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激素对新疆紫草悬浮培养

细胞生长及紫草宁衍生物合成的影响

方德秋 侯篙生 李新明 叶和春 李国凤

中国科学院武汉植物研究所 武汉 = >
”

5? ;≅ Α 巾国科学院植物研究所 北京 5 。, Β通‘≅

握 共 报道了不同< ∗值
、

激素对新疆紫草悬浮 培养细胞生长及 紫草宁衍生物合成的影

响
。

结果表明
,

新疆紫草细胞其有 自我调节其培养液 < ∗ 值的功能
。

适合于细胞生长及 紫

草宁衍生物形成的Χ∗ 值为 
4

Δ 士 Ε
4

;Ε
。

+ & Χ
、

6
,

; 一Φ
、
% & & 或−+ &对细胞生 长无显著的促进

作用
,

民都会抑制紫草宁衍生物的形成
。

在生长培养基 中添加5
4

2 Γ Η Ι3 −& & 和 Ε
4

ϑΓ Η Ι3 Κ ,

可促进细胞生长
,

而在生产培养基 中附加 Ε
4

3 Γ Η Ι − Κ , 和 Ε
4

? 一5
4

Ε Γ 月Ι 5 5人& 则有利于紫

草宁衍生物含量及产量的提高
。

关扭词 新疆紫草
,

细胞悬浮培养
,

< ∗ 值
,

激素
,

细胞生长
,

紫草宁衍生物

紫草是常用中草药
,

药用部位为根
。

其有效成分是紫草宁及其衍生物
。

由于紫草资

源 的迅速减少
,

近年来
,

科学家们试图通过生物工程方法生产紫草宁及其衍生物
。

早在

5 � ? ;年
,

日本 , 8 = ‘Λ 8
等入就成功地诱导获得了硬紫草 Α ∋ “Μ 2 ϑ尹Β , 。 。Γ Β , 今ΛΜ , 2 , ΜΝ

Ο

Π2
。 ≅ 愈伤组织

〔’】,
并研究了影响愈伤组织生长及紫草宁衍生物合成的因子

〔”
。

( ΘΡ ΝΛ8 则

对细胞悬浮培养的条件进行了研究〔’川
。

国内李国凤等〔‘’诱导获得了临床药效 最佳的新

疆紫草的愈伤组织
。

之后
,

叶和春等〔“
,
”则研究了不同理化因子对愈伤组织生 长及紫草

宁衍生物合成的影响
。

但是迄今
,

有关 <∗ 值
、

激素对新疆紫草悬浮培养细胞生长及紫

草宁衍生物合成的影响方面的报道却十分鲜见
。

而细胞悬浮培养则是过渡到工业化生产

的关键培养方式
。

为此
,

本试验系统 地研究了 < ∗ 值
、

不同激素对新疆紫草悬浮培养细

胞生长及紫草宁衍生物合成的影响
,

为培养条件的进一步优化打下基础
。

5 试验材料及方法

5
。

5 试验材杆

新疆紫草 Α & Σ ” Β Τ Ν 8 ““ Υ Μ , 2 ςΩ 8 Α ∃ 2 93Β ≅ !2 Μ Ω ϑ Λ ≅ 愈伤组 织系 由中国科 学院植物

研究所提供
。

5
。

6 培养基

生长培养基为改良的 ∋ ϑΛ ‘Ξ液体培养基
。

即将 ∋0 培养中的 % ∗ 4 % 2 ,

改为 ;Δ > Γ Η Ι3

Α % ∗ ‘ ≅
Ψ  Ε Ψ , Κ % 2 Ψ 、

. 8 Υ 3Ψ
·

Ζ∗ Ψ 2
、

7 Η 0 ∀二 ?∗ Ψ Ε 以及 Κ ∗ Ψ < 2
4

的含量分别改为 6 [ > 2 Γ Η
,

5“Γ Η
、

5[  Γ Η 和 ;Φ Ε Γ Η Ι3
。

生产培养基为 7
一
� 培养基〔‘Ξ 。 灭菌前

,

在培养基中添 加不

本文于 3。。Π年 ? 月5旧 收到
,

5 , 。>年 [ 月> 5日收到修改稿
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4

Δ
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4
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4
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4
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4
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,

