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诱导子在药用植物细胞培养中的应用

王和勇1,罗 恒2,孙  敏3X

( 11 中山大学生命科学学院 基因工程教育部重点实验室,广东 广州  510275; 21 徐州医学院药理学教研室,
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摘 要:详细地介绍了在药用植物细胞培养中诱导子的概念,常用的诱导子种类及其生物学特征。诱导子根据防卫反应
可分为内源性诱导子和外源性诱导子;根据特异性可分为特异性诱导子和非特异性诱导子;根据其来源可分为生物诱导

子和非生物诱导子。生物诱导子主要包括真菌类诱导子、细菌类诱导子、病毒类诱导子、酵母提取物等;而常用的非生物
诱导子包括水杨酸、茉莉酸、茉莉酸甲酯、稀土元素以及重金属盐类等。同时诱导子具有专一性、快速性、浓度效应、时间

效应以及协同效应。因此在实际应用中需综合考虑与灵活运用,使诱导子在药用植物细胞培养发挥最佳促进作用。
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Application of elicitor to cell culture of medicinal plants
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  生长在自然环境中的植物经常遭受不良因素如微生物入侵

与伤害等胁迫,为了抵御不良环境,植物细胞往往产生次生代谢

物质。而植物次生代谢物质的合成具有全能性和多条代谢途

径[ 1]。因此,通过改变培养条件, 可定向诱导目的产物的合成。

根据这个原理,可利用诱导子诱导药用植物细胞合成目的产物

及其胞外分泌。这也为研究植物次生代谢调控提供了新思路与

手段。近 10余年来,这方面的研究一直是国内外研究的热点。

本文着重以红豆杉等为例介绍药用植物细胞培养中所用的诱导

子种类及其生物学特点,为从事该研究的工作者提供参考。

1 诱导子的定义与种类

诱导子( elicitor) ,从植物病理学的角度来讲,是指在抗病生

理过程中诱发植物产生植保素( phytoalexin)和引起植物过敏反

应( hypersensive reaction, HR)的因子。从细胞培养的角度来讲,

是指能促进植物细胞产生目的产物的因子。这表明细胞诱导培

养与植物防卫反应的机制是一致的。

根据防卫反应可分为内源性诱导子( endogenous elicitor )和

外源性诱导子( exogenous elicitor) , 前者指来自植物细胞的诱导

子,后者指来自植物细胞以外的其他可诱导防卫反应的因子[ 2] ;
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根据特异性可分为特异性诱导子( specific elicitor )和非特异性诱

导子( non2specific elicitor) [3] ;根据其来源可分为生物诱导子( biot2

ic elicitor)和非生物诱导子( abiotic elicitor) ,生物诱导子主要包括

病原菌(真菌、细菌、病毒与酵母)与植物细胞成分,其中主要是

细胞壁水解产物,而非生物诱导子主要是起诱导作用的理化因

子[ 4]。

利用诱导子来提高次生代谢产物,是目前在药用植物细胞

培养中常用的方法,其中最常用的是生物诱导子和非生物诱导

子。

111  生物诱导子

11111 真菌类诱导子: Cruickshank(1968 年)在菜豆细胞培养时

将从丛梗孢科链核盘属链合盘菌 Monilinia f ructicola (Winter)

Honey菌丝体中分离出的一种多肽链核盘素 A(monilicolin A)加

入培养基,其后发现 monilicolin A能够诱导菜豆内果皮的发生与

菜豆素( phaseollin)的积累。这是最早有关诱导子促进植物次生

代谢和防卫反应的报道[ 5]。

真菌诱导子主要是真菌的细胞表面结构或分泌物,在化学

结构上它主要包括:多糖、多肽、糖蛋白与不饱和脂肪酸。目前

已有对多种不同来源的真菌诱导子的研究,用真菌桔青霉 Peni2

cillium citrinum Thom的菌丝体和花生四烯酸诱导子均能提高

红豆杉悬浮细胞中紫杉醇的含量[ 6] ;利用刺盘孢菌 Col2

letotr ichum nicotianae Av12Sacca、尖孢镰刀菌 Fusar ium oxysporum

Schlechtendahl、黑曲霉 Aspergillus niger Van Tieghem 与米曲霉

Aspergllus oryzae (Ahlburg) Cohn 的菌丝体诱导紫草细胞时发

现, 4种菌丝体均能提高它的紫草素含量,其中黑曲霉的菌丝体

效果最好
[7]

