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摘　要: 利用红豆杉细胞培养技术直接分离得到紫杉醇是解决紫杉醇供需矛盾的最佳途径之一。如何减轻和控制
细胞培养过程中发生的褐变问题, 又成为细胞培养法成败的关键因素。现就近几年来红豆杉细胞培养法生产紫杉
醇过程中有关抗褐变剂方面的研究, 从愈伤组织诱导、继代及细胞悬浮培养 3 个环节分别进行了简要论述。
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　　紫杉醇 ( taxo l) 是从红豆杉属 (T ax us L 1) 植物中分离出

来的一种具有抗肿瘤活性的二萜生物碱, 现已成为临床上治

疗乳腺癌和卵巢癌的重要药物。但由于红豆杉属植物资源十

分有限, 且生长非常缓慢, 体内紫杉醇含量又极低, 所以紫杉

醇的药源问题一直是人们关注的焦点 [1, 2 ]。利用红豆杉细胞

培养技术直接分离得到紫杉醇是解决紫杉醇供需矛盾的最

佳途径之一[3, 4 ]。但在红豆杉组织及细胞培养过程中常常发

生褐变现象, 轻者影响细胞生长和繁殖, 重者导致细胞死

亡[5, 6 ]。所以如何减轻和控制褐变的发生、发展, 就成为红豆

杉组织培养中重要的研究内容。

由于红豆杉培养细胞发生褐变的原因复杂, 与材料的基

因型、生理状态、培养基成分及激素配比等因素有关 [7 ], 因此

为防止、减轻褐变, 除了选择合适的外植体、培养基和适宜的

激素组合外, 添加抗褐变剂是方便有效的常规手段。本文就

近几年来红豆杉细胞培养法生产紫杉醇过程中有关抗褐变

剂方面的研究进展, 分别从红豆杉愈伤组织诱导、继代培养

及细胞悬浮培养 3 个环节进行简要论述。

1　褐变机制

褐变包括酶促褐变和非酶促褐变。目前认为植物组织培

养中的褐变主要是由酶促引起的。酶促褐变必须具有酶、底

物和氧 3 个条件。引起褐变的酶有多酚氧化酶 (PPO )、过氧

化物酶 (POD )、苯丙氨酸解氨酶 (PAL ) 等, 但最主要的是

PPO [8 ], 它使植物组织细胞中含有的酚类物质氧化成棕褐色

醌类, 从而产生酶促褐变。醌类累积的结果, 抑制了细胞中多

种酶的活性, 使细胞生长受到抑制 [9 ]。红豆杉属植物的褐化

也是由于愈伤组织、培养细胞形成的酚类物质氧化所致。另

外, 紫杉醇是次生代谢物, 次生代谢途径与植物防御反应的

一部分途径相重叠, 从而会进一步加重褐变的程度 [7, 9 ]。

2　抗褐变剂

由于 PPO 是一种含铜离子的蛋白质, 因此, 寻找良好的

抗褐变剂可从 3 个方面入手: (1) 用将 Cu2+ 络合掉使酶失活

的物质, 如植酸 (PA ) 和乙二胺四乙酸钠盐 (ED TA ) 等; (2)

