
云 南 植 物 研 究  ! ∀ #∃ %
!

 &乡一 ∀
∋ (妞 )劝∗, + 朴+ , + −, 帕, 川。

红花细胞培养中高产 ! 一生育酚克隆系的筛选
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摘要 为了从红花 #123 45 2 6 78 ∗9: ;∗ <3 978 =
+

% 培养细胞中筛选到具有高产 ! 一生育酚性能的细

胞变异体
,

利用细胞平板培养技术
,

利用 > ?= 1 法测定培养细胞中 ! 一生育酚的含量
,

对

 00 多个由单细胞或小细胞团发育而来的细胞克隆进行了筛选
。

结果发现
,

在细胞生长速率

和 ! 一生育酚含量上
,

这些克隆之间存在着显著的差异
。

在克隆的第一代分析过程中
,

发现

! 一生育酚含量由任一 ∃& 拜≅ Α ≅ Β Χ 变化 Δ 细胞生产速率由 0
+

 于司
+

/ ∃≅ Β Ε Α 4
+

Φ 变化
。

细胞

生长速率与 汉一生育酚含量之间无明显相关性
。

对一些
! 一生育酚含量较高的克隆进行了稳定

性观察
,

经近  0 代继代培养观察后
,

从中筛选到一个合成二生育酚较稳定的高产克隆系

#1Γ 一 & %
,

其 ! 一生育酚平均含量为 ∀
+

∀户≅ Α ≅Β Ε
,

是原始株系 # /
+

& ∃雌 Α ≅Β Ε % 的 Η  

倍 Δ 其生长速率为 0+ ∀  ∀ ≅Β Χ Α =Φ
,

与原始株系 #0 ∀ Η≅Β Χ Α =Φ% 相差不大
+

关健词 红花 Δ 细胞克隆 Δ ! 一生育酚 Δ 细胞平板培养 Δ 生长速率
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< 39 ≅9 : 24 8∗32 9: # /
,
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+

Γ5
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,

一 & Χ 2 8 0 ∀  ∀ ≅Β Ε Α 4
+

Φ
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+

Φ %
+
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作者曾对红花 #;2
3∗5 2 6 78 ∗认;∗ <3 978 % 的细胞培养进行了较详细的研究 〔’月〕

。

但

都发现培养细胞中 “一生育酚的含量甚低
。

虽然通过各种调控手段如改变培养条件
、

加

人前体 〔” 和诱导子植物性寡糖素
〔 〕等可以使 ! 一生育酚含量有所提高

,

但仍远远满足

不了工业化大量生产的要求
。

因此
,

必需寻找更有效的方法来提高二生育酚的含量
。

植物培养细胞存在着极大的异质性及变异性
。

& 年 = 23 ∴9 : 等
‘∀ ,
把植物培养细

胞存在的变异性定义为
“

体外克隆变异
”

