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稀土元素铈对提高细胞培养喜树碱产量的研究
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　　摘　要：在喜树悬浮培养细胞中，三价稀土铈（Ｃｅ３＋）的诱导刺激能显著促进喜树碱的生物合
成。在细胞培养的第１０天加入０．１ｍＭ的Ｃｅ３＋，可使喜树碱产量达到最大值１３．０２ｍｇ／Ｌ，是没
有受到刺激的６．３９倍。与此相应的是，Ｃｅ３＋刺激能显著提高培养细胞苯丙氨酸裂解酶的活性，
增加细胞内丙二醛的含量。
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　　喜树（Ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃａ　ａｃｕｍｉｎａｔａ　Ｄｅｃａｉｓｎｅ）为珙桐科喜
树属植物，我国特有树种，国家二级保护植物。１９６６年，
科学家首次发现喜树中含有抗肿瘤活性物质喜树碱

（Ｃａｍｐｏｔｈｅｃｉｎ）［１］。直到１９８５年，研究结果进一步揭示，
喜树碱是由于抑制肿瘤细胞内拓扑异构酶Ⅰ（Ｔｏｐｏｉ－
ｓｏｍｅｒａｓｅⅠ）的活性而具有抗癌活性的［２］，喜树和喜树碱
才开始成为新的研究热点。１９９６年，喜树碱的２种衍生
物，Ｉｒｉｎｏｔｈｅｃａｎ和Ｔｏｐｏｔｈｅｃａｎ得到美国ＦＤＡ的批准用
于临床［３］。随着以喜树碱为原料开发的临床药物需求
的不断扩大，可持续获得喜树碱及其衍生物已成当务之
急。现在世界范围内喜树碱唯一可行的市场来源仍然
是从野生植物（主要是喜树）中提取，然而，喜树野生资
源毕竟有限，单纯靠从植株中提取势必造成对自然资源
和生态环境的巨大破坏，也不能满足市场的需要，利用
植物细胞培养法生产喜树碱被认为是一条很有希望的

替代途径［３－４］。
近十几年来，随着稀土资源的开发应用，使得稀土

元素越来越成为生物工作者的关注研究对象。现已证
明，适宜浓度的稀土能刺激植物生长，促进植物根系对
养分的吸收，提高植物叶绿素含量，促进光合作用，促进
开花和生殖以及抗逆性等［５］。许多研究人员将稀土作
为非生物的诱导子，应用到植物组织培养领域，来刺激
诱导次生代谢产物的积累，并取得了较好的结果［６］。在

诸多的稀土元素中，铈离子（Ｃｅ３＋）被广泛应用来提高植
物细胞培养物中目的产物的产量［７－１０］。为此，现以喜树
悬浮培养细胞为试验材料，研究了Ｃｅ３＋对细胞生长及喜
树碱生物合成的影响，并初步探讨其作用机理。

１　材料与方法
１．１　试验材料和细胞培养
喜树悬浮细胞系为该研究小组从喜树诱导培养而

来的１个普通细胞系［４］。悬浮培养以ＭＳ作为基本培养
基，添加激素２，４－Ｄ　０．１ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ和６－ＢＡ
０．５ｍｇ／Ｌ，蔗糖４０ｇ／Ｌ，ｐＨ　５．８。２５０ｍＬ三角瓶置于转
速１００ｒ／ｍｉｎ的摇床上，２５℃温室中黑暗培养。每瓶加
入１００ｍＬ液体培养基，１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ，每个处
理接种３瓶，每瓶接种新鲜细胞１０ｇ。
１．２　稀土铈的来源及配制方法
稀土铈采用氯化铈（ＣｅＣｌ３）（购自于包头市亿源稀

土有限责任公司），ＣｅＣｌ３ 试验前用蒸馏水（加少许
ＨＮＯ３）配置成一定浓度的母液，过滤除菌，试验时加入
至所需的浓度，对照加入同样体积的无菌水。
１．３　细胞生长速率的测定
将待测的悬浮细胞通过真空抽滤将培养液与细胞

分开，收获细胞于真空冷冻干燥箱中干燥至恒重后称重，
生长速率以每升培养液产生的细胞干重（ｇ／Ｌ）来表示。
１．４　喜树碱含量的测定
细胞样品中喜树碱的提取和检测参照文献［４］的方

