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图 3不同混交林中阿丁枫 、火力楠、杉木冠径分布图 

从图3可以看出，不同混交林中的细柄阿丁枫及其伴生树种的冠径随胸径的变化趋势基本一致，均随 

胸径的增大而增大，增长的幅度存在着明显的差异。火力楠作为细柄阿丁枫的伴生树种以及细柄阿丁枫 

作为杉木的伴生树种均是适宜的，它们都形成了较合理的树冠，为目的树种提供了较大的生长空间。 

4 结果与讨论 ． 

． 不同立地条件、保留密度对阿丁枫的胸径生长有着显著的影响，径阶分布基本上呈中问大、两头小的 

规律，细柄阿丁枫各径阶分布特点是中径木 >小径木，大径木基本上缺失。当细柄阿丁枫混交林密度较小 

且立地条件较好时，阿丁枫直径生长良好，有利于培育大径材，提高乔木层生物量。 

不同混交林中的细柄阿丁枫及其伴生树种的冠径随胸径的变化趋势基本一致，均随胸径的增大而增 

大，．只是增长的幅度存在着明显的差异。火力楠作为细柄阿丁枫的伴生树种以及细柄阿丁枫作为杉木的 

伴生树种均是适宜的。 
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三尖杉次生代谢物质组织培养研究进展 

郭永俊 

(福建明溪国有林场，365200) 

摘要 三尖杉是我国特有的树种之一，其枝叶、树皮等提取的多种生物碱被临床证明是一种 

新型的抗癌药物，然而，三尖杉植物生长缓慢，自然资源有限，有效生物碱含量低，。无法满足临床 

上 日益增长的需要。通过植物组织细胞培养技术，以提高三尖杉次生代谢物质的含量，为进一步 

扩大培养生产抗癌药物提供理论依据 

关键词 三尖杉 植物组织培养技术 次生代谢物质 三尖杉酯碱 

l 三尖杉及其次生代谢物质的药用价值和经济价值 

三尖杉属(Cephalotaxusfortunei Hook．f．)隶属于三尖杉科(Cephalotaxaceae)，常绿乔木或灌木。三尖 

杉木材黄褐色，材质优良，心材与边材区别明显，纹理结构细密，坚韧富有弹性，是制作家具和雕刻艺术的 
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高级用材；树姿优美，为优良的庭园观赏树种；三尖杉除其木材可以供桥梁、建筑、舟船、家具等使用外，种 

