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植物生长调节剂对南方红豆杉愈伤组织培养和 

紫杉醇合成的影响 

杜亚填 ，陈建华2，许建宇 ，曹 庸 ，周朴华 
(1．吉首大学湖南省林产化工工程重点实验室；2．吉首大学城乡资源与规划学院，张家界 427000； 

3．湖南农业大学生物科学与技术学院，长沙 410128) 

摘 要：通过不同种类和水平植物生长调节剂对南方红豆杉(Taxus chinensis var．mairei)愈伤组织诱导、生长和紫 

杉醇合成能力影响的研究发现：诱导培养初期，以无植物生长调节剂的MS为基本培养基，在附加不同植物生长 

调节剂组合作用下愈伤组织产生的时间和生长、在相同植物生长调节剂组合作用下不同外植体愈伤组织的产 

生时间和生长均表现出较显著差异，2，4-D／NAA高于 0．4时，不利于南方红豆杉愈伤组织的诱导。转换到附加 

不同植物生长调节剂组合的 B5培养基上后，随培养继代次数的增加，生长差异逐渐缩小，直至不显著，表明参 

考不同文献报道最优配方所设计的各植物生长调节剂组合对南方红豆杉愈伤组织的生长均较适宜，有利南方 

红豆杉愈伤组织生长的植物生长调节剂优化组合没有唯一性。但不同调节剂组合作用下的同源愈伤组织中、 

相同调节剂作用下不同源愈伤组织中紫杉醇含量均存在着极显著差异，适当水平(2 mg／L)的 2，4一D单用，或与 

适当水平的KT、6-BA、KT+GA配合使用，对南方红豆杉愈伤组织紫杉醇的合成较有利，NAA则不太有利，幼茎和 

叶愈伤组织产紫杉醇的水平较其它愈伤组织为高。 
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Influence of Plant Growth Regulator on Taxus chinensis var．ma／rei 

Callus Culture and Biosynthesis of Taxol 
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Absl~et：To explore the influence of different kinds and conoentrations of plant growth regulators on induction．growth and 

biosynthesis abifity of taxol of Tmms chinensis vat．mairei callus，various explants of T．rnairei，including young stem，young 

stems bark，cambium，immature needle，apical meristem were respectively inoculated on 8 kinds of callus-induction InC~Llln 

c0ntainiI1g MS basal salts and vitamins，2％ sucrose and different kinds of plant growth regulators with different concentrations， 

and were induced to produce callus and cultured for 3 ages(about 29 day．age- )，then the calluses were respecfively transfered 

on 8 kinds 0f callus-multipl／cafion medium containing Gamborg B5 basal salts and vitamins，3％ sucrose and different kinds of 

plant growth regulators with different concentrations．Taxol content of various callus cultures were analysed by HPLC when sub— 

cultured for two ages(60 day)．The result shows-for initial stages of inducing culture，the differences between the time of pro- 

ducting callus and the growth value ofcallus were significant when the same callus was cultured in different medium containing 

various regulator combination．or when different callus were cultured on the saIl1e medium containing certain regulator combina— 

don．rI11e induction rate of T．ma／rei callUS would be reduced wtlen the concentration of2，4-D to the concentration of NAA iS 

higher than 0．4．However。for following frequent sube ulturing ，wben these calluses were transferred on 8 kinds B5 callusmuliti一 
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phcafion n'l~ u／n．tlle above differences would be gradually deminisl~xt fill insignificant．These results suggested that all the reg- 

ulator combinations in callus-multiplication medium determined based on the optimization directions in reference，were beneficial 

to the growth of T。mairei various callus，i．e．．Th ere are many optimized comb inations ofplant growth regulator suitable for the 

growth of T．mairei callUS．Nevertheless，there were significant difference between taxol content in the calluses，when the same 

calluswas cultured on different n m Containing various plant gro~h regulator comb ination．orwhen different calluswere cul- 

tured oil the medium containing the certain regulator comb ination．Proper concentration of(2 mg／L)2，4．D used indepen- 

dendy，or properly supplemented with KT，6一BA or KT+GA，benefit the biosynthesis of taxol in T．maimi callus，but NAA is 

not．Th e biosynthesis of taxol in young stem and leaf callus are higher than in other explant calluses． 

