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真菌诱导海南龙血树生产血竭
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摘 要: 血竭是一种名贵的传统中药。影响血竭产生的主要原因是物理损伤和真菌诱导。本研究是以打孔接

菌方法诱导生产血竭，并运用高效液相色谱方法检测诱导产生的血竭中主要成分龙血素 A 和龙血素 B 的含量，

探讨不同处理方法对这两种成分含量的影响，以确定最佳的人工接菌方法。研究结果显示不同的处理方法得

到的血竭中龙血素 A 的含量变化不大，而树体接入镰刀菌属真菌并将伤口暴露于空气得到的血竭中龙血素 B
的含量最高，诱导效果最好。指纹图谱比对结果显示诱导产生的血竭成分与血竭药品成分相似，进一步说明人

工接菌诱导血竭生产具有可行性。
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Production of Dragon's Blood in Dracaena cambodiana
Plants by Inoculation of Fusarium graminearum

XU Xiao-feng1，2，LI Shang-zhen1，SONG Qi-shi1*
1Xishuangbanna Tropical Botanical Garden，Chinese Academy of Sciences，Kunming 650223，China;

2The Graduate School of the Chinese Academy of Science，Beijing 100049，China

Abstract: Dragon's blood is a precious traditional medicine． Physical damage and fungi induction are two main factors af-
fecting the production of dragon's blood． In this study，fungi induction was used to produce dragon's blood． Loureirin A
and loureirin B，the major compounds of the dragon's bloods induced，were analyzed by HPLC to evaluate the results of
each treatment． The results showed that the contents of loureirin A of the dragon's bloods induced by different treatments
were similar，while the contents of loureirin B of the dragon's bloods induced by inoculating fungus Fusarium graminea-
rum and exposing wound was the highest． The treatment of inoculating fungus and exposing wound was the most efficient
way to induce dragon's blood． The HPLC fingerprints showed that the dragon's bloods induced were similar to the
dragon's blood drug． This may add weight to the feasibility of artificial production of dragon's blood．
Key words: dragon's blood; Fusarium graminearum; HPLC; loureirin A; loureirin B; HPLC fingerprint

血竭作为一种名贵中药，其药理作用已经得到

系统研究，并被证实具有活血和止血的双重功效，另

外，它还具有抗菌、抗毒、抗氧化、抗肿瘤等作用［1］。
20 世纪 70 年代以前，我国所用血竭均为国外进口，

直至 1972 年植物学家蔡希陶在云南孟连县首次发

现能 够 提 制 血 竭 的 剑 叶 龙 血 树 ［Dracaena co-
chinchinensis ( Lour． ) S． C． Chen］后，国产血竭的生

