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高产人参寡糖素培养细胞克隆系的诱变筛选 

熊壬 郑光植 ／甘烦远 
(中国科学院昆明植物研究所 ．昆田 650204) 

提要 紫外辐射能量著地降低人誊培养细胞 

单 细胞克隆的被板丰。当紫外辐射悬浮细胞 

30 s后，细 胞 克 隆 的被 板 率 是 对 豫 组 的 

21．43 。细胞 克 隆 平 板 培 养 60 d，托 取 克 隆 

连续转移培弄3次，共获得克隆隶122槔。对所 

有克隆 系进行变异分析并蛀10代连续鲑代培 

养．从中筛选到一株稳定的 高产摹糖素克隆 

未 PGUA 08，而且它的过氧化特晦同工晦谱 

特征屯保持稳定。克隆 隶 PGUA-08的生长速 

率为0．537 g DW L～ d ，是 亲本的1．46倍 ， 

摹糖 素寺 量为 17．16 DW ，是 亲本的 1．81倍 ， 

囊 

关 

膏 

糖素产丰为2．764 g／L，是亲本的2．62倍 。 

{青发 
■调世 ·单细胞克隆，克隆系·摹糖 

蕊 ’， 蕊 嫩 徽  
植物调节分子，在极低浓度时即可产生显 

著的生理效应 (Albe~．heim和 Darvill 1985， 

Ryan和 Farmer 1991)。它的发现和深入研 

究将有助于人们能更有效地控制植物的生 

长发育和提高植物抗病菌侵染的能力 ，进 

而对农业产生 巨大而深远的影响 (Alber— 

sheim和 Oarvill 1985)。近年来，寡糖素研 

究主要集中在结构和功能方面(M．cNeit等 

1984)，而高产寡糖素克隆系的筛选工作未 

见任倩报告。 

来 自人参培养细胞的寡糖素对不同培 

养细胞的生长和次生物质的生产具有明显 

的诱导效 应 (郑光 植等 1989，周立 刚等 

1990，甘烦远等 1992)，并且能提高马铃薯 

的试管结薯数(陈善娜等 1991)。作者等曾 

用栽 培人参 制 备 寡糖 素 ，其得 率 低 于 

1‰，而用 人参培养细胞制备寡糖素得率可 

。 7、 f 
亍谚763。2 达

8 。为利阳植物组织和细胞培养技术大 

量制备高产有活性的人参寡糖素提供优良 

细胞株，本实验通过对人参培养细胞紫外 

线辐射诱变并应用单细胞克隆技术进行了 

高产寡糖素克隆系的筛选。 

材 料 与 方 法 

用于克隆系筛选的细胞材料是第60代 

人参(腑 g 唧 C．A．Mey)愈伤组织无 

性系，继代培养基为 MS基本培养基，附加 

2 mg／L的2，4-D和0．1 nag／L的 KT，细胞 

悬浮培养的培养基选用 MS培养基附加0． 

25 mg／L的2，4-D和 0．08 mg／L的 KT。每 

250叫 三角瓶中加入 50叫 培养液 ，接 种 

生长 旺盛 的愈伤 组织 100 mg DW．26士 

1℃，暗中于120~／嘶 旋转式播床上振 

荡培养。 

细胞平板克隆 悬浮培养12 d的细胞悬浮 

培养物连续通过250岬 和154岬 尼龙阿 

过滤，单细胞得率 为87．50 ，2～3十细胞 

组成的细胞团占9．78 ，4～8十细胞组成 

的细胞团占2．72 。含分散细胞的滤液调 

至细胞密度为3．5×10 ～4．0×10‘嘲1s／ 

叫 ，然后分成6组，于培养皿中铺成薄层，去 

盖 ，在距紫外灯30 cIn处用紫外线(253．7 

rim)分别照射0、30、60、90、120和150 s，照 

射时不断摇晃培养皿使细胞被均匀照射。 

处理后的细胞 暗中静止30 min，和熔化的 

平板培养基迅速充分混匀，立即铺在直径 

1993 04 15收 到 t 1993-12-23恬 回 
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3．5 cm的培养皿中，用 Parafilm膜密封，于 

