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不同营养因子对新疆紫草悬浮培养

细胞生长及紫草宁衍生物形成的影响

方德秋 侯篙生 李新明 叶和春 李国凤

��卜国科学院武汉植物研究所 武汉 ������� �中国科学院植物研究所 北京 �������

提 要 报道了不同碳源
、

维生素
、

氨基酸
、

钙盐及肌醇对新疆紫草悬浮培养细胞生长及紫草

宁衍生物形成的影响
�

蔗塘是最适碳源
、

最佳浓度为 ��
。
�族维生素对细胞生长及紫草宁衍

生物形成的促进效果不大
�

酩氨酸以及甘氨酸会抑制产物的形成
�
而 �犷

‘����� 的 �
一

苯丙氨

酸以及 ��一 ’
一 ��一 ‘ �、��八 维生素� 可明显提高紫草宁衍生物的含童及产过

。

肌醇对细胞生长

的影响不大
，

但 �����八 肌醇可促进产物的形成
�

适于细胞生长及紫草宁衍生物形成的钙源

分别为 �����������
� ·

�� �� 和 ������八 ����� ��
� ·

�� ��
。

文末列出了改良的生长培养

基及其配方
。

关键词 新疆紫草
，

细胞悬浮培养
，

细胞生长
，

紫草宁衍生物
，

营养因子

紫草色素为紫草植物根部的蔡醒类化合物
，

主成分为紫草宁及其衍生物
。

它们具有显

著的抗菌
、

抗炎
、

抗生育等生理活性
。

目前应用的几个主要属
、

种中以新疆紫草�月 。 ��川
�。 ��，��，‘ 。 �的临床药效最佳���

。

近年来
，

由于过量的挖掘
，

加之环境的恶化及引种栽培困

难
，

致使紫草资源迅速减少
。

因此
，

人们试图通过细胞培养方法来生产紫草色素
。
�������

�二

于 ��年代诱导获得了硬紫草�乙
�‘。 。 甲 ��

�

，，‘ � ，，‘ 。 ，，�、 ，、 ，咙 乙� �，‘
�愈伤组织

�� �乙������等��
， ‘二则

研究了影响愈伤组织生长及紫草色素形成的营养因子
，

并进行了优 良细胞株的筛选
。

������ 等 〔�二进一步优化了细胞悬浮培养条件
，

获得了适于紫草色素形成的 �
一，培养基

。

国

内周立刚困
、

朱汝幸等川分别诱导得到了滇紫草��
。 。 �’�，‘ 。 �。 ， �

���如 �愈伤组织
。

李国凤

等���则成功地获得了新疆紫草愈伤组织
，

并鉴定出其中含有与原植物基本一致的色素成

分 �叶和春等匡进一步研究了不同理化因子对愈伤组织生长及紫草色素形成的影响
。

但

是
，

迄今尚未见任何有关碳源
、

维生素或氨基酸对新疆紫草悬浮培养细胞生长及紫草衍生

物形成的影响方面的报道
。

而悬浮培养则是走向工业化发酵培养的关键步骤
。

为此
，

本试

验进行了这方面的研究
，

摸索出了适于新疆紫草悬浮培养细胞生长及紫草宁衍生物形成

的培养基
，

为以后的工业化生产打下了基础
。

� 试验材料及方法

�
�

� 试验材料

供试新疆紫草愈伤组织系由中国科学院植物研究所提供的高产细胞系 �
一

�
。

本文于 ���� 年 �月 �� 日收到
�

同年 ��月 � 日收到修改稿
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不同营养因子对新粗紫草悬浮培养细胞生长及紫草宁衍生物形成的影响 ���

