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提高植物培养细胞中次级代

谢产物含量的途径

甘烦远 郑光植
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,

昆明 7 8 0 /0 ,−

9 : ; <= 9 : > = ? ≅ 5 Α <Β 5Χ5 9 ΔΕ 呵Φ ≅;  5 Γ Η = Β ?

Χ; 9 =丑5ΙΔ 9 ;  5 Γ 9 ; Γ 9 ≅ ΔΓ <Ι = Γ 9  ; ΙΙ  ϑ Ι9 ϑ Β五≅

Φ 3 # Α3 # 一
4∋ 3 # Κ五∃# Λ Φ ∋ 3雌

一 Μ 五∀

+Ν ‘ Ο 加 ‘Ο � Δ Ο % )“ Ο ‘∃ 1 2 & 1 ‘3 Ο 梦, = 1 3己∃仍‘口 召‘Ο ‘1 。
,

Ν “ Ο 勿‘Ο � 7 8 0 /0 , −

利用植物细胞培养的方法可以取代人工栽培
、

天然采集或人工合成的方法大量生产很多

具有价值的产物 +如药品
、

农药
、

香料
、

色素及食品添加剂等 −
。

目前
,

利用紫草 +Ι2 )!。
6

。< ∃ ΠΘ ∋ 川 ∃ Π 4)加。. !∀Μ 1 # − 培养细胞生产紫草素Ρ � �〕,

利 用 人参 +< 3 招。二 Λ ∀# 1 ∃ 1 Λ − 根培养

物生产食品添加剂等已进人商业市场 Ρ� 〕。 另外
,

利用黄连 +伪<) ∀. 了3<
。, ∀Σ3 −培 养细胞生产

小莫碱 Ρ � ∗〕
、

利用长春花 + 3 Τ! 3 Π 3 Τ!。。 Π 1 。∃ ∋ 。− 培养细胞生产蛇根碱及 阿吗碱 Ρ � 8〕和利用毛

地黄 +刀�� �才3( ∀。 Δ3 初)3− 培养细胞生产地高辛等 ΡΥ 们亦都进行了工业化生产
。

尽管这样
,

由

于植物培养细胞亦存在着一些缺点如很多培养物中代谢物含量很低或不存在
、

生长速度缓慢

加上 目前发酵成本过高
、

很多关键性问题未解决等等
,

Ο

使之未能广泛地应用于工业化生产
。

近年来
,

为了解决上述诸问题特别是解决培养物中代谢物含量低的问题
,

各国科研人员进行

了不懈的努力
,

取得了长足的进展
。

本文着重对这方面近年来采用的新方法及新技术的研究

作一概述
。

最适培养条件的调控

迄今为止
,

许多学者已对影响植物细胞生长和代谢物含量的各种化学的和物理的因素作

了详细的研究〔ΥΥ 〕
。

这些因素是获得最佳产物含量的最基本方法之一
。

培养基中的蔗糖和葡萄糖常常是使培养物的生长达到最高的碳源
。

而增加蔗糖的浓度往

往会提高培养物的产物含量 Ρ/ 幻
。

只有少数报道认为葡萄糖更有利于产物的积累以 ,Ε 。 提高培

养基中硝酸盐
、

磷酸盐及钾盐的浓度倾向于佩谁细胞出长
,

而降低氟源和磷酸盐浓度则能增
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表 � 增加前体提离代谢物含) 的一些例子

