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药用植物发根培养及发根培养器△

广州暨南大学生物工程系 ( 510632)　　徐明芳
 

摘　要　分析了发根培养技术生产次级代谢产物及发根培养器 (反应器 )在中药领域的国内外研究动态 ,表明药用

植物发根培养的基础理论研究已远远超过了发根培养器的应用研究 ,而药用植物发根培养生产次级代谢产物的工

业化前景则主要取决于多功能发根培养器的研制成功。

关键词　发根培养　药用植物　发根培养器

　　 80年代后期 ,在植物细胞培养技术领域中发展

起来一项发状根 ( hai ry ro ots)培养的新技术。它是

发根农杆菌 Agrobacterium rhizogenes含有的 Ri-

质粒中的 T-DNA片段整合到植物细胞的 DNA

上 ,诱导出发状根 ,从而建立起毛状根培养系统。目

前世界上许多国家如美国、英国、日本、韩国及中国

等都对中药植物和农用植物进行了大量深入的发根

培养的基础理论研究。实验证明 ,毛状根培养系统具

有发根生长迅速、不需要外源性生长激素、生产次级

代谢物高和遗传特性稳定等特点 ,这是细胞培养和

一般器官培养所不能兼备的 ,因此 ,几乎所有双子叶

植物中由根部合成的次级代谢物大多数都可以用毛

状根来生产 ,为利用发根培养技术生产药用重要植

物次级代谢物 (如紫杉醇、抗疟疾青蒿素等药物 )及

食品天然色素、香精香料开辟了新的途径
[1 ]
。然而利

用发根培养器对毛状根培养研究却远远落后于发根

培养的基础研究 ,目前除日本、英国、南朝鲜等各国

研究人员在发根培养器方面进行了一些基本的实验

研究外
[ 2～ 5]

,发根培养用于大规模生产药用植物次

级代谢产物并正向工业化的发展方向几乎为空白 ,

因此中药植物发根培养生产药用植物次级代谢产物

能否实现产业化 ,则关键取决于发根培养器的研制

成功。发根培养器已成为制约发根生物技术应用于

医药和农业领域的关键因素 ,大规模植物发根培养

生物反应器的研究迫在眉睫。

1　药用植物发根培养系统与次级代谢物生产

植物细胞培养的最大问题是培养中的细胞遗传

和生理的高度不稳定性 ,细胞间的不一致性 ,在培养

过程中高产菌株不能实现高产率 ,且易形成遗传变

异产生其他代谢产物 ,造成生长周期长 ,收得率低 ,

生产成本高 ,阻碍了其工业化的发展前景。然而 ,自

80年代后期国内外大力开展研究发根培养技术生

产次级代谢产物以来 ,由于发根处于器官化的分化

状态 ,这往往有利于次生代谢物的形成和积累 ,并能

够合成许多悬浮细胞所不能合成的物质 ,生理生化、

遗传特性也相当稳定 ,在医药行业受到广泛的重

视
[6 ]
。目前已有不少的药用植物被诱导并产生了发

根 ,且次生代谢物的含量与植物细胞培养相比也大

大提高。

天花粉为葫芦科植物栝楼 Trichosanthes kir-
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ilowii的根 ,近年来研究发现 ,天花粉蛋白 ( tri-

cho santhin) 能抑制绒毛膜上皮癌细胞的生长和调

节免疫反应 [ 7] ,尤其是天花粉蛋白 GLQ223能够选

择性地抑制 HIV在感染的免疫系统细胞内的复制 ,

减低免疫细胞中受病毒感染的活细胞数 [8 ]。 文

献 [9～ 13 ]报道了利用栝楼发根生产一些生理活性物

质及天花粉蛋白的研究 ,其结果表明 ,由于栝楼发根

的生长速度比人工栽培栝楼块根的生长速度快几十

倍 ,因此 ,从栝楼发根中得到的天花粉蛋白的量显著

高于从人工栽培栝楼块根中的提取量 ,而且 ,也高于

用基因工程方法得到的天花粉蛋白
[14, 15 ]

,可见栝楼

发根生产天花粉蛋白具有明显的优越性 [ 13]。文献分

别报道了利用发根农杆菌转化短叶红豆杉 Taxus

brev ifol ia和 T . chinensis及短叶红豆杉愈伤组织

细胞形成毛状根生产紫杉醇
[16, 17 ]

