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高产人参寡糖素培养细胞变异克隆系的筛选 

(中国科学院 昆明植物研究所．昆明 650204) ＆9西· 3l2_ 
摘一 用 2 mmol／L的 MNNG处理经过滤 的人参悬浮培养细胞 1小时后，细胞存括事下降 

显著，细胞克隆植板率只是对照组的 10．12％。经细胞平板克隆共获得克隆系 1 51棒，其中很多 

克隆系在转移培养中生长缓慢，甚至不生长而死亡。经分析可供捌定的克隆系生长和寡糖素含 

量的差异，对 l 1株寡糖素含量较高克隆系经连续 10代继 代培养观察，选出一株尊定高产人参 

寡糖素优良克艟系 PGMB一37，其平均生长速率是 O．558gDWL nd ，为亲本的 1．5倍，平均寡 

精素含量是 14．67％DW，平均寡糖素产率是 2．456g／k 分别比亲本高 70％和 l56％，并且它 
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Ab—琳 ‘ The suspension cells of Panax ginseng which had been filtrated,were treated with 

mutagenic compound．N—methy卜N nitro—N—nitrosolCzanidine at 2 mmol／L．for l hour．Ceil 

viabilitywas remaxkablely decreased andtheformation ofcen clonewag only10．12％ ofcontro1． 

Cells treated  were plated on a nutrient agar medium +M ore than l50 clone lines were obtained af- 

letplating culture of60 days．ofwhichmany olon~Ⅱnes grew slow or stow~ tgrowing and died 

during transplantation culture．On the light of the stability of ll clone fines with hi曲 yield of 

otisosacehafin obmined on their differeaces in cell growth and oligosaccharln content among all 

done lines picked oat pctri dlshe~a stable晕Ione fine PGMB一37 with higlI yield of oligosaecharin 

had been selected through 10 generationsof sua ve subculture．n cmean growth rateofdone 

line PGM B一37 was 0．558 gDWL7 d 。and as about 1．5一fold to parent。and its inenn 

0地osaccharin content and yield were 14．67％DW and 2．456 g／L，which weDg n阻r 70％ and 

l56％ higher than those of its parent,respectively．n e patterns of isoperoxida~s of clone line 

PGMB一37were differentfrom those ofits parent,an dthose differeaocswere also stableduring 

successive SILlbe ulture 
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寡塘素 (oligosaccharin)作为一类新型植物调节因子，在低 浓度时可产生显著的生理效应 ~1,23。近 

年来，寡糖素研究主要 集 中在 结构和生理功能方面 ，而 高产寡糖素克隆系的筛选工作 来见文献 报 

道。 

来自人参 (Panaxginseng C．AMcy)培养细胞的寡糖素能有效诱导不同细胞培养物的生长和趺生 

物 奇成H J，并且能提高马铃薯铙管络薯率 挈。初步药理试验表明人参寡糖素具有显著的抗肿瘤话 

性，对=睦、北疗引恕的白细胞和血小板数量下降具有明显的回升作用。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 8％。因此，通过生物工程技术进行工 

业化生产人参寡糖素具有广阔前景。本文通过化学诱变荆处理人参悬浮培养细胞增加细胞问差异，并用 

细胞平板技术进行高产人参寡糖素变异克隆系的鳍选，以期为细胞大规模培养生产寡糖素提供优良细胞 

株系。 

材料和方法 

实验材料是第 6 代人参盘伤组织无性系，继代培养基 为 MS附加 1 5 mg／L的 2,4一D (2，4 二氯 

苯氧乙酸 和 0 5 mg／L的KT (激动素)。26±1℃，暗中培养。继代周期为30天。 

莹啊簟■薄培养 f̂ 翻却胞 洋培养酌培养基选用MS附加0．25 mg／ 的2,4一D和0．08Ⅱ塘／L的 
KT。每 250 mL三角瓶 中加人 50 mL培 养液，接种盘伤组织，26±1℃、暗 中于 120 rpm 旋转式摇床 

