
51. 2 ( CH ) , 32. 2 ( CH,β -Val ) , 20. 9 ( CH3 ,γ-CV la ) ,

19. 1( CH3 ,γ-CVla ) , 17. 1( CH3 ,β -CAla )。 如前所述鉴

定为环 (丙-缬 )。

化合物Ⅲ : 混合物中的一个组分 , C9H16N2O2 ,

FAB-M S m /z: 185 ( [ M + H ]
+
)。

1
HNMR ( 400

MHz,氘代吡啶 )δ: 9. 25 ( 1H, br. s, N HAla ) , 9. 16

( 1H, br. s, N HLen ) , 4. 34( 1H, ca. ,α-HAla ) , 4. 27( 1H,

m ,α-HLeu ) , 2. 12( 1H, ca. ,β -HLeu ) , 1. 96 ( 1H, m,β -

HLeu ) , 2. 12 ( 1H, ca. ,γ-HLeu ) , 1. 66 ( 3H, d, J= 6. 5

Hz,β -HAla ) , 0. 925( 3H,d, J= 6. 0 Hz,δ-HLeu ) , 0. 919

( 3H,d, J= 6. 4 Hz,δ-HLeu )。
13
CNM R( 100 M Hz,氘

代吡啶 )δ: 169. 7( COLeu ) , 169. 6( COAla ) , 54. 1( CH,

α-CLeu ) , 51. 4( CH,α-CAla ) , 43. 9( CH2 ,β -CLeu ) , 24. 7

( CH, γ-CLeu ) , 23. 4 ( CH3 , δ-CLeu ) , 21. 9 ( CH3 , δ-

CLeu ) , 20. 8( CH3 ,β -CAla )。 如前所述鉴定为环 (丙 -

亮 )。

化合物Ⅳ :混合物中的另一个组分 , C9 H16N2O2 ,

FAB-M S m /z: 185 ( [ M + H ]
+
)。

1
HNMR ( 400

MHz,氘代吡啶 )δ: 9. 26 ( 1H, br. s, N HAla ) , 8. 95

( 1H, br. s, N HIle ) , 4. 34( 1H, ca. ,α-HAla ) , 4. 19( 1H,

m ,α-HIle ) , 2. 34 ( 1H, m, β -HIle ) , 2. 06 ( 1H, m,γ-

HIle ) , 1. 74( 1H, m ,γ-HIle ) , 1. 68( 3H, d, J= 6. 5 Hz,

β-HAla ) , 1. 14( 3H, d, J= 7. 2 Hz,γ-HIle ) , 0. 887( 3H,

t , J= 7. 5 Hz,δ-HIle )。 13
CNMR( 100 MHz,氘代吡

啶 )δ: 170. 0 ( COAla ) , 167. 8 ( CO Ile ) , 60. 4 ( CH,α-

CIle ) , 51. 1 ( CH, α-CAla ) , 39. 2 ( CH, β -CIle ) , 24. 9

( CH2 ,γ-CIle ) , 20. 4( CH3 ,β -CAla ) , 15. 6( CH3 ,γ-CIle ) ,

12. 2( CH3 ,δ-CIla )。如前所述鉴定为环 (丙 -异亮 )。

致谢:中国科学院昆明植物研究所植物化学开

放实验室仪器分析组测定所有光谱 ,感谢云南省教

委给予科研经费资助。
参 考 文 献

1　吴征镒 . 新华本草纲要 . 第三册 . 上海:上海科技出版社 ,

1990: 47

2　浦相渝 ,杨崇仁 ,周　俊 . 云南植物研究 , 1984, 6( 4): 463

3　浦相渝 ,周　俊 . 云南植物研究 , 1987, 9( 3) : 369
4　浦相渝 ,周　俊 . 云南植物研究 , 1989, 11(2) : 198

5　 Tan N H, Zhou J, Ch en C X, et al . Ph ytoch emis t ry, 1993, 32:

1327

6　 Zh ao Y R, Zhou J, Wang X K, et al. Phytoch emis t ry, 1995,

40: 1453

7　 Zh ao Y R, Zhou J, Wang X K, et al . Ch inese Journal of

Chemis t ry, 1995, 13( 6): 552

8　张荣平 , Zou C, He Y N,等 . 云南植物研究 , 1997, 19( 3) : 304

9　 Wang Y C, Tan N H, Zhou J, et al . Ph ytochemist ry, 1998, 49:

1453
10　 Ding Z T, Wang Y C, Zhou J, et al . Chin ese Ch emical

Let ters, 1999, 10: 1037

11　 Ding Z T, Zhou J, Tan N H, et a l. Plant M edica, 2000, 66: 386

( 1999-12-06收稿 )