26士1℃暗中培养。平板培养基同斑伤组织 

继代培养的培养基 ，内含50 的无细胞悬 

浮培养液 ，琼脂浓度为5 g／L。每一克隆实 

验5次重复。 ． 

细胞克隆的挑选和继代培井 克隆细胞平 

板培养60 d，挑取直径为1～2 InⅡ1的细胞 

克隆于三角瓶中继续培养 ，每30 d转接一 

次 ，连续3次。每克隆系作为第一代，将其分 

为两半 ，一半用于继代培养，一半用于细胞 

生长和寡糖素含量测定。继代培养周期为 

30 d，其它培养条件均同上。 

实验参数 细胞存活率用荧光素双醋酸酯 

(FDA)染 色法测定(Widholm 1972)，以观 

察到的活细胞数占总细胞数的百分比表示 

( )。细胞克隆的植板率以平板培养30 d 

出现的可见克隆数占植板细胞总数的百分 

比表示 ( )。细胞生长速率以每天每升增 

加的细胞干重表示(g DW L d )。寡糖 

素的制备按 Hahn等(1981)的方法，用蒽 

酮比色法测定含量 ，以占于重细胞的百分 

比 表示 ( DW )，同 时甘算寡 糖素产 率 

(g／L)，即每30 d每升增加的干重细胞所得 

的寡糖素克鼓(g／L)。除第一代克隆系结果 

分析外 ，其它试验处理至少3次重复 。 

过蕾化物酶同工酶的测定 取生长20 d的 

克隆系愈伤组织O．1 g边研磨边 加入0．5 

ml的 Trls一柠檬酸缓冲液 ，pH 8．2，匀浆于 

3000×9离,L,30 min。取上清液 ，每 ml加蔗 

糖O．4 g。用不连续聚丙烯酰胺凝胶垂直板 

电泳法，分离胶浓度为7 ，浓缩胶浓度为 

，胶厚1 mm，以 Trls一甘氨酸溶液为电泳 

缓冲液 ，pH 8．3，每槽上样量均为3O l，稳 

压10 V／cm，冰箱中电泳6 h左右 。过氧化 

物酶同工酶采用联苯胺、维生素 C和 H o。 

染色 。 

结 果 

紫外辐射对人参墙井细胞簟细胞克隆形成 

的影响 ． 

紫外辐射能显著地降低人参培养细胞 

单细胞克隆的植板率，图1表明人参培养细 

胞对紫外辐射极其敏感。随着辐射时间的 

延长 ，细胞存活率呈 负指数 曲线下 降(r 

一 一 0．9789)，对应的细胞克隆形成能力也 

呈负指数曲线急剧下降(r一_0．9894)。当 

紫外辐射150 s时 ，只有少数细胞存活，平 

板培养中几乎不见克隆形成 

T I UV—lrr·d1ation(，) 

田 1 uV幅射对人参培养细胞存活率和单细胞 

克隆的影响 

InE．1 Efh~--ts of UV-irradiation on cell viability and 

platir~ effleic~ivy of cultured cells from P． W 

细胞克隆系的变异分析及其筛选 

不同时间紫外辐射处理的细胞进行平 

板培养 ，60 d后挑选直径为1～2 mm的克 

隆转移培养，共]65株(图2 A，B)。经3次转 

移培养后 ，获得克隆系122株(图2 C，D)。 

分析各克隆系的生长速率和寡糖素含量的 

变异情况 表 明 ，辐 射 时间不 同 ，克隆 系 
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圈 2 人参单细胞克隆的平板培养和细胞克隆形成愈伤组织的过程 
Fig． 2 Plating culture and ca]l~ formation "of singte cell clone 

A and B：plating cu~ure；C and D：formation of calli． 

表1 不同紫外辐射处理后筛选的一些寡糖索产率较高的克隆系 

Table I Some high yielding oligc~ccharin c]one lines selected from culturofl cells irradiated wicl1 UV for different 

time 

PGUA ，PGUB，PGUC，PGUD AND PGUE show c]one lines selectofl from cells irradiated with UV for 30、60、90 

120、1∞ 3。respectively． 
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圉 3 不同uV辐射处理后备克隆系生长速率和寡糖紊含量的分布 

髓 -3 Distribution of growth rate and啦 0saccham  content of s~lected cell line~obtained by single cell cloning 

after irradiating with UV for different time 

A B and C denote cell lines selected from cultured cells irradiated  with UV for 30，60 and 90 s
．  

