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的生产
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摘 要 研究了培养基、植物生长调节素以及接种量对 <#/%= 1,+>*+/+ 1*R0*悬浮培养细胞的生长情况以及对 !$E羟基蜕皮激素

形成的作用。当细胞在添加有 !S$.BLT R;P（#E苯甲酸嘌呤）和 &S$.BLT !，QEN 的 U6./(0B’A R: 培养基中培养时细胞生长和 !$E
羟基蜕皮激素的形成达到了最高水平。当接种量为 !$VP@’（积压细胞体积）时观察到了 !$E羟基蜕皮激素的最高产量，大约

是 &S&.BL（T·4）。实验数据也表明当接种量增加到 !$VP@’ 时，产量提高了 % 倍。
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蜕皮素、!$E羟基蜕皮激素或 /-=6E蜕皮素属于蜕

皮激素，它们在控制昆虫或者甲卡动物的生长、发育

和复制方面具有重要的作用［&］。蜕皮素或者它们的

类似物可以用作杀虫剂［!］。另外，/-=6E蜕皮素有潜

力替代添加剂胆固醇，可以做为天然生长刺激素用

在虾养殖业方面［"］。近来关于 !$E羟基蜕皮激素的

药物学研究特征表明它具有抗菌活性、抗糖尿病效

果以及抗氧化和抗自由基特征［Q］，市场上也有很多

用于健身以及运动员用的含 !$ 羟基蜕皮激素的产

品。< * 1,+>*+/+ 树皮的 !$E羟基蜕皮激素 的含量高

达 !V [ !S:V N\，因此这种植物有潜力作为蜕皮

激素的来源［:］。由于 < * 1,+>*+/+ 树木稀缺并且生长

缓慢，所以 !$E羟基蜕皮激素的来源有限。植物细胞

培养作为一种非常有吸引力的替代方法可以克服从

天然资源中提取有用代谢物的限制［#］。影响 < *
1,+>*+/+ 培养细胞产生 !$E羟基蜕皮激素的很多因

素都已有研究，包括培养基优化［:，%］，添加前体物

质［%］。本研究的目的是通过调节培养基的配方以及

激素类型建立 < * 1,+>*+/+ 细胞悬浮培养的方法从

而用于生产 !$E羟基蜕皮激素。另外，本文还考察了



接种量对细胞生长以及 !"#羟基蜕皮激素产生的影

响。

! 材料和方法

!"! 植物材料和细胞培养

! $ "#$%&$’$ 细胞系来源于幼茎［%］，已经传代培

养超过 &" 年。愈伤组织培养 维持在半数剂量的

’(（’)*+,-./0 +12 (344/）培养基中［5］，添加 !6"7/89
:#苯甲酸嘌呤（;<=），&6"7/89 的 !，>#二氯苯氧代

乙酸（!，>#?）和 @"/89 蔗糖。培养基调节 AB %65 并

&!&C !"7.1 灭菌。悬浮培养在液体培养基中进行，

与愈伤组织培养类似，只是不添加琼脂。培养瓶放

置在滚动摇床上，转速 &!"*87.1，!"""DE !%C 持 续

光照。

!"# 细胞生长测定

用测定培养物中细胞干重的方法来确定细胞生

长量。检测细胞干重时，细胞悬液在抽真空的情况

下透过布氏漏斗上的滤纸。将细胞放置在培养皿中

在 :"C烘箱中烘干到恒重。

!"$ 蜕皮素提取和 %&’( 检测

"6@/ 干重的细胞在 ,4E-0F 仪器中用 &5"79 的

G%H（! 8!）的乙醇提取 :-。乙醇提取液通过旋转蒸

发器在 :"C 蒸发。残余物溶解在 @79 的甲醇中，

并用 %79 的己烷涡旋 ! 次。甲烷提取物在 :"C 热

风烘箱中蒸发。残余物溶解在 !79 的蒸馏水中。

上清通过 (0A#A+3 I&5柱过滤，用 &"79 的蒸馏水洗脱

高极性物质，使之与保留的蜕皮素分离。用 !"H
（! 8!）甲醇#水（&"79）和 5"H（ ! 8!）甲醇#水分别

洗脱蜕皮素。收集洗脱物并在室温晾干，然后溶解

在甲醇中进行 B=9I 分析。提取物用 J?(#@ I&5 柱

（!%"77 K >6:77）分析。流动相的组成为水8乙腈8
乙酸（5> L&> L !，! 8! 8!），流速 &6"7987.1。用 !%>17
波长测定吸收值。标准品（!"#羟基蜕皮激素）溶解

