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工具， 有被小炮本身还具有酶活性z 大鼠肝细

胞的有被小泡中发现 有 NADH- 单 脱氢抗坏

血酸还原酶和抗坏血酸氧化酶 [ 17 J J 大豆细胞

的有被小泡中存在过氧化物 酶[10 J。但一般的

细胞生物学书籍并没有把有被小泡写作动、植

物细胞中正式的细胞器，我想最主要的原因是

有被小白大多存在于那些高度特化、 合成代谢

旺盛的细胞中， 但是，有被小泡在动、植物很

多细胞中都存在，研究和弄清它的作用将对广

义发育原则[1 8 J提供更充分的依据。

摘要

有被小泡是细胞膜的特化结构之一，因其

膜外覆盖-层网络状的包涵蛋白而得名。至今

认为有被小泡在动、 植物细胞中均存在，参与

胞内运输、 膜循环等细胞内重要生理过程。有

被小泡的包被结构本身可能包含了某种信号，

通过分子间识别去完成一系列细胞功能，不过

在植物中还没有直接的实验证据表明有被小泡

的功能。
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植物组织培养的次生代谢产物

][ .用改良培养基的方法生产紫草宁

山田

紫草宁 (Shikonin )系紫草(Lithospermum erytr

orihizon Sieb et Zuce)等部分紫草科植物根申所含的

α-茶酿系列的化合物(图 门， 用作治疗外伤与房疮的

药物或高级染料。

因端等[ 1 ， 2]从紫萃的幼苗诱发愈伤组织，用琼脂

底之

培养基生产紫萃宁， 用细胞筛选的方法从亲本植物中

获得优良细胞株。 作者等引入这一优良细胞株， 首先

用液体培养的方法来生产紫草宁获得成功， 继而使生

产率获得极大的提高。 本文叙述作者所开发的生产紫

草宁的培养方法.
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o R 
OH ~ 1 R = OH 紫草宁
,/',/",/",/,-/ 
1 11 11 1 
~/"'/ 
OH I 

o 

R =OCOCH3 紫草宁乙醋

R = OCOCHzC (CH3 ) 紫草宁经

dH 基异戊醋
图 1.革宁及其衍生物的化学结构

在紫草的根与紫草培养细胞中常见的紫

革宁是紫草宁及其各种低级脂肪酸醋

-、培养方法概要

分阶段的使用两种性质完全不同培养基 的"二段

培养法气 可有效地生产紫草宁。第一 阶段培养以增

殖细胞为目的， 将获得的种细胞在第二阶段进行以生

产紫萃宁为目的的培养。 第一阶段作者等用新开发的

MG-5 培养基[町，这是一种改良的 LS 培养基[4]，其

组成成分见表 1 。在第一阶段中希望并不生产紫草宁

的细胞能迅速增殖。如果用以生产紫草宁， 其增殖率

将显著降低。

第二阶段作者等用新开发的 M-9 培养基[5叫， 作

为生产紫草宁的培养基。这一培养基的成分见表 1 。

M-9 培养基系将 White 培养基[7 ]予以大幅度的改良，

其特点是以硝酸盐为唯一氮源，磷酸盐的浓度低， 铜

及硫酸盐的浓度高。以 M-9 培养基进行第二阶段培养，

细胞倍增率较低， 为 3-4 倍/ 1 4 天， 细胞中紫草宁的

含量达 15% ， 紫草宁的平均得率 比 white 培养基高

10 倍。此外， M-9 的主要营养成分浓度低， 不能用

以进行细胞的继代培养。 二段培养法的概要见图 2 0

A 

固 2 用于生产萦草宁的培养方式

flZ表示生产紫草宁

二 、 实 例

A . 愈伤组织的诱导 有关诱发紫草宁愈伤组织

方法的详细情况请参照回端等的报道[1] 。 本文仅介绍

表 1 MG-5 培养基与 M-9 培弊基的组成

MG-5 M-9 

成 分 |培养基 培养基

(mg/ l ) (mg/ 1) 

NH4N03 500 
KNO] 1900 I 80 
NaNO, 2480 
Ca(NO, )z' 4 H20 694 
KH2P04 170 
NaH,P04 '2 H20 19 
KC1 65 
CaC1， '2日20 150 
MgSO.'7 H20 120 I 750 
MgC12' 6 H20 203 