子榨油可供制皂及油漆，果实人药有润肺、止咳，消积之效。 

三尖杉也是我国特有的重要药原植物。研究发现，从三尖杉根、叶、枝、种子可以提取多种生物碱，对 

于癌症具有一定的疗效，已引起国内外化学界、药理学界和医学界等各类学科学者的关注。三尖杉所含的 

化学成分中的酯类生物碱具有抗肿瘤活性。广泛研究的是三尖杉酯碱(harringtonine)、异三尖杉酯碱(iso· 

harringtonine)、脱氧三尖杉酯碱(deoxyharringtonine)和高三尖杉酯碱(holnoharringtonine)。它们对动物转 

移性白血病 P一388、L一1210有抑制作用。临床上三尖杉酯碱和高三尖杉酯碱配合其它中药治疗各种类 

型白血病均有较好疗效 ，对白血病治疗缓解率达 82％。目前对非淋巴性白血病主要采取以三尖杉酯碱和 

高三尖杉酯碱为主的联合化疗治疗方案，经多年临床证明，疗效显著；同时，三尖杉酯碱还可用于治疗黑素 

瘤、肺癌、乳腺癌、脑肿瘤等。冈此，三尖杉酯碱和高三尖杉酯碱被列入全世界36种抗癌药物之列，在国际 

市场上每公斤售价达 24万美元。为开发三尖杉产业，现已有外商开始在中国投资。、 
、

三尖杉具如此高的经济价值，令世人瞩目。然而，三尖杉在全世界范围内自然资源贫乏，且三尖杉酯 

类碱含量极低，提取 lg三尖杉酯类碱需 100～150kg三尖杉干枝叶。因此，要提供临床需要的三尖杉酯类 

碱必须大量砍伐三尖杉。伐树生产三尖杉酯类碱的方法不仅会使三尖杉植物资源濒临灭绝，也根本无法 

满足人们对三尖杉酯类碱的需求。为解决三尖杉酯类碱的稳定供应问题 ，近十多年来，国内外学者围绕三 

尖杉的生物工程技术、三尖杉酯类碱的化学合成技术及生物合成技术等进行了许多研究工作，力图寻找各 

种可能的途径以增加三尖杉酯类碱来源，并取得了一定的进展。 

2 植物次生代谢的组织(细胞)培养技术 

植物组织和细胞培养以细胞全能性(Totipotency)为理论基础，它包括植物细胞的“形态全能性”(Mor- 

phologicaho tipotency)和“化学全能性”(Chemicaho tipotency)两方面的概念，即植物体的任何一个细胞都 

包含有整株植物全部的遗传信息，在一定条件下具有发育成一个完整植株的能力。植物组织(细胞)培 

养，就是利用从植物体取下的部分组织或细胞(亦称之为外植体)，在无菌条件下置于人工培养液，在一定 

的培养条件下(适当的温度、光照等)使其生长，以达到大量繁殖或者生产某些次生代谢物质的日的。 

植物体内所含有的诸如药物、香料、色素等天然产物，并非是植物本身生长和存活所必不可少的代澍 

产物，而是一些被称之为旁路代谢物(byway metabolite)，亦被称为剩余代谢物(excessive metabolite)的物 

质，直至 20世纪50年代才被统一称之为次生代谢产物(secondary metabolite)，这些次生代谢产物通常是 
一 些化学结构复杂、由特殊遗传形式控制的物质，它们的合成与细胞分化有关。 

2．1 影响植物组织(细胞)培养中次生代谢的因素 

2．1．1 培养中植物细胞特点对次生代谤}的影响 

植物细胞的培养特点是生长缓慢，合成次生代谢产物的能力低且不稳定。植物细胞大量培养的研究 

表明，次生代谢物的积累与培养细胞的分化程度之间存在正相关 ，愈伤组织的培养具有初步分化或部分分 

化的结构，可以积累较多的产物，但是它在形成连续生产方面却极为不利。而在生长迅速、高度分散的细 

胞悬浮培养系统中，细胞所处的环境既无极性也无梯度，虽然可以获得迅速增长的生物量，但只有在细胞 

生长的相对静止期才能积累较多产物。这些现象说明，慢速生长、分化或部分分化的组织或组织团块，才 

能积累较多的次生产物。 

2．1．2 细胞组系选择 

要实现植物细胞次生代谢的大规模工业化生产，首要条件是提高次生代谢物质在细胞中的含量，可以 

通过细胞诱变和放射免疫测定法结合单细胞克隆技术，筛选次生代谢物合成能力稳定的高产细胞系加以 

解决。培养细胞种群的结构大小、核型、代谢行为不同，可能与培养的外植体有关，不过大部分变化是由培 

养行为产生的。通过将外植体放置到相对恶劣的理化环境中，可刺激细胞分裂和生长，结果在未损伤的植 

物中有胞间交流的移动。组织的不稳定引起培养细胞生长的不稳定，可在细胞悬浮培养中观察到这一变 

化。这种变化对培养的稳定性不利，但可能是基因多样化的来源。 

2．1．3 培养条件的优化 
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植物离体培养中，影响植物分化和再分化的因子，应从外因和内因两方面来考虑。外因即指植物细胞 

