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人参培养细胞单细胞克隆的条件培养 
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摘 耍 来自细胞悬浮培养物的条件培养基能显著地促进人参培养细胞的单细胞在较低细 

胞檀板密度培养时的克隆形成。每毫升含 3×10 十细胞时 ，条件培养的植板率是普通平板培 

养的4倍。细胞悬浮培养 L2一l6天时所制备的条件培养基活性最大，在一定浓度范国内随条 

件培养基浓度增加·细胞克隆植板率随之增加．条件培养基具有一定的生理作用专一性。看 

护培养和条件培养的比较，表明前者在细胞密度较低时能更有效地促进细胞克隆的形成和 

生长．条件培养基在 4℃条件下贮存两周仍保持活性稳定，并且能耐受高温处理．当受到强 

酸或强碱处理其活性失去，但在弱酸或弱碱条件下稳定。 
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利用植物单细胞克隆技术筛选细胞突变体．其困难之一就是要在低细胞植扳密度克 

隆时获得较高的植扳率。为了进一步提高人参培养细胞单细胞低密度克隆时的檀板率 ，以 

便能有效地筛选出高产人参寡糖索培养细胞克隆系，本文在优化人参单细胞克隆平板培 

养基的基础上。‘ ．对人参单细胞克隆的条件培养进行了研究。 

1 材料和方法 

1．1 细胞培养 

人参愈伤组织继代培养基为优化的 MS培养基。。 ．愈伤组织培养每 3O天转代 1次。 

人参 、三七和西洋参细胞悬浮培养的培养基同上，其中含 2，4-D 0．25mg／L．KT(细胞 

激动素)0．08mg／L．滇紫草细胞悬浮培养的培养基同文献 [2] 每 250m|三角瓶中加入 

50ml培养液，接种新鲜愈伤组织．于120r／min旋转式摇床上振荡培养。所有培养物均于 

26±1 C，暗中培养．培养基均在 O．1MPa压力下灭菌 15分钟。 

1．2 单细胞克隆 

单细胞克隆方法同前文 。 。 

1．3 条件培养 t 

无菌条件 下，细咆悬浮培养物经 过滤或离心得无细胞的培养液，即条件培养基 

(cM) 除注明外．CM 均是来 自人参细胞悬浮培养液以 5O 比例和平顿培养基 (5g ／L琼 

脂)充分混匀后进行单细咆克隆试验。 ‘ 

1．4 看护培养 

国家 白她科学 哜金 督助项 目． 
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根据文献CS)的方法，直径 9era 的培养皿中铺 20rM 平板培养基，内植 入一直径 

1．5cm的滤纸圆筒，按上法进行单细胞克隆试验，同时接种--4'块人参愈伤组织于滤纸圆 

筒中作看护培养 ．培养两周后，取看护愈伤组织小块继续培养。 

1．s 单细胞克隆植板牢的计算 

植板率 (PE， )以平板培养 30天出现的可见克隆数占植板细胞总数的百分比表示， 

每次试验至少 5次重复，结果为 5次重复的平均值。 

2 结 呆 

2．1 条件培养基对细胞克隆植板率的影响 

对比普通平板培养和条件培养，结果 (表 1 表明随细胞峦度的下降，两种培养方法 

的植板率都下降，但两者之间的差异越来越明显，细胞低峦度培养时 ，条件培养 明显有 

利于细胞克隆的生长。每毫升有6．5×10 个细胞时条件培养的植板率是普通平板培养的 

2．5倍 ，而当每毫升细胞下降到 3．0×10 个时，条件培养的促进作用更加明显，两者植 

板率相差 4倍 ；当细胞密度再降低时，普通平板培养 已无克隆形成。 

衰】 条件培养和普通平板培养对檀板率影响的比 2．2 制备条件培养基的时间对细胞克隆 

较 的影响 

Ttble】 The effect comparison I~tween condition- 

ing cultBre and norm al plating culture on 
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圈 1 来 自不同培养¨．I 件培养 (CM 

