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  ∀ 植 物 培 养 细 胞

次级代谢产物高产细胞系的筛选

甘烦远 郑光植

#中国科学院昆明植物研究所∃

摘 要 对植物培养细胞中高产次级代谢产抽细胞系筛选的方法与研究作 了概述 , 包括

高产变异系和 突变体的产生和 筛选等
。

同时对高产细胞 系的德定性及保存方法和 当前研究

的进展进行 了讨论
。

关键词 筛选方法 细胞 系 次级代谢产抽

一 前言
利用植物细胞培养生产有用的次级代

谢产物并实现工业化应用的关键之一是需有

高产且稳产的细胞系
。

因此
,

必须对培养细

胞进行广泛的筛选
,

利用细胞的异质及变异

性筛选出所需的细胞系
。

对于一个具有高产性能的细胞系的从头

筛选
,

除了整个过程中的培养条件因素外
,

还

应满足下列条件
%

# ∃ 有足够的变异源细胞

群 & # ∋ ∃ 通过单细胞克隆技术使制备单细胞

克隆成为可能
& # ∀ ∃ 具有灵敏的

、

简单的分

析产物的方法 & # ( ∃ 能进行细胞系稳定性试

验
。

要全部满足这些条件是很困难的
,

需要

不断开辟其他筛选方法
,

使筛选工作简单
、

快

速地进行
。

到 目前为止
,

已在很多植物培养细胞中

通过不同的筛选方法获得了很多具有高产次

级代谢产物特性的细胞系〔”
)

