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摘 要 对西洋参悬浮培养细胞的生长．各种生长素 (2，4-D．NAA、IBA和 TAL)中 

以 2，4一D IBA和 TAL较好．二种细胞分裂素 (KT、BA)中以BA较好．对西洋参悬浮 

培养细胞中粗皂甙含量．当 IBA浓度在 3 5mg／L以下时，粗皂甙含量随 IBA浓并的增 

加而增加，IBA的较适浓度为 3 5mg／L．在 2，4-D、BA、IBA、TAL、NAA和 KT的组 

合试验 中，以 2．4一D 0 5、IBA 3 5、BA 0 5(mg／L)的组台对生长最好．其次是 KT 0 1 

2,4一D 0．5(mg／L)的组合，适量的 LH和 CM 均促进细胞生长．硝态氮有利细胞生长， 

而铵态氮则有利皂甙的产生．将培养基中蔗糖用量由 2 5％降到 1．5％时，人参皂甙产率由 

39．4rag／L增至 1 3g 4rag／L．糖的使用方式对于生长也根重要． 

美键词 西洋参 细胞悬浮培养 皂甙 植物激素 氯源 碳源 

西洋参与人参同属五茄科人参属植物，是一种药用价值与人参相似的名贵药材，与人 

参相比人们更喜用西洋参，因其性较温和．具有滋补、强心 造血、健胃、针静和降血脂 

等医疗作用、西洋参的主要药用成分是人参皂甙，其中皂甙 Rgl具抑制癌细胞的作用 】、由 

于野生或栽培西洋参对土壤 气候等等条件要求严格．生长缓慢，一般需四至六年才能收 

获人药。使得供不应求且价格 昂贵'因而研究聒洋参的细胞工程学是有意义的 人们己能成 

功地利用植物细胞工程进行有用次级代谢物的工业化生产[21．在植物细胞工程学的研究中， 

细胞悬浮培养是一个重要环节．是过渡到工业生产的关键．K_衄 等 Thang等、朱蔚华” 

等分别进行过西洋参愈伤组织培养．Thang等 进行了西洋参细胞悬浮培养．郑光植等 进 

行了桓洋参、人参和三七悬浮培养细胞的比较研究．本文是在郑光植对西洋参组织培养研 

究的基础上，进行西洋参悬浮培养的化学调节．通过调节促进培养细胞的生长，提高人参皂 

甙的含量， 

1 材料和方法 

l，l 培养方法 

采用人工栽培聒洋参根愈伤组织作 接种子 ．以MS【6 加 2．4一D 0 25、KT0、08(mg／L) 

(激素试验除外)、CM 10％为基本培养基进行悬浮培养_培养用 250m1锥形瓶， 内装 50ml 

培养液 (PH5．8)．高压灭菌 (121℃、15分钟)．接种愈 伤组织于瓶中，置于旋转式摇床 

(自制)上培养．摇床转速 150转 ／分．培养韫度 26±0．5℃，暗培养． 
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1 2 测定方法 

生长测定方法：将培养物过滤，收集培养物于称量瓶 中称鲜重后，再将培养物连 同称 ‘ ． 

量瓶放人烘箱在 6O℃下烘烤二十四小时，最后称干重． 

人参皂甙测定方法参考 Furuya[a]使用方法加以改进 测定作用干样品．碾细样品、按 1 

克干样品加 50ml正丁醇的比例加人正丁醇，冷浸两天后用超声波处理十分钟，过滤 滤液 · 

加水诜三次．得到的租皂甙用 4N—Hcl(50％溶液)在 75U下恒温静置水解解 2个半小时。 

水解液用乙醚提取三次．提取液过中性氧化铝柱层析，用 c。．H6／EtoAe(85：l5)洗脱 30m1．其 

它步骤参见 Furuya等法． 

每次试验至少重复三次． 

注：文 中中缩写符号意思如下： 

2，4一D 为 2，4一二氯苯氧乙酸；NAA为萘 乙酸；IBA为吲哚丁 酸 TAL为三 十烷 

酵；KT为细胞分裂素；BA为苄基嘌呤；CM 为椰乳；LH 为水解乳蛋 白． 

2 结果与讨论 

2．1 添加荆对西洋参悬浮培养细胞生长的影响 

西洋参悬浮培养细胞在整个试验开始阶段生长极慢．为了提高其生长，在培养液中添 

加不同浓度的椰乳和水解乳蛋白．结果可从表 1得知 

表 1 各种添加剂对悬浮培养细胞生长的影响 

添加剂 生长速率 干重 添加剂 生长速率 千重 

Additive Growth rate Dry weig Additive Growth rate 

~oneent． (mg．D．W． ht concent． (mgD．W．／ Dry weight 

(％) L／day) 【g／L) 【g／L) L／dq y) 【g／L) 