#8< 6 2; Σ< : 24 ς2 39 2∗ 9< :%
。

因此利用培养细胞之

间的变异来筛选具有高产次级代谢产物的细胞变异是可能的
。

目前
,

通过各种筛选方法

已经在多种植物培养细胞中获得了高产次级代谢产物的细胞变异系
〔卜 Η 〕

。

为了观察红花培养细胞的体外克隆变异和利用细胞之间的变异性来筛选具有高产
! 一生育酚的变异细胞系

,

作者利用细胞平板培养技术同时结合紫外线诱变等方法
,

对

红花培养细胞进行了初步筛选
。

同时对筛选到的高产
! 一生育酚克隆系进行了稳定性观

察
。

材料和方法

实验材料 实验材料来源于由红花无菌苗胚轴诱导的已连续继代 0 代以上的愈伤组织
,

愈伤组

织培养及细胞悬浮培养方法参见前文 〔’〕
。

细胞平板培养 参考周平等 〔幻 的方法
。

培养于培养基 ∋ 中的第三代的生长
、

分散好的悬浮培养

细胞先过  /0 拜6 的尼龙网
,

然后再过 /∀ 户6 #或 Η.召6 % 的尼龙网过滤
。

采取普通平板培养和液体浅

层培养方法把含适当细胞密度的滤液与培养基 1 以 卜 比例混合后铺于 ∃
+

8; 6 直径的培养皿中 #约
+

. 们。6 厚%
,

用 ?2 32 Σ94 6 膜封好后于  . 士 ℃暗中培养
。

萦外线照射 在超净工作台上安装一个距台面  0; 6 的 ∃0Ε # /∀ : 6 % 紫外灯
。

将培养细胞吸

于培养皿内
,

铺成薄层 #约 Θ6 6 厚 %
,

照射时间分别为 ∃
,

/
,

Η 和 分钟
,

照射时摇动培养皿使细

胞接受均匀照射
,

收集受照射细胞
,

调制好细胞密度
,

然后与培养基 1 以 4 ! 比例混合进行平板

培养
+

细胞克隆培养及其稼定性观察 将长出的可见克隆从培养皿中挑选出转移至新鲜的培养基 1 中继

代培养
,

培养条件同前文 〔 ,
+

一段时间后将每克隆分成两半 ! 一半用于继代培养
,

另一半用于细胞

生长及 二生育酚含量侧定
,

测定的克隆至少重复 ∃ 次
,

结果取其平均值
+

每次继代均侧定克隆及原始

株系的细胞生长及 沈一生育酚的含量
,

并进行比较
+

实验今橄 细胞 克隆 的生长速率 #≅ Β Χ Α 4
+

Φ%
、

! 一 生育酚 含量 伽≅ Α ≅ Β Χ % 及其产率

#咫 Α Σ42 8∴ % 的侧定方法参见前文 ‘”
+

细胞平板培养的细胞接种密度
、

细胞活力和植板率的测定及

计算按周平等 #&] 的方法进行
。
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结果与讨论
红花培养细跑的克隆变异

红花培养细胞的第三代悬浮培养物
,

通过二次尼龙网过滤后
,

所获得的细胞滤液中

单细胞占 ./ ⊥左右
,

 一& 个细胞的小细胞团占  / ⊥左右
,

细胞平均活力为 /∀ ⊥
,

细

胞接种密度在 ∃∃ 0
一一/∀ 00 忱Ο Α 创 之间

,

最后细胞植板率 #?) % 为 /⊥一 ⊥
+

细胞克隆在培养皿 中两

一卜勺 了知!一

∀

###
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义
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图 )
5

各克隆在第一代继代中生长速率及
6 一生育酚含量的分布

图中箭头 7 代表红花培养细胞原始株系的生长速率及
比一生

育酚含量
,

箭头 8 表示所有侧试克隆的平均生长速率及平均
“一

生育酚含量
5

9 :/
5
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脚
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Η
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Η

