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∃培养细胞经细胞平板克隆
,

获得近 !∋ ∋ 个克隆系
。

克隆

系在细胞生长速率和寡糖素含量 及产率上均存在显著差异
,

且寡糖素产率和细胞生长之间有

明显的相关性
。

经 3 代连续继代培养观察及过氧化物酶同工酶谱特征分析
,

筛选到一株寡糖

素产率高且稳定的克隆系 8 9
一

:∋
,

其平均生长速率是 ∋
5

 . 干重 ; <
·

天
,

为原始株系的
5

! 倍
,

平均寡糖素含量为  
5

∀ =干重
,

是亲本的
5

∀. 倍
,

平均寡糖素产率是 &
5

:! ; <
,

为原始株系的 &
5

!& 倍
。

比较克隆系 89
一

:∋ 和原始株系细胞悬浮培养时间进程发现
,

由人参

培养细胞生产寡糖素的最佳细胞收获期为 ! 周左右
。
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寡糖 素 #− Ρ0 −1 +) )Ρ +Ω Ο3∃ 作为一类新型植物调节因子
,

在低浓度时即可产生显著的生

理效应
泣’

,

&皿。

近年来
,

寡糖素研究主要集中在结构和生理功能方面 β!χ
,

而高产寡糖素克隆系

的筛选工作未见任何报道
。
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∃培养细胞的寡糖素
,

能

有效地刺激不同植物培养细胞的生长及其次级代谢物的合成闭
。

作者曾从栽培人参中制

备寡糖素
,

得率低于千分之一
,

而从人参培养细胞中制备的寡糖素可达 : =
,

因此
,

通过细

胞大量培养工业化生产人参寡糖素具有广阔前景
。

本研究将为工业化生产人参寡糖素提

供优良细胞株系
。

材 料 和 方 法

实验材料是第 ∀∋ 代人参愈伤组织无性系
。

继代培养基为 61 附加 & ∴ 0 ; < Θ
,
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ϑ 和
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Ρ+ 胞悬浮培养选用 6 ? 附加 ∋
5

& . ∴ 0 ; < Θ
,
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ϑ 和 ∋
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∋ . ∴ 0 ; < ς Γ
。

每 & . ∋

∴Ψ 三角瓶中加入 .∋ ∴Ψ 培养液
,

在 &∋ Ω ; ∴ Ο3 旋转式摇床上振荡培养
,

&∀ 士 ℃
,

暗培养
。

#一 ∃细胞平板培养

细胞悬浮培养物连续通过 &. ∋ 拼∴ 和 . 林∴ #或 ∀δ 拌∴ ∃尼龙网过滤
,

对数期时单细

胞得率为 :δ
5

.∋ =
,

&一 ! 个 细胞组成 的细胞团占
5

δ: =
,

 一 : 个细胞组成的细胞 团占

&
5

δ& =
。

含分散细胞的滤液调至一定细胞密度后
,

与熔化的平板培养基迅速充分混匀
,

立

即铺在直径 !
5

. ) ∴ 的培养皿中
,

Π +Ω +ΥΟ Ψ∴ 膜密封
。

培养条件如上所述
。

平板培养基同愈伤

组织继代培养的培养基
,

内含 .∋ =的无细胞的悬浮培养液
,

琼脂浓度 为 . ; <
。

植板率

#8Α
,

= ∃以平板培养 !∋ 天的可见克隆数占植板细胞总数的百分比表示
。

#二 ∃细胞克隆的挑选和继代培养

人参细胞平板培养 !∋ 天后
,

挑取直径 一 & ∴ ∴ 的细胞克隆于三角瓶中继续培养
,

每

&. 天转接 次
,

连续 ! 次
。

每克隆系作为第 代
,

一半用于继代培养
,

一半用于细胞生长

和寡糖素含量测定
。

培养条件同上
,

继代培养周期为 !∋ 夭
。

#三 ∃细胞生长速率的测定

收获的培养细胞冰冻干燥至恒重
,

称重后计算细胞生长速率 # ΤΩ7 [ ∗ ; Χ
Ν ·

Τ ∃
。

细胞
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#四 ∃寡糖素的制备

寡糖素的制备按文献 β . ε的方法
。

寡糖素含量用蕙酮比色法测定
,

以占干重样品的百

分比#= Τ Ω 7 [ ∗ ∃表示
,

结果取 !