CM  l0 36．5 lL24 LH 0 25 36．8 1．25 

CM  20 44．9 1．35 LH O．50 43．3 1．30 
-  

CM  30 37．0 1．24 LH 2．50 29．3 O．88 

C0ntr0l 0 6+6 O．20 Control 0 _。—— —-—- 

在一定辛茛度范围内，这二种添加剂均能促进西洋参悬浮培养细胞的生长．椰乳较适沈度 

为2O％．水解乳蛋 白较适浓度为 0．5g／L_ 

2．2 激素调节 

使用二类大种植物激素进行调节．首先 比较植物生长素类的四种激素对西洋参悬浮培 

养细胞生长的影响情况 (图 1)．可以看出 NAA、2，4一D、IBA、TAL各 自作用效果不 

同；有 的有利于生长 ．而有的则有刘生长．2，4一D对生长最为有利，其较适浓度为 

0．5mg／L；TAL和 IBA 的作用次于 2，4一D 但比NAA好，NAA则不利生长． 

图 2表明两种细胞分裂素对西洋参悬浮培养细胞生长的作用情况 BA与 KT相 比， 

BA对培养细胞较为有利．BA较适辛茛度为 0．5mg／L． 

植物激素不仅影响西洋参悬浮培养细胞的生长，而且敢影响培养细胞中人参皂甙含量 

．图 3表 明当 IAB的浓度在 3．5mg／L以下时．培养细胞 中A参皂甙含量随著 IBA的浓度 

的增加而增加．IBA较适浓度为 3．5mg／L．高于或低于此浓度其人参皂甙含量都会降低． 
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除试验各种激素单 

独作用的效果外，还选 

用五种激素按各 自单独 

作用的较适浓度组合试 

验 结果见表 2：BA0．5 

(mg／L) 分 另9与 

IBA3．5 N AA0．25、 

2．2，4一 D 0．5 及 

TAL3．5 (mg／L) 组 

合，四个组合均使西洋 

参悬浮培养细胞的生长 

低 于 对 照 ； 而 BA0．5 

与 IBA3．5、2，4-DO．5 

(mg／L)三 种激素 组 

合，则使培养细胞的生 
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生长索浓度 Concentration ofauxins(mg／L_) 

图 1 各种生长素对西洋参悬浮培养细胞生长的影响 

长略高于对 照．对 培养 Fig．1．Effects of several auxins on growth of suspension 

细胞 的生 长 而言 ，以 cuIture cells of P．quinquefolium 

BA0．5、 2,4一 DO 5、 

IBA3．5 (mg／L) 组 

合 最 好 ． 其 次 是 

KTO．1， 2I4一 DO．5 

(mg／L)的组合． 

因此 。作 用 的激 素 

种类、浓度及其适宜浓 

度的各种激素组合对西 

洋参悬浮培养细胞的生 

长和人参皂甙含量都是 

很重要的影响因素． 

2．3 氮源调节 

Furuya等 在 参 

发酵培养 中发现，改变 

MS[61培养 基 中氮 的源 

的种类以及氮源的数量 

更有利于人参培养细胞 

的生长． 

为了提高桓洋参悬 

浮培养细胞的生长及人 

参皂甙含量，对其进行 

氮源调节，试验培养细 
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图 2 各种细胞分裂素对西洋参悬浮培养细胞生长的影响 

Fig 2．Effects of several cytokinins o11 growth of 

suspension culture ceils of P．quinquefolium 
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胞对硝态氮和铵态氮及其不同浓度的影响．得出如表 3所示结果：西洋参悬浮培养细胞对 

