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植物组织培养的次生代谢产物V1[.酶(过氧化物酶)来

小林部夫

来自辣根(Armoracia rusticana) 的过氧化物酶是

用作|临床检杏用药剂 ， 此外， 由于酶反应灵敏的原故

亦作为酶免疫测定及单克隆抗体的筛选测定 (Scre­

eníng a ssay)的检出用药剂 ，成为工业上各种用途的重

要酶类之一-。 我们为考察用î:*根植物细胞培养生产过

氧化物酶的可能性， 由辣根诱发 l:H愈伤组织。

1. 愈伤组织的诱导

夕|、植休职自 ÝA1根根部的形成层部分。 因为根部横

切时， 夕|、皮形成层部位过氧化物酶活性比中心部位的

高 2一3 倍。另外， 因为从根部采取外植休 ， 微生物污

染的可能性很大， 故最好不使用受伤的根部 。 而要在

注意不要擦伤根的情况下， 用流水洗去附在外皮 l二的

泥土， 除去外皮将根横切成 1cm 厚的圆片，然后进

行灭自处理。灭茵的条件是在 70% 乙醇溶液巾浸 10

秒钟 ， Trt分别浸入 0 .2%沽而灭溶液 5 分钟 ， 0.8 %次

亚氯酸纳溶液 2 0 分钟，最后用无菌水洗净， 由这一

操作所得的根部再用木塞穿孔器沿形成层打孔， 除去

两端后用f膊，音d刀间隔 2 mm 切成外植休。

愈伤组织诱导培养基是 LS 培养基(含 3%民主糖、

1 % 琼脂〉。与首;(~L MS、 White、 Gamborg 培养基等相

比较 ， LS 培养基最适于诱发辣根的愈 伤组织。植物

激素是 l-ji飞乙酸 10 - S moljL-10 - 6 moljL 和 6-=r"基氨

基嘿岭 10 - 6-10 - 8 moljL 以及用激动萦 10 - 6 moljL 代

替 6-辛基氨基I熙岭， 在这两种情况下愈伤组织诱导率

高， 诱发愈伤细织是在 25 'C 、 黑暗下静置四周。

作者此次实验在约 900 个外植休片巾诱导出 83

个愈伤组织。

2. 酶的活性

A. 活性测定法

过氧化氢酶的反应一般用下述方式表示， 作为供

体的基质已有很多报道[ J] 。

过氧化氢酶
供休 + H202 一一一一一〉 被氧化的供体 +2H20

现在作者能以简便的测定方法， 用 4-氨基安替比

林(4-aminoantipirin) 和 2 ， 4-二氯苯盼作为基质。测

注-条件是将含有 4 mmoljL 过氧化氢、 1 mol j L 4-氨

基安替比林 、 2. 5 mol j L 2 ， 4-二氯苯盼和 50 mmolj L 

磷酸缓冲液(pH6 . 7)的反应液Jm入酶溶液 〈全部反应液

墨为 2 ml ) ， 在 3 0 0C下反陀 5 分钟 . 反应结束时加入

2 ml 乙醇， 然后测定 505 nm 的吸光度。在 1二述反应

条件下， 以 1 分钟分解 1μmol 的过氧化氢酶量作为

酶单位〈一个单位)。

B. 过氧化物酶的提取

将细胞破碎， 取其 t清液来测定愈伤组织的过氧

化氢酶m性。 从正在生长的愈伤组织中在无菌条例二下

分离 1 0-20 mg(鲜重 ) 的细胞块， 悬浮于 1 ml 的

0 .01 mol j L 磷酸缓冲液(pH 6 . 7)巾。 然后在水冷条f牛

下用砂~;离匀浆器 ( 1 000 rpm , 1 分钟)将细胞破碎，离

心分离 (2500 x g , 4 'C下 10 分钟)获上清液。离心结束

后立即测定酶洁性(因为存在蛋白酶)。 再将离心分离

后的沉淀物在 80 0 mmoljL 氢氧化仰溶液中悬浮，即可

将与细胞壁结合的过氧化物酶在溶液中分离出来l2 ] 。

辣根愈伤组织在细胞壁上结合的过筑化物酶ìJlj-H最大

致与用磷酸缓J中液溶出的过氧化氢酶的;最相等。

诱导的 83 个愈伤组织用上述方法提取过氧化物

酶， 依据W~活性测亢的结果， 在二辣恨的根部筛选出 14

个洁性比较高的愈伤组织。

3 . 细胞小块选挥法

一般在次生代谢产物的生产中 ， 愈伤组织中产物

的含量比原来的植物减低， 这是大多数不能用愈伤组

织进行生产的原因 [ 3 ]。但是， 这里提及的辣根过氧化

物酶， 在诱导愈伤组织过程中 ， 既然已在根部分离出

*本文摘译自山田康之编者"植物细胞培养?二
二 7Jν' (1 984)商谈社兮千工 /尹-1 7 1 夕 ， 第 84→

88 页。
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比较高含茧的愈伤组织， 因此作者等用细胞小团块选

