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　　摘要：以中国红豆杉的嫩枝和试管苗为外植体，采用三因子Ｄ饱和最优设计方案，筛选最适合诱导

茎段、叶片愈伤组织和分化芽的培养基。结果表明：ＷＰＭ＋６ＢＡ２．２５ｍｇ／Ｌ＋２ｉｐ１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ

０．２ｍｇ／Ｌ和 ＷＰＭ＋６ＢＡ３．４ｍｇ／Ｌ＋２ｉｐ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ为茎段、叶片最适合诱导愈伤

组织的培养基；ＷＰＭ＋６ＢＡ３．４ｍｇ／Ｌ＋２ｉｐ４．５ｍｇ／Ｌ为最适合茎段愈伤组织分化芽的培养基；ＷＰＭ

＋ＮＡＡ０．４ｍｇ／Ｌ为适合生根的培养基。
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　　中国红豆杉（犜犪狓狌狊狑犪犾犾犻犮犺犻犪狀犪ｖａｒ．犮犺犻狀犲狀狊犻狊）

为红豆杉科红豆杉属常绿乔木。红豆杉属植物，全世

界有１１种，中国原产有４个种１个变种，即中国红豆

杉（中国特有物种）、东北红豆杉、云南红豆杉、西藏红

豆杉、南方红豆杉（变种）。红豆杉是植物界的活化石，

国家一级重点保护珍稀濒危植物。从红豆杉中提取的

紫杉醇及其衍生物是目前世界上公认的广普、高活性

抗癌药物，被称为“晚期癌症的最后一道防线”［１－２］。

从一棵红豆杉树皮中提取的紫杉醇含量仅为

０．０１％～０．０５％。治疗一个癌症病人需要３～６棵

１００年的红豆杉树皮用于提取紫杉醇子
［４］。红豆杉在

自然条件下生长缓慢，再生能力差，种子处于深休眠状

态，需经两冬一夏才能萌发，发芽率低［５］。人工繁殖主

要靠扦插和种子育苗移栽等方法［６－８］，但繁殖速度较

慢，繁殖材料利用率低，无法满足紫杉醇提取所需用的

原料［９］。利用组织培养技术工厂化生产红豆杉种苗，

再进行人工栽培，是解决紫杉醇原料短缺的途径

之一［１０］。

近年来有关红豆杉的研究主要集中在人工种植，

组织和细胞培养［１０－１３］，微生物和基因工程［１４－１６］，遗传

转化［１６］，紫杉醇的合成、化学提取等方面［１６－１７］。通过

寻找最优化的愈伤组织诱导培养基和愈伤组织分化培

养条件，建立高效的植株再生系统及组培体系，以期为

中国红豆杉基因工程的遗传转化，组培生产大量的愈

伤组织或悬浮细胞，从中提取紫杉醇提供技术参考。

１　材料和方法

１．１　材料

试验用的中国红豆杉枝条采自甘肃省陇南市徽

县，２０１６年６月剪取８年龄当年生的嫩枝。中国红豆

杉的试管苗由甘肃农业大学农学院组培实验室提供。

１．２　方法

１．２．１　外植体的灭菌处理及培养　将采回来的枝条

剪去叶片后剪切成２～４ｃｍ长的段，每段带２～３个侧

芽，先用洗衣粉溶液浸泡１０～１５ｍｉｎ，再用自来水冲洗

４０ｍｉｎ，在超净工作台上，用７５％的乙醇浸泡３０ｓ后用

１５％的８４消毒液浸泡１２～１５ｍｉｎ，再用０．１％的

ＨｇＣｌ２消毒６～１０ｍｉｎ，无菌水冲洗４～５次，然后接种

到 ＷＰＭ附加植物生长调节剂２ｉｐ，６ＢＡ和ＮＡＡ的

初代培养基上。培养条件在２５±２℃，１６ｈ／ｄ、１６００～

２０００ｌｘ光照条件下培养。

２０１ 　　　　　　ＧＲＡＳＳＬＡＮＤＡＮＤＴＵＲＦ（２０１９）　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３９Ｎｏ．５



