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研究报告 

蛇足石杉中产石杉碱甲内生真菌的分离和鉴定 

韩文霞 1*  李伟泽 1  李小峰 1  张寒 1  杨时珍 1  杜江凤 1  景欢 1  程传彬 2 
(1. 西安医学院  陕西 西安  710021) 

(2. 石家庄机械化步兵学院  河北 石家庄  050083) 

 
 

摘  要：【目的】从野生蛇足石杉(Huperzia serrata)中分离筛选产石杉碱甲的内生真菌。【方法】

采用薄层层析及高效液相色谱法对内生真菌代谢产物进行测定和分析以期分离获得产石杉碱

甲菌株，运用形态及 ITS 序列分析方法对产石杉碱甲菌株进行鉴定，并利用连续传代方法考察

菌株遗传稳定性。【结果】经筛选获得一株产石杉碱甲内生真菌 NSH-5，经形态学鉴定及 ITS

序列分析鉴定为轮枝镰孢菌(Fusarium verticillioides)，其石杉碱甲产量为 11.76 mg/100 mL，菌

株经 20 次连续传代后遗传稳定。【结论】NSH-5 菌株为一株具有产石杉碱甲能力的轮枝镰孢菌，

该菌株的发现为生物合成石杉碱甲提供了新的菌种资源。 

关键词：石杉碱甲，薄层层析法，高效液相色谱法，轮枝镰孢菌 

Isolation and identification of endophytic fungus producing 
Huperzine A from Huperzia serrata 

HAN Wen-Xia1*  LI Wei-Ze1  LI Xiao-Feng1  ZHANG Han1  YANG Shi-Zhen1   
DU Jiang-Feng1  JING Huan1  CHENG Chuan-Bin2 

(1. Xi’an Medical University, Xi’an, Shaanxi 710021, China) 
(2. Shijiazhuang Institute of Mechanized Infantry, Shijiazhuang, Hebei 050083, China) 

Abstract: [Objective] To screen and isolate endophytic fungal strains producing Huperzine A 
(HupA) from wild Huperzia serrata. [Methods] HupA producing endophytes were identified through 
thin layer chromatography (TLC) and high-performance liquid chromatography (HPLC), and the 
identification of the fungus with relatively a high HupA productivity was performance based its 
morphological characteristics and nuclear rDNA-ITS sequences. [Results] One HupA producing 
endophyte (NSH-5) was identified as Fusarium verticillioides according to its morphological 
characteristics and an analysis based on nuclear rDNA-ITS sequences. The amount of HupA 



2154 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.9 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

produced by NSH-5 was quantified to be 11.76 mg/100 mL on liquid culture basis by HPLC, which 
with hereditary stability after 20 generations. [Conclusion] Strain NSH-5 could produce HupA. 
Isolation of such a fungus may provide a promising alternative approach to producing HupA. 

Keywords: Huperzine A, Thin layer chromatography, High-performance liquid chromatography, 
Fusarium verticillioides 