;
一 Φ

4

6
,

;
一

二抓苯氧乙酸
。



5Δ Ε 武 汉 植 物 学 研 究 第”恐

同的激素及其浓度
,

并用3 Γ 2
3Ι 3 % 4 2 ∗ 或 3Γ 2 3Ι3 ∗ .− 调节 < ∗ 值至所需要 求

。

之后

在 5 6 Ε℃下灭菌 5 分钟
。

!
4

> 培养方 法

将生长旺盛的愈伤组织接入到附加有Ε
4

6 Γ Η Ι 5 −& & ] 。
4

 二幻 5 Κ , 的生长 培养基中

培养 > 代 Α每代仪天 ≅
。

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

最为 ;Η 鲜细胞 Ι 瓶Α6  2 Γ3 三角瓶中盛 ? Ε Γ3 培养基 ≅
。

而在生产培养基 中的接种量则为鲍

鲜细胞 Ι 瓶
。

在6Ε 一6 ℃黑暗条件下进行悬浮培养
,

摇床转速为 5 ΕΕ 一 5 5Ε Σ < Γ ,

重复 > 次
。

5
。

; 细胞生物量及紫草宁衍生物含量的测定

在生长培养基中培养了5Δ 天
,

或在生产培养基中培养了6> 天后
,

收获细胞
。

用 ; Ε 目

筛过 滤
,

收取鲜细胞
,

称 重
,

并用便携式酸度计测定培养液的 Χ∗ 值
。

细胞在ΔΕ ℃下烘

干至恒重
,

碾碎
,

称干重
。

根据叶和春等所述方法
〔4 〕测定干细胞中紫草宁衍生物含量

。

6 抽果与讨论

6
4

5 < ∗ 值时新疆紫草愚浮培养细胞生长及紫草宁衍生物合成的影响

6
4

5
。

5 <∗ 值对细胞生长的影响

从图 5 中 可见
,
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圈 5 < Ω 值对纽跪生长的影晌 Α生
一

