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　　摘　要:研究光照 、pH 、碳源及初始糖浓度 、生长素和色氨酸等因子对长春花突变愈伤组织生长和吲哚

总碱积累的影响。结果表明:对长春花突变愈伤组织生长和吲哚总碱积累有促进作用的因子是光培养 、蔗

糖 、NAA、IAA和色氨酸 ,有抑制作用的是 2 , 4-D , pH 值的改变对吲哚总碱的积累没有显著影响;2 mg/ L 的

NAA 可使突变愈伤组织的生物产量最高 , 1 mg/ L NAA和 1 mg/ L IAA 共同作用有利于吲哚总碱积累;加入

200 mg/ L的色氨酸对提高吲哚总碱的含量有促进作用。
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　　长春碱(Vinblastine)和长春新碱(Vincristine)是两种广

泛用于临床的抗癌药物 ,化学结构属于吲哚生物碱 , 目前取自

长春花(Catharanthus roseus)植株。 它们在植物体内含量很

低 , 无法满足患者的需要 ,价格也很昂贵[ 1] 。利用组织培养技

术生产更多的抗癌药物或长春质碱等其他前体物质是人们多

年来的迫切愿望 , 筛选出适于组织培养的细胞株是热点研究

同处理中接种株数低于 4 棵时 , 增殖系数低 , 在 3 倍以下;而

接种株数在 6 ～ 8 棵时 ,增殖系数在 4 倍以上;接种株数增加

到 10 棵时 , 增殖系数开始降低。结果表明:在单位面积上过

量或少量接种 ,由于营养成分和激素水平都相应降低或升高 ,

影响了增殖效果。而且在适宜的接种密度下 ,有利于兰花增

殖系数的提高。在最佳激素组合中 , 一般适宜的接种密度为

6 ～ 8 棵 ,繁殖系数为 4.14～ 4.58 倍。

2.3　不同温度对兰花增殖系数的影响

在上述最佳培养基中 ,在 12 h 光照条件下 , 在 3 种温度

条件下 , 对接种后的增殖情况进行统计 ,结果表明:温度过低

时 ,不利于蝴蝶兰增殖 , 其原因可能是蝴蝶兰是热带植物 , 生

长发育所需要的温度较高 ,低温影响生理活动的正常进行 ,对

无机离子的吸收不利 ,致使细胞增殖分化速度受到抑制;温度

在22～ 28 ℃有利于无机离子的吸收 , 加速了生命活动的进

行 ,有利于增殖;温度在 30 ～ 32 ℃时对增殖有不利影响 ,高温

使呼吸作用加强 ,代谢活动旺盛 ,但由于其不是完整植株 , 主

动吸收养分的能力还未能建立 , 所以 , 环境过度恶化后 , 使生

长发育受到抑制或停止。在增殖时 ,温度应控制在 20 ℃以

上 , 30 ℃以下 , 可提高增殖系数。从生理角度来看 , 温度不仅

影响无机离子的吸收 ,同时也影响 CO 2 的吸收速率和呼吸作

用 ,最终表现出对蝴蝶兰增殖的影响 , 因此温度是影响蝴蝶兰

增殖的一个重要性因素。

　　表 3 不同温度对兰花增殖系数的影响

温度(℃) 接种株数(棵) 增殖株数(棵) 增殖系数

17 ～ 20 904 1 744 1.93

22 ～ 30 1 024 4 897 4.78

30 ～ 32 1 600 3 200 3.00

2.4　不同光照条件对兰花增殖系数及生长情况的影响

在温度为 25 ℃条件下 ,采用 BA5+NAA0.5+Ad2+Vc5

的培养基;每瓶接 8 棵苗 ,接种后在不同光照条件下培养 , 结

果见表 4。

　　表 4 不同光照条件对生长发育的影响

光照时间

(h/ d)

培养天数

(d)

接种株数

(棵)