周左右即可长出
,

继续培养

两周后即可 以从培养皿中挑

出
,

转移到新鲜的培养基 Κ

中继续培养
,

待各克隆长成

较大的愈伤组织团后
,

进行

了各克隆之 间的细胞生长及
6 一生育酚含量测定

。

共培

养了 Λ## 多个克隆
,

对其中

的 () Μ 个克隆进行了侧定
,

对这些克隆在继代的第一代

测定过程中的生长及 “一生

育酚含量进行的几率统计分

析见图 )
5

结果表明 6 各克隆在生

长速率及
6 一生育酚含量上

均表现极大的变异
。

细胞生

长 速 率 从 #
5

(于
一

5

#
5

, ΛΝ

0 ≅ Ο %
5

. 变化
,

超过第一

代克隆生长平均数 Β#
5

ΛΠ )/ 0 ≅ Ο Θ.4 的克隆占 ,# Ρ
,

可认为是高生长率克隆系
。

最高

的生长率克隆系有两个
,

生长速率分别达 #
5

,) 及 Σ
5

,Λ /0 3 Ο Θ.
,

但这两个克隆系的
6 一生育酚含量都不高 Β表 %4

。

在 () Μ 个克隆中有 ΤΝ 个克隆未检出 二生育酚的含量
,

占总数的 Λ)
5

Τ, Ρ Υ 高于第一代克隆。生育酚平均含量 Β )Μ
5

即/ Ο 叨≅ 4 的克隆有 ,Λ

个
,

占总数的 (ς
5

Λ )Ρ
,

可认为是高产克隆系
。

其中有两个克隆系的 6 一生育酚含量分别

达 到 )ΛΤ
5

# 和 )ΛΜ
5

Ν户/ Ο / 0 3 Β 表 %4
,

分 别 是 原 始 株 系 6 一 生 育 酚 含 量

Β )#
5

)滩 Ο 必≅ 4 的 )Λ
5

Λ 和 )Λ
5

Μ 倍
5

此两个克隆系的 生 长 速率分别是 #
5

ς# 和

#5 ΛΛ /0 ≅ Ο %.
,

属于中等生长速率的克隆系
5

引起红花细胞克隆变异的原因是多样的
,

有些可能是细胞产生变异的表型
,

而有些

可能仅仅是其生理状态不同的表型
。

象这种经平板培养由单细胞或小细胞团发育而来的

克隆存在着的在代谢产物含量上的变异在长春花
‘’”, 、

天仙子 川〕及唐松草
〔’( , 等培养

细胞中也观察到
5

证明了在植物细胞培养中存在的克隆变异是普遍性的
。

但对于确定其

是否是真正的变异体
,

只有在经长时间观察试验之后才能确定
。
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利用紫外线照射诱发的效果

为了获得具有高产
! 一生育酚性能的变异克隆或突变体

,

利用紫外线对红花的平板

培养细胞进行了照射试验
。

结果发现
!
经照射后的红花平板培养细胞其活力稍有下降

,

并且随照射时间增加细胞活力下降越多
。

照射后的细胞经平板培养后
,

长出的克隆数很

少 #每个培养皿只长出 于 0 个可见 克隆 %
。

说明经紫外线照射后
,

大部分细胞已死

亡
。

从长出的克隆中挑选出了近 ∃0 个克隆进行培养并对其中的 : 个进行了分析
,

其中

只有  个克隆合成了
! 一生育酚

,

且含量极低
,

其他的克隆均未检侧 出 ! 一生育酚的存

在
。

用紫外线照射诱发的效果很不理想
。

表
+

选择的一些克隆系的生长速率及
, 一生育姆含一之间的比较 〔第一代 %
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红花高产
! 一生育酚克隆系的稳定性观察

为 了确定筛选到的高产
! 一生育酚细胞克隆是否是真正的变异体

,

其高产性能是否

稳定
,

对一些筛选到的高产的细胞克隆进行了连续继代的稳定性观察
。

经近  0 代的继

代观察
,

发现所有供试克隆在早期继代中 # 一∀ 代 % 都表现出很大的变异性
,

其合成

产物能力极不稳定
。

经过长时间的继代培养
,

有些克隆合成产物能力趋于稳定
,

但有些

克隆仍处于变异之中
。

目前
,

有关真正由单细胞而来的克隆的报道极少 〔‘∃ 〕
。

用单细胞

克隆技术获得的克隆系大多也是杂有小细胞团而来的
。

因此这也可能是在随后的继代中

变异仍然不断存在的原因之一
。

而且
,

其变异的不稳定性不仅可能是由于存在于与亲本

中不同基因型的继续分离
,

而且也是由于在克隆过程中 #包括克隆分离与继代 % 的遗传
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表达上的变异而引起的
。