二 具有高产性能的变异细

胞系的筛选
用于 高产细胞系选择的原始材料

植物组织培养在工业上能脱颖而出的机

会在于它生产只能 由高等植物产生或转化

的
、

价格高的
、

或有独到用途又有相当大市场

的商品化合物
。

因此
,

原始材料的选择是很

重要的
。

一般认为
,

若应用次级产物高的外植体诱导

田的培养物
,

其次生产物的含量也高〔
∋ 〕

。

但

这并不总是一致的
。

∗ 即义诺 等发现来 自骆驼

蓬根
、

茎和 叶的愈伤组织之间产生的 日一 咔

啦生物碱和 !一经色胺没有明显差异
。

而且

从低含量的物种寻找某种成分以建立高产系

也是有可能的
。

由于对次级产物合成和积累

的遗传学基础很不清楚
,

因此最好从不同的

遗传来源的材料建立细胞培养物
,

然后从中

选择出高产细胞系
。

∋ 用于选择高产系的培养系统

常用的培养方法包括愈伤组织培养
、

细

胞悬浮培养及单细胞培养 #平板培养和原生

质体培养∃
。

对每一筛选 目标选择合适的培

养方法是很重要的
,

这样可以使群体之间的

变异性充分表现出来
。

# +∃ 愈伤组织培养

愈伤组织培养是最容易
、

最简单的培养

方法
,

也是其他两种培养方法的基础
。

但由

于愈伤组织细胞以团块存在
,

个体变异的细

胞不易表现出来
,

因而它对于精确的选择来

说亦是最受限制的方法
。

# ∋ ∃ 细胞悬浮培养

与愈伤组织相比
,

悬浮培养物分散好
,

因

而个体变异的细胞易表现出来
。

悬浮培养常

常与细胞平板培养等方法结合起来进行高产

细胞系的筛选
。
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# ∀ ∃ 单细胞培养

单细胞培养方法对筛选高产变异系是最

精确的方法
。

因为这种方法可以培养从单细

胞起源的培养物
,

所选择到的 目标是 同质

的
。

这样不仅可以减少筛选时间
,

而且也利

于选择系的稳定
。

利用单细 胞培养方法的两个关键是
%

# , ∃怎样获得足够的单细胞
。

目前多采用如

物理的
、

化学的及酶学的方法〔∀ 〕
。

# − ∃怎

样使单细胞顺利生长并能顺利继代下去
。

利

用平板培养
、

条件培养
、

看护培养
、

饲喂层培

养
、

微滴培养及液体浅层培养〔( 〕等方法可以

很好地使细胞生长
,

在降低细胞密度的情况

下提高细胞植板率
。

一般培养单细胞的方

法
,

亦适合于原生质体培养
。

利用单细胞培养方法进行高产变异系的

筛选目前应用得最广泛
,

同时结果亦最丰富
,

研究也极为活跃
。

∀ 用于 筛选 高产 系的分析系统

由于植物培养细胞中细胞生长速率与其
产物积累并不存在一种绝对的线性关系〔!.

说明了对高产细胞系的筛选的分析似乎不能

按照主动的筛选方法来进行
,

而只有依靠直

接的或间接 的筛选愈伤组织
、

悬浮培养物或

单细胞克隆来增加产物的积累
。

直接的筛选

方法包括通过分离的克隆或愈伤组织就能直

接地继代培养的所有技术
。

而当筛选的克隆

只有在进行细胞提取液的分析之后才能评价

和只有一部分的克隆能继代培养时
,

就应采

用间接的分析方法
。

# ∃ 直接的分析筛选方法

在直接的分析方法中最简单
,

最快速的

方法是 目视法 #/ 01 2 习 3
4 56川 ∃〔7 〕

。

目 视 法

大多数用在获得高产色素细胞系的筛选上
,

如 花 青素
、

蔡 醒
,

类 胡 萝 卜素
、

叶绿 素 和

84 5,+ 掀91 等
。

由于色素上的变异通常在愈伤

组织和悬浮培养细胞中就表现了出来
,

因而

易于用目视法筛选
。

用目视法进行色素高产系的筛选
,

典 型

的例子是:,; ,; <5 。
等〔’〕对 铁 海 棠

#= 2 >6 < ? − &, 而 ≅一0, ∃ 的培养细胞中具有高产和

稳产花青素细胞系的筛选
。

他们建立了一种

颇为简单有效并能长时间维持的筛选方法
,

即首先对铁海棠进行愈伤组织诱导
,

然后把

愈伤组织分成许多小区块并都培养于相同的

培养基上
,

各区块长大的愈伤组织中其中的

一半进行分析
,

另一半继代培养
。

选择最红

的区块并继续分离和分析
,

这样筛选了近三

十代
,

在第二十三代之后细胞块的色素含量

的平均值保持稳定
,

并 比原细胞株含量高 Α

倍
。 ‘

这也证明了一个稳定的细胞系的最后成

功是要经过长时间反复筛选的
。

: ,; ,Β ,

Χ,
等。〕利用此法通过不断重复选择葡萄愈伤

组织
,

得到了含花青素 Δ
)

ΕΦ的高产系
,

而从喂饲层中获得的单克隆色素含量高达

∀
,

( Φ
。

遗憾的是
,

上述两例的单细胞克隆或

原生质体培养都没有获得理想的变异系
)

这

种现象在紫草和胡萝 卜的单细胞克隆培养中

亦发现
。

Γ <2 Η, 2 等〔 〕对分离出的胡萝 卜高

产花青素细胞系再克隆时
,

发现子代细胞系

产花青素各不相同
,

随继代增加
,

高产系含量

有下降趋势
)

并且从低产的克隆中再克隆之

后可获得高产的克隆系
。

因此
,

认为用目视

法选择的细胞系有时并不是真正的变异体
,

而仅仅是生理上不同状态的细胞
。

因培养基

成分常亦是影响产物积累的因素之一〔”
,

因

此
,

对分析选择细胞系的极大的不稳定性时

常不能由遗传上的不稳定性来解释
,

而是我

们对鉴定真正的变异体及生理状态不同的细

胞克隆缺乏足够的认识
。

虽然这样
,

我们也不能放弃用目视法对

变异系的筛选
,

无疑这个方法亦 已取得极大

成功
。

Ι认9 4? 1 +4 ϑ 和 Γ < 2 , 等〔 〕已 从胡 萝 卜

细胞中分离出更稳定的细胞系
)

