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长春花细胞培养与吲哚生物碱的生产 

周立刚 郑光植 
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摘 要 本文简要 介绍长春花细胞培养与吲哚生物碱生产的研究概况，包括培养 

方法、培养系统。分析方法、培养条件的影响、高产细胞系的筛选和保存、生物碱 

的生物合成等方面 ．以求对我国的细胞培养工业化生产药用成分的研究有所借鉴． 
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长春花(Catharanthus roseus)是 中 

医要药之一。具有镇静安神，平肝降压， 

能治肺癌、以及各种恶性肿 瘤 等 【1】。现 

代医学认为 ¨，从长春花中提取 的 长 

春花碱 (Vinblastine)和长春新碱 (Vi— 

neristine)能有效地抗白 血 病，阿 吗碱 

(Aimalicine)能抗高血压，与 利 血 平 

(Reserpine)和蛇根碱 (Serpentine) 

混合使用时，具有明显的止痛效果。 

国内外近年来的研究很活跃，先后从 

长春花的不同部位分离出100多种 吲哚 类 

生物碱，且大部分具有生理活性。这些生 

物碱在植物体内的含量甚微，人们企图采 

用化学合成和半合成的方法人工生产生物 

碱 ("¨，但结果不尽人意。 

鉴于长春花供不应求以及栽培技术上 

的困难，促使许多研究者开展了长春花组 

织和细胞培养工业化生产生物碱的研究。 

通过优良细胞株的筛选，一些生物碱的含 

量超过了原植物。本文拟就此方面的研究 

进展作一综述 。 

收璃 日期 ：1990年12只30日 

一

、 培-养9方法 、 ，口 j 力 

长春花细胞培养在培养规模上通常分 

为愈伤组织培养、细胞悬浮培养、细胞大 

规模发酵培养。长春花愈伤组织培养的方 

法生产生物碱在理论上是可行的，但采用 

的固体静止培养，细胞繁殖速率低、培养 

时期长、培养规模小，从而不适宜于大规 

模 的工业化生产。 

常常采用悬浮培养来进行长春花细胞 

培养的环境条件优化的研究，即确定长春 

花培养细胞适宜的生长参数和适宜的产物 

形成条件。对生物碱的代谢调控、细胞生 

长与生物碱合成的关系、以及悬浮培养细 

胞的生长动力学等 进 行 了 一 系 列 的 研 

究 【̈ 。"” 】。为了使生物碱的产量提高， 

任务仍相当艰巨。 

细胞大规模发酵培养由于 具 有 体 积 

大、易于通气、易于搅拌、能进行各种操 

作等优点，因而能适宜于长春花细胞培养 
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工业化生产生物碱的要求。关于长春花细 

胞发酵培养的 研 究 已 进 行 了 一系 列的 

研 究 【̈  ¨" ’ 1，培 养规模达5000 

升 【 ，采用的发酵罐(或称反应器)，有气 

升式、搅拌式等。每种方法都有优缺点，如 

采用气升式培养，高通气速率会对细胞生 

长呈现抑制效应 ¨¨¨，培养液的 粘 性 

和细胞易聚集成团等，使培养规模难于放 

大；采用搅拌式培养，由于细胞的抗切变 

能力差，常常因强有力的搅拌而破裂，培 

养液到后期会变成异质性而形成不运动的 

死角等。 

除了正常的细胞培养外，近年来还进 

行了长春花的器官培养。如Davioud等报 

道了 1采用2O升发酵罐培养长春花的毛 

状根 (毛状根生长比悬浮细胞更快)，培 

养 5周后生物碱含量最高，并从中分离出 

l7种生物碱，其【中 5种为新的化合物。 

二、培养系统 

早期的长春花细胞培养为 批 式 培 养 

(或称一步法培养)，批式培养的生物碱 

含量往往很低，这主要是由于细胞生长和 

生物碱生产要求的培养条件 (主要是培养 

基成分)不同。 

目 前 ， 逐 步 采 用 步 法 培 养 系 

统 【l5̈ 。̈  ¨。1，通过改进营养成分和激 

素的组成，先使细胞在生长培养基上迅速 

增殖，然后转入生产培养基中大规模合成 

生物碱，但采用两步培养法使培养成本相 

对增加，同时也增加了污染的可能性。 

研究发现 【 1，长春花培养细胞中的 

生物碱也能外渗到培养液审，这样促使人 

们采用细胞固定化培养技术来培养长春花 

细胞。细胞固定包埋在胶 质 中，生 长 缓 

慢，有利于生物碱的积累，并延长了细胞 

的培养时间，同时生物碱也易于收集。采 
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用此技术，同时加入前体和诱导剂将可能 