长培养墓 ≅

/ ςς Β Β Λ ϑ 2 ς < 至5 2 Ω Β Β 33 Η Σ 2 α Λ 3一 ΝΩ , Ω , <
Β Ω , Ν2 Ω

Β 二 5Λ Θ Σ 2 ϑ 2
ς &

4
2 Θ Υ Μ Σ 2 优 8 2 Β , 5  

ΑΗ Σ 2 α Λ Μ

Ω , Β 一Ν。 二 , 5 。

2 Γ Η Ι 5 −& & ] 2
。ϑ Γ Η Ι 5 Κ , ≅

 
。

2一 Δ
4

6范围内
,

新疆紫草细

胞生长旺盛
,

细胞色红
,

干重

显著高于 此范围外的各处理
,

其 中以 < ∗  
4

Δ 的处理效 果为

最佳
。

此外
,

从此图中还可看

出
,

不论培养 基起始 < ∗ 如何
,

经细胞悬浮培养 5Δ 天后
,

培养

液的 Χ∗ 值 都处于  
4

[
一

卜Ε
4

;范

围内Α个别情况除外≅
。

这表明

新疆紫草细胞具有自我调节其

生活环境的功能
。

�月
�。工 !的∀#月誉
�沙卜、∃%

·

&�、续帜∀侧理玲尿

∋
�

(
�

∋ ) ∗ 值 对紫 草宁衍 生物合成的影 响

表 ( 所示 的是 )∗ 值对紫草宁衍生物合成的影响结果
。

从此表中可见
,

当 ) ∗ 《 +
�

+

或) ∗ 》 ,
�

+时
,

对细胞生长不利
,

这与前述结果一致
。

紫草宁衍生物的合成则受)∗ 值的影

响较小
,

当) ∗ − +
。

.时
,

各处理间的干细胞中紫草色素含量无明显差异
。

这与叶和春等
〔“,
的

研究结果不同
。

他们报道认为
,

当 )∗ 小于 /
�

0时
,

新疆紫 草愈伤组织 中的紫草 色素含量

明显下降
。

这可能是因为固体培养时
,

愈伤组织很难对培养基的 1∗ 值产生太大 的调节作

用
,

因而 )∗ 值的影响比较明显
。

而在悬浮培养时
,

细胞可以自我调节培养液的)2 值
。

这从表 ( 中可明显看出
。

不论初始 )∗ 值如何
,

收获时
,

培养液的 ) ∗ 值多 在 /
�

+ 士。
�

(

之间
,

且这种调节作用在接种后的( 3天内就可完成
,

此时正处于紫草宁衍生物迅速合成

的前期 4 数据未列出 5
。

因此
,

在一定的 )从 值范围内
,

生产培养基钓初始 ) ∗ 值对悬

浮培养细胞中紫草宁衍生物含量的影响不大
。

但由于 )∗ 值过高或过低不 利于细胞生长
,

致使色素产量不高
。

因此
,

我们认为
,
新弧紫草细胞第二步惫浮培养时

,

适宜的 )∗ 值
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衰 5 <∗位对获琢宁衍生 4 Λ 成的
二Α生产培养盆

,

附加2
4
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的收获时
,

培养液
) ∗

Β � Χ Δ Ε Φ
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Γ #
一

瓜一8 Η Χ

范围应为 /
�

3一 ,
。

3
。

∋
�

∋ 不 同激素对新疆萦革愚浮培养细胞生长及萦草宁衍生物合成的影响

∋
�

∋
�

( 不同激素对细胞生长的影响

试验 比较了不同生长素类与细胞分裂素类的组 合对新强紫草细胞生长的影响
。

结果

见表∋
。

此表结果表明
,

∋
,
+
一

Ι 严重抑制细胞生长
。

在所有加入 ∋ , +
一

Ι的处理中
,

细胞干重

皆显著低于对照
,

而且颜色变 白
,

色素合成 受阻
。

在与 ϑ Κ 的组 合中
, < Λ Λ或 >Μ Λ 对

细胞生长有较小的促进效应
,

而在与 Μ Λ 1的组合中
,

则表现为抑制效应
。

> Λ Λ对细胞生长

有 明 显的促进作用
,

其 中与 ϑ Κ 组合 的促进效 果显著水平
。

高浓度 4 (
�

3
, ∋

�

. Φ = Ν% 5

的 ΜΛ 1不利于细胞生长 , 而在。
�

(或。
�

ΟΦ = Ν% 水平下
, Μ Λ 1能促进细胞生长

,

但未达显著

水平
。

当 ϑ Κ 浓度达。
�

Ο Φ = Ν% 以上时
,

细胞干重显著高于对照
。
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6
4

6
4

6 不同浓度的 −&人和Κ , 对细抱生长的影响

为确定最适于细胞生长的−& & 浓度
,

我们又作了进一步 的比较试 验
,

结果见表 >
。

当 −& &浓度为 5
4

εΓ Η Ι3 时
,

细胞干重最高
。

而其余 Δ 种浓度间的影响差异不大
。

当 Κ ,浓

度达。
4

ϑΓ 别 3时
,

再增加浓度
,

对细胞生长的促进效果不明显
。

衰 > 不同浓度φ几&与Κ,姐 4 对细几生长的形 4

Α生长培 养墓
,

< ∗  
4

Δ ≅

, 8 Τ 一Β > / ς ςΒ Β Λϑ 2 ς −& & 8 Ω = Κ , 2 Ω Β Β 33 Η Σ 2 货 Λ Μ Ν Ω , Θ ϑ Χ Β Ω ϑ Ν 2 Ω

Β Θ 3Λ Θ Σ Β ϑ 2 ς &
一 Β Θ Υ ΜΣ 2 川 8 2 Β 3Ν Α‘

Σ 2 α Λ Μ Γ Β = ΝΘ Γ
,

< ∗  
4

Δ ≅

激素组合
ΧΜ 9 Λ 2 Μ 2 Σ Γ 2 Ω Β

细胞干重 Α克Ι瓶 ≅ Φ 下ΑΗ Ι ς 3。 Ψ β ≅
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一
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一
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Ε
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综上所述
,