产和应用才真正开始［2］。2004 年又有学者发现海

南龙血树( D． cambodiana Pierre ex Gagnep) 可以作为

血竭的另一基源植物［3］。血竭形成主要原因是物

理损伤和真菌诱导，然而由龙血树自然损伤形成血

竭，其过程十分缓慢，需要十几年甚至几十年。目前

自然形成的血竭产量远远不能满足急剧上升的市场

需求，因此人工诱导血竭生产已成为当务之急。近

年来，国内学者江东福、王兴红等［4，5］将从龙血树茎

杆上分离得到的镰刀菌属菌株回接于龙血树枝条

内，发现这些菌株对于血竭的形成具有良好的诱导

作用，这表明镰刀菌属真菌和血竭的形成有一定的

关系。本研究采用代号为 brwg 镰刀菌属真菌为诱

导因子，以不同的处理方式将真菌回接于海南龙血

树的活体茎干部位，以龙血素 A 和龙血素 B 作为检

测标准，探讨不同处理方法对血竭产量的影响，从而

为人工接菌诱导血竭生产提供理论指导。



1 仪器与材料

1． 1 供试材料

海南龙血树是位于云南省勐仑镇中国科学院西

双版纳热带植物园综合实验楼旁; 所用真菌是 2002
年从剑叶龙血树茎杆带红色脂块损伤部位分离得到

的一株真菌( 代号 brwg) ，经中国科学院微生物研究

所鉴定为镰刀菌属真菌 Fusarium graminearum，菌种

保藏于中国科学院微生物研究所; 血竭药品为雨林

牌龙血竭胶囊，国药准字 Z53021514，购于西双版纳

雨林制药有限责任公司，生产批号 051101; 高氮培

养基( 酵母膏 0． 1 g，蔗糖 2 g，蛋白胨 5 g，琼脂 15 g，

蒸馏水 1000 mL) ; 高碳培养基( 酵母膏 0． 1 g，蔗糖

10 g，琼脂粉 15 g，蒸馏水 1000 mL) ; PDA 培养基

( 土豆 200 g，葡萄糖 20 g，琼脂粉 15 g，蒸馏水 1000
mL) 。
1． 2 实验试剂

龙血素 A 对照品( 实验室前期分离得到) ，龙血

素 B 对照品( 中国药品生物制品检定所) ，甲醇、乙

腈均为色谱纯，冰乙酸为分析纯，水为娃哈哈纯净

水。
1． 3 实验仪器

98-1-B 型加热提取器、SW-CJ-2FD 型双人单面

净化工作台、GNP-9080 型隔水式恒温培养箱、HZQ-
F160 型全温振荡培养箱、BüCHI R-3 旋转蒸发仪、
Waters 高 效 液 相 色 谱 仪、AL104 型 电 子 天 平、
HS10260D 型超声波震荡仪、电钻、80-2 型离心沉淀

机等。

2 实验方法

2． 1 真菌代谢产物检测实验

配制高碳、高氮、PDA 平板培养基三组，高温灭

菌后均接入 brwg 真菌，于 28 ℃恒温培养箱中培养 5
d。观察记录真菌生长状况。再将生长有真菌的平

板培养基分别置于 16、28、35 ℃的环境下培养 7 d。
取出培养完全的真菌，冷冻干燥 24 h，并磨成粉末，

用甲醇超声提取，并浓缩得到真菌代谢产物。用

HPLC 方法检测其成分。
2． 2 菌株回接实验

选取自然条件下生长的海南龙血树直径约 3
cm 的生长健康的枝条，用电钻钻孔，孔径 1． 2 cm，

孔深为枝条直径的 2 /3。做不同处理，处理①: 只钻

孔不接菌，不扎伤口，让伤口裸露于空气中; 处理②:

用滴管将菌悬液( 菌株摇床培养所得) 滴入孔中，不

扎伤口，使其接菌部位自然裸露; 处理③: 用滴管将

菌悬液滴入孔中，并用塑料带扎紧伤口，尽量不让伤

口接触空气。以不做任何处理的枝条作为空白对照

0。处理过的枝条自然生长 4 年后采集样品进一步

实验。每种处理做 5 个重复。
2． 3 样品预处理

经①、②、③处理过的枝条钻孔部位均呈现了不

同程度的红色，将这些含红色物质的茎段锯下并晾

干磨成粉末。用甲醇加热至沸腾回流提取，每批样

品共提取两次，提取过程: 加热 12 h 后，冷却，静置

12 h，取上层甲醇相。将得到的甲醇溶液浓缩蒸干，

得到红色粉末，即为待测样品。取空白对照枝条作

同样预处理。
2． 4 HPLC 检测方法

2． 4． 1 标准品配制
准确称取龙血素 A 2 mg 和龙血素 B 1 mg，加入

色谱甲醇，超声溶解 30 min 后定容至 10 mL，将配置

成的溶液稀释 10 倍，即得到 0． 02 mg /mL 的龙血素

A 溶液和 0． 01 mg /mL 的龙血素 B 溶液。
2． 4． 2 待测样品溶液配制

分别精确称取各批次样品 100 mg，加入色谱甲

醇溶解，超声 30 min，定容至 10 mL，离心 10 min，经

0． 45 μm 的滤膜过滤，即得待测样品溶液。
2． 4． 3 血竭药品溶液配制

称取血竭药品 100 mg，加色谱甲醇溶解，超声

30 min 定容至 10 mL，离心 10 min，用 0． 45 μm 的滤

膜过滤即得血竭药品溶液，作为指纹图谱的参照品

溶液。
2． 4． 4 色谱条件

使用 Waters 1525 高效液相色谱系统，装备 Wa-
ters Symmetry C18柱( 4． 6 mm × 150 mm，5 μm) 和

Waters 2487 紫外检测器; 设定柱温为 40 ℃，流动

相: 冰醋酸溶液( 水∶ 醋酸 = 100∶ 1) ∶ 乙腈 = 63∶ 37，流

速为 1 mL /min; 检测波长为 274 nm。在上述色谱条

件下，理论塔板数按龙血素 A、B 峰计算均不低于

10000，龙血素 A 峰和 B 峰的分离度大于 1． 27，龙血

素 A 的保留时间约为 28 min，龙血素 B 的保留时间

约为 30 min。
2． 4． 5 标准曲线制作

分别精密量取标准品溶液 1、2、4、5、10、15、20
μL，按上述色谱条件测定色谱峰面积。以标准品进

样量( μg) 为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲
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线。结果显示龙血素 A 在 20 ～ 400 ng、龙血素 B
在 10 ～ 200 ng 呈现良好的线性关系。龙血素 A、B
的回归方程分别为: Y = 3 × 106X + 3294． 5，R2 =
0. 999; Y = 5 × 106X-4201． 7，R2 = 0． 9993。
2． 4． 6 试验样品检测

