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红豆杉细胞培养的研究

甘烦远 郑光植 彭丽萍
中国科学院昆明植物研究所 , 昆明

摘要 从红豆杉 。 的嫩茎及针叶诱导出愈伤组织
,

对愈伤组织培养及

细胞悬浮培养进行了研究
。

利用 方法测定了它们合成紫杉醇的能力
。

发现了能够提高培

养细胞生长速率及紫杉醇含量的一些因子
。

红豆杉愈伤组织及悬浮培养细胞的生长速率已分别达

到 和
。

而他们的紫杉醇含量分别是 和
。
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利用组织和细胞培养方法替代砍伐天然红豆杉树皮来提取具有强抗癌活性化合物紫杉醇
,

已成

为近几年来红豆杉研究的一个重要课题之一
。

在这方面亦已取得 了很大进展 甘烦远等
, 一

等
,

等
, 。

在红豆杉属的 个种 中
,

对短叶红豆杉 又称太平洋紫杉
,

几 扣
、

东北红豆杉 又称 日本紫杉
,

刀 等种的细胞培

养研究较为深人
,

培养细胞 中紫杉醇的含量最高已达
,

培养规模亦在 中试水平以上 等
, 一 。 等

, 。

在我国
,

近些年来亦有不少实验室在红豆杉细胞培养方面取得了较好的成

绩
,

但文献报道的很少 郑光植等
,

高山林等
, 。

红豆杉 。 主要分布于我国南方地区
,

是分布于我国的主要种之一
,

其树皮中紫杉醇含

量极低 罗士德等
,

等
, 。

本文为了探讨利用红豆杉细胞培养方法来生产紫杉醇
,

以最终取代

从 天 然 来 提 取 的 可 能 性
,

对 红 豆 杉 进 行 了 愈 伤 组 织 的 诱 导
、

培 养 及 细 胞 悬 浮 培 养 的 一 些

。
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研究
,

取得了一些进展
,

现报告如下
。

材料与方法

愈伤组织诱导

供试植物材料红豆杉 取 自本所植物园
。

取红豆杉的嫩枝条 当年生 及针叶片
,

清水洗干净后
,

滤纸压干
,

用 升汞减压消毒
,

于超净工作台上将材料剪成长约 一

的切段
,

无菌条件下接种到已预先高温高压灭菌的培养基上
,

常规方法进行愈伤组织诱导
。

诱导培养基为
,

和
, 一 等 种固体培养基

,

并附加不同的植物激素或其组合
。

培养基的琼脂粉含量为
,

左右
,

于黑暗 中培养
,

培养温度为 士 ℃
。

愈伤组织培养及细胞悬浮培养

分离诱导出的愈伤组织
,

培养于 基本培养基上
,

同时进行不 同培养基及不 同植物激素的筛选试

验
。

愈伤组织接种于含 固体培养基的 三角瓶 中
,

每个三角瓶接种量约为 干重 左

右
,

愈伤组织每 继代 次
。

细胞悬浮培养的培养基与愈伤组织的相同
,

但去掉琼脂
。

每 三

角瓶分装 左右的液体培养液
,

每个三角瓶接种量约 干重
。

摇床转速
,

其他

培养条件同上
。

有效成分含量测定

收集冰冻干燥的愈伤组织
,

甲醇提取
,

提取液蒸干
,

少量水溶解
,

二氯 甲烷萃取
,

萃取液蒸干
,

乙醚

提 取
,

收 集 乙 醚 不 溶 物
,

用 二 氯 甲烷 溶 解
,

定 溶后 进 行 分 析
,

分 析 条 件 岛 津
一 色谱仪

, 拼
,

分析柱 中科院大连物化所
,

检测波长
。

以 甲醇 乙睛 水 为流动相
。

另外
,

对分离纯化到的紫杉醇进行了各种理化常数及光谱