加入与酶蛋白和底物的结合部位能够结合的酶抑制剂, 从而

抑制醌类的产生; (3)加入能减少酚类或使醌类还原的物质,

如活性炭 (A C)、抗坏血酸 (V c)、聚乙烯吡咯烷酮 (PV P) 等。

由于不同物种的 PPO 存在着性质上的差异, 适宜不同植物

抗褐变剂也会有所不同[7 ]。黄浩等[10 ]首先进行了红豆杉细

胞 PPO 性质的研究, 从培养的细胞中提取 PPO , 以分光光度

法研究了 PPO 最适条件、动力学性质及抑制剂对酶活性的

影响。为寻找抑制该酶活性的有效抑制剂、防止或延缓红豆

杉培养细胞褐变提供了理论依据。在细胞法生产紫杉醇的过

程中抗褐变剂的筛选研究已有不少学者涉足。

211　愈伤组织诱导: 红豆杉是木本裸子植物, 由于其本身所

具有的特殊性质, 诱导愈伤组织比较困难。一般而言, 以幼

茎、形成层或树皮诱导愈伤组织的效果最好, 诱导率亦高, 其

他的外植体诱导能力较差或根本不能诱导愈伤组织 [2 ]。红豆

杉愈伤组织诱导中的褐化现象与常见的木本植物培养初期

发生的褐化不同, 后者通过选用较小的外植体、频繁继代可
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以克服且以后不会发生[11 ]。而就红豆杉而言, 无论何种外植