通过观察
,

发现一个高产 “一生育酚性能较稳定的克隆系
,

命名为细胞克隆系

1Γ 一 &
+

该克隆系从第 ∀ 代开始合成
! 一生育酚能力即趋于稳定

,

并且保持高产性能
。

从已测定的 & 代继代中
,

其平均 仪一生育酚含量为 ∀+ ∀ 月≅ Α ≅ Β Ε #表  %
,

为原始株

系的 Η
+

 倍
+

但其生长速率与原始株系相差不大
。

裹  
+

克隆系 1 3一加 , 与原始株系比较
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克隆系 Κ ; 一 ( ΜΝ 与原始株系在继代培养过程中的变化情况
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图 (
#

红花细胞克隆的生长与 十

生育酚含+ 之间的关系

对所有筛选出的克隆的生长

及 6 一生育酚含量之间的关系进

行 了直线 回归和相关系数的分

析
。

结果发现
6
细胞克隆的生长

及 6 一生育酚含量之间无明显相

关性
。

即生长速率高的克隆
,

其
6 一生育酚的含量不一 定高 Υ 相

反
, 6 一生 育 酚含 量高的克隆

,

其生长速率也不一定低
。

这种现

象与很多研究报道认为细胞生长

与代谢产物含量之间呈负相关的

结论不同
〔’( , 5

在这种情况下
,

对于筛选同时具有高生长率和高
6 一生育酚含量 的变异克隆系是

可能的
。

细胞克隆生长和 旷生

育酚含量之间的直线回归方程如

下 6

∴ ] #
5

Λ Π一 #
5

#Β4 ς ⊥

55一沪−弓∃,_县
匀∀Ω
·

!

Ζ 、协一护产沪‘

一
占

Ζ砂一

致谢 本所生理室仪器组周力强
、

易永生等协助部分工作
。



 ∀ 云 南 植 物 研 究 ∀ 卷

参考文蔽
#4 〕甘烦远

,

郑光植
+

红花愈伤组织诱导
、

生长及其
! 一生育酚的产生

+

云南植物研究 Δ ∃ # %
!

& ΩΩ /

〔 % 甘烦远
,

郑光植
,

王世林
+

植醉与寡精对红花悬浮培养细胞的生长及3 生育酚积爪的效应
+

植物生理学报

4 #% Δ ‘#∀ %
!
∃ . 一 ∃. .

#∃〕 Ν7 :_ Ψ2 Γ
,

, < 8瓦∴ 2 Χ 2 Γ
,

Ρ 9功7 3 2 Γ
+

( ∗ 2 4
+

?3 < Φ 7 (∗9< : < Σ ∗< ; < ?址
3 < 48 ΞΨ 沈44 ; 7 4∗7 3( < Σ 82

6
<

Χ(
3

+

丹夕∗ < ;5 (用臼3即

& Η Δ

肠 # 0%
!
 Η ∀ 一 Η ∀ Η

〔∀〕 = 2

3∴9
< ? χ

,

Ι;
< Χ ( 3 < Σ∗ Ε ϑ

+

Ι< 6 2 (4< : 2 4ς 2 39 2 ∗9 < :
一

2 : < ς ( , 8< 7
3;(

< Σ ς 2 39 2 Ξ正 ∗Ψ Σ3 < 6 优Ο ( 7 4∗7 代8
+

Γ5
( < , 月?? −

Λ ( 九( 3 &
Δ

曲
! Η一 ∀

〔/〕甘烦远
,

郑光植
+

植物培养细胞次级代谢产物高产细胞系的筛 选 国外医药
+

植物药分册 0Δ / #4%
!

卜协

#.〕 Β 认 ? > 1 ( 44 49 : ( 泌4(1 ∗9< :
+

−:
!
,( < 6 2 : Π Π

+

(Φ
+

?42 : ∗ 1 (44 1 7 4∗ 7 3( Γ戊5: < 4< ≅ Ψ < δ Σ< 3Φ
!
Τ互2 ( ∴Χ ( 44 Ι; 9(: ∗9Σ9 (

?7 Ξ49;
2∗9 < : 8

,

& .
!

