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! # ! 红豆杉的细胞工程学研究进展

甘烦远 郑光植

:中国科学院昆明植物研究所 昆明  ( ! ( #;

摘 要 利 用红 豆衫 Γ /Ω
− 9 的培养细胞作为提取 杭癌新药紫彩醇 :Γ /Ω 7. ;的原料 来源 的研 究 已取

得 了极大进展
。

到 目前 已知对红豆彩属的 ( 个种 或变种进行过细胞培养的研究
,

有些种培养细胞的萦

衫醉含量高于 原植物
。

通过 加入生物合成前体和 Ξ或真菌诱导子等措施 可 以显著提高红豆彩培养细胞中

紫杉醉的含 量
。

紫衫醇酶标 免疫含量测定 的研 究成功标志着培养细胞 中紫杉醉的微量含量浏定可 以 快

速进行
,

为快速 筛选高产紫杉醉细胞 系提供 了有力 的检测手段
。

红豆杉的毛状根培养
、

固定化培养及胚

培养等均 已研 究成功
,

为生 产紫衫醇提供 了多条途 径
。

关键词 红豆衫 萦杉醉 细胞培养 毛状根培养 胚培养

红豆杉属 Γ /Ω −9 植物含有很多具有抗肿瘤

活性的二菇化合物
,

其中以紫杉醇 :Γ /Ω 7. ;的活

性最强川
。

对紫杉醇的化学
、

药理及临床均进行

了详细 的研 究图
,

并且 己于 ∀ ∀ ! 年底被美 国

Σ Χ 4 批准为抗晚期卵巢癌新药上市圈
。

但是
,

由于生产紫杉醇的资源—
短叶红豆杉 Γ /

Ω−
9

Ψ 6 0 Θ ∗Ε7 .∗/ 树皮极其有限
,

并且含量极低【‘」
,

虽然

后来又从不同的红豆杉植物或不同的生长部位

中分离到紫杉醇
仁,

·

〕
,

但紫杉醇仍供不应求
,

限

制 了它对其它癌症的临床研究
。

目前
,

紫杉醇的

半合成虽然 已成功Ζ ∋
,

但其半合成的底物之一
,

(
一

去乙 酞浆果赤霉素 . : (
一

Φ 0 / 0 0 1Δ . Ψ / 0 0 / 1 ∗+

班 ;仍要从欧洲红豆杉 Γ
2

Ψ/8 8/ 1 /
等同属 植物

中才得到
。

化学全合成研究工作极其复杂
,

虽然

亦 有较 大 进 展
,

但 直 到 现 在 还 未 见 报道 成

功 ,
&〕

。

红豆杉的栽培工作
,

尽管在扦插繁殖
、

选

育优 良品系等方面 已取得一些进展
,

缩短了从

种子到苗期的时间
,

但仍要 年以上才能收获
,

并且要占用很多土地
。

因此在今后一段时间内
2

紫杉醇的供给仍是很困难的事
。

近年来开展的
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红豆杉细胞工程学的研究工作
,

利用红豆杉的

培养细胞作为提取紫杉醇的原料来源
,

弥补红

豆杉资源的不足
,

保护红豆杉的野生资源及其

生存的生态环境已取得了很大进展比
“

·

‘“〕
。

本文

拟报道此方面的研究进展
。

红豆 衫愈伤组织的诱导

红豆杉 为红豆杉科红豆杉属植物
,

全世界

约有 + 种
,

我国有 # 种及 变种 Ζ.. 〕
。

到 目前为

止
,

已进行过下列 ( 种红豆杉植物的细胞与组

织培养研究 :包括胚培养及胚状体培养 ;
。

2

短叶红豆杉 Γ
2

Ψ6 0Θ ∗Ε7.∗
/ ,

又称太平洋紫

杉 :Π / 0 ∗Ε∗0 Δ0Ι ;Ζ
”

