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的相关性，但又有区别。采用3种不同检验方法，结

果是一致的，得到3种不同方法之间的相互认证，3

种方法各有优势，且针对点不同，结合使用效果更

好，为指纹图谱的分析提供了强有力的依据。

3．5本研究方法建立的指纹图谱可快速鉴别区分

不同来源的黄芩药材，通过指纹图谱对黄芩药材进

行综合宏观分析，有利于全面控制药材质量，促进黄

芩药材及其制剂研制水平和质量控制的全面提高。
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南方红豆杉外植体母株来源与培养基成分对愈伤组织

生长和紫杉醇的影响

陈 惠，王文科。，卢英梅，白新生

(山西师范大学生命科学院，山西临汾041004)

摘 要：目的 建立和优化获得量大而高紫杉醇愈伤组织的培养技术和方法。方法 以山西陵川县野生和在西安

栽培的南方红豆杉为材料，就最佳母株、外植体种类、基本培养基、植物激素种类及浓度对愈伤组织诱导、生长和紫

杉醇的影响等因素进行了系统研究。结果 幼茎外植体因诱导的愈伤组织时间早、频率高而最佳；培养基Y5：

MS+2，4一D 4．0 mg／L+KIN 1．0 mg／L或B5Ⅲ：B5+2，4-D 3．0 mg／L+KIN 0．1 mg／L+Phe 0．1 mol／L为最佳

诱导愈伤培养基，其诱导频率高达100％。继代培养基中质量浓度2，4一D(o．5～3 mg／L)促进愈伤组织增殖；高质

量浓度(8 mg／L)口li]有抑制作用。当2，4-D质量浓度适宜时，愈伤组织在B5培养基上较在MS培养基上褐化轻、生

长快。HPLC分析表明紫杉醇最高的继代培养基为MSⅢ，其紫杉醇质量分数高达干重的0．004％；野生母株幼芽来

源的愈伤组织，其紫杉醇普遍高于栽培母株幼茎来源的愈伤组织。结论 以5月份野生红豆杉幼茎为外植体，以

Y5或B5Ⅲ为诱导培养基和继代培养基，继代8～10代，每代培养30～35 d；用MSⅢ培养基再培养1～2代，收获愈

伤组织或细胞培养物，并从中提取紫杉醇是获得大量高紫杉醇愈伤组织的较佳培养程序。

关键词：南方红豆杉；野生母株；栽培母株；外植体；愈伤组织诱导；继代培养；紫杉醇
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Effect of explant source from different maternal tree and medium composition

on callus growth and paclitaxel yield of Taxus chinensis var．mairei

CHEN Hui，WANG Wen_ke，LU Ying—mei，BAI Xin—sheng

(College of Life Science，Shanxi Teacher’S University，Linfen 041004，China)

Abstract：Objective To establish and optimize the technology and method of producing large

quantity and high—paclitaxe yield callus of Ta[SCUS chinensis var．mairei．Methods W7ild maternal tree

grown in Lingchuan County of Shanxi Province and cultivated tree grown in Xi
7
an were used as explant

source．And the optimum maternal tree for explant cutting，optimum explant type，basic medium，

composition and concentration of growth regulators in medium and SO on，which were factors of affecting

on callus induction，growth and paclitaxe yield，were examined in a series order．Results The juvenile

stem segments were the optimum explants because of their earlier and higher rate callus induction than that

of other explants．Medium Y5：MS+2，4一D 4．0 mg／L+KIN 1．0 mg／L or medium B5Ⅲ：B5+2，4一D 3．0

mg／L+KIN 0．1 mg／L+Phe 0．1 mol／L was confirmed optimum callus induction medium in which callus
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induction rate’had reached to 100％．In callus subculture medium，lower concentration of 2，4-D(0．5—3

mg／L)always increased callus growth，but higher concentration of 2，4-D(8 mg／L)reduced callus

growth．When 2，4-D concentration was suitable，callus grown on B5 medium displayed lighter browning

and faster tissue growth than that on MS medium．Further more，HPLC analysis confirmed that the

paclitaxel yield in callus grown on medium MSⅢwas highest and had reached 0．004％of callus dry

weight．In a general condition，the level of paclitaxel in calli derived from juvenile stems of wild maternal

tree was higher than that in calli initiated from cultivated maternal tree’S juvenile stems．Conclusion The

optimization sequence of obtaining a large quantity and high—paclitaxe yield callus of T．chinensis var．

mairei are dividing juvenile stem segments from wild maternal tree in May and culturing on medium Y5 or

