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人参组织和细胞培养的研究 I
。

影响愈伤组织中

人参皂贰生物合成的因素

蒋 晶 王敬文

(中国林业科学研究院亚 热带林业研究所 )
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引 言

自从 19 5。年A r re g ni n 和 Bo
n n er 以生产橡胶为目的培养橡胶愈伤组织

,

特 别 是 细 胞液

体培养成功以来
,

随着近代生物技术的发展
,

利用植物组织和细胞培养物生产化学物质越来越

受到人们的重视
。

尤其是利用药用植物的组织和细胞培养物来生产其药效成份
,

更 引起各国

的极大关注
,

致使它发展成为植物组织培养在生产应用上的两大主流之一 〔‘1
。

正如各国学者

们所评论的
,

这种技术在工业上生产有用的自然物质有着无限的可能性 [’J ,

有可能发展成为

新兴的产业部门
。

人参是我国著名的贵重药材
,

早在1 9 6 4年罗士苇等就报道了诱导出 愈 伤 组 织
,

以后 日

本
、

美国
、

德国
、

苏联
、

印度等国也开展了人参组织培养的研究工作
,

其中较 为 成 功的是

Fu r u ya 等人的研究L3 , ‘〕
。

根据他们的专利及发表的论文
,

粗人参皂 试 的含量
,

以干物重为基

础
,

在愈伤组织 (2 1
.

1 % )
、

冠痪组织 (19
.

3 % )及再分化根 (27
.

4 % ) 中都显著地高于天然根

(4
.

1 % )
。

国内近年来相继开展 了人参组织培养的研究工作
,

大多以品种改 良为目的
,

以生产药效

成份为目的的研究工作公开报道甚少
。

人参皂试是在人参活细胞中合成的
,

人参细胞培养物具

有它们
“

母株
”

植物合成皂贰的能力
,

这种合成人参皂贰的生化过程是受细胞的生理状态和外

界环境影响的
。

本文报道各种培养因素对人参愈伤组织细胞合成和积累人参皂试的影响
。

材料和方法

人参材料和培养方法同前文〔‘ ]。

人参皂武的分离和制备 人参皂试的分离和制备按逢焕诚法【“’
。

将人参培养物 在10 5 ℃

灭活 10 m in
,

然后于60 ℃烘干
,

研磨成粉
。

精确称量人参培养物粉末
,

加入 10 倍量的乙醚
,

加

热回流三次
,

弃去乙醚提取物得脱脂人参培养物粉末
。

然后加入 10 倍量甲醇
,

水浴回流 4 次
,

个文 于1 9 8 8年 7 月 7 口收到
。
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每次 4 h
,

合并 甲醇提取液
,

于60 ℃条件下 回收甲醇
,

得甲醇膏状物
。

再加入样品 2 倍 量的

蒸馏水溶解膏状物
,

过滤后弃去不溶物
,

滤液中加入等体积用水饱和的正丁醇萃取 6 次
,

合

并正丁 醇液
,

减压回收正丁醇
,

即得人参总皂试粗制品
。

取人参总皂试粗制品用少量 甲醇溶

解
,

加入到约10 倍体积的丙酮中
,

析出黄白色沉淀
,

滤集沉淀物
。

丙酮母液经回收丙酮后
,

残留物再用少量甲醇溶解
,

再倾入新丙酮中
,

又析出沉淀
。

如此重复 3 次
,

合并滤集的黄白

色沉淀物
,

减压干燥即得精制人参总皂试量
。

实 验 结 果

(一 ) 外植体

人参皂贰普遍存在于人参植株体内
,

但根
、

茎
、

叶等不同器官其含量差异很大〔’]
。

而 由

根
、

茎
、

叶外植体所诱导的愈伤组织
,

在同样条件下 培养 40 d
,

其人参皂试的含量却是基本

相同的
,

都显著高于
“

母株
”

体上的含量 (表 1 )
。

当把从各种外植体诱导 出的愈伤组织诱导分

化出再生根时
,

再生根的人参皂贰含量又显著高于愈伤组织中的含量 (表 1 )
。

(二 ) 2 , 4一 D 浓度 ,
, .

‘ , 。

二
、 * , ‘ . ,、一 产 ‘ , 性一 LJ 堆派 表 1 人参不同外植体来源的愈伤

在培养基中添加植物激素
,

实验表明所 ‘ 二 . 二 , . ‘ 。 二‘ ,
二。

, 卜
二二

‘
, 、二、。 ,

,

大二二二川 组织和再生根的皂贰含量
试验过的几种激素中只有 2 ,

4一 D 与人 参 皂

贰的生物合成有密切的关系
。

在 无 2 , 4 一 D 培

养基上人参培养物生长缓慢
,

人参皂试含量

很低 ; 随着培养基中2 ,
4一 D 浓 度 的增高

,

皂

俄含量也 随 之 增 高
。

当 2
,
4一D 浓 度 达 到

Z m g / L 时
,

尽管培养物 生 长有 所 减弱
,

而人参皂试含量还是略有增加
。

实验结果表

明
,

使人参愈伤组织获得最大生长量和最大

皂贰量的培养基 最 适 2 , 4 一D 浓 度 为 。
.