植物培养细胞 前体 代谢物

胡芦巴 +9 Π ‘� 0 . ∃ ς王。 2
1 。。

二夕, 3 ∃ 1 翻价 −

瓦氏龙舌兰 += Λ 3 ” ∃ 。‘Λ 几“‘−

烟草 +Γ ‘1 1 )泣。 Ο 3 ‘3 Ω 3 Σ

二 −

洋紫苏 + 1 王口Ο 1 Ω王Ο ”∃ ‘−

紫花洋地黄 +Η ‘夕“ 。( ‘% , Ο , , “ , ∃ 。 −

白猪殃殃 +Φ 3 (‘。。 Ο 0 � � Ο � 0 −

天仙子 +: 梦。‘ 1 梦。 Ο “ % 用 Ο “ Σ Ο 3 −

烟酸

胆苗醇

肉桂酸

苯丙氨酸
,

酪蛋 白氨基酸

酩氨酸
、

多巴
、

苯丙氨酸

孕幽酮
、

胆幽醉

琉拍酚苯甲酸

柠棣酸
、

鸟氨酸
、

乙酞醋酸醋

色氨酸
、

色胺
、

≅ ∃∃ 1 (1 Λ 3 # ∀#

半乳搪内醋

法呢醇

植醉

异癸酸
、

香苯胺

色氨酸

托品酸

胆凿醇

苯丙氨酸

醋酸钠
、

法呢醇

角盆烯

胡芦巴碱

皂草贰元

苯乙烯醛基丁二胺

莫蓉灵
、

蔑蓉亭

迷迭香酸

洋地黄毒贰

慈酮

生物碱

长春花 +叮。‘几。 Π 1 Ο ‘汤”忍 Π 1 % ∃ “ % − 蛇根碱
、

阿吗碱

玫瑰 + Β 1 % 1 护 Ο Λ 1 % 3 −

雷公慈 +9 , ‘, ‘。Π 梦, ‘”价 。‘(2
1 Π“ ‘−

红花 + 。 , 心几3 沉“ % ‘� Ο 0 口。 , ‘一 % −

辣椒 + 。夕Ξ ‘1 “ Ο 2
, . ‘口% 1 ∃ . % −

金鸡纳 + ‘招 。几1 Ο 3 ‘∃‘Λ ∃ Π ‘3 月 3 −

日本蔑若 +习0 0 , 1 孟‘。 Ψ
3 户3 协‘1 3 −

三角叶薯苗 +Η ‘1 1 Σ 1 , ∃ 。 己∃ (‘1 ‘心∃ 。 −

紫草 +Ι “几Ζ % 护∃ 护价 Ο 仍 Ο 护梦)而Π 1 Π 汤‘书。一−

人参 +< 3 Ο 3 二 Λ ‘Ο % ∃ Ο 夕−

西洋参 +< 3 Ο 3 二 [“‘Ο [二 21 (‘二 −

抗坏血酸

雷公藤内醋

维生素;