B5 m for callus induction．After the calli having been subcultured on the same medium for 8—1 0

generations，one or two generations are recultured on medium MSⅢ．Finally，the calli with more

paclitaxel are obtained by extracting paclitaxel out of it．

Key words：Taxus chinensis var．mairei(Lemee et L6v1．)Cheng et L．K．Fu；wild maternal tree；

cultivated maternal tree；explants；callus induction；subculture；paclitaxel(Tax01)

红豆杉科、红豆杉属植物的细胞和组织培养方

法，为抗癌药物紫杉醇(paclitaxel)提供了新的来

源，被认为有希望替代砍伐天然红豆植株口~3]，从而

避免从树皮中提取紫杉醇，为这类生长缓慢树种的

资源保护提供了有力的保护。所以，近十几年来很多

国内外研究小组积极从事这方面研究，并取得了很

大进展[1~7]。全球红豆杉属共有11个种，均已成功

地进行过组织培养和细胞培养研究，其中对短叶红

豆杉(又称太平洋紫杉，pacific yew)Taxus

brevifolia Nutt．、东北红豆杉(又称日本紫杉，

Japanese yew)T．cuspidate Sieb．et Zucc．等的细

胞组织培养研究较深入。我国红豆杉资源有4个种

和1个变种，近年来不少实验室也开展了这方面的

研究，且4种1变种都有报道[4~1引。由于南方红豆杉

T．chinensis var．mairei(Lemee et L6v1．)Cheng

et L．K．Fu在山西省太行山区的陵川县、中条山区

的沁水县，海拔约500～1 500 m的阳坡、半阳坡有

成片天然林分布[1引，所以，虽然已有学者从事南方

红豆杉的愈伤组织培养[7’10’11]，但大多取材始于人

工栽培植株，未见有野生植株的报道，而且对不同产

地材料诱导的愈伤组织中紫杉醇量缺乏比较研究。

本研究主要以5月上旬取材的山西天然野生南

方红豆杉枝条为材料，将幼茎切段，老茎切段、针叶

切段、培养在2，4一D 0．5～0．8 mg／L及与KIN o～

2．0 mg／L或其他激素相配合的MS、B5培养基中

诱导愈伤组织及继代培养，并与取材于西安两个地

方人工栽培的南方红豆杉诱导的愈伤组织中紫杉醇

进行比较，以寻找高产紫杉醇愈伤组织的最佳材料、

外植体来源、最佳培养基、培养条件、培养程序等。一

般细胞悬浮培养物中的紫杉醇质量分数较相同培养

基成分的固体培养基中生长的愈伤组织中的高很

多[8]，所以，本研究为进一步通过细胞培养获得更高

产的紫杉醇愈伤组织细胞系，最终取代从天然植株

中获取紫杉醇打下了良好基础。

1材料与方法

1．1 试验材料：材料分3次从不同的地方采集。

1998年5月7日，从山西太行山陵川县一棵60年

树龄的野生南方红豆杉植株上，折取含幼嫩茎和二

年生茎的枝条，带回山西师范大学，放置一4℃冷藏

2 d备用。1999年4月5日和5月15日，分别从西

安植物园一棵人工栽培的20多年生乔木植株和陕

西师范大学校园内生物园中3年生灌木状栽培植株

上剪取1～2年生枝条。

1．2外植体消毒：先用肥皂水洗去枝叶表面灰尘，

清水冲洗3次，70％EtOH浸泡30 S，0．1％HgClz

常规消毒8～10 min，无菌蒸馏水冲洗4～6次并用

无菌纸吸干。去掉叶片的茎段(分老茎段和幼嫩茎

段)和针叶均切割成0．5～1 cm的小段接种于不同

培养基上。5～6 cm幼嫩小枝或去年生小枝切割2

刀，成上、中、下3段，垂直插入培养基。

1．3培养条件：基本培养基有MS、B5；激素：2，4-D

O～8 mg／L、KIN 0～2 mg／L、NAA 0．5～1 mg／L；

附加有机物Phe(苯丙氨酸)0．1 mol／L等，具体培

