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摘要：内生菌与其宿主植物在长期共进化过程中，形成了密切的互惠共生关系。分析不同生态环境中道地药材与

非道地药材内生菌种群结构与功能，总结了内生菌对药用植物生长发育与抗逆性，特别是对药材有效成分积累的

影响，初步探讨了内生菌对道地药材形成的机制，提出了从植物内生菌的角度研究药材道地性的新思路。
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几千年来，道地药材一直是人们防治疾病的有力武器，

但是由于历史的原因、科学技术发展水平的影响，对中药材

道地性的认识仅局限于产地、生态、性状、功用等方面，未能

提示其本质和规律。以中医药理论为指导，充分运用道地药

材研究的历史积累、实践经验和现代系统科学的思想方法与

技术手段，开展多学科交叉研究，以证实和阐明道地药材的

科学内涵。因此，在集成多学科理论与技术的基础上进行药

材道地性研究理论与方法的创新具有重要意义。国家科技

部、国家中医药管理局等16个部门联合制定了《中医药创新

发展规划纲要(2006--2020年)》。《纲要》中指出集成国家相

关计划支持中医药创新发展，形成项目联动机制，加强对中

药道地药材的科学表征。国家“973”计划将“中药药性理论与

中药材道地性关键科学问题的基础研究”作为中医理论专项

加以研究，开展中药道地性的科学问题研究。为保持中药资

源可持续利用提供理论依据。“十一五”期间国家科技支撑计

划设立了。中药资源可持续利用与产业共性技术研究”重点

项目，项目指南提出了在以往中药资源调研的基础上，借鉴

农业区划、地理信息系统等手段，应用地质背景系统知识及
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数值分类、模糊数学和灰色系统等分析方法开展道地药材生

