
长春花生物碱高产细胞株的筛选

;余才圭 洪 * 李宝俊

<r11 [ L I大学生物系)

目前已在民春花巾分离 出 90 多 种 生物

碱[l ] ， 并且已经证实其中的 民春碱等四种二聚

巧1 1J!i~生物碱具有抗信活性， 有些已在临床土广

泛应用[2] 。 由 于植物中抗也生物碱含量极微而

且因栽培环境和爪牙中的不同而有相 当大 的 差

异 [3]。人们很早就企用 i显过细胞培养方法大规

模工业生产这些生物碱， 并且做 了大量的 刷'究

工作。但目前仍存在着细胞株的稳定性 、 肉体

培养细胞生物碱合成能力 等问题， 要克服这些

障碍还必须作出多为丽的努力 。

本研究在前人工作[川 1 的 基础上对长春花

细胞株筛选、 培养条件的选择等方 的一l 进 行了探

Z寸。

材料与方法

一、实验材料

i乏春正(Cathara l1 th u s rOseU s) 约占[ ， flj 肖 J 广州、|

食品γ 内。

二、愈伤组织培养

上名养基 : MS ~h: ~ì::)I';Á 与微量元素 ， 每升jf~'养其

补 JJ日 2 ， 4…D 1 mg , 6 BA 0 . 5 mg ， :;}(Wi-陈蛋白 300 mg , 

照糖 40 g , lJ;~脂 10ι ， pH 6 . 0 。 分装 r J. oo ml .~-: J' (J 烧

瓶中， 1';) 瓶约 20 … 3 0 ml。用 ... )二 !r.lü伯和一日牛皮纸

封口 ， j kg j cm 2, 1 2 0 'C ~';:毕灭 !羊i 30 )j、 ?ij 1 o

按常规操作j l.:;小 th 经丧Hii iì'j 存的:I! ' }; 宵 亏 后养基

表面j ， lI :ffiî!t,U' , ~:;;I l;. .}'使 i ll '[-'1 充分 j主角出 j仨养 LL 。

24 0C恒温培养 30 天在句。J:f)(小t是舍、1')J 组织转入祈町

的具有中1'1同组份J'I(H~~;养 :"，!;I! l 边 h"fli~ f 'çt~ Jl二。 结代培养

改用 20 x 200 mm 试管。

三、悬浮细胞培养

取小快愈 í9j组织民才 ~}~有 5 0 mI 液体消养 !在 ( 与_I:

同 ， 略去 1 % 且1~脂 ) !'(J 25 0 ml 三 角瓶巾 ， 轻Jí)iUi年快。:丁

转速为 180 rpm l'j{J ij止转式恼比 L. 24 'C陪养 10 天去右 ，

取出小部分(约 10- 1 5 ml)含有泌尚 '~rj 细 胞和!小细胞

团的培养浓移八 íJ"有相同m. f厅的新鲜培养基1-11进行纳

代培养。 注 3 - ~ 次 i主 fU式 ;Fl ~íJ !IJ 5 ';:1吁分 ，'\'O :J.'、J IYJ tfll

JK~悬浮培养物。

四、长春花总生物碱的测定

参照文献 [ 10.11 J, 1仅斩问 n 品t(] 1 g , 加入 0.5 g 

T、laCl 与 10 mI 9 .~ % 乙酶 ， 用细胞匀唉 器研肝 破碎 ，

4 00 0 .rpm 离心 10 分;中 ， 以!-.ì肖液于十g:来比 ft信 中蒸

-汗近干 ， Inl入 pH 4.6 朽=榨酸缓冲浪 5 ml , . pH 4.6 的

。 .0 4 % 澳 甲四分绿溶液 2 ml , ~Cifj 10 mI 。 剧烈t辰摇 3

分钟 ， 静宜 10 分主1 1 I 。 分!五 )，~;片'] 1以 '1二:小心 l悦耳)Z 5 ml 下

层氯仿 j夜 ;侈人另一柿 'Ji'i 比色篱 1.1 1 ， )JW人 CT有 I % NaCl

的 0 . 2 % NaOH 浴液 10 ml ， 艇在8 3 分钟 ， 静置 10 分

钟 ， 分J.2icill卫 _L}~JJ\ +1 1用 7 2 1 型分光 JU支Ì; ! 于 被 民

620 nm 处测定O.D值 ， 月:m ' FJ\:;!' j'):t)~品生物碱含蛊 2

O.D 
pg =一…7 . G l

0. 001 88 

式中 : 0.00188 为何 陆 生物碱 (I<J ì肖光值 ， 7.91 '):J校

止系数 ， 均|才U~ ~生纠~~ )r~1~f 0 

五、细胞株平板分离技术

j巳 8-]0 ml MS 团体j击 )F 丛倒1'1 二、|己 11二 ! '.， 冷;1;[1凝

lè[ln liJ 4 -~ 5 ml 细胞 .l{i养液均匀 j}' '{!J j 一 培养基止。 培

养Jlil略为倾斜 ， 2 4 'C恒温IA 养 ， 2 0 二天1.，千 i把长出的小

"'!fI !1包 í~~ '] 分别移入 ì J\ t'~ J~}养业 1j 1 J主养 ， 烟、续培养至 30- 40

*取出分别扭!1J:，j 细胞何:m及生物时台:距。

实验结果

因 2 、 4 、 5 、 8 的数伯为三个样本的平

1lD 600 
、、、
巳D

主

嗣

雪 300
划

0.7ð 1.5 
细胞鲜亟 E

图 1 细胞增殖与生物碱含量的关系
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2 ,4- D 

!到 3 结果表明 ， NS 凹的生长与生物碱产

!王显著受 2 ， 4-D 影响。 ~rí 每升培养基中加入

1 . 64 mg 2 ， 4 -D 时 ， 生长 青f增 加! 1 . <1 倍 ， 但每

克鱼、f市:培养物的生物碱含量同时 下降了 71 % 。

m ~2rol 
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划

6 3. 
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2 ， 4 -D 对生长与生物碱产量的影响

则细胞增

图 3

继续增加:1':)， 养拔 rl:! !'r'.! 2 . 4-D 合目 ，

长 与生物碱的合成均受扪J liJlJ 。

3. fì DA 

图 4 的结果表明 ， 在不添加 6 BA 的对照

:ñ 6 -'{t:j;f， ι 1 Jtl] 细胞生物学杂志

均值 ， 其余均 JJ三个样 才二 fti 之丰11 。 在预备试验

IH已注意到， 细 1]01_ 培养物_:í; !j 3 0 天 Jj习 ， 由币 和!生

物叫的 -百1: [~#:?稳注- ， 并 11]" - -lH fíì ~习 351J 40 天 L业

稍后 点 11才 rHJ ， 因此各处试验的 fii 养 时间j 扯不

控mIJ i-E 30- 10 天内。

一、高产细胞株 NS 20 的细胞增殖与生物

破的合成

f川[门J -'习干F 板 J仪支斗术巳 ;分斗!肉主鸟i jF尹到才什115川! 个细 )1胞l归臼|除斗L\ 。观察到各

细!胞j白包株间 马习不(F; 仪 :r'i:_ :

丰布和11 产物L/:立i: ~11 )'J il刷illì川i者都|节i有 J很良 j大(:t圭差f; J刊?另别JI川|川j 。 井JJ~Y~察到

牛: qVJ f1)~~ 台 ζ ::111H!ITII]包用 !11:;也 lE 力!i 'II~ jTIT T 降( I~l 

1 ) 。大部分细胞中斗、生物时台巨;搞低。 其 1I 1 的

NS 20 细胞中:1~ (1:适宜条仲下:1，" ， 养 :q 天 ， 其生物

碱含陆可达 820. ;; 1 μ g /e( 见表 1 )， 折以干币:

计算为 2 . 05% ， j[丑过分化植中:1、(二立:1企训;'l: : 幼

茎 0. 48 % ， ι; !J，，: 0. 53% , I叶1. 39 % ， 三 部分

平均为 0 . 7 9 %)的1. 6 陆。

-一般说来{t::所分离 H-~的问 个细胞株，1 :: ， 结

构松散 、 ~IJt' 白 色的细胞 1米 j酋长较快， 生物碱台

置:偏低; 结构紧密 、 货褐色的细胞例: 增忙较

慢， 但生物?j!~ ";\lJl较 i骂 。
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ü 13 A 对生长与生物碱产量的影响