他们利用细

胞团筛选方法对其悬浮细胞进行了 7 个月的

筛选 #∋ 代 ∃
,

其中小块细胞团 #Κ 7 ∀“; ∃ 的

花青素含量比未筛选的高 ∀ 倍
,

而大于 7 ∀ > ;

的细胞团的花青素含量却比未选择的低
。

解

释这样的现象是由于小细胞团中内源激动素
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的降低有利于花青素的合成
。

,

除此之外
,

利

用目视法还筛选出了高产蕙酿衍生物的药鼠
李细胞系。 。〕和高产小聚碱的黄连细胞系

。

小聚碱是一类广谱的抗菌药
,

已知从 日

本黄连等好几种植物的培养物中获得了小璧

碱
。

: ,动,Λ , 和 1, 5< 等利用细胞 团块进行反

复克隆
,

选出了一个生长快
、

生物碱含量高的

细胞系
,

细胞在 ∀ 周内增殖 !一 7 倍
,

最高小

聚碱含量达 ∀ Φ干重且相当稳定〔 ‘〕
)

8, ?Μ, 2Λ
一

Ν< 95, 洲等
〔, ∋〕通过反复克隆法从唐

松草的细胞中获得了一个含 。
)

Α7 1Ο Π 小粱碱

的高产并稳产细胞系
,

有 Α Φ 的小聚碱分泌

到胞外去
。

Ι < − ≅05% 等〔 ∀〕在 培 养 小 果 博 落 回

#呱
4 ≅4 , ϑ ,

而
4?

<Θ,
? > , ∃ 细胞 时发现细胞的

生物碱含量与黄色色素的形成成正比
,

以此

为标记
,

从中筛选出了含量为  
)

(Φ的前鸦

片碱 #Ρ ? < 5 < > 09 4 ∃和别隐品碱 #Σ+ +< 4 ? ϑ>< 509 4 ∃的

高产系
。

紫草 细 胞 能 产生 蔡醒 色 素 紫草 素
。

Τ, −, 5, 等5( 〕在从紫草实生苗建立的 。! 个培

养系中
,

通过不断重复筛选至 ∋∋ 代时
,

得到

Τ 一个 含 !  Δ ∋   ; 1 Ο Η 鲜重的培养细胞

系
。

他们利用原生质体克隆
,

发现在 (Ε 个系

中有 ! 个系产生的紫草素 比亲本高
,

最高含
量 比亲本高 ∋ 倍

。

Ν2Μ0 5, 等〔
‘!〕已 利 用 所 获

得的细胞系进行大量商品化生产紫草素
。

当产物具荧光特征时
,

用 目视法筛选就

不需培养物本身颜色来体现
。

1, 114 等〔
, “〕用

2 /
一

灯筛选骆驼蓬的愈伤组织
,

通过不断的

荧光斑点法筛选
)