辣椒素

喇噪生物碱

生物碱

薯箱皂贰元

紫草宁

人参皂贰

人参皂贰

加代谢物的含量 Ρ/ 8〕
。

钙和其他微量元素如锰
、

铜等也对产物的积累有促进作用 Ρ/ (〕
。

有时在

培养基中加入不同的添加物也能有效地刺激产物的积累
。

例如在红花 + 3Π )!3 Θ ∋ Ξ )∀肋)1 Π∀
6

。− 培养细胞中
,

加人0
Ο

�∴水解酪蛋白可使维生素; 的产量提高约 8 倍〔/。〕
。

培养细胞生长及其产物积累需有一适合的接种量
。

在紫草细胞培养中
,

细胞收获量与接

种细胞量呈正比例增加
,

但细胞的紫草素产率在种细胞量达 7 克]升干重 时 为 # ∴
,

达到最

大值
,

在此之上的种细胞量抑制紫草素的生产
,

含量急剧下降 Α7 〕
。

在培养基成分对产物形成的影响中
,

研究最多的就是各种植物激素了
。

对这类物质的浓

度或组合稍加改变
,

往往能造成次级代谢产物含量的显著变化
,

在决定某一培养物的潜在生

产力上具有重要的作用 Ρ% ⊥」
。

关于如何控制培养环境的物理条件 +如温度
、

_ : 值
、

光照等− 以增加产物含量的向题
,

已经有了系统的研究
,

证明了这些物理因素肯定能影响产物的含量 ΡΥ 幻
。

不同培养基之间对产物合成亦有较大的影响
。

促进细胞生长与产生有效成分的培养基不

一定相同
,

在这种情况下
,

最好的方法就是采用两步培养法
。

自从Μ∃
1 ⎯在 �� ⊥ ⊥年 首 次 提出

“
两步培养法

” Ρ, 7� 以来
,

已在多种材料中得到应用并取得了较好的结果
。

如 Α∋Ψ ∀)3 等〔�⊥〕利

用两步培养法 +先在生长培养基中使紫草细胞快速生长
,

然后转移到生产培养基中大量合成

紫草素 −生产的紫草素含量高达细胞干重的�, ∴
。
� � ∗ Υ年日本三井石化公司开始利用植物细胞

培养方法生产紫草素
,

以后又做成成品 +唇膏
、

肥皂等− 投人市场
,

成为第一个植物细胞工

程产品 Ρ � �〕。
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增加前体和生物转化

一 加人前体可以刺激产物的生物合成进而提高次级产物的含量
。

如? ∃ 1 Θ 3 # 等在利 用辣椒

培养细胞生产辣椒素的研究中
,

加入辣椒素合成的前体香苯胺和异构辣椒素的方法
,

使辣椒

素的产量提高百倍之多 Ρ, Υ〕
。

加入前体的效果往往很不一致
。

因此有必要加强对 次 级代谢产

物生物合成途径的基础研究
。

表 � 列举了一些加入前体增加产物积累的例子
。

在研究中应注

意加人前体的浓度
、

饲喂的时间及使用方法等问题
。

生物转化是利用植物培养细胞进行工业化生产有用产物的另一种手段
。

如德国的= (2∃Π 6

Θ 3 # # 实验室利用毛地黄的培养细胞能使刀
一

甲基毛地黄毒贰几乎 �00 ∴地转 化 为刀
一甲基地高

辛 Ρ⊥ 〕
。

目前他们正在进行 , 0 00 升更大规模的工业化试验
,

佑计很快就会进入商业性生产 ΡΥ ,Ε
。

另外
,

在胡萝 卜
、

长春花
、

薄荷
、

婴粟等植物细胞培养中也都成功地进行 了代谢物生物转化

试验〔Υ7 〕
。

利用生物转化不仅可以提高所需产物的含量
,

而且还可以转化在正常情 况下植物不

含有的化合物或产生新的产物
。

因此
,

这方面的应用正越来越受到重视
。

诱导子的应用

所谓诱导子
“ ; (∀ Σ∀ 七“Π% ”

