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南方红豆杉悬浮培养细胞团区域化及营养功能分化的研究
△

天津大学生化工程系 ( 300072)　　李　春 　张长平　元英进* * 　胡宗定

摘　要　对南方红豆杉 Taxus chinensis var. mairei细胞悬浮培养过程中的分化、细胞团区域化及营养功能分化等

现象进行了研究。 通过光学显微镜和电子显微镜对细胞团切片及淀粉颗粒染色从形态学上进行系统观察 ,发现悬

浮培养细胞团从外向里呈明显的 3个区域:表层细胞由成年细胞组成 ,中层细胞是由增殖能力旺盛的细胞组成 ,中

心区域的细胞细胞核已消失 ,出现分化的管状分子。在电镜下可见胞间连丝。通过对细胞内淀粉含量及其代谢、可
溶性蛋白含量、细胞生物量和总紫杉醇产量的测定结果 ,可以初步判断 3部分区域各自承担着不同的功能 ,细胞团

是功能化的细胞结合体。
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Abstract　　 The st ructure of Taxus chinensis var. mairie ( Lemé e et Lé v l. ) Cheng et L. K. Fu cell ag-

g regates in suspension culture w as studied by observ ing the section o f cell agg regates under optical mi-

croscopy. By measuring the content of starch g rains, soluble protein, biomass and to tal taxo l, the resul ts

show ed that there w ere th ree distinct compartments: the surface, middle and central layers in cell agg re-

ga tes. A few plasmodesmas w ere observ ed by elect ron microscopy. The starch g rains w ere mainly dis-

tributed in the surface layer and the cells in the middle a rea show ed higher proli ferativ e activi ty. Prelimi-

nary judgement rev ealed that each of these compartments may have thei r ow n dif ferent functions, and i t

w as propo sed tha t the nutrient gradient w as an impo rtant facto r fo r the dif ferentiation of mo rpholog y and

function of cell compa rtments in cell agg regates.
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　　紫杉醇作为一种有效的新型天然抗肿瘤药物 ,

由于其红豆杉天然药源极其有限 ,研究红豆杉细胞

悬浮培养生产紫杉醇已得到越来越多的重视 [ 1]。大

多数的植物细胞以细胞团方式在培养液中生长和代

谢 ,这势必导致细胞团中由表层细胞到中心区域的

细胞形成一定的营养浓度梯度 ,而在整个培养过程

中浓度梯度伴随着细胞的增殖与分化 ,分化过程中

细胞对碳源的利用也会影响细胞合成次生代谢产

物。而对于植物细胞分化的研究大多集中在植物个

体的组织细胞发育过程的分化 [2 ] ,很少见有关培养

过程中细胞分化的研究 ,植物细胞悬浮培养中物质

的传递类似于丝状微生物的菌球模型 ,近些年来图

像分析软件在微生物发酵领域不断的发展和应用 ,

人们已经注意到形态的分化与次生代谢产物的关

系 ,并在在线控制中加以利用
[3 ]

,然而植物细胞培养

过程中的分化与次生代谢产物产生的进一步关系还

未阐明。 本文正是针对红豆杉细胞培养过程中细胞

团区域化及细胞内淀粉代谢功能的差异问题进行了

探索性的研究工作。

1　材料与方法

1. 1　实验材料: 南方红豆杉 Taxus chinensis var.

mairei悬浮培养 Y-901细胞系 ,采用 B5液体培养基

培养 ,其中蔗糖浓度为 3% ,细胞继代培养五代以

上 , 25℃ , 110 r /min黑暗振荡培养 ,随培养时间 1,

2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 d取样 ,共 3个平行组。

1. 2　生物量的测定:所取悬浮细胞经滤纸吸干培养

液后称鲜重 , 60℃ 烘干至恒重后在室温下称干重。

1. 3　光学显微镜观察:采用 I2-KI试剂染色细胞团
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观察细胞形态和淀粉粒的分布情况。 采用常规苏木