NazSO‘ I 1480 
FeS04 '7 H20 27 .8 
Na，EOTA'2 日10 37 .3 
NaFeEOTA' 3 日20 1.8 
MnSO， ' 4 日，0 22 . 3 
ZnSO.'7 日20 3 
H,BO, 1.9 4.5 
Na2MoO.' 2 日，0 0. 25 
CuSO.' 5 H,O 

黑 糖 30 (g/ l ) 130 (8/1) 

肌 醇 100 

盐酸硫胶素 0. 4 
3-IAA I 1. 75 

其梗概。将紫草成熟种子置于含有 10 -' mol/ L 2, 4-0 

和 10 - 6mol/L 激动素的 LS 琼脂培养基{琼脂-I% )上，

一直在黑暗、 25"C下培养。种子萌发后于幼根部形成

愈伤组织，再将此愈伤组织、移植于含有 10 - 6mol/L IAA 

和 10 - 5 mol/L 激动素的 LS 琼脂培养基中，便可产生出

紫萃宁。作者等引入的便是在这一阶段由田端等所筛

选出的紫草宁高产细胞株。

B. 继代培养 将获得的 1 . 5 克鲜重愈 伤组织，

移入装有 80 ml 含有 10- 6 mol/ L IAA 和 10- 5 mo1/L激

动素的 LS 液体培养基的 300 ml 三角瓶中，在 100 r/ m 

转速下振荡培养， 使细胞增殖。 瓶寨用市售通气良好

的不锈钢瓶盖。 培养初期由于琼脂培养细胞产生紫萃

宁易变质，细胞外观极不匀一， 但经过 14 天培养的

细胞移入新鲜培养基后， 生长迅速的白色细胞大量增

殖，以后每隔 14 天移入新鲜培养基， 经 2-3 代培养

后 ，即可获得匀一的细胞团。这样匀一的细胞经 14 天
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培养约增加 13 倍。细胞移植时，用不锈钢i!jlJ孔径 40 μm

的筛网， 收集细胞， 按 80 ml 培养基加 1. 5 克鲜重的

比例进行接种。

C . 第-阶段的培养(细胞增殖的培葬〉 接种在

LS 培养基内继代培养 14 天后，用 B节中所述的方法

收集细胞， 将 1. 5 克鲜重细胞接 种在 80 mlMG-5 培

养基中 ， 进行振荡培养， 在细 胞增加 6一7 倍后， 自

第 10-11 天起对数增殖期结束， 增殖速度开始降低。

生产紫草宁的种细胞的生长阶段对第二阶段在 M-9 培

养基中的培养有很大影响。 用对数增殖期的细胞作为

种细胞， 紫草宁的得率最高。 因此从细胞收获量和紫

草宁生产考虑， 在移植后九天结束第 一阶段最为合

适。此外， MG-5 培养基不含植物激素， 所以不能用

以维持细胞株的继代。

D. 第二阶段的培养 (生产萦草宁的培养〉 以 B

节所述方法收集第一阶段所获得的细胞， 将 2 . 4 克鲜

重细胞移入盛有 80 mlM-9 培 养基的 300 ml 三角瓶

中 ， 在 100 rpm 转速下振荡培养。 紫草宁的生成能为

肉眼所确定， 从培养第二天起， 一部分细胞 即呈红

色， 至第七天全部细胞团完全呈鲜红色。经 14 天培

养的细胞中紫革宁含量达 15% ， 1 立升培养基中紫草

(上接第47页〉

套一硬塑料管或金属管(图 门， 将安瓶瓶腰部放在已

按比例注入的双蒸水或缓冲液的棕色试剂瓶 口中央位

置，两手各握一根套管，同时用轻微之力一掰。 安吉瓦

瓶即破裂(图 2 ) ， 将断开的安瓶瓶滑入棕色试剂瓶中 ，

, 

宁的收获量约为 1 5 克。(周荣仁译自山 m肤之编者植

物细胞培养?二工 7 }v (l 984 年 )p 55→59) 。

(周郑校)
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并即时密封瓶口， 置冰箱或阴凉处保存待用。

这种方法除安全可靠外， 可免去用小砂轮或钻石

刀划痕; 还可预先按比例注入双蒸水或缓冲液于棕色

试剂瓶， 最大限度地缩短饿酸与空气的接触时间。 在

破裂时晶体饿酸并不会触及套管而影响其质量。
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