采用平板划线法，从曼地亚红豆杉中分离出

65 株内生菌，并使用 HPLC 及 UPLC-MS 对内

生菌的发酵液进行检测分析，筛选出 7 株产紫杉 
烷的内生菌，丰富了紫杉烷成分新的来源，有助

于节约使用红豆杉资源。 

细胞实验证明，本研究测定的 5 种紫杉烷成

分均具有抑制肿瘤细胞增殖的作用[30-31]。黄酮类

成分也具有抗肿瘤作用，主要是通过抑制癌细胞

生长来诱导凋亡，逆转肿瘤多药耐药性，抑制血

管生成达到抗肿瘤效果。本研究发现，7 株内生

菌固体发酵曼地亚红豆杉，对 5 种紫杉烷及 2 种

黄酮类成分均能产生影响，不同菌株不同发酵时

间含量变化不同。本研究将筛选的 7 株产紫杉烷

的内生菌加入曼地亚红豆杉中进行固体发酵炮

制，以菌株和时间为自变量，控制发酵温度、湿

度等其他因素不变，测定 5 种紫杉烷成分及    
2 种含量较高的黄酮类成分，对其赋予不同权重

进行计算，优选发酵的最佳菌株，结果表明 LP22
为最佳发酵菌株，最佳发酵时间为 48 h，此时
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10-DAB 含量升高 15.93%、DAB 含量升高

20.01%、三尖杉宁碱含量升高 25.16%、紫杉醇

含量升高 22.40%、7-表紫杉醇含量升高 11.81%、

银杏双黄酮含量升高 24.66%、金松双黄酮含量

升高 81.35%。姚晓[32]将灵芝菌加入南方红豆杉

进行双向固体发酵，发酵 35 d 后 10-DAB 含量

升高 206.70%、紫杉醇含量升高 62%，DAB 含

量降低，这与本研究结果略有不同，本研究筛选

的菌株 LP22 发酵曼地亚红豆杉 2 d 后 7 种成分

含量均升高。中药发酵是一种传统的特色炮制技

术，中药经发酵炮制后，可以提高有效成分的含

量，增强药物的疗效。临床使用的红豆杉饮片多

为净制、切制 [33]处理，本研究首次将内生菌   
加入曼地亚红豆杉中进行发酵炮制，菌株 LP22
固体发酵曼地亚红豆杉可以提高 5 种紫杉烷及

2 种黄酮类成分的含量，该结果为后期固体发酵

条件的优化提供了数据支撑。对优势菌株 LP22
进行种属鉴定，16S rRNA 基因及全基因组测序

结 果 显 示 其 为 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 
amyloliquefaciens)，除董蒙蒙等[12]从南方红豆杉

中 筛 选 出 芽 孢 杆 菌 属 细 菌 可 产 吲 哚 乙 酸

(indol-yl-3-acetic acid, IAA)及脂肽化合物，其他

同属细菌鲜有报道。本研究筛选的解淀粉芽孢杆

菌 LP22 丰富了红豆杉内生菌的种群资源，它既

能产紫杉烷化合物，又能提高发酵后红豆杉中的

有效成分含量，因此，下一步计划通过单因素试

验对菌株 LP22 的固体发酵辅料、温度、湿度、

时间等发酵条件进行优化，对曼地亚红豆杉发酵

工艺进行研究，期望能应用于工业化大规模生

产，对提高紫杉醇产量及节约曼地亚红豆杉资源

提供参考。 
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