是一类特殊的触发因子 , 在很多情况下它能开启 代谢 过程中

酶的活性〔�/ 」
,

因而能增加次级代谢产物的含量
,

有时甚至可以诱导形成新的化合物+表 / −
。

由于诱导子对植物细胞的专一性不同
,

因而选择适宜种类的诱导子是很重要的〔/ 7〕
。

诱导子诱导产物形成的必要前提是要在相对短的时间内获得大量增殖的培养细胞
,

但这

并不总是能做到的
。

因此
,

必须结合其他的提高细胞生长的方法
,

使植物培养细胞的生长与

代谢物含量同时提高
。

发状根培养
Ο

与细胞分化有关的可增加培养细胞中代谢物含量的另一途径是
“发状根

” +! 3 ∀Π4
Π 1
1) −

的诱导和培养
。

发状根是植物各器官受到土壤细 菌= Λ Π1 Ω3) ∃Π ∀∋ 胡 Π! 讼口 Λ 。,
幻的发根突变种

感染而产生的
。

它是细菌中Β ∀质粒的9
一
Η Γ = 插人寄主细胞核基因组而得到 的表现型

。

发状

根有大量的根毛而 且 具 有 丰富的侧向分枝
,

因而生长速度很快 +典型的加倍时间为 / 一 ,

天 −
,

这样的速度几乎超过所 有 的 未 经转化的根培养物及多数悬浮培养物
。

目前已从很多种

双子叶植物中获得了发状根培养物〔Υ8 〕
。

从这些生长迅速
、

产物产生高而又稳 定 的发状根培

养物中
,

已获得了很多目的成分的化 合 物
。

如?5% !∀⎯ 1 α 3 Ρ, ,」利用刀
Ο

Π! ‘加 Λ 。. 。. 的= , 菌

株感染人参的愈伤组织生长出的发状根
,

其生长比原来的愈伤组织快
,

产生的皂试亦较多
。

Α工。Π ∃% 等报道 〔� 7〕,

转化成功的赛食若属和天仙子属发状根可保持稳定生物碱高产达/ 8个月

以上‘ : 3 Θ ϑ Δ等Ρ/ 幻对烟草及甜菜的研究亦取得类似上述的结果
,

并可将产生的烟碱释放到

培养基中
。

另外
,

对长春花
、

曼陀罗
、

金鸡纳和紫草等植株都已获得发状根并能产生相同于

母本的目的化合物
。

因此
,

利用发状根培养以生产次级代谢产物是具有极大潜力的
,

具有进

一步开发的价值
。

但对次级产物的工业化生产来说
,

尚需研究出一套适用于发状根大量培养

原生产工艺
。

一 �母一



衰 / 诱导子诱导植物培并细饱代谢产物的形成

植物培养细胞 诱导子 代谢产物

芸香 +Β “‘3 Λ 护 3 。 召1 ( ∃ Ο 召−

罄粟 +_ 3 , 3 。。 , 8 0 。 。‘2
。 , “。 −

石蛇床 +_ 口‘护。召Ο �‘Ο “。 几。 护‘Ο 绍‘Ο −

脱乙酷几丁质
、

真菌多塘

真菌抱子
、

真菌菌丝体

二 乙氨乙基二抓苯乙酞

8
一

氮胞昔

真菌多塘

甘露醇

渗透压

真菌培养沁液

活性碳

琼脂胶

寡箱素

真菌多塘

叮吮酮

长春花 + 1 )五3 护 3 Ο ‘五。 ‘ , 1 吕∃ “ % −

紫草 +Ι ‘)五0 8 , ∃ , 仍“仍 。 , 犷‘几护。‘而‘/ 0 Ο −

大豆 +Φ Δ梦。‘Ο ∃ 仍 3 , −

可待因
、

吗啡
、

血根碱

阿吗碱
、

长春新碱

里立脂素单葡萄搪贰

多炔

蛇根碱

阿吗碱
、

长春新碱

阿吗碱
、

长春新碱

海胆吠喃 &

紫草宁

紫草宁

氧化补骨脂素
、

补骨脂 内脂
、

Φ Π 3 β ∃ 1 (1 # ∃

几丁质甘油阮

菜豆 +< 而3 召∃ 1 (“ % ”“ ( Λ 3 护‘% −

脱乙酞几丁质
、

多聚赖氨酸
、

真菌葡聚搪

真菌细胞壁物质
、

变性核塘核酸酶

真菌培养物

真菌匀浆

黑曲雄多塘
、

菜豆阮

鬼针草 +& ‘己∃ Ο % 夕‘(1 % 3 −

马铃薯 +≅ 1 ( 3 Ο ”价 名”Ω ∃ , 1 ‘“用−

压热Β Γ=酶

三角叶薯孩 +Η ‘1 % Σ 1 护 日 3 己∃ (‘1 ‘ς∃ 。 −

胡萝 卜 +Η 3 ” ∃ “ . Σ 3 护 。‘3 −

苯基庚三烯

<! 4)∋ Ω ∃Π∀#
、

Β ∀%! ∀)∀#

顺式
一

十五碳
一7 一

烯
一
∀

,
Υ
6

二炔
一
8

,
�卜二醇

顺式
一

十五碳
一
�

,
�
一

二烯
6

,
,
7
一

二块
一
Υ

,
8
一

二醇

薯孩皂贰元

7
一

甲氧基蜂蜜曲菌素

落花生 += , 3 Σ 无‘% 而夕, 1 夕∃ 3 −

唐松草 +9 五3 (‘∃ ‘护”仍 护 “夕0 8 “Ο −

花菱草 +; % Σ 几% Σ 无0 � ‘Μ 感3 ∃ 3 (‘2
1 Π Ο 宕3 −

∀(ς 辣椒属 +9 3 Ω 。护 招 3 ∃ 勿 。招‘3 Ο 3 % _