;用刺盘孢菌、尖孢镰刀菌与黑曲霉的菌丝体诱导西

洋参细胞可促进皂碱与多糖的合成;黄花蒿 Ar temisia annua L1

内生炭疽菌 Colletotrichum sp1B501细胞壁寡糖提取物可促进青

蒿素的合成, 经 20 mg/ L 寡糖诱导处理 4 d 后, 青蒿素含量达

1115 mg/ g[ 8] ;用密环菌 Armillaria mellea (Vahl: Fr. Kummer)诱

导子处理延胡索 Corydalis yanhusuo W1T1Wang 培养物,可促进

其生物碱的积累。

11112 细菌类诱导子与病毒类诱导子:Wei从梨火疫病菌 Er2

winia amylovora (Burrill) Winslow et al1 中分离出一种对酸与热

都比较稳定的胞外蛋白质( harpin) ,能诱导烟草叶片产生过敏性

坏死,这是最早从细菌中找到的诱导子[ 9]。几年后, Mukherjee

从胡萝卜软腐欧氏杆菌 Erwinia carotovora ( Jones) Bergey et al1

中发现一种与 harpin 生物活性相似的蛋白质[ 10]。

11113 酵母提取物:研究表明,把酵母提取物加入鹰嘴豆 Cicer

arietinum L1 的细胞培养基中可诱导异黄酮的积累,进而引起紫

檀烷、美迪紫檀烷和高丽槐素含量的增加[ 11] ;在培养丹参

Salvia miltiorrhiza Bunge细胞时,加入1 g/ L酵母提取物和 100

mg/ L蜜环菌发酵液,有非常明显促进丹参酮积累的效果,其含

量可达到生药样品的3 倍以上[ 12] ;同样,在野葛 Pueraria lobata

(Willd1)Ohwi悬浮细胞中加入酵母提取物可促进异黄酮的合

成[ 13]。

11114 其他:除以上讨论的真菌、细菌诱导子与酵母提取物外,

病毒外壳蛋白和复制酶也起诱导子的作用,如 TMV 外壳蛋白

和复制酶、PVX外壳蛋白能诱导带N 基因的烟草、带 Rx基因的

马铃薯产生抗病反应。同时,植物细胞壁水解产物,如低聚糖、

多糖[ 14]和低聚半乳糖[15]也具有诱导子功能。

112 非生物诱导子:研究发现,一些理化因子也能诱导药用植

物细胞产生次生产物,目前已证实可诱导植物产生防卫反应且

能提高次生代谢产物的化学物质约有 100 多种,主要有水杨酸

( salicylic acid, SA)、茉莉酸( jasmonate, JA)与茉莉酸甲酯(methyl

jasmonate, MJ) ;其次是稀土元素以及重金属盐类。SA、JA与MJ

将在阐述诱导子的生物学特性时介绍, 在此主要介绍稀土元素

与重金属盐类。

在诱导培养中, 稀土元素一方面改变细胞膜通透性,从而

使次生代谢产物迅速分泌到培养基中;另一方面还可能促进次

生代谢中特有基因的转录,从而提高次生产物的合成。