·

‘, 〕
。

!
2

东北红豆杉 Γ
2

8−9 Π ∗Φ /1 / 2

又称 日本紫杉

:Η/Π / + 0 9 0 Δ 0Ι ; Ζ ‘。
,

, ∃」
。

∃
2

加拿大红豆杉 Γ
,

。/ [ ./ Φ 0 + 9 ∗9〔‘。〕
。

#
2

欧洲红豆杉 Γ
2

Ψ二8/ 1/
,

又称浆果
寿
∴豆

杉〔“
·

‘ 。

2

云南红豆杉 Γ
2

Δ − + ∋ ∋ / + 0 + 9 ∗9仁“
、

‘] 〕
。

 
2

红豆杉 Γ
2

0> ∗+ 0 , ,、 Ζ ‘,
,

)几〕
。

%
2

南方红豆杉 Γ
2

8 >∗+ 0 + , Θ / 6
2

? / ∗60 ∗ ,

又

称美丽红豆杉 Ζ.9 ∋
。

&
·

Γ
·

? 0 Φ ∗/仁
., 习

。

∀
·

Γ
·

? 0 Φ ∗/ 0 Θ
2

5 ∗0 ς 9 ∗∗)‘“
一 “”Η 。

(
2

佛 罗里达红豆杉 Γ
2

Ε.7 / 6∗Φ / + / ,

又称佛

罗里达紫杉 :Σ .7 6 ∗Φ / Δ0 Ι ;仁川
。

由于红豆杉植物本身所具有的特殊性质
,

如为木本
、

裸子植物等
,

因此
,

诱导红豆杉植物

的愈伤组织是 比较困难的
,

不同的红豆杉或不

同的器官
、

组织及生长部位
,

外植体内紫杉醇的

含量等等
,

对诱导愈伤组织的培养基组成
、

激素

的种类
、

浓度及其组合
、

培养条件均不尽相同
,

给红豆杉的细胞培养研究带来了一定的困难
。

迄今为止
,

选用的作为诱导红豆杉愈伤组

织的外植体有红豆杉的针叶
、

幼茎
、

树皮
、

形成

层
、

种子及假种 皮等 ,
’“

·

‘!」
,

其 中以幼茎
、

形成

层或树皮诱导愈伤组织的效果较好
,

诱导率亦

较高
,

其它的外植体诱导愈伤组织的效果较差

或根本诱导不到愈伤组织
。

诱导红豆杉愈伤组织使用过的培养基有
∋

Β Ν
、

Α Ν
、

Ν 5
、

 
,

%
一

Υ
、

5 / 6Θ 0 Δ
、

Β 0 3 7 Ι +

等仁‘,
,

‘∃ ’ ⊥
,

其中以 Α Ν
、

Ν 5 及  
,

%
一

Υ 为佳
,

诱导

率亦较高
。

培养基中激素的组成
、

浓度或组合对

愈伤组织的诱导起着重要作用
。

一般来说
,

培养

基中含
2

(一 !
2

7? Λ Ξ ) _
,

#
一

Χ 或含有 !
,

#
一

Χ 的

激素组合
,

对愈伤组织的诱导极为有利
,

诱导率

亦最高〔, 。
,

‘习
。

其它的激素如 ϑ Γ
、

Ρ 4 4 等对诱

导愈伤组织亦有一定的作用
。

已有报道表明Ζ. !」
,

外植体中紫杉醇的浓度

对愈伤组织的诱导率没有明显的影响
。

愈伤组

织诱导的最佳培养条件是
∋

温度 !( ⎯ ! 8
,

黑

暗
,

培养基 Π5 Ν
·

 一
·

&
。

! 愈伤组织培养

对诱导红豆杉愈伤组织而言
,

可利用多种

培养基
。

但对愈伤组织的培养
,

维持其正常生长

来说
,

绝大多数报道的均是基本的或经改 良的

ΑΝ 培养基
Ζ. 。

·

’!〕
,

少数适 用的还有 Ν 5 等 培养

基 Ζ. ∃〕
,

其他培养基对维持愈伤组织的正常生长

效果均不是很好
。

同样
,

培养基中含有
2

( ⎯

!2 7 ? Λ Ξ ) _
,

#
一

Χ 或 9? Λ Ξ ) 左右的 Ρ 4 4
,

或含

有上述浓度的 !
,

#
一

Χ 或 Ρ 4 4 的激素组合
,

对

愈伤组织的正常生长是必需的 Ζ. ’
,
‘∃〕

。

如太平洋

紫杉培养细胞要求的最佳培养基是
∋ Α Ν十 ! α

蔗糖 β (
2

α 3 4 :酪蛋 白氨基 酸 ; β
2

。一 !2

。? Λ Ξ ) _
,

#
一

ΧΖ
‘。〕,

而 日本紫杉的培养细胞的最

大细胞生物量是在 95 β 9? Λ Ξ<
Η

Ρ 4 4
,

!( 3
,

黑

暗中培养 # 周后获得〔, ’〕
。

其它较适用的激素还

有
∋
ϑ Γ

、

Α 4 和 ] 4
。

等
。

光在通常情况下〔, ’」
,

抑

制愈伤组织的生长
,

在 !(
几

3下培养的愈伤组织

有时比在 ! ℃下培养生长得更快
Ζ. ∃〕

。

外植体中

紫杉醇的含量不影响愈伤组织的继代生存能

力呻〕
。

以茎或形成层诱导的愈伤组织生长最

好闭
。

虽然理论上存在细胞的产物全能性
,

但一

般情况下
,

选择紫杉醇含量较高的外植体
,

然后

诱导愈伤组织并培养
,

可望从中更快地筛选到

含紫杉醇高的培养细胞无性系闭
。

在愈伤组织继代培养过程 中
,

愈伤组织会

经常分泌色素或一些酚类物质到培养基 中去
,

即使频频继代亦是如此〔‘’」
,

是造成红豆杉培养

细胞生长缓慢的主要原因之一
。

在培养基中添

加一些还原剂或酚类吸收成分的物质等可以部
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分地解决这些间题 Ζ. 。」
。