分别取待测样品和对照品 20 μL 进样。按照上

述色谱条件测定色谱峰面积，根据标准曲线计算得

出龙血素 A、龙血素 B 的含量。
1． 2． 5 数据处理

龙血素 A 与龙血素 B 在血脂块中的含量通过

如下公式计算: 龙血素 A( 或者 B) 在血脂块中的含

量( mg /g) =［HPLC 检测样品浓度( mg /mL) * 龙血

竭脂块提取物重量( g) ］/［龙血竭脂块重量( g) *
100 mL］，其中，每个处理中 5 个平行试验结果的平

均值代表该处理后的龙血素 A 和 B 的含量。采用

SPSS13． 0 软件对实验数据进行统计分析，采用单因

子方差分析( One-Way ANOVA) 检验不同处理中龙

血素 A 和龙血素 B 含量之间的差异显著性。

3 实验结果

3． 1 真菌单独培养

三种培养基上真菌生长的状况明显不同，结果

如图 1。PDA 培养基上真菌长势较好，正面菌丝密

集呈白色，背面呈红褐色; 高碳培养基上，真菌几乎

不生长; 高氮培养基上，真菌能够生长，但是长势一

图 1 三种不同培养基上真菌的生长状况

Fig. 1 Fungi grown on three different mediums

般，正面菌丝稀疏，背面呈粉色。不同温度环境下培

养的真菌，其代谢产物经 HPLC 检测结果如图 2。
图 3 是标准品的 HPLC 图谱，在 30 min 左右出现两

个峰 a 和 b，分别表示龙血素 A 和龙血素 B。图 2 中

30 min 位置没有色谱峰出现，表明真菌的代谢产物

中不含有龙血素 A 和龙血素 B。
3． 2 三组不同的处理样品及空白对照中龙血素 A
和龙血素 B 含量分析

龙血素 A 的含量在不同的处理中差异不显著

( 表 1) ; 龙血素 B 在四组处理中含量差异显著，在处

理②中龙血素 B 的含量最高，而在处理①和处理③
中龙血素 B 的含量差异不显著。
3． 3 三组不同处理样品与龙血竭胶囊的指纹图谱

比较

指 纹 图 谱 比 较 结 果 显 示 不 同 处 理 的 样 品 的

HPLC 谱图与龙血竭胶囊药品的 HPLC 谱图峰形大

致相同，前 25 min 出峰较多，后 25 min 则比较少。

4 讨论

将真菌 brwg 培养于不同的培养基上，生长状况

明显差异，说明营养结构不同对真菌的生长有刺激

作用。再将培养有真菌的培养基置于不同的温度环

境下，以温度作为其另一刺激因素，并检测真菌的代

谢产物。3． 1 实验结果，检测不同条件下培养的真

菌代谢产物，其成分中均不含有龙血素 A 和龙血素

B。而 Maria S． O．［6］和 F． Lecompte ［7］等人指出微生

物在温度和不同的营养环境下，微生物会发生应激

反应，其代谢产物会发生变化。这说明龙血素 A 和

龙血素 B 不是真菌自身应激反应产生的代谢产物。
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表 1 不同处理血脂块中的龙血素 A、B 含量的检测结果( 平均值 ± 标准差，n = 5)

Table 1 The contents of loureirin A and loureirin B detected in dragon's bloods induced by different treatments ( mean ± SD，n = 5)

样品编号
Sample number

处理方式
Treatments

龙血素 A 含量
Contents of loureirin A

( mg /g)

龙血素 B 含量
Contents of loureirin B

( mg /g)

血竭的提取率
Extraction rates( % )

0 不打孔，不接菌 No hole，no inoculation 13． 03 ± 3． 03a 0． 00 ± 0． 00a 26． 6 ± 3． 4

1 打孔，不接菌，不扎孔口 Hole，no inoculation，bare 10． 68 ± 9． 47a 5． 22 ± 0． 34b 28． 8 ± 1． 6