于硝态氮和铵态氮的选 

择性不强，而对氮源浓 

度变化 比较敏感．使用 

KNO 或 NH*NO 对 

于培养细胞生长的影响 

无明显差异，氮量不足 

或过多都使培养细胞的 

生长降低．NH：比NO 

有利于培养细胞中人参 

皂甙含量的提高． 

试验结果表明无 论 

对西洋参悬浮培养细胞 

的生长 ，还是对其人参 

皂甙含量而言，Ms培 

养基中氮量偏多，需加 

以调节．综合生长及含 

量 的 情 况 以 使 用 

N H．N O．1650ra g／ L 

为宜． 

0  

≥ 
凸 

咖 

缸 

植物激素尊度 Concentration of phytohormones(rag／L．) 
图 3 植物激素浓度对西洋参悬浮培养细胞中皂甙含量的影响 

Fig．2．Effects of phytohorm onc conce aportin content 

in the suspension culture cells of P
．quin quefolium 

2．4 碳源调节 

培养基中糖是碳源的主要来源．是构成培养基的一个重要组分 因此，调节培养基 中 

糖的种类、浓度和作用方式，从而调节碳源．这对西洋参悬浮培养细胞的生长，及其人参皂 

甙含量的提高很有必要． 

试验 比较了五种浓度的蔗糖或葡萄糖的影响．结果列于表 4． 

表 2 各种植物激素组台对悬浮培养细胞生长的影响 

Table2．Effects of several phytohorm one combinations on growth of suspension cul- 

tu re cells 

激 素 组 台 生长速率 干重 

com binations of hormone Growth rate D ry weight 

(mg／L．) (mgD．W．／L．／day) (g／L．) 

2．4一D 0．5+BA0．5 42．1 1．26 

IBA 3．5+BA O．5 27．5 0．82 

TAL 3．5十BA O．5 29．6 0．89 

NAA O．25+BA 0．5 31．1 0．93 

2．4一D 0．5+IBA 3．5+BA0．5 83．4 2．50 

2．4一D O．25+KT 0．1{CK) 82-3 2I47 

苫  0u 目暑 0 时疗 
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表 3 氮源对悬浮培养细胞生长和皂甙 量精氍： 

Tab~3．Effects of nitrogen resource oll growth and saponin con'．．ctU of suspension 

cultuere cells 

硝酸钾 硝酸铵 生长速率 干重 皂甙含量 皂甙产 率 

KNO NH5NO] 
Growth rate Saponirt Sapo rtin 

Dfy Weight 
m g content yield 

(rag／L】 (mg／L】 (g／L) D
．W ／L／day) (％ D．W ．) (mg／L 

500 O 56．7 1．93 2 0 39 l 

1900 O 81．1 2．76 2．7 75．2 

4000 O 60．7 2．06 2 6 52．6 

0 l65O 70．0 2．38 3．3 79．3 

l650 l900(CK) 60 2 2．05 2 3 46．7 

就生长而言，无论使用 蔗糖或葡萄糖过低过高的糖量，均不利 于西洋参悬浮培养细胞 

的生长，尤其过高 (如 2，5％)的糖量更为明显．在使用相同糖量的情况下，蔗糖 比葡萄糖 

更有利于生长．蔗糖的最适生长浓度为 1．5％． 

蔗糖和葡萄糖相 比，二种糖对培养细胞中人参皂甙含量的影响差异不太．培养细胞中人 

参甙 含量对糖的浓度 比较敏感．当蔗糖浓度为 2．5％或葡萄糖 肖度 1．O％时．培养细胞的人 

参皂甙含量较高． 

综合生长和人参皂甙含量来看，培养 中使用蔗糖比较有利于皂甙产率的提高 经过调 

节 得 知 当 培 养 基 中蔗 糖 浓 从 2．5％ 降 至 1．5％ 时 ，其 人 参 皂甙 产 率 由 39．4提 高 到 

138．2mg／L． 

除糖的种类和数量外，糖的作用方式也是很重要的一 个方面．从表 5是知，相 同种类 

表 4 碳源对悬浮培养细胞生长和皂甙含量的影响 

Table 4．Effects ofcarboll~sourcc on growth and saponin content of suspension culture cells 