培养基中添加高含量的

硝酸钱可以明显提高培养细胞的生长速率图
,

附加 (
2

写一 (
2

! α34 也可 以提高细胞 的生

长 Ζ 。〕
。

∃ 培养细胞 中紫衫醇的检测

由于红豆杉植物中紫杉烷 :1 / Ω/ + 0 ;类化合

物极多
,

它们结构相似并且复杂
,

因此使从中分

离
、

纯化紫杉醇 比较困难
,

工艺亦 比较复杂
、

繁

琐
。

而要定量地测定红豆杉中紫杉醇的含量就

更困难了
。

不过
,

红豆杉培养细胞中的相对成分

较为简单
,

因此从 中提取紫杉醇的工 艺或对培

养细胞中紫杉醇的含量测定亦相对简单些
。

目

前对红豆杉植物或培养细胞中紫杉醇的含量测

定多采用 5 Π ) 8 法 Ζ.(
,

‘∀〕
。

利用 5 ≅)3 法测定紫
‘

杉醇的含量
,

要求样品的前期处理 比较简单
,

分

离效果亦较好
,

所需的样品量亦较少
,

但比较费

时
。

近年来研究成功的采用 ∴)< Ν 4 法测定紫杉

醇的含量
,

最低检出量可低至 9 + Λ Ζ#2
! !」

,

其灵敏

度极高
,

并且快速准确
,

为快速检测培养细胞中

紫杉醇的含量提供了有力的手段
,

也为快速筛

选高产紫杉醇细胞系提供了根本保证
。

利用 5 ≅)8 法
,

结 合各种光谱和 化学分

析
,

已从一些红豆杉的培养细胞中分离到紫杉

醇
,

有些培养细胞中紫杉醇的含量还要高于原

植物的含量
。

如 日本学者对太平洋及 日本紫杉

的组织培养
,

得到的培养细胞中紫杉醇的含量

高达 (2 ( α
,

比原植物的含量高 倍 Ζ.∃ 〕[ 加拿

大红豆杉和 日本紫杉培养细胞中紫杉醇的含量

为 (
2

(! α
,

亦高 于原植物的含量Ζ.( 〕[ Γ
2

? 0Φ ∗/

8Θ
2

5 ∗8 ς9 ∗∗ 培 养 细 胞 中 紫 杉 醇 的 含 量 为

(
2

( (∀ α
,

高于原植物的 ∃ 倍Ζ.( 〕
。

从培养细胞中
‘

除了得到紫杉醇之外
,

还分离到一些其他的化

合物
,

如蜕皮激素及其它的紫杉烷化合物 Ζχ9
。

可以预料
,

通过采取各种措施
,

如筛选高产细胞

系
、

加入生物合成前体
、

改变培养条件等等
,

肯

定会使紫杉醇的含量进一步得到提高
。

# 提高培养细 胞 中紫彩醇含量的方法

#
2

加人紫杉醇生物合成的前体

对紫杉醇进行 了生物合成的一些研究 Ζ!# 〕
。

加 入 Ζ
“3

一

⊥ 标记 的前体
,

如 苯丙氨酸
、

亮 氨酸

等
,

在体外试验中
,

已表 明能提高 Ζ
“3

一

⊥紫杉醇

的形成比〕
。

在 日本紫杉的组织培养中
,

加入紫

杉醇侧链合成的前体
,

也能 明显增加培养细胞

中紫杉醇的含量嘟〕
。

加入前体的研究不是很

多
,

但可以肯定
,

加入紫杉醇的生物合成前体进

行生物合成或生物转化的研究可以提高紫杉醇

的含量
。

#2 ! 加人诱导子

在红豆杉培养细胞中加入一些生物性或非

生物性诱导子
,

如座线抱属
、

青霉菌属
、

硫酸钒
、

∃
,

#
一

二氯苯氧基二乙 基胺等图
,

可 以提 高太平

洋紫杉培养细胞中紫杉醇的含量
,

同时可以诱

导紫杉醇分泌到培养基中
,

每升培养基可产生
·

Τ一 ∃2 Τ? Λ 紫杉醇
,

相当于 _Τς Λ 太平洋紫杉

树皮的产量
。

加入一些寡糖混合物也可以明显

提高体外试验系统中紫杉醇的含量眯〕
。

#2 ∃ 筛选高产紫杉醇细胞系

虽然到 目前为止
,

还没有见到利用诸如平