阿尔茨海默病又称老年痴呆症 (Alzheimer’s 

disease，AD)，随着老龄化的加剧，已经成为继心

脑血管疾病和癌症之后，危害老年人生命健康的

“第四位杀手”[1-4]。目前乙酰胆碱酯酶抑制剂类药

物处于 AD治疗药物市场上的主导地位，其中石杉

碱甲(Huperzine A，HupA)作为 AD 治疗的有效药

物，具有良好的应用前景[5]。 

HupA其化学名为(5R,9R,11E)-5-氨基-11-亚乙

基-5,6,9,10-四氢-7-甲基-5,9-亚甲环芳辛并-2(1H)-

吡啶酮，分子式为 C15H18N2O，分子量为 242.3。

HupA系石杉科植物次生代谢生物碱，是从民间草

药千层塔中分离得到的一种新型石松类单体生物

碱，具有多靶点作用，不仅能够阻断 AchE对 Ach

的降解而增加脑内 Ach 的浓度以提高学习和记忆

功能，还能对抗多种因素诱发的氧化应激和细胞凋

亡等神经元毒性作用[6]。目前 HupA主要是从天然

植株中提取和化学合成两种途径获得。天然蛇足石

杉资源主要来源于柳叶马尾杉、蛇足石杉等，但天

然植株资源有限[7]，而且HupA在全草中含量甚微，

因此仅靠天然植株来获取 HupA 远远满足不了临

床的需求；化学合成 HupA工艺复杂繁琐、成本高，

加之副产物多、纯化困难[8-9]，在临床应用中具有潜

在毒性。因此，利用生物合成方法获得 HupA受到

越来越多的关注。国内外研究学者对 HupA生物合

成做了大量研究，结果表明采用生物合成生产

HupA是一种新型、高效、环保的合成方法[5]。 

利用生物合成获得 HupA 的方法主要有微生

物发酵、生物转化等方法。但是，至今因菌种的

HupA产量较小而无法工业化生产。已有实验证明

从野生蛇足石杉[Huperzia serrate (Thunb.) Trev，石

杉科，石杉属]中可以分离获得产 HupA的菌株[10-13]。

目前国内外主要是从我国蛇足石杉中分离出炭角

菌目(Xylariales)真菌，芽生菌属(Blastomyces)、  

支顶孢属(Acremonium)、葡萄孢属(Botrytis)、炭角

菌属(Xycarialern)、柄孢壳菌属(Podospora)等属的

菌株，以及黄曲霉(Aspergillus flavus)、芽枝状枝

孢霉(Cladosporium cladosporioides)、纤姿拟青霉

(Paecilonmyces tennis)、胶胞炭疽菌(C. gheosporioide 

ES026)、产黄青霉属(Penicillium chrysogenum)等真

菌，已有报道显示，这些内生真菌分离物的石杉碱甲

产量甚微，离工业化生产石杉碱甲还有很大距离[14]。 

本文主要从四川省广元市旺苍县汉王山采集

获得的野生蛇足石杉中分离获得内生真菌，并对产

HupA菌株进行鉴定，以期获得高产、可稳定遗传

的内生真菌，为进一步利用生物合成 HupA开发新

的菌种资源奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  植物材料：供试野生蛇足石杉(H. serrate)于

2014 年 9 月中下旬在四川省广元市旺苍县汉王山

(海拔 2 005.4 m) 900 m−1 500 m范围采集。采集时

保留完整植株的根、茎、叶，并携带根际土壤一并

带回实验室。 

1.1.2  主要试剂和仪器：石杉碱甲对照品，批号

102518-79-6，纯度≥98%，上海思域化工科技有限

公司；薄层色谱硅胶、琼脂糖凝胶电泳，陕西执

信科技有限公司；Ezup 柱式抽提试剂盒，货号

SK8259，生工生物工程(上海)股份有限公司。 

恒温培养箱(BSP-400)，中国上海博讯公司；恒

温摇床(ZHNY-2112B)，中国天津欧诺公司；高速冷

冻离心机(5424R)，德国Eppendorf公司；旋转蒸发仪

(RE-2000)，上海亚荣生化仪器厂；显微镜(E100)，

中国尼康公司；扫描电子显微镜(JCM6000)，上海千

欣仪器有限公司；高效液相色谱仪(Agilent 1100)，
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美国 Agilent公司；生物安全柜(A2型，1389)，美国

Thermo Scientific公司。 

1.2  内生真菌的分离纯化及产生物碱菌株的筛选 

参考闵长莉和汪学军 [12]内生真菌的分离纯

化方法，分离蛇足石杉根、茎、叶中的内生真菌，

直到得到纯化的内生真菌为止，内生真菌分离率

的计算参照苏经迁[15]的方法进行。将纯化的内生

菌分别接入装有 100 mL 马铃薯葡萄糖液体培养

基[16]的 250 mL锥形瓶中(每个菌株接 3瓶)，28 °C、

220 r/min振荡培养 5 d，设置 3个重复。内生真菌

在振荡培养 5 d后，培养滤液于 10 000 r/min离心

15 min[15]后用于生物碱的测定。产生物碱菌株筛选

操作参考生物碱沉淀法及酸性染料比色的方法[15]