在甲醇中，浓度为 !6"7/879。!"#羟基蜕皮激素的含

量通过以下公式计算：

( M GN O "6:) P QG!%6!（*! M "6GG5），

( 代表 !"#羟基蜕皮激素的面积，) 代表 !"#羟
基蜕皮激素的含量。

# 结果和讨论

#"! 培养基的影响

图 & 显示的是 ! $ "#$%&$’$ 悬浮培养物在 ;% 培

养基和 &8! ’( 培养基中的生长过程曲线以及 !"#羟
基蜕 皮 激 素 的 产 生 情 况，两 种 培 养 基 都 添 加 了

!6"7/89 ;<= 和 &6"7/89 !，>#?。&!6&/89 的最高细

胞干重是用 ;% 培养基培养 @ 周获得的。在 &8! ’(
培养 基 中 获 得 的 最 高 细 胞 干 重 比 ;% 培 养 基 低

!"H。B=9I 分析产生的 !"#羟基蜕皮激素表明，当

细胞在 ;% 培养基中培养三周时产生最高水平的 !"#
羟基蜕皮激素（"6"@5H ?R）。这个数值比在 &8!
’( 培 养 基 中 培 养 时 获 得 的 水 平 高 !>H。根 据

S+-+D3+ 及其同事的报道，;% 培养基中的白花丹醌

含量比 &8!’( 培养基中的含量高约 &65 倍［G］。;%
培养基比 ’( 培养基对细胞生长以及 !"#羟基蜕皮

激素的形成更加有利可能是因为它含有更高的无机

营养素和维生素［&"］。另外，在其它植物中，;% 培养

基对细胞生长和刺激代谢产物的形成也更加有利，

这 些 植 物 包 括 +&,-./ /$’01$［&&］ 和 +0/’$2-34
54/4&’0-,#$［&!］。在本文中，;% 培养基可以有效促进细

胞生长和形成 !"#羟基蜕皮激素。因此，本文选择

;% 培养基进行后续研究。

#"# 植物生长调节素的影响

本文还研究了植物生长调节素对 ! $ "#$%&$’$
细胞生长以及对 !"#羟基蜕皮激素形成的影响（图

!）。 ! $ "#$%&$’$ 细 胞 用 ;% 培 养 基 培 养，添 加

!6"7/89 ;<= 和 &6"7/89 的两种不同的植物生长素

（!，>#? 和 T<<）。当用添加 !6"7/89 ;<= 和 &6"7/89
T<< 的 ;% 培 养 基 时，在 第 四 周 获 得 了 最 高 产 量

Q6>/89。然而，当用添加 !6"7/89 ;<= 和 &6"7/89 !，

>#? 的 ;% 培养基，在第三周获得最高细胞产量，其

产量 比 用 含 有 T<< 的 培 养 基 高 出 >"H。用 添 加

!6"7/89 ;<= 和 &6"7/89 !，>#? 的 ;% 培养基培养三

周时，!"#羟基蜕皮激素的最高含量为 "6"@GH?R。

这一含量比用添加 T<< 的培养基高出 @"H。因此，

后续试验用添加 !6"7/89 ;<= 和 &6"7/89 !，>#? 的

;% 培养基进行。

#"$ 接种量的影响

接种量对细胞生长和 !"#羟基蜕皮激素产生的

影响列 在 表 & 中。接 种 量 为 !"H 压 积 细 胞 体 积

（=IU）时，在第 > 天达到最高细胞生长速度，而用

&"H的 =IU 时最高细胞生长速度 !&2 时才能获得。

提高接种量可以显著的缩短培养时间。用 !"H=IU
培养 >2 时，可获得 !"#羟基蜕皮激素的最高产率，约

"6">"H?R。!"H=IU 时，!"#羟基蜕皮激素的最高

产量为 &6&"7/8（9·2）。这一数值比用 &"H=IU 高 Q
倍。这些数据表明提高接种量对提高 !"#羟基蜕皮

激素的形成非常重要。通过提高接种量而刺激人参

皂甙形成的原因可能是细胞之间的交流以及通过接

>@"& +3024/4 6,.&2$# ,7 80,’4-32,#,"9 生物工程学报 !""Q，U4D6!@，S46:



图 ! ! " "#$%&$’$ 悬浮细胞在不同培养基配方中培养时

细胞细胞干重和 #$%羟基蜕皮激素产生的时间曲线

&’(" ! )’*+ ,-./0+ -1 2/3 4+’(56 782 #$%532/-93+,230-8+
:/-2.,6’-8 ’8 ,+;; 0.0:+80’-8 ,.;6./+0 -1 ! " "#$%&$’$

’8 2’11+/+86 *+2’7 1-/*.;76’-8
<7;.+0 7/+ *+780 -1 6/’:;’,76+ /+0.;60 782 +//-/

=7/0 /+:/+0+86 067827/2 2+>’76’-80"

种量所释放的未知的影响因子［!?］。另外，接种量对

细胞生长以及次级代谢产物形成的影响可能与参与

代谢途径的酶活性的提高有关［!@］。同样的，通过提

高接种量来提高次级代谢产物的含量的方法也在以

下 方 面 有 应 用：($)*+ ,-./0/+.+［!A］ 产 生 紫 杉 酚，

1*,*&%.’$ $/2&0$/$ 产 生 葫 芦 素［!B］， 3$/$)
/4’4"./+0/"［!C］产生人参皂甙以及 5$*++*&0$ 602*+$［!D］

