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3绪语

就目前的研究结果而言，对草胡椒属植物的化学特性和

药理作用的认识是比较肤浅的。在化学成分研究方面大多集

中在极性较小的部位，得到的单体以木脂紊居多。而在这些

木脂素化合物中，含有*丁内醋结构片段的也较为多见，既

往的构效关系研究提示它是鬼臼毒素的重要药效基团之

～n“。此外，近年来的一些实验表明人和灵长类动物体内的

木脂素很可能在某一浓度下通过阻断雌二醇与受体的结合

而发挥对抗雌激素的效应o“。同时，越来越多的事实也证明

食用含大量术脂素类化合物的食品会大太降低一些癌症的

发生率““。随着对草胡椒属植物的了解不断深入，它们的活

性成分和作用机制将得到全面的阐明，进而为开发抗肿瘤、

抗炎和镇痛新药提供新的思路和方向。
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刺五加组织培养与细胞工程进展

邢朝斌，陈正恒，曹 蕾，郭鑫

(华北煤炭医学院生物科学系，河北唐山063000)

摘要：综述了国内外对刺五加组织培养与细胞工程研究的现状。分别从体细胞胚胎发生的影响因素：外植体的发

育程度和类型、培养基、植物生长调节剂的种类和浓度以及作用特点、体细胞胚胎的形态发生过程与解剖学和人工

种子的包埋与萌发；茎尖外植体的离体培养与快速繁殖；根癌农杆菌和发根农杆菌对愈伤组织和新生体胚的遗化

转化；毛状根培养生产刺五加次生代谢产物的研究现状进行了评述，并进一步分析了其中存在的问题，提出了一些

建议。
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Research progress of tissue culture and cell engineering in Acanthopanax senticosus
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Key words：Acanthopanax senticosus(Rupr．et Maxim．)Harms；somatic embryogenesis；artificial

seeds；genetic transformation；hairy roots

刺五加Acanthop㈣senticosus(Rupr．et Maxim．)