进行。菌株的活化和传代采用 PDA培养基[16]进行。 

1.3  石杉碱甲的提取 

取产生物碱菌株的培养滤液经离心后获得上

清液 50 mL，采用氯仿-乙醚-氯仿提取方法提取石

杉碱甲收集有机相，将氯仿萃取液蒸干后用色谱级

甲醇定容到 5 mL，测定发酵上清液产石杉碱甲的

含量[16]。 

1.4  薄层层析测定 

薄层层析(TLC)参照 Zhang等[13]方法进行。展

开剂为氯仿:丙酮:异丙醇(4:4:2，体积比)，显色剂

为 0.3%高锰酸钾溶液，层析板采用 GF254硅胶板。 

1.5  高效液相色谱测定 

1.5.1  色谱条件：高效液相色谱柱为 Agilent C18柱

(4.60 mm×250 mm，5 µm)；色谱条件为：流动相为

甲醇-0.1%甲酸(75:25，体积比)；流量 1.0 mL/min；

柱温 25 °C，进样量 20 µL；检测波长 310 nm。通

过样品和石杉碱甲对照品色谱峰保留时间的数值

来进一步判断菌株是否产石杉碱甲[12]。 

1.5.2  标样溶液制备及精密度试验与线性方程建

立：精密称取HupA标准样20 mg，溶于20 mL蒸馏

水中，依次制备成 0.050、0.025、0.012 5、0.006、

0.003 mg/mL质量浓度，分别进样 20 µL。每次做

5 次重复，以确定精密度良好。以峰面积与对应

标准品质量绘制标准曲线，得线性回归方程。通

过线性回归方程计算所分离获得菌株产石杉碱甲

的含量。 

1.6  产石杉碱甲菌株的形态特征 

采用点接法将蛇足石杉内生真菌接种于 PDA

培养基上进行形态学研究，参照真菌的分类鉴定方

法调查分离菌株的形态学基本特征[16]。 

1.7  产石杉碱甲菌株的分子系统学特征 

产石杉碱甲菌株的基因组 DNA提取按照 Ezup

柱式抽提试剂盒进行，真菌菌种鉴定通用引物 ITS1

和 ITS4由生工生物工程(上海)股份有限公司提供。

PCR反应体系：基因组 DNA (20−50 ng/µL) 0.5 µL，

10×Buffer (Mg2+) 2.5 µL，dNTPs (各2.5 mmol/L) 1 µL，

酶 0.2 µL，F (10 μmol/L) 0.5 µL，R (10 μmol/L)  

0.5 µL，加双蒸水至 25 µL。PCR反应条件：94 °C 

4 min；94 °C 45 s，55 °C 45 s，72 °C 1 min，30 个

循环；72 °C 10 min。PCR产物经 1%琼脂糖电泳检

测后送生工生物工程(上海)股份有限公司进行测

序。所测得的 rDNA-ITS序列以 Neighbour-Joining

方法构建进化树，参考 rDNA-ITS序列选择和基于

中点定根法标准，另选择从蛇足石杉分离获得的另

一株可产石杉碱甲的毛霉属真菌作为外群。 

1.8  产石杉碱甲菌株的遗传稳定性 

采用连续传代方法进行产石杉碱甲菌株的遗

传稳定性研究。产石杉碱甲野生菌株经试管传代

后接种到马铃薯葡萄糖液体培养基中进行培养，发

酵条件保持一致。考察野生菌株经第 5、10、15、

20 次传代后菌株产石杉碱甲的能力，每代传代间

隔时间为 1个月。石杉碱甲产量检测方法参照文中

1.5的方法进行。 

2  结果与分析 

2.1  内生真菌的分离和培养 

从四川省广元市旺苍县汉王山采集的蛇足石杉

的根、茎、叶组织内共获得 40株内生真菌。这些

菌株以叶片中获得的内生真菌分离率最高，为 45%，

茎中为 30%，根中为 25%。分离获得的 40株内生

真菌经培养后获得培养滤液，通过生物碱沉淀法及

酸性染料比色共筛选方法进行筛选，从中共筛选出
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7株产生物碱内生真菌。 