增殖株数

(棵)
增殖系数 苗色

0 50 160 368 2.30 黄

12 50 1 600 6 524 4.10 绿

　　由表 4 可知 , 12 h/d 的光照比无光照条件下 , 增殖系数高

1.8 倍 ,在光照条件下形成绿色的分化苗 , 而在无光照条件下

形成黄化苗 , 生长缓慢 ,需从无光照条件转化成有光照的条件

下再培养 30 d ,使其转化为绿苗后才能进行继代培养 , 否则转

接后导致死苗。在有光照条件下 ,需要 50 d 就可转接一代 ,

而在无光照条件下需要 80 d 才能转接一代。由此可见 , 光照

对绿苗的形成及增殖是有利的。究其原因可能是:光照促进

叶绿体的形成;光照对植物离体培养条件下养分吸收 、形成及

运输有促进作用;对生理活性物质的激活可能有积极的作用;

促进了细胞增殖和器官分化发育的进程 , 因此光照是影响增

殖系数的另一要素。

3　结论
在植物的离体培养中 ,个体增殖发育过程是一个全面的

调节过程 , 只有在综合因素的合理的搭配作用下 , 才能达到最

佳效果。本试验主要对激素组合 , 离体种植下的密度 、温度 、

光照时间等方面进行了详细的研究 , 并量化了增殖因素的指

标 , 由此得出适宜兰花增殖的最佳条件:培养基为:MS +

BA5mg/ L+NAA0.5mg/ L+Ad5mg/ L+Vc4mg/ L、适宜的接

种密度6 ～ 8 棵/ 35 ml培养基 、温度为 22 ～ 28 ℃、光照条件为

12 h ,增殖系数达 4倍以上。
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课题之一。近几年来 ,本研究小组利用化学诱变方法筛选出

几种突变愈伤组织(染色体由二倍体变为多倍体), 其中秋水

仙碱诱变的突变愈伤组织的生长速率比对照快得多 , 药用成

分长春质碱含量也很高 ,而且很适于液体培养[ 2] ,这意味着它

可能是细胞工程技术生长春花药物的理想材料。为确立突变

愈伤组织的最适培养条件 ,现研究光照 、pH 、碳源及初始糖浓

度 、生长素和色氨酸等因子对长春花突变愈伤组织生长及吲

哚总碱积累的影响 ,对长春花突变愈伤组织培养条件进行优

化筛选 ,以期为以后工业化生产长春花药用成分提供理论和

实践依据。

1　材料和方法
1.1　材料

长春花突变愈伤组织由本实验室通过秋水仙碱诱变得

到 ,置于 MS 培养基上进行培养。培养基中添加 2 mg/ L a-

萘乙酸(NAA), 1 mg/ L 激动素(KT)。 pH6.2(灭菌前), 培养

温度 26 ～ 28 ℃。

1.2　方法

1.2.1　突变愈伤组织生长的测定　将长春花突变愈伤组织

从培养基上削离 ,称鲜重(取 3 瓶组织鲜重平均值)。

1.2.2　吲哚生物碱的提取及含量测定　参照文献[ 3] 进行提

取和测定 ,所有数据均为 3 次平行重复测定的结果。

2　结果与分析
2.1　光照

光照是影响长春花生物碱的积累种类和数量的重要因

素 ,光照还可以抑制生物碱的胞外释放。为了研究光照对突

变愈伤组织生长和吲哚生物碱积累的影响 , 我们将同一批生

长一致的突变愈伤组织接种于 50 ml(内装有 20 ml的 MS 培

养基)的三角烧瓶中 , 分为两组 ,一组进行光培养(12 h 光照),

一组进行暗培养 , 30 d 后收获 , 分别测其鲜重和吲哚总碱含

量 ,结果见表 1。光培养既有利于突变愈伤组织生长 , 又有利

于吲哚总碱的积累。

表 1　光照对突变愈伤组织生长及吲哚总碱含量的影响

培养条件 鲜重(g/瓶) 吲哚总碱(mg/ g FW)