板培养等先进手段来筛选高产培养细胞中紫杉

醇高产细胞系的报道
。

但利用愈伤组织的变异

及异质性
,

已得到一些紫杉醇含量 比较高的细

胞无性系〔’∀〕
。

要使培养细胞 中紫杉醇的含量有

本质的提 高并且产量稳定
,

从单细胞水平上筛

选高产紫杉醇细胞系是必须要进行的
,

利用培

养细胞的自然变异或采用各种物理的或化学的

诱导方法可以达到这个 目的闭
。

#2 # 诱导产物外渗

上面 已提及
,

加入诱导子可以诱导紫杉醇

向培养基分泌
,

这样可以直接 从培养基中提取

紫杉醇
。

如利用 4 ? Ψ06 .∗1 0 δ 4 Χ
一

! 吸收培养基

中的紫杉醇
,

然后再用二氯甲烷从 中提取紫杉

醇图
,

这样可以延长培养细胞的生长时间
,

增加

紫杉醇的产量
。

加入一些诱导外渗物质或进行

固定化培养等方法也可以使紫杉醇向培养基中

分泌
。

#2 改变培养条件及培养方法

培养基的组成以及各种培养条件都可以影

响培养细胞中紫杉醇的含量
。

上面已提到培养

基
、

激素种类
、

浓度以及其组合对愈伤组织诱导

及培养的影响
,

一般来说
,

这些适应培养细胞生
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培养细胞的工业化生产也有望实现了
。
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长的条件也适应培养细胞中紫杉醇的生产
。

也

有报道提及
,

喷洒 ] 4
∃

可以提高 Γ
2

? 0Φ ∗/ 针叶

中紫杉醇的含量田〕
。

改变培养方法也可以影响培养细胞中紫杉

醇的含量
。

如固定化培养在玻璃纤维珠上的 日

本紫杉细胞
,

可以连续培养  个月
,

其中紫杉醇

的含量可达 。
2

( ! α Ζ.( 〕
。

红豆杉的毛状根培养

是 利用发根土壤杆 菌 4 Λ 6 7 Ψ / 0 1 ∗− ? ∋ > ∗χ 7 Λ 0 + 0 9

感染红豆杉的不同生长部位或培养细胞后得到

的激素自养型毛状根
,

其特点是毛状根分枝多
,

生长快
。

毛状根亦具有合成紫杉醇的能力
,

并且

其含量要高于原植物的含量叫
。

毛状根培养是

红豆杉组织培养的另一种重要的手段
,

但由于

在扩大培养时要求的生物反应器比较严格
,

限

制了其培养的规模
。

随着这些问题的解决
,

毛状

根将与培养细胞一样
,

成 为提取紫杉醇的原料

的重要来源
。

红豆杉的胚培养研究

除了利用红豆杉培养细胞生产紫杉醇之

外
,

对红豆杉细胞工程学的研究还有其他的方

面
。

胚培养就是其中研究得较多的一个
。

Σ. 76 09

等 对 不 同红 豆 杉 进 行 了 胚 培 养 的 详 细 研

究〔, 下
·

““
·

“, 〕
,

得到了胚萌发的最佳培养条件
,

从胚

萌发的实生苗中
,

经放射前体研究证明
,

具有合

成紫杉烷类化合物的能力
。

此外对红豆杉还进

行了胚状体的研究 Ζ.
、

! ‘〕
。

这些研究对解决红豆

杉资源的不足都有一定的意义
。

 结束语

尽管对红豆杉的细胞培养进行了较全面深

入的研究
,

结果亦较为丰富
,

但 目前红豆杉培养

细胞的生长
,

特别是紫杉醇的含量均还较低
。

只

有在这两方面 的研究都取 得了较好 的进展之

后
,

红豆杉的组织培养才会有一个飞跃
,

红豆杉

欢迎订阅
国家医 药管理局中草药情报中心站主办的《中草药》

、

《国外医

药
·

植物药分册 》杂志
。


