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南方红豆杉愈伤组织生长动力学及紫杉醇代谢动力学研究 

张翔宇，杜亚填*，龚雪元 
吉首大学 林产化工工程湖南省重点实验室，湖南 张家界  427000 

摘  要：目的  通过愈伤组织细胞生长及其紫杉醇代谢动力学的研究，筛选确定南方红豆杉愈伤组织培养生产紫杉醇的 佳

培养基配方与 佳收获期。方法  以改良 MS 为基本培养基添加不同质量浓度的 IBA、6-BA、GA3 组合诱导培养南方红豆

杉愈伤组织，通过测定愈伤组织鲜质量进行生长动力学研究，采用 HPLC 法检测不同生长阶段愈伤组织中紫杉醇的积累量，

进行紫杉醇代谢动力学研究。结果  改良 MS＋0.2 mg/L IBA＋0.05 mg/L 6-BA＋0.3 mg/L GA3、MS＋0.2 mg/L IBA＋0.01 
mg/L 6-BA＋0.7 mg/L GA3及 MS＋0.2 mg/L IBA＋0.1 mg/L 6-BA＋0.5 mg/L GA3培养条件均较有利于南方红豆杉愈伤组织的

诱导培养，且紫杉醇的积累量也较高， 高可达 0.037 76%。结论  在添加 IBA 及 6-BA 的基础上适当增补 GA3可使南方红

豆杉愈伤组织诱导提前启动，缩短出愈时间，促进生长，降低褐变程度，增加愈伤组织中紫杉醇的积累量。愈伤组织的生长

曲线呈 S 型，紫杉醇的积累呈线型增加，是一个逐渐积累的过程，但积累到一定程度就不再增加，且伴随着愈伤组织不断

褐变。 
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Dynamic research on growth and paclitaxel metabolic dynamics  
of Taxus chinensis var. mairei callus 
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Abstract: Objective  Through study on the growth of Taxus chinensis var. mairei callus culture and its metabolic dynamic research on the 
paclitaxel, the optimum media and the best harvest time for the callus of T. chinensis var. mairei to produce paclitaxel were screened and 
determined. Methods  T. chinensis var. mairei callus were induced and cultured by taking the improved MS as basic medium supplemented 
with IBA, 6-BA, and GA3, the growth kinetic research of the callus was carried out by measuring fresh weight of the callus, and the paclitaxel 
accumulation in the callus at different growth stages was detected by HPLC analysis to study the paclitaxel metabolic dynamics. Results  
The three kinds of media, the improved MS + 0.2 mg/L IBA + 0.05 mg/L 6-BA + 0.3 mg/L GA3, the modified MS + 0.2 mg/L IBA + 0.01 
mg/L 6-BA + 0.7 mg/L GA3, and the improved MS + 0.2 mg/L IBA + 0.1 mg/L 6-BA + 0.5 mg/L of GA3 were more favorable to T. chinensis 
var. mairei callus culture and made the paclitaxel accumulation up to 0.037 76%. Conclusion  On the basis of IBA and 6-BA appropriately 
added to the GA3 in the improved MS medium, the bourgeon of T. chinensis var. mairei explant callus is enabled early to start, the time of 
culturing callus shorten, the growth and the browning degree promoted, and the amount of the accumulation of paclitaxel in the callus 
increased. Callus growth curve is S-shaped and the accumulation of paclitaxel showed a linear increase which is a gradual process of 
accumulation, but no further increase when accumulated to a certain extent, while along with constantly browning of callus. 
Key words: Taxus chinensis (pilger) Rehd. var. mairei Cheng et L. K. Fu; callus; growth dynamics; paclitaxel; metabolic dynamics 
 

南方红豆杉 Taxus chinensis (pilger) Rehd. var. 
mairei Cheng et L. K. Fu 是红豆杉在中国的一个变

种[1]，为国家一级保护树种。从红豆杉植物中提取

的紫杉醇（paclitaxel）制备的抗癌药物 Taxol，是治

疗肺癌、卵巢癌、乳腺癌的一线临床用药，且对恶

性黑色素瘤、头颈部肿瘤、白血病、结肠癌等也有

明显疗效[2-3]，是当前 热门的抗癌药物之一。采用

红豆杉植物外植体诱导愈伤组织的研究报道较多， 
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如不同树种[4-5]、不同部位[4-6]外植体愈伤组织的诱