光培养 12.21 1.43

暗培养 10.43 1.19

2.2　pH

图 1　pH 对突变愈伤组织生长和吲哚总碱含量的影响
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　　pH 值是影响细胞生理的重要因素 ,培养基的 pH 值能够

改变培养基中营养物质的离子化程度 ,从而影响细胞对营养

物质的吸收以及代谢反应中各种酶的活性和代谢途径。生物

碱的合成和储存在液泡中进行 , 液泡和培养基之间的 pH 梯

度能影响生物碱的合成和储存。改变培养基的 pH 值有利于

生物碱的胞外释放 , Jardin 等通过短期改变培养基 pH 值使细

胞中的生物碱 100%释放到了培养基中[ 4] 。

图 2　(a)碳源对突变愈伤组织生长的影响

图 2　(b)碳源对突变愈伤组织吲哚总碱含量的影响

　　从图 3 ,可以看出:培养基初始 pH 在 5.5～ 7.5 范围内变

动时 , 对突变愈伤组织生长及吲哚总碱的积累影响较小。这

可能是因为长春花突变愈伤组织对生存环境有一个调节和适

应的过程 , 最终可以克服不良生存环境 , 其结果就表现为对

pH 的不敏感。

2.3　碳源对突变愈伤组织生长和吲哚总碱积累的影响

分别以含有葡萄糖 、蔗糖各 30 g/ L 的 MS 培养基培养突

变愈伤组织 , 培养 10 , 15 , 20 , 25 , 30 , 35 d 来研究这两种碳源

对突变愈伤组织生长和吲哚总碱积累的影响。结果如图 2 所

示。在生长初期 , 蔗糖和葡萄糖对突变愈伤组织生长和吲哚

总碱积累的影响相似 , 20 d 后 , 以葡萄糖为碳源培养的突变愈

伤组织生长速度明显下降。而以蔗糖为碳源培养的突变愈伤

组织其生长速度一直在增加 , 30 d 后才下降。从吲哚总碱的

积累看 , 生长在以蔗糖为碳源的培养基上的突变愈伤组织吲

哚总碱从 10 ～ 30 d 一直在增加并达到最高峰 , 而且高于以葡

萄糖为碳源的突变愈伤组织吲哚总碱的含量(如图 2b)。碳

源既是细胞生长所需又是次生代谢物合成所需 , 其含量的变

化影响愈伤组织对其它活性成分的利用以及培养基的渗透

势 , 改变次生代谢产物的积累。葡萄糖作为碳源能被突变愈

伤组织迅速吸收因而初期生长较快 ,生物碱积累较高。但是

到后期葡萄糖很快被消耗 ,生长缓慢 , 生物碱合成降低。综合

考虑生物产量 , 吲哚总碱含量 ,本实验选择蔗糖作为碳源。

2.4　蔗糖浓度对突变愈伤组织生长和生物碱积累的影响

研究表明 , 增加初始蔗糖浓度可以提高长春花愈伤组织

中生物碱含量[ 5] ,但不同株系差别较大 。为进一步研究不同
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图 3　不同浓度的蔗糖对突变愈伤组织生长和吲哚总碱含量的影响

