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　　南方红豆杉（Ｔａｘｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓｖａｒ．ｍａｉｒｅｒ）别称紫杉，为红
豆杉科（Ｔａｘａｃｅａｅ）红豆杉属（Ｔａｘｕｓ）植物，其树皮中含有的紫
杉醇是一种二萜类物质，对治疗肺癌、卵巢癌等有特定效

果［１］。紫杉醇是一种植物次生代谢产物，以其高效、低毒及

独特的抗癌机制得到了人们的青睐。紫杉醇主要是从红豆杉

科红豆杉属植物的树皮中分离、纯化得到的，然而其天然资源

极其有限，药源严重短缺［２］。

红豆杉细胞悬浮培养法是解决紫杉醇药源紧缺的一种很

有前途的方法。培养过程中利用生物或非生物诱导处理细胞

株，可以有效地促进红豆杉细胞合成紫杉醇。目前，诱导已经

成为植物细胞和组织培养中提高次生代谢产物生产量的最有

效的方法之一［３］，不仅是植物细胞培养生产次生代谢物的重

要手段，而且在缩短工艺时间、提高容器最大利用率方面的作

用也非常明显［４］。然而，细胞次生代谢强度受到多种环境因

素的影响，其中碳源是重要的一方面。培养基中的蔗糖大部

分被降解成葡萄糖和果糖，蔗糖、葡萄糖和果糖的消耗和吸收

呈现波动性，其中葡萄糖有利于细胞的前期生长以获得大量

的生物量，果糖有利于细胞培养后期紫杉烷类化合物的合

成［５］。前期研究表明，真菌诱导子在悬浮培养南方红豆杉细

胞生产紫杉醇中具有良好的诱导效果。为了在反应器中提高

外源真菌诱导子的诱导效应，本试验通过果糖补料对南方红

豆杉细胞悬浮培养体系中生理状态变化的研究，探索红豆杉

细胞放大培养的有效调控手段。

１　材料与方法

１．１　试验材料
红豆杉愈伤组织：以南方红豆杉一年生枝条为外植体诱

导获得，传至５代以上。真菌 ＤＦ：为笔者所在实验室自行分
离保存的真菌。

１．２　试验方法
１．２．１　细胞种子液的制备　将愈伤组织接种于含有新鲜Ｂ５
液体培养基［６］的三角瓶中，细胞接种量为５ｇ／瓶，装液量为
５０ｍＬ／５００ｍＬ，接种量为１０％（质量分数），于（２４±１）℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ、黑暗条件下振荡培养７ｄ，作为细胞种子液。
１．２．２　真菌诱导子的制备　参照兰文智等的酸解法制备真
菌诱导子［７］。收集真菌ＤＦ菌体于研钵中，充分研磨，加适量
水并调节ｐＨ值至２．０，于１２１℃高压灭菌１ｈ，过滤收集滤液
并调节ｐＨ值至５．８，即为诱导子。诱导子浓度以总糖含量计
算，总糖含量以葡萄糖为标准，采用蒽酮 －硫酸比色法［８］

测定。

１．２．３　５Ｌ反应器培养体系　采用５Ｌ机械搅拌气升式玻璃
反应器（上海百仑生物科技有限公司），装２．０ＬＢ５液体培养
基（含０．８ｍＬ／Ｌ泡敌），接入细胞种子液，接种量为１０％（体
积分数），反应器培养温度条件为（２４±１）℃，搅拌转速为
６０ｒ／ｍｉｎ，通气量为１Ｌ／ｍｉｎ。在细胞培养８ｄ时加入１０％果
糖培养基（体积分数，将蔗糖换成等质量果糖，其他成分与Ｂ５
液体培养基相同）和质量浓度为１００μｇ／ｍＬ的真菌诱导子，
以只添加质量浓度为１００μｇ／ｍＬ的真菌诱导子为对照，每天
取样检测。

１．３　项目测定
１．３．１　细胞活力的测定　用 ２，３，５－三苯基氯化四氮唑
（ＴＴＣ）法［９］测定细胞活力。抽滤除去培养基，取０．１ｇ红豆
杉细胞，加５．０ｍＬ０．２％ＴＴＣ溶液（用０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ＝７．０
的磷酸缓冲液配制），于２４℃黑暗放置２４ｈ，离心去上清，加
入５ｍＬ蒸馏水洗涤细胞 ２次后加入 ５ｍＬ９５％乙醇，置于
６０℃ 水浴中３０ｍｉｎ，静置于室温下至细胞完全无色。取上清
液，于４８５ｎｍ处测吸光度，用吸光度表示细胞活力。
１．３．２　培养液ｐＨ值的测定　取滤液，用 ＰＨＳ－２型精密酸
度计测定ｐＨ值。
１．３．３　胞外蛋白含量的测定　采用考马斯亮蓝法［１０］测定。