梅兴国在研究东北红豆杉细胞培养时发现,在细胞生长的

指数晚期加入稀土化合物能显著提高紫杉醇的含量;硝酸镧和

硫酸铈铵可显著提高 T1 细胞株紫杉醇的产量与渗透率,其中

硫酸铈铵的作用更为明显。硝酸亚铈对细胞株 D4、TN、TF2、

NF、E2、E2B都有显著的促紫杉醇释放作用。表明硝酸亚铈能

有效作用于红豆杉细胞的生物膜系统,包括细胞膜、液泡膜甚至

质体膜,增加膜透性而提高紫杉醇渗透率;另外硝酸亚铈还有明

显促进 T1、TD5、E2、E2B细胞产生紫杉醇的能力,使培养物中紫

杉醇的含量大幅度提高。因此硝酸亚铈可能是一种在悬浮培养

红豆杉细胞时促进紫杉醇生产与渗透释放的代谢调节剂[ 16]。

另外元英进的研究表明在长春花细胞培养时加入稀土元素镧可

促进其细胞生长与次生代谢产物的积累; Smith通过研究发现,

硫酸钒可以促使长春花细胞合成长春花碱和阿吗碱。此外,胡

国武研究表明,在东北红豆杉细胞培养时加入硝酸铈铵能有效

地提高紫杉醇合成酶基因转录,从而促进紫杉醇合成[ 17]。这说

明不同稀土化合物对细胞作用机制与效果是不同的。

重金属盐类在细胞诱导培养方面主要涉及 Cu2+ 与 Ag+ 。

在红豆杉细胞悬浮培养20 d即指数生长晚期,加入Cu2+ 可促进

紫杉醇的形成[ 18] ;Morimoto发现 Cu2+ 可以促进日本黄连 Coptis

japonica Makino细胞产生小檗碱[19] ;宁文研究也发现, Cu2+ 对紫

草 Onosma paniculatum Bur1et Franch1 细胞产生紫草素有较大

的促进作用[20] ; Rouxel认为 Cu2+ 能提高芸薹属植物细胞中吲哚

类物质的产量[ 21]。

未作君用AgNO3诱导南方红豆杉细胞合成紫杉醇时,通过

动力学模型对 AgNO3 的作用靶点进行分析, 确定了 AgNO3 在

紫杉醇代谢途径中的作用靶点是在Baccatin Ó向紫杉醇转变的

过程中
[22]

;苗志奇认为AgNO3通过加快Baccatin Ó向紫杉醇转

化速度来提高紫杉醇的合成[ 23]。

但迄今为止,有关重金属盐类与稀土元素诱导药用植物细

胞产生目的产物的具体作用机制目前还不十分清楚。另外一些

物理因子如机械损伤、电磁处理、X射线以及紫外线等均能诱导

植物产生高含量的次生代谢物质。

2 诱导子的生物学特征

211 专一性

21111 同一诱导子对不同植物诱导作用不同:不饱和脂类诱导
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子主要诱导茄科植物产生倍半萜类物质, 对其他植物一般无

效
[ 24]
。大雄疫霉 Phytophthora megasperma Drechsler的葡萄糖诱

导子能使大豆产生植保素,却不能使欧芹产生植保素[ 24]。

21112 同一诱导子对同一植物的不同细胞株的诱导作用不同:

余龙江等用真菌 F5 诱导子诱导红豆杉产生紫杉醇时发现不同

细胞株对诱导子的反应能力不一样, 即细胞株 TF、TD2、TD8、

TD12与 E2 中紫杉醇的含量,与无处理的细胞相比显著提高;而

TD12细胞株在诱导前后均无紫杉醇合成
[25]。

21113 同一植物对不同的诱导子的反应不同:在研究桔青霉、

灰绿犁头霉 Absidia glauca Hagem、鲁氏毛霉 Mucor rouxianus

(Calmette) Wehmer和灰葡萄孢霉 Botrytis cinerea Pers. 4 种真菌

诱导子诱导云南红豆杉细胞产生紫杉醇时发现,桔青霉菌丝的

效果最好, 其紫杉醇含量和产量分别比对照组高 11312% 和

10410% ,达到干细胞 01356%和 5106 mg/ L;其次是灰葡萄孢霉

菌, 其紫杉醇含量和产量分别比对照组提高了 581 7% 和

5112%;鲁氏毛霉菌丝和灰绿犁头霉菌丝作用不显著[ 26]。在银

杏 Ginkgo biloba L1 悬浮细胞培养诱导时, 10种真菌诱导子中仅

选出效果比较好的日本根霉 Rhizopus japonicus Vuill.诱导子,能

使银杏细胞产生银杏内酯 B[27]。

21114 同一植物的不同细胞株对不同诱导子的反应不同:梅兴

国等研究表明,不同红豆杉细胞株对不同稀土元素处理的反应

是不同的。细胞株 TD5、E2、E2B与 T1给以稀土元素硝酸镧与

硫酸铈铵处理后,它们对紫杉醇的合成明显增加, 尤其 T1 细胞

株,加入硫酸铈铵后紫杉醇合成量为 7156 mg/ L, 对照组仅为

0114 mg/ L;而 D4 细胞株紫杉醇的合成量几乎没有什么变化。

TN、TF2与 NF 3 个细胞株对不同稀土化合物的反应也不同:硝

酸镧可促进TF2合成紫杉醇,硫酸铈铵和硝酸亚铈却减少 TN

与TF的紫杉醇合成;硝酸镧、硫酸铈铵、硝酸亚铈都使 NF细胞

紫杉醇合成能力下降[ 16]。

21115 其他:研究发现, 同一红豆杉细胞用同一真菌制成的不

同类型诱导子处理,细胞具有不同的防卫反应。概括为 3 种植

物2真菌互作模式:极不相容(细胞抗性强,受损小) ,不相容(抗

性强,受损也较严重)和相容(细胞抗性小,受损严重)。极不相

容和不相容的互作模式中,细胞的紫杉醇产量明显较对照组高,

而相容互作模式的细胞不含有紫杉醇[ 25]。

212  快速性:张长平等在研究真菌诱导子对悬浮培养南方红豆

杉细胞态势及紫杉醇合成的影响时发现,在细胞悬浮培养指数

生长晚期加入真菌诱导子(尖孢镰刀菌的胞壁组份粗提物) , 能

在短期内激发细胞的防御性应答反应;在诱导子处理后, 4 h 时

苯丙氨酸解氨酶(PAL)的活性就达到了峰值, 紫杉醇产量在 36

h内就有明显提高,峰值出现在诱导后第 4 天, 总产量提高 了 5

倍左右,紫杉醇含量达到67 mg/ L [28]。

213  浓度效应:诱导子浓度效应有两种类型:一种是反应饱和

型,即次生产物的合成随诱导子浓度增加而增加,达到最大值后

稳定;另一种是最适浓度型,即诱导反应要求最适浓度, 此浓度

下诱导子表现出最强的活性[ 18]。在药用植物细胞诱导培养中

主要是最适浓度型。

孙彬贤等在研究代谢中间产物和诱导子对南方红豆杉细

胞生长和紫杉醇含量的影响时发现, 加入花生四烯酸 ( 31 2

Lmol/ L)和茉莉酸甲酯(MJ, 100 Lmol/ L)可分别提高紫杉醇含量