2.2  HupA 的检测 

经马铃薯葡萄糖液体培养基培养后的菌株，离

心获得上清液 50 mL，采用氯仿-乙醚-氯仿提取方

法提取石杉碱甲收集有机相，蒸干后用色谱级甲醇

定容到 5 mL后获得可用于 TLC检测的样品。对所

获得的 7 株内生真菌提取物经 TLC 检测，菌株

NSH-5出现与标准品 Rf值相似(图 1)。 

HPLC 分析结果表明标准品出峰时间为  

8.805 min (图 2)，线性回归方程为 y=−16.407 13 +  

1 059.604 31x，R=0.997 58。菌株 NSH-5培养滤液

提取物出峰时间为 9.020 min (图 3)，二者出峰时间

接近，当向菌株 NSH-5 培养滤液提取物中添加标

准品后 HPLC出峰时间重叠，不产 HupA菌株培养

滤液提取物 HPLC 出峰时间见图 4，结果表明

NSH-5 培养滤液提取物中存在石杉碱甲，产石杉

碱甲含量为 11.76 mg/100 mL。 

 

 
 

图 1  菌株 NSH-5 马铃薯葡萄糖液体培养滤液中 HupA

的 TLC 分析 
Figure 1  TLC analysis of fungal NSH-5 HupA formation 
in potato dextrose broth 
注：3：石杉碱甲标准品. A：1：内生真菌 NSH-5培养滤液提取

物；2：NSH-5培养滤液提取物与石杉碱甲标准品混合物. B：1：

不产石杉碱甲菌株培养滤液提取物；2：马铃薯葡萄糖培养基培

养滤液提取物. 

Note: 3: A standard HupA sample. A: 1: NSH-5 HupA; 2: The 
minture of NSH-5 metabolite and HupA. B: 1: The metabolite of 
the fungal with no HupA; 2: The extracts filtrate of potato dextrose 
medium culture.  

 
 

图 2  标准品 HupA 的 HPLC 分析  
Figure 2  Detection of standard HupA by HPLC analysis 

 

 
 

图 3  菌株 NSH-5 的 HPLC 分析 
Figure 3  Detection of the fungal HupA produced by NSH-5 
with HPLC analysis 

 

 
 

图 4  不产石杉碱甲菌株的 HPLC 分析 
Figure 4  Detection of the fungal with no HupA produced 
by other fungal strain with HPLC analysis 

 

2.3  菌株 NSH-5 的形态学特征 

菌株 NSH-5在 PDA平板上 28 °C黑暗中产生

的气生菌丝直径约 3.5 μm，浓密、发达，呈棉絮状，

4 d后菌落直径约为 4.0 cm，生长速度较快。菌落

正表面较松，呈苍白色絮状，背面中心呈浅黄棕

色(图 5A、B)。分生孢子梗长 55 μm−125 μm，宽
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3.2 μm−4.8 μm，从气生菌丝长出，不分枝或呈轮枝

状分枝，单瓶梗产孢，分生孢子排列呈链状或形成

假头状(图 5C-1、2)，有隔菌丝(图 5D)；产大小两种

分生孢子，大分生孢子少，呈镰刀形，细长，中部

较直，两端略弯，3−6个分隔，大小为(20.1−35.9) μm× 

(2.8−4.2) μm (图 5E-1，F-1、2、3、4)；小分生孢

子多，形状多变，呈卵圆形至棍棒状，1−2分隔，

大小为(4.3−10.5) μm×(2.0−3.1) μm (图 5E-2、3，G，

H)；没有观察到厚垣孢子。以上特征与轮枝镰孢

菌(Fusarium verticillioides)的形态特征一致[17-19]。 

 