的营养条件和环境条件，内因即指植物的遗传性和生理状态。培养条件的优化包括培养基组成和培养条 

件，如温度、光照、通气等的优化。张俊莲等 引̈在研究不同培养条件下栀子愈伤组织生长和栀子黄色素产 

生时发现，B5、MG一5基本培养基有利于愈伤组织生长，M一9基本培养基有利于黄色素的生物合成，在培 

养基中添加0～1．5mg·L IAA和0～0．25mg·L KT对愈伤组织生长和黄色素产生都有促进作用，而 

IBA、BA、ZT的加人对两者都产生抑制作用。水杨酸(sA)、乙烯和茉莉酸类化合物(Jas)能够在高等植物 

的抗病反应中诱导植物抗病素(主要是萜类和异黄酮类化合物)的产生，在细胞工程中常作为诱导子促进 

植物细胞次生代谢物的产生。适当浓度的sA和 MJ(茉莉酸甲酯)能促进野葛(pueraria lobata)幼叶悬浮 

细胞葛根素的积累，如0．1mg·L SA和1．0mg·L MJ处理8d，可使培养物的葛根素产量分别提高 

12,61％和 22．15％。尽管如此，各种浓度的SA和 MJ对野葛细胞生物量作用不大，且易引起细胞褐化。 

遗传性状和生理状态等是影响细胞培养发生次生代谢的内在因素。90余年来，科学工作者对许多植物种 

属进行了器官发生的研究，发现由于基因型的不同，形态建成能力差异很大。这种差异表现在种与种之 

间，同一个种的不同品种之间，纯种和杂种之间。影响植物器官发生的生理状态包括培养材料的生理年 

龄，培养材料的保存时间，继代培养次数等。 

2 2 提高植物次生代谢方法 

提高植物次生代谢的技术方法主要有以下几种。一是筛选优质细胞系：由于植物细胞合成次生代谢 

产物的能力是由细胞系决定的。因此，选择目标次生代谢产物含量高的植株为母本诱导建立细胞培养体 

系是提高次生代谢产物的前提。利用单细胞克隆或小聚集块克隆可以从中选择出天然产物含量高的细胞 

株。此外，利用物理化学因素对所培养的植物细胞进行诱变处理也可筛选出高产细胞株的变异体或突变 

体。二是调节、优化培养液和培养条件：培养液中包括碳源、氮源、大量元素、微量元素、维生素、pH值、所 

添加的植物生长调节剂，培养条件包括温度、光照、生长时间等，这些均对 目标次生代谢产物的生产起着重 

要作用。三是前体饲喂：在植物愈伤组织培养中，添加某些目标次生代谢产物生物合成的前体可以显著提 

高次生代谢产物的产量。四是添加诱导子：当植物细胞受到外界环境因素刺激时，都会产生防御性应答反 

应。通常把一切能够束《激植物代谢的影响因素均可称之为诱导子。通过添加诱导子能够快速、高度专一 

和选择性诱导植物细胞中的特定基因的表达，进而积累特定的次生代谢产物。五是基因工程与分子生物 

学手段的应用：利用基因工程和遗传工程技术进行体细胞杂交、外源基因的人工介导以及DNA重组技术 

修饰目的基因或相应的酶系统，可以创造出高产次生代谢产物细胞系。 

3 三尖杉属植物研究现帙 

3．1 三尖杉属植物的形态特征和野生资源分布情况 

三尖杉属隶属于三尖杉科。叶条形或条状披针形，交互对生或近对生，在侧枝上基部扭转而成两列， 

叶上面中脉凸起，下面有白色气孔带两条；其横切面在维管束与下表皮之间有一树脂道。球花单性异株， 

稀同株。雄球花有雄花6～11朵，聚生成头状，腋生，基部有多数螺旋状排列的苞片，雄蕊 4～16枚，各具 

2～4(通常为3)个药室，花粉粒球形 ，无气囊；雌球花有长柄，生于小枝基部的苞片腋部，有数对交互对生 

的苞片，每苞片基部生 2枚胚珠，仅 l枚发育。种子核果球 ，全部包被于由珠托发育成的肉质假种皮中，基 

部有宿存苞片，外种皮质硬，内种皮薄膜质，有胚乳，子叶2片。染色体：X：12。三尖杉属共有 9种，我国 

产 8种 1变种，另有 1引种栽培变种。分布于东亚南部及中南半岛北部，即从印度东部，经缅甸北部、泰国 

北部、老挝北部、越南北部、中国至朝鲜半岛南端及 日本 ，约东经 92。1 ～144。，北纬 16。～44。，垂直分布在 

海拔200m～3 700m，由东到西逐渐升高。 

三尖杉属在我国分布于横断山脉以东，星散分布于亚热带至热带中低高度的山林地带。秦岭至大别 

山及长江以南的广阔地区，是该属植物地理分布中心。除日本粗榧外其它8种中同皆有分布，其中云南分 

布7种，四川6种，贵州、广西、江西各5种，广东、湖北各4种，甘肃、湖南、福建各 I)I ． {、河南、浙江、 

安徽各2种，西藏、江苏、台湾、海南各 1种。 

三尖杉属植物自然繁殖更新十分困难，主要原因有两个 ：即植物本』_ ￡物 h 人为破坏。在 
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自然条件下，三尖杉属植物数量都比较少，而且多为雌雄异株，种子具有休眠期，所以自然条件下种子的萌 