产(天然资源、人工生产)与自然条件、社会经济条件的相关

性研究，以揭示道地药材的地域分布规律以及道地性形成的

生态环境及其土壤微生态结构特征，建立中药材生态适宜性

分析的共性关键技术体系，促进中药资源的可持续利用和提

高中药产业可持续发展能力。此外，中药资源可持续开发利

用相关基础研究也一直是国家自然科学基金资助的研究项

目。因此，研究道地药材的形成机制，从源头解决药材优质高

产的问题一直以来是人们关注的焦点。近年来，关于药材道

地性的形成，从生物学角度来看应是基因型和环境相互作用

的产物，目前对其研究方法多是按照产地环境因子与道地药

材的相关性进行研究，产地的气候(光照、温度、水分、空气)、

土壤和水质是道地药材适宜性评价的主要指标[1’2]。这些研

究成果为揭示中药材道地性的科学内涵奠定了一定的工作

基础，但尚未形成统一的认识，主要体现在研究内容宽泛，往

往只针对个别环境因子的单因素影响研究，缺乏对药材道地

性有影响的环境因子的综合性和系统性研究；在环境因子研

究中，仅仅局限于植物外环境对药材道地性的影响，缺乏对

中药内环境的研究，尤其是植物内生菌对中药优良品质的形

成缺乏足够的认识；此外，研究方法局限，缺乏学科的交叉和

渗透，药材道地性的研究需要在多学科交叉渗透的基础上，

通过系统集成不同学科对道地药材不同角度、不同层次研究

成果，才能获得对药材道地性的全面和深刻的认识[3]。

因此，将中药学、植物学以及微生物学相结合，以内生菌

与植物所构成的微生态系统作为研究对象，充分利用微生物

学、植物学等学科的理论、方法与技术，研究道地药材与非道

地药材内生菌种群结构与功能，道地药材不同生长发育期内

生菌种群结构的动态变化规律与生物效应，对揭示道地药材

的科学内涵，开创中药道地性研究的新思路、新方法与关键

技术体系具有重要意义。

1道地药材内生菌种群结构分析

道地药材是指在特定生态环境下所产生的I临床疗效好、

质量优的一类中药材，传统的概念突出强调了植物体外的生

态环境对药材道地性的影响，作为一系列生理生化反应、能

量与物质代谢的植物体内环境对药材道地性的形成同样具

有重要的作用，尤其是对于内生菌与植物所构成的体内微生

态系统的研究，将有助于从一个全新的角度来阐释道地药材

的形成机制。

植物内生菌是指在植物体内完成其生活史的部分或全

部，生长于植物组织细胞间，分布于叶鞘、种子、花、茎、叶片

和根中，但又不引起任何病症的微生物，突出强调了内生菌

与植物的互惠共生关系[‘]。植物内生菌是一个多样性十分丰

富的生物类群，分布广、种类多，无论从宿主植物种类，还是

自身种类、遗传以及生态环境等多方面都具有极其丰富的生

物多样性口”]。内生菌对植物的感染，在植物体内的定殖以

及内生菌孢子萌发、菌体生长繁殖和代谢都需要合适的环境

条件，因此这种多样性的种群结构及其分布受到多种内外因

素的影响，包括生物因子和非生物因子。其中生物因子主要

涉及宿主植物的表型和基因型，内生菌间的相互作用，食草

动物以及昆虫等内生菌的传播载体；非生物因子包括温度、

湿度、光照、地理位置、植被等[8朋。由此可见，对于生长在不

同生境中的中药材。由于所处生态环境的差异以及药材本身

所产生的遗传变异，结果导致内生菌种群结构与分布在遭地

药材与非道地药材中必然存在较大差异。由于不同内生菌产

生的代谢产物种类一般不同，因此这种种群结构的差异会产

生功能多样性，不同的内生菌种群以各自不同的方式影响着

药材性状、生长以及有效成分的积累等，最终导致道地药材

与非道地药材品质的差异。

1．1 药材品种对内生菌种群结构的影响：不同宿主植物影

响内生菌的生态分布，即使是同一种植物不同的变种，由于

遗传背景的不同，其内生菌的种群结构也存在明显的差异。

对内生菌而言，药材基因型和同种异质是一种选择性的压

力，影响着内生菌的种群结构和分布D．o,x1]。生长在芬兰东南

部具有不同生态环境岛屿上的白桦两个品种欧洲桦Betula

pubescens Ehrhart和垂枝桦B．pendula Roth，其内生菌种群

结构存在较大差异，即使是同一种内生茵，定殖率也不相同，

内生菌毛日规壳菌Gnomonia setacea(Pers．：Fr．)Ces．＆

deNot．在前者叶片中的定殖率达到25％，而在后者叶片中

只有3％。这种差异可能是由于垂枝桦存在形态学和化学上

的障碍，抑制了毛日规壳菌对其叶片的侵染，而后筛选到一

些毛日规壳菌的遗传突变株可以克服这些障碍，表明宿主植

物的遗传背景影响着内生菌对植物的感染和定殖[1““]。此

外，内生菌在植物不同组织中的种群分布差异也较明显，一

些内生菌表现出一定的组织专一性，其原因除了植物体外环

境因素的影响外，还可能是由于宿主不同部位(或组织)微环

境的影响。Verma等[151系统研究了植物印度苦楝

Azadirachta indica A．Juss．树皮、茎以及叶片部位内生菌

的分布规律，发现内生菌在叶片中的种类最多，定殖率最高，

优势种群包括针状拟茎点霉Phomopsis oblonga(Sacc．)

Bubak、枝孢芽枝菌Cladosporium cladospoHoides Fres．拟盘

多毛孢菌Pestalotiopsis sp．、木霉Trichoderma哆．和曲霉

Aspergillus sp．。

1．2药材不同生长发育期内对内生菌种群结构的影响：在

不同的生长发育期，植物体内的生理状态不同，代谢也存在

很大的差异，在气温较高，日照较长的月份，植物光合作用较

强，能合成较多的营养物质，从而有利于内生菌的生长繁殖，

而在寒冷的季节，由于植物体内环境的变化，如呼吸强度、氧

气浓度、pH值等，不利于一些内生菌的生长，若能够适应这

种变化，则成为优势种群。所以内生菌的种群结构会呈现随

着药材不同的生长发育期而出现动态的变化规律。如春季时

络石Trachelospermum jasminoides(Lindl．)Lem．内生菌的

感染率为93．5％，夏季内生菌的感染率则为78％。内生菌优

势菌群的分离频率也随季节变化而变化，如刺盘孢霉

Colletotrichum sp．与卵形孢霉Oospora sp．春季分布明显高

于夏季；而曲霉与刺葡萄孢霉Echinobortryum sp．则夏季分

布较多[1¨。Mocali筹[173也发现榆属植物内生菌种群结构随
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季节不同而发生动态变化，在4和12月，内生菌的优势种群