的鉴定
,

其数据与文献报道的从天然植物中分离到的紫杉醇相同 陈未名等
,

等
, 。

光谱分

析将另文发表
。

实验参数

培养细胞的生长速率以每天每升培养基增加的细胞干重克数表示
,

紫杉醇的含量以百分率表

示
。

实验结果至少 次重复
,

结果取其平均值
。

结 果
愈伤组织诱导

不 同的培养基对红豆杉的嫩枝条外植体的愈伤组织诱导有不 同的效果
,

在所试验的
,

和 ,

一 等 种培养基中
,

以 培养基为佳
。

在 培养基上
,

试验了不同的植物激素种类及其组合 包括

不同浓度的 , 一 , , , ,

和 对红豆杉嫩枝条愈伤组织诱导的影响
,

结果发现 在不

同的植物激素中
,

添加
, 一 或含

, 一 的激素组合
,

对诱导嫩枝条形成愈伤组织效果较好
。

在

培养基中附加 , 一 十 的植物激素
,

红豆杉嫩枝条的愈伤组

织诱导率达到
,

针叶的诱导率亦达到
。

外植体接种大约 周左右
,

开始形成愈伤组织
,

由红

豆杉嫩枝条诱导出的愈伤组织颜色较浅
,

为灰白色或浅棕色
,

亦较分散
,

生长较好 而由针叶诱导出的愈

伤组织
,

颜色较深
,

多为棕色
,

成团
,

较硬
,

生长较差
。

红豆杉的嫩茎外植体在进行愈伤组织诱导时
,

会

向培养基分泌棕红色的色素
,

但并未影响其诱导率
。

此外
,

试验还发现
,

在培养基 中添加 的椰子汁
,

可提高外植体愈伤组织的生长势和诱导

率
。

在黑暗培养条件下的愈伤组织诱导率要比在光照 约
,

培养条件下的高
。
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愈伤组织培养及驯化

虽然在 培养基上红豆杉的愈伤组织诱导率较高
,

但在该培养基上
,

愈伤组织的生长却较差
。

不

同的培养基及不同的植物激素配比对红豆杉愈伤组织的生长影响很大
。

试验结果表明
,

在 培养基附加

刀 , 一 激素条件下
,

由嫩枝条而来的愈伤组织的生长较好
,

愈伤组织的生长

率达 细胞干重
,

而在其它种类的培养基及植物激素配比下
,

愈伤组织生长均较差
。

针叶的愈伤组织生长仍较差
,

生长率只有
,

在以后的继代培养中已逐渐死亡
。

因此在以

后的实验 中
,

我们采用的试验材料均为 由红豆杉嫩枝条诱导出的愈伤组织
。

在愈伤组织的每次继代培养

时
,

均挑选生长旺盛
、

疏松的新鲜愈伤组织作为接种的“种子 ”。

在继代过程 中
,

由嫩枝条诱导而来的愈伤

组织在前 代左右呈现出极不稳定的生长状态
,

在 一 代呈现出较好的生长势头
,

但第 代之后生长速

度迅速下降 图
。

经过大约 代的不断筛选
,

愈伤组织被驯化形成了生长及性状均比较一致并稳定的

无性系
。

在以后的继代过程 中
,

这种愈伤组织无性系生长较快
,

但成团结块
,

不易分离
,

颜色较深且不均

一
,

水分含量较少
,

愈伤组织培养 左右
,

其与培养基的接触面开始形成棕黑色
,

出现老化现象
。

同

时在继代培养中
,

亦会有棕色色素分泌到培养基中
,

但分泌的色素含量与细胞生长无明显的相关性
。
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图 红豆杉愈伤组织的生长周期图 红豆杉愈伤组织的继代过程
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愈伤组织的生长周期

