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云南红豆杉培养细胞系的建立 
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紫杉醇(Texo1)最初是从红豆杉属植物短叶红豆杉(Taxus brevifolia)树皮中分离出的一种二萜类 

化合物⋯．对卵巢癌，转移性乳腺癌和恶性黑色素瘤等患者疗效显著L2】．全世界红豆杉属植物有近 11 

种，都含紫杉醇成分．但含量很低．加之现存数量很少．生长极为缓慢．造成了紫杉醇原料供应的危机 J。 

紫杉醇化学合成已经成功[| 】．但繁杂的反应过程及前体化合物来源的限制使得它们无法实现商业化 

生产。最近从短叶红豆杉中分离出一种生产紫杉醇的内寄生真菌 Taa：om3,er andreana~【7 J．由于紫杉醇 

含量仅为24--50ng，L，没有实用价值。 

植物细胞和组织培养可能是解决天然抗肿瘤药物长期供应的有效方法之一 J。自1991年Christen 

等人申请利用 红豆杉细 咆培养物 生产紫杉醇 专利以来L9】，有关红豆 杉细胞培养的研究 已有不步 报 

道【加叫 。但云南红豆杉(T．yunnanensis)仅见愈伤组织诱导的报道_I 。本文报道云南红豆杉愈伤组 

织诱导和细胞培养的初步结果．并分析了细胞培养物中紫杉醇含量。 

1 材料和方法 

1．1 盘伤组织的诱导和培养 

云南红豆杉(T．yunnanensis)外植体。系采自云南昆明中国科学院昆明植物研究所植物园。取当年 

生幼嫩枝条。75％乙醇浸蘸后于 O．2％升汞中灭菌 15rain．无菌的幼茎和针叶分开并剪成约 lent长．接种 

到诱导培养基中。40d后，将愈伤组织从外植体剥离下来，进行驯化和继代培养的研究。每354：1继代培 

养一次。平均接种量为 3．5gL。。培养基。每次 比较试验均在前一步试验结果的基础上进行。诱导和继 

代培养基 为 MS[” 和 ]两种基本培养 基，均 附加 1．5ms／L 2．4-D 和 0．5m~／L KT。培 养基 在 

0．1MPa压力下灭菌 15mln。灭菌前用NaOH调至pH5．8．麻伤组织于暗中、25±2"C的条件下诱导和培 

养。 

1．2 生长参数 

细胞泳冻干燥至恒重．计算细胞干重增加和细胞生长速率。细胞干重增加 以每升培养基增加的细 

胞干重表示(g-L。。)；细胞生长速率以每天每升培养基增加的细胞干重表示(g·(L·d) ) 比生长速率 

按[1n(收获的细胞干重／细胞接种干重)／培养天数]求出(g·(L·d)。。)；细胞增长的倍增时间 ￡(d)= 

1n2／ 。除不同麻伤组织无性系的变异分析外．所有比较研究，均采用生长较快的愈伤组织无性系，至 

少 3次重复。 

1．3 盘伤组织紫杉醇提取分离和 HPLC分析 

收集冰冻干燥的培养细胞．接文献[16]的方法进行提取分离和 HPLC分析。紫杉醇标准样 品从天 

I}晕红豆杉树皮中分离得到．纯度 97．8％。紫杉醇含量用干重细胞 中所含紫杉醇的百分 比表示(％)，同 

时计算紫杉醇产率(me,／L)．以每升培养基增加的干细胞中所含紫杉醇毫克致表示。 
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2 结 果 