。

−

真菌菌丝体

真菌匀浆
、

寡糖及多肤

紫外线

酵母提取液

真菌细胞壁成分

纤维素酶
、

真菌雄液

真菌菌丝体

Υ
,
,

,
8
一

三径基二乙烯

小典碱

苯并菲咤生物碱

鸟散毅酸衍生物

粗楹 + ∃ 夕而3 ( 1 ‘3 . “% 无3 犷军‘Ο �‘0 Ο ‘。 −

棉树 +Φ 1 % % 犷夕‘。。 3 , Ω 1 , ∃ Ο 。 −

茜草 +Β Ο Ω‘3 )‘。 Σ ‘1 Π ‘Ο 。−

金鸡纳 + ‘” Σ 几1 Ο 3 ( ∃ Ζ Λ ∃ , 苏。括 3 −

海巴戟 +形
。 , ‘Ο Ζ 3 。‘)俨‘2

1 (‘3 −

戴豆 +χ ‘Λ 招 3 3 泥Λ “� 3 Π ‘% −

三七 +< 3 钻 3 劣 Ο 0 ‘0 � ‘”% ∃ ”Λ −

人参 +< 3 Ο 3 牛 Λ ‘几% ∃ Ο Λ −

西洋参 +< 3 招 3 劣 [ “ ‘招 [ “ ∃
2
1 (‘Ο 仍 −

红花 + 3 护‘而3 Ο “% “ Ο Σ ‘1 护‘“ % −

真菌抱子

真菌菌丝体

真菌菌丝体

纤维素酶

放线菌素 Η
、

钒酸钠

寡塘素
、

甘璐醉

寡塘素
、

真菌菌丝体

寡塘素
、

真菌菌丝体

寡塘素

三尖杉碱
、

高三尖衫碱

棉酚

蕙醒

葱醒

慈醒

黄豆贰原衍生物

人参皂贰

人参皂贰

人参皂贰
δ 一

生育酚
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植物细胞固定化技术的应用

植物细胞固定化是将植物细胞包裹于一些多糖或多聚化合物 +如褐藻酸盐
、

琼脂和聚丙烯

酞胺等 − 内或吸附在这些惰性基质上进行培养
,

并生产有用代谢物的技术
。

与液体培养的游

离细胞相比
,

它具有提高反应效率
、

延续反应时间及保持产物生产的稳定等优点
。

目前应咫

植物细胞固定化技术主要进行生物合成及生物转化的研究
。

如& Π

1Ζ
∃ (∀∋ %

等Ρ�0 」发现固定在褐

藻酸盐中的长春花细胞合成阿吗碱的能力比游离的高出,0 ∴
,

并且其累积生物碱的能力达 � 80

天以上
,

产生的生物碱可分泌到培养基中
。

又如
,

固定的毛曼陀罗细胞当加入莫若烷前体鸟

氨酸时
, � 天后生物碱含量比未处理的高0

Ο

8毫克 ] 克干重〔Υ/ 〕
。

而固定化的婴 栗 细胞
,

可进

行由可待因酮转化为可待因的生物转化
,

且能连续培养 7 个月
,

其中∗∗ ∴的可待因甲基吗啡

分泌到胞外培养液中去
。

而对这些分泌作用的机理目前尚不清楚〔� �几

高产细胞系的筛选
ε

植物细胞培养工业化应用的关键前提之一是必须有一个高产并稳产的细胞系
。

由于植物

培养细胞具有高度的变异性及异质性
,

因此通过自然筛选或诱变筛选均有可能从中筛选到所

需性状的细胞变异系
。

如利用 目视法可以从培养细胞中筛选到具高含量色素的 细 胞系〔� Υ〕
。

利用放射免疫分析法可以从单细胞水平上进行筛选〔� ⊥〕,

因而筛选到的高产细胞系其稳定性就

很高
。

利用其他的自然筛选方法如抗性筛选法
、

生物试法
、

显微分光光度法
、

酶标免疫法
、

Φ  
一

Χ ≅联用法
、

薄层层析及高效液相色谱法等都能够筛选到高产的细胞 系〔幻
。

这些快速
、

灵敏的分析方法可大大缩短筛选时间
,

同时结合单细胞克隆技术进行筛选可使选择到的高产

细胞系同质化并具有较好的遗传稳定性
。

应用各种化学或物理的诱变因子处理进行诱变筛选
,

亦己取得极大进展
。

有些筛选的突

变体表现了良好的生产能力〔,〕
。

有关这方面的进展可参考最近报道 〔/, 习
。

提高次级代谢产物含量的研究进展

培养细胞中有些产物可以分泌到培养基中
,

但大部分产物一般都贮存于细胞液泡内
。

无

疑增加产物外渗就有可能提高细胞内产物积累
。

除了应用固定化技术之外
,

目前还有主要的

两种方法
,

第一是增加细胞膜的通透性
,

在培养基中加入各种诱导外渗物质 如二甲亚矾+Η Χ
6

8 0 −
、

活性碳
、

非离子吸附树脂或用超声波等处理都可有效地刺激 产 物 外渗进而提高产物

产量〔/� −
。

第二是在培养基中加入吸收剂
,

如Ν # 。。 _等〔Υ� 〕利用矿物 油和Χ ∀Λ (4 1( 等形成的两

相系统处理母菊属植物Χ 时
Π莎Σ3 Π∀ 3 Σ! 3 Θ 。

而(( 3
的培养细胞

,

发现其渗到油相的精油含量比在

单相系统 中高70 倍
。

目前
,

对产物外渗机理已有一定了 解
,
? 3 Θ 3 Θ 1)