养基组成成分见结果部分。MS培养基加蔗糖3％、

琼脂7％；B5培养基加蔗糖2．5％、琼脂8％。培养温

度(25±2)℃。

1．4愈伤组织的干燥处理：愈伤组织培养周期为

30 d，继代不同次数后，分别从不同培养基中收集愈

伤组织，冰冻干燥法干燥。

1．5紫杉醇的测定：按甘烦远[6]HPLC法测定愈伤
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组织中的紫杉醇。

2结果与分析

2．1 2，4一D质量浓度对野生母株南方红豆杉不同

外植体、愈伤组织诱导率的影响：以取材于山西陵川

的野生南方红豆杉的幼嫩茎段、老的茎切段和针叶

切段为外植体，分别培养在附加不同质量浓度2，4一

D和其他物质的MS培养基中，观察发现茎段产生

的愈伤组织较早，15 d时最高诱导率可达80％，而

针叶此时均为零。30 d后，针叶愈伤组织诱导率也

能达到很高水平，但因产生时间晚，所以量比较少。

此外，随着培养基中2，4一D质量浓度的升高，两种

外植体的愈伤组织诱导率也逐渐升高，以2，4一D 2

mg／L和2，4一D 2 mg／L附加BAP 0．5 mg／L的培

养基以及6号培养基为好，愈伤组织诱导率可达

92．5％以上。幼嫩茎段和老的茎段培养在相同培养

基上，嫩茎的愈伤组织诱导率总是高于老茎的

(表1)。

表1 2，4-D不同质量浓度对南方红豆杉茎段、针叶切段

愈伤组织诱导率的影响

Table 1 Effect of different 2，4一D concentration on callus

induction rate of stem segments and needle leaf

segments from T．chinensis var．mairei

未表明的每种培养基中接种40个外植体，“一”表不未接种。6

号培养基附加了0．1 mol／L的苯丙氨酸

Number of explants per medium that had not to be indicated is

40．“一”means not to be inoculated．No．6 medium is added with

0．1 mol／L Phe

2．2 2，4一D、KIN不同质量浓度及组合对栽培母株

来源的幼茎愈伤组织诱导率的影响：1999年5月从

西安植物园和陕西师范大学生物园栽培的南方红豆

杉母株上截取嫩茎，接种在MS附不同质量浓度2，

簪D、KIN及组合的9种培养基Y1～Y9中，结果见

表2。

研究发现，2，4一D是愈伤组织诱导必不可少的

成分，KIN在2，4一D存在时对愈伤组织的产生有促

进作用，以1 mg／L为佳，当升高到2 mg／L时，又对

愈伤组织的诱导有抑制作用。诱导愈伤组织最佳激

素组合有2个分别为Y5和Y8。从树龄较老的南方

红豆杉取材的嫩茎与从树龄较小的红豆杉取材的嫩

表2 2，4一D、KIN不同质量浓度及组合对人工栽培母株

南方红豆杉幼茎切段愈伤组织诱导率的影响

Table 2 Effect of different 2，4一D／KIN concentration

and ratio on callus induction of juvenile stem

segments from artificial cultivated maternal

tree of T．chinensis var．mairei

培养基激素／(mg·L一1) 愈伤组织诱导率／％

名称 2，4-D KIN 西安植物园 生物园

0 (0／21)

0 (O／18)

0 (o／15)

91．3(21／23)

100 (20／20)

70．0(14／20)

66．7(14／21)

100 (19／19)

75．0(15／20)

100 (17／17)

0(0／18)

0 (0／20)

0 (O／14)

72．2(13／18)

100 (19／19)

85．7(12／】4)

62．5(10／16)

71．5(12／16)

43．7(9／22)

100 (13／13)

