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摘耍 在MS培养基 中加入不同浓度的KT和2，4-D，综 合考虑三七愈伤组织生长缓 慢兼顾 皂甙 

含量，较合适 旧KT浓度为0．7ppm，较合适的2，4-D浓度在 2— 3 ppm之间。 在培养基 中补充 

各种添加荆，结果以椰子乳和水解乳蛋 白较好 综合生长和皂甙含量以20 的椰子乳和 0·7 

的水解乳蛋 白较合适 从21个三七愈伤组磬{无性繁殖系中筛选 出了 5个较优的无性系，特别是 

其 中o4号无性系 更优，无论生长建率还是总 皂甙含量都更高 通过以上研究，使三七禽伤组织 

的生长速率达220毫克／升／天，是原初培养愈伤组织《54．0rag 千重／升／天)的 4倍。愈伤组织中 

总皂 甙古量高选13 ，是原初培养愈伤组磬{(5．37 )的2．4倍，为原植物的 3倍 从而证明了三 

七培养组织孜级代谢的全能性是可词节 的，为三七细胞工程的工业生产应用打下 了初步基础。 

美■词 三七'愈伤组织'皂甙I植物澈索 }复合补充 物’无性系的选择 

三七是我国特有的名贵中药，主产云南，其次广西。由于三七的医疗作用不断扩大， 

因而供不应求、价格昂贵。三七的主要药用成分之一是皂甙 要实现三七次级代谢物皂甙 

细胞工程的工业化生产，关键在于提高培养组织细胞的生长速率及其皂甙含量。皂甙含 

量能否提高取决于培养组织细胞是否具有次级代谢途径的多条性从而具有可调性。本文 

报道提高三七培养组织的生长速率及其皂甙含量的结果，也能为次级代谢的 多 条 性 观 

点[1，! 提供一些证据。 

材 料 和 方 法 

实验材料 用于本研究的实验材料是1985年诱导并经1O一14次转移 (C o—c 代) 

培养的茎愈伤组织无性系。继代培养3O一4O天转代一次，培养基为每 升 附 加 2，4一D 2 

ppm、KT 0．5 ppm的MS培养基 3 。培养在暗中16±1。c进行。 

培养条件 基本培养基和培养条件同上。根据实验要求，采用不同激素及其不同浓 

度，不同添加剂及其不同浓度，加入培养基进行培养调节试验。有的试验，如添加物试 

验、KT浓度试验是在基本培养基的基础上进行。有 的试验，如2，4一D浓度试验是在KT 

浓度的基础上进行，即在2，4-D浓度试验的培养基中加入了较台适的KT浓度0．7 ppm, 
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培养基的其它成分同于基本培养基。各试验的培养条件如接种量，也不可能完全一致， 

故重复性不是太好。 

生长殛总皂甙台量测定 愈伤组织的生长仍用过去的方法：4：， 以干重增加和 生 长 

速率来表示。愈伤组织中总皂甙含量的测定用薄层层析比色法E 5j进行。除测定百 分 含 

量外，还以总皂甙产率，即平均每一三角瓶中总皂甙得率的毫克数，来表示 总 皂 甙 产 

率。 

结 果 与 讨 论 

培养中的激素调节 

激素调节是植物组织和细胞培养中次级代谢调节的主要手段之一。曾做过不同激素 

对三七愈伤组织生长的影响试验，结果相对比较以 KT和2，4一D较好，但不显著。因此 

进一步做了不 同浓度的KT和2，4一D的对比试验。 

不同浓度的KT对三七愈伤组织生长和皂甙含量的影响如图 i所示。愈伤组织 的 干 

重增加和生长速率都随KT浓度的增加而增加，但 当KT浓度达i．5 ppm 以上时，生长又 

明显下降。对于愈伤组织生长的较适KT浓度是1．0 ppm。愈伤组织中总皂甙含量和总皂 
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图 1 不同浓度的激动囊对三七愈伤组轵堵养的影响 

接种量：4O mg：~ 120 m1培养基 - 

o— o— o生 长建率； ▲一 ▲一 ▲总皂甙古量；△一△一△总皂甙产率； ·一 ·一 ·千重增加| 

Fig． 1 The inf[uenee 0f different concenfration。f kinelin Dn ca1】uses cu]tuTe of尸 d ．otogi~se．g 

noeulur~quantitiesj 4O脚E dry wt．／2O脚1脚ediu ． 
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甙产率则以0．1 ppm的KT时为高，再增加KT浓度，总皂甙含量及 产率都明显下降 (图 