精 -伊红细胞固定染色法 ( HE法 ) ,收集细胞团 ,经

4% 的中性甲醛固定 ,乙醇脱水 ,常规石蜡包埋 , HE

染色 ,中性树脂封片 ,镜检并拍照。

1. 4　电子显微镜观察胞间连丝:收集细胞 ,用吸水

纸充分吸干培养液 ,置于 2. 5% 戊二醛 -磷酸缓冲液

(含 0. 05 mol /L二甲砷酸钠 pH 7. 2)中前固定 ,再

用 1% 饿酸 -磷酸缓冲液后固定 12 h,乙醇逐步脱

水 ,双氧环丙烷包埋、切片、经醋酸双氧铀和柠檬酸

铅染色 ,在 JEM100C透射电镜下观察照相。

1. 5　胞内淀粉和可溶性蛋白含量的测定: 见文

献
[4 ]
。

1. 6　细胞次生代谢产物紫杉醇的提取及测定: 见文

献 [5, 6 ]。

2　结果

2. 1　光学显微镜观察结果: 细胞团经 I2-KI试剂染

色后 ,表层细胞颜色变深 ,胞内含深褐色淀粉粒主要

集中在细胞团的表层 ,在培养周期呈一定的规律变

化 ,即培养前 7 d呈增多的趋势 ,然后开始下降 ,到

第 10天又开始升高 , 14 d后逐渐下降。淀粉粒染色

见图 1-2, 3。

细胞团经 HE染色切片观察后 (图 1-1) ,细胞

团从里到外明显呈 3个区域 ,中心区域细胞几乎没

有细胞核并出现分化的管状分子 ,中层细胞的细胞

核完整均一 ,细胞体积较其它区域小繁殖能力旺盛 ,

表层细胞部分有细胞核 ,体积较其它区域大 ,并伴有

不同程度的细胞破裂 ,细胞质浓度极稀 ,含淀粉颗粒

的细胞多分布在次区。

2. 2　电子显微镜观察结果:通过超薄切片观察 ,细

胞团各区域细胞的紧密程度不同 ,表层细胞较松散 ,

胞间空隙较大 ,中层和中心区域的细胞较紧凑 ,且有

少量的胞间连丝 ,宽度在 40～ 60 nm (图 1-4) , 中心

区域的细胞大部空间已被液泡所占据。

2. 3　细胞培养过程中各项指标的测定结果:测定 3

个平行组 ,结果的平均值见表 1。

　　从表 1可以看出胞内淀粉含量的变化规律与细

1-细胞团横切面　 2, 3-胞内淀粉粒染色结果　 4-胞间连丝的电镜照片

→所示各图版观察结果　 示不含淀粉粒的细胞

图 1　细胞团及淀粉粒的分布

表 1　几个相关指标的测定结果

培养时间

(d )

细胞干重

( g /mL)

可溶性蛋白

( mg /g干重 )

胞内淀粉

( mg /g干重 )

总紫杉醇

( mg /L)

1 0. 011 12. 32 1. 584 2. 3

2 0. 013 10. 08 2. 097 3. 0

4 0. 019 11. 72 2. 475 3. 8

6 0. 011 12. 08 3. 989 5. 9

8 0. 011 11. 12 2. 524 4. 0

9 0. 013 13. 70 2. 646 3. 1

10 0. 015 16. 00 2. 237 5. 9

12 0. 016 10. 06 2. 880 6. 0

14 0. 014 6. 66 1. 633 6. 5

16 0. 015 3. 92 1. 575 8. 4

胞生物量的增长相关程度很高 ,延迟期细胞生长缓

慢 ,需碳源物质少 ,表层细胞将同化物葡萄糖以淀粉

的形式贮存细胞内 ,淀粉颗粒增多 ,细胞干重增加 ,

细胞以形成大小不同的团粒增殖 ,到细胞生长的指

数期 ,细胞消耗葡萄糖增大 ,淀粉颗粒减少 ,到静止

期 ,淀粉含量又增加 ,在细胞生长衰亡期 ,细胞开始

合成紫杉醇 ,需碳源量又增大 ,淀粉含量逐步减少。

从可溶性蛋白含量变化情况看 ,在细胞培养前期 ,细

胞活力旺盛 , DN A复制及 RNA的转录都非常活

跃 ,也是细胞区域分化的主要时期 ,培养中后期 ,细

胞内可溶性蛋白含量的减少 ,说明细胞的区域分化

已基本上完成 ,细胞团是功能化的细胞有机体 ,可以

看成多细胞生物体 ,其中细胞个体发育是按照时空

次序进行的 ,每个特定区域的细胞具有其特定的生

理功能。

3　讨论

　　植物细胞悬浮培养的一个重要特征是细胞在生

长过程中形成大小不等的细胞团 ,细胞团不但使悬

浮培养体系流变特性复杂化 ,而且难以在培养中实

现高密度培养 ,同时在细胞团的不同部位形成了动
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量、热量和物质传递梯度 ,这就会对不同部位的细胞