Harms是我国医药珍品，根、茎、叶均可人药。历代本草医药

记载，其有益气健脾、补肾安神之功效。白20世纪70年代末

以刺五加为原料生产的各种片剂、冲剂、针剂和刺五加参茶

等产品远销国外，因而使刺五加资源消耗与日俱增。经过几

十年掠夺式的采挖，严重地破坏了野生刺五加资源。在自然

状态下刺五加结实的株丛少，种子产量低、质量差、传播力

弱、体眠程度深，并且扦插成活率低、插穗来源少、管理程序

繁琐叭“。199Z年出版的《中国植物红皮书》已把刺五加列为

了濒危物种。

植物组织、细胞培养具有快速、高效、低成本的优点，因而

近年来利用植物组织、细胞培养快速繁殖剌五加和生产其药

用成分的研究成为热点。目前多数研究集中于刺五加体细胞

胚胎发生和人工种子包被方面，并取得了可喜成果。对茎尖的

快速繁殖、遗传转化和毛状根生产药用成分也有初步探索。

1体细胞胚胎发生

自1990年桂耀林等嘲首次报道刺五加体细胞胚胎发生

以来，相继对刺五加体胚发生和人工种子的包埋进行了大量

研究。与其他植物相同，剌五加体细胞胚胎发生是个十分复

杂的过程，其机制还不十分清楚。剌五加的体细胞胚胎发生

受多种因素的影响，其中，外植体与植物生长调节剂起决定

性作用。

1．1外植体：植物的每个细胞均有形成体胚的潜力，但成胚

频率最高的是那些具有较高胚性感受能力的细胞“]。在剌五

加中，合子胚及其组成成分具有较高的胚性感受水平。因而，

刺五加的体胚发生主要是采用台子胚及其组成成分(子叶、

胚轴等)作为外植体而获得的。

刚刚采收完的刺五加种子中的胚尚未完全发育成熟，需

要经过长达18个月的变温层积处理后才能萌发o]。取出层积

处理后种子中的舍于胚，在1／ZMS培养基中培养2周即可萌

发．当幼苗长到2 Cm高时，分别切取子叶、下胚轴、胚根作为

外植体“。]，下胚轴产生体细胞胚胎的频率最高(75％)，是子

叶(56％)的1．34倍、胚根(12％)的6．25倍。与大多数植物一

样，刺五加的组织维持高水平胚性感受状态的时间较短。合子

胚的体细胞胚胎产生率最高(94％)，萌发1周幼苗的下胚轴

次之(75％)．萌发3周幼苗的下胚轴最低(23％)“3，这说明合

子胚期的下胚轴，在合子胚萌发后，体细胞胚胎形成能力急速

下降。但合子胚产生的体胚彼此相互融合，最终和原初的外植

体融合在一起‰““。由幼苗下胚轴产生的体胚．89％都能发

育成正常的体细胞胚胎；萌发1周幼苗的下胚轴产生体胚的

数量最高(17个体胚／外植体)“1。伴随着体胚的产生，新产生

的体胚的胚根根尖同时形成胚性愈伤组织o。“⋯，将这些胚性

愈伤组织悬浮培养后也可间接获得体胚。

虽然获得刺五加体细胞胚胎的多数外植体都直接或间

接取自层积处理种子的胚，但桂耀林等“1使用未经层积处理

种子中的胚作为外植体，培养在添加了0．5 mg／L 2，4-D的

MS培养基中。1～2个月后外植体也普遍肿大伸展，并从肿

胀的子叶及胚轴上直接分化出黄白色的胚状体。

1．2培养基和植物生长调节剂：MS培养基是诱导刺五加

体细胞胚胎发生的常用培养基，但在未加任何激紊的该种培

养基中，所有外植体均不能产生体胚“]。在多数植物组织、细

胞培养中，外源生长素和细胞分裂素是细胞离体培养所必须

的植物生长调节剂o]。

2，4-D是多数植物体细胞胚胎诱导所必须的”。，刺五加

的体胚诱导中，2，4一D也起着决定性作用。在含0．5、1．0 rag／

L 2，4-D的MS培养基中培养3周后，从刺五加外植体表面

即可直接产生体细胞胚胎o“。8]。如果体胚不是由外植体直

接产生，而是经由愈伤组织产生，则早期必须在含有2，4-D

的培养基中培养，之后转入去除2，4-D的培养基后才能产生

大量的球形体细胞胚胎”一。在经由愈伤组织产生体胚的过程

中，所用的诱导方法不同，其产生体细胞胚胎的频率也不同。

Choi等将刺五加胚性愈伤组织先培养在含1．0 mg／L 2，4 D

的MS液体培养基中，转入不含2，4-D的MS液体培养基培

养5周，200 mg的细胞团块产生了大约5 500个体胚，显著

高于在固体培养基上产生的体细胞胚胎数(1 570个／500

nag)。但来自固体培养基的体胚，子叶比液体培养基上的大、

体胚成苗率和幼苗驯化成活率均高于液体培养基。将刺五加

体胚继代人台o．5 mg／L 2，4-D的培养基后．在早期产生的

体胚上又可产生新的次级体胚o’7“3，如果继代培养基中未添

加2，4-D，则胚状体的子叶容易变绿，少数还能发育成正常

的小植株o]。体细胞转化成胚性细胞的前提条件是基因的差

剐表达，基因的差别表达需要一定内外条件的诱导，也就是

说细胞分化必须有相应的诱导因子o]。在这些因子中，植物

激素发挥着重要的作用。植物激素对体细胞胚胎发生的调节

作用已有很多报道。在不少植物中，2，4-D只对胚性细胞和

胚性细胞团的形成起到诱导作用，而对胚状体的进一步发育

与生长却是抑制因素o”]。但在刺五加的体细胞胚胎发生

中，不管它的胚胎发生途径如何，2，4-D对胚性细胞的诱导

及胚状体的分化均起了决定性的作用，且只需在培养基中添

加2．4-D一种植物激素，就足以保证大量体细胞胚胎的产

生，这一特点与禾本科植物体细胞胚胎发生中只要求单一、

高浓度的2，4-D就能获得体胚的情况十分相似。

现在大量研究证明细胞分裂素与生长素结合使用有利

于体细胞胚胎的发生，甚至单独使用细胞分裂素时有的植物
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也能产生体胚“⋯。桂耀林等的研究表明细胞分裂寡的存在