发生长率很低，实生苗极少，天然更新困难。目前，三尖杉属植物的繁殖技术的研究主要有种子育苗、扦插 

育苗及组织培养繁殖等。 

3．2 三尖杉体内生物碱的研究 

3．2．1 化学成份研究 

三尖杉属植物的化学成分主要有两类，即生物碱类和黄酮类，其中生物碱又可以分为三尖杉碱类 

(cephalotaxine—type)和高刺酮类(homoerythrina—type)。此外，该属植物中还含有萜类、内酯类、鞣质等 

成分，其中只有酯类碱具有抗肿瘤活性。1963年，Paudler等首次从三尖杉和 日本粗榧植物中分离得到三 

尖杉酯碱及三尖杉碱，直到 1969年，Powell等才确定了它们的结构。我国也于2O世纪 7O年代初在全国 

范围内组织三尖杉研究协作组，对分布在我国境内的8种三尖杉植物进行生物碱资源普查，内容包括各种 

三尖杉酯碱的提取分离、结构鉴定和抑癌作用的研究。至2O世纪 7O年代末，已经分离鉴定了2O多种生 

物碱，其中广泛研究的是三尖杉酯碱、异三尖杉酯碱、脱氧三尖杉酯碱、高三尖杉酯碱。 

3．2．2生物合成途径 

对三尖杉类生物碱生物合成途径的研究发现，在植物体内进行着各种转化 (图 1)。由此也证明了 

Delfel的设想，认为酯碱存在于植物的液泡中，在植物生长时，它从破裂的液泡中释放出来 ，随细胞液中浓 

度的增高，而被水解为粗榧碱，从而避免了植物体中毒。 

苯丙氨酸 + 酪氨酸 

1‘r 
， ．一 小 丽 ¨ +一一兰 粗榧碱 = 三尖杉酮碱 各利
·三尖杉酯碱性碱．．．——————一 ’且I仳 一大 1‘r 

去 甲基三尖杉碱 ．．．-一 去 甲 三尖杉酮碱 

t 1Ir 
．  粗榧类生物碱：=i===== 高刺酮类生物碱 

图 1 三尖杉类生物碱生物合成途径 

3．2．3 化学合成三尖杉生物碱的研究 

三尖杉碱是由一分子酪氨酸和一分子苯丙氨酸衍生出来的一个变形的 1一苯乙基四氢异喹啉生物 

碱，而所提到的4种有活性的酯类碱均为三尖杉碱的衍生物。在植物体内，脱氧三尖杉酯碱是异三尖杉酯 

碱和三尖杉酯碱的前体。通过对三尖杉酯碱衍生物的合成及构效关系的研究，至今已设计合成了化合物 

9O余种，但其药理活性均低于天然酯碱。因此，用被保护的氨基酸与三尖杉碱反应，得到苄氧羰酰氨基酸 

三尖杉酯碱，然后脱除苄氧羰酰基。这种用半合成法得到的氨基酸三尖杉酯碱，也能发挥其药效。近年 

来，在三尖杉生物碱合成方面也有很多报道。2000年张强、闻韧等以色胺为原料经缩合、环合、水解与脱 

羧等 l0步反应合成了三尖杉碱吲哚类似物，总收率 14．3％。叶仙蓉等人对三尖杉碱和桥氧三尖杉碱进行 

了c3位的结构修饰 ，合成了 c3具有紫杉醇侧链及其对映体的新酯碱化合物，并设计一条适合制备 c3 一 

N上不同取代的三尖杉酯碱及桥氧三尖杉酯碱的合成路线。 

3．2．4 组织(细胞)培养生产三尖杉酯类碱的研究 

通过生物合成和人工合成的三尖杉酯类碱，药理活性没有从天然植物中提取的高；而三尖杉天然资源 

十分有限。因此，国外在上世纪7O年代后期就对三尖杉科 日本粗榧进行组织培养及悬浮细胞培养，得到 

了一些生物碱及生物合成的中间产物，并通过加人诱导子花轮枝孢277，提高了产碱量并开始用生物反应 

器大量培养粗榧细胞。 

国内对三尖杉的组织培养研究是从上世纪8O年代开始的。惠月明等成功地诱导了生物碱含量为原 