长春花内生真菌的分离及其发酵产生药用成分的初步研究
△

云南大学生物系 (昆明 650091)　　张玲琪
 
　郭　波　李海燕　曾松荣

云南省微生物研究所　　　 　　　邵　华　 谷　苏　魏蓉城

摘　要　首次报道从长春花 Catharanthus roseus ( L. ) G. Don 茎的韧皮部中分离出尖孢镰刀菌 Fusarium

oxysporum ,为该植物的一种内生真菌 ,并用 TLC和 HPLC对该菌的 97CG3菌株培养物进行了分析 ,初步结果表明

该真菌能产生抗癌药长春新碱成分。

关键词　长春花　内生真菌　尖孢镰刀菌　长春新碱

Preliminary Study on the Isolation of Endophytic Fungus of Catharanthus roseus and

Its Fermentation to Produce Products of Therapeutic Value
　　Depar tment of Bio log y , Yunnan Univ ersity ( Kunming 650091)　 Zhang Lingqi, Guo Bo , Li Haiyan and Zeng Song rong

　　Yunnan Institute o f Micr obio lo gy　 Shao Hua , Gu Su and Wei Rongcheng

Abstract　　 An endophy tic fungus, Fusarium oxysparum , ( 97CG3 ) w as isolated f rom the phloem

(inner ba rk) of Catharanthus roseus ( L. ) G. Don fo r the fi rst time. M etabolic products of cul tured 97CG3

have been ana lysed by TLC and HPLC. It w as show n that the fungus can produce vincristine w hich has an

·805·中草药　 Chinese Traditiona l and He rbal Drug s　 2000年第 31卷第 11期

 Address: Zh ang Lingqi , Biology Departmen t of Yunnan Universi ty, Kunming
张玲琪　女 , 57岁 , 1964年毕业于云南大学。现任生物系教授 ,硕士生导师。长期从事基础微生物学及应用微生物学的教学和科研工作 ,先

后主持和参与国家和省自然科学基金以及有关部门委托的纵横向课题 10余项 ,在内生真菌、菌根菌以及环保和食品微生物等方面均完成了较
多的工作 ,获得过部、省级科技进步奖 ,已发表有关论文 40余篇 ,并合著出版著作 2本。

△国家自然科学基金资助项目 ( No 39860005) ;云南省应用基础研究基金资助项目 ( No 96C009M)



anticancer activity.

Key words　　 Catharanthus roseus ( L. ) G. Don　 endophytic fungus　 Fusarium oxysporum　

