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南方红豆杉组织培养研究△

1
.

愈伤组织诱导和培养条件优化

芳良赵倪新疆石河子大学 医学院 (83 2 0 0 0 )

新疆武警兵指 五支队卫生 队 耿 征 “ 刘谦光
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摘 要 介绍了南方红豆 杉植物愈伤组 织诱导 和继代培养条件
,

在 M S
一

培养基上
,

附加不 同种类

和浓度配 比的激素
,

在光照条件下对植物愈伤组 织的诱导率和 生长量等进行 了比较
,

其中当 2
,
4
一

D

1
·

Z m g /L 十 6
一

B A 2
.

s m g / L + N A A 3 m g /L 或 4 m g / L 时
,

愈伤组织诱导率和生长量最高
,

结果表

明
,

不同激素组合对愈伤组织诱导率
、

生长量和发生的性状有明显 的影响
。

为南方红 豆杉植物细胞

悬浮培养建立了基础
,

为解决红豆杉的资源贫乏提供 了新途 径
。

关扭词 南方红豆杉 组 织培养 愈伤组织

紫杉 醇 ( at
x ol ) 是从 红豆 杉 属 ( T 口 x us

L
.

) 植物中分离出的一个具有独特抗肿瘤活

性的二菇类化合物 〔 ,〕 ,

现已应用于临床治疗卵

巢癌和乳腺癌
,

虽然紫杉醇的全合成 已获成

功 〔2 , ,

但成本 比天然提取药更高
,

就 目前临床

供药而言
,

主要依靠从红豆杉树皮中提取
,

已

使红豆杉植物濒临灭绝的危险
。

组织培养生产

紫杉醇成为解决红豆杉资源短缺的有效途径

之一
。

有关红豆杉组织和细胞培养的文献较

多
,

涉及红豆杉的种属也较多
,

但南方红豆杉

的研究报道鲜见
。

综述文献在这方面的研究
,

主要采 用 B
S

培养基进行避光培养 ( 暗培养 )
。

我们发现
,

在适宜的条件下
,

M S 培养基上 的

愈伤组织在光照下诱导率和生长量均优于 B
S

培养基
。

我们就 M S 和 B
S

培养基
,

光培养与暗

培养
、

激素种类和浓度配比
、

不同糖类等几方

面进行了对比实验
,

用高效液相色谱对其中的

紫杉醇进行了定性定量分析 〔3 〕 ,

并分离获得纯

品
。

现将组织培养的初步结果报道如下
。

1 材料和方法

选择 1一 2 年生具 有绿皮处于 阴暗位置

的南方红豆杉嫩枝作为供试材料
,

采 自陕西

师范大学生物园引种体
,

供试材料采下后
,

按

常规消毒灭菌
,

在无菌条件下截成长 0
.

5 。 m

左右小段
。

诱导培养基 以 M S 为基本培养基
,

附加

固定浓度的 2
,

4
一

D l
,

Z m g / L
,

6
一

B A ( 6
一

节氨

基 嚓吟 ) 2
.

8 m g / L 后
,

再 附加 不 同浓度 的

G A 3 (赤霉素 )
,

I A A (叫噪 乙酸 )
,

C A (酪蛋 白

水解物 )
,

N A A (禁乙 酸 ) ; 在 6
一

B A 浓度不变

时
,

改变 2
,

4一 D 浓度
,

其浓度组合见表 1
。

糖类

选 用 蔗糖
、

葡萄糖
、

果糖 2 %
,

再 附 加 琼 脂

0
.

8%
,

p H 调至 5
.

4
,

高压灭菌
。

在温度 ( 2 3士

2 ) C 下
,

光强 1 0 0 0 ~ 1 2 0 0 l x
,

每 日光照 1 2 h

培养
。

2 结果

2
.

1 激素对 愈伤 组 织
、

诱 导 率 的影 响
:

在

M S 培养基 上
,

附加不 同种类 和浓度配 比的

激素
,

培养 6 d 个别腋芽出现愈伤组织
,

少部

分嫩枝开始膨大
,

3 周左右大部分外植体发
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生愈伤组织
。

试验结 果见表 1
。

2
.

2激素对愈伤组织生长量的影响
:

外植体

的愈伤化程度一般通过愈伤组织生长量来说

明
。

愈伤组织生长量 的计量方法有
:

通 常采用

称 量 鲜
、

千重 来 表 示
,

还 有 细 胞 数 目表 示

法 以〕 ,

愈伤指数表示法 〔 5〕 。

本文采用愈伤指数

来表示愈伤组织相对生长量
,

以 此说 明外植

体 的愈伤化程度
,

此表示法不破坏愈伤组织

继续生长
。

愈伤指数概念为
:

愈伤指数 -
艺(愈伤化级数 X 该级块数 )

各级块数 总和 X 最高级数

1 级
:
A 镇 1/ 4 2 级

:

1/ 4 < A镇 1/ 2 3 级
:

1/

2 < A 镇 3 / 4 4 级
:
A 一 1 其 中 A 一愈伤面

积 /外植体表面积

根据上述概念计 算
,

对 4 种物质在 M S

培养基上
,

愈伤组织培养 60 d 的愈伤指数见

图 1
。

于 M S 培养基 上
,

附加下列浓度 的激

素
:
2

,

4
一

D l
·

2 m g / L + 6
一

B A Z
·

8 m g / L +

N A A 3 m g / L 或 4 m g / L
,

愈伤指数最高
。

表

明愈伤组织在这两种组合 条件下生长旺 盛
,

相对生长量大
,

愈伤化程度高
。

愈伤化级数定义为
: O级

:

无愈伤组织

表 1 激素对愈伤组织发生的影响

M S+ 附加物 (m g / L )

+ 蔗糖

外植体数 成愈数 诱导率

(块 ) (% )

谊电 C ( . . / L》

l
一
G A 3 ( 1~ 5 m g / L ) 2

一
I A A ( 1 ~ 5 m g / L )

3一 C A ( l ~ 4 m g / L ) 4一 N A A ( 1~ 5 m g / L )

图 1 南方红豆杉愈伤指数图

2
.

3 培养基与光照条件对愈伤组织诱导和

生长的影 响
:

选择最佳激素配比组合
,

附加于

M S 和 B :

培养基上
,

不 同光强
。

愈伤组织诱

导培养 6 O d 收获
。

试验结果见表 2
。

2
.

4 糖类对愈伤组织诱导和生长的影响
:

在

M S 培养基最佳激 素组合 条件下
,

添加不 同

的糖
,

愈伤组织诱导培养 60 d 收获
。

试验结

果见表 3
。
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表中为接种 2 0 d 统计 的结果

表 2 培养基光线对愈伤组 织诱导生长状况 比较

培养基 光 培养 暗培养 诱导率 ( % ) 褐变发生率 (% ) 干鲜 比 (写 )

M S

B 5

淡黄色 ~ 黄 绿色 ~ 褐色

暗 白色 ~ 褐 色~ 深褐色

白色 ~ 淡褐 色~ 深褐色

白色 ~ 淡褐 色~ 深褐色 :: ;: 背
表 中诱导 率为接种 20 d 统计结果

表 3 糖对愈伤组织诱导和生长状况 比较

(个 ) (个 )

蔗糖

果糖

葡萄糖

6 6

5 4

7 5

(当2
I U 0

状况 状况

:;

1 2 4
.

5

8 0

3 6
.

5

(倍 )

1 2 4
.

7

::

黄绿 色~ 褐色

白色~ 褐色

淡黄色 ~ 褐色

白色 ~ 棕红

深黄一浅黄

白色 ~ 棕色

6660103

3 讨论

3
.

1 愈伤组织发生性状和继代培养
:

诱导愈

一

2 1 4
-

伤组织因培养基 中所附加生长调节剂的种类

和浓度不 同时其发生性状也不同
。

愈伤组织



常常在腋芽或叶基部首先发生
。

但是
,

当腋芽

或叶基部脱离嫩枝诱导时
,

却很难发生愈伤

组织
。

嫩枝愈伤组织首先出现在切 口 处
,

由两

端向中间愈伤化
。

部分接触培养基处愈伤组

织分泌有棕色物质
,

使其附近的愈伤组织及

培养基呈棕红色
,

随着培养时间的延长
,

愈伤

组织呈现淡褐色颗粒状
,

逐渐呈褐色光滑状

态
,

停止生长
,

必须及时转移继代培养
。

在转

移过程中
,

愈伤组织若脱离外植体
,

颜色逐渐

变暗褐乃至深褐色
。

本实验继代 5 次
,

生长速

度 随继代次数的增加
,

先呈上升趋势
,

后逐渐

下降
。

3
.

2 褐变程度的影 响
:

红豆杉属植物愈伤组

织在生长过程中
,

常伴 随有一些不利于生长

的酚类物质
,

酚类渗出物的积 累导致愈伤组

织褐化
,

增殖缓慢
。

南方红豆杉愈伤组织也有

褐变现象
,

激素种类不同
,

褐变程度不同
。

培

养基 中附加 G A
:

和 C A 激素
,

愈伤组织褐变

程度 比附加 I A A 和 N A A 严重
,

通过频繁继

代转移培养不能根除这一现象
。

我们 曾在培

养基上附加活性碳和抗坏血酸等
,

也未能彻

底解决这一 问题
。

3
.

3 综上所述
,

培养 基中含 2
,

4
一

D 对愈伤

组织 的诱导极 为有利
,

2
,

4
一

D 和 N A A 的组

合对愈伤组织的正常生长也是必须的
。

G A
。 、

I A A
、

C A 对愈伤组织 的诱导 或生长存在着

不同程度 的抑制作用
。

通过培养 基
、

有光无

光
、

糖的对 比条件试验
,

发现南方红豆杉愈伤

组织诱导和生长适于光照条件下的 M S 培养

基
,

组织培养 的生理碳源选用蔗糖 比较好
。
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