植物千分之一的三尖杉愈伤组织。与此同时，在提高三尖杉组织细胞的生长速率及其酯类生物碱含量，以 

及达到三尖杉细胞大规模培养技术方面。胡之壁和白雪芳 等从不同培养方式和理化因子如光、温 
’  
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度、pH值、培养基(激素、C源、N源、诱导子)、悬浮培养的接种量、摇床转速等优化培养条件方面做了大量 

的研究工作，得到了含有4种具有药理活性的酯类生物碱的细胞系。所培养的悬浮细胞合成有效生物碱 

的能力比固体培养细胞高出 1倍以上。在三尖杉悬浮细胞培养过程中，添加了前体物质酪氨酸和苯丙氨 

酸也不同程度地提高了有效酯类碱的含量。杜道林、符木均等研究海南粗榧的细胞培养，顺利诱导出愈伤 

组织并找到愈伤组织增殖的最佳培养基。 

近年来，三尖杉酯类碱的研究取得了新的进展。一是毛根状培养 ：利用发根农杆菌进行三尖杉的基因 

转移，并通过生化分析等证明其在细胞中得以表达，对提高三尖杉酯碱含量开辟了新途径。二是微囊化植 

物细胞培养：将细胞、蛋白质等大分子物质截留在微囊中，而培养基的营养成分以及代谢产物等小分子物 

质可以通过微囊膜进行物质传递，现在微囊化技术已用于三尖杉悬浮细胞的表面固定。三是采用两步培 

养法：白雪芳等在三尖杉细胞培养过程中，发现三尖杉培养细胞在 MS培养基中加人 KT1．0mg·L一1、 

NAA3．0mg·L 时有利于细胞的生长，而在 6，7一V基本培养基中加入同量的激素则有利于三尖杉酯碱 

的产生。 

4 小结 

纵上所述 ，通过运用植物组织细胞培养技术对三尖杉愈伤组织的诱导，建立一套愈伤组织培养体系和 

悬浮细胞体系。通过该体系的建立以达到对三尖杉酯碱次生代谢的调控，从而为工厂化生产三尖杉酯碱 

次生代谢物质提供理论基础和技术支持，无疑将推动医学进步和带来巨大的经济价值，同时也必将造福于 

整个人类社会。 
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森林土壤有机质与氮素供应研究 

李文宣 
(福建省三明市三元区城东林业站，365001) 

摘要 对森林土壤有机质与氮素供应状况进行分析，旨在为提高土壤有机质含量与增强氮 

素供应能力，提高林分的生产力提供科学理论依据。试验结果表明，提高土壤肥力，应从提高土 

壤有机质含量、调节有机质的积累与分解入手。人工杉木林连栽引起土壤地力衰退，建议营造阔 

叶树种，特别是落叶阔叶树种及豆科或非豆科固氮树种，其枯枝落叶等凋落物回归地表有利于土 

壤有机质的富集，是提高土壤有机质的最有效途径。 

关键词 森林土壤 ’有机质 氮素供应 

氮素是蛋白质的基本成分 ，高等植物组织平均含氮素2‰ 4‰。植物从土壤吸收的养分中以氮素最 

多。当土壤缺氮时，植物碳素同化能力降低，生长受抑，并提前衰老。充足的氮素还可提高植物对磷、钾、 

钙的吸收，但过多的氮素会降低植物的抗逆性。因此，土壤的氮素供应状况，对于林木生长至关重要。研 

究土壤氮素供应，对林业生产具有重要意义。众所周知，土壤的氮素供应 ，决定于土壤有机质的积累与分 
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