组 r:þ细胞增长 IC" 片物碱生成明显受抑制， 有两

任l完全不长。 每升培养基中添加1 1. 6 mg 6 BA 

可有放地促进细胞|怦 l~: j_~]生物碱生成， 细胞鲜

电 比对照组增加 2 倍 ; 生物碱总产量增加 3 .6

倍。但继t~ l'，月 )m 6 BA 的什旬 ， 生 i乏与生 物碱

主!二 日飞均受 jíj J i!ii! 。

4 . N AA 

!枣阳的结果去|时 ， 何升 I.I~\ 养 KE 力1 1 入 4-&

mg N A A I;J, NS 20 生长受到如?'!~仰 和] ， 细胞

鲜!Jl:减少了 73 .7 %. Tì日每克鲜巧立细胞的生物碱

含量增加了 2 ， 4 f告。但值何注:言的是， 三/争强

t
'Adv -

V气

'叶'"

图 4

pH 5. '1 5. 

图 2 pH 值对生长与生物碱产量的影响

二、固体培养基成分对 NS 20 细胞栋的细

胞增殖及生物硝合成的影响

1 . pH 伯

因 2 !ri果表明 . NS20 升 pH 5 . 4 中 11长最

好， 生物州总产量最高。 随着 pH fj. 高 ， 虽然

生物{贼的合目 (μg/g) )干 二十、降低，1f)由于细胞生

l￡雪，降低以致生物碱总产垣下降。 pH 高于 6 . 2

则严重地抑制生民。 本实验未有证明 ， 更低的

pH 值是否更有利于 NS 20 的生长与生 物碱的

6.1 
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固 6 水解~蛋白对生长与生物碱产量的影响

6 . 人参乙醇抽提物

市售人参 Jij 5 0 % 乙醇反复抽提几次， 抽提

液合井， 过施， 馆j夜浓缩至 2 4 Bx(折光浓度单

位 ， 1 0 0 克干人参可得浓缩浓约 300 克左右) , 

放于 2-4 cc冰箱 rl::J 3 - 4 夭。跟不同量上清液加

入到培养基r::1-1 o 同 7 的结果表明， 每升培养基

加入 24 Bx 人参乙醉抽提物 6 . 2 ml ， 对生长与

生物碱生成均有促进{'I:月-J ， 生物碱总产量比对

照组增加 2.3 倍。

7 . KH2PO. 

图 8 的结果表明，补加卜-定量 KH2PO" 可

促进细胞增长， 但生物碱合自:下 IV~ ， 对生物碱

总产量影响不明显。 每到- 培养基 补加 3 .1 g 

KHzPO. 时，细胞鲜重增加 2.2 倍 。 在以增加

f 
, 

人参 乙醉。 i ~6--3.2-.f86~

jilJ援物 m]/, 
24BX / I 

固 7 人参Z酶抽提物对生长与生物碱产量
的影响

ω
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)i 
回 8 KH2PO，对生长与生物碱产量的影响

细胞数量为目的时，适当补加一定量的 KH2PO，

是有益的。

综合上述各项研究结果， 我们设计了对于

长春花细胞培养可能更为适合的培养基z 每升

MS 基本培养基补力rr 煎糖 '1 0g ， *'解 酷蛋白

3.2g, 6BA 1.6mg , 2 4 Bx 人参 乙醇抽提物

6.2 ml ,KH2P04 3 . 1 g , pH 5 .4 。为叙述方便 ， 以

后把这种修改过的 MS 培养基简 写为 mMS 培

养基 (modified MS medium ) 。 在以继代培养

或以增加细胞数量为目的的培养基 中，加 入

2 , 4-D 1 mgjl; 在以产生物碱 为目的的培养

基中省去 2 ， 4-D ， 必要时加入少于 1 mg 的

NAA。

为了证实这个综合结果是否符合实际，把

改进了的 mMS 培养基与原来的 MS 培养基作

了对照试验， 结果列于表 1 。

结果表明 ， NS 20 在 mMS 培养基中的生

物碱总产量比在通常的 MS 培养基中高出 2 倍

多。 除非特别说明，在以后的各种研究中均采

用 mMS 培养基。
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三、 悬浮细胞培葬中激素种提与种龄、种