Key words：plant growth regulator；Taxus ch／nens／s vat．" ：taxol；callus culture 

南方红豆杉(Taxus chinensis(Pilg．)Rehd．va．F． 

mairei(Lemee et Levi．)Cheng et L．K．Fu．又称美丽红 

豆杉)为红豆杉科(Taxaceae)红豆杉属(Taxus)在中 

国的 1个变种⋯1，经研究发现其枝、皮、叶、根和果肉 

中均含有紫杉醇【2 J，故以其组织和细胞培养生产紫 

杉醇的研究报道较多，但未见有关植物生长调节剂 

种类和水平对其愈伤组织诱导、生长和愈伤组织合 

成紫杉醇影响的系统研究报道【3-12 J。所以，我们以 

其幼茎、较成熟幼茎皮、形成层、幼叶、顶端分生组织 

为原始诱导材料，以 MS附加不同水平和组合的2， 

4．D、NAA、KT、6．BA为愈伤组织诱导培养基，以 

附加不同水平和组合的 2，4．D、N从 、KT、6．BA、GA 

为生产培养基，结合 HPI_E法检测，对该方面进行了 

比较系统的研究，以探索植物生长调节物质对植物 

次生代谢的调控作用，为组织或细胞大量培养工业 

化生产紫杉醇提供基础。 

1 材料与方法 

1．1 南方红豆杉愈伤组织诱导、培养 

1．1．1 外植体 

原始外植体：南方红豆杉幼茎、较成熟幼茎皮、 

形成层、幼叶、顶端分生组织均自本室资源收集圃所 

采南方红豆杉(1996年引种于桑植八大公山自然保 

护区所培育约7年生苗)春梢(茎皮为绿色)上获得。 

1．1．2 外植体消毒 

将野外材料洗净后分剪成较成熟幼茎、嫩枝、带 

幼叶枝梢三个部分，然后分别进行表面消毒处理。 

将带幼叶枝梢先用 自来水冲洗干净，晾干表面水后， 

分别用75％酒精浸泡5 S、0．1％HgCl浸泡20 min， 

无菌水清洗 7次后备用；将较成熟幼茎和嫩枝先用 

自来水冲洗 2 h，晾干表面水后分别用 75％酒精浸 

泡 15 s、0．1％ HgCl浸泡 20 min，无菌水清洗 7次后 

备用。 

1．1．3 培养基(表 1，表 2) 