导，诱导培养基[5,7-11]的筛选等均已取得一定进展，

且诱导与生产培养基本分步进行，均需转换培养基。

有关红豆杉愈伤组织诱导与培养一步化培养基的优

化、愈伤组织生长及其紫杉醇的积累代谢规律，如

何根据愈伤组织生长和紫杉醇代谢的动力学规律来

确定愈伤组织的 佳收获时间等方面的研究报道则

极少。本实验以南方红豆杉一年生茎尖及茎段为外

植体，对愈伤组织诱导与培养的一步化培养基进行

优化，并对愈伤组织生长及其紫杉醇代谢的动力学

进行研究，为南方红豆杉愈伤组织的大量诱导培养

产生紫杉醇的工业化生产提供一定基础。 
1  材料与仪器 
1.1  材料 

南方红豆杉一年生茎尖及茎段[6,12]，于 2011 年 4
月采于吉首大学张家界校区后山林产化工工程湖南

省重点实验室红豆杉课题组红豆杉种苗基地，约 20
年生红豆杉树当年新梢，由中南林业科技大学祁承

经教授鉴定为红豆杉科植物南方红豆杉 Taxus 
chinensis (pilger) Rehd. var. mairei Cheng et L. K. Fu。 

紫杉醇对照品（美国 Sigma 公司），醋酸乙酯、

丙酮（天津市富宇精细化工有限公司）分析纯，甲

醇、乙腈（天津市科密欧化学试剂有限公司）色谱

纯，自制重蒸水。 
1.2  仪器 

高效液相色谱仪（LC—20AT，日本岛津），紫

外检测器（SPD—20A，日本岛津），LCsolution 色

谱数据工作站（日本岛津公司），MetaChem Taxsil
色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）美国迪马公司

生产，AEL—4OSM 十万分之一天平（日本岛津），

AEG—220 万分之一天平（日本岛津）。 
2  方法与结果 
2.1  外植体灭菌 

  将南方红豆杉茎尖及茎段用水洗 1～2 min 后

用水冲洗 3～4 h，然后于超净工作台中将其放入灭

菌的三角瓶中，用无菌水冲洗 2 次后，用 75%乙醇

浸洗 30 s，再用无菌水冲洗 3～4 次后用 0.2%升汞

溶液灭菌 8～10 min，用无菌水冲洗 5～6 次， 后

将灭完菌的外植体剪成 2 cm 左右的小段，接种到培

养基中。 
2.2  培养基   

改良的 MS 为基本培养基，添加不同浓度的外

源植物生长调节剂（IBA、6-BA、GA3），通过不同

组合配方后作为培养基配方。 
2.3  培养条件 

将接种后的培养瓶放入人工气候箱中，于（25±
2）℃，相对湿度（85±5）%下培养，光培养和暗

培养以 12 h 交替进行。 
2.4  愈伤组织生长动力学指标测定 

  以愈伤组织鲜质量为指标。采用称量法，每 5 d
在超净工作台中将各组配方诱导的愈伤组织无菌取

出，称鲜质量，称量完成后再将其放回原培养瓶中

继续培养。 
2.5  愈伤组织中紫杉醇代谢动力学指标测定 

  愈伤组织中紫杉醇代谢动力学以愈伤组织中

紫杉醇量为指标，通过从原愈伤组织上切取少量的愈

伤组织并采用 HPLC 法检测紫杉醇量，由于愈伤组织

中紫杉醇的生物合成需要的时间较长，故紫杉醇量检

测从愈伤组织形成后 15 d 开始，每 15 d 检测 1 次。 
2.5.1  色谱条件  色谱柱 MetaChem Taxsil（250 
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-水（1∶1）；
进样量 20 μL；体积流量 1.0 mL/min；柱温 30 ℃；

检测波长 227 nm。采用外标法计算出各组愈伤组

织中紫杉醇的量，色谱图见图 1。 

 

  
﹡紫杉醇 
﹡paclitaxel 

图1  紫杉醇对照品 (A) 和愈伤组织样品 (B) 的HPLC色谱图 
Fig. 1  HPLC chromatogram of paclitaxel reference 

substance (A) and callus sample (B) 