上振荡培养。 

诱变荆处理菠细胞平板_克麓 培养 t2天的细胞悬浮培养畅连续通过 250瑚n和 154,um尼龙网过 

滤，对数期时单细胞得率为 87 50％，2—3个细胞组成的细胞团占9．78％，4—8个细胞组成的细胞团占 

2．72％。台分散细胞的滤液调重细胞密度为 8．0 × l0L l_0 × 10 个细胞／mL，然后分成 4组，除对 

照组外，分别用最终浓度为 1 mmol／L，2 mmol／L和 3 mmoi／L的 N 甲基 N。硝基一N一亚硝基 

胍 (N—Methyl—N mtro N—nJtrosogt~anIdine，MNNG)处理 1小时 ，反 复洗宅羲击 MNNG，按前文 J 

进行细胞克隆，平扳培养基内含 50％无细胞的悬浮培养液，琼脂浓度为 5g／L。 

细胞克麓 的挑选和缝代培养 人参细胞平板培养 60天后，挑取直径为 l一2mm 的细胞克隆于三角 

瓶中继续培养，一段时间后，每克隆系一半甩于继代培养， ’。半用于细胞生长和寡糖素含量测定，并比 

较各克隆系的生长速率和寡糖素含量。克艟系箍代培养周期为 30天，其它培养条件同上。 

实验◆敷 细抱克隆植板率以平板培养 30天的可见克隆数占植板细胞总数的百分比表示 (％)。敷 

醋酸荧光素 色法测定细胞存活率  ̈，以观寨封韵话细胞敦占现寨的总细胞数的百分比表示 (％)。收 

获的培井细 胞冰冻干燥至恒重，称重后计算细胞生长速率和制备寡糖豢。生长速率以每升每天增加的细 

胞干重表示 (单位；克干重 ／升 ·天，gDWL d )。寡糖囊的恻备按文献 方法，用苯酚一旅硫酸比 

色法测定寡糖素含量，以占干重样品的百分比表示 (％Dw)，井计算寡糖素产率，以每升 30天增加的 

干重细胞所制备的寡糖素克数表示 (g／L)。所有结果均 3次重复。 

过曩化物一同工—的喇定 取生长 20天的克隆系盘伤组织0．1 g，边研磨边加人 0．5 mL的 Tris一柠 

撩酸缓冲液，pH 8．2，匀浆于 3×10 g下离心 30分钟，取上清液，每 mL加蔗糖 0．4 g。电辣时，分 

离胶浓度为 7％，浓缩胶浓度为 4％，胶厚 l mm，Tris一甘氨酸溶液为 电撅缓冲液，pH 8．3，每括上样 

量均为 50 L，稳压 10 v／~tn，冰箱中电辣 6小时左右，用联苯胺、维生素 C和 H，o，染色。 

结 果 

MNNG对人参培养细胞活力及细胞克麓形成的影响 

和对照组相比较，3种 MNNG浓度处理都显著降低人参培养细胞的存活率，细胞存话率分 别是对 
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照组的 72．64％、35．39％和 19．81％ (图 1)。随细胞存活率的下降，细胞克隆的植板率也急捌下降，3种 

浓度处理组的单细胞克隆植板率分别只有对照组的 17．38％， 10 l2％和 3．77％。 

优良变异克隆系的选择 
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Concentration of MNNG (mmol／L1 

图 1 MNNG对 人参培养细 胞的细胞存 活率和细胞 

克艟形成的影响 

FigI Effects ofM NNG on cell viability and cell 

clone formation ofcultm'e cells from Panax ginseng 

3种 MNNG浓度处理人参悬浮细胞滤液 I小 

时后，经 细胞平板培养 60天后 ，共挑选直径 l一 

2 mm的克隆系 151株继续培养，在连续转接培养 

中所有处理组的克隆 系中有许多生长缓慢，不少克 

隆系停止生长直至死亡，最后 获得的克隆 系很少， 

不足以进行克隆系变异的统计分析。经 3次转接后 

可供捌 定的克隆 系共为 46株，遗过分析各个克隆 

系生长速率和寡糖素含量的差异情况，选出 1I株 

寡糖素产率较高的克隆系 (表 1)。在克隆系第 2— 

5代的继代培养中 (图 2)，1 mmol／L的 MNNG 

处理组高产克隆系生长速率随培养代数的增加而增 

加，然后稳定}寡糖素含量在第 2代下降后也回升 

至一稳定水平。 2 1111'11ol／L的 MNNG 处理组高 

产克隆系生长速率变化不一致，PGMB一15的生长 

速率基本稳定，但 PGMB一37的生长速率在继代 

培养中增加显著，至第 4代达最大值，超过所有供 

试克隆系的生长速率。寡糖素含量的变化和细胞生 

长速率变化一致，表现相关性。3 mm ol／L的 

MNNG处理组高产克隆 系生长速率和寡请素含量在第二代下降后一直保持稳定。根据以上分析，如果 

PGMB一37在长期连续继代培养中，仍保持生长速率和寡请素含量的优良特性，就可选出所需的目的克 

隆系。 

裹 1 MNNG姐 后培捧的一些寡●●含量较高的克窿蒡I 

Table 1 Some clone lines with higher yie1ding oligosaccharia~electext from cens 

treatedwithdifferentMNNG concentrationsbycell cloning 

PGM A PGM B and PG MC show clone lines selected from cells treated with I mmol／L,2 mmol／L and 