量对 NS 20 细胞株的细胞增殖及生物碱生成的

影晌

1.几种激素对悬浮培养细胞增长与生物

碱生成的影响， 结果列于表 2 0 

表中的结果说明 : ① 2 ， 4一D 的存在与否

不影响 NS 20 悬浮培养细胞的增长速度。但有

2 ， 4-D 时生物喊产量下 降 了 35.2% ; ( N AA 

强烈抑制J NS 20 的生长，其细胞衅重为对!照组

( - 2 ， 4-D ) 的 50 % ， i旦生物碱总产量 增加 了

57.6% 。 值得注意的是， 在添加 I NAA 的培养

基中，细胞释放到介质中的生物碱总量比对照

组多 3.4 倍 p ③ IAA 对细胞生长与生物碱生

成没有明显影响。

2 . 种龄对细胞增殖与生物碱产量的影响 ，

结果歹IJ子表 3 。

实验表明，所试种龄对细胞产 量影响不犬 ，

但对生物碱生成有显著影响。年老的接种物比

表， NS 20 在两种培养基上生长与生物碱产量的比较

mMS , -2 , 1- D 

细胞鲜军 生物碱含量 生物碱总 量

E μg /g μE 

2 . 5 582 . 75 1456 . 9 

4. 8 582 . 75 2797 . 2 

5 . 8 512 . 82 2974 . 4 

1. 8 82 0 . 51 1476.9 
2 . 5 779 . 49 1948 . 7 

1. 5 783 . 22 1174 . 8 

1. 8 722 . 61 1300 . 7 
2 . 2 652 . 68 1435 . 9 

4 . 1 53 1. 47 2179. 0 

0.7 805.86 564 . 1 

r: 27. 7 624. 86 17308 . 6 

表 2 几种激素对悬浮培养细胞增殖与生

物碱产量的影响

mMS 细胞*生物碱生物础培养液中生

气- (1, ':~重总产量产率 物碱总量

激素 g μg μg/g μE 

- 2 , 4-D 34 . 5 39 60.6 114 . 8 753 

2 , 4-D(l mg ) 30 . 7 25 66.0 83 . 6 1014 

NAA(1 mg) 17.3 623 9. 3 360 . 7 3282 
IAA( 4 mg) 29.6 3233 . 7 109 . 2 38 7 

· 生物碱总产虽等于培养细胞与培养 液中生

物TVi!( 之丰口。

年青的接种物 ，其生物碱产量几乎减少了一半。

3. 接利l量对细胞增殖与生物碱生成的影

响，结果歹Ij于表 4 。

实验表明， 所试接种量对细胞增长没有明

显的影响， 但加大接种理; 可使生物碱增 产

33.7% 。

MS , + 2 , 4- D 1 mg/ l 

细胞鲜重 生物碱含量 生物碱总量
E μg/gμg 

1. 7 31 7.00 538 . 9 

2 . 3 126 . 96 292 . 0 

2.7 22 1. 00 596.7 

3 . 2 218 . 30 698 . 4 

1. 6 215 .00 344 . 0 

1. 9 160.00 304 . 0 

3 . 4 175 . 00 595.0 

3 . 4 237 . 76 808 . 4 

2. 9 170.41 492 . 2 

3 . 0 155.82 467 . 5 

26 . 1 196.8 2 5137 .7 

表 3 种龄对 NS2 0 细胞增殖与生物碱严

量的影晌
一-一一一... ，.-…..一一一一-

·种龄 细胞鲜军 :生物碱总产旦' 生物碱产率

天 E μg μg/g 

一一一一一→一一

10 30. 7 2566 83 . 58 

30 32 .2 1466 45 . 53 

· 利!龄指的是用作接种物的培养时间。

讨 论

我们用平板技术分离到 54 个细胞株，虽然

它们的来源相同，但它们各自不仅在形态上而

且在生 长速度和生物碱生成能力上都有很大的

差别，这与 Kurz [4] 以及 Zen k [3]等人 的 结果是

一致的。这些差异可能是由遗传上的或者生理

上的原因引起的。我们通过细胞株分离筛选出
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NS 2 0 高产:细胞 if及其 i乍到中 1 \:培养基巾保持生

