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摇瓶培养条件下雷公藤不定根生长
及次生代谢产物含量的研究
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摘　 要: 以雷公藤(Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ Ｈｏｏｋ. ｆ.)不定根为材料ꎬ 研究摇瓶悬浮培养条件下接种密度、 装液比

例、 逐级放大、 消泡剂、 大孔吸附树脂种类及浓度对雷公藤不定根增长量、 不定根及培养基中雷公藤内酯醇、
雷公藤吉碱、 雷公藤次碱含量的影响ꎮ 结果显示ꎬ 接种密度在 １５ ｇ / Ｌ (ＦＷ)时较适合不定根的继代培养和次生

代谢产物的积累ꎮ ２５０ ｍＬ 摇瓶中装入 １００ ｍＬ 培养基ꎬ 即装液量为 ２ / ５ 时ꎬ 培养基利用率最高ꎮ 随着摇瓶体积

的逐渐放大ꎬ 不定根增长量和 ３ 种次生代谢产物含量略有下降ꎬ ５ Ｌ 摇瓶中不定根增长量为对照的 ９１􀆰６％ꎬ 内酯

醇、 吉碱和次碱的含量分别为对照的 ９１􀆰８％、 ９１􀆰７％和 ９６􀆰９％ꎮ ６ 种大孔吸附树脂中ꎬ ＸＡＤ￣７ 处理对不定根的

生长有明显促进作用ꎬ 培养结束时ꎬ ３ 种次生代谢产物产量显著提高ꎬ 当 ＸＡＤ￣７ 浓度为 ０􀆰５ ｇ /瓶时不定根增长

量为对照的 １􀆰２ 倍ꎬ 内酯醇、 吉碱和次碱产量最高ꎬ 分别为对照的 ２􀆰９、 ２􀆰４ 和 ２􀆰２ 倍ꎮ 培养基中添加消泡剂后

不定根增长量、 ３ 种次生代谢产物总产量均不同程度下降ꎬ 其中ꎬ ＬＸ￣６０３ 处理后ꎬ 虽然不定根增长量为对照的

８５％ꎬ 内酯醇、 吉碱和次碱产量分别为对照的 ７８％、 ６４％和 ８７％ꎬ 但明显抑制了培养过程中泡沫的产生ꎮ 研究

结果表明筛选的摇瓶逐级放大培养雷公藤不定根的方法效果较好ꎬ 可为雷公藤不定根生物反应器放大培养奠定
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　 　 雷公藤(Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ Ｈｏｏｋ. ｆ.)作为

传统的杀虫植物ꎬ 在古书中有“菜虫药”之称ꎬ 早

在 ２０ 世纪 ３０ 年代我国就开始对雷公藤的杀虫作

用进行研究[１]ꎮ 因其杀虫活性较好ꎬ １９３５ 年被引

种到美国ꎬ 用于小菜蛾(Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ Ｌ.)、 菜

青虫(Ｐｉｅｒｉｓ ｒａｐａｅ Ｌ.)和苹果小卷蛾(Ａｄｏｘｏｐｈｙｅｓ
ｏｒａｎａ Ｆｉｓｃｈｅｒ ｖｏｎ Ｒｏｓｌｅｒｓｔａｍｍ)的防治[２]ꎮ 自 ２０
世纪 ７０ 年代初发现雷公藤具有抗肿瘤、 抗风湿[３]