蔗糖浓度对突变愈伤组织生长和吲哚总碱积累的影响 , 将在

不同蔗糖浓度的培养基上培养 30 d 的突变愈伤组织取出 ,测

量其鲜重和吲哚总碱含量 ,重复 3 次取平均值。其结果如图

2 所示 , 结果表明:突变愈伤组织在蔗糖浓度为 40 g/ L 的培

养基上生长较其他培养基好 , 这说明突变愈伤组织对于培养

基蔗糖的量有着一定的要求 ,蔗糖浓度在 40 g/ L左右最适于

突变愈伤组织的生长 ,蔗糖浓度过大或过小 , 都会影响突变愈

伤组织的生长情况。

2.5　生长素

植物激素不仅影响细胞的生长 、分化 , 还影响生物碱的合

成 ,且激素的种类 、浓度不同 ,影响差别很大 , 现主要研究生长

素对突变愈伤组织的影响。

将突变愈伤组织均匀接种于 6 种含有不同种类和浓度的

生长素(KT 浓度不变)配比的培养基上 ,培养 30 d 收获 , 称鲜

重并测定吲哚总碱含量 ,重复 3 次取平均值。试验结果(见表

2)表明:2 , 4-D 的存在对于突变愈伤组织的生长和吲哚总碱

的积累有一定的抑制作用 , 并且此抑制作用随 2 , 4-D 浓度

的增加而增强。用 NAA 或 IAA 替代 2 , 4-D后 , 鲜重有所增

加。仅含 2 mg/ L NAA 可使组织鲜重达 11.09 g/瓶。 NAA

和 IAA 共同作用最利于吲哚总碱积累 , 与单一的 2 , 4-D作

用相比 ,吲哚总碱含量可达 1.48 mg/g FW。两种生长素组合

比单一的生长素更利于吲哚总碱积累。

表 2　生长素对突变愈伤组织生长及吲哚总碱含量的影响

组别 a b c d e f

生长素配比
2mg/ L

NAA

2mg/ L

IAA

2mg/ L

2 ,4-D

1mg/ L NAA

1mg/ L 2 ,4-D

1mg/ L IAA

1mg/ L NAA

1mg/ L IAA

1mg/ L 2 ,4-D

鲜重

(g/瓶)
11.09 7.01 5.04 5.48 10.78 7.79

吲哚总碱

(mg/g FW)
1.40 1.36 1.00 1.09 1.48 1.06

2.6　前体饲喂

添加合适的前体物质可以有效地提高植物细胞次级代谢

产物的含量 , Deus 等[ 6]报道 , 培养液中加入色胺和色氨酸 ,能

不同程度的刺激生物碱的生产。Magdi El-Sayed 等[ 7] 在一

项研究中却发现 ,外源色胺和马钱子在一个细胞株系中使生

物碱的产量增加 6 倍。

图 4　不同浓度的色氨对突变愈伤组织生长和吲哚总碱含量的影响

　　色氨酸是吲哚总碱合成的重要前体之一 , 为研究色氨酸

对突变愈伤组织生长和吲哚总碱的影响 ,用分别含有 0 , 100 ,

200 , 400 , 600 , 1 000 mg/ L的培养基培养突变愈伤组织 , 30 d

后收获 , 测定鲜重和吲哚总碱含量 ,结果如图 4 所示 , 色氨酸

可使吲哚生物碱的合成增加 , 但浓度不易过大 , 否则可能会产

生抑制作用 , 合成又降低 , 添加 200 mg/ L 的色氨酸最有利于

突变愈伤组织的生长和吲哚总碱的积累。

3　小结
以上研究结果表明 , 光培养较暗培养有利于吲哚总碱生

成;pH 的改变对吲哚总碱的积累几乎没有变化;碳源对突变

愈伤组织的生长和吲哚总碱的积累有较大影响 , 一定范围内

初始糖浓度的增加 ,有利于组织生长和吲哚总碱的积累;2 , 4

-D 的存在对于突变愈伤组织的生长和吲哚总碱的积累有抑

制作用 , 2 mg/ L 的 NAA 可使突变愈伤组织的生物产量最高 ,

NAA和 IAA 两种生长素共同作用最利于吲哚总碱的积累;加

入 200 mg/ L的色氨酸对提高吲哚总碱的含量有促进作用。

长春花组织培养中 , 色氨酸除了作为氨基酸来源合成蛋白质

以外 , 还可用于合成吲哚乙酸以及作为吲哚生物碱的前体 , 因

此对长春花组织培养有重要影响。
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