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南方红豆杉的愈伤组织培养研究 

叶添谋 

(韶关学院英东生物工程学院，广东 韶关 512005) 

摘要：以南方红豆杉(Taxus chinens／sta2／-．ma／re／Cheng etL．K．ru)的营养器官嫩茎、叶和叶柄等为外植体进行愈伤 

组织诱导研究，试验结果表明：(1)各外植体中诱导愈伤组织的难易程度为叶柄处>叶片>茎段；(2)2，4一D比 

NAA更有利于愈伤组织的形成；(3)B5比MS培养基更有利于愈伤组织的形成，因此诱导南方红豆杉产生愈伤组 

织的最佳培养基配方是：B5 4-2，4一D4．0mg·L-1 4-ABT生根粉0．3 g·L～，愈伤组织的诱导率达93％；(4)继代增 

殖培养的配方B5+2，4一Do．1 rng·L 4-ABT生根粉0．1 g·L～，增殖系数可达3．6． 

关键词：南方红豆杉；外植体；组织培养；愈伤组织 

中图分类号：Q943．1 文献标识码 -A 文章编号：1007—5348(2008)03—0069—04 

南方红豆杉(Taxuz chinens／s r．mairei Cheng et L．K．Fu)是国家一级保护植物，天然条件下繁殖速度和 

生长速度相当缓慢，种子很难萌发，现在我国南方所剩无几 ．红豆杉是 目前世界上最有前途的抗癌药物紫杉 

醇的原材料，为了保护和开发南方红豆杉，首要任务是解决繁殖难的问题 ，为了探讨用现代生物技术快速繁 

殖南方红豆杉，本实验对南方红豆杉进行了较为深入的研究． 

1 材料和方法 

供试材料采自广东省韶关市乳源县红云镇的天然南方红豆杉 自然保护区．选择生长健壮、无病虫害的 

幼嫩茎段、叶片作外植体．采摘当天即用自来水冲洗15 min，然后在清水中浸泡2 h．在无菌条件下，用75％酒 

精消毒约 30 S，再用 0．1％的升汞溶液消毒 10 min，无菌水冲洗 5次．在超净工作台上将消毒后的茎段分茎中 

部、近叶柄、叶柄处带一点叶子三部分分别切成 0．5 cm左右的小段进行接种． 

根据预备实验和前人的经验L1 J，设计了l8种诱导愈伤组织的培养基(表I，2)，在预备试验中把ABT生 

根粉用无菌水溶解后与 2，4一D分别加入到培养基中，ABT生根粉浓度范围为 0．I一0．5 mg-L～，2，4一D的 

浓度范围为0．I一2．0 mg·L～．蔗糖2％，琼脂0．7％，pH5．6．每个配方每部分茎段接种 l0瓶．接种后暗培养 

2 d后转入光培养，培养温度为28±2℃，光照 1500 lx，光照时间 12 h／d，每天进行观察．7 d后计算每个瓶中 

愈伤组织的生长情况．各个处理重复 3次实验，取平均数． 

2 结果与分析 

2．1 不同外植体的选择 

为了确定诱导南方红豆杉产生愈伤组织的最合适的外植体，借鉴前人的配方分别以叶柄、叶片和幼嫩 

茎段为目标物，采用Ms+2，4一D 2 mg·L 为诱导愈伤培养基进行预备实验b 】．结果表明，各个部位的愈 

伤组织诱导率以叶柄处(带一段叶片)的部分最高，为50％；叶片(折断或者完整)次之，为40％，幼嫩茎段最 

低，为 17％．因此外植体诱导愈伤组织的难易程度为叶柄(带一点叶片)>叶片>幼嫩茎段． 

2．2 不同激素配比的选择 

在确定了合适的外植体之后，需选择合适的激素配比，试图找出比别人配方更好的效果．以叶柄(有叶片 
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残留约 0．2～0．5 mm)为外植体，以前人研究的配方 Ms+2，4一D 2 mg·L 为对照，设计不同的激素配比，结 

果如表 1和表 2，对比这两个表的数据可以看出：表 2以 B5作为基本培养基，愈伤组织诱导率平均 41．1％， 

最高 93％，叶柄和叶片处的愈伤组织见图2一l、图2—2．而表 1以MS为基本培养基，最高只有 44．3％，平均 

只有20．5％，由此说明南方红豆杉愈伤组织的诱导中B5培养基要比MS培养基更适合．而且在B5培养基中 

B5+2，4一D 1 mg·L +ABT生根粉 0．5 mg·L 配方比较适合，其愈伤组织诱导率为93％． 

图2—1 南方红豆杉叶柄处愈伤组织 图 2—2 南方红豆杉叶片处的愈伤组织 

表 1 以MS为培养基不同激素配比对茎段愈伤组织的诱导情况 

注：“对照”为“MS+2，4一D 2 mg‘L ”，以上为重复 3次的平均数． 

实验中观察到在污染培养基的愈伤组织周围普遍出现无菌区域，这很可能与紫杉醇的存在有关，即愈 

伤组织中的紫杉醇分泌到培养基中从而有效抑制微生物的生长繁殖．愈伤组织在正常生长时是浅黄色较为 

紧密的结构，生长缓慢，在继代培养时会出现褐化甚至凋亡现象，如果在继代接种时连带少量原培养基，或 

者继代接种时不切割愈伤组织并且带着原来绿色叶片的外植体转瓶，则继代后愈伤组织不会出现褐化． 

研究发现叶柄(带点叶片)最容易诱导出愈伤组织，出现部位是在和培养基接触的表面，少数出现在远 

离培养基的顶部，但是，叶片折断以后接种，在横断面会出现少量的愈伤组织，其他外植体则不产生愈伤组 

织，而 目．很容易褐化 ． 
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注：“对照”为“MS+2，4一D 2 mg·L ”，以上为重复 3次的平均数． 

