
物凝集素对刺吸式害虫杀虫性同 BT 的杀虫性相比

效果不尽如意,一方面有必要深入研究清楚其作用

机制,从而制订相应策略提高抗虫效果,比如从蛋白

质结构、凝集素的结合位点相互作用等方面研究入

手;另一方面应着手新的抗虫基因的克隆。

在植物中表达凝集素要求相对较高的水平才具

有较好的抗虫效果,要求构建强的高效表达载体,采

用合适的强启动子, 针对害虫取食部位是韧皮部可

采用特异性表达启动子。随着越来越多植物凝集素

的鉴定和对它们结构功能及其基因的深入研究,凝

集素在农业、医学等领域及生命科学研究中用途越

来越广泛。凝集素参与植物体内组成防卫和诱导防

卫的机制及其基因克隆和转化研究,仍将是一个活

跃的研究领域。
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对数期继代对南方红豆杉细胞培养动力学的影响

仇　燕, 王　丽,刘子会,王　刚a

(河北师范大学生命科学学院, 河北 石家庄　050016)

摘　要: 目的　解决南方红豆杉细胞生长缓慢及代谢水平低下的问题。方法　对对数期( 20 d)和静止期( 30 d)的红

豆杉细胞分别进行继代, 在整个生长周期中测定了培养基中的碳源、氮源、磷酸盐的变化并分析了红豆杉细胞生长

及紫杉醇的合成情况。结果　对数期继代细胞吸收碳源和硝态氮早于静止期继代的细胞,且前者的比生长速度是

后者的 1. 5 倍,紫杉醇含量提高了近 4 倍。结论　对数期继代有利于生物量的积累及紫杉醇的合成。

关键词: 对数期;紫杉醇; 动力学
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Effect of subculture at logarithmic phase on kinetics of cell cultures

of Taxus chinensis var. mairei

QIU Yan, WANG Li, LIU Zi-hui, WANG Gang
*

( College o f L ife Science , Hebei Normal U niver sity , Shijiazhuang 050016, China)

Abstract: Object　T o solv e the problem of low g row th rate and metabo lism level in Taxus chinensis

var. mairei ( Lem�e et L�vl. ) Cheng et L . K. Fu. Methods　Cells on logarithmic phase ( 20 d) and sta-

tionary phase ( 30 d) w ere subcultured individually . Theuptake of carbohydrate, nitr ogen and phosphate

fr om the medium was examined, the g row th rate of Taxus cell and the synthesis of tax ol w ere analyzed to o

during the w hole g row th period. Results　The T axus cell subcultured at log ar ithmic phase uptook carbo-

hydrate and nit rate ear lier than that subcultured at stat ionary phase. T he special g row th rate of the fo rmer

w as 1. 5 fo lds of that of the lat ter . T he product ion rate of tax ol w as increased by nearly 4 t imes. Conclu-
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sion　Subculturing at logarithmic phase w ill benefit the biomass accumulation and the tax ol synthesis.