茎愈伤组织诱导率相差不多。以B5为基本培养基

的B5Ⅲ诱导率也很高，不论南方红豆杉产地如何，

诱导率均能达到100％。

2．3取材时间对愈伤组织诱导率的影响：分别于

1999年4月和5月中旬从西安植物园取材，将嫩茎

培养在同一种培养基上，结果5月份取材诱导率很

高可达100％。4月份取材嫩茎所产生的愈伤组织其

诱导率仅有40％左右。

2．4南方红豆杉愈伤组织的生长状态：各外植体在

诱导培养基(表2)上培养期间，每3 d观察一次，发

现最早出现愈伤组织(嫩梢或小枝)需要7 d(培养数

据未列)，幼嫩茎段需10 d，老茎段需12 d。茎段愈伤

组织有的出现在切口，有的是外植体膨大后，皮层裂

开，自裂缝处形成愈伤组织，初生愈伤组织多为淡黄

绿色，半透明小球形或不规则块状，以后随培养时间

的延长，有的外植体基部或是接触培养基处的愈伤

组织分泌有棕色物质，并使附近的愈伤组织呈棕红

色。当愈伤组织培养超过30 d时愈伤组织表面更易

褐化。愈伤组织最易在茎段的两端形成，小枝易在基

部及其基部叶腋处形成，有腋芽萌动，顶部伸长的现

象，叶片形成愈伤的能力差。

2．5愈伤组织的继代培养：从表1中6号培养基上

诱导产生的愈伤组织，继代培养7代后，再转移在表

3和4所列的9种培养基中，每代培养30～35 d，刚

开始培养的几代愈伤组织量较少，以后越来越多。表

5为继代第8代的结果。

从上表数据可知，激素相同但基本培养基不同

时如：MSⅢ与B5Ⅱ、B5培养基对愈伤组织的增殖

有促进作用，且其愈伤组织的颜色较浅为淡黄色、乳

ⅥⅥ№u¨№W№瑚枷
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表3 以B5为基本培养基的继代培养基