生长速率和寡糖索含量的变异辐度不同 

(图3和表 1)。比较各处理组生长速率和 

寡 糖 索含 量的变 异系 数发现 ，辐射 30s 

时 ，克隆系生长速率和寡糖素含量变化辐 

度很大 ，随辐射时间延长，克隆系生长速率 

和寡糖素含量的变异辐度呈缩小趋势 。辐 

射12 0s和 l 50s时 ，仅分 别得到 1 0个 和4 

个克隆系 ，它们的生长速率都比亲本低(表 

1)，生长速率变 异系数分别是7．75 和 

4．9 3 ，寡糖 素 含量变 异 系数 分 别是 

20．01 和8．31 。从辐射30s处理 组 中 

可选出一株含量高达l9 48 DW的克隆 

系PGUA一08，其生长速率 、寡糖素含量和 

产率 分别 是亲 本的 1．3 4倍 、2．1 6倍和 

2．90倍 。 

高产寡糖素克隆系的稳定性 

克隆系在连续继代培养早期表现显著 

的不稳定性 ，而且各处理组的变化情况不 

同 ，图4为6株寡糖素产率较高克隆系的 

l0代继代培养的情况 。细胞生长速率观察 

结果表 明，辐射30s处理的克隆系PGUA． 

08和PGUA一26在第二代下降高达20 ～ 

∞ ∞ 0 舶 0 ∞ " 0 
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30 ，随后继代培养中出现回升．至第4～ 

5代维持稳定 ，克隆系PGUA一08的生长速 

率最高可达0．5 46gDWL d。。辐射60s 

的克隆系PGUB一07第二代略有下降 ，于第 

三 代始保持 稳定。而辐射 90 s的克隆 系 

PGUC一08极不稳定，直至第6代 才趋于 稳 

定。辐射 120 s的克隆系 PGUD一06在继代 

培养中生长速率呈上升趋势，到第三代稳 

定。辐射150 S处理的克隆系 PGUE一04变化 

不大。寡糖素含量测定表明，各处理组的克 

隆 系在前几代培养中下降幅度较大，随着 

继代培养代数的增加 ，仅略回升至稳定水 

平 。克隆系寡糖素含量增加和生长速率的 

增加不表现相关性 ，从 图4甲可以看出，尽 

管克隆系 PGUA 08在连续继代培养中生 

长速率增加很多 ，但寡糖素含量并不随细 

胞生长速率的增加而增加。克隆系 PGUA一 

08无论 是 生长速 率还是 寡糖 素含 量均 

为最高 ，因而寡糖 素 产率也 是最高 。其 

● ● 

c10 P1a cE 

； 

蓬  
-r ，ubc tur· (I⋯ tl伸 ) 

圉 4 一些寡糖紊产率较高克隆系在连续继代培 

养中的稳定性 

Fjg．4 Stability of some clone llne~with hiBl1 yield 

f oligo~ echarin during辄 c0 ss ve subculture 

围 5 克隆系 PGUA 08和亲本之间过氧化物酶同工酶谱的比较 
．  

Fig 5 Comparison of pa roxidase i~ozyme patterns between clone line PUGA
— O8 and parent 

P目and PJ D arefrom the 8th and 1 oth subcultures ofparent{G and Cl n arefrom the 8th and 1Oth sul~'ulture宕of 

clone line PGUA O8． 

{ !  ． ． 
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衰 2 克隆系 PGUA一08和原始株系的比较(x士sD) 

Table 2 Comparison of clone line PGUA一98 and the original strain (x士SD) 