碳源浓度 生长速率 千重 皂甙含量 皂甙产率 

Carbon[eSOUlT~ Groowth rate Saponin Saponin 
concentration (ragD．W．／ Dry weight 

(g／L) conte：at yield 

(％) L／day】 (％ D．W ) (mg／L) 

蔗糖 - 

Sucrose 0．5 35．4 1．20 2．5 29．5 

Sucrose1．0 53．9 1．83 4．3 79．3 

Sucrose1．5 86 5 2．94 4．7 l38 2 

Sucrose 2．0 35．6 l 2l 3．8 45 6 

Sucrose 2．5 20 7 0．70 5 9 39 4 

葡萄糖 

Glucosc 0．5 29．8 1．0l 5．2 53．1 

Glucosc1．O 42．】 1．4l 5．6 83．3 

Glueose 1．5 25．4 0．86 4．5 39．2 

Glucose 2．0 22．2 0．76 3．7 29 7 

Glucosc 2 5 7．7 0．26 5．5 16．4 
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相同浓度的糖在培养一开始全部加入，或者培养一开始加入总量的一半，培养二周后 再加 

入另一半，这二种使用方式对西洋参悬浮培养细胞的皂甙产率的影响是 同的 后一种使 

用方式更有利于皂甙产率的提高． ’ 

表 5 蔗糖和葡萄糖使月j方法对悬浮培养细胞的影响 

培养开始加入 培养 2周后加入 生长速率 干重 皂甙含量 皂甙产率 

Addition at Addition af- Growth rate Saoonin Saponin 

eultuer start ter 2 weeks (mhD．W ．／L． Dry Weight 
e0ntent yield 

(％) eultuer(％) ／day) (g／ L．) (％ D
．W ) (rag／L．) 

蔗糖 

Sucrose 1．5 SucroSe 1．5 l20．9 4．11 2 5 100．7 

Sucrose 3．0 96．1 3．27 2 0 65 3 

Suc1．5+G 1u．L0 48．2 L64 3．1 50．5 

葡萄糖 

Glucose 1．0 SucroSe 1．5 81．1 2．75 2 8 76．1 

糖的使用方式不同主要是影响培养细胞的生长．其原因可能是培养一开始糖量偏高反 

而抑制生长，随着培养时问的延长糖被逐渐消耗；此时，补充一定量的糖有利于生长． 

总之，通过西洋参悬浮培养细胞的化学调节，使培养细胞的生长速率由 6．6 mg 

D．W ／L．Day提高至 120．9mgD．W ／L_Day．从而达到提高生长的目的． 
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C E]i／IICAL REGULATION OF CELL SUSPENS10N 

CULTURE OF PANAXQUINQUEFOLIUM 

Fang Qim in，Zhen9 Guangzh[and w ang Sh[I in 

(Kunmign Institute of Botany，Academia Sinica) 

ABSTRACT A series of chemical factors affecting the growth and the saponin content of Panax 

qulnquefolium cultured celts in a suspension medium were trialed in this study．The results showed 

that，for the growth of cells，the effects of some auxins like 2，4一D，IBA and TAL were more efficient 

than that of NAA W hile between tWO phttokinins．BA WaS better than KT．As for the total saponin 

content ofcultured cells．itwasincreasedastheincrease 0fIBA withits concentrationby3．5mg／L 

in the medium．The optimum concentration of IBA was 3．5 mg／L—In a trial with comopound fac- 

mrs，the cell growth was best in the treatment of 2,4一D 0．5+IBA 3．5+BA 0．5(rag／L )，followed by 

the treatment of 2,4一D 0．5+ KT 0．1(mg／L．1．Using appropriate amount of LH and CMcould 

stimulate the cell growth，As to the nitrogen source N03一N was more be neficial for the cell growth 

than NHrN，though the latter was advantageous to the saponin yield．W hen the surcroae concentra· 

tion was reduced in th e medium from 2．5％ to 1．5％ ，th e saponin yield was increased from 39．4 

mg／L．tol38．4mg／L．．forthecellgrowth usingmethodof sucrose andglucosewasimpormt． 

KEY W ORD~ Panax quinquefolirm Cell suspensioll culture Saponin Phttohormones ni· 

trogen$9ur．3e Carbon$ourc~． 
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