法，喜树碱标准样品购自美国的Ｓｉｇｍａ公司，喜树碱的
含量和产量分别用占悬浮培养细胞干重的比例和每升

培养基中喜树细胞产生的喜树碱总量（ｍｇ／Ｌ）来表示。
１．５　培养液中喜树碱释放量的测定
新鲜细胞经抽滤与培养液分开后，取１０ｍＬ培养液

加入１０ｍＬ氯仿充分振荡，吸出氯仿层，重复３次合并
氯仿层成结晶，结晶物中加入２ｍＬ氯仿与水（体积比为
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８∶２）萃取３次合并氯仿层成结晶，结晶物用１ｍＬ的甲
醇（色谱纯）溶解定容后用于高效液相色谱（ＨＰＬＣ）分
析，测定方法同上。
１．６　苯丙氨酸裂解酶活力和丙二醛含量的测定
苯丙氨酸裂解酶（ＰＡＬ）活性的测定参见文献［１１］，

丙二醛（ＭＤＡ）含量的测定参见文献［１２］。
１．７　重复性和数据处理
试验中各处理至少重复３次，文中的图片和表格中

的数据为各处理的平均值±标准偏差。

２　结果与分析
２．１　不同浓度铈离子对喜树碱产量的影响
将Ｃｅ３＋在细胞培养的第０天加入，Ｃｅ３＋的终浓度分

别达到：０．０２５、０．０５０、０．０７５、０．１００、０．１２５和０．１５０ｍＭ，细胞
培养２０ｄ后收获，测定细胞生物量，细胞内喜树碱含量，
结果见图１。低浓度的ＣｅＣｌ３ 对细胞生长具有促进作
用，高浓度的Ｃｅ３＋明显抑制细胞生长。当Ｃｅ３＋浓度为
０．０５０ｍＭ时，细胞干重达到最大３３．０３ｇ／Ｌ，而对照，即没有
加入ＣｅＣｌ３的培养细胞干重为２６．３８ｇ／Ｌ。对喜树碱合
成而言，随着Ｃｅ３＋终浓度的增加，喜树碱含量急剧升高，
当ＣｅＣｌ３达到０．１２５ｍＭ时，细胞内喜树碱含量达到最
大，为细胞干重的０．０３１１％，是对照（含量为０．００７２３％）
的４．３１倍。同时，加入稀土元素后，次生代谢物能分泌
到细胞外（表１）。随着ＣｅＣｌ３ 浓度的增加，分泌到细胞
外的目的产物也不断增加。综合考虑胞内和胞外的情
况，在Ｃｅ３＋浓度为０．１ｍＭ的诱导刺激下，喜树碱总产
量达到最大值８．７２ｍｇ／Ｌ，是未处理的４．５６倍。

图１　不同浓度的Ｃｅ３＋对喜树细胞生长和喜树碱含量的影响

　　表１　　不同浓度的Ｃｅ３＋对喜树碱产量和
喜树碱渗透释放的影响

Ｃｅ３＋的浓度

／ｍＭ

胞内喜树碱产量

／ｍｇ·Ｌ－１
胞外喜树碱产量

／ｍｇ·Ｌ－１
喜树碱总产量

／ｍｇ·Ｌ－１

０．０００　 １．９１±０．２９　 ０　 １．９１±０．２９

０．０２５　 ２．３２±０．２２　 ０．１９±０．１１　 ２．５２±０．２３

０．０５０　 ３．５９±０．２９　 ０．５５±０．０９　 ４．１５±０．２２

０．０７５　 ５．４２±０．２３　 １．２１±０．１６　 ６．６３±０．０７

０．１００　 ５．６９±０．２７　 ２．３１±０．２９　 ８．７２±０．３９

０．１２５　 ５．５８±０．４４　 ２．３２±０．１８　 ８．０７±０．６２

０．１５０　 ２．８４±０．３９　 １．５７±０．１８　 ４．４１±０．２５

２．２　铈离子在不同培养时间加入对喜树碱产量的影响

从以上试验得到Ｃｅ３＋在０．１ｍＭ时，喜树碱的总产
量达到最大值。分别在细胞生长的第０、５、１０、１５天加入
０．１ｍＭ的ＣｅＣｌ３，细胞培养２０ｄ后收获，测定细胞生物
量，细胞内喜树碱含量，结果见图２。从图２可知，Ｃｅ３＋

在较早时期（即第０、５、１０天）加入强烈抑制细胞生长，而
在生长末期（第１５天）对生长无明显影响。与此不同的
是，ＣｅＣｌ３在不同时间加入都能促进喜树碱的生物合成，
但加入时间很重要。在第１０天加入最有效，喜树碱的
细胞 内 含 量 可 达 到 ０．０３５５３％，是 对 照 （含 量 为
０．００７６６７％）的４．３７倍。不同时间加入的的Ｃｅ３＋刺激对
喜树碱的渗透释放影响也不一样（表２），在第１０天加入
最有效，喜树碱的细胞外释放量可高达４．１９ｍｇ／Ｌ。总
体而言，ＣｅＣｌ３在第１０天加入最有效，产量达到最大值
１３．０２ｍｇ／Ｌ，是对照的（２．０４ｍｇ／Ｌ）的６．３９倍。