发展成为连续的工业化生产程序，从而使 

成本大大降低。有人应用培养液的 pH梯 

度的变化 。 和增大培养液的渗透压 

来 促 使 胞 内生物碱的胞外释放，Asada 

等 【 】将Phytophth0ra cactol~um的 培 

养物灭菌后作为诱导剂加入到长春花细胞 

培养液中，可诱导阿吗碱的生产，同时加入 

大网状树脂 (Amberlire xAD一7)促 使 

阿吗碱从胞内释放到胞外，经过23天的培 

养后，培养液中阿吗碱含量为90mg／L，而 

对照组仅为2mg／1。研究表明 【 圯 ，长 

春花细胞培养物较理想的包埋材料为藻酸 

钙，用这种材料包埋的细胞显示出稳定的 

生活力和生物合成能力。 

三、分析方法 

长春花细胞培养生产吲哚生物碱需要 

稳定而又高产的细胞系，而细 胞 系 的 筛 

选、培养条件的优化要求有一个适宜的评 

价方法即生物碱的分离测定。要求使用该 

法不仅灵敏度高、专一性强，而且能对较 

大数目的样品进行快速分析。 

以前，长春花细胞培养物和植物体内 

的生物碱含量，常采用薄层层析进行定量 

和定性测定 【 ̈ ，该方法的缺点是需要样 

品的预处理、测定的灵敏度低、测定速度 

也慢。取而代之的高效液相色谱和气相色 

谱法测定生物碱含量，使得测定灵敏度和 

测定速度大为提高，但仍需要样品的预处 

理。现在用得较多 的 是 放 射 免 疫 测 定 

(RIA)和酶连免疫测 定 (ELISA)技 

术 【5， ” ¨，使得生物碱在毫微摩尔 浓 

度范围内就能准确地测定出来，样品也不 

需预处理，使得分离和测定步 骤 大 为 简 

化，一个人能在一天内能将几百个粗提物 

样品进行定量测定。这一方法巴成功地应 
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用于大规模的克隆筛选模 式 中。但 由 于 