�
�

� 培养基

生长培养基为改 良的 ���，。 〕培养基
。

即将 �� 中的 �� ��� �
为改���

�
���� �峨������

����、
�����

·

�� ��
、

����二 �� �� 以及 �� ��� �
的含量分别改为 ������

、
�����

、

�����和 ‘����八
。

附加 �
�

�����认� 和 �
�

�������
，
���

�

�
�

生产培养基为 �
一

�培

养基���
，

附加 �
�

����� �� 和 �
�

����八 ���
，
���

�

�
。

灭菌前
，

在培养基中加入不同的营

养成分
，

之后在 ���℃下灭菌 �� 分钟
�

�
�

� 步昌养方法

将生长旺盛的愈伤组织接入到液体生长培养基中培养 �代�每代 �� 天�
。

之后
，

将细

胞分别接种至不同的培养基中
，

在生长培养基中的接种量为 �� 鲜重�瓶 ������三角瓶
，

内盛 ����培养基�
，
而在生产培养基中的接种量则为 ����瓶

。

在 ��一��℃ 、

黑暗条件下进

行培养
，

摇床转速为 ���一 ������
，

重复 �次
。

试验用反应器为本室设计
、

制造的内循环式气升式反应器
。

总体积为 �升
，

工作体积

为 �升
。

接种量为 ���� 鲜细胞
，

在生长培养基中培养
，

通气率为 �
�

����
。

�
�

� 细胞生物贵及紫革宁衍生物含全的���定

在生长培养基中培养 �� 天
，

或在生产培养基中培养了 �� 天后
，

收获细胞
。

用 �� 目筛

过滤
，

收取细胞
，

称鲜重
。

后在 ��℃下烘至恒重
，

称干重
，

碾碎
。

根据叶和春等困所述方法

测定干细胞中紫草宁衍生物的含量
。

� 结果与讨论

�
�

� 不 同破源对新班紫草愚浮培养细胞生长及紫革宁衍生物形成的影响

卜�

一蔗搪 ������
�

一葡萄搪 ������
�

一
带

一

果糖�蔺萄糖 ����������������

一￡卜果糖 �������
�

一并一 。 一

半乳搪 。 一

��扭����
。

门

�
�
�

�

�
�

��
�

��
����一一一

︵月目口�碧���
。。认占

︹�接帜�侧十留思

理
�、 祥一

�

— 一盏
、

一 一 上一 —�
��』�

� � � 尸 ��

浓 度
�� ������������ �����

图 � 不同碳渊对折砚紫草悬浮培养细胞生长的影响�生长培养基�

�地
�

� ������ �����
�����

����� ����� ���������� �� ���详����� �������� ��

月
�

刊 ��，

倾
�
����� ������� �������

������
，’〕等报道

，

在低蔗糖浓度下
，

烟草悬浮培养细胞中泛酿含量较高
，

而 ����。 ’口则

报道最适于海巴戟细胞中葱酿积累的蔗糖浓度高达 ��
。

�此������
�口在进行硬紫草愈伤

组织培养时
，

认为蔗糖是最适碳源
，

浓度为 ��
。

周立刚���的研究表明 ��葡萄糖有利于滇
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紫草中紫草色素的合成
。

为了确定适于新疆紫草细胞生长及紫草宁衍生物形成的碳源及

浓度
，

我们研究了 �种碳源的影响
，

结果见图 �及表 �
。

图 �结果表明
，

蔗糖是最适于细胞

生长的碳源
，

浓度为 �写
�

从表 �中可见
，
�

一

半乳糖
、

高浓度����及低浓度����的其余糖

类严重抑制细胞生长及紫草宁衍生物的形成
。

综合比较研究表明
，
��蔗糖是适于新疆紫

草细胞中紫草色素含量及产量提高的碳源及浓度
。

表 � 不同碳源对新砚萦草是浮培养细胞中萦草宁衍生物形成的影响�生产培养基�

����� � �搜亡����������������� �� ��止 ���� ���������� ��������� �� ����������

�������� ���
�

叨
���口门 � ����� ���������

�� �������

浓度 蔗精 菊萄搪 果搪 果糖�葡萄糖
� ’