寡糖素产率 #0 ; < ∃ ⊥

次重复的平均值
。

同时计算寡糖素产率 #0 ; < ∃
。

#最终收获干重 一 接种干重 ∃ ] 寡糖素含量

培养基体积

#五∃过氧化物酶同工酶的测定

取生长 &∋ 天的克隆系愈伤组织 ∋
5 ,

边研磨边加入 ∋
5

1 ∴Ψ 的 Γ ΩΟ1
一

柠檬酸缓冲液
,

Π Η .
5

&
,

匀浆于  ∋ ∋ ∋ % ; ∴ Ο3 离心 ! ∋ 分钟
,

取上清液
,

每 ∴ Ψ加蔗糖 ∋
5

 
。

电泳时
,

分离胶

浓度为 δ =
,

浓缩胶浓度为  =
,

胶厚 ∴ ∴
,

Γ ΩΟ 1 一

甘氨酸溶液为电泳缓冲液
,

ΠΗ :
5

!
,

每槽

上样量均为 !∋ 拜0
,

稳压 ∋ Φ ;) ∴
,

冰箱中电泳 ∀ 小时左右
。

用联苯胺
、

维生素 4 和 Η
Θ
Δ

Θ

染色
。

实 验 结 果

#一∃人参细胞克隆的变异分析及筛选

培养 & 天的人参细胞悬浮培养物
,

连续通过两次尼龙网过滤
,

收集单细胞和小细胞

团 #& 一 : 个细胞∃
,

其细胞活力为 ∀ 
5

“=
,

平板培养时细胞植板密度在 ! ∋ ∋ ∋一 ∋ ∋ ∋ 个细

胞 ; ∴ Ψ之间
,

平板培养 !∋ 天后植板率为 & =一 : =
。

共培养第 代细胞克隆系 & & 个
,

从

中随机挑选  ∀ 个克隆进行分析
。

表 列出了一些克隆系的分析结果
。

由表 可以看出
,

各克隆系间的差异非

常显著
。

统计分析表 明
,

生长速率变化在

∋
5

& .一∋
5

.. . 干重 ;<
·

天之 间
,

超过亲

本的占 δ!
5

=
。

寡糖素含量和产率的变化

范 围 分 别 是 !
5

:δ =一 ∀
5

.! =干 重 和

∋
5

!& ∀一 &
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,
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。

从中筛选 出 . 个高产克隆系
% 89
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、
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其

中 89
一

∋ . ! 生长速率最 高
,

是亲 本 的
5

.:

倍
,

寡糖素含量及产率分别是亲本的
·

δ 

倍和 &
5

δ. 倍
。

89
一

&! . 寡糖素含量最高
,

为

亲本的
5

: 倍
,

生长速率和寡糖素产率分

别是亲本的
5

& 倍和 &
5

!& 倍
。

89
一

δδ 寡

糖素产率最低
,

却比亲本高 倍左右
,

其生

长速率和寡糖素含量分别是亲本的
5

!∋ 倍

和
5

. & 倍
。
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图 & 细胞克隆系寡糖素含量和生长速率的相关

/ 原始株系 细胞克隆系
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!二  人参细胞克隆的生长和寡糖素含量的相关性

从表 & 可以看出
,

生长较快的克隆系寡糖素含量也趋高
,

相应 的寡糖素产率也高
。

通

过分析各克隆系的生长速率和寡糖素含量的直线回归及其相关系数 !图 &  
,

表明细胞克
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隆的生长速率和寡糖素含量之间有较明显的正相关性 #Ω
&
一 。