1．1．4 无菌接种 

茎段：将已经消好毒的幼茎切去其上叶片，再切 

成 0．5 cm长的小段接入诱导培养基中。 

较成熟幼茎皮：将已消好毒的较成熟幼茎用手 

术刀小心刮去表面栓皮，后剥取周皮，将皮切成约 

0．5 X 0．5 cm小块接入诱导培养基中(注意剥取周皮 

时不要伤及形成层)，裸茎杆留作削取形成层用。 

形成层：用手术刀小心切削剥皮后裸茎上的表 

面形成层组织，然后切成小块接入培养基。 

发育未成熟幼叶：将已消毒带幼叶枝梢上发育 

未成熟幼叶自叶柄基部切下，后切成 0．5 cm长小段 

接入诱导培养基中。 

顶端分生组织：用尖头镊子从取过幼叶的枝梢 

顶端挑取顶端分生组织，接入诱导培养基中。 

接种量：每一个处理接 5瓶(5个重复)，每瓶接 

5块外植体，共计有 40组实验、200个重复、约 1000 

个外植体。 

1．1．5 培养 

暗诱导培养：温度 25±1 oC、湿度 85％4-5％和 

温度 23±1 oC、湿度 80％±5％条件下各暗培养 12 h 

交替进行，诱导培养 7 d。 

弱光诱导培养：经暗培养 7 d后，转为每天白天 

温度 25±1 oC、湿度 85％±5％、光照 1000—1200 Lx 

弱光，夜晚温度 23±1。【二、湿度 80％±5％黑暗条件 

下 12 h。 

1．1．6 观测记录与数据处理 

诱导时间：外植体接入诱导培养基后每天观察 
一 次，每个处理 5个重复中第 1块外植体长出愈伤 

组织所需时间即为该处理的愈伤组织诱导时间。计 

算愈伤组织诱导率的公式： 

愈伤组织诱导率(％)=接 襄 x 100％ 
在继代培养前观察记录愈伤组织的颜色、形状 

和生长状态。 
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1．2 南方红豆杉愈伤组织增殖继代培养 

选取在 8种诱导培养基 (表 1)上诱导、继代培 

养了3代以上、黄绿色、生长旺盛、结构疏松、大小一 

致的5种外植体来源愈伤组织，在无菌条件下转接 

到 8种生产增殖培养基(表 2)上进行增殖继代培 

养，每一个处理接 5瓶(5个重复)，每瓶接 5块愈伤 

组织，共计有4o组实验、200个重复、约 1000块愈伤 

组织，接入的每块愈伤组织大小基本保持一致。 

1．2．1 生产增殖培养 

于25±1℃、湿度 85％±5％ ，1000 Lx左右光 

下 12 h，23±1℃、湿度 80％±5％，黑暗 12 h，连续 

循环培养 2代(每代培养 30 d)。 

1．2．2 观测记录与数据处理 

愈伤组织块直径月平均生长量：经诱导培养基 

诱导培养所获得愈伤组织继代接人生产增殖培养基 

后每三天观测一次(共观测 10次)，用直尺量取每块 

愈伤组织最大方向上的直径 【)d+2(mm)，5瓶共 25 

块愈伤组织每 3 d第 3 d最大方向直径的和为∑ 

Dd+2 ，若前一次观测的和为∑Dd ，则∑Dd+2 一∑ 

Dd 即为当次观测每处理 5重复25块愈伤组织直径 

3 d的总生长量，观测次数为 l0次，每处理每块愈伤 

组织直径的月均生长量的公式： 

月均增长量：未 cmm， 
同时观察记录愈伤组织的颜色、形状和生长状 

态。 

1．3 紫杉醇含量检测 

1．3．1 材料 

将在生产培养基上继代培养了2代的愈伤组织 

按来源和处理不同分别收集冻藏待测。 

1．3．2 紫杉醇标准溶液的配制 

用十万分之一天平 准确称取 紫杉醇对照品 

2．94 ，用甲醇(色谱纯)溶解定容至 l0 mL备用。 

1．3．3 HPLC检 测{15-19 J 

色谱柱：Sciencehome Cl8(4．60×250 toni，5 tan)； 

流动相：甲醇：乙腈：水(25：35：45，v／v／v)；进样量：5 

tm(未经处理对照品为 1 ptL)；灵敏度：0．01 Aufs；流 

速：1 n~ min；柱温：4o oC；检测波长：227 nln。 

1．4 仪器与试剂 

1．4．1 仪 器设备 

LC．9A高效液相色谱仪(日本岛津)；SPD．6AV 

紫外检测器(日本岛津)；R一210薄膜旋转蒸发仪(日 
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本)；UC一55N恒温水浴(El本)；AEL-4OSM十万分之 
一 天平(13本岛津)；冷冻干燥器；FD一230型红外水 

