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质量浓度水平未能达到预期结果，为了获得愈伤分

化再生植株，设计将分化出的钉状根上诱导芽再生。

或者对愈伤组织直接分化出丛生芽的培养基激素和

浓度水平做进一步的筛选试验口]。

3讨论

用采来的老瓜头植株的叶片和茎段做外植体，

通过表面消毒，可以获得无菌材料，但再生芽的生长

速度慢，丛生芽容易玻璃化，用无菌播种的方法获得

的材料，植株生长快而旺盛，实生根发达，进行老瓜

头愈伤组织的诱导可操作性强，而且不受污染的影

响，大大提高了诱导率。本实验中以根和茎段作为外

植体，加入适量的激素配比，很容易诱导出愈伤组

织，且愈伤组织状态比较好，在诱导过程中无褐化现

象发生，其增殖的生长量较大，在25 d后仍然呈现

淡黄鲜亮疏松状态，增殖时问过长会有絮状老化、黄

褐色的现象发生。在实验中发现，愈伤组织能够分化

出钉状根，钉状根放到只有IBA的培养基上，伸长

很快，呈盘曲状。从很多研究文献中发现老瓜头的根

系发达，主要的有效成分来自于根部。通过以上实验

结果及现象，认为可以从老瓜头的根人手，深人研究

其根段产生的愈伤组织有效成分的量，而且可以设

计用毛状根的培养方法进一步研究其发根的有效成

分组成及量，最终为开发利用野生老瓜头资源提供

技术手段和理论基础。

Referenees r

[1]哂L M，Yang Jt Li K，Comparative analysis of alkaloid

components in rhizo眦and tolium of Cyna；ch komarrovii A1．

Iljinski[J]．J Ningzia Univt Nat Sci(宁夏大学学报；自然

科学版)．2002(4)·359—360．

[2]q L M．Yang J，Jia J R．Study on alkaloids of CyTm舭'hum

komarovii AI．11jinski widely grown in Ningxia[J]．J

Ningxla IViedCoil(宁夏医学院学报)，2002(5)：336 339．

[3]Qu L，Chao Y L Study on tissue culture and rapid propaga—

tion technology of Cynanchum kom—ii AI[J]．＆m Agric

Sci Technol(甘肃农业科技)，2002(4)：42—45．

[4]Zhou W Y，The吖y and 7■chno／agy of Plant Cell En∥R6％ot'-

ing(植物细胞工程原理与技术)[M]．Beijing：China Ag五一

culture University Press，2002．

[5]Li C x，Wang z H，Wang W L．Bi册eZrlcs(生物统计学)
[M]．Belling：Science Press．2002．

[6]Cheng R x．Zhang Y F．Experiment Design and Data Pm
cessing(实验设计与数据处理)[M]．Harbin：Northeast

University Press，2003：59—130-

r7]KⅢan P M，Macloughiin P F，Malone D M．Plant cell sus—

pension cultureI some eng[neerieg consideration[J]．Biotech

no／agy-1997，59：5．

[8]L髓W L．Chan L K．Establishment Of Orthosiphon stamin8us

cell substantion culture for ceil growth[J]．Plant Cell Tiss

OrgCult．2004，78：101—106．

[9]Wang W，Cui S x，Zharl窑c L Plant regeneration from em—

bryogenic suspension cultures of dune reed[J]．P／ant Cell

Ti”OrgCult．2001，67l 11-17．

长春花突变细胞生理特征的研究
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摘要：目的研究以秋水仙碱处理的长春花突变细胞在继代培养过程中的生长规律，吲哚生物碱积累的规律及

营养成分的适宜浓度等方面的特征．期望得到适于工业化细胞培养的理想材料。方法将突变细胞培养于MS固

体培养基上，定期称取其鲜质量，用有机溶剂萃取吲哚生物碱，应用RP—HPLC法检测药用成分阿玛碱和长春质碱。

结果 突变细胞培养至第30代时，生长速度和吲哚总碱积累得最快，培养至第45代时，两者均明显下降。而药用

成分的量于第20代达到最高；在培养基中添加适量的色氨酸能提高药用成分的量；培养基中ca抖和zn件的质量

浓度分别为1 760和12．6mg／L时，明显促进了药用成分的积累。结论长春花突变细胞可能是一种适于工业化

细胞培养的理想材料。
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Abstract：Objective To investigate the characteristics of growth，accumulation of indole alkaloid，

and the optical concentration of the nutrition components in the Catharanthus roseu$mutant cells induced

by the colehieine。looking forward to getting the ideal material producing alkaloids which was suited for in—

dustrialized cell eultivation．Methods Mutant cells cultivated on the MS medium were harvested accord—

ing to experiment designs，and the fresh weight was got．The indole alkaloid as extracted by organic sol—

vent．The ajmalicine and catharanthine extracted from the samples were analyzed by RP～HPLC．Results