我们次为
,

在生长培养基中添加Ε4 ϑΓ Η Ι3 Κ , Ι和 5
4

2Γ Η Ι 5 −& &有利于新疆

紫草细胞生长
。

6
4

6
4

> 不同激素对紫草宁衍生物合成 的影响

不同激素对
一

新疆紫草悬浮培养细胞中紫草宁衍生物合成的影响效果列于表 ; 。

从此

表中可见
,

细胞分裂素类对紫草宁衍生物的合成有抑制作用
,

且这种作用随使用浓度的增

加而加强
。

比较而言
, + & Χ的抑制效果强于 Κ , 。

虽然Κ ,会抑制色素的形成
,

但由于一定

浓度的Κ , 对细胞生长有促进作用
,

所 以在含Ε
4

3Γ Η Ι3 Κ , 的处理中
,

色素产量仍高于不加

Κ , 的处理
。

因此
,

我们认为添加。
4

3Γ Η Ι3 Κ ,于生产培养基中有利于色素产量的提高
。

−& & 浓度 Α奄克Ι 升 ≅
−& & Β 2 “ Β Β Ω Λ Σ 一 Λ Ν2 一

Α 二‘Ι 3 ≅

4 6 不同 −& & 浓度对紫草宁衍生物合成的影响

Α生产培养基
,

< ∗ 二  
4

‘
,

Κ , 二 2
。
3 Γ Η Ι 3≅

( 5�
。

6 / ς ς Β Β Λ ϑ 2 ς −& & Β 2 4 2 Β Ω Λ Σ 一Λ Ν2 Θ 一 2 Θ 4 卜Νβ 2 Ω 3 Ω
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Σ “仁耘Σ 2 Γ 。 。Β 33 4

Α< Σ 2 = Θ Β Λ Ν

⋯
Β = ΝΘ 4 , Χ∗ 0
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Δ , Ε

。

54 ‘Ι 5 Κ , ≅

% & &和−+& 会明显地抑制

紫草宁衍生物的合成
。 −& & 对

紫草宁衍生物的合成有一定的

促进作用
,

例如 在 。
4

ϑΓ Η Ι3

−& & ] 2
。

2 “ Η Ι 5 Κ , 的处理中
,

细胞色素含量最高Α5 ?
。

;δ ≅
。

6
4

6
4

; 不同浓度 −& & 对紫草

宁衍生物合成的影响

结果见图 6
。

当 Κ , 浓度

为 Ε
4

5 , Η Ι 55 时
,

在 Ε
。

5一 5
。

Ε

“ Η Ι 3范围内
,

随− &&浓度的增

加
,

细胞中色素含量也逐渐增

加
,

这表明低浓度的−& & 既能
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ΑδΦ α ≅

, < 9 γ < ΝΗ Γ Β 2 Λ 9Ν Β 3= Α 二 Η Ι ς , 8 Ψ β ≅

促进 细胞生长又有利于紫草宁衍生物的 合成
。

这与 , ‘石“ Λ‘等〔’Ξ 的研究结果基本一致
。

总之
,

在生产培养基中加入 2
4

3Γ Η Ι3 Κ , 和 Ε
4

? 一 5
4

2Γ Η Ι3 −& & ,

有 利于 细胞 中

紫草色素含量及产量的提高
。

通过 以上研究
,

我们认为适合于新疆紫草悬浮培养细胞生长的 Χ∗ 值为 ‘
4

Δ 士 Ε
4

; ,

激素为 3
4

2 Γ Η Ι 5 −& & 和 2
4

ϑ Γ Η Ι 5 Κ , , 而 2
4

Π Γ Η Ι 5 Κ , 和 Ε
4

?  一 Π
4

2 Γ Η Ι 5 −& & 以 及

Χ∗ γ  
4

Δ 土。
。

; ,

则有利于紫草宁衍生物含量及产量的提高
。
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