Key words : log arithm ic phase; tax ol; kinet ics

　　紫杉醇( taxo l)是从红豆杉属植物中分离出来

的一种二萜生物碱,具有显著的抗癌活性。红豆杉植

物细胞培养法是解决药源紧缺的一种理想方法[ 1]。

虽然近年来这方面的报道很多, 但该方法还未工业

化生产,其主要原因是细胞生长缓慢,紫杉醇含量较

低。次生代谢的启动是遗传因素和外界环境共同作

用的结果并与培养时的操作条件(细胞接种密度、颗

粒度) , 尤其是细胞在转代前所处的生长周期时相等

因素也有密切关系
[ 2]
。目前很多研究以细胞增殖量

最大的时期即静止期作为细胞增殖培养的继代时

期[ 3] ,这样造成细胞继代后延迟期过长的现象, 从而

影响到细胞的增殖速率,最终影响细胞产量。为此本

实验比较了对数期与静止期继代南方红豆杉 T axus

chinensis var. mairei ( Lem�e et L�vl . ) Cheng et

L . K. Fu Z3 细胞的生长和紫杉醇积累,培养基中

碳源、氮源、无机磷的消耗规律, 为获得最佳的继代

时期提供参考。

1　材料和方法

1. 1　细胞株和培养基:实验采用的细胞株为本实验

室经过 2年继代培养的南方红豆杉Z 3细胞株。继代

培养基为 B5 培养基并附加 NAA 1. 0 mg / L , 6-BA

1. 0 mg/ L , Vc 100 mg / L 及 Gln(谷氨酰胺) 292. 8

mg / L ,琼脂 0. 4% (均为分析纯) , pH5. 6。红豆杉细

胞于 25℃进行暗培养, 150 mL 三角瓶中培养基装置

40 mL,接种量 3. 0 g/瓶湿细胞, 继代周期为 30 d。

1. 2　继代时期的选取:选取细胞生长对数期和静止

期两个时期, 以选取的时间( d)作为继代周期,继代

3次后测定比干重增长率。

比干重增长率= (收获干重- 接种干重) /接种干重×培养天数

1. 3　分析

1. 3. 1　细胞量:湿细胞 50 ℃烘干至恒重称得细胞

干重〔细胞干重增长率= (收获干重- 接种干重) /接

种干重〕,并用于测定紫杉醇含量。取出三角瓶中的

培养基进行抽滤, 至抽干,滤液用于残糖、硝酸根、铵

根、磷酸根含量的测定。

1. 3. 2　主要培养基成分:残糖采用蒽酮比色法[ 4] ;磷

酸根、硝酸根采用美国 DIOXAN ( DX—120)公司生

产离子色谱仪, 分离柱为 AS14, 流动相为 NaCO 3-

NaHCO 3, 流速 1 mL/ min; 进样量 20 LL, 进样前用

0. 2 Lm 的滤膜滤过;铵根采用微量凯式定氮法。

1. 3. 3　紫杉醇: 紫杉醇的分析采用配有日本岛津公司

生产的 SPD- 10AVP 紫外检测仪的 SCL- 10A VP

型高效液相色谱仪;分析柱 C18 ( 4. 6 mm×250 mm ,

10 Lm) ; 流动相:乙腈-水,梯度洗脱,进样 10 LL, 227
nm 检测。紫杉醇标样从Sigma公司购得。

2　结果和讨论

2. 1　细胞生长:红豆杉细胞生长大周期呈 S 型, 如

图1所示。该周期可划分为:延迟期( 0～15 d 左右) ,

对数生长期( 16～25 d) ,静止期( 25～30 d) ,静止期

后,愈伤组织很快衰老变黑死亡。常见的在细胞进入

静止期进行继代的培养方法, 往往不能最大限度地

发挥细胞本身的增殖能力, 在大量的实际培养中造

成了延迟期过长的现象, 这也是红豆杉细胞培养增

殖缓慢的原因之一。因此以静止期(第 30天)时继代

为对照选取红豆杉细胞生长旺盛的对数期(第 20

天)继代, 以充分发挥对数期细胞生长旺盛的优势。

图 1　红豆杉细胞生长曲线

Fig. 1　Growth curve of Taxus cells

2. 2　细胞生长和紫杉醇积累:图 2-A, B 分别显示了

以 20, 30 d为一周期继代细胞生长和紫杉醇积累的

状况。图2-A 可以看出以20 d继代的细胞较30 d继

代的生长快,且基本呈直线生长,细胞最大比增长率

为每天 0. 071%, 30 d 继代的细胞延迟期较长达 15

d, 25 d后细胞量增长停滞, 细胞的最大比增长率为

每天 0. 047%, 前者是后者的 1. 5倍。对数期(第 20

天)细胞分裂旺盛,细胞活力较高,及时将细胞继代到

新鲜培养基中可补充细胞生长所需养分,所以缩短了

细胞生长的延迟期并且保持较高的比生长速度。图2-

B 表明以 20 d 继代的细胞在生长初期紫杉醇含量迅

速提高,第 5 天时最高达 0. 175 mg / g, 而后下降; 而

以 30 d 继代在细胞生长前期紫杉醇含量较低, 15 d

后开始积累, 25 d时达最高 0. 047 mg/ g ,随后下降。

据分析,紫杉醇的这种积累方式与细胞生长的关系属

于部分相关型
[ 5]
。这可能是由于随着细胞的生长,细

胞分化程度提高,生产次生代谢物的能力得到加强的

·850· 中草药　Chinese T raditional and Herbal D rug s　第 34 卷第 9 期 2003年 9月



缘故。王红强等
[ 6]
的研究结果表明在静止期向细胞中

饲喂蔗糖,使合成紫杉醇的时期(静止期)延长了 10

d,所得紫杉醇的量是未加蔗糖的近 2倍。在本实验中

以 20 d继代的细胞紫杉醇的含量是 30 d继代的近4

倍, 这可能是因为在原培养基养分已有部分消耗的情

况下将细胞继代至新鲜培养基使细胞所需营养物质

得到补充,从而延长了紫杉醇合成活跃时期(前一周

期的静止期)的缘故。

图 2　不同时间继代对细胞生长( A)及紫杉醇含量 (B)

的影响
Fig. 2 　 Ef fect of dif ferent subculture time on cell

growth (A) and taxol content ( B)