2.5.2  愈伤组织检测溶液的制备  将切下的愈伤

组织准确称取后置于三角瓶中，加入 10 倍量醋酸

乙酯-丙酮（1∶1），48 h 后于 25 ℃超声 30 min，
滤过，残渣再加入 5 倍量醋酸乙酯-丙酮（1∶1）
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浸提 12 h 后 25 ℃超声 30 min 滤过，残渣再次重

复以上过程，收集合并 3 次滤液加入 2 倍体积的石

油醚，置于分液漏斗中充分摇匀后于铁架台上静置

自然分层，收集下层液，重复萃取 2 次，将所收集

下层萃取液置于旋转蒸发仪中浓缩至干，后用少量

甲醇充分洗出浓缩瓶中固形物于 10 mL 量瓶中，

并用甲醇定容至 10 mL，过 0.45 μm 微孔滤膜，滤

过至 Tube 管中，备用。 
2.5.3  对照品溶液的制备  精确称取 6.31 mg 紫杉

醇对照品于 25 mL 量瓶中，用甲醇溶解定容后得对

照品储备液，置于冰箱中冷藏备用。 
2.5.4  线性关系考察  精确吸取对照品储备液 1、
2、3、4、5 mL 分别于 10 mL 量瓶中，用色谱级甲

醇定容滤过，按“2.5.1”项色谱条件测定。得到以

紫杉醇量（Y）为纵坐标、以峰面积（X）为横坐标

的回归方程 Y＝6×10−6 X－1.2463，r=0.999 9。 
2.5.5  精密度试验  精确吸取 252.4 μg/mL紫杉醇 
对照品储备液 20 µL，重复进样 5 次，测得紫杉醇

峰面积的 RSD 为 0.61%。 
2.5.6  稳定性试验  精确吸取 252.4 μg/mL 紫杉醇 

对照品 20 µL，每 2 h 进样 1 次，连续进样 6 次，通

过峰面积计算 RSD 为 0.72%。 
2.5.7  重复性试验  精确称取 B8 号愈伤组织 5 份

各 0.1g，按“2.5.2”项操作制备样品溶液，进样测

得紫杉醇质量分数的 RSD 为 0.57%。 
2.5.8  加样回收率试验  精确称取已测定 B8 号样

品 5 份，分别置于 50 mL 锥形瓶中，分别准确加入

0.21 mg 紫杉醇对照品，按“2.5.2”项操作处理进

样，计算得紫杉醇回收率为 95.06%，RSD 为 0.93%。 
2.6  愈伤组织的诱导 
2.6.1  不同质量浓度的 IBA 和 6-BA 组合对南方红

豆杉愈伤组织诱导的影响  将无菌茎尖及茎段插接

种到表 1 的培养基中，按“2.3”项条件进行培养。

15 d 左右，在茎段远离培养基一端产生白色疏松状

的愈伤组织，外植体未插入培养基部分膨胀，第 25
天于膨胀处长出愈伤组织，颜色呈浅绿色，第 35
天统计愈伤组织诱导率（表 1）。 

从表 1 可以看出，当 IBA 质量浓度一定时，低质

量浓度的 6-BA 对愈伤组织的诱导率比高浓度时要

好，但是效果不是很明显，诱导率均不是很高，A7  

表 1  IBA 与 6-BA 组合对南方红豆杉愈伤组织诱导的影响 
Table 1  Effect of IBA and 6-BA combinations on induction of T. chinensis var. mairei callus 

愈伤组织 
培养基 

IBA / 
(mg·L−1) 

6-BA / 
(mg·L−1) 接种外植体数 / 个 出愈数 / 个 出愈时间 / d

15 d 25 d 35 d 
诱导率 / %

A1 0.10 0.10 24 12 13 浅白 黄绿 黄绿 50.0 
A2 0.10 0.05 24 15 14 黄绿 黄绿 浅褐 62.5 
A3 0.10 0.01 24 15 14 黄绿 黄绿 浅褐 62.5 
A4 0.15 0.05 24 14 15 浅白 浅白 浅褐 41.6 
A5 0.15 0.01 24 12 15 浅白 黄绿 浅褐 50.0 
A6 0.15 0.10 24 14 14 黄绿 黄绿 黄绿 58.3 
A7 0.20 0.05 24 17 14 黄绿 黄绿 黄绿 70.8 
A8 0.20 0.01 24 15 14 黄绿 黄绿 浅褐 62.5 
A9 0.20 0.10 24 14 16 黄绿 黄绿 浅褐 58.3 