,经紫杉醇单克隆

抗体酶联免疫反应检测 ,其紫杉醇含量比用组织和

细胞培养方法最多提高 50倍。黄遵锡 [18 ]等人对云

南短叶红豆杉也进行了此项研究 ,表明利用发根农

杆菌 A4诱导毛状根培养物生长速度快 ,合成紫杉

醇能力强 ,与细胞培养相比 ,由于毛状根生长速度

快 ,分支多 ,毛状根本身处于器官化水平 ,产物产量

高。因此利用毛状根培养生产植物次级代谢产物具

有极大的生产潜力 ,将为紫杉醇的药源提供新的途

径。黄花蒿 Artemisia annua L. 性寒味苦 ,为传统清

热解暑药物。其有效成分青蒿素 ( artemisinin)是抗

疟疾有效单体 ,已成为世界卫生组织推荐的产

品 [19, 20 ]。 用青蒿发根培养及青蒿素的生物合成 ,经

过 25 d的培养 ,青蒿素产量为 223. 3 mg /L[21～ 24 ] ,

为青蒿素的工业化生产开辟新的途径。大黄是含蒽

醌类成分的常用生药 ,现代药理实验表明 ,许多蒽醌

衍生物 ,如大黄素、大黄酸、大黄素 -1-甲醚、大黄素 -

8-甲醚都具有上皮生长因子受体酪氨酸蛋白激酶抑

制剂活性 ,因而用植物发根培养法生产蒽醌化合物

有可能为开发新的抗癌药物提供一个新的途径。常

振战等人进行天山大黄 Rheum wit trochi i L. 和掌

叶大黄 R. palmatum L. 发根培养并与愈伤组织、

悬浮细胞培养中的蒽醌类成分分析对比 ,结果表明

采用发根农杆菌 9402所含 Ri质粒遗传转化大黄

以诱导发根 ,用纸电泳法检测发根中冠瘿碱的存在 ,

用 HPLC法测定 ,发现其中芦荟大黄素、大黄酸、大

黄素、大黄素 -8-甲醚的含量高于原植物中的含

量 [25 ]。 赛莨菪类 Scopolia lurida植物如颠茄、洋金

花具有麻醉、止痛、解痉的功效 ,尤其是在微循环研

究上的应用 ,已获人们的重视
[ 26]
;张荫麟

[27～ 31 ]
是我

国医药界较早开展药用植物发根培养及其有效药用

成分研究的工作组 ,他们先后对赛莨菪类、金荞麦、

丹参、甘草这几种药用植物进行了发根农杆菌的

Ri-质粒转化和发根培养研究 ,结果表明 ,通过几种

药用植物的发根培养 ,无论在毛状根生物量的增加

或药用有效成分的积累方面 ,都显示了发根培养系

统其独特的优越性。利用 14 L搅拌式生物反应器 ,

Hi lton等进行了曼陀罗 Datura strumonium 发根培

养 ,研究了天仙子胺合成的最佳培养基组成和培养

条件 [32 ] ;黄炼栋 [33 ]等对青蒿、丹参、小蔓长春花

Catharantus minor、穿心莲 Androgrphis panicula-

ta、刺果甘草和三七等 6种药用植物发根进行了研

究 ;费厚满 [34 ]利用发根农杆菌对绞股蓝的转换并对

毛状根中的皂苷进行了研究 ;刘树楠
[35 ]
进行了银杏

发根的转化及其悬浮培养无性系的建立 ; 谷正

男 [36 ]对黄芪毛状根及甘草毛状根的研究 ,各项研究

表明 ,尽管发根培养技术的发展历史较短 ,但许多的

发根培养植物已建立 ,亲本植株能合成的次生代谢

物都可以应用发根培养技术生产 ,主要的次级代谢

物有生物碱类 (如吲哚、喹林、莨菪烷、喹嗪烷等 )、苷

类 (如人参皂苷、甜菜苷等 )、黄酮类、醌类 (如紫草宁

等 ) ,以及蛋白质 (如天花粉蛋白等 )等药物和天然色

素、香料、天然调味品 ,因此发根培养技术的出现是

次生代谢物研究领域的一次重大飞跃 ,并将成为次

生代谢物生产应用中的一条可靠和有效的途径。

2　药用植物发根培养器

目前的研究大部分局限于采用传统的摇瓶培养

和光照培养箱等小型试验培养。 然而 ,生物反应器

(培养器 )是植物组织培养生产次级代谢物走向工业

化和商业化的关键环节。 90年代初期 ,世界上开展

生物反应器用于植物发根培养研究工作 [2～ 5 ]的国家

