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摘  要：以喜树的幼嫩叶片为材料，探讨了 MS、SH、B5 基本培养基和不同激素（2,4-D、NAA、6-BA）配比
对愈伤组织诱导及继代培养的影响，并筛选喜树细胞悬浮培养体系的最优培养基配方．结果表明，喜树幼嫩叶片
外植体诱导愈伤培养以 SH+2.0 mg/L NAA +0.5 mg/L 6-BA为最优，愈伤组织诱导率为 92%．继代培养以 MS+2.0 
mg/L 6-BA +0.5 mg/L NAA为最适，在此条件下诱导的愈伤组织质地疏松，适于进行悬浮培养． 
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Establishment of the cell suspension culture  
system of Camptotheca acuminata 
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Abstract：The young leaves and stems of Camptotheca acuminata were used as the materials to study the effects of 
basic media and the phytohormone combination on callus induction and subculture of the callus and screen out the best 
cultural formula for cell suspension culture system of Camptotheca acuminata. The results showed that most suitable 
medium for callus induction was SH with 2.0 mg/L NAA and 0.5 mg/L 6-BA, and the callus inducing rate was 92%. MS 
medium with 2.0 mg/L 6-BA and 0.5 mg/L 

 
喜树碱(camptothecin，CPT)具有抗癌活性

NAA was found to be the best subculture medium formula, and the callus 
induced under these conditions and it was suitable for cell suspension culture. 
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[1]．由
于喜树碱在植物组织中含量低，仅为干重的
0.02%~0.6%[2-3]

(1) 取喜树幼叶作为外植体，流水下反复冲洗

并晾干，以 75%的乙醇溶液消毒 30 s，无菌水冲洗
1 次，再转入 0.1%HgCl

，且野生状态下喜树资源不稳定，
单纯靠从植物中提取喜树碱不能满足需要．笔者以
喜树幼叶为外植体，研究在不同的培养基上诱导愈
伤组织及继代培养愈伤组织，进而建立喜树的细胞
悬浮培养体系，以期为利用愈伤组织或悬浮细胞培
养进行喜树碱的工业化生产提供参考． 

1  材料与方法 
1.1  材  料 

2

(2) 以MS、SH、B5 为基本培养基，附加不同
质量浓度(0.2、0.5、1 mg/L) 6-BA、2,4-D(0.5、1、
2 mg/L)、NAA(1、2、5 mg/L)等，设置愈伤组织诱
导、愈伤组织继代、愈伤组织悬浮培养 3 种培养
基．培养基中蔗糖质量浓度为 30 g/L，琼脂 0.7%，
pH5.8~6.0．培养条件为：温度（25±2）℃，光照度
1 500~2 000 lx，每天光照 12~14 h

溶液消毒 6~8 min，无菌水
冲洗 3~4 次，晾干后切成 0.5 cm×0.5 cm的小块．喜
树碱(CPT)标准样品为Seebio产品，纯度为 98.0%． 

[4]． 
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1.2  方  法 

1.2.1  基本培养基的筛选和愈伤组织的诱导 
将外植体分别接种在MS+1 mg/L NAA+0.5 mg/L 

2,4-D+0.2 mg/L 6-BA、SH +1 mg/L NAA +0.5 mg/L 
2,4-D+0.2 mg/L 6-BA、B5 +1 mg/L NAA +0.5 mg/L 
2,4-D+0.2 mg/L 6-BA 培养基上，观察不同培养基对
愈伤组织诱导的影响．在基本培养基筛选的基础
上，选出最优基本培养基．以最优基本培养基为培
养基，设计 18 种不同激素组合的诱导培养基，每
种组合 10 瓶，每瓶接种外植体 3 块，连续培养 30 d，
观察并统计诱导结果． 
1.2.2  愈伤组织生长曲线的制定 

选取长势较好的愈伤组织，继代培养在 MS+ 
2.0 mg/L 6-BA+0.5 mg/L NAA和SH+2.0 mg/L 6-BA+ 
0.5 mg/L NAA 培养基上，接种量约为 2 g/瓶，连续
培养 25 d．每 5 d 取样称重 1 次，每个处理 3 次重
复，结果取平均值． 
1.2.3  细胞悬浮培养体系的建立 

取连续继代 4 次、质地疏松易碎的愈伤组织，
接种于附加 2.0 mg/L 6-BA 和 0.5mg/LNAA 的 MS、
SH、B5 液体培养基中进行悬浮培养，观察培养物
状态，测定细胞生长量及喜树碱含量．悬浮培养条
件：pH 值约 5.8，摇床转速 120 r/min，100 mL 三
角瓶中液体培养基为 80 mL，接种量约为 20 g/L，
培养周期为 20 d． 
1.2.4  愈伤组织喜树碱含量的测定 

参照文献[5~6]方法进行． 

2  结果与分析 

2.1  不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响 

叶片外植体在 3种基本培养基上均能诱导出愈
伤组织，以SH培养基启动最快，培养 5 d后即可观
察到外植体膨大、卷曲，12 d后叶片外植体周围长
出淡黄色的愈伤，愈伤组织均长在贴近培养基的一
面，随着培养时间的延长，有的愈伤组织表面变成
红色(此红色物质为喜树愈伤组织在光诱导下产生
的花色苷[7]