取１ｍＬ滤液，加入５ｍＬ考马斯亮蓝Ｇ－２５０溶液，混匀，放置
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２ｍｉｎ后，在５９５ｎｍ下检测吸光度。以牛血清白蛋白为标准
品绘制标准曲线：ｙ＝１．１１９９ｘ－０．０７９２，ｒ２＝０．９９６７。
１．３．４　胞外总酚含量的检测　参照文献［１１－１２］测定胞外
总酚含量。取５ｍＬ滤液，加入１０ｍＬ乙酸乙酯萃取２ｈ，烘干
后加１ｍＬ９５％乙醇重新溶解，与１ｍＬＦｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ试剂
（使用时稀释 １０倍）混合，于 ４０℃下水浴 １０ｍｉｎ，再加入
０．４ｍＬ７．５％ Ｎａ２ＣＯ３溶液和 ５ｍＬ蒸馏水，充分混匀，于
７６５ｎｍ下检测吸光度。以没食子酸为标准品绘制标准曲线：
ｙ＝０．０８７６ｘ＋０．０００６，ｒ２＝０．９９７１
１．３．５　多酚氧化酶（ＰＰＯ）样品制备及活性（鲜质量）测定　
参照张月玲等的方法［１３］，取０．１ｇ固体细胞于预冷的研钵中，
加５ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值为６．８），在冰浴下研磨
成匀浆，于４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液即为粗酶液。
在反应管中加入３．８ｍＬ０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值为６．８的磷酸缓冲
液、１ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ邻苯二酚、０．２ｍＬ粗酶液，于３５℃恒温
水浴保温 ２０ｍｉｎ，迅速冰浴，以磷酸缓冲液作为对照，在
３９８ｎｍ处测定吸光度。以１ｍｉｎ内３９８ｎｍ处的吸光度变化
０．０１定义为１个ＰＰＯ活性单位（Ｕ）。
１．３．６　紫杉醇的提取及测定　紫杉醇的提取及测定参照赵
继鹏等的方法［６］。将固体细胞于４５℃烘干至恒质量，充分研
磨。准确称取１００ｍｇ干燥后的细胞，加２ｍＬ甲醇，超声提取
３０ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液，重复提取２次。合
并上清液，于４５℃烘干，浸膏加入４ｍＬ双蒸水后用４ｍＬ二
氯甲烷萃取２次，合并二氯甲烷层，于２５℃烘干，用３ｍＬ甲
醇溶解，在２２８ｎｍ下测定样品吸光度。用紫杉醇标准品绘制
标准曲线：ｙ＝２０．８３ｘ＋１．０６，ｒ２＝０．９９７。
１．４　数据分析

用Ｅｘｃｅｌ进行数据整理，用Ｏｒｉｇｉｎ８．５．１绘制图表。

２　结果与分析

２．１　细胞活力的变化
由图１可知，在细胞培养８ｄ后，加入真菌诱导子后的细

胞活力下降得较快，在后续培养中，细胞活力上升平缓，且始

终低于初始细胞活力；而在真菌诱导结合果糖补料的条件下，

细胞活力下降较为平缓，在培养的１１ｄ后，细胞活力开始逐
步上升，在培养的１４ｄ后，细胞活力高于初始细胞活力，增幅
为９．３４％。

２．２　培养液ｐＨ值的变化
由图２可知，在培养的８ｄ后，加入真菌诱导子后，培养

液ｐＨ值降低。其中，只添加真菌诱导子的处理，ｐＨ值下降

得更快，最大降幅为１４．２９％；加入真菌诱导子后进行果糖补
料，ｐＨ值的下降较平缓。

２．３　胞外蛋白质含量的变化
在培养的８ｄ后，只添加真菌诱导子，胞外蛋白质含量呈

上升趋势，由诱导初期的 １１．９８μｇ／ｍＬ上升为培养后期的
１８．１７μｇ／ｍＬ，增幅为５１．６７％；在真菌诱导后进行果糖补料，
胞外蛋白质含量培养在过程中基本保持不变（图３）。