主要有日本、英国、韩国等 , Nuutila
[37 ]
比较了 3种类

型的生物反应器对长春花发根培养和吲哚生物碱的

合成 ,结果表明长春花发根培养和吲哚生物碱的合

成在喷射 (空 )气流 ( Air-Sparg ed )式反应器中最

好 ,发根在搅拌 ( Stirred)式反应器和培养液环流

( M edium Circulation) 式反应器中则不能生长 ,一

方面是由于发根容易受到剪切力或叶轮转动的机械

损伤 ,另一方面则是由于发根生长迅速 ,反应器的发

根密度较高 ,供氧困难 ,因而这两种生物反应器都不

适合发根培养。 固定转动滚筒式反应器 ( Immobi-

lized Rotating Drum Reacto r)
[38 ]
既可以供给足够的

氧气 ,又能避免较高的剪切力 ,比较适合发根培养。

Wea thers
[39 ]
首次应用超声雾化反应器进行植物发
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根培养以来 ,各种不同类型的超声雾化反应器进行

植物发根培养普遍受到关注。 中科院化冶所刘春

朝 [32 ]也设计了一种内环流超声雾化生物反应器进

行青蒿发根培养。 从国内外的生物反应器的研究表

明 ,发根培养器的结构及其培养系统的研究主要集

中在一是尽可能减低机械剪切力对发根的损伤 (减

少搅拌 ) ;二是提高气液传质速率 ,增加溶氧量 (超声

雾化 )。然而许多研究也表明 ,对有些植物 ,光对发根

的诱导或次级代谢物的形成具有决定作用。 蔡国

琴
[22 ]
考察了光对青蒿发根生长及青蒿素的形成 ,结

果说明无光条件 ,无论是在 MS还是在 L培养基

中 ,都不能产生青蒿素 ;黄遵锡 [19 ]比较不同光照条

件下的发根试验 ,发现对短叶红豆杉在全天 24 h光

照时 ,紫杉醇的合成含量较高 ;但国内外对发根生物

反应器及其光源的研究几乎空白 ,国内外也未见报

道光生物反应器应用于发根培养 ,因此开发研究程

控集成光中药植物发根培养器 ,研究植物发根光合

条件下的代谢机制 ,必将为今后发根培养用之于大

规模生产药用植物次级代谢产物并向工业化的发展

方向迈进奠定基础。

3　双功能光生物反应器应用前景

随着植物细胞培养技术的发展和以农杆菌的

Ti质粒的一段 DNA在植物细胞基因组的整合和

表达导致发根转化系统的建立 ,不仅大大推动了植

物遗传转化的研究 ,为遗传工程改良植物抗病毒、抗

蚜虫、抗旱、抗冻等抗性和品质改良提供十分有效的

途径 ,为高产优质品种的选育创造条件 ;而且发根生

长迅速、具激素自主性、分化水平高、遗传特性稳定、

合成能力强 ,现已发展成为继细胞培养技术之后的

又一新的培养技术生产次级代谢产物 ,发根培养器

的研制成功必将大大加快发根培养技术在中药和农

业领域应用的产业化进程 ,因此开展本项研究具有

特别重要的现实意义。

植物发根在生物反应器的大规模培养过程中 ,

不可避免地存在制约发根培养成功的许多因素 ,其

中最关键的 ,一是强化溶氧传质、避免发根因长期液

体浸泡培养而带来的玻璃化和畸形化现象 ;二是控

制机械剪切力的大小 ,避免因机械剪切力造成培养

物发根的去器官化和愈伤组织的形成 ,使生产率降

低 ;三是程控集成复合光源对植物发根次级代谢物

的调控和代谢作用机制 ,由此可见 ,要实现溶氧性能

好且剪切力低的特点 ,超声雾化方式可使营养液在

反应器中能迅速扩散 ,分布均匀 ,反应器中供氧充

足 ;程控复合光源的研究和设计 ,国外未见报道 ,但

我们已进行了一些研究 ,各色单光源的选择、复合及

程控将是发根培养反应器的又一研究关键所在 ,因

此程控集成光 -超声雾化双功能型生物反应器将是

培养发根的理想反应器。
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