5

:∋ & ∃
。

这样就可以根据细

胞生长速率的高低来筛选寡糖素高产克隆系
。
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图 Ν 细胞克隆系在连续继代培养中的稳定性
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!三  高产寡糖素克隆系的稳定性分析

为筛选优 良克隆系
,

对一些克隆系进行

连续继代培养的观察发现
,

在早期继代培养

中
,

克隆系无论是细胞生长速率还是寡糖素

含量都表现很大程度的变异
,

随着继代培养

代数的增加
,

克隆系的两种指标均逐渐趋于

稳定
。

图 Ν 是上述 Θ 个高产克隆系继代培养

的情况
。

从图中可以看出 )4
一

Φ ΘΡ 第 & 代各

方面指标均优良
,

但在连续继代培养中
,

生

长速率和寡糖素含量下降很快
,

而 )4
一

& ΛΦ

从一开始就比较稳定
,

在 Χ 代连续继代培

养中
,

其生长速率
、

寡糖素含量和产率始终

保持较恒定水平
。

)4
一

& ΛΦ 平均生长速率是

亲本的 & Ρ; 倍
,

平均寡糖素含量和产率分

别是亲本的 & ΜΘ 倍和 Ν ΡΝ 倍 !表 Ν  
。

对 )4
一

& ΛΦ 愈伤组织过氧化物酶同工

酶谱的稳定性分析表 明
,

) 4
一

& ΛΦ 的过氧化

物酶同工酶谱和亲本相 比具有明显差异
,

缺

少谱带 Ξ
、

? ! Ψ ∃
Ζ Φ Ν Σ ; ( Φ Μ ; Μ  

,

Ρ 条慢带不

明显
,

而且两条快带 ! Ψ ∃
Ζ Φ Μ Μ% ( 。 Σ Ν Λ 和亲

本也有明显区别
。

所有这些差异在克隆系连

续继代培养中稳定存在 !图 Ρ  
。

表 & 选择第 & 代细胞克隆系其生长速率
、
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!四  优良克隆系细胞悬浮培养的时间进程

为进一步考察高产克隆系细胞生长动态和寡绮素产率的关系
,

以第 Λ 代兀
一

& ΛΦ 和

亲本为材料
,

比较它们的细胞悬浮培养时间进程
,

结果见图 %
‘

。

)4
一

&ΛΦ 和亲本细胞悬浮培

养的时间进程基本相似
,

生长早期
,

细胞干重增加缓慢
,

寡糖素含量略有下降
,

当细胞悬浮
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培养 ! 周
,

细胞干重增加到最大值 !
5

: & ;Χ
Ν ,

相应的寡糖素含量和产率也最高
,

分别为

∀
·

∀∋ 写干重和 &5 & . ; <
,

到生长后期
,

总的细胞干重 呈下 降趋势
,

寡糖素含量随之下

降
,

使得寡糖素产率也明显降低
。
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论讨

人参培养细胞克隆间存在很大程度的变异
。

通过细胞克隆能同时获得许多克隆系
,

有

些属于细胞突变产生的表型
,

有些可能仅是细胞间生理状态差异的表型
,

因此
,

只有经过

长期继代培养观察和分析
,

才能确定真正属于突变产生的克隆系
。

人参细胞克隆系在连续

继代培养的早期
,

大部分处于生长和寡糖素产率很不稳定的状态
,

经过几代继代培养才逐

渐趋于稳定
。

这和大多数利用细胞克隆技术筛选高产系的报道一致仁∀〕
。

目前
,

除非以原生

质体为克隆材料
,

用细胞克隆技术获得的克隆系不少是由杂有小细胞团而来的
,

因而在继

代培养中继续存在不同质的细胞分离和对培养条件反应的差异
。
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