 
佳组合。 

2.6.2  不同质量浓度的 IBA、6-BA 及 GA3 组合对

南方红豆杉愈伤组织诱导的影响  将无菌茎尖及茎

段插接种到表 2 的培养基中，按“2.3”项条件进行

培养。12 天，部分配方中的外植体开始在接近培养

基的中部产生黄绿色愈伤组织，随着培养时间的增

加，外植体中部开始膨胀，第 30 天统计愈伤组织诱

导率时，其已全部长成愈伤组织（表 2）。 
从表2可以看出，在表1配方的基础上添加GA3

后，南方红豆杉愈伤组织的诱导率明显提高。在第

35 天，愈伤组织颜色变褐的程度比未加 GA3 的低，

佳诱导培养基配方为 MS＋0.2 mg/L IBA＋0.05 
mg/L 6-BA＋0.3 mg/L GA3，且 MS＋0.2 mg/L IBA＋

0.01 mg/L 6-BA＋0.7 mg/L GA3 及 MS＋0.2 mg/L 
IBA＋0.1 mg/L 6-BA＋0.5 mg/L GA3 的诱导效果也

比较好。这 3 个配方的出愈时间均较未加 GA3 配

方的要早，于第 10 天即开始萌动，且所产愈伤组

织为黄绿色，利于继代培养，结果见表 2。 
2.7  愈伤组织生长动力学研究 
2.7.1  添加不同质量浓度的 IBA 和 6-BA 各培养
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基中的愈伤组织  根据图 2 可以看出，虽然各配

方都能诱导产生愈伤组织，但出愈时间迟，愈伤

组织生长较缓慢。外植体在第 15 天才开始产生愈

伤组织，约第 20 天进入快速生长期，但期间愈伤

组织生长量增幅并不大，到第 35 天进入生长停止

期，部分愈伤组织开始出现褐变，整体的生长曲

表 2  IBA、6-BA 及 GA3组合对南方红豆杉愈伤组织诱导的影响 
Table 2  Effect of IBA, 6-BA, and GA3 combinations on induction of T. chinensis var. mairei callus 

愈伤组织 
培养基 

IBA / 
(mg·L−1) 

6-BA / 
(mg·L−1) 

GA3 / 
(mg·L−1) 

接种外植体 
 数 / 个 

出愈数 
/ 个 

出愈时 
间 / d 15 d 25 d 35 d 

诱导率

/ %
B1 0.10 0.01 0.3 24 15 12 浅白 黄绿 黄绿 62.5 
B2 0.10 0.05 0.5 24 12 12 浅白 黄绿 黄绿 50.0 
B3 0.1 0.01 0.7 24 15 12 黄绿 黄绿 黄绿 62.5 
B4 0.15 0.01 0.5 24 13 15 浅白 黄绿 浅褐 54.1 
B5 0.15 0.05 0.7 24 12 15 浅白 黄绿 浅褐 50.0 
B6 0.15 0.10 0.3 24 15 15 浅白 黄绿 黄绿 62.5 
B7 0.20 0.01 0.7 24 17 10 黄绿 黄绿 黄绿 70.8 
B8 0.20 0.05 0.3 24 20 10 黄绿 黄绿 黄绿 83.3 
B9 0.20 0.10 0.5 24 17 10 黄绿 黄绿 黄绿 70.8 

 
图 2  A1～A9 配方中愈伤组织的生长动力学曲线 

Fig. 2  Growth dynamic curves of callus in A1—A9 media  

线呈类似 S 型。 
2.7.2  添加不同质量浓度的 IBA、6-BA 和 GA3 各

培养基中的愈伤组织  据图 3 可以看出，添加 GA3

后，各愈伤组织的生长曲线均呈现出较为明显的 S
型，启动快，出愈早，在第 10 天即进入快速生长期，

且期间生长量的增幅较表 1 配方中愈伤组织的要

大，说明 GA3 具有加速南方红豆杉愈伤组织诱导启

动、促进南方红豆杉愈伤组织生长的作用。结合图

2 可以看出，添加 GA3 后所诱导产生愈伤组织的质

量比未添加的要高，愈伤组织的褐变程度要轻，说

明 GA3 不仅能有效促进愈伤组织细胞的生长，而且

能降低南方红豆杉愈伤组织的褐变程度，延长褐变

的时间，这对于采用大规模培养愈伤组织生产有用

次生代谢产物、建立较稳定的愈伤组织细胞系都具

有较重要的生物学意义。 
2.8  愈伤组织中紫杉醇代谢动力学研究 

以培养时间为横坐标，以各培养时期愈伤组 

 