3 mmol／L M NNG respectively 
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优良变异克隆系的稳定性 

PGMB 37继代培养稳定性观寨表明 (表 2)，在连续继代培养 中克隆系生长速率和寡糖素含量及产 

率均保持稳定。平均生长速率为 0．558 gDW ／L-D 水平 左右，是亲本的 1．5倍，寡糖素含量稳定在 

14 67％DW 左右，平均寡糖素含量比亲本高 70％，平均寡搪素产率为 2A56 g／L，是亲本的 2 59倍。 

≥ 
口 

善 
宕 
0 

Successive subc ultttrc eneration) 

图 2不同被度 MNNG娃理对克隆系继代培养中生长速事和寡糖素含量的影响 

FiS．2 TheinfluenceofM NNG ofdiffer~ toonoentrationsonthegrowth rateandoligosaccharin 

contentofdoneHn幅 during successive subculUtlre 

PGMA一07 —△—△一；PGMA一16 —▲—▲一；PGMB-I 5 —0—0一 

PGMB一37 _．—● PGMC-09 一 ×一 x一：PGMC一13 —口_口一 

瘫 2 克童蕞 PGMB一钾 和素本的比较 

Table 2 Com parison of01oa~line PG M B一37 and parent 

P P目和 Pl0分别是亲本盒仿组织第 6、8和 10代继 代培养． 

c cB和 cl。分别是克琏系 PGMB一37盘仿组织第 6、8和 10代鞋代培养． 

P Ps and Pm show  the 6th，8th and 1 o【h subculture ofparent callus． 

c6，q andC1 show the 6th，8thandlOth subculture ofclonelinesPGMB一37 callus 

同工酶酶谱的比较表明，PGMB 37愈伤组织的过氧化物酶同工酶谱特征和 亲本之间在连续继代培 

养 中具稳定性差异。PGMB一37过氧化畅酶 同工酶谱带只有 5条，比亲本少西条，谱带 A (R6 O 198) 

不见，谱带 B，C (R 0 2101 0 222)染色较浅，谱带 F (R 0 696)消失 (圉 3)。 

一≥(I 一 善。u lJ8q8舞。 0 

6  4  2  0  
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C1oP】。q PB 

圈 3 克隆系 PGMB一37和亲奉之间过鬟化物酶同工酶谱的比较 

P日和 P"分别表示亲奉第 8和 10代盒俦组织过氧化物酶同工酶谱 

Cl和 C1o分另|表示克隆系 PGMB一37第 8和 10代盒俦组织过氧化物酶同工酶谱． 

Fig．3 ComparisonofperoxidaseisozymepatternsbetwcenclonelinesPGMB一37andparent 

P andP" show the 8thandlOth subcultu~ ofpsz~nt 

C_and C10 show the 6th and 10th subcuItur~ofclone fine M B一37． 

讨 论 

MNNG 是一种强作用的烷基化诱变剂，对人参培养细胞的生长有很强的抑制作用。对克隆系生长 

速率和寡糖素产率稳定性分析结果表明，用 MNNG诱变处理后获得的变异克隆系在连续箍代培养中具 

有较好的稳定性，和 Nishi等人 的结果一致。这种原因可能是 MNNG 处理悬浮细胞时，即使有小细 

胞团存 在，但 共 内部细胞 和外 周细胞受 MNNG 作 用的 浓 度和时 间存在 差别， 外周细 胞相对 地受 

MNNG作用的浓度高且时间长，使外周细胞生长受抑制甚至死亡，细胞平板克隆后单个细胞或真正同 

源的小细胞团来源的克隆系增加，而选些克隆系在箍代培养中具较高的稳定性 。 

由于寡锖素是来自培养细胞壁的水解产物，而细胞壁又是细胞千重的主要贡献者，当细胞生长速度 

较快时，每个生长周期总细胞千重增加较多，细胞壁千重增加也较多，因此寡糖素产率较高，使克隆系 

的寡锖素产率和细 胞生长速率之间具明显的相关性。 
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