获得了哈尔满生物碱比亲

本高  倍的细胞系
。

具荧光的细胞也可用

荧光显微镜来分析
。

Γ4 21 和 ≅4
9

杯等
〔‘Α〕利

用此法从长春花细胞中分离具有高荧光浓度

的克隆
,

荧光主要是由蛇根碱产生的
,

已建立

了一个含量为 (  ; Η Ο Π 蛇根碱的细胞系
,

并

认为此方法比 Υ 认法更有效
,

因为几乎所有

的细胞系都不受什么限制地得到筛选
。

最近
,

=+ +01 等〔+Ε∃ 用显微分光光度法根据

细胞内某成分的吸收波长
,

从建立的很多

Σ9 Θ6 21, <ς ς0 Θ 09 ,+ 01 的单细胞克隆中分析了他

们合成酚类的能力
。

发现各克隆系产生的迷

迭香酸能力不一致
,

并发现细胞系中迷迭香

酸浓度与诱导条件无关
,

因而认为是变异细

胞系
。

# ∋ ∃ 间接的分析筛选方法

与直接分析法相反
,

间接分析法必须分

析 细胞提取液来揭示一个细 胞系的合成能

力
。

用作检查的克隆不得不分成培养继代部

分和化学分析部分
。

由于要从大量的细胞系

中进行筛选
,

因此
,

必须建立一种快速分析克

隆的简单技术
,

并且要求在少量的组织样品

中能够进行
。

化学分析法是非常麻烦和费力

的工作
,

只有抱着坚定的信心和忍耐的精神

才会成功
。

一种粗糙的但快速的间接分析法是
“

细

胞压榨法
” “

。+Ω 1 Ξ2, 1 6 ; < 56必
” 〔 〕

。
< 目9 。

等把少量烟草愈伤组织样品放于滤纸上并用

两块玻璃板压榨
,

细胞汁液被滤纸吸收
,

然后

用 Γ?
, , 9 Λ <? ςς 试剂喷雾

,

从颜色反应中可以

半定量地估计样品中尼古丁的含量
,

用此法

测定了    个克隆
,

在进行两次再克隆后
,

分离到了 ! 个高产系
,

产量达 ∋
)

! Φ午重
,

这

些细胞系极为稳定并能保持 年以上
。

但此

技术 只适用于积累较多产物的细胞
,

对含量

微的细胞就不适用了
。

到目前为止
,

放射免疫分析法 #Υ ΨΣ 法 ∃

可认为是最敏感和最精确的方法
,

它可以从

无数微量细胞样品中迅速地定量测定特殊的

成分
。

≅4 9Β 等。的首次 建立 和使 用半 自动

Υ 认 技术
,

对长春花细胞产生有用生物碱和

高产系进行了精细的研究
,

从分批培养中的

单细胞和小细胞团获得的 7 个克隆中的蛇

根碱含量从 Ζ Δ
)

(Φ不等
& 阿吗碱含量从

ΖΔ  
)

Ε Φ不等
。

他们成功分离的高产克隆在

液体生产培养基 中生物碱总量达
)

∀Φ 千

重
,

比原植物高
)

! 倍
。

此法仅需  
)

而 的

粗提液 #单细胞水平∃ 即可
,

每天能处理 ∋   

个样品
,

并且其特异性极高
。
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除此之外
,

利用 Υ 认 法还成功地测定毛

地黄细胞中强心贰含量〔∋。〕&
金鸡纳树组织中

合成 奎宁的能力5∋+ 〕和 忍冬科某些培养物转

化马钱子贰为次生马钱子贰的能力5∋∋ 〕
。

由

于建立一种 Υ 认 法需要至少 年时间
,

因此

目前该技术还未得到充分应用
。

利用酶标免疫法 #= Π认 ∃ 亦取得同 Υ 认

法一样灵敏的结果
。

Ι ,9 ,< Β, 等已经建立 了

测定甘草苦质酸 #Η 一ϑ 4ϑ ? ? 64 514 , 4 0Λ ∃ 的 = Π认
法〔∋ ∀〕

。

Υ < − 0二1
等〔

∋ (〕利 用 此 法 测 定 了

[2, 110 ,

,; ,?,
、

[
)

09 Λ0 Θ, 和 苦木植株及培养

物中苦木素分布情况
,

并指出此法能检测低

至每  
)

创 样品仅有 ∗ΡΗ 的物质
。

=+ +01 等
‘%∋ !〕报道了两种吸引人的分析方

法
。

他认 为 ∴ Θ
一

3∗ 结 合 方法 可 以 达到 与

Υ ΨΣ 法同样灵敏水平的结果
,

而且不限制在

利用 Υ ΠΣ 法 中只能检查一种单一的高度专

性的化学品的问题
。

另一方法是
“

电细胞分

类法
, , “= +4 4、

)