∀ ∃一 0

〔Η〕 Τ;
349: χ

,

Ι2
88( Ν

+

Ι( 4(; ∗9 < : 2: Φ 8; 3(( : 9: ≅ ∗(1 5:9 Υ 7 ( 8 Σ< 3 ?42 : ∗ (( 44 (7 4∗ 7

心
+

∋ Φ Ψ 功 刀9< (5( 6 肠 ≅ Α Τ 9< ∗( ; 5 , 0

& /
Δ
∃ ! 一 ∃

〔幻 周平
,

郑光植
+

红花细胞克隆的平板培养
+

植物学报 & Δ ∃ #Η%
!
/ 0 /一 /

# 〕周平
,

郑光植
+

红花单细胞克隆的建立
+

植物学报 &
Δ

∃ #%
!
. . 一 . .Η

〔 0 〕?( ∗9 2 3Φ ε
,

Τ 2 7
Ξ2 74 ∗ 1

,

Τ239
2

7Φ ∋
+

( ∗ 2 4
+

Ι ∗7Φ 9< < : ς 2 39 2 Ξ949 ∗Ψ < Σ Ζ 42 : ∗ Ο88
7(

;74 ∗7 3( 8 Σ< 3 2 4∴ 2 4< 9Φ ?3 < Φ 7 (∗9< : 9:

12 ∗52 3’姚 ∗5公 3 < _ ( + 比 2 : Φ 八叩2

附
χ< 脚:

诉
3 “阴 ; 2 447 8 ( 7 4∗7 3(8

+

−:
!
Κ (

恤
2: : Ρ >

,

Τ 2 3φ Ε
,

叙9: 52 3Φ )
+

(Φ
8

+

丙
·

6 2 3Ψ 幼Φ Ι(
; < : Φ 2 ΣΨ Π ( ∗2 Ξ< 4986

< Σ ?42 : ∗ 1( 49 1 74 ∗73 (8
+

氏
349 : !

Ι?仙 ≅ 一ς + 34 2 ≅
,

& /
!

∃∃一 ∀  

〔 〕 < ∴细
2 : 一1 2 4Φ ( : ∗( Ψ Ρ Π

,

Ι∗32 7 88 ∋
+

Ι< 6 2 ( 4< : 2 4 ς 2 39 2 ∗9 < : < Σ 8; <

Ζ< 42χ 吐 −: ( ; < : ∗( : ∗ 9: ? 3 < ∗< ?42 8∗一Φ + 39 ς
(Φ ;( 44

( 7 4∗7 3( ; 4< : ( 8 < Σ>Ψ
< 8
;Ψ 26 78 附+ 3

[
+

Ζ 42 月 32 Π
(

Φ91
2 & . Δ #4%

!
.一  

〔  〕 Τ2 石2 7 Φ一 Ν < : ∗2: ( 4 γ
,

Γ 2 Ξ 2 ∗2 Π
、

Ι< 6 2 ( 4< : 2 4 ς 2 39 2 ∗9 < : 9: ∗5(
加

3
Ξ( 39 :

卜?3
<Φ

7 ;9: ≅ ; 2

卯Ξ 949 ∗Ψ < Σ 2 ( 7 4∗7 代

8∗32 9: < Σ Γ5
2 4扮 3川6 用认川

+

?42:
∗ 1( 44 ϑ (?

< 3 < & & Δ Η !  0卜 0

〔 ∃〕 )4498 Τ )
+

1 52 32 ;∗( : φ 2 ∗9 < : < Σ( 4< < 2 4; 7 4∗7 3( 8 < Σ ∋ : ( 5782
叼刀−

;访 2 498 Φ (39 ς
(Φ Σ3 < 6 89 :

≅9
( ; (448 < Σ ∴ : < Χ : ? 3 < Φ 7

卜
∗_ς 9∗Ψ

,

χ ?42 月3 ?5 , 8勿 & / Δ ! ∀少 / &