1倍和 10倍[ 29]。梅兴国在研究水杨酸(SA)对红豆杉细胞的诱

导作用发现,在实验的浓度范围内,添加不同浓度 SA 均有利于

紫杉醇的积累,最适浓度为 20 mg/ L 时, SA对紫杉醇合成的诱

导效应最显著, 约为对照组的 13 倍[30]。施中东等利用短期诱

导实验考察了几种诱导子的最佳诱导浓度,结果表明:在南方红

豆杉细胞培养体系中分别加入 110 mmol/ L 硝酸铈铵、01 01

mmol/ L硝酸银、011 mg/ L花生四烯酸、011 mg/ L SA 以及 101 0

mg/ L MJ,最有利于紫杉醇产量提高[ 31]。李家儒在研究 Cu2+ 对

红豆杉培养细胞中紫杉醇形成影响时发现,在细胞悬浮培养物

中添加 30 Lmol/ L CuCl2 时,诱导效果最佳[ 18]。宋经元研究发

现,培养基中蜜环菌的浓度为 119 mol/ L 时可从丹参的悬浮细

胞中获得147 mg/ L的丹参酮[ 32]。

一般而言,由于诱导产生的抗毒素对细胞自身大多具有毒

性,诱导子对细胞生长有抑制作用,因而添加诱导子时其浓度需

严格控制,使之既能在一定程度上刺激细胞发生过敏反应,合成

次生代谢物,又不严重影响细胞的生长。

214 时间效应:在药用植物细胞培养中, 不少植物细胞在指数

生长期以后,才逐渐由初生代谢进入次生代谢。细胞感受外界

刺激,调节内部代谢与所处的生长阶段有关。不同时期的细胞

对诱导子的反应灵敏度不同,只有处于一定生长时期的细胞才

能有效地接受诱导子信号,此时诱导子表现出最强的活性。一

般根据植物细胞的生长速度将植物细胞培养的一个周期分为延

迟(滞)期、对数期(指数生长期)、稳定期、衰亡期 4 个时期。延

迟期到指数生长期早期为自发诱导阶段,在指数生长期的中期,

细胞对诱导子的反应最不敏感;在指数生长期晚期到稳定期早

期细胞对诱导子的反应敏感。在指数生长期晚期加入诱导子,

细胞次生代谢物的含量最高,而在指数早期或延迟期加入诱导

子,次生代谢物合成量并没有明显的提高。原因可能是在生长

早期还没有足够的前体可用于合成蛋白(包括次生代谢物合成

途径的关键酶) ,或是提高生物合成量的酶还未受到激活。

李家儒的研究表明红豆杉细胞悬浮培养的延滞期为

0~ 8 d,指数生长期为8~ 20 d,稳定期为20~ 32 d。分别于细胞

悬浮培养的第5、20、25天时加入2 mL桔青霉诱导子,35 d 1 Lg/

g; 5、25 d时加入诱导子, 紫杉醇含量分别为 6159 和 9185 Lg/ g,

均不及 20 d时效果好,这正说明在指数生长期晚期红豆杉培养

细胞对诱导子具有最强的反应能力。李家儒还发现在指数生长

期晚期红豆杉培养细胞对 Cu2+ 诱导处理也具有最强的反应能

力[18]。

215 协同效应:研究表明, 不同诱导子之间存在协同效应。苏

湘鄂等研究MJ与真菌诱导物、SA组合诱导红豆杉细胞产生紫

杉醇时发现, 单独加 F5, MJ 与 SA 以及联合加 F5+ MJ与

MJ+ SA,各组细胞的紫杉醇含量均增加,其中MJ+ SA 对紫杉

醇合成的诱导作用最显著,约为MJ的 10 倍,达到细胞干重的

0104% [ 33]。余龙江研究发现, 红豆杉悬浮细胞培养加入 100
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Lmol/ L MJ、715 mg/ L乙烯利与10mg/ L精胺为最优组合,此时