为假单胞菌Pseudomonas B35、B64、B65和葡萄球菌

Staphylococcus B60；而在6和9月优势种群则是寡养单胞菌

Stenotrophomonas B50，芽孢杆菌Bacillus B61、B73、B90，鞘

氨醇单胞菌Sphingomonas B26，短小杆菌Curtobacterium

B20、B91 E1”。

1．3生态环境对内生菌种群结构的影响：由于受气候等环

境条件的影响，植物内生菌种类组成和数量常表现出一定的

地域专一性，相同生境下的植物内生菌分布具有一定的相似

性，在不同地点的同一种植物中内生菌的种群结构往往有较

大的差异。王梅霞[1盯研究发现西安的杜仲Eucommia

ulmoides Oliver叶片中以交链孢霉Alternaria sp．和刺孢壳

霉Chaetomella sp．为优势类群，分离率分别为9．69％和

8．91％，而南京各地杜仲叶片主要以蜜孢霉Sphacelia sp．和

刺孢壳霉为优势类群，在不同地区杜仲的枝条和树皮组织

中，优势种群也存在差异。Murali等n妇发现生长在潮湿和干

燥落叶林中的柚木树Tectona grandis L．f．，其内生菌种群

结构差异较大，内生菌粪壳菌Sordaria sp．、刺盘孢霉

Colletotrichum s户．仅仅定殖于潮湿气候条件下的柚木树中，

而胶孢炭疽菌Colletotrichum gloeosporioides Penz．只存在于

干燥气候条件下的柚木树中，内生菌拟茎点霉Phomopsis sp．

和叶点霉Phyllosticta capitalensis是两种生态环境下的优势

种群，前者在潮湿落叶林中分布数量较多．定殖率较高，后者

在干燥落叶林中分布数量较多，定殖率较高。由此可见，内生

菌与药材的相互作用依赖于环境条件，由于道地药材与非道

地药材生长的生态环境不同，内生菌种群结构和分布必然会

存在一定的差异。

2植物内生菌对药材遒地性形成的影响

道地药材形成的内因是由于其具有特定的遗传基因，在

特定的环境条件下，表现为特定的药性、组织结构和药效等。

因此，环境条件对药材道地性的形成具有重要的影响。内生

菌是构成植物内环境重要的组成部分，与植物在长期共进化

过程中形成了一种稳定的互利共生关系，而这种关系的物质

基础是内生菌与植物共同作用产生的次生代谢产物，这些物

质多具有植物生长调节活性、抗虫活性和其他生物活性等，

使植物具备了优良的抗逆性和生长特性。内生菌不但自身能

够产生特殊的生物活性物质，还能诱导和促进药材有效成分

的合成或积累，甚至产生与药材相同或相似的活性成

分[2“孔]。内生菌对道地药材形成的影响主要表现在以下几

个方面。

2．1 促进药材生长：内生菌可促进植物的生长发育，增加植物

的总生物量、单株花序数量和种子数量，提高植物种子的饱满

率和发芽率，促进幼苗存活和分蘖生长，从而有利于提高道地

药材的产量。Ernst等乜23从芦苇Phragmites australis(Car．)