产生不同的影响。

从图片 1-1和图片 1-2的淀粉粒的分布情况 ,

发现悬浮培养细胞团从外向里呈明显的 3个区域:

表层细胞由成年细胞组成 ,含大量的淀粉颗粒 ,中层

细胞是由增殖能力旺盛的细胞组成 ,是完整且均一

的细胞区 ,中心区域的细胞细胞核已消失 ,出现分化

的管状分子 ,在电镜下可见胞间连丝 ,从功能上讲表

层细胞能将周围的环境中的同化物很快在体内以淀

粉颗粒的形式贮存起来 ,这与植物组织某些细胞积

累淀粉的特点相一致。 从营养物浓度梯度变化的角

度分析 ,各区域的细胞之间已经存在类型的分化。离

体细胞在长期液体培养驯化过程中 ,细胞的功能也

会随着区域化的出现而发生改变 ,胞内可溶性蛋白

质含量的变化体现了遗传信息的表达以及专一性生

理生化反应的结果从而导致了细胞的分化 ,这与

O zeki和 Komamine在体细胞分化中证实蛋白质的

含量和种类的变化相一致
[7 ]

,因此 ,我们认为在细胞

团的分化过程中 ,中层细胞是生长最旺盛的地方 ,中

心细胞是分化最活跃的区域 ,表层细胞是贮存碳源

和能源的场所。从电镜观察结果看 ,离体培养细胞之

间的胞间连丝要比植物组织细胞少得多 ,胞间连丝

的存在是植物细胞培养以聚集方式为主的重要原

因 ,张伟成等报道植物细胞的胞间连丝以以下 3种

状态存在:正常的、开放的和封闭的 ,随着生理状态

和发育过程的变化 ,胞间连丝可以从一种状态变为

另一种状态 [3 ] ,那么在培养的植物细胞之间的胞间

连丝的生理变化 ,以及胞间连丝的共质体的物质运

输与信息的交流在离体细胞之间所占的分额有多少

还有待于以后进一步弄清楚。

在紫杉醇的合成方面 ,红豆杉植株体内各个部

位有所不同 ,其中树皮中紫杉醇的含量最高
[8 ]

,但

Strobell等人研究结果表明 ,紫杉醇合成最活跃的

部位是树皮内层韧皮部和白色的形成层组织 [ 9]。根

据石蜡切片细胞团的图像和淀粉颗粒染色观察 ,可

以推测液体培养的红豆杉细胞团的区域化是导致细

胞功能分化的主要原因 ,以淀粉粒观察及分布情况

看 ,表层细胞具有快速吸收和贮存碳源和能源的功

能 ,称库细胞 ,中层细胞是繁殖及代谢最活跃的地

方 ,也可能是细胞培养中后期紫杉醇合成的主要场

所 ,最终将紫杉醇贮存在中心分化程度比较高的区

域 ,从电镜观察看细胞之间仍存在胞间连丝 ,李明义

报道紫竹梅雄蕊毛组织细胞在衰亡时胞间连丝可以

转化为胞间通道加大细胞间的物质传递
[10 ]

,胞间连

丝使细胞群体成为一个整体 ,它的存在为细胞团内

部细胞间小分子物质及胞间信号传递提供了有力的

结构基础。细胞生长 ,形态发生和形成方式以及细胞

分化均可通过细胞间信号分子的传递来调节 ,其中

有些功能是胞间连丝调节的。由此可见 ,悬浮培养南

方红豆杉细胞团的形成是因为细胞分裂形成 ,并非

单细胞在培养过程中因其它因素聚集而成 ,并且可

以认为细胞团是南方红豆杉细胞赖以生存的形式 ,

如破坏此形式将会同时破坏细胞与细胞之间、细胞

与外界环境之间的物质及信息传递 ,细胞难以生存。

因此我们初步认为悬浮培养南方红豆杉细胞过程中

细胞成团生长是其赖以生存的形式 ,细胞团是功能

化的细胞机体 ,可以看成多细胞生物体 ,其中细胞个

体发育是按照时空次序进行的 ,因此形成了多层次

的系统 ,这是细胞社会化的表现 ,每个特定区域的细

胞具有其特定的生理功能 ,植物细胞的液体培养过

程的细胞团的区域化及细胞的功能分化很可能是植

物细胞生产次生代谢产物的前提。
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