1)。根据三七愈伤组织生长缓慢的特点，综合考虑生长及皂甙含量，对于三七愈伤组 

织培养较合适的KT浓度应为0．7 ppm。 

在上述 KT浓度试验的基础上，我们进行了不 同2，4-D浓度对三七愈伤组织生长及 

皂甙含量的影响试验，即在2，4-D浓度试验的培养基中加入了较合适f(．jKT浓度0．7 ppm， 

培养基的其它成分仍与基本培养基相同。 

不同浓度的2，4-D对三七愈伤组织的影响如图 2所示，与KT浓度的影响不 同， 无 

论愈伤组织的干重增加，生长速率还是总皂甙含量、总皂甙产率均随2，4-D浓度 (0．5、 

1．0、2．0 ppm)的增加而增加，但当2，4-D浓度达3．0 ppm时，又随2，4一D浓度 (3．0、 

4．0、5．0 ppm)的增加而下降。从图 2可以看 出，当2，4-D浓度为2．0 ppm或3．0 ppm 

时，无论愈伤组织的干重增加和生长速率还是愈伤组织中总皂甙含量或总皂甙产率均未 

达到峰值，因而对三七愈伤组织培养的适合2，4-D浓度应在2．0 ppm与3．0 ppm之间。 
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圈 2 不 m澈 度的2，4一D对 三七 盘街 组辨 培养 的嚣 嘲 

接种量；40毫克干重／zo毫升培养基 

⋯ 一 ·干 重增 加： 0— 0— 0生长 建辜 ； ▲一 ▲一 ▲总皂 甙 古量 ；△ 一△ 一△ 直皂 甙产 率 

l ig．2． The influence 。f different concentration nf 2，4-D 。n callus culture of P6n~x 0 。日 E g 

Ineoulum qu~ntRies,40 mg dry wt．，20 ml medium． 

上述结果表明，培养的三七愈伤组织细胞不仅具有次级代谢物皂甙生物合成的全能 

性，而且这种全能性是可以通过植物激素进行调节的。这在我们三分三的研究 中(6]更 

加 明显 

培养中的营养调节 

组织和细胞培养的优越性之一是在垒人工控制的条件下进行[7]， 不 仅可以应用基 
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激素、理化因子等等进行调控，而且可以在培养基 中供给营养物质以满足其营 

进行次级代谢调节使其全能性表达出来。因此试验了四种复合营养物添加到培 

来观察对三七愈伤组织培养的影响，结果例于表 1。 

表 1 添加剥对三七愈伤蛆织生长和总皂甙台成的影响 

Taht~ I．The influences。f complex eomplemeats oil che growth and tb．e total saponin 

synthesis 0f尸．ootogiogeog colluses 

接种量：4O毫血千重／20毫升培养基。 

lnoculum quantitiesl 40 g dry wt．／2o ml medium 

在培养基中补充椰子乳 (以。F简称椰乳)、水解乳蛋白 (以下简称乳蛋白)、破碎 

党参花粉三种复合添加剂时，对三七愈伤组织的干重增加 、生长速率和愈伤组织中总皂 

甙含量、总皂甙产率均有较好的影响。其中以椰乳和乳蛋白的影响更加 明显。破碎党参 

花粉对三七愈伤组织中的总皂甙含量似乎没有促进作用，但由于生长明显优于未加任何 

添加剂的对照，因而总皂甙产率也较对照稍高。 

在三七愈伤组织培养 中发现，每次的继代培养期 间的后期时，生长明显减慢。考虑 

到是否由于培养愈伤组织产生的次级代谢物累积到一定量时的反馈作用抑制了生长的结 

果，因此在试验中 (表 1)设了一个添加活性碳的处理，试 图去掉次级代谢产物的这种 

反馈作用。结果愈伤组织的生长速率和干重增加均为负数，这就表 明不仅愈伤组织没有 

生长而且引起细胞的大量死亡。这可能是由于活性碳把培养基中的大部分营养成分吸收 

固定所造成的。愈伤组织的生长严重被抑制，因而愈伤组织中总皂甙含量及总皂时产率 

也远低于对照。这些结果表明在三七愈伤组织培养中可能不存在次级代谢物 的 反 馈 作 

用，同时证明了营养对三七愈伤组织培养的重要性，进而证明次级代谢物皂甙是在三七 

愈伤组织细胞生长过程中合成 的。三七愈伤组织细胞是具有次级代谢的全能性和可调性 

的。 

表 1中使用的椰乳和乳蛋白浓度不一定是堆合适的，为此做了不同浓度的椰乳 (图 

3)和乳蛋白 (图 4)对三七愈伤组织培养的影响的对比试验。三七愈伤组织的干重增 
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加和生长速率都随椰乳浓度 的增加而增加，而愈伤组织中的总皂甙含量和总皂甙产率则 

在低浓度时 (5、1O )增加，高浓度时 (15、20，25 )降低，对于愈伤组织 中皂甙含量 

较合适 的椰乳浓度为10 (图 3)。 
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图 3 不 同 }盘度 的椰 子乳对 三七 愈伤 组织 培养 的嚣 响 

接种 量： 30毫克 干 重／20毫 升培养基 

⋯ 一 ·千重 增加 ； 0— 0— 0生 长建 率F ▲一 ▲一 ▲总皂 甙 古量， △一 △一 △总 皂甙 产率 

Fig．3．The it1f]uences 0f different concentration of coconut milk On calluses culture of P删Ⅱx notogirtsenfl 