Trin．ex Steud．中分离到一株内生菌壳多隔孢Stagonospora

印．，通过盆栽实验表明该内生菌可显著促进芦苇根、茎的生长，

提高干物质总量。此外，研究发现开唇兰小菇Mycena

anoectochila、石斛小菇M．dendrobii和兰小菇M．orchidocda

3种内生真菌代谢物对铁皮石斛Dendroblum candidum Wall．

ex Lindl．和金线莲Anectochilus roxburghii(wall．)Lindl．

的生长均有显著促进作用；与内生真菌共生培养，可以促进金

钱莲无菌苗的生长，增加气生根的数量，从而提高无菌苗出瓶

后的成活率，使之更加容易适应环境n“。因此，内生菌对道地药

材的优质高产、栽培具有重要指导意义。

内生菌促进植物生长发育的机制主要有两种：一方面，产

生lAA、细胞激动素等植物生长激素R们；另一方面，内生菌可增

强植物对氮、磷、钾等营养元素的吸收，如从兰科植物分离出的

内生真菌接种大花蕙兰后，植株吸收氮、磷、钾养分的能力明显

增强，其中Mycena anoectochila GC945菌株使幼苗吸收氮和钾

的量比对照分别提高了175．7％和97．5％；M．orchidocola

GC943菌使植株对磷的吸收量比对照提高了7倍瞳“。

2．2增强抗逆性：感染内生菌的植物对环境具有很强的抗

逆性，可分为对非生物胁迫和对生物胁迫的抗性两方面，前

者主要包括干旱和高温耐性，后者主要包括阻抑昆虫和食草

动物的采食、抵抗病虫害等[z””]。

感染内生茵的高羊茅Festuca elata Keng ex E．Alexeev

生长能力在水分胁迫条件下高于未感染植株，尤其在重度胁

迫条件下，当75％未感染植株死亡时，感染植株全部存

活[2”。高羊茅与内生菌共生体抗旱性试验表明，与未感染植

株相比，感染植株的叶片加厚变窄，叶片卷曲现象普遍，根系

生物量更大，并且分布深，这说明内生菌能够提高高羊茅的

耐旱性口⋯。

内生菌对植物病原菌的抑制现象较为普遍口1。副，在内生

菌与植物构成的微生态系统中，内生菌发挥着重要的生态学

作用。80％的植物内生真菌在抗真菌、抗藻类或抗杂草方面

具有活性，而来自土壤中的真菌大约只有43％具有活性[2”。

如从卫矛科药用植物雷公藤Tripterygium wilfordii

Hook．f．中分离的内生菌能产生一种酰胺生物碱，该物质对

稻温病菌Pyricularia oryzae Car．及其他多种植物病原真菌

具有较强的抑杀作用[3“3“。内生菌白色恶臭菌Muscodor

albus Gary S．可产生一系列的有机酸、酯类、酮类以及乙醇

等挥发性物质，可抑杀多种植物病原真菌和细菌[3“。内生菌

与植物共生过程中，可产生一些对昆虫有毒性的物质，增强

植物的抗虫性，阻抑昆虫对植物的侵害。牧草中两种常见内

生菌香柱菌Epichloe sp．和Neotyphodium sp．能够合成黑麦

草生物碱，该物质可杀死多种害虫，是一种广谱性杀虫物质，

目前研究表明该次生代谢产物受到内生菌lolA、lolC、lolD、

lolE、lolF、Ioi0、lolP、loiT和lolU等9种基因的调控[36““。

分离于多年生黑麦草的一株香柱菌基因perA可合成一种过

胺物质，阻抑害虫对黑麦草的吞食[3“。

2．3促进药材有效成分的积累：药材有效成分主要为植物

次生代谢产物，而关于次生代谢产物在植物体内的积累机制

至今尚未能阐明[3]。现代研究表明，内生菌在与植物协同进

化过程中，不但自身能够产生特殊的化学物质，还能诱导宿

主植物次生代谢产物的合成和积累。因此，从内生菌的角度

阐明植物次生代谢产物的积累机制以及道地药材的成因将
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是一种新的研究思路和方法。

在内生菌与植物建立共生体的早期，二者存在一系列信

号物质的交换与识别，从而引起植物代谢的变化。一般认为，

提高药材有效成分的内生菌诱导子为多糖和寡糖，在植物与

内生菌的相互作用中能快速、高度专一和选择性地诱导植物

特定基因的表达，进而活化特定的植物次生代谢途径，合成

和积累特定的有效成分[．“。研究证实，接种内生菌有利于提

高药用植物有效成分的量。分离于长春花Catharanthus

roseu$roseu$(L．)G．Don的内生真菌可诱导长春花碱的合

成和积累，产量比对照提高了2～5倍[．“，黄花蒿Artemisia

annua Linn．内生真菌刺盘孢霉细胞壁寡糖提取物也可促进

青蒿素的合成，青蒿素产量比对照提高50％以上““。

3展望

目前国内外对于药材道地性的研究主要集中于化学成

分、遗传多样性、药理作用以及生态环境(气候因子、光照、土

壤、水分)等方面，而忽视了植物体内环境在道地药材形成中

所发挥的作用，特别是植物内生菌的作用。在内生菌与植物

形成的微生态系统中，内生菌不仅可改良药用植物的生物学

特性，促进植物生长，增加根的数量，提高植物抵御不良环

境，还可以促进药用植物有效成分的合成和积累。因此，通过

研究道地药材内生菌种群结构，并分析其对药材性状、产量

及有效成分所产生的影响，有利于揭示内生菌与道地药材之

间的相关性。在道地药材不同生长发育期，通过分析内生菌

种群结构的动态变化规律，阐明不同内生菌优势种群在道地

药材生长发育的不同阶段所产生的不同作用，可揭示道地药

材的形成机制，进而通过控制内生菌的种群结构，实现道地

药材大规模的高效、优质栽培。因此，研究内生菌对药材道地

性的形成具有重要的指导意义和应用前景。
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高速逆流色谱在中药分离中溶剂体系的筛选

程杰，符晓晖’，王维娜

(上海同田生物技术有限公司，上海201203)