紫杉醇产量最高, 达 8173 mg/ L, 比对照组提高了 9103 倍[ 25]。

Linden研究发现,在红豆杉的悬浮细胞培养MJ、几丁质与脱乙

酰壳多糖对紫杉醇合成也具有协同作用[34]。苗志奇通过SA 和

硝酸银的配伍诱导, 实现了诱导子之间的协同作用, 获得 39

mg/ L 紫杉醇,比两个诱导子单独作用时紫杉醇最高含量之和还

高出50%
[ 35]
。同样在MJ与花生四烯酸的配伍实验中,第 10 天

测量结果显示: MJ与花生四烯酸的配伍实验中紫杉醇最高产量

达到 8211 mg/ L, 比两个诱导子单独作用时的最高含量之和还

高出 54%, MJ与花生四烯酸的配伍实验表明诱导子具有明显

的协同效应[ 23]。

3  展望

在适宜条件下,利用诱导子来调节药用植物的次生代谢途

径,而提高植物细胞中有用的次生代谢产物的含量,带来了良好

的经济和社会效益。众多研究和临床表明植物所含的丹参酮、

银杏酮、黄酮等在治疗和预防心、脑、肾疾病方面有明显作用;大

豆异黄酮是雌激素受体的部分激动剂,对改善女性更年期综合

症有明显的优点;紫杉醇是常用的抗癌药物,尤其对乳腺癌和卵

巢癌效果好。提高上述物质产量,无疑为人类健康作出贡献。

对诱导子的研究虽取得了一些进展,但还存在着一些不完

善的地方,在诱导子作用机制以及作用靶点方面,目前还研究得

不透彻。如果知道诱导子与次生代谢产物的结构与功能关系,

就可用现代分子生物学技术如差别显示和异源表达等技术来研

究诱导子作用于靶基因的调控机制以及对该基因进行功能鉴

定,从分子水平来阐明次生代谢产物的合成机制,为今后诱导培

养提供更可靠的理论依据。此外,在诱导子的纯化和结构分析、

诱导子受体的提取纯化,诱导子与胞膜上受体的结合情况等方

面有待进一步研究。

发展诱导技术,深化诱导子理论研究,不仅为中草药事业

的发展提供新思路,为经济发展增添力量,更重要的是能更好地

为人类健康服务,带来巨大的社会效益和经济效益。
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吴茱萸属植物化学成分和生理活性的研究近况

王奇志,梁敬钰
X

(中国药科大学天然药物化学教研室,江苏南京 210009)

摘 要:对吴茱萸属植物化学成分和生理活性研究概况予以综述, 发现成分类别主要为吲哚类生物碱、喹诺酮类生物碱、
苦味素、苯并色原酮和挥发油等。其中吲哚类生物碱17 个,喹诺酮类生物碱 17个,苦味素类化合物 12 个,苯并色原酮类
化合物10个。生理活性显示吴茱萸属植物具有扩张血管、降压、强心、止泻、收缩子宫、杀虫、抗菌、抗病毒、抗溃疡、抗胆
碱酯酶、抗遗忘症和诱导人子宫颈癌HeLa细胞凋亡的作用。
关键词:芸香科;吴茱萸属;吲哚类生物碱;喹诺酮类生物碱;苯并色原酮
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Survey on chemical constituents and physiological activities of Evodia Forst1 plants
WANG Qi2zhi, LIANG Jing2yu

(Department of Phytochemistry, China Pharmaceutical University, Nanjing 210009, China)

Keywords: Rutaceae; Evodia Forst1; indole alkaloids; quinolone alkaloids; benzchromones

  芸香科( Rutaceae)吴茱萸属( Evodia Forst1)植物全世界有
150 种,我国有 20余种。分布于广东、广西、贵州、陕西、浙江等
地。5中华人民共和国药典62000年版收载品种主要有:吴茱萸
Evodia rutaecarpa ( Juss1) Benth1、石虎 E1 r utaecarpa ( Juss1 )
Benth1var1 of f icinalis (Dode) Huang和疏毛吴茱萸 E1 r utaecarpa
( Juss1) Benth1 var1 bodinieri (Dode) Huang 3 种。药用部位为 8
~ 10月采收的果实,始载于5神农本草经6,列为中品。具有散
寒、止痛、降逆、助阳、止泻的功效,近代药理研究发现尚具有扩
张血管、降压、强心、止泻、收缩子宫、杀虫、抗菌、抗病毒、抗溃

疡、抗胆碱酯酶、治疗遗忘症和诱导人子宫颈癌HeLa细胞凋亡
的作用。本文主要综述该属已报道的化学成分和生理活性, 为
深入研究来自吴茱萸属植物提供参考。

1 吴茱萸属植物的化学成分

111 生物碱[ 1~ 7]

11111 吴茱萸属植物中生物碱类的骨架:吴茱萸属中生物碱主

要有吲哚和喹诺酮两类,前者结构中具有吲哚母核,根据化合物

A~ E5 环中具有 C, D环或只有 C环或只有 D环或C, D都裂环

及无D, E环,其骨架可分为 6 类型(图 1- Ñ~ Ö)。后者依据酮

基与N1 的相对位置及羰基的还原分A, B, C三类,结构骨架如

图 1- A~ C。

11112 已发现的吲哚类和喹诺酮类生物碱:各为 17个,见表 1。
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