2.2  不同激素组合对愈伤组织诱导的影响 

)．30 d后统计诱导结果显示，在SH基本
培养基上诱导率最高，为 81%，且出愈伤时间最短，
为 12 d，而B5、MS 基本培养基上的诱导率偏低，
分别为 50%和 32%，出愈伤时间分别为 15 d和 18 

d．故采用SH培养基为基本培养基． 

以 SH 培养基为基本培养基，考察激素组合对
喜树叶片愈伤组织诱导培养的影响．结果(表 1)发
现，NAA 的诱导效果比 2,4-D 要好，其中以 5 号和
6 号培养基的诱导率较高，分别达到 92%和 90%，
且愈伤组织的生长势较好，愈伤组织呈淡黄色或有
粉红色的小颗粒，质地比较紧密，经多次继代后适
于进行悬浮培养．故愈伤组织诱导以 SH+2.0 mg/L 
NAA +0.5 mg/L 6-BA 培养基较好． 

表 1  不同激素组合对喜树愈伤组织诱导的影响 
Table 1  Effects of combinations of different hormone on callus 

induction of Camptotheca acuminata 

序号 
激素组合及质量 
浓度/(mg·L－1

接种外植 
) 体/块 

出愈外植 
体/块 

诱导率 
/% 

生长势 

1 6-BA0.2+NAA1 21 10 48 较好 
2 6-BA0.2+NAA2 28 21 76 好 
3 6-BA0.2+NAA5 15 10 67 较好 
4 6-BA0.5+NAA1 24 13 56 一般 
5 6-BA0.5+NAA2 24 22 92 好 
6 6-BA0.5+NAA5 25 22 90 好 
7 6-BA1+NAA1 18 7 38 一般 
8 6-BA1+NAA2 22 14 66 较好 
9 6-BA1+NAA5 30 19 63 较好 

10 6-BA0.2+2,4-D0.
5 

27 4 15 一般 

11 6-BA0.2+2,4-D1 13 3 26 较好 
12 6-BA0.2+2,4-D2 24 10 45 较好 
13 6-BA0.5+2,4-D0.

5 
21 4 18 一般 

14 6-BA0.5+2,4-D1 24 7 32 较好 
15 6-BA0.5+2,4-D2 21 9 45 好 
16 6-BA1+2,4-D0.5 18 4 23 一般 
17 6-BA1+2,4-D1 23 11 48 较好 
18 6-BA1+2,4-D2 30 17 59 较好 
诱导率均以未污染外植体计数；激素后数值表示质量浓度． 

2.3  愈伤组织生长曲线 

比较 MS 和 SH 培养基上继代培养的情况(图
1)，发现 SH 培养基上的愈伤组织经继代 1~2 次后，
松软湿润，表面呈水渍状，不适于进行悬浮培养，
因此继代培养选用 MS+2.0 mg/L 6-BA+0.5 mg/L 
NAA 培养基，25 d 继代 1 次，连续继代 4 次后，挑
选疏松易碎的愈伤组织进行悬浮培养．愈伤组织的
生长曲线如图 2 所示．愈伤组织生长曲线呈 S 形，
0~10 d 为延迟期，细胞生长缓慢，10 d 后进入对数
生长期，持续至第 25 天，是生物量积累的主要阶
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段，25 d 后为细胞生长平稳期． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1  MS 培养基上诱导的愈伤组织；2  SH 培养基上诱导的愈伤组织；3  B5 培养基上诱导的愈伤组织；4  SH 培养 
基上继代 1 次的愈伤组织；5  MS 培养基上继代 1 次的愈伤组织；6  MS 培养基上继代 4 次的愈伤组织． 

图 1  喜树幼叶愈伤组织的诱导 
Fig.1  Callus induction of Camptotheca acuminata,

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2  愈伤组织生长曲线 

     Fig.2  The growth curve of callus 
 

2.4  细胞悬浮培养体系 

s leave 

表 2 结果显示，喜树细胞在 SH 培养基中生长量
最低，并且在生长过程中有褐化死亡现象；在 MS，
B5 培养基中细胞生长量较大，但 MS 培养基中次生
代谢物质 CPT 积累量较高，因此，MS 培养基可作
为喜树细胞悬浮培养的最适培养基．培养过程中每
20 d 继代 1 次，连续继代 4 次后，愈伤组织建立的
细胞悬浮系生长迅速，颜色淡黄，分散性和均一性
较好． 

表 2  培养基对悬浮细胞培养的影响 
Table 2  Effects of different media on suspension culture 

培养基 细胞鲜重增重/g CPT含量/(µg·g－1 培养基状态 ) 细胞 

SH      4.39    23.4 褐色浑浊 深褐色 
MS 7.26    22.8 黄色浑浊 黄白色 

B5      7.68    13.8 黄色浑浊 淡黄色 
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