5一

1
。

o m g / L (表 2 )
。

(三 ) 光照

不同的光照强度对人参培养物的生长和

人参皂贰的积累
,

影响是不同的
。

在黑暗条

件下人参愈伤组织能够生长
,

组织细胞中也

能合成和积累少量皂贰 ; 随着光强的增加组

织生长越发旺盛
,

人参皂俄含量 大 幅 度增

外 植 体 种子 根 茎 叶 再 生 根

皂贰含量 (% ) 1 5
.

2 17
.

4 1 6
.

7 1 7

表 2 2 , 4 一D 浓度对人参培养

物皂俄含量的影响
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注 : 培养4 0 d
。

表 3 光照对人参培养物皂贰含量的影晌

光照强度
( lx )
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·

加
。

但光强超过5 00 o lx
,

组织生长受到抑制
,

相应地人参皂试含量也下降
。

在2 0 00 lx 光照条

件下可获人参皂贰最大产量 (表 3 )
。

(四 ) 人参培养物的生长和皂俄含量的变化

在固定培养基上培养人参愈伤组织
,

每隔 s d 取样测定其生长量
,

同时测 定 皂 贰 的 含

量
。

测定结果表明
,

人参愈伤组织皂贰含量的变化是与生长量的增大相并行的
,

当培 养40 d

的组织块停止生长时
,

其皂贰含量也增加到最大值 (见图 )
。
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(五 ) 无 2 , 4 一 D 细胞系的驯化培养

作为药物使用时
,

人参培养物应该不含

有 2 , 4 一 D 成分
,

或使其残 留 量 减少到最 低

限度
。

在 M S 培养基中逐步 减 少2 , 4 一 D 的添

加量
,

对人参愈伤组织进 行 无 2
,

4一 D 驯 化

培养
,

经1 8 代驯化培养后能够获得在无 2 , 4

一D 培 养基上正常生长的无 2 ,
4一 D 细胞系

,

但其人参皂试的含量低于 需 2 , 4 一D 细 胞 系

的含量 (表 4 )
。

另一方面
,

把无 2 , 4一 D 细胞

系在逐步增加 2 ,
4 一 D 含量的培 养基上继 代

培养
,

其合成和积累皂贰的能力又可重新恢

复到原来的水平 (表 5 )
。

�曝�喇如丫铆八侧软竺.平州

.‘二

1 0 1 3 2 0 2 5 3 Q

1杏养时l司( d )
亨写尸

。

人参培养物的生长和皂 贰含 t 变化 图

表 4 人今无 2 , 4 一D 细饱系的驯化培养
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讨 论

(一 ) 许多种药用植物在人工培养条件下能够象在其
“

母株
”

上那样具有合成和积累 药 效

成分的能力
,

这就表现出了培养细胞的药物生物合成的全能性
。

由不 Ib1 器官作外植体诱导的

人参愈伤组织培养物保持了合成人参皂试的能力
,

尽管少
、

参植株的 各个器官合成人参皂贰的

能力差别很大
,

但经脱分化诱导形成的愈伤组织合成人参皂试的能力却是大致相同的
,

而且

都比
“

母株
”

上各器官的合成能力更强
。

这不仅证明了人参细胞合成皂试的全能性
,

而且也表

明培养条件更适合这种合成能力的表达
。

人参植株各器官经脱分化后形成的愈伤组织保持了

合成皂试的能力
,

经过诱导进行了再分化而形成的再生根不仅仍保持着这种合成能力
,

而且

这种能力又进一步被强化
,

使之超过了原器官和愈伤组织的合成能力
。

另一方而也有不少报

道
,

相当数量的重要的药用植物在其人工培养细胞中完全不存在药用成分
,

或者是其药用成

分在培养物
,
}

,
存在与否仍含糊不清

。

一般认为生物碱特别难以通过细胞培养物米生产
,

其原
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因尚不清楚
,

对某些生物碱来说可能是由于生物合成途径中某一专一反应步骤受到代谢上的

阻断
,

致使生物碱的生物合成减少或不能合成
。

(二 ) 生长调节剂不仅影响培养细胞的生长和分化
,

而且也影响次生代谢
。

它们对次生代

榭的影响 随代谢产物的种类而有很大变化
。

实验表明
,
IA A

、

N A A 和K T
、 6一BA 对人参培

养物的生长有影响
,

而对人参皂贰的含量没有什么显著影响
,

只有 2
, 4一 D 不仅影响人参培养

物的生长和分化
,

而且也影响皂贰的合成和积累
。

逐步减 低 2
,
4一 D 添加量继代培 养人 参 细

胞
,

人参细胞能够被驯化在 无 2
,

4一D 培 养基上生长
,

但合成皂贰的能力明显下降了
。

在逐

渐增加2 , 4一 D 浓 度 的培养基上继代培养
,

培养物的生长量有所增加
,

合成皂 贰的 能力逐步

增强
,

最后恢复到原来的水平
。

这表明无2
,
4一D 驯化培 养所获得的细胞系不是突变型

,

而是

一种生理适应过程
。
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