等作用后ꎬ 研究重心转向医学ꎮ 随着科学技术的发

展ꎬ 对雷公藤的研究也不断深入ꎬ 发现其次生代谢

产物中的雷公藤内酯醇具有抗炎、 免疫抑制、 避孕

及提高抗癌性等作用[４－６]ꎬ 雷公藤生物碱对菜青

虫、 粘虫(Ｍｙｔｈｉｍｎａ ｓｅｐａｒａｔａ Ｗａｌｋｅｒ)等均有较好

的毒杀、 拒食及种群抑制等作用[７－９]ꎮ 雷公藤为木

本植物ꎬ 其有效成分主要存在于根皮中[１０－１３]ꎬ 一

般人工种植 ７ 年ꎬ 根直径达 ２ ~ ３ ｃｍ 时才能达到

用药标准[１４]ꎮ
为了保护自然资源ꎬ 更好地发展雷公藤产业ꎬ

本实验室通过组培技术对雷公藤次生代谢产物开展

了一系列研究ꎬ 从雷公藤不定根中获得了雷公藤内

酯醇且含量超过自然生长的根皮[１５ꎬ １６]ꎮ 但是ꎬ 在

使用三角瓶或发酵罐进行液体培养时ꎬ 为了增加发

酵液中的溶氧密度ꎬ 一般会采用摇床连续转动或剧

烈搅拌ꎬ 而此过程易产生过量泡沫ꎬ 造成漫灌跑

液、 使发酵罐容积利用率低、 易染菌、 影响氧气传

递、 代谢气体不易排出而影响呼吸作用等[１７ꎬ １８]ꎮ
为了解决这一问题ꎬ 生产中往往会添加一定的消泡

剂来缓解泡沫的产生ꎮ

基于此ꎬ 本实验进一步对消泡剂、 逐级放大、
接种密度、 装液量以及大孔吸附树脂等相关条件进

行筛选ꎬ 以期为雷公藤不定根生物反应器放大培养

奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料、 试剂及仪器

雷公藤不定根为本实验室经过多次继代培养保

存的材料ꎮ 雷公藤内酯醇、 雷公藤吉碱和雷公藤次

碱标准品由上海同田生物技术有限公司提供ꎮ 大孔

吸 附 树 脂 ＸＡＤ￣２、 ＸＡＤ￣７、 ＨＰ￣２０、 ＡＤＳ￣８ 和

ＡＤＳ￣Ｆ８ 为分析纯(郑州勤实科技有限公司)ꎮ 消泡

剂 ＬＸ￣６０３(上海立奇化工)、 ＦＢ(江苏康力)为食品

级ꎮ 乙腈为色谱纯ꎬ 水为超纯水ꎬ 其他试剂为分析

纯ꎮ 实验仪器为高效液相色谱仪 (Ｗａｔｅｒｓ ６００Ｅꎬ
Ｍｉｌｆｏｒｄꎬ ＵＳＡ)、 Ｗａｔｅｒｓ ２４７８ 紫外检测器ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 雷公藤不定根生长及对次生代谢产物含量

的影响

(１)接种密度对不定根生长及次生代谢产物含

量的影响实验: 接种密度分别为 ５、 １０、 １５、 ３０、
６０ ｇ / Ｌ 不定根(ＦＷ)ꎻ (２)装液量对不定根生长及

次生代谢产物含量的影响实验: 选用 ２５０ ｍＬ 摇

瓶ꎬ 分别加入培养基 ５０、 ７０、 ９０、 １００、 １２０、
１５０ ｍＬꎻ (３)逐级放大培养实验: 选用 ２５０、 ５００、
１０００、 ２０００、 ３０００、 ５０００ ｍＬ 摇瓶ꎬ 分别加入培

养基体积为摇瓶体积的 ２ / ５ꎻ (４)大孔吸附树脂实

验: 分 别 加 入 Ｄ２０１、 ＸＡＤ￣２、 ＸＡＤ￣７、 ＨＰ￣２０、

４９ 植 物 科 学 学 报 第 ３７ 卷　



ＡＤＳ￣８ 和 ＡＤＳ￣Ｆ８ 各 ０􀆰５ ｇ /瓶ꎻ (５)大孔树脂最佳

添加量实验: 选用 ＸＡＤ￣７ꎬ 浓度分别为 ０􀆰１、 ０􀆰３、
０􀆰５、 ０􀆰７、 １􀆰０ ｇ /瓶ꎻ (６)消泡剂实验: 选用 ＬＸ￣６０３
和 ＦＢꎬ 分别加入 ０􀆰１ ｍＬ /瓶ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 大孔吸附树脂预处理

