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红豆杉组织培养中防褐变措施的研究概述 
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摘 要：本文概述了国内外防止红豆杉细胞褐变的研究方法，为今后相关工作提供些借鉴与帮助。 
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红豆杉(Taxus)是一种生长缓慢的木本植物，由于它的次 

生代谢物紫杉醇(Taxo))具有很好的抗肿瘤活性，目前国际市 

场对紫杉醇的需求持续增加而红豆杉自然资源很有限，因此通 

过植物细胞培养生产抗癌新药紫杉醇已是公认的解决紫杉醇 

药源问题的最佳途径之一⋯。但由于红豆杉属植物本身特殊 

的生物学特性，在培养过程中组织和细胞常发生褐化，进一步 

发展会导致细胞死亡【2 J。对此，许多研究者均有涉及，但目前 

尚无简便有效的解决方法，本文对目前国内外防止红豆杉细胞 

褐变的研究作了比较全面、系统和深入的概述，为更好的防止 

褐变提供了理论依据。 

1 选择适当的培养基和培养条件 

1．1 基本培养基类型 

适宜的培养基对减轻褐变的伤害是很有利的。有报道，在 

TA培养基诱导的愈伤组织状态明显优于 ，表现为生长疏松、 

褐化程度轻 J。用于愈伤组织继代的培养基多采用 B 、SH、 

SSS、RW和SHN【6 J。这几种培养基均可以保持愈伤组织的良好 

生长，其中以B5最好，其他培养基培养一段时间愈伤组织褐化 

死亡【卜 。但也有研究表明MS作为继代培养基也较好 。、 。 

而东北矮紫杉则以WPM更适宜”引。 

1．2 培养基的组成 

从对褐变的影响角度来看，Po：。>NH；>NO；．综合三者 

的作用可以看出无机盐的浓度越低，褐变强度越低，降低盐浓 

度可以减少酚类外溢，从而减轻褐变 I1。 

果糖和葡萄糖能明显抑制PPO的活性，减轻愈伤组织和培 

养基褐化程度，促进愈伤组织生长。而糖类的浓度一般认为以 

3Og／L较佳 J。 

培养基中激素(生长调节物质)的种类、浓度及其组合对褐 

变起着重要的作用。甘烦远等  ̈认为，提高生长调节物质浓度 

(2，4一D提高到1．0—2．5mg／L)，能有效促进细胞生长、缓解褐 

化。在细胞分裂素类中，一般认为6一BA或激动素有刺激多酚 

氧化酶(PPO)活性提高、加重褐变的作用。但在红豆杉组培中 

并非如此，有实验证明：附加激动素 KT的组合并未表现褐变， 

如在南方红豆杉芽愈伤组织诱导和增殖、驯化中添加O．5—1．0 

mg／L KT对生长更佳【t4]。6一BA的作用则表现出两重性：一方 

面，6一BA不适合矮紫杉芽的诱导，明显引起外植体的褐化；另 
一 方面，在南方红豆杉培养中附加0．1—0．5 m#L的6一BA，对 

愈伤组织生长量的增加、保持质地，尤其是抑制褐化效果明显。 

赵芳等 的实验则认为，南方红豆杉愈伤组织继代时，添加GA 

比使用I从 和NAA褐化严重。ABA在南方红豆杉愈伤组织继 

代和中国红豆杉细胞培养中都有抑制 PPO活性、减轻褐化的作 

用 。 

培养基 pH值影响细胞质膜的渗透性，进而影响细胞对内 

源物质的运输及多种酶活性和底物的利用率，对细胞褐变有较 

大的影响，降低pH值可以减轻褐变。 

1．3 不同培养基方式 

在红豆杉细胞培养中，几种培养方式褐变程度从小到大的 

顺序为：纸桥培养 <液体培养<半固体培养<固体培养，生长 

速率与褐变程度成反比  ̈”】。另外，使用 GellalGum代替琼脂 

作为凝固剂，也可以达到抑制愈伤组织发生褐变和促进细胞生 

长的目的。 

1．4 培养条件 

从培养条件来看，初期的暗培养(两周左右)可在一定程度 

上减轻褐变程度【l引，同时培养温度不宜过高。温度过高可提高 

PPO活性 ，加速褐化 。所 以，红豆杉的组织和细胞培养的温 

度不能过高，一般为2O一25℃。 

2 抗氧化剂的应用 

抗氧化剂的应用可在一定的程度上减轻褐变 驯，在不同的 

处理中，添加有DTY和CA的培养细胞褐变明显减轻，而且生长 

速率也很高；Na2S20 抗褐变的效果最差，细胞的褐变强度几乎 

与对照(CK)相近；Vc和 Cys有一定的抗褐变效果，但不如 CA 
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明显。 

使用抗氧化剂一般只能在一定时间内抑制褐变，因为一旦 

抗氧化剂全部被氧化后，褐变可能再度发生，所以在使用中应 

注意用量不能过小，并应分次持续使用。 

3 吸附剂的应用 

AC作为吸附剂可以吸附细胞的有毒代谢产物，AC除了吸 

附作用外，还能在一定的程度上降低光照强度，从而减轻褐变 

但 AC抑制褐变有一个副作用，即在吸附有毒物质的同时，也要 

吸附培养基中的生长调节剂 。因此，在加入 1．5％的活性炭 

的同时，要提高培养基中激素的水平。作为良好的酚类专一吸 

附剂，PVP在对数生长期及以前加入时防褐变和生长情况均比 

较好，也是良好的吸附剂 。 

4 金属离子的应用 

金属离子 Cu 是酚类合成及氧化酶类的组成成分，金属螯 

合剂为抑制剂，可以把cu“从酶中螯合出来，形成稳定的螯合 

物，使多酚氧化酶失去活性，cu“的细微增加便可加重褐 

变 ]。金属离子 Mn 是氧化酶类的辅助因子，Mn 对褐变的 

影响不如cü 明显。植物细胞内源乙烯水平的升高也会加深 

褐变，Ag 可抑制乙烯的增加，Ag 在适当的水平可显著抑制褐 

变 。 

5 多酚氧化酶的热激处理 

采用45℃热激处理多酚氧化酶 45min，对克服褐变也是有 

效的，因该酶不耐热，在45～5O℃以上活性迅速下降，40qC以下 

则保持稳定活性 J，但是对组织的活力有较大的损伤。因此使 

用热激处理方法抑制褐变时，应谨慎选择温度和处理时间，以 

保证既可减轻褐变，又不致造成过重的伤害。 

综上所述，有关防止褐变的问题，尽管业内人士作了大量 

的工作，但由于其特殊的生物学特性，发生褐变的几率较高，而 

且即使培养出优良的愈伤组织进行继代或细胞悬浮培养时，不 

久即继发褐变，细胞随即停止生长，甚至死亡，所以解决褐化问 

题已是用细胞培养法生产紫杉醇的瓶颈问题。我们认为防止 

褐变应同时综合采用各种方法，从多方面减少褐变的发生或减 

轻褐变造成的损伤。值得说明的一点是，对红豆杉细胞培养而 

言，无论采取那种防止褐变的处理措施，都既要考虑到方法的 

经济实用，又要不能与红豆杉细胞培养目的相矛盾，更不能影 

响其进一步的增殖和分化，否则防褐变就很难达到既定的目 

标。 
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