Inoculum quantitiesl 30 mg dry "w1．／zo脚1 medium 

对于植物次级代谢物细胞工程的工业生产应用来说，细胞的生长速率及其次级代谢 

物的含量都十分重要。但对三七细胞工程来说皂甙含量 固然还需进一步提高，但其主要 

矛盾是生长缓慢。据此综合考虑生长和皂甙含量，对三七愈伤组织培养较合适 的椰乳浓 

度应为2O 左右。当培养基中补充2O 的椰乳培 养三七愈伤组织时，KT的使用浓 度 为 

0．7 ppm就更为合理，因为椰乳中含有KT。 

对三七愈伤组织的干重增加和生长速率，乳蛋白浓度的影响不同于椰乳，低浓度的 

乳蛋白 (0．1、0．5 )促进，高浓度的乳蛋白 (1．0、2．0，3．0 ) 则抑制。 对愈伤组 

织生长较合适的乳蛋白浓度为0．5 (图 4)。对三七愈伤组织中的总皂甙含量则随乳蛋 

白浓度的增加而增加。愈伤组织中的总皂甙产率则因其生长被高浓度的乳蛋白 (1．0、 

2．0、3．O )抑制，随乳蛋白浓度的增加而减少，对皂甙含量较合适的乳蛋 白 浓 度 为 

1．O 。基于上述相同原因， 综 合考虑生长和皂甙含量，对三七愈伤组织培养适合的乳 

蛋白浓度应为0．7％左右。 

乳蛋白对植物组织和细胞培养本是较好的复合营养物[8：，它由20多种氨基酸组成， 
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其中某些氨基酸如亮氨酸、异亮氨酸等等是抑制生长的[s)， 

制生长的作用就表现出来 (图 4)。 
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当乳蛋 白达一定浓度 其 抑 

Concentration of LH ( ) 

图 4 不同浓度的水解乳蛋白对三七盘伤组织培养 的影响 

接种量：30毫克千重12o ml培葬基 

一 ⋯ 千重增加；0—0—0生长速率；▲一 ▲一 ▲总皂甙台量；△一△一△总皂甙产率 

Fig． 4 The jnfluence 0f dil rent concentration of 1aetalbumine hydro]ysate 

On calluses culture Pa~ax notoglnseng 

Inoculum quantities，30埘E dry ．，2D mI medium． 

优良无性系的选择 

在三七愈伤组织无性系的继代培养中，发现不同无性系间的生长相差很大，因此采 

用上述较好的试验结果为培养条件，即用补充KT 0．7 ppm，2，4一D 2．5 ppm、乳蛋白 

0．7 ，椰乳20％的MS培养基对不同无性系进行了培养试验，结果列于表 2。 表 2表 

明，生长速率最高 的无性系可达到219．2毫克干重／升／天，最低的无性系仅,19．0毫 克 干 

重／升／天。从21个三七茎愈伤组织无性系中，选出 5个较优 的无性系，即04号，02号、 

08号，14号和03号无性系，它们的生长速率都在100毫克干重／升／天以上 (表 2)。 特 

剐是其中的04号无性系更优，其干重增加为171．0毫克干重，生长速率高达219．2毫克干 

重／升／天，其总皂甙含量也达干重的12．8 。这样，我们以后的研究工作均以04号无性 

系为材料。 

通过以上对三七愈伤组织培养中次级代谢调节研究，使三七愈伤组织的生长速率达 

220毫克干重／升／天，是原初培养愈伤组织的4倍 愈伤组织中总皂 甙含量 达 干 重 的 

13％，是原初培养愈伤组织的2．4倍，是原植物的 3倍 从而也证睚了三七培养愈 伤 组 

织细胞次级代谢的全能性是可以调节的。 
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CALLUS CULTURE FROM PANAX NOT0GINSENG 

Zheng Guangzhi， W ang Shilin 

(Kunmlag Inulitute of Botany，Academia Sinica，Kunmlng) 

Abst ract The growth rate Xrfas 54．O mg D．W ．／l／day and saponin content 

was 5．37 for original culture callus from Panax notogfnseng． As we considered 

low growth rate of P ． notoginseng callus and saponin content， the suitable KT 

concentration and 2，4-D concentration should be 0．7 ppm and 2．5 ppm respectively 

when the different concentration of KT and 2．4-D were added in to medium
． 

Coconut milk (CM) and lactalbumin hvdrolysate(LH)had more efficent nutrient 

regulation in the callus culture． 20 CM and 0．7 LH were therefore more 

suitable both growth and saponin content respectively． Five fine clones had been 

selected from twenty—Oile clones of P ． nologinseng callus， amow  which No． 04 

which growth tale was as high as 219．2 mg D．W ．／1／day and that saponin 

content 12．8％ was finest． 

The growth rate of the callus was reached as high us 220 mg D．W．／1／day 

through the studies on metabolism regulation in callus culture of P ． nologinseng 

and this was four times as that of the original culture callus． The total saponin 

content in the caIlus was 13％ which was 2．4 times as that the original culture 

callus and as three times of the original plant． The results confirmed that the 

totipotency of secondary metabolism in culture cell of P ． notoginseng might be 

regulated． 

Key wo rds onax nologfnsengI Callus~ Saponin~ Phytohormone| Complex 

complement， Selection of clone 
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