分计(El本)；生长室(LPH一300)；无菌操作台(CCV． 

1311)；高压蒸汽灭菌锅(SM-52)；干热灭菌箱(SG- 

62)；过滤装置；萃取装置。 

1．4．2 试剂与药品 

除 HPLC检测所用试剂与药品为色谱纯外，其 

余均为分析纯。紫杉醇对照品购于中国药品生物制 

品检定所。 

2 结果与分析 

2．1 植物生长调节剂对南方红豆杉愈伤组织诱导 

培养的影响 

2．1．1 对诱导时间的影响(表 3) 

表3 植物生长调节剂对愈伤组织诱导时间的影响 

Table 3 Influence of plant growth regulators on the callus induced time 

结果显示，植物生长调节剂各组合对南方红豆 

杉幼茎和较成熟幼茎皮的影响比较一致，2，4一D与 

NAA适当的组合较有利二者愈伤组织的快速诱导， 

似乎与2，4一D／NAA的比值有关，组合为 2 mg／L 2，4一 

D+0．5 mg／L NAn(比值为4)时的明显不如组合为 

0．5 mg／L 2，4一D+3 mg／L N从 (比值约为 0．17)，在 

有 6一BA存在时差异更加明显(MS7与 MSS)，较低的 

该比值(O．16 0．3)较为有利。较高的 2，4一D(MS1： 

3 mg／L)、或较低的2，4一D(MS5：1．5 mg／L)适当增补 

KT(O．5 mg／L)均较有利于幼叶愈伤组织的诱导， 

N从 对幼叶愈伤组织的快速诱导不太适合。顶端 

分生组织启动最快，较低水平的2，4一D或 NAA对其 

起动更有利，这可能与其本身的内源生长素水平较 

高有关。形成层组织在各组合的作用下均未启动， 

可能是取材不当所致。总的看来，2，4一D／NAA高于 

0．4时(MS7)，不利于南方红豆杉愈伤组织的诱导。 

2．1．2 对诱导率的影响(表 4) 

结果与2．1．1的相接近，诱导率的结果进一步 

证明，2，4一D／NAA的组合对南方红豆杉愈伤组织的 

诱导影响较大，其 比率大小应据材料不同而定。3 

mg／L 2，4一D条件下幼茎的诱导率只有 5％的结果， 

是非正常现象，可能是材料和接种的原因所致。 

表 4 植物生长调节物质对诱导率的影响 

Table 4 Influence of plant growth regulators on percentage of callus induced 
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2．1．3对愈伤组织生长状况的影响(表 5) 

表中所示结果与上述诱导率结果基本相对应， 

除深褐色外，其它生长状态均为正常。皮和叶愈伤 

组织的颜色相对偏深。 

表 5 植物生长调节剂对诱导培养基中各愈伤组织生长状态的影响 

Table 5 Influence of plant growth regulato on the growth state of callus on induction m~ llln 

2．2 植物生长调节物质对南方红豆杉愈伤组织生 

长和紫杉醇合成量的影响 

2．2．1 对愈伤组织生长的影响 (表 6～8) 

结果显示，在生产培养基上培养的第一个月内， 

植物生长调节剂的作用极显著，如幼茎皮愈伤组织， 

其愈伤组织块最大方向直径的月均生长量最高是最 

低的约 1O倍，以 2，4-D附加适当水平的KT为佳；顶 

端分生组织的是近 18倍，形成层的是 5倍多，幼茎 

和幼叶愈伤组织的差异虽不如上述显著，但最高也 

是最低的2倍多(表 6)。愈伤组织生长状态与其生 

表 6 植物生长调节物质对生产培养基中愈伤组织生长的影响(第 1月) 

Table 6 Influence of plant growth regulators Oil callus growth on production medium(the first month) 

培养基中植物生长调节剂的组合与水平 Every month average growth value ofdiameter of each callus mass(ram) 

Concentration of plant舯  I℃g alors in reedium Y
oung sterns P,ark Young stem Callus cambium Immature needle Apical meristem 

表 7 植物生长调节物质对生产培养基中愈伤组织生长的影响(第 2月) 