生长速率、寡糖素含量和产率分别是亲本 

的1．46倍 、1．81倍和2．62倍(表2)。 

优良克隆系过氲化物酶同工酶谱的稳定性 

图5表明，克 隆系 PGUA一08愈伤组织 

的过氧化物酶同工酶谱特征和亲本之间呈 

现 明显的差异。在克隆系 PGUA一08的过轩 

化物酶同工酶谱 中，亲本的三条慢带只有 

不明显的两条带，谱带 c(R c；0．222)不见， 

三条快带也和亲本有明显的区别。通过 比 

较克隆系第8代和第10代愈伤组织中过氧 

化物 酶 同 工 酶谱 的特 征，表 明克 隆 系 

PGUA 08和亲本之间的过氧化物酶同工酶 

谱的差异变化不大。 

讨 论 

无论是从细胞存活率还是从单细胞克 

隆植板率及克隆系生长情况上看，都表 明 

人参培养细胞对紫外辐射极敏感。根据不 

同剂量紫外辐射处理 中所分析的克隆系变 

化程度及其在继代培养 中稳定性情况 ，可 

以推测人参培养细胞是由异质细胞组成的 

群体 ．其中有些细胞对紫外辐射敏感性高 ， 

有些细胞对紫外辐射敏感性低，表现出不 

同的细胞对紫外辐射处理具有不同的反 

应 。随紫外辐射剂量的增加 ，有些类型的细 

胞被杀死或其生长受到强烈的抑制 ，使得 

经过平板培养后得到的克隆系类型减少， 

造成克隆系间变异辐度的缩小和变化辐度 

值的下降(Etiksson 1967)。 

紫外辐射可以使 DNA分子上邻接的 

碱基形成二聚体 ，使 DNA双链呈不正常的 

构型 ，通过倾向差错 SOS修复系统使 DNA 

继 续复制，同时产生 突变(Brash和 Hasel— 

tine 1982)。紫外辐射也能诱发细胞染色体 

畸变，El-tics,son(1967)曾用紫 外辐射 肋P 

5 御 悬浮单细胞，最后 获得一株 

花色苷高产克隆系，检查到其染色体发生 

了显著的畸变。 

本文通过对克隆系进行变异分析 ，井 

对寡糖素产率较高的克隆系连续l0R继代 

培养 ，最后筛选到一株寡糖素产率很高的 

变异克隆系，它的寡糖素产率和过氧化物 

酶同工酶谱特征均保持稳定。 

参 考 文 献 

甘烦远 ，绦 纯 +郑光植。 人参寡塘索 M对红花 

培养细胞生长与 n生育酚形成的影响 植 

物生理学报 1992，18 353 

郑光植 ，王世林，何静披 三七、人参和西洋参细 

胞悬浮培养的比较研 究。 云南植物研 究 

】989，11 ：97 

周立刚，郑光植，王世林 。 寡糖索对滇紫草愈伤 

组织色素合成的影响。 天然产物研 究与开 

发 ]996，2：22 

陈善炜，李琼红，王丽 华等 香互索和寡塘索对 

马铃薯试管结薯的影响。 云南植物研 究 

1991，13 ：32] 

Albersheim P， Darvfll AG． 0Iig。sa har_m 8vi 

Ataer 1985，253 ：44 

Brash DE， Haseltine W A． UV ind．ced mutation 

hotspets at DNA damage Hotspots． Nature 

1982，298 ：】89 

Etiks．~on T． Efleets of ultraviolet and X-ray tadia- 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


Acta PhytophySiologgxm Sinlca 1994，20(4)：332一SS8 

Uon OD m m  cultivated eel[s。f Haptola~ 9ra- 

№  删  1967，20 ：507 

Halan MG ， Darvill AG ， Albersheim P． Host 

pathogen interactions X IX． The endogenous 

elicitor·a fragment of a pla／it cell wall polysac— 

charide that elicits phytoalexin accumulation in 

soybeans． 月 1 981，B8 ： 】】61 

M cNeil M ．I)arvil[AG ．Fry SC d ． Structure and 

function of the primary cell walls of plants．Ann 

日∞ I984．53：625 

Ryan CA， Farmer FF． Oligosaeehariae signals in 

plants A current a~ ament． “ 

州 1991，42}651 

W  Jdholm JM ． The use of fluoreseein diacerate and 

phenosafranine I determining viaMlity of cul- 

’ tured p]ant cells． 嗣 啪 Toc／mo／ 1972， 47： 

1 89 

Selection of Variants with High Yield of OHgosaccharin from 

Panax nseng Cultured Cells 

LUO Jian-Ping． ZHENG Guang-Zhi and GAN Fan—Yuan 

(Kunm~  m  ＆ ，Acade*zl~ 5 ，Kunming 650204／ 

Cultured cells of Pcnv~z Ⅲ 

were found to be highly sensitive to 

UV—irradiation．which could warkedly 

decrease the plating efticiency of single 

cell cloning of P，gmse~t9 cultured cells． 

After cultured ee lIs were treated with 

UV—irradiation for 30 S．the plating ef 

fieieney wag 21．4 of the control 

(Fig． 1)． Cell growth rate and 

oligosaccharin content of all 122 clone 

1ines obtained frOID 165 clone lines 

through 3 times transplantation cul— 

ture，chosen after 60 d of plating eul- 

ture，were measured (Table 1，Fig．2 

and 3)， Basing 0n the stability of 

clone lines obtained through l 0 genera— 

tions succe ssive gubeuIture， a stable 

clone line PGUA-08 with high yield of 

oligosaccharin had been selected (Fig， 

4)．Moreover，the isozyme patterns of 

peroxidases of clone line PGUA一08 

mainta ined almost unchanged during 

successive subculture (Fig．5)， The 

growth rate of clone line PGUA一08 

wag 0．537 g DW 一 L一 d～ ．and was 

46 higher than that of its p~rent， 

and its oligosaccharin eon~nt and yield 

were 17．16；<DW and 2．764 g／L， 

respectively． ．81 and 2．62 times that 

0f its parent，respectively (Table 2)． 
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