反而抑制了体胚的形成o·。在同时舍有BA和NAA的培养

基上，刺五加外植体仅稍有增大但元体胚产生；BA与z，4-D

配台使用时，虽产生了愈伤组织，但长期培养后愈伤组织老

化死亡，失去体胚发生能力}只有在单独使用2，4 D的情况

下才能产生体细胞胚胎。

1．3体细胞胚胎发生的解剖学：有关五加科植物的体细胞

胚胎发生．在人参、西洋参上也有成功的报道。它们均为先从

外植体产生愈伤组织．由愈伤组织再分化出体细胞胚胎。刺

五加与这些植物不同，在植物激素的作用下，即可经过愈伤

组织间接产生体胚，也可不经过愈伤组织阶段，而从胚和胚

的组成部分外植体上直接产生体胚。最初产生的胚状体为一

些小的圆柱形突起，表面十分光滑，在纵向伸长以后，顶端开

始出现瓣状裂片，此裂片为体胚子叶联合成桶状后子叶的先

端。进入鱼雷形胚时期后，由于胚轴伸长及两片子叶出现联

合，致使整个鱼雷形胚呈现喇叭状”’⋯。切片观察表明，刺五

加的体胚起源于子叶或胚轴外植体表皮层及表皮层下的细

胞团，随着细胞团的不断扩大，很快发展到球形及心形胚阶

段。从球形胚期直至鱼雷形胚阶段，体胚的胚柄均十分发达·

因此刺五加的体胚在发育的早期阶段不易从外植体上脱

离o]。外植体表面所产生的胚状体非常密集，并且常常几个

胚状体通过基部相连，聚集成团．较难分离，继代培养时只能

将成团的胚状体团块集体进行继代培养”“”。

1．4体细胞胚胎的萌发：Choi等”3认为在刺五加体细胞胚

胎形成后，GA。处理是体胚萌发的必须。刚刚产生的体胚在

含1 0 mg／L GA。的培养基中培养2周才能促使其萌发。如

果将GA。的质量浓度提高到7．0 mg／L，仅处理3 d，即可刺

激体胚萌发。但桂耀林等“1报道，未经任何处理的体胚萌发

率也高达98．4％。之所以出现上述两种截然不同的结果是

因为刺五加的体胚发生速度快、体积小且容易再分化产生次

级体胚，而子叶期体胚的萌发率(96．3％)要远远高于鱼雷形

胚或多子叶等不正常体胚的萌发率(15％～58．3％)。

Choi等：7一的研究表明体细胞胚胎的密度、培养基的强

度也影响着刺五加体胚的萌发。低密度(每个容器20 g体

胚)时，体胚虽萌发且幼苗生长迅速，但总产量很低(135 g)，

每个容器35、50 g体胚的产量显著高于20 g体胚。需要指出

的是，高密度(每个容器50 g体胚)时，植株老化相对比较

快，因此35 g体细胞胚胎是最佳的萌发密度；体胚在1／3和

l／5 MS培养基上植株的产量要比全量MS培养基上的高，

但1／SMS培养基中产生大量植株之后容易枯竭，因此

1／3MS培养基应该是最佳强度。

桂耀林等3】报道，在再生培养基中使用麦芽糖取代蔗糖

后．更有利于体胚的萌发。麦芽糖可能作为一种催熟因子诱导

停滞在前期的体胚发育至成熟的体胚，从而有利于体胚的萌

发‘”]。即使同种碳源，若质量浓度不同作用也明显不同。刺五

加早期子叶体细胞胚胎在含1％蔗糖的培养基中萌发97％，

而在9％蔗糖中均未萌发[1⋯。高质量浓度蔗糖抑制萌发的原

因主要有两个：一是直接改变培养基的渗透压，使细胞失水，

内含物浓度升高，从而直接影响体胚的成熟“{二是添加高

质量浓度蔗糖(9％)后．体胚中ABA的量(487．8 ng／g)比低

质量浓度蔗糖(3％)处理中体胚的ABA量(258．4 ng／g)显著

提高m]，促使体胚成熟并休眠，因而降低体胚的萌发率。

2人工种子的包埋

利用体细胞胚胎制作人工种子除了需要高转化率的体胚

之外，对体胚的质量也有要求，只有那些体积较大、易于分离

且具有发育成完整植株能力的高质量体胚才能制作出健壮的

人工种子。刺五加在产生体胚时多数集聚成团，非常密集，且

在刚刚产生的体胚上容易产生次级体胚，因此需要从获得的

体胚中挑选长度在3～5 mm的子叶期体胚才能获得较高的

人工种子萌发率(≥80％)口]。但从大量不同发育阶段的丛生

体胚中分离出一定大小的子叶期体胚的效率很低，若体胚同

步化成熟后可大大降低工作量。Choi等o3“1认为将不同发育

阶段的刺五加体胚集聚在含高浓度蔗糖的培养基中培养3

周，更有利于未成熟的体胚发育成熟，从而提高人工种子的制

作效率和萌发率(100％)。作为人工胚乳的包裹材料也有特殊

的要求，目前刺五加人工胚乳的制作多采用藻酸盐的水凝胶