? < 9 0。 Θ4 ≅Ω
一1 < ?5 09 Η ” 或者一种相方

法
“

流动血球计数法
” “Ν+< Χ 4ϑ 5< ; 4 5叮

” 。

这

种方法可从细胞群中迅速筛选高产细胞
。

培

养物的细胞能通过分类器 #1<? 54 % ∃ 并使细胞

所含某成分的荧光在所设计的波长下加强
。

由于此方法仅需小的唯一的细胞单位作为筛

选目标
,

因此认为原生质体是最适合的供试

材料
。

∋ ! ∀ 年 8 ? < Χ 9 〔∋ 7〕利 用Ν +。Χ 。ϑ 5 < ; 4 5? ϑ

法分析长春花原生质体的蛇根碱
,

他认为可

以通过每秒分类    个细胞的高速率来筛

选高含量蛇根碱的亚细胞群体
。

3 4+
,Μ9 4Λ ]∋Α 〕

对此方法的技术和应用作了详细描述
)

由于电细胞分类法 对细胞无任何副作

用
,

并能直接从选择的细胞中建立
,

因此
,

正

越来越受到人们的重视
)

用过的其他方法包括 Τ, ; 等5∋Ε 〕利 用

Τ Π Θ 鉴 别 婴粟 中可待因 的高 产细胞 系
。

3,
51
二<5 尹的和施Θ4 Β 等〔∀ Μ 利用 ⊥ Ρ Π Θ 分

别测定了烟草和澳州茄 中泛酿一  和茄解

定的高产细胞系及 _0 160 等利用生物试法从

黄聚中筛选出高产小聚碱 #∋ 7 Α阳Ο1 鲜重 ∃ 细

胞系〔∀ 〕
。
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利用抗性筛选有时也会获得高产细胞

系
。

如 很 多 植 物 细 胞 能 利 用 庚 二 酸

#Ρ0 < 4+ 0Θ ,Θ 0Λ ∃和丙氨酸合成生物素
。

但高浓

度的庚二酸对细胞有很大毒性
。

Χ ,

5,9
,−4

等〔∀∋ 〕利用抗性筛选法
,

在悬浮培养中加入不

同浓度的庚二酸
,

经过不断筛选
,

产生了能抗

庚 二 酸 毒 性 的 细 胞 系
。

在 薰 衣 草

#助/ , 9 Λ 2 +, / 4 ?, ∃ 细 胞 中 获 得 了 含 量 为

 ) 似对Η 鲜重的高产生物素细胞系并比亲本

的 高 ! 倍
,

比 叶 中 的 高  倍
。

Γ4 璐
⎯

挑
2 ; , 9 。和 ≅4

9 Β〔∀ ∀〕利用长春花细胞对 ! 一

甲基色氨酸的抗性筛选也 得到 了产量 为

!7 ! ; Η Ο Π蛇根碱和阿吗碱的高产系
。

对选择出的高产系的内部生化机理的变

化了解甚少
,

但可以肯定高产系中生物合成

过程中的一个或几个酶的活性加强了
。

如在

高产桂皮烯醛基腐胺并抗 外Ρ 的烟草细胞

系 Τα
一

( 中
,

其 中 的 ΡΣ‘5?, 9 β 4 099
< ; , 54

一

(
⎯

6ϑΛ ?< αϑ +,14 ( 一香豆酸 χ ΖΣ 连接酶
、

鸟氨酸

脱狡游和精氨酸脱梭酶的活性比低产系高
。一 功 倍川〕

。

其他的研究中也发现了酶活

性的增加
。

因此
,

对变异系中产物生物合成

过程中酶活性的进一步研究就为能分离过量

生产有产物的变异系提供基础
。

三 具有高产性能的突变体

的产生和选择
突变是 Γ_ Σ 一级结构的永久性可遗

传的变异而导致基因型的改变
。

它与普通的

变异是有区别的
。

原理上
,

利用单倍体细胞作为诱导突变

体的材料是最合适的
。

但通常的培养细胞多

为双倍体或多倍体
,

因此
,

要获得高产性能特