实验前ꎬ 先对大孔吸附树脂进行预处理: 将

Ｄ２０１、 ＸＡＤ￣２、 ＸＡＤ￣７、 ＨＰ￣２０、 ＡＤＳ￣８ 和

ＡＤＳ￣Ｆ８ 共 ６ 种不同型号的大孔吸附树脂用甲醇

在１２０ ｒ / ｍｉｎ 摇床上浸泡清洗 ３ 次ꎬ 每次 ５ ｈꎮ
１２１℃灭菌 ３０ ｍｉｎ 后烘干ꎬ 密封后室温保存、 备

用[１９ꎬ ２０] ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 雷公藤不定根中内酯醇、 雷公藤吉碱和雷

公藤次碱含量的测定

所用培养基均为 ＭＳ 附加 ４􀆰０ ｍｇ / Ｌ ＮＡＡ 和

０􀆰５ ｍｇ / Ｌ ＫＴꎬ 在高压灭菌前将 ｐＨ 值调至 ５􀆰８ ~
６􀆰０ꎬ 每组至少设 ３ 个重复ꎬ 培养条件为 (２５ ±
１)℃、 黑暗培养ꎬ 摇床转速为 １２０ ｒ / ｍｉｎꎮ 除特别

说明外ꎬ 均采用 ２５０ ｍＬ 摇瓶加入 １００ ｍＬ 培养基ꎻ
除接种密度实验外ꎬ 其它接种密度均为 １５ ｇ / Ｌ 不

定根(ＦＷ)ꎬ 培养 ３０ ｄ 后收获不定根及培养基ꎮ
将收获的不定根用去离子水冲洗后 ５０℃干燥

至恒重ꎬ 计算不定根增长量ꎬ 计算方法为: 不定根

增长量 ＝ 收获量 － 接种量ꎮ 将不定根粉碎过 １００
目筛ꎬ 保存于 ４℃冰箱ꎬ 用于测定雷公藤内酯醇、
雷公藤吉碱和雷公藤次碱含量ꎮ 将培养液分离后保

存于 ４℃冰箱ꎬ 用于测定雷公藤内酯醇、 雷公藤吉

碱和雷公藤次碱含量ꎮ 雷公藤不定根及培养基中雷

公藤内酯醇、 雷公藤吉碱和雷公藤次碱的提取及含

量测定参照文献[２１ꎬ ２２]的方法ꎮ
１􀆰 ３　 数据处理

采用 ＳＰＳＳ ｖ１６􀆰０ 软件对数据进行 ＡＮＯＶＡ 方

差分析ꎬ 用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 新复极差法检验数据之间的

差异显著性ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 接种密度对雷公藤不定根生长及次生代谢产

物含量的影响

在摇瓶培养时ꎬ 随着时间的延长不定根容易结

块ꎬ 所以在接种时需要把结块的不定根分开ꎬ 但散

开的不定根在培养过程中容易死亡ꎮ 研究结果显示

(图 １)ꎬ 将结块分离成 ５ ｇ 左右的小块ꎬ 在培养早

期不定根生长缓慢ꎬ 进入对数期较晚ꎬ 需延长培养

时间ꎻ 结块鲜重在 １５ ｇ 时较适合继代培养ꎬ 并且

次生代谢产物含量也逐渐增加ꎻ 结块过大不仅浪费

材料ꎬ 不定根增长量也明显下降ꎮ 不定根中次生代

谢产物含量随着接种量的增加而下降ꎬ 这可能是接

种量过大时不定根的生长时间较短ꎬ 次生代谢产物

积累量也随之下降ꎮ
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图 １　 接种量对雷公藤不定根生长
及次生代谢产物含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌｕｍ ｓｉｚｅ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ

ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ

２􀆰 ２　 装液量对雷公藤不定根生长及次生代谢产物

含量的影响

研究结果显示ꎬ 在 ２５０ ｍＬ 摇瓶中装入不同体

积的培养基ꎬ 不定根的增长量差异较大(图 ２)ꎮ 收

获时ꎬ 每瓶不定根增长量随着培养基体积的增加而

增加ꎬ 即当装液量为培养瓶的 ２ / ５ 时不定根增长

量最大ꎬ 此时培养基的利用率最高(考虑到培养基

的利用效率ꎬ 将增长量换算成每 １００ ｍＬ 培养基的

增长量)ꎬ 其不定根增长量为 １５０ ｍＬ 培养基的 １􀆰１
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图 ２　 装液量对雷公藤不定根生长
及次生代谢产物含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ ｖｏｌｕｍｅ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ

ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｔ. ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ
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倍ꎮ 不定根中内酯醇和生物碱含量随着每瓶培养基

体积的增加而下降ꎬ 可能是因为随着培养基体积的

增大ꎬ 无氧呼吸加剧ꎬ 抑制了不定根中次生代谢产

物的合成ꎮ
２􀆰 ３　 逐级放大对雷公藤不定根生长及次生代谢产

物含量的影响

在不同体积的摇瓶中ꎬ 按摇瓶体积的 ２ / ５ 加

入培养基ꎬ 在同一条件下震荡培养ꎬ 随着摇瓶体积

的增大ꎬ 每 １００ ｍＬ 培养基不定根增长量略有下

降ꎬ 在 ３ Ｌ 摇瓶中不定根增长量为对照的 ８０􀆰４％ꎬ
而 ５ Ｌ 的摇瓶中不定根增长量为对照的 ９１􀆰６％
(图 ３)ꎮ 随着摇瓶体积的逐渐增大ꎬ 不定根中内

酯醇及生物碱含量均逐渐下降ꎬ 在 ３ Ｌ 摇瓶中含

量最低ꎬ 内酯醇、 吉碱和次碱含量分别为对照的

７７􀆰２％、 ８１􀆰３％和 ８１􀆰６％ꎬ 但在 ５ Ｌ 摇瓶中ꎬ 这 ３
种代谢产物含量略有上升ꎬ 分别为对照的 ９１􀆰８％、
９１􀆰７％和 ９６􀆰９％ꎮ
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图 ３　 摇瓶体积对雷公藤不定根生长
及次生代谢产物含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｌａｓｋ ｔｙｐｅ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｔ. ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ

２􀆰 ４　 大孔吸附树脂对雷公藤不定根生长及次生代

谢产物含量的影响

２􀆰 ４􀆰 １　 大孔吸附树脂类型对雷公藤不定根生长及

次生代谢产物含量的影响

培养基中加入大孔树脂后ꎬ 不定根增长量及次

生代谢产物含量均发生了较大变化(图 ４)ꎮ 其中ꎬ
ＸＡＤ￣７ 和 ＡＤＳ￣Ｆ８ 处理后不定根增长量均明显高于

对照ꎻ 添加 ＡＤＳ￣Ｆ８ 后不定根增长量为对照的 １􀆰３
倍ꎻ 添加 ＸＡＤ￣２ 后不定根增长量最低ꎬ 仅为对照

的 １９％ꎮ 由于大孔树脂的吸附作用ꎬ 不定根中内

酯醇含量明显下降ꎬ 其中ꎬ Ｄ２０１ 处理的内酯醇含

量最少ꎬ 为对照的 ２１􀆰４％ꎬ 而不定根中吉碱和次

碱含量除了 ＸＡＤ￣２ 明显低于对照外ꎬ 其余均接近

或高于对照ꎬ 其中 Ｄ２０１ 处理吉碱含量最高ꎬ
ＸＡＤ￣７ 处理次碱含量最高ꎬ 均为对照的 １􀆰３ 倍ꎮ 大

孔吸附树脂处理后ꎬ 培养结束时培养基中次生代谢

物含量差异较大(图 ５)ꎬ 其中ꎬ ＸＡＤ￣７ 处理后培

养基中 ３ 种次生代谢产物含量提高最明显ꎬ 内酯醇

含量为对照的 ３􀆰３ 倍ꎬ 吉碱和次碱的含量分别为对

照的 １７􀆰６ 和 ４􀆰４ 倍ꎮ 通过大孔树脂吸附处理后ꎬ
不定根中次生代谢产物含量虽明显下降ꎬ 但培养基

中次生代谢产物的积累明显升高ꎬ 因此每瓶中次生

代谢产物总产量明显提高(图 ６)ꎮ 其中 ＸＡＤ￣７ 处

理后ꎬ 内酯醇、 吉碱和次碱产量最高ꎬ 分别为对照

的 ２􀆰９ 倍、 ２􀆰４ 倍和 ２􀆰２ 倍ꎮ
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图 ４　 树脂类型对雷公藤不定根生长
及次生代谢产物含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＲ (ｒｅｓｉｎ) ｔｙｐｅ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｔ. ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ
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图 ５　 树脂类型对培养基中次生代谢产物产量的影响
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＲ (ｒｅｓｉｎ) ｔｙｐｅ ｏｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

ｙｉｅｌｄ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ Ｔ. ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔｓ

２􀆰 ４􀆰 ２　 大孔吸附树脂添加量对雷公藤不定根生长

和次生代谢物含量的影响

培养基中添加低浓度的 ＸＡＤ￣７ 对不定根生长及

次生代谢产物的积累有明显促进作用ꎮ 当 ＸＡＤ￣７ 浓

度在 ０ ~ ０􀆰５ ｇ /瓶时ꎬ 不定根增长量随 ＸＡＤ￣７ 浓

度的增加而增加ꎬ ０􀆰５ ｇ /瓶时不定根增长量为对照

６９ 植 物 科 学 学 报 第 ３７ 卷　



的 １􀆰２ 倍(图 ７)ꎮ 但随着 ＸＡＤ￣７ 浓度的继续增加ꎬ
不定根逐渐变短、 卷曲ꎬ 生长速度明显下降ꎬ 当浓

度达 １􀆰０ ｇ /瓶时不定根增长量仅为对照的 ６３％ꎮ
随着 ＸＡＤ￣７ 浓度的增加树脂的吸附作用越来越强ꎬ
不定根中内酯醇等次生代谢产物含量逐渐下降ꎬ 培

养结束时ꎬ ＸＡＤ￣７ 浓度为 ０􀆰５ ｇ /瓶的培养瓶中 ３
种次生代谢产物的总产量最高ꎬ 随着 ＸＡＤ￣７ 浓度

的增加ꎬ 次生代谢产物均呈下降趋势ꎮ
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图 ６　 树脂类型对雷公藤不定根
及培养基中次生代谢物总产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＲ ( ｒｅｓｉｎ) ｔｙｐｅ ｏｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｙｉｅｌｄ ｐｅｒ ｆｌａｓｋ ｏｆ Ｔ. ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔｓ
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图 ７　 树脂添加量对雷公藤不定根生长
及次生代谢产物含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＲ ( ｒｅｓｉｎ) ｉｎｃｒｅｍｅｎｔ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ

ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｔ. ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ

２􀆰 ５　 消泡剂对雷公藤不定根生长及次生代谢产物

含量的影响

不定根在发酵罐中进行培养时会产生大量气

泡ꎬ 泡沫过量会造成发酵罐容积利用率降低ꎬ 从

而影响氧的传递ꎬ 因此需要在培养基中添加消泡

剂来减少其对不定根生长的影响ꎮ 实验结果显示ꎬ
ＬＸ￣６０３ 和 ＦＢ 两种消泡剂均能抑制泡沫产生ꎬ 但

对不定根生长及不定根中次生代谢产物含量均有不

同程度的抑制作用(图 ８)ꎬ 添加 ＬＸ￣６０３ 和 ＦＢ 后ꎬ

不定根增长量分别为对照的 ８５％和 ６０％ꎬ 不定根

中内酯醇含量分别为对照的 ９８％和 ６１％ꎻ 添加 ＬＸ￣
６０３ 后不定根中吉碱和次碱含量分别为对照的

７４％和 ８５％ꎬ 均高于 ＦＢꎮ 添加消泡剂对培养基中

次生代谢产物的产量也有不同程度的影响(图 ９)ꎬ
其中ꎬ 添加 ＬＸ￣６０３ 处理的影响相对较小ꎬ 内酯醇

和吉碱产量分别为对照的 ７７％和 ７０％ꎬ 次碱产量

最高ꎬ 为对照的 １. ４ 倍ꎮ 添加 ＦＢ 后ꎬ 内酯醇、 吉

碱和次碱产量分别为对照的 ９５％、 ３９％和 ４３％ꎮ
培养基中添加消泡剂后ꎬ 雷公藤不定根及培养基中

３ 种次生代谢产物总产量均有不同程度的下降(图
１０)ꎬ 其中ꎬ ＬＸ￣６０３ 处理后ꎬ 内酯醇、 吉碱和次碱

产量分别为对照的 ７８％、 ６４％和 ８７％ꎬ ＦＢ 处理

后ꎬ 内酯醇、 吉碱和次碱产量分别为对照的 ８９％、
２５％和 ４５％ꎮ 因此ꎬ 目前在没有找到更好的消泡

剂之前选用 ＬＸ￣６０３ 较为合适ꎮ
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图 ８　 消泡剂对雷公藤不定根生长
及次生代谢产物含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｅｆｏａｍｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｔ. ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ
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图 ９　 消泡剂对培养基中次生代谢产物产量的影响
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｅｆｏａｍｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｏｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｙｉｅｌｄ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ
ｏｆ Ｔ. ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔｓ
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图 １０　 消泡剂对雷公藤不定根
及培养基中次生代谢物总产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｅｆｏａｍｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｏｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｙｉｅｌｄ ｐｅｒ ｆｌａｓｋ ｏｆ Ｔ. ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔｓ

３　 讨论

组织培养在中试放大前期ꎬ 即摇瓶培养阶段需

要进行接种密度、 装液比例、 逐级放大等实验以探

讨放大培养的可行性ꎮ 适宜的接种密度不仅能最大

限度利用培养基ꎬ 也能使生物量和次生代谢产物达

到最佳状态[２３－２５]ꎮ 有些培养物的接种密度与生物

量有关ꎬ 而与次生代谢产物含量无关ꎬ 例如铁皮石

斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃａｎｄｉｄｕｍ Ｗａｌｌ. ｅｘ Ｌｉｎｄｌ.)的接种

密度与其多糖含量无关[２４]ꎬ 而有些培养物接种密

度过大容易造成溶氧不足ꎬ 从而影响不定根生长及

其次生代谢产物的合成ꎮ 姜银姬等[２６] 在东北刺人

参(Ｏｐｌｏｐａｎａｘ ｅｌａｔｕｓ Ｎａｋａｉ.)不定根培养中发现ꎬ
接种密度在 ５ ｇ / Ｌ(ＦＷ)时ꎬ 不定根增殖系数最高

并且皂苷含量和产量也最高ꎮ 陈书安等[２７] 在藏红

花(Ｃｒｏｃｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ.)细胞培养中也发现ꎬ 接种密

度超过 ５％时ꎬ 不仅细胞生长受到影响且藏红花素

产量也逐渐下降ꎮ 但 Ｌｅｅ 等[２５] 研究发现ꎬ 接种密

度越 高 长 春 花 ( Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ ( Ｌ.) Ｇ.
Ｄｏｎ)细胞中的阿吗碱和长春碱含量越高ꎮ 本研究