vincristine

　　长春花 Catharanthus roseus ( L. ) Don为夹竹

桃科长春花属多年生草本植物 ,全草均可药用 ,有较

高药用价值 [1 ]。五十年代末 ,发现长春碱和长春新碱

具有抗肿瘤活性 ,尤其对白血病具显著疗效。此后 ,

从长春花不同部位分离出 100多种生物碱 ,但这些

生物碱在植物体内含量低 ,且植物生长缓慢 ,资源短

缺 ,限制了抗癌药物的进一步开发。人们又转而进行

植物组培研究 [2, 3 ] ,但植物组培成本高 ,生产难度大 ,

有效成分含量低 ,也未能成功应用于生产 [4 ]。由于植

物真菌对植物某些药效成分的形成有重要影响 ,甚

至会产生和其寄主相同或相似的生理活性成分 [5, 6 ] ,

而且真菌易于培养 ,可以通过育种手段和控制培养

条件等措施来大幅度提高其有效成分的含量 ,并便

于组织工业化生产。故利用微生物生产抗癌成分前

景十分广阔。 本研究不仅对长春花内生真菌的分离

和研究、更拟通过真菌和寄主的特定抗癌成分的对

比为以后筛选真菌来生产药物奠定基础。目前 ,从长

春花内生真菌产生长春碱的研究除我们初报过交链

孢属 ( Altemaria)真菌的工作外
[7 ]
,在国内外尚未见

报道。

1　材料和方法

1. 1　材料:新鲜长春花 ( 2～ 3年 )来源于云南大理

弥渡县、巍山县和西双版纳州。 硫酸长春新碱

(v incristine sulfate)对照品购自上海华联制药公司

和 Sigma公司。

1. 2　培养基 [ 8]:马铃薯葡萄糖培养基 ( PDA)、查氏

培养基、改良的 MM培养基。

1. 3　内生真菌的分离:按常规无菌操作。 取长春花

不同部位的叶和茎干 ,按下列程序表面消毒:自来水

冲洗→ 75%酒精漂洗 ( 3～ 5 min)→无菌水冲洗 3～

4次→ 0. 1%升汞漂洗 ( 10～ 30 s )→无菌水冲洗 5

次。

将上述处理过的叶片和茎在超净台条件下切割

成约 0. 5 cm× 0. 5 cm的小片 (茎取韧皮部 ) ,然后将

小片种植于 PDA平板上 ,置 28℃温箱培养 3～ 7 d

后 ,即可见样品切割过的边缘有菌丝长出 ,经纯化后

转接到 PDA斜面上备用。

为了检查表面消毒是否彻底 ,做了对照实验。将

上述同样条件处理过的茎段不作切割直接种植于

PDA平皿上 ,置于相同的条件下培养 ,结果对照用

的茎段周围无任何菌长出 ,多次重复均如此 ,证明所

分到的菌是韧皮部内的 ,而不是表面的附生菌。

1. 4　内生真菌的液体培养:液体培养基为基本培养

基 ( MM ) ,将 1 000 mL培养液分装在 250 mL的三

角瓶中。用接种钩挑取少许菌丝接种于培养瓶中 ,置

于 27℃摇床 ( 100 r /min)培养 3～ 4 d,待菌丝体长

好后进行提取。

1. 5　提取方法:发酵液 1 000 mL→碱化 ( p H> 8)→

离心 ( 2 500 r /min, 15 min)→沉淀→加 CHCl3→浓

缩→置青霉素小瓶中备用。

1. 6　检测方法

1. 6. 1　 TCL检测硅胶板: 自制硅胶板和购自青岛

海洋化工厂的硅胶板。展开剂:苯 -丙酮= 8∶ 2;显色

采用碘显色。

1. 6. 2　液相色谱分析: 仪器: BECKMAN 421A控

制器 , 110B溶剂导入组件 ; 163可变波长检测器 ,

427积分仪。

条件: 检测波长 λ= 238 nm,吸光度 0. 5;泵 A

(重蒸水 ) 1～ 1. 5× 69 Pa;泵 B(甲醇 ) 1～ 1. 5× 69

Pa。

流速: 0. 5 mL /min;泵 A 30%、泵 B 70%。

2　结果与讨论

2. 1　长春花内生真菌 97CG3的形态特征及生长特

性: 从云南不同地点生长的长春花的茎和叶中分离

出 20多个真菌菌株 ,其中有一菌株 97CG3的培养

物中含有长春新碱成分 ,该菌株经鉴定为尖孢镰刀

菌 Fusarium oxysporum Schlech t (图 1) , 97CG3在

查氏固体平板培养基上菌丝体纤细 ,白色 ,通常带有

紫色 ,该菌可产生 2种类型的分生孢子 ,大型分生孢

子呈纺锤形至镰刀型 ,多胞无色 ,小型分生孢子单胞

无色呈卵形至椭圆形 , 并发现有厚垣孢子呈间生和

图 1　 97CG3显微镜下分生孢子形态 ( 992X)

·806· 中草药　 Chinese Traditiona l and He rbal Drug s　 2000年第 31卷第 11期



顶生 [9 ]。在 25℃ , 28℃ , 32℃ 3个不同的温度炉条

件下 ,接种量都一致 (均为 0. 7% ) , 97CFG3菌株在

28℃时 ,最终吸光度值高 ,生长最好。

图 2　 97CG3产物的

TLC检测

2. 2　长春花内生真菌 97CG3

培养物中长春新碱的测定: 通

过不同的展开剂进行薄层层析

都发现与对照品硫酸长春新碱

相同的斑点 (图 2)。 但不够理

想。 为 此我们 又进 一步 经

HPLC检测 , 发现内生真菌

97CG3样品在现有设定条件下

的保留时间 Rt 值在 2. 59 min

时色谱峰与对照品硫酸长春新

碱在 2. 60 min时的波峰相同

(图 3)。

图 3　 97CG3产物的 HPLC检测

2. 3　微生物产生与植物一致的次生代谢产物的可

能性分析:生物在次生代谢过程中其生化途径的连

续演化会导致有益物质进入到共生体中 ,其基本的

生化过程信息有时还会传递到其它生物中去 ,在生

物早期的系统发育过程中 ,一些具有完全互补的遗

传特性或参与代谢过程的其它生物体 (如细菌或蓝

藻 ) ,被认为可以组合进真核细胞并发育成线粒体和

叶绿体 [10 ]。

生物之间的相互作用和“协同进化”。“内共生理

论”认为 ,在共生体内 ,一旦次生代谢中出现有用生

化途径 ,它就能被其它生物所利用 ,表现出相互作用

和“协同进化” ( co-evolution)。 很多真菌激素 ,包括

有性生殖过程中的一些激素 ,其化学结构与哺乳动

物中的某些细胞调节机制即是从微生物进化而

来
[11, 12 ]
。因此 ,用微生物生产与植物相同或类似的

次生代谢产物是可行的。

从测定结果看出 , 97CG3的液体培养基中含有

长春新碱成分 ,但合成的该物质含量低。今后 ,我们

将着手纯化该菌株产生的长春新碱成分 ,以便利用

质谱和免疫学方法作进一步鉴定 ,同时也将积极开

展菌株的选育工作。

致谢:生物系 97届学生葛再伟、王浩 ,微生物研

究所张云峰和省工业微生物发酵工程重点实验室刘

勇和罗氘芸老师等先后参加过部分工作 ,特在此表

示谢忱。
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