１．２．２　愈伤组织诱导和芽分化培养　将试管苗的叶

片剪为长０．５ｃｍ的小片，茎剪切成１ｃｍ小段，分别接

种到愈伤组织诱导的１０种培养基（接种时茎段平放于

培养基上，叶片的上表皮面与培养基接触）。每瓶培养

基上接种１０块，每个处理接种３瓶，每个处理设３个

重复。将接种好材料的三角瓶和培养皿置于人工气候

箱，在（２５±１）℃、１２ｈ／ｄ、１６００ｌｘ光照条件下进行培

养。培养１０ｄ后观察出愈时间，３０ｄ后统计愈伤组织

诱导率，５０ｄ后统计芽分化率和出苗的情况。

出愈率＝愈伤化外植体数／总接种外植体数×

１００％

分化率＝分化出芽愈伤组织数／总愈伤组织数×

１００％

各处理，各阶段培养所用的培养基，全部以 ＷＰＭ

为基本培养基，附加ＡＣ０．３％、蔗糖３％、琼脂０．６％，

ｐＨ５．８。

１．２．３　试验设计及数据处理　试验设计和数据处理

采用《农业田间试验统计分析软件》［１８］。

１．３　选择试验因素确定上、下线水平

根据红豆杉组织和细胞培养等相关文献报

道［１６－１７］，以３种外源激素最高使用浓度为上限，以不

使用为下限进行设计（表１）。

表１　３种外源激素使用浓度上、下界值

犜犪犫犾犲１　犝狆狆犲狉犪狀犱犾狅狑犲狉犾犻犿犻狋狊狅犳狋犺狉犲犲犲狓狅犵犲狀狅狌狊犺狅狉犿狅狀犲狊

上、下界
因子／（ｍｇ·Ｌ

－１）

犡１（ＮＡＡ） 犡２（６ＢＡ） 犡３（２ｉｐ）

上界下界 ０．４０ ４．５０ ６．００

１．４　外源激素犖犃犃，６犅犃和２犻狆配比组合及浓度实

际值

为了减轻工作量，试验对３种外源激素浓度和不

同配比采用了三因子Ｄ饱和最优设计
［１９］。根据３种

外源激素使用的浓度上、下界值，计算浓度梯度的变化

区间，再按照三因素Ｄ饱和最优设计表配置出１０种

组合（表２）。

表２　各培养基３种外源激素组合编码及实际值

犜犪犫犾犲２　犆狅犱犻狀犵犪狀犱犪犮狋狌犪犾狏犪犾狌犲狊狅犳狋犺狉犲犲犲狓狅犵犲狀狅狌狊犺狅狉犿狅狀犲狊犻狀犲犪犮犺犿犲犱犻狌犿

培养基

代号

因子编码值

犡１ 犡２ 犡３

实际值／（ｍｇ·Ｌ
－１）

犡１′ 犡２′ 犡３′

摩尔浓度比

ＮＡＡ∶６ＢＡ∶２ｉｐ

１ －１ －１ －１ ０ ０ ０ －

２ １ －１ －１ ０．４０ ０ ０ １∶０∶０

３ －１ １ －１ ０ ４．５０ ０ ０∶１∶０

４ －１ －１ １ ０ ０ ６．００ ０∶０∶１

５ －１ ０．１９２５ ０．１９２５ ０ ２．６８ ３．５８ ０∶１．２∶１

６ ０．１９２５ －１ ０．１９２５ ０．２４ ０ ３．５８ １∶０∶８

７ ０．１９２５ ０．１９２５ －１ ０．２４ ２．６８ ０ １∶９∶０

８ －０．２９１２ １ １ ０．１４ ４．５０ ６．００ １∶２７∶２３

９ １ －０．２９１２ １ ０．４０ １．５９ ６．００ １∶３∶８

１０ １ １ －０．２９１２ ０．４０ ２．１３ ２．１３ １∶９∶３

１．５　结果统计分析

统计资料采用多元回归分析，即先建立结构矩阵，

解线性方程组得到相关矩阵和解。当回归模型通过拟

合性检验后，利用回归方程寻求优化的因子组合，以获

得外源激素浓度和配比的优化组合。

２　结果与分析

２．１　不同的外源激素浓度配比对中国红豆杉试管苗

茎段愈伤组织及分化成苗的影响

将中国红豆杉试管苗的茎段和叶片分别接种到

１０种６ＢＡ，ＮＡＡ和２ｉｐ不同浓度配比的 ＷＰＭ 培养

基上，３０ｄ后统计愈伤组织诱导率，５０ｄ后统计分化

率（表３）。

运用多元二次数学模型犢 ＝犫０ ＋∑犫犼犡犼 ＋

∑犅犻犼犡１犡３＋∑犅犻犼犡犼
２ ，对试管苗茎段的愈伤组织

诱导率、芽分化率、根诱导率进行统计，分别得到三元

二次回归方程：

犢（狊愈）＝０．９３０－０．０３７犡１－０．０３９犡２－０．０３５犡３

－０．０３９犡１犡２－０．０１６犡１犡３－０．００８犡２犡３－０．０７４犡１
２

－０．０４犡２
２－０．０３０犡３

２

（狉＝０．９４６６，犳＝８３．９３２）
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表３　３种外源激素浓度配比下中国红豆杉试管苗茎段