产生 E7,+-0’2’8。但是，接种量对次级代谢物生物合

成的影响的具体机制还不明确。

图 # ! " "#$%&$’$ 悬浮细胞在添加 #F$*(GH IJK 和 !F$*(GH
两种不同的植物生长素（#，@%和 LJJ）的 IA培养基中培养

时细胞细胞干重和 #$%羟基蜕皮激素产生的时间曲线

&’(" # )’*+ ,-./0+ -1 2/3 4+’(56 782 #$%532/-93+,230-8+
:/-2.,6’-8 -1 ! " "#$%&$’$ ,+;; 0.0:+80’-8 ,.;6./+0

’8 IA *+2’.* 0.::;+*+86 4’65 #F$*(GH IJK 782 !F$*(GH
-1 # 2’11+/+86 7.9’8（#，@%M 782 LJJ）

<7;.+0 7/+ *+780 -1 6/’:;’,76+ /+0.;60 782 +//-/
=7/0 /+:/+0+86 067827/2 2+>’76’-80"

! 结论

! " "#$%&$’$ 悬浮细胞培养对细胞生长和 #$%羟
基蜕皮激素形成的最佳条件为 N7*=-/(’0 IA 培养

基，添加 !F$*(GH #，@%M，#F$ *(GH IJK，#$ OKP< 接

种量。

表 " ! # "#$%&$’$ 悬浮细胞在添加 $%&’()* +,- 和 "%&’()* $，./0 的 +1 培养基中

培养时接种量对生物量和 $&/羟基蜕皮激素产生的影响

23456 " 78869: ;8 <=;9>5>’ ?<@6 ;= :A6 4<;’3?? 3=B $&/ACBD;EC69BC?;=6 FD;B>9:<G<:C <= ?>?F6=?<;=
9>5:>D6 ;8 ! # "#$%&$’$ <= +1 ’6B<>’ ?>FF56’6=:6B H<:A $%&’()* +,- 3=B "%&’()* $，./0

L8-,.;.* 0’Q+（OKP<） R79’*.* :/-2.,6’-8（OMS） R79’*.* ,+;; (/-465G（(GH） )’*+ -1 *79’*.* :/-2.,6’-8G2 R79’*.* :/-2.,6’>’63［*(GH·2）］

!$ $F$?? !!F# #! $F!CB
#$ $F$@$ !!F$ @ !F!
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科学出版社科学出版中心生命科学分社新书推介

发育的原理（原书第三版）
〔英〕P4沃尔珀特等 编著 丁小燕等 译 @!B K ! K AJ K A?@II! K J_Z4?B@G ‘ @B4AA HAA! 年 B 月 JA 日

出版

本书是牛津大学出版社出版的 +*"05"4’$. /7 3$:$’/42$0# 的导读版。涉及的学科是生命科学的核心

学科之一，是一本具有国际水平的优秀参考书。本书主编是一名优秀的发育生物学家，英国皇家科学

院院士。本书的其他编者都是各自领域的权威学者，至今仍活跃在科研第一线。因此本书学术水平

高，具有权威性和前沿性。

本书对于本科生和研究生以及对发育生物学有兴趣的科研人员都有重要的参考价值。

比较基因组学
〔美〕94克拉克 主编 邱幼祥 高翔 等译 @!B K ! K AJ K A?@IJA K Q_Z4?B@Q ‘ JB4AA HAA! 年 B 月 H 日

出版

本书讲述了各种模式生物基因组在人类基因组研究与人类基因鉴定中发挥的重要作用。介绍了

研究模式生物基因组的不同方法，如突变研究，0^MD 表达图的构建，原位杂交和比较 基因组（在基因

和核苷酸水平）分析。这一切都将有助于我们对于人类基因组的认识。在探索所有生物基因组进化的

连续性和变异性、生物之间的亲缘关系、阐明基因结构和演化、调控序列的结构和功能、内含子的进化

以及基因功能方面，比较基因组学更有其特殊的价值。

本书适合高等院校遗传学、分子生物学、生物化学等相关专业的学生、教师及科研人员参考。

神经心理学
尹文刚 编著 @!B K ! K AJ K A?@!JH K A_Z4?@?@ ‘ I@4AA HAA! 年 @ 月 I 日出版

神经心理学是一门以脑与心理的关系为研究对象的交叉性学科，探索脑与心理的关系是打开人类

精神现象之迷的主要途径，目前它巳经成为脑科学研究中的前沿。本书作者长年从事神经心理研究和

教学，对这门学科十分了解，正是考虑到它的价值和应用性，才写出这本综合性的比较完整的神经心理

学教科书。它的读者对象较广，不仅可以作为医学和心理学专业的学生作为专业课，教育学和生物学

专业的学生也可以专门读一读，而且也适用于普通大学生和研究生作为了解人脑功能及其应用的选修

教材。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）
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