物碱的生产能力的学实， 再次表明在今后的细

胞培养 '=F 1 细胞株筛选 ~ L1乍的重要性。

但有研究表 i川 ， 次生产物的生成与植物的

发育阶段有关并具有组织的特异 i~l二 [1 2 J 。 到目前

褒 4 种量对 NS20 细胞增长与生物碱产

量的影响

叩[/蛊 ~rn!l包阿毛 生物碱总产主丧 生物碱产率

% 

]6 

30 

g 

29. 0 

29 . 6 

μg 

241 9.6 

323 3. 7 

μg/g 

83.44 

109. 25 

黎利1 :(言， 指!'I<J ;l1: 转移到新f町培养基 rþ接种物

的主 _~~.: ~:J J芹养基重id 艺 Lt ， j;)%表示 。

为止只有:分化 了 的不具增硝能力的细胞中才发

现有次生产物的积累 [ 13 J。我们的研究 也表明 ，

在具有访?细胞悦分化的植物生长素 ( 2.4一D)

的培养基巾 ， 可以获得最大的细胞产量， 但生

物碱含量鱼、民Ij -F\净 ( 1到 3 ) I 相反在含有民导细

胞分化的 iJ::~ 京 ( NAA)的 j击养 ;出 中， 生物碱含ZI

去fJ可显若增加 ， 11~J_细胞增 民速度明显下降 (因

5 ， 表 2 ) 。我们 13 把分离出来的低 产 细胞 札

(NS 4 ) 与 NS 20 1司 IIj 在含有 2 ， 4 -D 培养基上

进行'几次 J~flí }汀 ， 而料移到的斗争生物碱合成的

培养基上， 发现其生物碱主IiJ戊能力与 NS 2 0 几

乎没有差别 ， 只龙古 生 长 L宝山及其它 :hífl川、及

NS 20 。 这一 ?/i : ~ i~~，斗 rÿ J, i放 初 l也同一 外 牛皮 i;:f;:iTlî

来的各细胞 ，川、其生物碱含 .~ If: ，~{f;~ 吁:不完今:真正

反映它们在产物合成fIUJ方 IÎJi 遗传本质上(~J差

异 ， 而可能只丧 l问它们在分化程度上的不同 。

因此我们认为， 拍(1 : ~细i旧日阳1胞包十，J付i

分化程)J度]支Z 主韭!七二 二才!、;〉- -r纪致~f白的附I(内即〈可牛J川ιf情[h1占与况下丁 :/丑赳址j刀业1:行? 这样才在可

能选出 丑J:E只有-优良 ，仲性的细胞忱。

对于长春花细胞培 养条件已 有很多研

究[3 ， 1 4 J 。 这些研究和我们的研究部证明， 影响

培养细胞的增础和次生产物一一/ 1-:.物碱含量的

因素是很复杂的。木研究注意到， 对于细胞增

殖和产物积累两个不同目的而言， 培养条件

(包括培养基， 特别是在年1扫盲斗~ i般索和含盘 )应当

是不同的。并且在犬多数1肯况下， 有利于细胞

增殖的条件一般不利于产物的积累 ， 或者相反

( ，到 3 、 5 、 8 ， 表 2 ) 。 考 虑到植物珩养细胞的这

种特点， 在进-一步的研究中应把 ~IH ~包 j即且不fI产

物积累两个阶段严格区分升来， 在:技术措施上

作出不同的处理。我们的研究和 Zcnk 等人川的

研究者1) 证 明 ， 这样做对于解决细胞增殖与产物

积累之间的矛盾，提高产物产量是显着二有效的 。
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