胶囊系统。Jung等“51发现，当海藻酸钠包被中含有2％蔗糖

时，人工种子萌发后的成活率为23．5％，不含蔗糖的成活率

仅有10．0％，同时添加2％蔗糖和1％淀粉时成活率可达42

1％。不过上述刺五加人工种子的萌发率均是在无菌条件下得

到的结果，在土壤或蛭石等有菌情况下，发芽率通常很低，即

使是加入灭菌剂后最高也仅为21 1％口]。

3茎尖培养

张喜春等“61对刺五加茎尖培养做了初步的探索。作为

木本植物的刺五加其茎尖增殖系数要低于大多数的草本植

物，仅为3～4倍“6。”]。MS培养基对刺五加体细胞胚胎发生

是一种适合的培养基，但在添加0．5 mg／L BA+0．1 mg／L

NAA时，White培养基中茎尖的分化率(87．2％)要高于MS

培养基(76．1％)。葡萄糖作为碳源时要比蔗糖作为碳源时幼

茎生长快20％““。春季萌芽时茎尖的成活率和生长后的平

均高度均优于夏、秋和冬季的茎尖“6’”。。

4遗传转化与毛状根培养

李学宝等n8’用刺五加愈伤组织作为外植体，以带致癌质

粒的农杆菌作感染转化，诱导获得了能在无生长调节剂的培

养基上生长的愈伤组织。尽管未能获得转基因植株，但证明农

杆菌能够感染刺五加。人工栽培刺五加过程中．每年需要数次

除草。Choi等呻3将刺五加胚性愈伤组织、球形体胚和携带有

抗除草剂的uidA基因的根癌农杆菌共培养3 d，成功导人目

的基因．胚性愈伤组织的转导率(5．1％)显著低于体胚(27．

3％)。继代培养10次筛选出的转基因体胚至子叶胚阶段．经

PCR和Southern杂交鉴定确认目的基因转导成功。

刺五加根中含有很高的药用成分，产业化生产毛状根将

会是很好的药物原料来源。Seo等o”对此做了一些对比研

究。取萌发体细胞胚胎上含有下胚轴的胚根外植体，产根的

频率比单用胚根培养要高得多，具体机制还不清楚；对于培

养基，如果去掉MS中的NH；NO a．其产根率比正常MS培
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养基要高2～3倍}激素也存在一定的影响，固体MS培养基

含有NAA时更有利于毛状根的产生，而液体培养基含有

IBA会更有利毛状根的产生；通过生物反应器培养时，加入

0．5 mg／LIBA可使根质量提高5．5倍，若培养基中不加激

素则仅提高到3．7倍。毛状根中的刺五加苷E和E，量比三

年生刺五加要高，而刺五加苷B量显著低于三年生刺五加。

5问题与展望

为了解决野生刺五加资源日渐枯竭与人们对刺五加产

品需求日益增长的矛盾，通过组织培养进行快速繁殖和细胞

工程大规模生产刺五加药用成分已势在必行。刺五加的组织

和细胞培养，经近十几年的研究取得了很大进展，但仍面临

着一些问题：一是目前对刺五加的研究远不如对其他经济作

物研究深入．如体细胞胚胎的发育程度差异大、人工种子在

有菌条件下萌发率和成苗率低、毛状根中药用成分量不高、

茎尖来源少及遗传转化程序复杂等问题，多数还不能应用于

实践。二是研究的不平衡发展。现在，刺五加组织漕日胞培养

的研究不仅表现为重体细胞胚胎发生轻细胞工程生产药用

成分，还表现在只侧重影响因子方面，对其内在机制的研究

尚为空白。三是国内研究基础滞后。刺五加主要分布在我国

东北、华北、俄罗斯的西伯利亚和朝鲜、韩国等地。但我国对

其的研究仅有零星报道。与此形成鲜明对比的是韩国进行了

大量工作，尤其应注意的是其刚刚开展的刺五加毛状根培

养，更为该国工业化生产刺五加药用成分奠定了基础。

现代生物技术的迅速发展，为药用植物带来了新的契

机，并取得了大批成果。具体到刺五加组织、细胞培养的研究

还应该在下面几个方面加强工作：建立起高效、稳定的体细

胞胚胎发生体系和人工种子制作工艺，为刺五加的快速繁殖

和基因工程育种奠定基础}系统地研究刺五加组织、细胞培

养中的内在机制及其调控机制，从而为更好地利用植物细胞

全能性，深入开展其他药用植物的研究提供理论依据；筛选

药用成分高产细胞系，完善毛状根培养体系，建立起适合生

物反应器生产刺五加药用成分的培养体系。从而应用于工业

化生产。
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