2．1 盘伤组织的诱导和培养 

云南红豆杉(丁yuunanen$~$)的嫩茎和针叶作为外植体诱导愈伤组织，在MS和B5两种培养基诱导 

lOd后，一些外植体伤口处膨太．20d左右，外植体伤 口处形成血伤组织。统计结果表明，不同部位的外 

植体和不同诱导培养基影响愈伤组织的发生(表 1)。嫩茎愈伤组织诱导率大于针叶愈伤组织诱导率 

衰 1 云南红豆杉盘伤组织诱导情况 

MS培养基诱导愈伤组织的形成优于B5培养基。嫩茎和针叶两者愈伤组织颜色和状态明显不同，这些 

特征不受培养基类型的影响。诱导30d后，明显可见愈伤组织处有棕褐色素形成。培养 40d启 ，剥离愈 

伤组织到新鲜培养基中进行驯化培养。马ll化培养中，针 叶】敏伤组织生长极为缓慢，不如嫩茎愈伤组织， 

而且色素分泌能力大于嫩茎愈伤组织，经过3～4代的驯化培养，血伤组织变褐变硬而渐死亡．最后仅得 

到嫩茎愈伤组织。盘伤组织驯化采用两种培养基 MS和 。图 1为嫩茎愈伤组织于 MS和 B5培养基 

中第2～6代驯化培养的动态变化，表明两者均于第 3代开始趋于稳定。血伤组织在 中生长快于 

MS。B5中愈伤组织平均生长速率是 MS中的 1．54倍 (均为5代驯化培养的平均值)。以后愈伤组织的 

继代培养均采用 基本培养基。 

2．2 激素和有机附加物对盘伤组织生长的影响 

激素闯相互作用对培养细胞的生长有显著影响。当KT浓度为0．5-ng／L时，试验不同浓度2，4一D 

对云南红豆杉愈伤组织生长的影响。图2表明，当2．4一D浓度低于 1．5mg／L时，生长速率显著降低．而 

- 

k  

} 

0 

圈1 云南红豆杉愈伤组织的继代培养 

一 ■ 一c~ redin ，一一culturedinMS 

2，4一D ∞ ．／mg·L一 

圉 2 不同2，4-D浓度对云南红豆杉愈伤组织生长的 

影响 

较高浓度的 2，4-D对血伤组织生长具有一定的抑制作用，当2，4-D浓度为2mg／L时细胞生长速率最快
． 

为 0—264giL，d。培养基中附加 10％椰子乳(cM)和 0．1％水解酪蛋白(cH)能较显著促进血伤组织的生 

长，其生长速度分别为0．265g／L·d和 0．283g／L·d，比对照高 8．16％和 15．91％，但附加 0
． 1％水解乳蛋 

I．

一 ．一I一．暑／。 q]≥仑l。 
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自(LH)和 0．1％酵母提取物(YE)于培养基中对愈伤组织的生长影响不大(见图 3)。 

2．3 愈伤组织生长的动志变化 

图4为云南红豆杉愈伤组织继代培养的生长曲线，表明愈伤组织生长有较长的生长延滞朔．约 15d 

左右。细胞培养从第 15d起进入对数生长期，最大比生长速率 Ⅲ为0．046g／d．干重细胞倍增时间 为 

14．9d．从第 30d开始生长速率减缓进入稳定生长朔 ．整个愈伤组织生长周期大约 35d，最大细胞干重达 

11．631lg／L．是起始接种量的3．32倍。当愈伤组织生长进入40d后，生长速率下降，细胞干重增加降低， 

愈伤组织衰老变黑而死亡(图 4)。 

O·3。 
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翻3 不同有机附加物对云南红豆杉愈伤组织生长的髟响 图4 云南红豆杉禽伤组织生长的时间进程 