The growth rate was faster and the indole alkaloid accumulation was more when the mutant cells were eul．

tivated generations 30 and the both were sharply decreased at generations 45，while the contents of medical

compounds amounted to the peak at the generations 20．The content of medicsl components and alkaloid

accumulation were evidently prompted by the tryptophan added in the media，especially at the coneentra—

tion of Ca2+1 760 and Zn”12．6 mg／L．respectively．Conclusion C．roseus mutant cells probably is an

ideal material for industrialized eell cultivation．

Key words：Catharanthus T'oseu$(L．)G．Don；mutant cells I ajmalicine}eatharanthine

为满足对植物药物的需求量，利用细胞培养技

术获取更多药用成分已被公认是一条最可行的途

径。长春花细胞培养物中有很多药用成分，如长春质

碱(catharanthine)和阿玛碱(ajmalicine)等[“。采用

细胞培养技术生产长春花药物是当今人们迫切希望

解决的问题，筛选出生长快且含药用成分量高的细

胞株是国内外学者重点攻关课题之一。近年来，本研

究组利用秋水仙碱诱变长春花普通细胞得到了突变

细胞。经初步鉴定，其生长速率和药用成分积累均高

于普通细胞。为更深入全面了解突变细胞特征，本实

验对其生长规律、吲哚总碱和药用成分的积累规律

及营养成分对生物碱积累水平的影响等方面进行了

探讨，期望突变细胞是更适于工业化生产的理想材

料，并为其将来的应用提供理论和实验依据。

1材料和方法

1．1材料；长春花Catharanthus roseus L．普通细

胞，由南开大学生命科学学院实验室诱导获得。长春

花突变细胞，由本实验室通过0．05％秋水仙碱诱变

获得。

1．2方法

1．2．1 细胞培养：长春花普通细胞和突变细胞

固体培养基为：MS+1．0 mg／L KT+2．2 mg／L

NAA，pH6．2，光照度为1 000～1 500 Lx，光照时间

12 h／d。

1．2．2吲哚总碱的测定：吲哚总碱的提取及定量测

定参照王宁宁报道的方法[2]，所有数据均为3次平

行重复测定的结果。

l·2．3长春质碱和阿玛碱测定：参照文献方法口]。

2结果分析

2·1长春花突变细胞和普通细胞的一般特征：用

0·9％生理盐水配制0．5％秋水仙碱溶液，用0．45

gm微滤膜将生理盐水和秋水仙碱溶液分别过滤于

无菌瓶中，将固体培养的长春花普通细胞转接人无

菌瓶中悬浮培养4 h，再转接到固体培养基中进行

培养。将普通细胞和秋水仙碱处理的细胞培养至第

7代时，30 d收获。对其一般特征进行了观察检测．

发现两种细胞差异明显。结果见表1和图1。

裹1长春花突变细胞和普通细胞的特征

Table l Characters of C．肼#Hf mutant cells

and mormal cells

** 龅驰螂ta 0：，。：：，：：
鸯熏颦皇 乳自色较梧鞋4倍悻^主曲 “3{ 7．蛄 3．sO

普通细胞(8对染色体) 突童细胞(i6i时垫色体)

围1普通细胞和突变细胞的染色体

Fig．1 Chromosomes of normal cells and mutant ceils

2．2继代培养的生长动力学特征：为了更加详细地

研究突变细胞的生长动力学特征，将突变细胞进行

多次继代培养，选取第7、20、30、45代进行生长速率

以及含吲哚总碱、阿玛碱、长春质碱量的分析。结果

见图2、3。从图2可以看出，综合生物产量和吲哚总

碱两方面分析，在第7～30代其动力学曲线变化幅

度较小．尤其培养到30 d时，不同继代次数的鲜质

量和吲哚总碱的量差异缩小，但是到了第45代时，

两者均表现出较大幅度下降。从图3可以看出，长春
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质碱和阿玛碱的量随着继代次数的增加也发生了变