Table 7 Influence of plant growth rel ators on callus growth on production nl~ L1／n(the second month) 

培养基中植物生长调节剂的组合与水平 竺 兰二竺 ： 竺 I删 竺 !竺 ! 
Goneentratlon of pl蚰l growth I℃gulalors in medium Y伽ng s【eH1s bark Y伽ng s【啪 Callus cambium Immature need】e Apical meristem 

2 mg／L2。4-D 

2ms／L2． D+0．1 mg／I~ SA 

2 ms／L2． D+O．5 mg／LNAA 

2ms／L2． D+0．5 mg／LKT 

O．5 ms／L2．4-D+1 mg／LNXA +O．5 mg／LgT 

1．64 

3．04 

2．46 

2．1O 

1．69 

2．o3 

2．25 

2．2l 

2．46 

1．90 

1．3o 

1．60 

O．87 

0．78 

O．92 

1．47 

2．o3 

1．41 

1．66 

1．43 

1．5l 

1．90 

1．3l 

1．77 

1．25 
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长量相对应，如幼茎皮愈伤组织在 2 mg／L 2，4一D和 

3 mg／L N从 +0．1 mg／L KT两个组合下的生长量均 

较低，其愈伤组织的颜色均为深褐色，其它几种也是 
一

样，凡褐色、深褐色愈伤组织的生长量均较低，但 

少数浅褐色愈伤组织的生长量较高(表 8)。进入增 

殖继代培养第 2个月后，所采用植物生长调节剂各 

组合对各愈伤组织作用间的差异性出现显著缩小的 

趋势(表 7)。如幼茎皮愈伤组织，最高与最低之间 

由原来的10倍降到了2倍多一点，顶端分生组织由 

l8倍也降到了2倍多，原 2倍者则已几乎没有了差 

异。愈伤组织的生长状态更是如此，经第 2个月培 

养后，颜色均接近黄绿色，且生长均较疏散。这与所 

采用植物生长调节剂组合均参考各文献的优化组合 

有关，说明对南方红豆杉愈伤组织培养有利的植物 

生长调节剂组合可能有多种。 

表 8 植物生长调节物质对生产培养基中各愈伤组织生长状态的影响(第 1月) 

Table 8 Influence of plant growth r~lllators on growth state of various callus on production medium(the first month) 

2．2．2 植物生长调节物质对南方红豆杉各愈伤组 

织紫杉醇合成量的影响(表 9) 

HPLC检测(图 1)结果(表 9)显示，植物生长调 

节物质对南方红豆杉各外植体来源愈伤组织紫杉醇 

合成量的影响，即存在不同调节剂组合对同一种愈 

伤组织紫杉醇合成水平的影响差异(表 9纵行中的 

差异)，也存在同一调节剂组合对不同种愈伤组织作 

用效果的差异(表9横行中的差异)，且两方面的差 

异都极显著。根据检测图谱(图 1)，分离效果较好， 

结果完全可以作为依据。 

2 mg／L 2，4-D仅对幼茎愈伤组织合成紫杉醇有 

利，其愈伤组织中紫杉醇积累达到了0．026％，其它 

愈伤组织中的紫杉醇合成似乎受到了抑制，几乎未 

检测出含量。 

2 mg／L 2，4一D+0．5 mg／L KT仅对叶愈伤组织 

有利，测得紫杉醇含量达为 0．027％(图 lA)，与茎的 

相接近。 

2 mg／L 2，4一D+1 mg／L KT+0．5 mg／L GA对幼 

茎也较有利，其作用下愈伤组织中紫杉醇含量达 

0．023％(图 lc)，且对顶端分生组织愈伤组织也有 
一 定作用，其中检测到了0．005％的紫杉醇含量。 

表9 各愈伤组织培养物中紫杉醇的含量 

Table 9 Taxol cotent in various callus cultures on subcultura1．nl~ tlnl 

C1：2mg／L 2，4-D 

122：2 nw'L 2．4一D+0．1 nv／L6一BA 

O．026 

O．0o6 

O．Oo0 

0．004 

O．Oo0 

0．009 

O．00l 

O．0()0 
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注：表中数据均为 3次测定的平均值。 
Note：Taxol content in various callus were average value from 3 times determinations by HPLC． 