1．Control 2．CM，3．L}L 4．CH，5．YE 

2．4 愈伤组织的鬃杉醇分析 

将培养35d的云南红豆杉愈伤组织经过一定分离提取步骤后．进行高效液相色谱层析(HPLC)分 

折．图 5为云南红豆杉愈伤组织甲醇提取物经硅腔柱层析纯化后所得样品的 HPLC图谱，样品中紫杉醇 

保留时间和对照相同．表明云南红豆杉培养细胞具有合成紫杉醇的能力。 

2．5 愈伤组织无性系的变异分析 

不同愈伤组织无性系在生长和紫杉醇合成能力上差异较大．通过对60个愈伤组织无性系生长和紫 

杉醇含量的分析．结果表明生长速率变化在 0．1～0．3g·(L·d)I1之间．紫杉醇含量变化在 0～0．03％之 

间(表 2)。从变异系数(c v)上可看出，紫杉醇含量的变异程度高于生长的变异。无性系 TY-15、TY一37 

和TY-53生长速率较高．分别比所分析的无性系平均值高31．38％、45．60％和 36．17％，但紫杉醇含量 

不到万分之一。无性系 1 l1、TY一20和 TY-50紫杉醇合成能力较强．无性系 T Y_l1紫杉醇含量最高 

是平均值的2．39倍，但生长速率却较1 仅为平均值的79．54％。综合生长和紫杉醇含量结果．无性系 

TY一11和TY-53的紫杉醇产率最高．是平均值的2．16倍和2．11倍。回归分析表明斑伤组织生长和紫 

杉醇合成之间具有一定的负相关性(r=一0．6375)。 

3 讨 论 

红豆杉植物不 同部位均可 作为外植体诱 导禽伤组织．但 以幼茎、形成层或树 皮诱 导效 果最 

好 ～ 副。本文表明云南红豆杉幼茎愈伤组织发生率高于针叶并且生长最好．和东北红豆杉(T．c ． 

出衄)诱导和培养的结果相似 。许多报道愈伤组织诱导和继代培养的最适培养基是 或改良的 B5 

培养基Ⅱo一 - 。但对于云南红豆杉．愈伤组织诱导时采用 MS培养基最佳
．维持斑伤组织正常生丧采 
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用 & 培养基最有效。 

红豆杉属植物培养细胞生长普遍较慢 

的现象反映了红豆杉植 物本身 的遗传特 

性 。继代培养中细胞总是向培养基中分 

泌一些酚类化台物．也是导致细胞褐化和 

生长缓慢的原因之一 1 。优化培养基组成 

和改 善培 养 条件 可 以显 著促 进 细胞 生 

长【L6,”]。云南红豆杉愈伤组织在附加适宜 

浓度的激 索和有机附加物的 B5培养基中 

继代培养．生长速率能被明显提高。最近， 

Ketchum(1995)对短叶红豆杉愈伤组织培 

养基全面优化组合后，使细胞生物量增加 5 

倍之 多_1 。和东 北红 豆杉 培养 细胞 相 

似[1 1．云南红 豆杉愈伤组织生长和紫杉醇 

合成之间存在一定的负相关性。本文试验 

是以生长较快 的愈伤组织为材 料，所选 择 

的条件可能不适台紫杉醇的台成。下一步 

试验可 通过优化培养条件、前体饲喂、诱 

导子处理以及高产细胞系的筛选等途径来 

提高细胞台成紫杉醇能力【L6, 一 。也 

可采 用两 步培 养 法 或 固定化 细 咆培 养 

法 ．促进紫杉醇的积累。 

O 5 10 15 ∞  

图5 云南红豆杉愈伤组织紫杉醇的高效藏相色谱分析 

A．标堆样品．B．意伤组织抽提榴 

裹 2 一兰】宣伤组鲺|己性系的变异分析 
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Establishment of Tissue Culture from Taxus yunnanensis 

Luo Jianping Niu Bingtao J．忸Jingfen Zheng Guangzhi 

(Departra~nt Biology．Lanrhou Univ~dty，Lanzhou 730o0o) 

(KunmingImtitute Botany，Academia Sinica，Kunming 6502O4) 

Al~lraet Callus culture systero ,JFas established from Taxus yunnanensis cheng et L．K Fu．using 

different explants including young stems and needles on MS and meditnn．Young  stems were easier 

than young needles for initiating callus．Callus derived from stem segments disphyed better growth 

on defined media．& medimn wets iT~ore snitable than MS medimn for callus growth，atthough 1owet 

frequency of callus formation was observed．The caltus growt h was evidently influenced by different 

2．4-D concentrations in combination with klnetin or different organic additives The best growth rate 

was 0 283g·(L—d)一1，whichwas obtainedwhen calliweremaintainedon subculturemedium supple— 

roented with 2ma／L 2，4-D，0．5mg／L kinetin and 0．1％ casein hydrolysate．The growth curve of 

T．yunnanen~s callus exhibited that the optimum period for callus subculture was 35 days and the 

maximum increase in biomass was 3．32 times of the initial dry weight during the smt~nary phase．A 

lag phase wets apparent between day0 and the fifteenth day．The dry weight doubling time wets about 

15 days during  the exponential phase．T．yunnanensis cell c~tures were able to synthesize taxol by 

high performance liquid chromato-graphy(HPLC)analysis and the highest taxol content wets 0． 

029％ DW ．The L'omlL~l'81on between eell growth rate and taxol content showed that there was ex． 

treme variability among 越 ferent established callus lines and revealed that there was an inverse rela． 

tionshlp between eelI growth rate and taxol content(r=一0．6375)to son2e extent． 

Key words Taxus yunnanensis，tissue culture，taxol 
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