择法进一步那边: !tj也 能力;目的愈伤组织。将 14 个过

氧化酶生产能力市的愈伤组织移入新鲜培养基(与诱

导愈1))组织中1'1同的j污养基条件) ， 静 E 培养三周后，

肉眼观察逃得 6 个生沃良好的愈伤组织 〈第一 代愈伤

组织)。 各个愈伤组织在无菌条件下分切成 3mm x

3mm I'Ý']小细胞块移入培养基(培养llll培养) 。 再经三周

培养后肉 ~l~观察选佯生长良好的细胞团 30 个(合计

180 个)， Jfl一部分测定酶活性， 显示高活性的细胞团

再行分切培养(第二代愈伤组织、 ) 。

以下选峰连续进行约一年的结果， 6 个愈伤组织

中有二个企伤组织 [LS .N 5K 6 (1 -NAA10- 5 mol /L 及

KTl o -6mol / L 诱导的愈伤组织 )及 LS.N 5B 6(1 -NAA 

10- 5 mol/L 及 6-BA1 0 - 6 mol/L 诱导的企伤组织，门 分

离获得过氧化物酶产生能力比第一代愈伤组织高约 4

倍， 比宫中:根根部高约 7 倍的愈伤组织(70 0 u/g 愈伤组

织、鲜主〉。

4. 液体振荡培养

如上所述， 从辣根根音1I诱导舍伤组织， 进而经细

胞小网块选择法分离出过氧化物酶生产能力市的愈伤

组织。但是 ， 考虑植物细胞培养的实际生产肘 ， 不能

不探讨发酵附养。所以作者等~'1'i:子用 三角 瓶 (300 ml 

容积 )进行液体振荡培养。意伤组织、使用 LS.N5 K 6 

培养基。作为前珩养 ，将 25 ml 的 LS 培养基(含有 3%

族糖、 1-NAA10 - 5mol/L、 KTl o - 6moJ /L)加入 100ml

容积的三角瓶， 移入 0 . 5 克在琼脂培养基 I书生长的愈

伤组织(鲜重) ， 在 25 0C 、 黑暗下振荡培养二周。以

后， 培养的愈伤组织用滤膜 (1 20 目 、 尼龙制筛网 )分

离 ， 无茵水洗净)币， 取 1. 5 克移入己 加 7 5 ml 培养基

的 300 1111 三角瓶巾 ， 进行振荡培养(正式培养)。液

体启养之所以间隔二周移植 ， 是 由 于 LS.N 5 K 6 的

愈伤组织对数增殖为二周， 取增殖能力高的细胞用于

正式培养。 LS.N 5K 6 愈伤组织在上述培养条件下，

经 1 4 天府养后可获得细胞 15 克(鲜章 、合水号. 90 %) 。

此时的过氧化物酶生产量为 180 u/ ml 培养液， 培养

期间的过氧化物酶的产生能力大致规 定约为 700 u/ g 

鲜重。 此外， 之t愈伤组织之外在培养基中也存在过氧

化物酶， 其活性埠，IE培养液总过氧化物酶的 10 % 。

Huystee ~字报道花生细胞培养中存在分泌♂11 培养基内

的过氧化物酶[4j ， 然而讲:根同样的从细胞分泌过氧化

物酶， 而且在培养期间还没有证据说明细胞出现不良

的活性。

另外， 为了解提币过氧化物酶产贵的因素， 探讨

了其他tff 养基 ( MS、 White、 Gamborg t污养基等) ，

植物激素浓度和其他的植物激素(IAA、 2 ， 1-D、 6-

BA 等 )的效果， 但均未能明显提高产业。

植物细胞培养用于生产有用物质方而， 有关次生

代谢产物的研究有许多报道， 但有关酶的生产研究目

前尚不多。 工业上所用的主要酶类大部分来自于微生

物， 虽然植物细胞也有酶存在， 但从生产考虑不大可

能!弓之竞争。可是也有重要的酶类来源于植物， 本文

介绍过氧化氢酶便是其中之一-。今后用植物细胞培养

米生产酶的事例，可能还会有极大的增加 ， {13.应充分

研究如何增加与次生代谢产物有关酶类在律速阶段中

酶的产生能力 ， 植物细胞培养也是生产酶的重要领域

之一。

今后， 应对分离具有更高的过氧化物酶产生能力

的愈伤组织， 探讨进行发酵培养以及探讨工业规模生

产过氧化物酶的可能性等问题进行考虑。(周荣仁译 ，

周郑校)。
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