对细胞克隆的影响 

Fig． 1 Effects of CM from dif*ren【cell cultu re 

period On cell ctolte 

图 1表 明条件培养基的刺激效果和它 

来源的细胞悬浮培养时间密切相关。当细 

胞悬浮培养 12一l 6天时所制备的条件培 

养基最有效．细胞生长后期制备的条件培 

养液效果较差，来自细胞生长早期的条件 

培养液效果最差。 

2．3 平板培养基中条件培养基的浓度对 

细胞克隆的影响 

表 2表明在一定浓度范围内，髓条件 

培养基浓度的增加，人参单细胞克隆的植 

板率逐渐增加，条件培养基占 50 时 ，植 

板率最高可达 31．84 ，再增加它的浓度、 

植板率不再增加。 

衰 2 条件培养基浓度对细胞克隆的影响 

Table 2 Effects of the CM concentrations O]11 P 

gbtseng cell cloning 

CM ( ) l0 50 

PE f ) l0．6l 15．8l 31 84 28．4 2 

2．4 条件培养基的生理作用专一性 

用分别来自^参、西洋参、三七和滇 
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紫草细胞悬 培养系的条件培养基进 

午亍人参单细炮克隆的条件培养 ，结果 

见表 3。与人参同届的三七和西洋参 

的条件培养基对细胞克隆生长刺激效 

果和人参的条件培养基相似 ．而紫草 

的 条件培养撼的刺激效果较弱．表明 

条件培养基具有一定的生理专一性。 

2．s 条件培养和看护培养的比较 

比较条件培养 、看护培养 及条件 

培养基和看护细胞组合的培养。结果表 

明看护培养的效果比较好 (表 4)。在不 

同细胞密度下条件培养和看护培养，当 

细胞密度较高时两者儿乎无差异．怛当 

细胞密度降低时．两者刺激细胞生长的 

差异愈来愈夫．每毫升含 0．5×10。个细 

胞时．看护培养的植板率仍有 2．83 ， 

而条件培养的植板率只有 0．08 ，从表 

4中还可看出看护培养和条件培养的组 

合效果并不比单独的看护培养更好。 

表 3 同来源的条件培养基对人参细胞克隆生长 的影 

响 

Table 3 Effects of CM from different plant cell suspen一 
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表 4 条件培养和看护培养的比较 (一) 

"fable 4 Comparsion between conditioning culture 

and nursing culture (■ ) 

Mfthods N l C-c N+C 

PE {％ ) 2g．I‘ 1 24．43 

表 4 条件培养和看护培养的比较 (二) 

"fa~e 4 C眦 p4ris0n betwixt ∞ndI啦0Ⅱing culture 

and n~rsing~ollure’(= ) 

CeIl den Itv 
0 5 l 0 2 0 5 【) 

(× l0 ，mI 

PE ( )ofC．C 0 08 3 ll lD．74 Z7．6l 

PE ( ) 0f ．C 2．83 11．6l l4．6l 28 32 

N—C：Nursi~g cu]tu re：C·C：Conditioning cuh~re 

N+ C：Combination cahure 0f N．C and C．C． 

2．6 条件培养基的稳定性 

2．6．1 plt：用HCI或 NaOH熔液将条件培养基的 pH值分别调至 1，3．7．9，11时处 

理 2小时，再调回到 pH$．8．然后做条件培养．结果见图 2。强酸处理时 ，条件培养基的 

活 性 急 剧 下 降 ，植 板 率 从 26．73％减 至 

7．80 ，强碱处理时檀板率下降幅度也较大 

弱酸和弱碱处理时对条件培养基活性的影响 

不是 太大。 

2．6．2 温度：取同洋来源的条件培养基各 

20ml，按表 6的温度分别处理 1小时，其中 

常规高温灭菌 1 5分钟，压力为 0．1MPa 结 

果表明随温度的升高，条件培养基的活性仅 

略有下降．常规高温高压灭菌处理对其活性 
的破坏性较大。 F； 。 pH值对条件培养基 (cM 活性的影响 ． 

Effects of pH value On the activity of CM 

2．6．3 长期贮存：条件培养基是来自培养时 

间相同的细胞悬浮培养系 在 4 c条件下分别贮存 0，3．6，9，12．1 5天后同时做条件 

培养．比较不同处理对细胞克隆生长的影响。从图 3中可以看出各处理对条件培养基的 

活性影响不大．细胞克隆的植板率保持一恒定的水平 (P>0．OS)。 
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表 5 温度对条件培养基活性的影响 