�一

半乳糖

���，�������� ������
� ������� �������

� ����
�

十����
�

�
一
���������

�纬� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

�

…
铃 怜 � 苦

二
赞

� ��
�

�� ���
�

�� ��
�

�� ���
�

�� ��
�

�� ���
�

�� ��
�

�� ���
�

�� 补 并

� ��
�

�� ���
�

�� �
�

�� ��
�

�� ��
�

�� ���
�

�� ��
�

�� ���
�

�� 关 关

� ��
�

�� ���
�

�� �
�

�� ��
�

�� � 怜 � 长 荟 祷

� 份

…
赞 祷 荟 共 并 升

�
细胞福化死亡

，
色素含�低于 �

�

�肠 ，

二 等比例加入
，
例如总浓度为 ��时

，

则二者的浓度各为 �
�

��
一 �。

山 �贻� ��� �讼�����������一��
� ���� �

�

�写，���色素含���电�
�����

����� ����������色素产量
��琢�������一� ����且������

· 一 �����
������， ��， �匕�� ������������������ 治 ��

， ��� ����
�

��台������ ��� ������ � �沮 �� �
�

��
�������代��

�
�

� 不 同营养成分对新疆紫草恳浮培养细胞生长及紫草宁衍生物形成的影响

�
�

�
�

�钙盐及肌醇

� ���������〕报道认为
，

当 ����
�
的浓度高达 �����八 时

，

硬紫草愈伤组织生长显著

下降
，

色素形成受抑制
。

本研究结果与此不同
。

图 �结果表明
，

当无 ����存在时
，

新疆紫草

一一一一一�

二
�����

·
�� ��

肌醇 ��������

图 �

�喀
·

钙盐及肌醉对新砚紫草悬浮培养
细胞生长的影响�生长培养基�

�
�

…�
� ��� ��� ��� 已��

，
口��

浓 度 ���八�

�������������

� �������������� ��� 元���������

��� �����������跳��������� � ���
�

�� ��� ��月
�

州 �人尹砚刀” � �����

������一 ����
���

︵洲目芝搜�一��补占
︹星�帜︶貌侧留十
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不同营养因子对新疆紫草悬浮培养细胞生长及紫草宁衍生物形成的影响 ���

细胞褐化死亡
。

在低浓度下
，

细胞生长随 ����浓度增加而增加
，

当达 ������� 时
，

细胞鲜

重最多
。

此时若再提高 ����浓度
，

则生长量下降
。

肌醇对细胞生长的影响不大
，

高浓度时

对细胞生长有轻微的抑制作用 �图 ��
。

在生产培养基中
，

如果没有钙盐
，

则细胞死亡�表 ��
。

钙离子浓度过高或过低
，

皆不利

于紫草色素含量及产量的提高
�

当 �����
��

� ·
�� �� 的含量为 ������八 时

，

色素含量及

产量分别达 ��
�

���和 ���
�

�����瓶
。

在 �
一

�原配方 中
，

没有肌醇
，

但表 �结果表 明
，

�����八 肌醇可促进紫草色素的形成
。

表 � 钙盐及肌醉对新获紫草悬浮培养细胞中萦草宁衍生物形成的影响�生产培养基�

����� � ��������������� ��� ���������� �������� ���������� ��������� ��

���������� �������� ���
·
�� �无�倾

� ����� �����
������ �������

�。
��� ，��

·
���� 肌醉 ��������

浓度���八�

�������������

色素含量

��

色素产最

��

浓度������

�������������

色素含盘

��

色素产量

��

� � 扮 �� ��
�

� ���
�

��

�� �
�

� ��
�

� ��� ��
�

� ���
�

��

��� ��
�

�� ���
�

�� ��� ��
�

� ���
�

��

���� ��
�

�� ���
�

�� ��� ��
�

� ���
�

��

���� ��
�

�� ���
�

�� ���� ��
�

� ���
�

��

���� ��
�

�� ���
�

��

�
细胞褐化死亡

，

色素含量低于 �
�

��
一 ���� ���� ��� ���������

�����一���� ���� �
�

��，����堪���� ��������
����唱����外���

表 � 不同氮基酸对新孤紫草悬浮培养细胞中紫草宁衍生物形成的影响�生产培养基�

����� � ����
��������� ����� �� �������� ���������� ���� ����� �� ����������

�������� ���
�

翻
��，�二� ����� ����������� � ������

�一

苯丙氨酸

�
一
�������������

酪氨酸

��������

甘氨酸

�������

浓度��
�一��� ��

��� ����������

�� 浓度��
�����

�������������

�� �� 浓度��
��八� ��

�������������

��

﹄日﹄月��了�
�，‘�︸八��勺�马�

��

…
�︺�勺八���月，�兮六�六�六��咬

‘��，��直，�，‘�，︸，二人������比��弓只︺�甘叮了
‘�已

�
匕�八��马﹃�月﹃

�

且，
�二，二�‘���工
且�

��一 �

��一 �

��一 ‘

��一 ，

��一 �

��一 �

��
�

��

��
�

��

��
�

��

��
�

��

��
�

��

�
�

��

�
�

��

���
�

��

���
�

��

���
�

��

���
�

��

���
�

��

��
�

��

��
�

��

��一 �

��一 吸

��一 �

��一 �

��一 �

��
�

��

��
�

��

��
�

��

荟

并

���
�

��

���
�

��

���
�

��

签

�� ��一 �

�火 ��一 ‘

�汉 ��一 ‘

�
�

�沐 ��一 ，

�� ��一 �

细胞褐化死亡
，

色素含量低于 �
�

��
��一肠 ���� ��� ���� ����������一���� ���� �

�

�� ���一 �堪���� �� �����，
����访�������一�

书铃

�
�

�
�

� 氨基酸

���
� � �记����习研究表明

，

紫草宁及其衍生物的前体是苯丙氨酸
。

因此
，

研究者们曾设

计 在培养基 中加入苯丙 氨酸
，

从而提 高细胞 中产 物 的含量
。

� ��� ��� �阁报道认 为
�

��一������ 苯丙氨酸可显著提高硬紫草愈伤组织中的色素含量
。

本研究结果表明 ‘表 ��
，
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在培养基中加人 ��一����八 �
一

苯丙氨酸可明显提高新疆紫草细胞的色素含量及产量
，

但

更高的浓度则会抑制产物的形成
�

酷氨酸以及甘氨酸既抑制了细胞生长也阻碍了紫草色

素的形成
，

其中酪氨酸的抑制作用尤甚
。

�
�

�
�

� 维生素

与前述营养物质不 同
，

有关维生素对次 生 物质 形 成 的影 响方 面 的报道 不 多
。

����������
�〕曾报道

，
���可促进光照条件下白杨悬浮培养细胞中花青昔的形成

。
�����

�

等图
、

叶和春等���的研究认为
，

光几乎完全抑制紫草色素的形成
。

本研究发现
，

在培养基中

加入 ��一����八 维生素 ��
，

并连续光照
，

细胞生长正常
，

虽然紫草色素含量很低
，

但不表

现为痕量�表 ��
。

这表明
，
���可部分消除光对紫草色素的抑制作用

。

从表 �中还可看出
，

���、
���及 ��。

虽对紫草色素的形成有一定的促进作用
，

但效果不明显
。

低浓度的维生

素 � 则可促进紫草色素的形成及产量的提高
，

浓度为 ��一����八
。

表 � 不同维生素对新班紫草悬浮培养细胞中萦草宁衍生物形成的影响�生产培养基�
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� �

连续光照��
������� �� �讼���

总之
，

在生长培养基中
，

加入 �����八 ����
� ·

�� �� 有利于细胞生长
。

原 ��培养基

中的肌醇可略去
。

在生产培养基 中加入 ��一 ����八 �
一

苯丙氨酸
、
��一，� ��八 维生素 �

、

一�����八 ����� ���
·
召� �� 以及 �����八 肌醇有利于紫草色素的形成

。

�
�

�改 良的生长及生产培养基

通过前文��’ 〕及本试验的研究
，

我们对 �� 及 �
一

�培养基进行了改 良
，

获得了适于新

疆紫草悬浮培养细胞生长及紫草宁衍生物形成的改良生长培养基 ��
一

��和生产培养基

��
一

��
，
配方见表 �

。

为研究 �
一

�以及 �
一

�培养基的效果
，

本试验分别用摇瓶及 �� 气升式反应器进行了

比较研究
，

结果见表 �
。

在 �
一

�培养基中培养时
，

细胞鲜嫩
，

生长旺盛
，

其生长量显著大于

在 ��培养基中培养的
。

在细胞生长量方面
，
�

一

�培养基与 �
一

�的差异不大
，

但前者更有

利于紫草色素的形成
。
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不同营养因子对新疆紫草悬浮培养细胞生长及紫草宁衍生物形成的影响 ���
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表 �

����� � ������

培养基类型对新获紫草悬浮培养细胞生长及紫草衍生物形成的影响
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