化，第20代阿玛碱和长春质碱的量达到最大，分别

是24．31、14．87 Pg／g。第30代和第45代的药用成

分的量变化不大，产量趋于稳定。也就是说，该细胞的

生长和吲哚生物碱的积累在相当长的继代时期内(30

多代)是稳定的。总碱中的单个成分在不同继代次数

中的积累是不同的。这一研究结果提示在实践中．选

择适宜时间进行收获可得到更多的目的产物。

2．3前体饲喂对突变细胞生长和药用成分积累的
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影响：在细胞培养技术中，前体饲喂是有效提高培养

物中目的产物的重要措施，色氨酸是生物合成吲哚

类化台物的原料之一，为研究色氨酸对突变细胞生

长速率和吲哚生物碱积累的影响，用分别含有0、

100、200、400、600、l 000 mg／L色氨酸的培养基培

养第24代突变细胞，30 d后收获，测定鲜质量、吲哚

总碱的量以及长春质碱和阿玛碱的量。结果见图4，

5，色氢酸对突变细胞生长和吲哚总碱的积累无明显

的促进作用，但对长春质碱和阿玛碱的量有较大影
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圈2继代次熬对突查细胞生长和吲哚总碱量的影响

Figr 2 Efhct of subcultoring numbers on growth and total alkaloid content of mutant cells
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响。其中100 mg／L的色氨酸可以使阿玛碱的量增

加78％，但随着色氨酸质量浓度的增加。阿玛碱的

量下降。而长春质碱随着色氨酸质量浓度的增加而

增加，最高点是对照的2倍。这一结果表明，突变细

胞与普通细胞一样，吲哚生物碱的积累对色氨酸是

不依赖的“]。色氨酸不能显著提高吲哚总碱的积累，

但对单一成分的合成有重要的调节作用。随着色氨

酸质量浓度的增加，吲哚生物碱生物合成代谢可能

更有利于向合成长春质碱的途径转化。

2．4 Ca2+和Zn”对突变细胞生长和药用成分积累

的影响：ca2+和zn“都是植物生长发育过程中所必

需的矿质元素。zn“是许多重要酶(包括色氨酸合
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成酶)的重要组分或活化剂，ca”在植物细胞中起着

极其重要的信使作用，它介导细胞对外界刺激的应

答反应。因此，培养基中Zn”、Ca2+量的多少会对培

养材料的代谢水平产生极大影响。将第33代突变细

胞接种于含不同质量浓度Zn”、Ca“的MS培养基

上，以普通MS培养基(Zn”为8．6 mg／L，Ca“为

440 mg／L)上培养的突变细胞为对照，培养30 d后

收获，测其生物产量和吲哚生物碱的量。

2．4．1 Ca“；由图6、7可知，随着Ca”质量浓度的

增加，突变细胞的鲜质量明显下降，说明高质量浓度

的Ca*抑制突变细胞的生长，但是有利于吲哚生物

碱的积累，当ca”为1 760 mg／L时，无论吲噪总碱

还是长春质碱、阿玛碱的量都达到最高。阿玛碱的量

是对照的4倍，长春质碱的量是对照的3．5倍。其生

物产量降低不到50％，Ca”质量浓度继续增加，吲

哚生物碱的量下降，这可能是因为高质量浓度的

Ca2+更多地激活了蛋白质合成、基因复制等初生代

谢相关酶的活性，而抑制了次生代谢的缘故。综合生

物产量和药用成分的量来看，1 760 mg／L Ca”对提

高吲哚生物碱的量最有效。
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不同处理对绞股蓝种子萌发的影响

赵瑜1，肖娅萍“”

(1．陕西师范大学生命科学学院，陕西西安710062I 2．教育部药用植物资源及天然药物化学

重点实验室，陕西西安710062)