图 3  B1～B9 配方中各愈伤组织的生长动力学曲线 
Fig. 3  Growth dynamic curves of callus in B1—B9 media 

织中紫杉醇的量为纵坐标作图对各配方中愈伤组

织紫杉醇的代谢动力学进行研究后发现，各配方

所诱导产生愈伤组织中紫杉醇的量随时间变化的

积累情况呈现出如图 4 和 5 中所示的趋势，说明

愈伤组织中紫杉醇是一个逐渐积累的过程，在培

养第 20 天前紫杉醇的积累比较少，虽然在第 10～
15 天已有愈伤组织形成，但却没有紫杉醇的积累，

随着培养时间及继代次数的增加，约在第 40 天，

愈伤组织中开始有紫杉醇积累，以后积累量呈线

型增加。但是，当继代培养到第 90 天后，愈伤组

织中紫杉醇的量变化开始趋于平稳，紫杉醇积累

量增加极显著降低。增补 GA3 各配方的愈伤组织

中紫杉醇的积累量比不加 GA3 要略高 0.01%，说

明 GA3 还具有一定促进紫杉醇生物合成的作用。 
3  讨论 

本研究通过南方红豆杉愈伤组织诱导培养过程

中生长动力学及紫杉醇代谢动力学规律的分析，对 
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图 4  A1～A9 配方中愈伤组织紫杉醇的代谢动力学曲线 
Fig. 4  Metabolic dynamic curves of paclitaxel 

of callus in A1—A9 media  

 
图 5  B1～B9 配方中愈伤组织紫杉醇的代谢动力学曲线 

Fig. 5  Metabolic dynamic curves of paclitaxel 
of callus in B1—B9 media 

所设计多个培养基配方中关键因素的生物学效应进

行了考察，筛选获得了南方红豆杉愈伤组织诱导、

培养较好的通用培养基配方 B7、B8、B9。同时发

现南方红豆杉愈伤组织的生长曲线与细胞生长的 S
曲线基本一致，GA3 具有加速南方红豆杉愈伤组织

诱导启动、加快愈伤组织生长、降低愈伤组织褐变

程度、增加愈伤组织中紫杉醇的积累等生物学作用。

未添加 GA3 的培养基中外植体启动基本在 15 d 后，

添加 GA3 培养基中的外植体启动基本在 10 d 左右。

陈惠等[13]利用自制 B5 Ⅲ培养基进行南方红豆杉细

胞悬浮培养研究，发现添加一定量的 GA3 对南方红

豆杉悬浮细胞系的生长积累也较有利，这说明 GA3

对南方红豆杉离体培养物的生物学作用相对比较独

立，与基本培养基无交互作用。这可能因为南方红

豆杉是裸子植物，自身缺乏内源 GA3，从而对外源

GA3 较为敏感。因此，为了增强南方红豆杉愈伤组

织培养的稳定性与高效性，有必要对南方红豆杉内

源激素进行进一步深入研究。 

本研究还发现，随着紫杉醇积累量的增加，愈 
伤组织的继代时间亦需越来越短，因愈伤组织褐变

的速度越来越快，极易由 初的黄绿色逐渐变为褐

色，且到 100 d 之后，无论继代时间多么短，愈伤

组织的颜色基本不能恢复到黄绿色，且一旦继代时

间没把握好，愈伤组织会迅速褐变坏死。出现这一

结果的原因，可能与愈伤组织中紫杉醇或其他次生

代谢产物的积累有关。愈伤组织中紫杉醇的积累是

一个逐渐增加的过程，但并不随着时间的增加而不

断增加。这对工业化中如何获得稳定的愈伤组织细

胞系、制定合理的愈伤组织收获时间等均具有重要

意义。 
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