2 打孔，接菌，不扎孔口 Hole，inoculation，bare 10． 12 ± 2． 90a 8． 12 ± 3． 25c 25． 6 ± 1． 9

3 打孔，接菌，扎紧孔口 Hole，inoculation，sealed 10． 22 ± 4． 26a 6． 88 ± 2． 11bc 22． 7 ± 1． 5

注: 同列标注不同字母表示差异显著( P ＜ 0． 05)
Note: Data in the same column with different superscripts means the data have significant differences ( P ＜ 0． 05)

图 4 不同处理样品与龙血竭胶囊的 HPLC 指纹图谱比较

Fig. 4 Overlaid HPLC fingerprints of different samples
S 表示龙血竭药品的 HPLC 指纹图谱; 0 表示空白对照 HPLC 指纹

图谱; 1、2、3 为处理①、②、③得到的血竭块的 HPLC 指纹图谱。A

表示龙血素 A 的峰，B 表示龙血素 B 的峰

S: HPLC fingerprint of the dragon's blood drug; 0: HPLC fingerprint of

blank control; 1，2，3 indicated the fingerprints of dragon's blood from

treatment ①，②，③． A: loureirin A; B: loureirin B

3． 2 实验结果显示海南龙血树树体本身含有龙血素

A 而不含有龙血素 B，但是做过处理的龙血树损伤

部位受到空气中微生物或真菌的侵染后均产生龙血

素 B，表明龙血素 B 的产生是微生物和龙血树相互

作用的结果。
表 1 显示经过不同的处理得到的血竭中龙血素

A 的含量差异不显著，龙血素 B 的含量差异显著，这

一结果说明微生物的侵染对龙血素 B 的影响较大，

而对龙血素 A 的影响很小，这也表明龙血素 A 与龙

血素 B 的形成之间没有明显的关系，但目前龙血素

B 的形成机制仍不明确，所以本实验结论需要进一

步研究证实。
龙血素 B 含量在不同处理样品中差异显著。

处理①作了打孔处理，受伤部位裸露在空气中，受到

空气中微生物侵染; 处理②在打孔部位接入真菌并

将伤口裸露在空气中，因此受伤部位既受到空气中

微生物的侵染又受到接种真菌的侵染; 处理③在打

孔部位接入真菌并将伤口扎紧，隔绝空气，伤口部位

仅仅受到接种真菌的侵染。表中结果显示处理①、

②、③中均含有龙血素 B，处理③与处理①中龙血 B
的含量差异不明显，而处理②中龙血素 B 的含量远

高于处理①、③。王兴红［8］2007 年研究表明细菌、
真菌共代谢有利于龙血树产生红色的抑菌分泌物，

黄酮 类 成 分 龙 血 素 B 是 血 竭 抑 菌 作 用 成 分 之

一［9，10］。因此处理②中龙血素 B 的含量最高原因可

能是龙血树的茎干损伤部位受到空气中的其他真菌

及细菌与人工接入的 brwg 真菌共同作用，侵染能力

增强，从而提高了龙血素 B 的含量。此外，处理②
中接入伤口的菌株可以充分接触空气，也可能自身

生长较好增强了其侵染能力，从而增加龙血素 B 的

产量。龙血素 B 作为龙血竭的主要成分具有较好

的抗血栓、抗血瘀、抗凝血等活血化瘀药理作用［11］，

而处理②对龙血素 B 的产生诱导效果最佳，从而为

人工诱导血竭生产提供了方向。
指纹图谱比较结果显示经过不同处理后的含脂

块与龙血竭药品成分相似，真菌的接种没有引起组

成血竭的各个组分的明显变化，保证了血竭品质的

稳定。这进一步为人工接菌诱导血竭生产提供依

据。人工接菌方法的优势在于: 打孔伤口小且选择

树体的侧枝打孔不会影响龙血树的存活; 同一枝条

可以同时多处打孔提高龙血竭产量; 人工接入真菌

增加了龙血树的侵染机率，缩短了龙血竭生产周期。
因此人工接菌方法有望解决目前龙血竭生产面临的

原料枯竭难题。

5 结论

本研究结果在支持了前人结果的基础上，揭示

了不同的接种方法对血竭中主要药用成分龙血素 A
和 B 在血竭树脂中的含量的影响。通过本研究，对

海南龙血树采用树枝打孔处理，孔口接入菌种，保持

孔口裸露的处理方式，能够在保证血竭产品中龙血

素 A 成分含量稳定的情况下，明显地增加龙血素 B
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的含量，提高了血竭的品质，所以打孔接种的这种高

效稳定方式，有利于大规模推广。
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