摘要：目的研究绞股蓝种子发芽特性，寻找行之有效的提高种子萌发率的方法，为大田生产奠定基础。方法

对绞股蓝种子分别进行机械处理、超声处理以及不同植物生长调节剂浸泡等处理，计算发芽率。结果超声处理、

揉搓、剥除种皮l：^及3种植物生长物质处理均可以显著提高绞股蓝种子发芽率。0．1 mg／L 6-BA爱泡1 h效果最

好，其次为超声处理10rain时、剥除种皮、揉搓，处理种子萌发率分别为69“、54．6％，38．5％、35．3％。结论实际

操作中揉搓和剥除种皮两种方法操作性不强，0．1 mg／L 6-BA畏种处理对幼苗生长有负面影响．而超声处理简单

易行．可作为大规模播种前处理应用于大田生产。

美键词：绞股蓝；机械处理；种子萌发
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绞股蓝Crynostemma pentaphyllum(Thunb．)

Makino为葫芦科绞股蓝属多年生草质藤本植物，经

科学鉴定和临床验证，绞股蓝具有扶正固本、增强体

质、活化细胞、抗疲劳、抗溃疡、缓解衰老、降血压、降

血脂、抗癌、健脑安神、改善肝功能、治疗脱发、滋润皮

肤、美容减肥等多种功能n]。绞股蓝在我国分布广泛，

野生资源丰富。从20世纪80年代开始，我国各地如

广东、福建、陕西、浙江、湖北、江西、安徽、四川、山东、

河北等省已引种栽培成功，并开发出系列产品。近几

年，我国学者在绞股蓝的化学成分o]、提取工艺及分

析方法[“、资源调查、生物学特性[“、药理作用⋯、毒

理、临床实验[63等方面，取得了许多积极成果，为开发

利用绞股蓝提供了科学依据，但有关绞股蓝种子生物

学特性及发芽条件的研究和报道很少o]。

笔者曾经对绞股蓝种子进行不同温度、不同时

间的浸种处理，研究其发芽率”]。本实验将进一步研

究不同处理方式(包括机械处理、超声处理以及不同

植物生长调节剂)对种子萌发的影响，以期为绞股蓝

规范化栽培提供理论依据和技术参考。

1材料与方法

1．1材料：绞股蓝种子于2003年10月一2003年

11月采收于陕西安康平利绞股蓝规范化种植基地，

为该基地近年来筛选的优良栽培种七叶绞股蓝。经

陕西师范大学生命科学学院任毅教授鉴定为葫芦科

(Cucurbitaeeae)绞股蓝属植物绞股蓝G．penta-

phyllum(Thunb．)Makino。

1．2种子分级方法：用孔径为2．0 mm的铝筛分

选，去掉杂质和瘪粒，筛面的种子为混级}在混级种

子中挑选籽粒饱满的作为一级，剩余种子作为二

级[“。测量混级种子大小(分5组，每组30粒)、千粒

譬銎最智：留关珲蛰科技攻关项目(：。。。A，。。A。。)
尊盍景律挚箍摇81-E-mhal女l；嚣嚣墨麓慧躲篙院植物生暂技术专业硬士



长春花突变细胞生理特征的研究
作者： 张秀省， 聂莉莉， 向蓓蓓， 王淑芳， 朱晔荣， 王勇， ZHANG Xiu-sheng， NIE Li-li

， XIANG Bei-bei， WANG Shu-fang， ZHU Ye-rong， WANG Yong

作者单位： 张秀省,ZHANG Xiu-sheng(聊城大学农学院,山东,聊城,252000)， 聂莉莉,向蓓蓓,王淑芳

,朱晔荣,王勇,NIE Li-li,XIANG Bei-bei,WANG Shu-fang,ZHU Ye-rong,WANG Yong(南开大

学生命科学学院,天津,300071)

刊名：
中草药

英文刊名： CHINESE TRADITIONAL AND HERBAL DRUGS

年，卷(期)： 2007,38(11)

被引用次数： 1次

  
参考文献(4条)

1.Van Der Heijden;Rjacobs D I;Snoeijer W The Catharanthus alkaloids:pharmacognosy and biotechnology

2004(05)

2.Wang N N;Wang S F;Tian J Y Study on cell suspension culture of Catharanthus roseus crown gall cell

induced by Agrobacterion C58 1994(03)

3.Zhang X F;Zhang X X;Wang Y Effects of plant growth regulators on the accumulation of indole

alkaloids in Catharanthus roseus calli[期刊论文]-植物生理学通讯 2004(03)