RIA和ELISA方法所用的仪器设备 较 为 

昂贵，故暂时尚未广泛普及，相信今后会 

作为常规分析方法用于生物碱的测定。 

此外，由于阿吗碱和蛇根碱这类化台 

物具有萤光活性，故可采用萤光检测，该 

方法非常有效 ̈ ，但萤光检测目前 还 很 

难给出定量的信息，因此萤光检测技术还 

有待于进一步改进。 

四、培养条件的影响 

长春花细胞培养与吲哚生 物 碱 的生 

产，既受内部因素 (遗 传、变 异 )的 控 

制，又受外部培养条件的影响。现仅就培 

养条件的影响作一简单的讨论。 

1． 培养基成分 

碳源 碳源既是细胞生长所需又是生 

物碱合成所需，典型的碳源为蔗糖和葡萄 

糖。蔗糖在细胞内酶解为葡萄糖和果糖， 

而葡萄糖可直接为细胞所利 用。研 究 发 

现 【 。】，在富含蔗糖的培养基 中，长 春 

花细胞衰老速度减慢、死亡率降低、前体 

物质色氨酸含量迅速下降、色氨酸脱羧酶 

活性增加，从而明显地促进生 物 碱 的 合 

成。此外，蔗糖含量的变化还能影响培养 

细胞对其它活性成分的利用，以及培养液 

的渗透压等。 

氮源 对长春花培养细胞来说，氮源 

的加入常常促进了细胞的生长而抑制了生 

物碱的合成 【 幻 ¨，氮源对培养细 胞 的 

影响不能与碳源分开来考虑。因此，研究 

过程中既要考虑氮的含量水平，又要考虑 

氮／碳的比例。氮源一般为硝 酸 盐 和 铵 

盐，其它氮源如氨基酸也能为 细 胞 所 利 

。 

磷源 研究表明 【。 ，促进长春花细 

胞生长的磷，对吲哚生物碱合成往往呈现 

抑制效应。当培养液中磷的含量低子某一 

临界值时，细胞内才会大量地合成生物碱。 

Ll等 s 报道，磷酸盐还能强烈 地 促 进 

长春花细胞对糖的转运和糖代谢的活性。 

生长调节剂 植物生长调节剂不仅影 

响细胞的生长、分化，还影响生物碱的合 

成，且调节剂的种类、浓度不同，影响差 

别很大。研究表明 ”。州，2．4-D和NAA 

能促进细胞生长，而强烈地抑制生物碱的 

合成。仅加入BA时，细胞产量 下 降，但 

能诱导生物碱的合成，加入IAA既促进细 

胞生长又促进生物碱的合成。以上结果表 

明，可以采用两步培养法，先在含生长素 

的培养基中让细胞大量地增殖，然后转入 

含BA的培养基l中使细胞大规模合成 生 物 

碱。 

pH 研究表明 【。 ，培养液的pH值 

变化对细胞生长影响不大，但能影响生物 

碱的合成，pH值影响生物碱的合成机理尚 

不明了。此外，在培养液和胞内液泡间形 

成pH梯度，有 利 于 生 物 碱 的 胞外 释 

放 【。 。 

除了上述提到的各因子外，培养基中 

的其它成分如维生素、微量元素等，在细 

胞生长和生物碱的生产方面可能取到重要 

的作用，因此，实验有待于深 入 进 行 下 

去，以便获得一个最佳的培养基组成。 

2． 前体 

在长春花细胞培养过程中，加入生物 

碱合成过程中的前体，有可能增加最终产 

物生物碱的产量。由于长春花生物碱的合 

成途径比较复 杂，因 此 前 体 加 入 的 影 

响有时 并 不 十 分 明 显。如Naudaschef 

等 【。̈ 。 在细 胞培养过程中加入前体物 

马 钱 子 甙 (Loganin)和 环 马 钱 子 甙 

(Secologanin)，培养一段时间后，发现它 

们浓度均已降低，但未见生物碱含量的明 
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显变化。Merillon等 【。。 在培养基中加入 

马钱子甙和环马钱子甙却明显地增加了生 

物碱的含量。造成结果不一致的原因，可能 

是各自所用细胞株不同以及培养的其它条 

件不同所致。Deus等 【。 报道，培养液中 

加 入 色 胺 (Tryptam~ne)和 色 氨 酸 

(Tryptophan)，能不同程度 地 刺激生 

物碱的生产。 

3． 光照 

光对长春花的细胞生长和生物碱的生 

长均有影响。研究表明，光照能明显地促 

进长春花细胞中花色甙 (Anthocyanln) 

的形成 【 "。 ，对蛇根碱 【 ̈ 。。j和泻花 

碱 Ccatharanthlne) 【。。 的形成也有 促 

进作用。在黑暗下培养，阿吗碱的含量要 

比蛇根碱高 【 ̈ 。 。关于光照对其 生 物 

碱合成影响的机理还有待于进一步研究。 

4． 温度 

不同温度，对培养细胞生长和生物碱 

的生产影响是不同的，研究表明 【‘。̈ ㈠， 

温度40—45℃以上，细 胞死 亡；低10℃， 

细胞能生存但不能生长；27—35℃时，细 

胞生长基本上保持怛定I 35℃时，细胞生 

长最快。 

5． 空气 

空气中的氧气为细胞呼吸所必需。研 

究表明，当氧气充足时，培养基中的碳源 

能够被充分地利用，当限制氧供应时，生 

长明显减慢 【 】。空气中二氧化碳含量水 

平对培养结果的影响不大 【̈ 】。 

五、高产细胞系的筛 选 和 

保存 

在长春花细胞培养工业化生产有价值 

的生物碱之前，令人乏味的高产细胞系的 

筛选工作是非常必要的。 
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众所周知，单个的植物细胞其生理学 