1．5 mg／L 2，4-D+0．5 mg／L KT组合对南方红 物有关，还有待实验验证。 

豆杉愈伤组织紫杉醇的合成也较有利，在其作用下， 

幼叶和顶端分生组织的愈伤组织中分别检测到了 

0．012％和0．009％的紫杉醇含量。 

2啤 L 2，4．D+0．1啤 L6．BA对顶端分生组织 

愈伤组织紫杉醇的合成表现出抑制作用，对其他则 

是否影响不大。但对愈伤组织生长最有利，该组合 

培养基上愈伤组织的月平均生长量最高。 

2 mg／L 2，4一D+0．5 mg／L NAA、0．5 mg／L 2，4一D 

+1瑚 L NAA +0．5瑚 L KT、3 瑚 L NAA +0．1 

L KT 3个组合作用下，各愈伤组织中均未检测 

出或检出很低紫杉醇的含量。且对生长的作用也不 

是太显著。 

由此认为，适当水平(2 mg／L)的 2，4．D单用，或 

增补适当水平的 KT、KT+GA、6．BA配合使用 ，均较 

有利于南方红豆杉愈伤组织紫杉醇的生物合成，而 

NAA则似乎不太有利于其紫杉醇的合成。c2、C4、 

凹 的结果是否与所加入CH、Coconut Water天然复合 

A 

3 讨论 

本实验所采用植物生长调节剂种类和水平的各 

个组合均根据苏应娟、赵芳等【10-14J文献所报道的最 

优组合设计而成。结果表明，在诱导初期 NAA较2， 

4．D要好，且表现出较强依赖调节剂组合的差异性 ， 

但随培养时间的加长，植物生长调节剂作用的差异 

性更多受愈伤组织植物组织细胞学起源差异性的影 

响。经过几代培养后，愈伤组织生长相关各方面的 

差异性均迅速缩小，直至无显著性差异。由此认为， 

南方红豆杉愈伤组织培养存在多个植物生长调节剂 

的优化组合，本实验中所应用 8种诱导培养基和 8 

种生产培养基，除个别(如 MS7等)应加以改进外 ， 

其余均可作为南方红豆杉愈伤组织培养的优化培养 

基，并可根据初期的差异表现结合紫杉醇生产对其 

实施进一步优化改进。 

图 1 紫杉醇含量的 HPLC分析 

Fig．1 HPLC chromatographic analysis of taxol content 

A．Sample number21：B．Taxol；C．Sample number27 

根据结果，南方红豆杉愈伤组织合成紫杉醇即 

受植物生长调节剂的调控影响，又存在着愈伤组织 

不同外植体起源间的差异。2，4 D对南方红豆杉愈 

伤组织紫杉醇的合成有促进作用，而 NAA则似乎不 

太有利，这可能与 2，4．D作为除草剂的独特作用机 

理有关，有逆境调控概念。文中有多个处理均未能 

检测出紫杉醇的含量，可能与所用 HPLC法有关技 

术参数、分离柱、检测器灵敏度等有关，不能认为其 

中紫杉醇的含量为零，只能代表其中含量很低。 

南方红豆杉愈伤组织和细胞悬浮培养，已有众 

多成功的实验研究报道_2。 ，但同时用 5种外植体、 

8种诱导培养基和 8种增殖培养基进行完全区组实 
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验来全面验证多种植物生长调节物质不同组合和水 

平的协同作用，尤其是南方红豆杉顶端分生组织愈 

伤组织诱导、培养及其生物合成紫杉醇的调控研究， 

在国内外均还未见类似的报道。 
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