愈伤组织诱导率及分化成苗率

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺狉犲犲犲狓狅犵犲狀狅狌狊犺狅狉犿狅狀犲狊狅狀犮犪犾犾狌狊犪狀犱

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀狅犳狋犪狓狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊狋犲狊狋狋狌犫犲狊犲犲犱犾犻狀犵狊

外植体 培养基
愈伤组织

诱导率／％

根分化

率／％

芽分化

率／％

试
管
苗
茎
段

１ ８１．３３ ３５．６７ ０

２ ８５．６７ ６２．００ １７．３３

３ ８３．３３ ０ ０

４ ８２．００ ２４．６７ ０

５ ９１．００ １６．６７ ４０．６７

６ ９２．００ ０ ０

７ ９４．３３ ２５．６７ ０

８ ８２．００ ２２．３３ ３２．００

９ ７６．６７ １４．００ ４３．００

１０ ７４．３３ １４．００ １３．６７

试
管
苗
叶
片

１ ０ ０ －

２ ４３．００ ８１．６７ －

３ ２４．００ ０ －

４ ２５．３３ ０ －

５ ４１．６７ ６２．００ －

６ １３．００ ３０．３３ －

７ ９２．００ ２．６７ －

８ １４．３３ １６．６７ －

９ ３３．６７ １３．６７ －

１０ ２７．３３ ０ －

犢（犛根）＝０．０４６－０．０２７犡１－０．０３７犡２－０．０４９犡３－

０．０１２犡１犡２－０．１２５犡１犡３－０．１２８犡２犡３－０．１２８犡１
２－

０．０５６犡２
２－０．１５４犡３

２

（狉＝０．９８７６，犳＝９０．５２１）

犢（犛芽）＝０．９３０－０．０３７犡１－０．０３９犡２－０．０３５犡３

－０．０３９犡１犡２－０．０１６犡１犡３－０．００８犡２犡３－０．７４犡１
２

－０．０４７犡２
２－０．０３０犡３

２

（狉＝０．９４６６，犳＝８３．９３２）

由于试管苗的叶片培养均未发生芽分化，因此只

对不同外源激素浓度和配比对叶片愈伤和生根的影响

效应进行多元回归分析，得到三元二次方程：

犢（１愈）＝０．６１１－０．０４１犡１－０．００８犡２－０．０８９犡３

－０．００６犡１犡２－０．１８１犡１犡３－０．０３２犡２犡３－０．１８０犡１
２

－０．３７７犡２
２－０．１８７犡３

２

（狉＝０．９９２９，犳＝１５４．７４９）

犢（１根）＝０．１２９－０．０１８犡１－０．０９１犡２－０．０３８犡３

－０．２３７犡１犡２－０．１８４犡１犡３－０．１４６犡２犡３－０．１２８犡１
２

－０．０５６犡２
２－０．１５４犡３

２

（狉＝０．９８７９，犳＝９０．５２１）

２．２　犇饱和最优设计对中国红豆杉茎段培养的不同

外源激素浓度和配比寻优

利用回归方程寻优，得到中国红豆杉试管苗茎段、

叶片愈伤组织诱导、芽、根分化的３种外源激素使用浓

度较优组合（表４）。

表４　犇饱和最优设计对中国红豆杉茎段培养的３种外源激素浓度和配比寻优

犜犪犫犾犲４　犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狊犪狋狌狉犪狋犲犱犇狅狆狋犻犿犪犾犱犲狊犻犵狀犳狅狉狋犺犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀犪狀犱狉犪狋犻狅狅犳狋犺狉犲犲犲狓狅犵犲狀狅狌狊

犺狅狉犿狅狀犲狊犮狌犾狋狌狉犲犱犻狀狋犺犲狊狋犲犿狊狅犳狋犪狓狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊

外植体 外源激素

愈伤组织诱导

编码值
实际值

／（ｍｇ·Ｌ
－１）

芽分化

编码值
实际值

／（ｍｇ·Ｌ
－１）

根分化

编码值
实际值

／（ｍｇ·Ｌ
－１）

试
管
苗
茎
段

ＮＡＡ ０ ０．２ －１ ０ １ ０．４

６ＢＡ －１．５ ２．２５ ０．５ ３．４ －１ ０

２ｉｐ －１ １．５ ０．５ ４．５ －１ ０

ＮＡＡ∶６ＢＡ∶２ｉｐ
近似值

１∶５∶０ ０∶１∶１．２ １∶０∶０

试
管
苗
叶
片

ＮＡＡ ０．５ ０．３ － － １ ０．４

６ＢＡ ０ ３．４ － － －１ ０

２ｉｐ －１ ３．０ － － －１ ０

ＮＡＡ∶６ＢＡ∶２ｉｐ
近似值

１∶６∶０ － １∶０∶０
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　　结果表明，在培养基 ＷＰＭ 中添加了 ＮＡＡ０．２