特性并不完全一样，如产生色 素 的 细 胞 

团，其产生色素的细胞与不产生色系的纽 

胞分布是混杂的。故早期采用的愈伤组织 

或小细胞团进行高产细胞系的筛选应该得 

到改进，而代之以单细胞克隆筛选程序， 

因此测定单个细胞中痕量生物碱技术而成 

为关键，由于高灵敏度的快速 测 定 技 7 

(RIA和ELISA)的建立，使得长 春 花 

高产细胞 系 的 筛 选 进 入 一 个 新 的 水 

平 “ 】。 

筛选程序开始于愈伤组织和悬浮培养 

细胞并要求这些亲本细胞的生物碱含量比． 

较高，为了使筛选的各细胞克隆能进行比 

较，实验条件应保持高度的一致性。筛选 

后的高产细胞系，其优良性状并不能按我 

们的 要 求 长 久 地 保 存 下 来。研 究 表 

明 【 ，筛选后的细胞系其生物碱类型和含 

量是常常在变的。目前，还很难解释这种 

细胞变异的原因，或许是细胞内染色体的 

畸变 【̈ j。 

为了保存高产细胞系的优良性状，我 

们可以对细胞进行重复筛选，使其优良性 

状保存下来，但这并非理想的办法。冰冻． 

贮藏法也许能使细胞系的优 良性状保存下 

来，研究表明 【̈  ̈ ，冰冻技术同样 能 

引起长春花细胞系的变异和生物碱合成能 

力的丧失。因此，冰冻技术应用前必须进 

行较为深入的研究。 

总之，如果没有长春花优良细胞系的 

筛选和保存，细胞培养工业化生产生物碱 

几乎是不可能的。 

六、生物合成 

长春花细胞培养物中生物碱类型有两 

种，即具一个吲哚环的生物碱和具两个吲 
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哚环的二聚体生物碱，培养细胞中含量最 

多的是具一个吲哚环的生物碱，有的仅存 

于培养细胞中，这说明培养细胞的酶系统 

和环境条件与整体植物是不相同的，从而 

导致某些合成途径受阻，某些合成途径增 

加，而出现许多新的化合物。 

以前，吲哚生物碱的合成途径是采用 

整体植物进行同位素示踪研究，但此法具 

有许多缺点 【̈ J，所加入的前体注入植物 

体后，浓度变得很低，不是被体内酶系统 

降解，就是转为其它化合物，渗入到目的 

化合物 去的机会很少，往往导致实验的 

失败。由于长春花细胞培养系统的建立， 

加之配备了快速而又灵敏的分 析 测 定 方 

法，使得生物碱的生物合成研 究 成 为 可 

能 。 

共同意见认为 【̈ ’‘。1，培养细 胞 内 

吲哚生物碱合成的第一步是色胺和环马钱 

子甙通过Str1ct0sld e合成酶的立体专一 

性聚合成Strictosidine。后 来Zenk I 1 

已分离纯化了此酶，并证实了它的生物合 

成作用。下一步是Strictosidi,ne的脱糖基 

水解反应，经过一系列的步骤后生成阿吗 

碱和四氢 鸭木脚 碱 (Tetrahydr0alast0一 

nine)等，其具体步骤还不太清楚。 

Fahn等 ẗ 1发现，17—0一脱乙酰文朵 

碱通过17—0一乙 酰 转 移 酶 生 成 文 朵 灵 

(Vindoline)，而文朵灵 被认为是二聚体 

生物碱合成过程中较为直接的前体。色氨 

酸脱羧酶是吲哚生物碱合成过程中的一个 

重要酶，Pennjngs等 【 】从长春花 细胞培 

养物中分离、纯化了该酶，证明其由两个 

亚基组成，并对其理化特性进行了详细的 

研究。 

生物碱生物合成途径中，最为重要的 

是两个吲哚生物碱的 偶 合 反 应。Stuart 

等 。1向培养细胞饲喂文朵灵和泻花碱， 

二者在细胞内迅速偶合为3 ，41一脱水长 

春花碱(314 -anhydrovinblastime)，3 

4，一脱水长春花碱的形成，是二聚体生物 

碱生物合成过程l中的一个重要 的 中 间 步 

骤。细胞内合成长春花碱和长春新碱较为 

直接的前体可能就是文朵灵和泻花碱。 

总之，吲哚生物碱的生物合成步骤梧 

当复杂，在这个领域还有许多工作要做 

七、问题和展望 

近年来，由于细胞培养技 术 进 展 很 

快，长春花细胞培养与生物碱生产的研究 

已取得了可喜的成就。但还存 在 一 些 闻 

题，主要是培养物中有效的药用成分含量 

较低，细胞培养技术上还有待改进。鉴于 

长春花的应用范围日益扩大，业已引起国 

内同行们的注意，我国的长春花细胞培养 

法生产生物碱的研究才刚刚开始。相信， 

长春花细胞大量培养工业化生产特效药物 

吲哚生物碱，将成为最经济有效的来源。 
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CATHARANTHUS ROSEUS CELL CULTURE 

AND INDOLE ALKALOID PRODUCTION 

Zhou Lxgang， Zheng Guangzhi 

<Kunming Institute 0}BotanY，Academia Sinica，Kunming 650204) 

Ab Stact 

This paper reviews brieft y the progress of Cathafanthus roseus cell 

culture and indole alkaloid production including culture methods， cultu— 

re systems， analyti,cal methods， effects of culture conditions， selt ction 

and keeping of high yield[ng cell 1ines， biosynthesis of alkaloids， and 

etc． It wll1 hclp US to produce mediclnes by USing large scale cell eul— 

lure method． 
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