高速逆流色谱(high—speed countercurrent chromato-

graphy，HSCCC)是近年来迅速发展起来的新型液一液分配

色谱技术。与其他液相色谱分离方法相比，其不使用固体载

体作固定相，被分离物质在互不相溶两相分配分离，克服了

固体载体带来的样品吸附、变性、污染、峰形拖尾等缺点[1]。

由于其所具有的分离功能强、速度快、制备量大的优势，在天

然产物、生物制品、抗生素[2,33的分析、分离工作中得到越来

越广泛的应用。

高速逆流色谱在中药领域的分离纯化中得到相当广泛

的应用“叫]，在黄酮、生物碱、植物多酚、酯类、萜类、木脂素、

香豆素、皂苷等几乎所有的天然植物化学成分的分离纯化中

都有应用。高速逆流色谱应用分离中，溶剂体系的成功选择

是关键。在多年逆流色谱溶剂体系筛选的研究中，有不少研

究学者也对此提出自己的思路和看法[7‘8]，这些信息对应用

逆流色谱分离中药的研究工作有较大的借鉴意义。目前溶剂

体系的选择和优化多在于实验经验的积累，没有充分的理论

依据，但却具有较强的实用价值。

本文主要是对逆流色谱分离中药实验中溶剂体系的筛

选经验进行论述。

l溶剂体系的选择原则

溶剂体系的选择是高速逆流色谱分离重要的一个环节。

选择逆流色谱的溶剂体系时，应注意以下几个方面：不造成

样品的分解和变性；足够高的样品溶解度}样品在系统中合

适的分析系数值；固定相能实现足够高的保留[．]。

2溶剂体系的筛选

通过查阅文献了解待分离物质的理化性质，如溶解度、

极性、酸碱度、稳定性、熔点等，方便寻找合适的溶剂体系。

构成溶剂体系的各组分组成可根据样品的溶解度来筛

选，在两相体系中选择某一或几种对其溶解度较好的组分和

溶解度较差的组分构成新的溶剂体系。

2．1常用体系：随着逆流色谱应用的日益广泛，越来越多的

研究人员针对不同的分离物质及类型进行相应的分离纯化

研究。通常的筛选体系参考与待分离目标成分相类似的成分

的分离实例，初步确定溶剂体系的组分及比例，进而根据具

体情况做出调整。

以本实验室的实践经验，氯仿体系和醋酸乙酯体系均为

常见的经典体系。如采用氯仿一甲醇一水(4 t 3：2)体系，从银

杏叶粗提物中一次分离得到白果内酯单体口1；采用氯仿一甲

醇一水(4：3：2)、醋酸乙酯一乙醇一水(10：1：10)等溶剂体

系，从虎杖根的醋酸乙酯提取物及水提物中分离得到白藜芦

醇和虎杖苷[63}应用石油醚一醋酸乙酯一乙醇一水(4：4 t 1)体

系从白术中分离出苍术苷和苍术烯丙酯[1⋯。在研发中根据

样品的性质、实际的应用效果，参考常见溶剂体系或相应类

型和性质的物质的分离文献是个有效的体系筛选方法。

中药的分离通常有3类体系：非极性或弱极性体系、中

等极性体系、亲水性体系。可根据待分离物质的性质来选择。

2．1．1非极性或弱极性体系：一般指适合分离在己烷、石油

醚、乙醚、四氯化碳等溶剂中易溶，在甲醇、乙醇等溶剂中溶解

的物质。通常选用的溶剂有：正己烷一醋酸乙酯一甲醇一水、正己

烷一甲醇一水、正己烷一乙醇一水、四氯化碳一甲醇一水、正己烷一甲

醇、正己烷一乙腈一醋酸乙脂、正己烷一乙腈一二氯甲烷等。非极性

或弱极性体系溶剂条件筛模型见图1。

2．1．2 中等极性体系：一般适合分离在氯仿、醋酸乙酯、丙

醇、丁醇等溶剂中易溶，在甲醇、乙醇溶剂中溶解，石油醚、己

烷等溶剂中不溶或难溶的物质。通常选用的溶剂：正己烷一醋

酸乙酯一甲醇一水、正己烷一醋酸乙酯一乙醇一水、氯仿一甲醇一水、

氯仿一甲醇一丁醇一水。中等极性体系溶剂条件筛选模型见图2。

2．1．3亲水性体系：一般适合分离在丁醇、甲醇、乙醇、水等

溶剂中易溶，在石油醚、己烷、氯仿等溶剂中难溶的物质。通

常为醋酸乙脂一丁醇一甲醇一水；醋酸乙脂一丁醇一乙醇一水；丁

醇一水等体系。亲水性体系溶剂条件筛选模型见图3。

幺2测定分配系数筛选体系：分配系数(K)是分离中一个
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