1
等〔‘幻在研究唐松草

细胞中小粟碱分泌时
,

发现分泌是通过存在子产生小寨碱细胞的质膜上 的耗 能 过程来实现

的
。

这是至今首次发现通过主动运输系统来分泌植物次级产物的例子
。

植物次级产物生物合成具有多条途径〔,〕
。

因此在产物的生物合成中可以加入各种生物调

节剂
,

使合成朝终产物方
一

向进行
,

并抑制终产物进一步分解
。 ε

在三角 叶 薯荡中ΡΥ∗ 〕,

加人抑

制八氢番茄素合成酶的物质如_ ! ∃ # 4(_ βΠ 3 Ζ ∀Μ 1 # ∃
除芳剂和达草灭 +# 1 Π 2(1 Π 3 Μ 1 # − 等

,

可 以

降低胡萝 卜素的生成但增加了薯预皂贰元的含量
。

另外
,

加人蛋白质抑制剂或其他的抗代谢

·

一 � ∗ 一



物等都能有效地提高产物的含量〔/ , 〕
。

近年来
,

有关研究植物产物生物合成途径及其相关酶的报道日益增 多
。

Κ 3
<Π Ζ Θ ∃

)1 βΡ ,8 〕

与: 3 五(Ω (1 。⎯Ρ // 〕等综述了酚类成分合成的酶学及其调节机理
,

发现其中的一 个 关键酶苯丙

氨酸解氨酶 +<= Ι 酶 − 只有在受光刺激下活性才加强
,

因而类黄酮 及花青素的含量亦增加
。

& 1 ! Θ Ρ� 〕也详细讨论 了有关生物碱合成的酶类
,

发现由色胺酸脱叛酶 +9 Η  酶 − 催化的初始

色胺酸脱狡反应在骆驼蓬细胞产物形成中是其中的关键的限速步骤
,

因而加人色胺就可使产

量提高
。

9 Η  酶在长春花细胞中亦被发现仁Υ。〕
。

此外
,

对小莫碱合成过程中的酶类等亦都进

行了详细的研究〔/
,〕

。

如果所有特定化合物产量的提高都已发展到 利 用酶水平调节的时候
,

那么大量生产高含量的次级代谢物的时候就为期不远了
。

利用不同种细胞融合产生的杂种后代
,
可能具有较高的生命力和合成 能力

。

? 3 Θ 3 Ζ乒等

将高产小莫碱细胞系的黄连细胞与高产花青素的铁海棠细胞系的细胞进行融合
,

获得了高产

的杂交系 Ρ ‘1〕
。

遗传工程的应用可大大缩短细胞的生长周期并提高产物的积累
。

将植物基因内编码次级

产物合成所需酶的基因导人细菌或真菌细胞
,

可使发酵时间由原来的 Υ0 一 70 天 减 至 � 于 /

天
,

并能快速合成所需产物
。

但由于次级代谢产物合成 中一般有众多的酶参与
,

因此
,

在目

前的重组Η Γ = 技术之下
,

要完成所有这些酶的基因编码是相当困难的
,

而选择 其 中的一步

或两步酶催化的生物反应是可能的〔Υ 8〕
。

?3 Θ 3 Ζ 3等〔,� 〕最近已克隆化小莫碱合成中酶的基因

成功
,

现在正在导入大肠杆菌作表达试验
。

利用遗传工程和植物细胞培养技术也已进行生产

调味品的大胆尝试ΡΥ� 〕
。

ε

综上所述
,

通过采取各种调控途径及各种新技术
、

新方法的使用
,

目前已有几十种植物

细胞培养物的代谢产物的含量接近或超过原植物中的含量 〔8〕。 最大限度地提高次级代谢产物

的含量就会使植物细胞培养实现工业化生产能早 日广泛地进行
。
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