２．４　胞外总酚含量的变化
由图４可知，加入诱导子后，胞外总酚含量在培养的９ｄ

后开 始 上 升，在 培 养 后 的 １１ｄ含 量 到 达 峰 值，为
１７．９２μｇ／ｍＬ，随后下降，最后趋于平稳。添加真菌诱导和果
糖补料后，胞外总酚含量上升，在培养后的１０ｄ达到峰值，为
２６．２７μｇ／ｍＬ，随后下降，最后趋于平稳。

２．５　多酚氧化酶活性的变化
加入诱导子后，ＰＰＯ活性在培养后的 ９ｄ达到峰值，为

６２．５０Ｕ／ｇ，随后酶活性下降，在培养的１３ｄ开始，酶活性趋
于平稳；真菌诱导和果糖补料后，酶活性同样在９ｄ达到峰
值，为１０６．１７Ｕ／ｇ，随后酶活性下降，在培养的１０ｄ后酶活性
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趋于平稳（图５）。 ２．６　紫杉醇含量（干质量）
由表１可知，只加入诱导子时，紫杉醇含量首先逐渐下

降，在培养１０ｄ时为最低值，随后含量逐渐升高，在培养的
１２ｄ达到峰值２６．３８μｇ／ｇ，与培养８ｄ的初始值相比，增幅为
２４．８５％，１２ｄ后，紫杉醇含量逐渐下降。而在加入诱导子的
同时加果糖补料，紫杉醇的含量首先逐步升高，在培养１２ｄ
时到达峰值，为２０．４０μｇ／ｇ，与初始值相比紫杉醇含量增幅为
１７０．５６％，从培养１３ｄ开始时紫杉醇含量逐渐下降。

３　结论与讨论

细胞活力与细胞线粒体活性成正比，线粒体活性越强，细

胞代谢能力越强。在本试验中，加入真菌诱导子后，细胞活力

表１　紫杉醇含量（干质量）

处理
紫杉醇含量（μｇ／ｇ）

８ｄ ９ｄ １０ｄ １１ｄ １２ｄ １３ｄ １４ｄ
最大增幅

（％）

对照　　 ２１．１３ １５．４９ １４．１６ １８．９６ ２６．３８ ２１．６６ １９．７１ ２４．８５
果糖补料 ７．５４ １３．５３ １４．９９ １５．１５ ２０．４０ １９．３７ １７．３７ １７０．５６