2．3 南方红豆杉愈伤组织的继代培养(见表 3) 

表 3 南方红豆杉愈伤组织的继代培养情况 

注：以上 为重复三 次的平均数 ． 

从表3可以看出，Ms+2，4一D 0．1 mg·L +ABT生根粉O．1 mg·L 最高，增殖系数为3．6，凡是加入2，4 

一 D的愈伤的增殖系数均较高，而凡是加入 N从 的愈伤的增殖系数较低．把从外植体诱导得到的愈伤组织 

接种到增殖培养基B5+2，4一D 0．1 mg·L +ABT生根粉O．1 mg·L 中，大约一个月后愈伤组织继续生长． 

增殖系数的计算方法是：在接种前 先称量整个培养瓶的质量，接入愈伤后再称量，两者之差就是接种的愈伤 

的质量，增殖一个月后，取出各个培养瓶的愈伤在电子天平进行称量，除以原来的质量就可以得到增殖系 

数． 

3 结论和讨论 

3．1 结论 ’ 

从实验结果中可以得出：(1)南方红豆杉外植体诱导愈伤组织的难易程度为叶柄 >叶片>茎段；(2)诱导 

南方红豆杉产生愈伤组织的最佳培养基配方是：B5+2，4一D 4．0 mg·L +ABT生根粉O．3 IIlg·L +附加 

物 1 ml，诱导率可达 93％；(3)B5+2，4一DO．1 mg·L +ABT生根粉 O．1 mg·L 适用于红豆杉的继代增殖，为 

3．6．(4)在诱导南方红豆杉的茎段产生愈伤组织的配方中发现，2，4一D是最有效的． 
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3．2 讨论 

相对于前人的研究，我们的实验取得了新的进展，体现在出愈伤的速度快，诱导率高，已见报道分别是 

20～30 d，最高85％ J，而本实验结果是出现愈伤7～10 d，诱导率最高达 93％，找到了快速产生愈伤组织和 

增值系数比较高的方法．在国内的红豆杉培养中愈伤组织的诱导一般需要二十到三十天 J，用本方法第七 

天就可以长出愈伤组织，十五天左右愈伤组织的体积就可达 1 crn3，基本上没有褐化，愈伤组织块的结构紧 

凑，生长状态良好，而且愈伤组织的诱导率大大增加，因此本实验在南方红豆杉的愈伤组织诱导上取得了比 

较大的突破．至于如何令愈伤组织在短时间内体积有较大的增殖系数和诱导不定芽的问题还有待于进一步 

研究． 

叶柄之所以容易诱导出愈伤组织，这可能与该部位的细胞相对生命力比较强，存在着居间分生组织，细 

胞显年轻化有关．根据细胞的全能性学说，所有的活细胞都可以脱分化，但是实际上在实践中，幼嫩的生命 

力强的分生组织，包括居间分生组织比较容易诱导，而较老的组织则较难诱导出愈伤．B5之所以比MS容易 

诱导出愈伤，可能与大量元素中的氮素和钾盐有关，在 MS中，这两者的比例都很高，可能不利于愈伤的诱 

导．2，4一D比NAA有效，本实验中除了2，4一D以外，起着重要作用的还有 ABT生根粉，本来它是用来生根 

的，但是我们在预备实验中发现它能够大大促进南方红豆杉愈伤的快速出现，至于其中的机理有待于进一 

步研究 ． 
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Research on the tissue culture of Taxus(chinensis var．mairei) 

Ⅶ Tian．mou 

(Yingdong College of Bioengineering，Shaoguan University，Shaoguan5 12005，Guangdong，China) 

Abstract：In this experiment，various explants—tender shoots，leaves and stalk derired from the Taxus(chine~is var． 

mairei Cheng et L．K．Fu)had been used to induce the callus．The result showed that：(1)for inducing the callus，the 

optimized tissue were the leaves stalks，secondly were the leaves，finally the egments oftender shoots；(2)the optimum 

fonun for inducing callus was B5+2，4一D4．0 mg’L一 +ABT0．3 mg’L一 ．(3)B5 cultural medium was more effective 

than MS；(4)for subculture，B5+2，4一DO．I+ABT0．I mg’L一 could increase the propagational coefficient by 3．6． 

Key words：Taxus chinensis 1)ar．mairei Cheng et L．K．Fu；explants ；tissue culture；callus 
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