Table 5 Effect of temperatures on the activity of 

conditioned m edium 

T(℃)I 25 i 50 l 80 Au cocla,lng 
PE(酬 39．95 l 38．64 I 32—68 

3 讨 论 

条件培养基是悬浮培养细胞旺盛生长一 

段时间的无细胞培养液，内含有丰富的生长 

细胞分泌的代谢物质，其中某些成分对细胞 

的生长和分裂有显著的促进作用，被称为条 

件因子 (Conditioning Factors．CFs)。 ““ 。 

条件因子可能是一类分子量在 500--1500道 

尔顿之间的寡糖类物质 ，长期贮存，高温处 

理 ，弱酸和弱碱处理及蛋白水解酶处理．其 

图 3 长期贮存对条件培养基 (CM)活性 的 

影响 

Fig． 3 Eliects of]ong-atorage on the 

activity of CM 

活性仍相当稳定。 “ ”，它们能明显地提高单细胞克隆的植板率。本文中条件因子的 

稳定性有一定的波动可能是条件因子未纯化的结果 。一些作者“ ”认为看护细胞除能 

提供植板细胞条件因子外，还提供另一类不稳定的看护因子 (Nursing Factors，NFs)，这 

种因子对细胞克隆的生长分裂具有很强的诱导作用，但在条件培养液制备过程中已丢失。 

Sehroder等 (1 989) 报道条件培养时细胞植板密度不能低于每毫升含 1．0xl0 个细胞， 

看护培养可以在细胞植板密度较低甚至低到每毫 禽7个细胞时诱导克隆形成。条件培 

养基的活性和分离它的细胞悬浮培养时间相关 细胞生长后期其效果较差 ，可能是生 

长后期的纽胞趋于停止生长，分泌一些抑制细胞生长的因子所造成的 细胞生长早期的 

培养液中不含或只含有很少的条件因子，因而对细胞克隆的生长也无明显的刺激作用。 

关于条件因子生理作用的专一性目前没有一致的看法。 “ 。由于不同植物培养细胞 

具有生理生化等诸方面的差异．这些差异能够表现于条件培养液中，从而造成植板细瞻 

和非同样来源的条件培养基有个相互适应的过程，可能减弱了条件培养液的刺激作用，如 

果差异存在于条件培养液中起刺激作用的条件因子组成或结构上，则只有很弱甚至没有 

刺激效果。 
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Conditioning Culture of Single Cell Clone from Culture 

CelIs of Panax ginseng 

Luo Jianplng zheng Guangzhi 

( ⋯ 』 F 』̈ I， ‘l rd ， s fc口， ～ ruing 6s0 ) 一 

Abstract Conditioned medium (CM )stemming￡rom eell suspension culture could。re— 

markably promote the formation of si agle cell e~One from culture cells of Pana．~2 ginseng 

below a critical ceil plating density．The plating efficiency of conditioning culture was 4 

times ag much as that of the normal plating culture CM WaS added to the plsting medi— 

un]when eelI plating density was 3× 10 ／nd．The activity of CM would be the highest if 

it originated from eells cultured for 12——16 days．The plating efficiency was improved 

when the anl_ount of CM in plating medium was increased within the ranges of proper 

concelltrations．CM possessed species—specificity to sona_e extent．The comparative study 

between nursing ellIture and conditioning culture indieated that the former could more 

effectively stlmu[ate the formation and growth fo single cell clone at a lower celt plating 

density compfired with the latter．CM stored for tWO weeks at 4℃ remained its stimulat— 

ing activit、 Moreover·it was resistant 1o high temperature，weak acid or alkaline pH． 

but it WSS ~：stable when treated with strong acid and alkaline pH． 

Key words Panax gln së g．single celt clone，conditioning culture，conditioned mediun3_ 

(CM )．plating efficiency (PE) 
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