别是指定产物的突变体就比较困难
。

迄今为

止
,

对所获得的很多表型变异体还不能肯定

是不是突变体
,

就有必要对这类问题加强基

础研究
。

目前
,

应用各种化学的和物理的诱变处

理
,

已在不少培养细胞 中获得所需性状的突

变体
,

有些突变体表现 出了 良好的生产翁
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力
。

_0 160 等用化学诱变剂 _⎯ 甲基一_,
一

硝

基一亚硝基脏处理胡萝 卜的细胞获得了很多

变异克隆
,

他们在合成 日一胡萝 卜素和番茄

红素上各不相同
,

这些克隆的胡萝 卜素含量

比原来的细胞系高 ∀ 倍
,

比原植物根增加 (

倍〔∀! 〕
。

Ν2? 2 ϑ, 等〔∀7 〕用亚硝 基肌和 卜 射线

处理人参愈伤组 织
,

得到 了一 个含粗皂贰

∋ !
)

!肠的突变体 #对照为 ∋
)

Φ ∃
。

郑光植

等〔∀Α 〕利用 ( Ι Υ 6一 ’的7 ΖΘ< 一 ?
射线照射三分

三愈伤组织
,

诱导出的一个愈伤组织突变系

其东苍若碱含量为  
)

ΑΑ ; Η Ο Η 干重
,

比亲本

高 ∀ Φ且很稳定
。

Χ幽9, −4 等利用 7 Θ< 一 ?

射线 #+<Ι Υ6 一
、照射薰衣草细胞也获得了含

量为  
)

峨∋ !  Ο Η 鲜重生物素的细胞系
,

并 比

亲本高 Α 倍 ]∀∋ 〕
。

利用’∀ ΑΘ1 一 、 射线照射长

春花细胞也获得一个含量达 ∋Φ干重蛇根碱

的突变系#对照为 。
)

∋ Φ干重 ∃5∀Ε 〕
。

因 此
,

随着对产物合成途径的调控水平及酶水平知

识的积累
,

利用诱变剂诱导高产目的化合物

的突变体是很有潜力的
。

四 高产细胞系 的稳定性及

保存
细胞高产量生产次级产物的稳定性可

分为二种类型
。

一类是能够多年稳立
、

高产

的
。

如海巴戟的悬浮培养系保存 了十二年以

上仍保持葱醒生产能力不变]∀ 〕
。

这 类 细 胞

通常是一开始就具有高产量
,

不必经克隆技

术进行再筛选就能稳定多年
。

另一类如长春

花等细胞其高产性是不稳定的
,

这些大多是

经反复克隆而获得的高产细胞系
。

造成高产

系不稳定的原因还不很清楚
,

很可能是因为

在培养过程中植物细胞染色体的数 目或组型

发生改变〔( ∀
,

部分原因可能是在继代过程中

培养成分的微小变化造成产物的不稳定 〔’〕

高产细胞系的不稳定性是阻碍向工业化

生产的一个极大的问题
,

因此必须寻找解决

的方法
。

目前解决的方法主要有以下三种
%

# ∃
、

从高产系中再不断克隆形成新的

高产细胞系 &

#∋ ∃
、

高产系出现不可逆的退化时
,

干脆

重新开始筛选 ,

# ∀ ∃
、

尽量减少继代次数
,

因此可用矿物

油包埋法
、

低温保存法 #  Δ (
Ζ

χ∃ 和冰冻保

存法 #一 7< χ ∃
。

除此之外
,

在继代时应严

格遵守一种已定的方案
,

任何偏离都会使产

生的代谢物在质和量上发生显著变化
。

冰冻保存法在保存植物细胞的研究中已

经得到越来越广泛的使用
,

所保存的植物细

胞已经证明有能力恢复其生物合成产物的能

力〔(
,

‘∋〕
。
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