 
 

图 5  产石杉碱甲菌株 NSH-5 的菌落及分生孢子形态 
Figure 5  Morphological characters of strain NSH-5 

注：A、B：在 PDA培养基 28 °C恒温培养 4 d形成苍白色至浅黄棕色的菌落，A正面，B反面；C：单瓶梗产孢，分生孢子

排列呈链状或形成假头状，图中数字 1 处标记为分生孢子排列形成链状，数字 2 处标记为分生孢子排列形成假头状；D：有

隔菌丝；E−H：大型和小型分生孢子，其中 E-1与 F1−4为镰刀状大分生孢子，大小为(20.1−35.9) μm×(2.8−4.2) μm，E-2、E-3

与 G、H为小分生孢子，大小为(4.3−10.5) μm×(2.0−3.1) μm. A、B标尺为 20 mm，C、D标尺为 50 µm，E、F标尺为 20 µm，

G标尺为 100 µm，H标尺为 10 µm. 

Note: A and B: Forming white to pale yellow brown colony on PDA at 28 °C for 4 d, A: The obverse side, B: The reverse side; C: Valse 
conidia heads or conidia in chains forming from apical tips of monophialides, 1: Valse conidia in chains forming from apical tips of 
monophialides, 2: Valse conidia heads forming from apical tips of monophialides; D: Septate hypha; E−H: Macroconidia and 
microconidia, E-1 and F1-4: Sickle macroconidium, size is (20.1−35.9) μm×(2.8−4.2) μm, E-2, E-3 and G, H: Clavate microconidia, 
size is (4.3−10.5) μm×(2.0−3.1) μm. Bars: A, B=20 mm; C, D=50 μm; E, F=20 μm; G=100 μm; H=10 μm. 
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2.4  菌株 NSH-5 的分子系统学分析 

NSH-5 菌株 DNA 扩增条带经琼脂糖凝胶电泳

测定大小为 500 bp 左右，且上下无杂带。以 ITS1

和 ITS4为引物，在菌株 NSH-5基因组 DNA中扩增

出 532 bp 片段，将测得的 ITS-rDNA 序列经 NCBI

上BLAST比对并申请GenBank登录号(KX853851)，

菌株NSH-5 rDNA-ITS序列与 Fusarium verticillioides 

BPFus 01和 Fusarium verticillioides UZ487相似性

均达 100%，使用 MEGA 7.0软件 ClustalW方法，

以 Neighbour-Joining 方法构建进化树，在分支上

标记 1 000次重复获得的自展检验 Bootstrap值，

进化树构建结果见图 6。综合菌株 NSH-5 形态学

和 ITS 序列分析，将菌株 NSH-5 鉴定为轮枝镰孢

NSH-5株(Fusarium verticillioides NSH-5)。 

2.5  菌株遗传稳定性结果 

菌株 NSH-5 经连续传代后测定野生菌株经第

5、10、15、20次传代后菌株的培养滤液产石杉碱甲

的能力，经过 20 次传代的菌株与野生菌株产石杉碱

甲能力无显著性差异(P=0.244 26) (表 1)。 

 

表 1  菌株 NSH-5 传代稳定性研究 
Table 1  The batches stability results of strains of NSH-5

传代次数 

Number of batches 

石杉碱甲产量 

Yielding of HupA (mg/100 mL) 

0 11.76 

5 11.79 

10 11.82 

15 11.78 

20 11.72 
 

 

 
 

图 6  菌株 NSH-5 基于 rDNA-ITS 的系统发育学分析 
Figure 6  Phylogenetic tree constructed based on ITS sequences of NSH-5 

注：分支点上的数字表示构建系统树时 1 000次计算形成该节点的百分比；括号内为 GenBank登录号；标尺长度代表遗传距离. 