ｍｇ／Ｌ、６ＢＡ２．２５ｍｇ／Ｌ、２ｉｐ１．５ｍｇ／Ｌ，当生长素／细

胞分裂素摩尔浓度比为１∶５时，有利于茎段脱分化形

成愈伤组织；（２）在培养基 ＷＰＭ 中只添加 ＮＡＡ０．４

ｍｇ／Ｌ对根分化有利；（３）在培养基 ＷＰＭ 中只添加

６ＢＡ３．４ｍｇ／Ｌ与２ｉｐ４．５ｍｇ／Ｌ，不加ＮＡＡ，当两种

激素摩尔浓度比为１∶１．２时，有利于芽分化；（４）在培

养基 ＷＰＭ 中 添 加 ＮＡＡ ０．３ ｍｇ／Ｌ 和 ６ＢＡ

３．４ｍｇ／Ｌ、２ｉｐ３．０ｍｇ／Ｌ，摩尔浓度比增大到（１∶６）

时，有利于叶片脱分化形成愈伤组织。

３　讨论

（１）组织培养技术是生物工程技术的基础，在红豆

杉细胞培养和基因工程的遗传转化工作中建立好的植

株再生体系主要依赖于植物组织培养技术，与一般的

植物组织培养相比要求更高，内容更加复杂。首先要

有一个高频的再生系统，其中包括外植体的选择，最佳

培养基和适宜品种的确定等。试验对中国红豆杉试管

苗的茎段及叶片的再生能力进行了研究，经过试验对

比，初步确定试管苗茎段是比较容易再分化的材料，具

有生长状况易于确定，诱导率高、分化能力较强的突出

特点，试验结果与 ＷａｎｇＧＹ等
［２０］的研究基本一致。

用试管苗叶片诱导出来的愈伤组织容易死亡，再生能

力差，试验结果与甘烦远等［２１］的研究结论相似。因

此，用叶片作细胞培养和遗传转化的受体材料有待进

一步研究。

（２）好的细胞培养和植株再生体系的基础是筛选

出好的培养基。红豆杉组织培养技术研究始于２０世

纪８０年代，文献报道的培养基配方中的基本成分大部

分是 ＭＳ或Ｂ５等
［２１－２２］，在试验中变化最多的是植物

生长调节剂，尤其是生长素和细胞分裂素［２３］。通常筛

选最佳培养基配方采用的方法是将激素设计为系列浓

度，然后组配所有可能的组合，进行培养筛选。如果将

这一方法应用到细胞培养和遗传转化体系的培养基筛

选中工作量很大。为了得到可靠的试验数据，在试验

中快速、准确的设计和处理大量的数据，可采用三因素

Ｄ饱和最优设计方法。采用了以 ＷＰＭ 为基本培养

基，附加０．３％ＡＣ、３％蔗糖、０．６％琼脂，ｐＨ５．８，针对

６ＢＡ，２ｉｐ和ＮＡＡ，用三因素Ｄ饱和最优设计配置１０

个组合，筛选出了适合诱导茎段和叶片愈伤组织的培

养基，茎段愈伤组织分化芽的培养基和生根培养基。

４　结论

对植物生长调节剂６ＢＡ，２ｉｐ和ＮＡＡ应用三因

素Ｄ饱和最优设计方法，在配置的１０个组合培养基

中筛 选 出 了 ＷＰＭ ＋６ＢＡ ２．２５ ｍｇ／Ｌ＋２ｉｐ

１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ为最适合诱导茎段愈伤

组织的培养基。ＷＰＭ＋６ＢＡ３．４ｍｇ／Ｌ＋２ｉｐ３．０

ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ为叶片最适合诱导愈伤组织

的培养基；ＷＰＭ＋６ＢＡ３．４ｍｇ／Ｌ＋２ｉｐ３．０ｍｇ／Ｌ

为最适合茎段愈伤组织分化芽的培养基，ＷＰＭ＋

ＮＡＡ０．４ｍｇ／Ｌ为适合的生根培养基。

从试管苗茎段和叶片的再生能力比较试验中发

现，用叶片诱导出来的愈伤组织，随着培养时间的延长

和继代次数的增加，愈伤组织逐渐变黑死亡，未能分化

出芽。初步判断试验中筛选的培养基适合试管苗茎段

的植株再生培养，而不适合叶片的植株再生培养。
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