体来源的愈伤组织, 常连续发生褐变, 严重时会抑制细胞的

增殖生长, 以致死亡[5 ]。所以人们尝试在培养基中添加一些

抗褐变剂来解决这一问题。康强胜等[12 ]是最早报道在愈伤

组织诱导的培养基中加入 01015～ 0103 göL PV P 或1 göL

A C 或 1 göL V c 可以防止愈伤组织变黑。夏铭等 [5 ]报道, 使

用抗氧化、吸附剂等多种方法, 都只能减轻褐化。但王关琳

等[13 ]以东北矮紫杉 T 1 cusp id a te Sieb1 et Zucc1 var1 的幼

叶、幼茎为外植体, 在W PM 培养基中添加硫代硫酸钠、A C、

V c、PV P、二硫苏糖醇 (D T T ) 5 种抗氧化剂, 都有不同程度的

解褐化作用, 愈伤组织诱导率明显高于对照, 愈伤组织褐化

死亡率都显著低于对照, 其中 PV P 较优。

212　愈伤组织继代: 红豆杉属植物细胞培养都是用愈伤组

织建立起来的, 所以维持愈伤组织的长期培养是该研究的基

础。愈伤组织的褐化是妨碍其长期继代培养的主要因素 [3 ]。

韩金玉等[14 ]提出在愈伤组织继代培养基中添加一些还

原剂和酚类吸附剂等可以部分解决组织褐化问题。赵芳

等[15 ]在研究南方红豆杉 T 1 ch inensis var1 m airei (L em ee et

L evl1) Cheng et L 1 K1 Fu 愈伤组织生长过程中, 在M S 培

养基中分别附加了A C、V c 或水解酪蛋白 (CA ) 等, 未能彻底

解决褐化问题。盛长忠[16 ]等也利用南方红豆杉的愈伤组织,

分别添加了不同浓度的A C、V c 或 CA , 但用的是B5 培养

基, 30 d 后观察培养基和愈伤组织的褐化程度, 结果 3 者都

能比较明显地抑制 POD 和 PPO 活性, 减轻培养基和愈伤组

织的褐化程度, 促进愈伤组织的生长。此外, 还证明添加一定

量的赤霉素 (GA 3)、脱落酸 (ABA )、果糖或葡萄糖外源物质

也能明显地减轻褐化。

在东北矮紫杉愈伤继代培养中, 添加N a2S2O 3、A C、V c、

PV P、D T T 等抗氧化剂, 都有减轻褐化的作用 [13 ]。但陈永勤

等[3 ]在解决云南红豆杉 T 1 y unnanensis Cheng et L 1 K1 Fu

愈伤培养褐化试验中, 提出了L 2谷氨酰胺和桂皮酸的解褐

化作用。即在植物细胞的氮代谢中, 谷氨酰胺是转移氨基的

重要中间体, 它与谷氨酸构成一个转移氨基的谷氨酰胺2谷
氨酸循环; 桂皮酸是植物细胞中苯丙烷类物质代谢的关键

酶—苯丙氨酸裂解酶的抑制剂, 可以阻止黄酮和类黄酮类植

物色素的形成。红豆杉属植物愈伤组织的褐化可能与其细胞

中谷氨酰胺—谷氨酸循环受阻及黄酮和类黄酮类的形成有

关。所以在培养基中同时添加 0130 m göL L 2谷氨酰胺和

01074～ 0122 m göL 桂皮酸则改善了愈伤组织的严重褐化现

象而使其能长期培养继代。

213　细胞悬浮培养: 在红豆杉细胞培养过程中, 尤其是在继

代培养及高产细胞株的筛选过程中, 遇到的一个突出问题也

是褐化现象, 严重时细胞停止生长直至死亡 [17 ] , 阻碍紫杉醇

的生物合成。

黄浩[10 ] 首先研究 N a2S2O 3、ABA、ED TA、PV P、N aC l、

V c、二乙基二硫代氨基甲酸钠、苯甲酸几种试剂对红豆杉

T 1 ch inensis (P ilg1) R ehd1 PPO 酶活性的影响。结果显示,

N aC l、苯甲酸、二乙基二硫代氨基甲酸钠为强抑制剂。接着

黄浩等[7 ]专门进行了抗褐变剂的筛选, 研究了 8 种试剂对红

豆杉愈伤组织的传代细胞株的抗褐变影响, 结果证实: 以

A C (1 göL ) , 水解乳蛋白 (60 m göL ) 和 PA (1 göL ) 3 种试剂

抗褐变效果较好, PPO 相对活性较低, 褐变等级为 0 级;

N a2S2O 3 和枸橼酸 (C it) 效果最差, 褐变等级为 4 级, 而 V c

(200 m göL )、半胱氨酸 (1×10- 3 mo löL )和ABA (215 m göL )