2. 3　主要培养基成分的吸收:在培养过程中营养物

质的消耗主要用于细胞自身的增殖及产物的合成,

培养基中最主要的营养物质是碳源和氮源, 磷酸盐

也是培养细胞所必需的。南方红豆杉细胞培养过程

中培养基中糖、硝酸根、铵根和磷酸根离子的吸收状

况,如图 3。

2. 3. 1　碳源的吸收:在植物细胞培养过程中碳源为

蔗糖, 其作用是提供细胞代谢过程中需要的能量及

细胞组分与代谢物的碳骨架。结合图 2-A 和图 3-A

可以看出糖的消耗与细胞量的积累密切相关。这是

由于红豆杉细胞在碳源丰富的条件下会在细胞内形

成淀粉颗粒, 作为能源储备,而以细胞干重来表征生

物量必然将这种细胞内淀粉作为生物量来处理
[ 7]
。

图 3-A 表明以 20 d继代的细胞对糖的吸收与细胞

量的增长基本呈直线关系。30 d继代的细胞在第 5

天后开始对糖进行吸收,进入 25 d后糖的消耗逐渐

变慢,表明此时糖只是维持细胞正常生理代谢及次

生代谢产物的生物合成。20 d继代的细胞对糖的吸

收相对要早一些, 一方面可能是由于大量的碳源流

向前期合成紫杉醇; 另一方面,处于对数期的细胞分

裂能力要比静止期的高, 需要大量的碳源以供生长。

2. 3. 2　磷酸盐的吸收:磷在细胞中是核酸与磷脂的

组成成分,同时磷也用于合成高能磷酸化合物,对细

胞的能量代谢进行调节。磷在培养过程中的消耗如

图 3-B所示,由于磷被大量用于合成结构性组分, 故

( 0～5 d)消耗迅速, 20 d继代的尤为突出,细胞对磷

的吸收较快,这可能是因为这些细胞的生长和合成

能力较对照强的缘故, 第 20天时磷几乎全部被吸

收。结合图 3-A, B可以看出细胞对磷的吸收与糖的

吸收存在一定的相关性。

2. 3. 3　氮源的吸收:氮源在培养基中的作用是合成蛋

白质与核酸等细胞物质,蛋白质是细胞膜等结构组分

的重要成分, 同时也为次生代谢物紫杉醇侧链合成提

供底物。图3-C, D表明两个处理细胞培养基中硝酸根

离子和铵根的浓度随培养时间的延长而逐渐下降。红

豆杉细胞在生长阶段优先利用氨态氮, 而硝态氮则主

要用于紫杉醇的生物合成
[ 8]
。20 d继代的细胞吸收硝

态氮要早于30 d继代的细胞, 可能是用于早期合成紫

杉醇的缘故。铵态氮的吸收要快于硝态氮第5天时铵

态氮吸收近 50%, 两个处理无显著差异, 20 d 时铵态

氮几乎全被吸收而硝态氮尚有剩余。

3　结论

图 3　南方红豆杉细胞培养中主要培养基成分蔗糖( A)、磷酸根(B)、硝酸根(C)及铵根(D)离子消耗曲线

Fig. 3　Depletion curve of main ingredients in medium containing sucrose (A) , phosphate ( B) ,

nitrate (C) and ammonia anions (D) in T . chinensis var. mairei cell culture

　　由实验结果可知对数期继代细胞生长速度明显

提高且紫杉醇合成较对照提高了近 4倍, 可能是由

于对数期细胞分裂能力及生活力高于静止期细胞致

使对数期细胞较早吸收碳源、硝态氮以用于合成紫

杉醇。而两个处理的细胞对磷酸根和铵根的吸收无

明显差异,表明在细胞培养中铵根,磷酸根对细胞的
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生长及代谢没有显著影响。细胞增殖及其次生代谢

物的合成需大量的能量及营养成分,所以在培养基

成分已有部分消耗的情况下于对数期及时将细胞继

代到新鲜培养基能补充细胞所需营养,为细胞的迅

速增殖及紫杉醇合成提供有利条件。
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青蒿素的组织化学定位及其含量相关性研究
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摘　要: 目的　确定青蒿素储存部位并为高青蒿素含量黄花蒿植株筛选提供选择指标。方法　应用组织化学方法

确定青蒿素的储存结构, 应用统计学方法确定储存结构腺毛状分泌腺密度与青蒿素含量的相关性。结果　青蒿素

储存于腺毛状分泌腺( BGT )和 T-型网状分泌腺( NTFT )中,在叶中腺毛状分泌腺的密度与青蒿素含量正相关。结

论　腺毛状分泌腺密度可作为高青蒿素含量黄花蒿育种筛选指标。
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Abstract: Object　T o determine the histochemical lo cat ion depo sited artem isinin and to prov ide selec-

tion character for screening of A rtemisia annua L. w hich contains rich content of artemisinin. Methods　

Artemisinin w as located by the histochemical method and then stat ist ical method w as used to ascer tain the

co rrelation betw een the content o f artem isinin and the density of biseriate g landular t richemes ( BGT ) .

Results　Artemisinin is located in both BGT and nonglandular T-shaped filamentous t richomes ( NTFT ) in

A . annua leaves. The content o f artem isinin had a po sit iv e co rrelation w ith the density of BGT in

A . annua leav es. Conclusion　High density of BGT in fo liar t issue m ight be considered as one of the selec-

tion characters fo r the screening o f A . annua with rich content of artem isinin.
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　　青蒿素( artemisinin)是我国科技工作者从黄花

蒿中分离并鉴定的有效抗疟单体成分,为世界卫生

组织推荐的抗疟药品[ 1, 2]。目前, 青蒿素类药物主要

依靠我国从天然黄花蒿中提取。野生黄花蒿已远远

不能满足生产的需要,许多地方开始栽培。培育高青

蒿素含量的优质黄花蒿新品种,能够成倍提高生产
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