下降，可能是由于诱导子对细胞的损伤使得细胞活力下降，细

胞活力维持较低水平不变，而添加果糖后，细胞活力在后期逐

步上升，说明悬浮培养后期果糖作为合适碳源，有利于保持细

胞活力，提高代谢能力［１４］。

植物细胞对ｐＨ值具有较强的自我调控能力，而在本试
验中加入诱导子，培养基 ｐＨ值持续下降，这有可能是由于
诱导子使胞内质子大量释放，从而导致培养基酸化；进行果

糖补料后，可以减缓 ｐＨ值的下降速率，这有可能是由于果
糖可以减缓质子释放速率或者使质子内流而减缓 ｐＨ值
下降［１５］。

用真菌诱导后，胞外蛋白含量逐渐升高，原因可能有２个
方面：一方面可能因为细胞代谢增强，蛋白分泌增加，另一方

面，可能是细胞膜通透性改变，其胞内蛋白被释放出来［１６］。

而细胞活力与代谢强度成正比，加入真菌诱导子后细胞活力

持续下降，代谢强度较低，因此可见胞外蛋白含量上升不是由

于分泌增加而是由细胞膜通透性改变引起的。细胞膜通透性

改变可能是外源真菌诱导子处理的红豆杉细胞在显著提高紫

杉醇产量的同时，也导致细胞中氧自由基含量的提高而发生

细胞氧损伤，从而引起植物的过敏反应［１７］。而加入真菌诱导

子后进行果糖补料，胞外蛋白含量基本保持不变，这有可能是

由于果糖可以减弱这种过敏反应。

诱导红豆杉细胞时，维持适当浓度的酚类化合物有利于

紫杉醇产量的提高［１８］。所以当培养体系中加入真菌诱导子

后，胞外总酚含量上升，可能是细胞感受到真菌诱导子侵入而

增加酚类化合物的合成以减少伤害；加入真菌诱导子后进行

果糖补料能使酚类物质迅速积累，同时也能增加紫杉醇的含

量。当酚类物质含量过高时，细胞通过提高ＰＰＯ活性来降解
酚类物质。

研究表明，在南方红豆杉细胞培养后期添加果糖能够解

除细胞合成紫杉醇的碳源限制，从而有效地提高真菌诱导子

的诱导效能［１８］。Ｋｅｔｃｈｕｍ等研究发现，在培养周期的中期添
加１％果糖，可以提高紫杉醇产量，缩短培养周期［１９－２０］。在

本试验中，加入诱导子后，紫杉醇含量先下降后上升，上升到

峰值后逐步下降，可能是诱导子在诱导初期对细胞的损伤而

使紫杉醇合成受影响，细胞适应后，诱导子诱导细胞合成紫杉

醇而使其含量上升。加入诱导子后进行果糖补料，紫杉醇含

量上升没有受到诱导子的损伤而下降，可进一步说明果糖可

以减弱诱导子对细胞的损伤或者可能是果糖在培养后期更适

合用于合成紫杉醇。

因此可见，在用真菌诱导子诱导红豆杉细胞时，加入一定

量的果糖可以缓解真菌诱导子诱导所引起的红豆杉细胞膜脂

过氧化等不良反应，从而有利于细胞的生长和紫杉醇产量的

提高。
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（玉溪市农业科学院，云南玉溪６５３１００）

　　摘要：以盆栽菊花香草水晶的茎尖为外植体，通过正交、对比、附加等试验，研究ＨｇＣｌ２浓度及其灭菌时间、基础培

养基、６－苄氨基腺嘌呤（６－ＢＡ）等９种因素对盆栽菊花茎尖组织培养快繁的影响，建立完善的盆栽菊花茎尖组织培
养快繁技术体系，为菊花脱毒复壮、工厂化快繁育苗、种质资源保存等提供重要的技术支撑。结果表明：茎尖的最佳灭

菌方法是０．２０％ ＨｇＣｌ２灭菌４～５ｍｉｎ；初代的适合培养基为ＭＳ＋６－ＢＡ０．４～０．８ｍｇ／Ｌ＋萘乙酸（ＮＡＡ）０．０１ｍｇ／Ｌ；

增殖继代的最佳培养基为ＭＳ＋６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０１ｍｇ／Ｌ＋白砂糖２０ｇ／Ｌ，增殖系数为１７．９５；生根的最佳培
养基为ＭＳ＋活性炭（ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ，简称ＡＣ）０．１％或１／２ＭＳ＋吲哚丁酸（ＩＢＡ）０．５ｍｇ／Ｌ＋ＡＣ０．１％，其成株率和生
根率均＞９０％。该技术体系育出的种苗具有优良综合素质，可推广应用于盆栽菊花的工厂化快繁育苗等，也可为其他
类型菊花（切花型菊花、造型菊花等）组织培养快繁技术等的研究提供重要参考。
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　　菊花［Ｄｅｎｄｒａｎｔｈｅｍａｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ（Ｒａｍａｔ．）Ｔｚｖｅｌ．］为菊科
多年生宿根草本植物，是我国的传统名花，也是世界四大切花

之一，是一种被广泛栽培的重要花卉［１－３］。菊花目前主要用

于园林的绿化和观赏，如制作花束、花环、观赏盆花、秋季花

坛、花台、盆花群等，深受人们喜爱［３－４］。菊花传统的繁殖方

法主要是扦插和嫁接，但存在很多缺点：需较多母株材料、植

株病毒逐代积累加重、品质退化、繁殖速度不快、易受季节变

化和外界环境条件的影响、病虫害发生频率高等［５－８］，为解决

这些问题，目前最有效的技术措施之一是菊花的茎尖组织培

养快繁技术［２，４－６，９］。

我国的菊花组织培养技术研究始于２０世纪８０年代［１０］，

截至目前的研究主要集中于菊花的花瓣［１１－１３］、花蕾［２，１４］、叶

片［１５－１６］、茎段［６，１７］的组织培养，而有关菊花茎尖组织培养技

术的研究报道较少［７，９，１８］，且这些报道的研究内容简单，仅主

要涉及激素与菊花增殖量、生根量的关系，更是几乎没有涉及

种苗综合素质。因此，建立完善的菊花茎尖组织培养快繁技

术体系，对菊花脱毒复壮、工厂化快繁育苗、种质资源保存等，

进而更好地促进菊花的生产发展，具有重要意义。

为此，以盆栽菊花香草水晶的茎尖为材料，研究ＨｇＣｌ２浓
度及其灭菌时间、基础培养基、６－ＢＡ等９种主要因素对菊花
茎尖组织培养快繁的影响，分析培养基与种苗综合素质的关

系并据此筛选出适合的培养基，旨在建立一套完善的且能育

出优良综合素质种苗的盆栽菊花茎尖组织培养快繁技术体

系，为菊花脱毒复壮、工厂化快繁育苗、种质资源保存等提供

重要的技术支撑。
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