发现ꎬ 雷公藤不定根接种密度在 １５ ｇ / Ｌ(ＦＷ)时不

定根增长量达到最大值ꎬ 此时不定根中内酯醇和次

碱含量也达到最高ꎬ 而接种密度对吉碱含量的影响

不明显ꎮ 可见ꎬ 接种密度与培养物生长量及次生代

谢产物合成之间的关系较复杂ꎮ 我们前期研究发现ꎬ
雷公藤悬浮细胞最佳接种密度为 １０ ｇ / Ｌ(ＦＷ) [２８]ꎬ
可能是因为不定根在培养过程中容易结块ꎬ 而悬浮

细胞在液体培养基中分散性较好ꎮ
大孔吸附树脂是一类有机高分子聚合物ꎬ 主要

应用于天然药物有效成分的分离、 纯化和富集

等[２９]ꎬ 组织培养时将其添加到培养基中ꎬ 通过其

富集作用可以提高次生代谢产物的产量[３０ꎬ ３１]ꎮ 不

同型号大孔吸附树脂具有不同的结构和极性ꎬ 选择

适宜型号吸附树脂对于雷公藤等分泌型成分的培养

至关重要[１５]ꎮ 在培养基中添加大孔吸附树脂可以

更有效地吸附培养基中的目的产物ꎬ 但也要考虑是

否影响培养物的正常生长ꎮ 本研究选择了 ６ 种不同

型号的大孔吸附树脂添加到培养基中ꎬ 考察不定根

增长量、 不定根及培养液中次生代谢产物的积累情

况ꎬ 结果发现添加 ＡＤＳ￣Ｆ８ 和 ＸＡＤ￣７ 后ꎬ 显著促

进了不定根生长ꎬ 根增长量分别为对照的 １􀆰３ 和

１􀆰２ 倍ꎮ 通过大孔树脂吸附处理后ꎬ 虽然不定根中

次生代谢产物含量有所下降ꎬ 但培养基中次生代谢

产物的积累明显提高ꎬ 因此ꎬ 每瓶收获的次生代谢

产物总量明显提高ꎮ 其中 ＸＡＤ￣７ 处理后ꎬ ３ 种次

生代谢产物产量提高最明显ꎬ 均为对照的 ２ 倍以

上ꎮ 吴德智等[３２] 研究发现ꎬ 大孔吸附树脂对雷公

藤内酯醇和吉碱的吸附量及解吸附率均有明显提

高ꎮ Ｒｏｂｉｎｓ 等[３３] 研究金鸡纳 (Ｃｉｎｃｈｏｎａ ｌｅｄｇｅ￣
ｒｉａｎａ (Ｈｏｗａｒｄ) Ｍｏｅｎｓ ｅｘ Ｔｒｉｍ.)悬浮细胞培养时

发现ꎬ 培养基中添加 ＸＡＤ￣７ 后ꎬ 蒽醌的产量提高

了 １５ 倍ꎬ Ａｓａｄａ 等[３０] 对长春花细胞培养时发现ꎬ
培养基中添加 ＸＡＤ￣７ 后ꎬ 阿吗碱的胞外释放量可

提高 １０％ ~ ４０％ꎬ 可使总产量提高 ４０％ꎬ Ｇａｏ
等[３１]对红豆杉(Ｔａｘｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｐｉｌｇｅｒ) Ｒｅｈｄ.)
细胞培养也发现ꎬ 培养基中添加 ＸＡＤ￣７ 后ꎬ 云南

紫杉烷的产量可提高 ２ 倍ꎮ 可见ꎬ 进行液体培养

时ꎬ 有选择性地添加大孔吸附树脂可起到很好的作

用ꎮ
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