Note: The bootstrap values (%) presented at the branches were calculated from 1 000 replications; Numbers in parentheses are GenBank 
accession numbers; The scale bar represents the evolution of the rDNA-ITS genome sequences. 



韩文霞等: 蛇足石杉中产石杉碱甲内生真菌的分离和鉴定 2159 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

3  讨论 

实验分离所获得的内生真菌中，从叶片中分离

获得一株可产 HupA且 20次传代后具有较好遗传

稳定性的菌株，根据形态学和分子生物学鉴定该菌

株为轮枝镰孢菌。该菌株的发现及应用有望为生物

合成 HupA提供新的菌种资源，为解决临床 HupA

供应不足与价格较高的问题及 AD 的治疗提供药

物保障，同时为濒危药用植物资源有效保护提供

一种切实可行的方法。 

目前，AD发病率飙升，HupA供应不足成为阻

碍 AD治疗的瓶颈，如何高效、环保、低成本获得

HupA成为亟待解决的重大技术问题。目前已报道菌

株的 HupA 产量[13,15,20-21]见表 2，实验所获得的轮枝

镰孢菌NSH-5株HupA产量为 11.76 mg/100 mL，与

以往发现菌株相比其产量有所提高[13,15,20-22]，但其产

量离工业化生产还有很大距离。鞠錾[22]及周树良

等[23]通过改变培养条件提高菌株生物合成石杉碱

甲的能力，但是，经单因子和正交试验优化后的发

酵条件所获得的石杉碱甲产量离工业化生产依然

有很大距离，从而难以进入大规模生产。因此对已

发现菌株的生物合成机理研究和对产石杉碱甲相

关基因改造及菌种稳定表达体系的构建将成为下

一步实验研究的主要任务。 

 

表 2  不同内生真菌产 HupA 的产量 
Table 2  Yield of HupA reported from different 

endophtic fungi  
菌株 

Strain 

石杉碱甲产量 

Yielding of HupA 

参考文献

Reference
Paecilonmyces tennis 
YS-13 

21.0 µg/L [15] 

Xylariales SY-02 26.4 µg/L [15] 

Aspergillus flavus LF40 80.1 µg/g DCW [20] 

Cladosporium 
cladosporioides LF70 

56.84 µg/g DCW [13] 

Shiraia sp. Slf14 327.8 µg/L [22] 

Blastomyces sp.HA15 20−30 µg/g DCW [10] 

Fusarium verticillioides 
NSH-5 

11.76 mg/100 mL 本研究 

Note: µg/g dcw: HupA per dry weight of mycelium. 

Bunsupa 等的研究结果表明：HupA 生物合成

是以赖氨酸脱羧酶介导赖氨酸脱羧开始[24]，在内

生真菌生物合成 HupA途径中，加入赖氨酸后真菌

表达所获取的 HupA远远高于未添加组[25]。并且，

在赖氨酸脱羧酶作用后接着由铜胺氧化酶催化尸

胺生成四氢吡啶，然后经过一系列的酶促反应才能

最终生成 HupA。但是，已证明赖氨酸脱羧酶和铜

胺氧化酶不是影响 HupA表达的关键酶类，因此研

究影响经由赖氨酸起始合成 HupA 过程中的关键

酶类显得尤为重要。由于酶的表达受基因序列和相

关基因(作用元件)的调控。据此，后期实验研究将

对产石杉碱甲菌株改变一定诱变条件，如应用紫外

线诱变原生质体等方法对产石杉碱甲菌株进行菌

种生物诱变改造条件研究，拟对诱变菌株中筛选得

到的有效基因序列编码的关键酶进行预测研究和

功能验证，阐明基因调节及关键酶在 HupA生物合

成途径中的作用机制。为进一步利用生物合成方法

工业化生产石杉碱甲奠定基础。 
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