4.Zhang X F;Zhang R T;Cao L Effects of different factors on accumulation of indole alkaloids in

Catharanthus roseus calli[期刊论文]-中国药学杂志 2004(11)

 
引证文献(1条)

1.向蓓蓓.朱晔荣.王勇 长春花吲哚生物碱合成途径的基因工程研究进展[期刊论文]-生物学通报 2010(10)

 

 
本文链接：http://d.wanfangdata.com.cn/Periodical_zcy200711042.aspx

http://d.wanfangdata.com.cn/Periodical_zcy200711042.aspx
http://www.wanfangdata.com.cn/
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e5%bc%a0%e7%a7%80%e7%9c%81%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e8%81%82%e8%8e%89%e8%8e%89%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e5%90%91%e8%93%93%e8%93%93%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%8e%8b%e6%b7%91%e8%8a%b3%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e6%9c%b1%e6%99%94%e8%8d%a3%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%8e%8b%e5%8b%87%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22ZHANG+Xiu-sheng%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22NIE+Li-li%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22XIANG+Bei-bei%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22WANG+Shu-fang%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22ZHU+Ye-rong%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22WANG+Yong%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Organization%3a%22%e8%81%8a%e5%9f%8e%e5%a4%a7%e5%ad%a6%e5%86%9c%e5%ad%a6%e9%99%a2%2c%e5%b1%b1%e4%b8%9c%2c%e8%81%8a%e5%9f%8e%2c252000%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Organization%3a%22%e5%8d%97%e5%bc%80%e5%a4%a7%e5%ad%a6%e7%94%9f%e5%91%bd%e7%a7%91%e5%ad%a6%e5%ad%a6%e9%99%a2%2c%e5%a4%a9%e6%b4%a5%2c300071%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Organization%3a%22%e5%8d%97%e5%bc%80%e5%a4%a7%e5%ad%a6%e7%94%9f%e5%91%bd%e7%a7%91%e5%ad%a6%e5%ad%a6%e9%99%a2%2c%e5%a4%a9%e6%b4%a5%2c300071%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Organization%3a%22%e5%8d%97%e5%bc%80%e5%a4%a7%e5%ad%a6%e7%94%9f%e5%91%bd%e7%a7%91%e5%ad%a6%e5%ad%a6%e9%99%a2%2c%e5%a4%a9%e6%b4%a5%2c300071%22+DBID%3aWF_QK
http://c.wanfangdata.com.cn/periodical-zcy.aspx
http://c.wanfangdata.com.cn/periodical-zcy.aspx
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22Van+Der+Heijden%3bRjacobs+D+I%3bSnoeijer+W%22+DBID%3aWF_QK
http://d.wanfangdata.com.cn/ExternalResource-zcy200711042%5e1.aspx
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22Wang+N+N%3bWang+S+F%3bTian+J+Y%22+DBID%3aWF_QK
http://d.wanfangdata.com.cn/ExternalResource-zcy200711042%5e2.aspx
http://d.wanfangdata.com.cn/ExternalResource-zcy200711042%5e2.aspx
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22Zhang+X+F%3bZhang+X+X%3bWang+Y%22+DBID%3aWF_QK
http://d.wanfangdata.com.cn/Periodical_zwslxtx200403009.aspx
http://d.wanfangdata.com.cn/Periodical_zwslxtx200403009.aspx
http://c.wanfangdata.com.cn/periodical-zwslxtx.aspx
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22Zhang+X+F%3bZhang+R+T%3bCao+L%22+DBID%3aWF_QK
http://d.wanfangdata.com.cn/Periodical_zgyxzz200411006.aspx
http://d.wanfangdata.com.cn/Periodical_zgyxzz200411006.aspx
http://c.wanfangdata.com.cn/periodical-zgyxzz.aspx
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e5%90%91%e8%93%93%e8%93%93%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e6%9c%b1%e6%99%94%e8%8d%a3%22+DBID%3aWF_QK
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%8e%8b%e5%8b%87%22+DBID%3aWF_QK
http://d.wanfangdata.com.cn/Periodical_swxtb201010002.aspx
http://c.wanfangdata.com.cn/periodical-swxtb.aspx
http://d.wanfangdata.com.cn/Periodical_zcy200711042.aspx