红豆杉嫩枝条的愈伤组织的生长周期均为 左右 图
。

愈伤组织的生长延缓期时间较长
,

约

左右 第
,

进入生长的指数生长及对数生长周期 此后进人稳定期
。

过了稳定期之后
,

愈伤组

织很快衰老
、

变黑死亡
。

有机添加物对愈伤组织生长的影响

上面已提及
,

培养基中添加适宜浓度的有机添加物可以提高愈伤组织的诱导率
,

同样
,

培养基中附加

椰子汁
、

水解酪蛋白 等有机添加物也可使红豆杉的愈伤组织生长得更快
,

并且可以使愈伤组

织保持更长时间的旺盛生长
。

其中椰子汁的效果比水解酪蛋 白的效果更好
,

愈伤组织生长率分别达到

和
,

分别比对照 生长率为 增加 和
。

红豆杉愈伤组织的细胞悬浮培养研究

培养基与愈伤组织的相同
,

但去掉琼脂
。

在细胞悬浮培养中
,

培养基颜色变得较深
,

细胞成团结块
,

可见新生细胞较少
。

悬浮培养的细胞生长率达

与愈伤组织培养的生长周期相比 红豆杉的细胞悬浮培养的生长周期要短些
,

为 左右
。

主要是
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减短了培养细胞的生长延缓期
,

为 左右 第 巧一 进入细胞生长的指数生长及对数生长周期 此

后进入稳定期
。

但与愈伤组织生长周期不同的是
,

过了细胞生长的稳定期之后
,

细胞并不很快死亡
,

可一

直生长到大约 左右
。

细胞悬浮培养中激素的调节

在继代培养的基本培养基 , 一 中
,

我们对其中的
, 一 的浓度进

行了试验
,

结果表明 对细胞生长较好的
, 一 浓度在 一 之间

,

低于或高于此浓度范围
,

细胞生长明显下降
。

培养细胞中紫杉醇的含量与
, 一 浓度呈负相关性

,

即 , 一 浓度越高
,

紫杉醇

含量越低
,

反之亦然
。

另外
,

在试验中还发现
,

激素浓度低时
,

分泌到培养基的色素较多
,

从深黄色至浅棕色不等 收获的

培养物颜色亦较深
。

随着激素浓度升高
,

培养基颜色转淡
,

收获的培养物颜色亦较浅
。

其他培养因素对悬浮培养细胞的影响

在红豆杉的细胞悬浮培养中
,

还试验了不同浓度蔗糖
、

酪蛋白氨基酸
、

椰子汁 以及一

些物理因素对培养细胞生长的影响
。

培养基中最适的蔗糖浓度可以降低至
。

有机附加物
、

对培养细胞的影响与愈伤组织的试验结果相近
,

具有提高培养细胞生长的作用
。

培养细胞的培养温

度降低至 ℃时
,

细胞的生长并不降低
。

培养细胞中紫杉醇的含量测定

经 分析结果表明
,

红豆杉的愈伤组织和悬浮培

养细 胞均有合成 紫杉 醇 的能 力 图
,

他们 的含量 分 别

和 其 中在 悬 浮 培 养 基 中 的 含 量 为
,

在细胞 中的含量为
。

紫杉醇在悬浮培养

细胞中的含量要比在愈伤组织 中的高得多
,

同时也比天然植

物中的高得多
。

讨 论

云 伽

图 红豆杉培养细胞 中紫杉醇的

高效液相色谱图

’

利用植物细胞培养方法来生产有用的代谢产物的两个关

键是 培养细胞的生长和细胞中代谢产物的含量
。

目前对红

豆杉细胞培养的研究较为深人
,

对提高培养细胞的生长及紫

杉醇的含量的研究亦取 得较好 的结果 等
,

一 。 等
, 。

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 培养基
,

其他培

养基对维持愈伤组织的正常生长效果均不是很好 一 。

等
,

等
, 。

同样培养基中添加适量

浓度的
, 一 或含

, 一 的激素组合
,

对培养细胞的生

长亦是必需的
。

这些在我们的实验结果中亦都观察到
。

对于

提高培养细胞的生长速率
,

附加有机添加剂已证明是其中的有效方法之一 一 。 等
, , 。

众

多的报道及我们的结果均证明附加 酪蛋白氨基酸 能提高红豆杉培养细胞的生长
,

而我们认为附加

椰子汁 比 更有效
。

在红豆杉培养细胞继代培养过程 中
,

细胞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

等
, 。

但在我们的结论 中
,

虽然细胞亦分泌色素
,

但已证明分泌的色素量与细胞生长无明显的相关
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性
。

利用红豆杉细胞培养方法
,

目前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 甘烦远等
, 。

我们的报道亦证明培养细胞 中紫杉醇的含量要比原植物

中的含量高得多
。

尽管如此
,

由于紫杉醇在原植物中的含量非常之低 罗士德等
, ,

因此要满足红豆

杉培养细胞的工业化生产要求
,

就目前培养细胞中紫杉醇的含量来说
,

还是远远不够的
。

因此在今后的试

验中
,

应以提高紫杉醇的含量为主要 目标
。

改变培养条件
、

加入合成前体及进行生物转化
、

筛选高产细胞

系等措施都有可能使紫杉醇在细胞中的含量大大提高
。
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