Table 3 Subculture medium based on B5

B5为基本培养基，I～Ⅳ代表培养基编号

Basic medium is B5．I—IV indicated medium number

表4以MS为基本培养基的继代培养基

Table 4 Subculture medium based on MS

MS为基本培养基，I～V代表培养基编号

Basic medium is MS．I—V indicates medium number

表5 基本培养基和2，4_D质量浓度对愈伤组织生长的影响

Table 5 Effect of basic medium and 2，4一D concentratiOn

on callus growth of T．chinensis var．mairei

愈伤组织起始直径平均为0．5 em

Initial average diameter of callus is about 0．5 cm

白色或浅褐色；而MS培养基中的愈伤组织质地较

致密，颜色较深为棕褐色。每种培养基又以低质量浓

度2，4一D 0．5～2 mg／L为好，表现为愈伤组织生长

量大，即每块愈伤直径大。8 mg／L并不能显著促进

愈伤组织的增殖。

2．6不同南方红豆杉母株来源的愈伤组织中紫杉

醇的差异：将2．5培养所得的愈伤组织一部分干燥

后直接测定紫杉醇质量分数，一部分转接到表3、4

所列培养基中继’续继代培养(1～5次)，最后1～2

次的培养基个别有变动，如表6所示。2．2中产生的

愈伤组织及经继代多次后冰冻干燥，一同做紫杉醇

测定，结果见表6。

结果表明，从山西陵川取材的野生母株南方红

豆杉诱导的愈伤组织中，紫杉醇普遍高于另两个地

表6不同母株来源的南方红豆杉愈伤

组织中紫杉醇的差异

Table 6 Paclitaxel yield of calli derived from different

maternal tree of T．chinensis var．nairei

方人工栽培母株取材诱导的愈伤组织，也即野生植

株取材所诱导的愈伤组织比栽培植株诱导的愈伤组

织中抗癌成分一紫杉醇质量分数高。愈伤组织的继

代培养基和培养条件也影响紫杉醇质量分数，如：同

是从野生植株诱导的愈伤，MSⅢ培养基上培养1个

月，不仅愈伤组织干鲜比大，而且紫杉醇质量分数最

高可达0．004％；培养在B5Ⅲ培养基上的愈伤组

织，低温条件下紫杉醇略低，原因可能是，紫杉醇在

低温下有一部分分泌到培养基中之故。3种材料总

的来说，符合其他研究者总结的一般规律口正]，即生

长快的愈伤组织，紫杉醇低(如生物园取材的幼茎愈

伤培养在MS I上)，生长慢的愈伤组织紫杉醇质量

分数高(如生物园取材的幼茎愈伤组织培养在MS

Ⅳ上)。

3讨论

3．1外植体的选择：3种外植体如幼茎、老茎、针叶

切段中，幼茎的愈伤组织产生的时间最早、诱导率最

高，为最佳诱导愈伤组织的外植体。这与Fott—Neto

等1992年，以比较了东北红豆杉不同组织的诱导能

力，即红、绿假种皮、种子、幼茎及针叶时所得的结

论：“幼茎是最佳的外植体”是一致的。

3．2培养基的选择：2，4一D是南方红豆杉愈伤组织

诱导不可缺少的成分，0．5～8．0 mg／L均能诱导愈

伤组织产生，以2．0～3．0 mg／L为宜。在以2，4一D

与KIN相组合的培养基中，以Y。：MS+2，4一D 4，0

mg／L+KIN 1．0 mg／L、B5Ⅲ：B5+2，4一D 4．0 rag／

L+KIN 0．1 mg／L+Phe 0．1 mol／L及表1中5号
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培养基诱导率最高达100％。

在继代培养阶段，B5基本培养基能促进愈伤组

织增殖的结果与杨永华[53等在东北红豆杉和云南红

豆杉嫩叶外植体培养中的结果是一致的。此外，高质

量浓度的2，4-D(8．0 mg／L)，抑制愈伤组织增殖，

低质量浓度的2，4一D(1．o～3．0 mg／L)适于愈伤组

织的快速增殖，这一结果与Fott—Neto[1]、Liu等H1的

结果，即2，4-D 8．0 mg／L最能促进愈伤组织增长

有差异。

3．3适于生产紫杉醇的材料来源、细胞系和培养程

序：获得高产紫杉醇的红豆杉细胞系，需要长时间的

培养和筛选工作。实验结果表明，紫杉醇较高的继代

培养基为MS llI和B5Ⅲ，最高达干重的0．004％和

0．003 7％。从这两种培养基上所得的愈伤组织，可

作为两个高产细胞系，转入含相同成分的液体培养

基中继续培养，进一步提高紫杉醇质量分数。需说明

的是MSⅢ和B5Ⅲ中添加Phe 0．1 mol／L是参考

Fett—Neto等[111993年的实验结果：培养基中附加

Phe 0．1 mol／L可提高东北红豆杉愈伤组织中紫杉

醇的质量分数近一倍。

从实验结果可知，继代培养8～13次的从山西

野生植株茎段诱导产生的愈伤组织，其紫杉醇质量

分数普遍比人工栽培植株诱导、继代1～3次的愈伤

组织中高。所以，以野生植株的南方红豆杉的幼茎为

外植体，以Y。或B5Ⅲ为诱导培养基，以MSⅢ

(MS+2，4-D 2．0 rng／L+KIN 1．0 mg／L+Phe 0．1

mol／L+NAA 0．5 mg／L)或B5 II(B5+2，4一D 3．0

mg／L+KIN 0．1 mg／L+Phe 0．1 mol／L)为继代培

养基继代培养8～13代，每代30～35 d是生产紫杉

醇较好的愈伤组织培养程序。

由于生长快的愈伤组织中紫杉醇质量分数低，

而生长慢的愈伤组织中紫杉醇质量分数高[1’8]，以及

愈伤组织生长在MS培养基中比生长在B5培养基

中紫杉醇质量分数高。不妨将愈伤组织的培养分为

3个阶段，即1～2阶段以诱导并获得大量愈伤组织

为目的，第3阶段以获得高含量紫杉醇为目的。所

以，第1～2阶段可以Y。或B5Ⅲ为诱导培养基和继

代培养基，或以改良的能促进愈伤组织增殖的，附加

了0．5 mg／L根皮苷的B5ⅢDz]培养基为继代培养

基，进行愈伤组织的大规模培养或细胞悬浮培养，待

愈伤组织或细胞悬浮培养物达到一定的量时，转入

第3阶段，即将这些愈伤组织转接到生长相对慢的

MSⅢ培养基中，培养一代或两代，收获得愈伤组织

或细胞培养物，并从中提取紫杉醇。
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