抗褐变效果一般。之后, 他们[18 ]又进一步研究了 CA 及V c

对红豆杉细胞培养的影响, 发现 0108% 的A C、高浓度的V c

对红豆杉细胞生长有促进作用, 其 POD 活性强, 鲜重比大,

而 PPO 活性弱, 褐变强度小, 褐变等级低。

在中国红豆杉细胞继代培养中, 梅兴国等 [17 ]证明, 加入

D T T 和C it 的培养细胞褐变明显减轻, 且生长速度也高; V c

和半胱氨酸 (Cys) 有一定的抗褐变效果, 但不如 D T T 和

CA ; N a2S2O 3 抗褐变的效果最差, 细胞的褐变强度几乎与对

照相近; 吸附剂A C 效果最好, 细胞生长指数最高, 而 PV P

在对数生长期以前加入时防褐变和生长情况均比较好。梅兴

国等[19 ]又重点报道了A C 对细胞悬浮培养褐变的抑制作用,

优化出A C 培养基 (2% A C) , 确定了A C 加入的最佳时间为

对数生长期; 并与 PV P 进行了比较, 结果A C 对褐变的抑制

和对生长的促进均优于 PV P。

在东北红豆杉 T 1 cusp id a te Sieb1 et Zucc1 细胞培养过

程中, 胡风庆等[20 ]发现: V c、N aC l、C it、苯甲酸、亚硫酸钠、草

酸、苯酚为 PPO 抑制剂 (以V c 抑制程度最强) , 可有效抑制

PPO 的活性, 降低褐化, 促进细胞培养物的生长, 经 30 d 培

养的细胞鲜重增长明显高于对照组; 而添加 PV P、CA、椰乳、

硫酸铜, 可有效促进 PPO 的活性, 加重褐化, 抑制细胞培养

物的生长。在东北矮紫杉细胞培养中, 王关琳等 [13 ]证实 PV P

解除褐化作用最好, 优于N a2S2O 3、A C、V c 等其他抗氧化剂。

3　问题与展望

311　使用各种添加剂包括抗氧化剂、吸附剂或其他抑制剂

等对解决红豆杉的褐化问题都有不同程度的作用。但因实验

材料、所用培养基及添加浓度不同, 其作用各有差异、甚至出

现相反的效果。例如, 就 PV P 而言, 以东北矮紫杉为材料, 在

W PM 培养基中添加 110 m göL PV P, 愈伤组织诱导、继代及

细胞培养过程中均表现优, 能有效地减轻褐变 [13 ]; 而以东北

红豆杉为材料, 在B 5 培养基中添加 210% PV P, 进行细胞培

养, 反而有效促进 PPO 的活性, 加重褐化, 抑制细胞鲜培养

物的生长[20 ]。其主要原因与材料存在着不同的酚类物质, 而

PV P 又存在不同相对分子质量的类型有关 [21 ]。但培养基的

成分是否对抗褐变剂作用的发挥也有一定的影响, 有待进一

步研究。

312　在筛选红豆杉抗褐变剂过程中, 其适宜浓度的选择也

是非常重要的。例如, A C 是一种吸附性较强的无机吸附剂,

能吸附各种微量物质和微小颗粒; 粉末状的活性炭与颗粒状

的活性炭相比, 吸附性更强, 因而可用来防止组织培养中细

胞褐变的发生和发展。但对物质的吸附选择性差, 除从培养

基吸附酚类物质外, 还会吸附无机盐和激素等物质, 所以随

浓度增高 会使组织产生伤害 褐变反而加重 [16 ]。在中国红
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豆杉细胞培养实验中以 1 göL A C 抗褐变效果最好, 超过 5

göL , 生长受影响, 褐变严重[17 ]。而在南方红豆杉的愈伤组织

实验中以 011 göL A C 抗褐变效果最好[16 ]。又如, CA 的主要

成分为氨基酸和少量的肽, 011%～ 015% CA 能参与细胞分

裂和生长, 促进愈伤组织的生长; 浓度较高时不仅抑制天然

氨基酸的正常合成, 而且 CA 中过量的芳香族氨基酸进入次

级代谢途径, 产生了许多酚类物质, 从而激活了 PPO、POD

等与酚类物质氧化有关的酶类, 导致醌类物质积累, 褐变反

而加重。所以, 在南方红豆杉的愈伤组织培养中添加 011%

CA , 能明显抑制 PPO 活性, 减轻培养基和愈伤组织的褐化

程度, 促进愈伤组织的生长[16 ]。而在东北红豆杉的细胞培养

过程中添加 110% CA , 却有效促进 PPO 的活性, 加重褐化,

抑制细胞培养物的生长[20 ] , 作用效果完全相反。

313　对红豆杉抗褐变效果较好且使用较多的有抗氧化剂类

V c、吸附剂类A C。实验中也得到类似结果。另外添加 PV P、

CA、PA、L H、谷氨酰胺和桂皮酸等也有一定的抗褐变效果。

314　各种添加剂对褐变作用的描述各不相同, 有“防止”、

“减轻”、“改善”、“抑制”等。但“有效防止或抑制”的抗褐变剂

还有待于进一步的研究和筛选。值得注意的是无论使用何种

抗褐变剂, 其目的是保持红豆杉细胞的正常生长、保证紫杉

醇的稳定合成, 所以既要考虑其经济实用性, 又不能影响这

一总目标。
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杜仲次生代谢物的研究进展

王亚琴1, 张康健2Ξ

(11 华南理工大学食品与生物工程学院, 广东　广州 510640; 21 西北农林科技大学, 陕西 杨凌 712100)

摘　要: 详细介绍了贵重药材杜仲所含的各种次生代谢物以及各自的功效, 其中重要次生代谢物松脂素二葡萄糖
苷是降压的主要成分, 环烯醚萜类的桃叶珊瑚苷具有预防和治疗肿瘤、强效抗菌、利尿等功效, 绿原酸抗菌作用明
显, 对消化系统、血液系统和生殖系统均有药理作用; 重点阐述了运用植物组织培养法这一新兴生物技术生产杜仲
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