图２　Ｃｅ３＋的不同处理时间对喜树细胞生长和喜树碱含量的影响

　　表２　Ｃｅ３＋的不同处理时间对喜树碱产量和
　　喜树碱渗透释放的影响

加入天数

／ｄ

胞内喜树碱产量

／ｍｇ·Ｌ－１
胞外喜树碱产量

／ｍｇ·Ｌ－１
喜树碱总产量

／ｍｇ·Ｌ－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ　 ２．０４±０．４８　 ０　 ２．０４±０．４８
０　 ５．６８±０．６０　 ２．３２±０．１９　 ７．９９±０．７４
５　 ６．７２±０．１３　 ２．８５±０．１９　 ９．５７±０．２７
１０　 ８．８３±１．０７　 ４．１９±０．３３　 １３．０２±０．９１
１５　 ８．３６±０．１９　 ３．３５±０．２３　 １１．７１±０．２３

２．３　铈离子刺激对苯丙氨酸裂解酶活性和丙二醛含量

的影响

０．１ｍＭ　Ｃｅ３＋在第１０天加入时可达到喜树碱的最
大产量，为此，该试验从细胞培养的第１０天加入０．１ｍＭ
Ｃｅ３＋，从培养的第９天开始，每隔２ｄ取样，分别测定受

Ｃｅ３＋诱导处理的细胞和未受到处理的细胞苯丙氨酸裂
解酶的活性和细胞内丙二醛的含量，其动态变化结果如
图３所示。结果表明在Ｃｅ３＋刺激的培养细胞，从第１０
天开始，ＰＡＬ的活力和 ＭＤＡ的含量都显著增加。对
ＰＡＬ而言，经过处理的ＰＡＬ活性在第１５天达到最大值
４３１Ｕ／ｇ　ＦＷ，是对照的１．２８倍（对照的在第１７天达到
最大值３３５Ｕ／ｇ　ＦＷ）。经过处理和对照的细胞内ＭＤＡ
含量都在第１９天达到最大值，受到诱导处理的细胞内
ＭＤＡ的含量为３．４６μｍｏｌ／ｇ　ＦＷ，是对照的１．５８倍。
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图３　Ｃｅ３＋对苯丙氨酸裂解酶活性和丙二醛含量的影响

３　讨论
低剂量的ＣｅＣｌ３ 对喜树细胞生长具有一定的促进

作用（图１），同样的现象在肉苁蓉（Ｃｉｓｔａｎｃｈｅ　ｄｅｓｅｒｔｉｃｏｌａ）
和番红花（Ｃｒｏｃｕｓ　ｓａｔｉｖｕｓ）悬浮细胞培养中也得到证
实［７－８］，这种在一定浓度范围内促进植物细胞生长的作
用可能与植物激素的功能有某些相似性［６，１０］。
较高剂量的ＣｅＣｌ３ 非常显著地提高了喜树碱的生

物合成（图２，表２），原因之一是稀土元素对次生代谢物
的作用与它们的化学特性相关，稀土元素可以代替诸如
Ｃａ２＋或Ｆｅ３＋等金属离子，或者与这些金属离子竞争而结
合在细胞膜的某些位点上，从而提高营养物质的吸收，
同化，利用和转运，进而影响次生代谢或与次生代谢有
关的生理生化变化［６，９－１０］。从试验结果可知，ＣｅＣｌ３ 刺激
处理过的悬浮培养细胞ＰＡＬ的活性明显高于未经处理
的培养细胞（图３）。ＰＡＬ是植物从初生代谢转变为次生
代谢的关键酶之一［８，１０］，铈离子刺激可以明显增加培养
细胞ＰＡＬ的活性从而启动喜树碱的合成。另一个原因
是稀土元素与重金属离子相似的胁迫特性，导致细胞膜
脂过氧化从而促进次生代谢产物向外释放，减少次生代
谢产物在细胞内积累而引起的反馈抑制效应［７，１２－１３］。从
图３可知，铈离子刺激明显的增加细胞内丙二醛（ＭＤＡ）
的含量，丙二醛是膜脂过氧化作用的最终分解产物，是常

用的膜脂过氧化指标［１２］，从而导致喜树碱的胞外释放
（表１－２）。
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