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Ｌ⁃丙氨酸对海南粗榧悬浮细胞合成三尖杉酯类碱的影响
蒋旋娴， 李永成∗

（ 海南大学 食品学院， 海口 ５７０２２８ ）

摘　 要： 该研究在海南粗榧悬浮细胞培养的不同阶段（５、１０、１５、２０ ｄ），分别添加不同剂量的 Ｌ⁃丙氨酸（１０、
３０、５０、１００ ｍｇ·Ｌ⁃１），测定细胞生长、细胞活力及产物含量，确定 Ｌ⁃丙氨酸最佳的添加时间及添加剂量。 结果

表明：添加 Ｌ⁃丙氨酸对细胞生长和细胞活力均有抑制作用；在海南粗榧悬浮培养第 １５ 天、添加 ３０ ｍｇ·Ｌ⁃１ Ｌ⁃
丙氨酸时，产物含量最高（４．８５３ ６ ｍｇ·Ｌ⁃１），是对照（２．８５３ ８ ｍｇ·Ｌ⁃１）的 １．７ 倍。 同时，为了探讨添加 Ｌ⁃丙氨

酸对海南粗榧悬浮细胞糖代谢的影响，对培养基糖耗程度、细胞内糖酵解途径（ｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ，ＥＭＰ 途径）
关键酶丙酮酸激酶（Ｐｙｒｕｖａｔｅ ｋｉｎａｓｅ，ＰＫ）活力、磷酸戊糖途径（ｈｅｘｏｓｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐａｔｈｗａｙ，ＨＭＰ 途径）关键

酶 ６⁃磷酸葡萄糖脱氢酶（ｇｌｕｃｏｓｅ ６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， Ｇ６ＰＤＨ）活力进行了测定，结果显示添加 Ｌ⁃丙氨酸

后，植物细胞培养液中总耗糖速度与对照相比无明显差异，丙酮酸激酶（ＰＫ）活力与对照（２５．３７ Ｕ·ｇ⁃１）相比

下降了 ２９．１０％，Ｇ６ＤＰＨ 活力是对照组（５３．４９ Ｕ·ｇ⁃１）的 １．３３ 倍。 以上结果说明，糖代谢途径中碳通量在一定

程度上由 ＥＭＰ 途径转向了 ＨＭＰ 途径，三尖杉酯类碱合成的前体物 ＰＥＰ 积累，Ｅ４Ｐ 合成量增加，均有利于产物

三尖杉酯类碱含量的增加。
关键词： 海南粗榧， 悬浮培养， 抑制剂， Ｌ⁃丙氨酸， 三尖杉酯类碱
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　 　 海南粗榧（Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ ｍａｎｎｉｉ）属于裸子植物

门，为三尖杉科（粗榧科）三尖杉属（粗榧属）雌雄异

株常绿乔木， 是三尖杉科植物中分布最南的一种，
主要分布在海南，但在广西、云南与西藏也有零星分

布（傅立国，１９７８；陈焕镛，１９６４）。 海南粗榧也是生

产抗癌药物三尖杉酯碱（Ｈａｒｒｉｎｇｔｏｎｉｎｅ） 和高三尖杉

酯碱（Ｈｏｍｏｈａｒｒｉｎｇｔｏｎｉｎｅ）的主要材料（刘进平和党

群帆，２００６）；由于有较强的抗癌作用，又被称为“抗
癌奇木”（王有生，１９９０）。 因为其繁殖不易，生长缓

慢，并且近年来被过度采伐，这种国家二级重点保护

植物已濒于灭绝的边缘（符文英等，２００３）。 三尖杉

酯碱与高三尖杉酯碱在海南粗榧中的含量约为

０．３８％（树皮） （陈毓亨和黄全，１９７７），需要约１ ０００
ｋｇ 的海南粗榧木材大约才能提取出 １ ｇ 分析纯的三

尖杉酯碱（刘进平等，２０１０），原料耗费巨大，远不能

满足日益增长的临床需要。
植物细胞悬浮培养具有不受地理环境、土壤条

件、季节变化等因素的限制，能确保产物均匀、连续

的生产，并且提取方法简单（Ｇｉｂｓｏｎ ｅｔ ａｌ，１９９３）。 其

中，促进植物悬浮细胞高效表达次生代谢物的策略

主要有：选育高通量的细胞系、选择合适的培养技

术、优化培养条件、添加前体物质、使用诱导子和抑

制剂等（Ｓｔｒｏｈｌ，２００１；Ｗｉｌｓｏｎ ＆ Ｒｏｂｅｒｔｓ，２０１２）。 其中

添加代谢抑制剂可抑制支路代谢和切断其他非目的

代谢的合成途径，改变细胞中代谢流的流向，从而增

加目标化合物产量。 周忠强和梅兴国（２００４）在红

豆杉悬浮细胞体系中通过单独或组合添加的方式添

加单萜合成抑制剂樟脑、松油醇、α⁃蒎烯后均能促进

产物合成，并且三种抑制剂同时添加时更有利于产

物的合成。
三尖杉类生物碱是异喹啉生物碱中一组结构特

殊的生物碱，其生物合成途径如图 １ 所示，葡萄糖经

过糖酵解产生磷酸烯醇式丙酮酸和磷酸戊糖途径产

生的赤藓糖⁃４⁃磷酸，二者合成的莽草酸进一步转化

为苯丙氨酸和酪氨酸，从而合成三尖杉酯类碱（Ｇｉｔ⁃
ｔｅｒｍａｎ ｅｔ ａｌ，１９８０；Ｐａｒｒｙ ｅｔ ａｌ，１９８０）。 Ｌ⁃丙氨酸是糖

酵解途径中重要的限速酶丙酮酸激酶的抑制剂。
Ｒｕｉｆａｎｇ ｅｔ ａｌ（２００９）报道在产林可霉素菌株的培养

基中外源添加 ０．１ ｇ·Ｌ⁃１ Ｌ⁃丙氨酸后，产物含量增加

１３％。 本研究期望通过添加 Ｌ⁃丙氨酸，抑制丙酮酸

激酶活性，阻断前体物磷酸烯醇式丙酮酸向丙酮酸

的转化路径，促进葡萄糖向磷酸戊糖途径分流，使代

谢流更多地流向所需产物合成的方向。

１　 材料与方法

１．１ 植物材料

海南粗榧（Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ ｍａｎｎｉｉ）外植体采自海

南省儋州市热带植物园，愈伤组织从其嫩叶中诱导

获得（王成韬，２０１３）。
１．２ 植物细胞培养

基础培养基为 ＭＳ 培养基，其中添加 ４ ｍｇ·Ｌ⁃１

萘乙酸、０．１５ ｍｇ·Ｌ⁃１激动素、０．５ ｇ·Ｌ⁃１聚乙烯吡咯

烷酮、１ ｇ·Ｌ⁃１酶水解酪蛋白以及 ３５ ｇ·Ｌ⁃１蔗糖、固
体培养基中另外添加 ３ ｍｇ·Ｌ⁃１ 植物凝胶。 用 １
ｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 至 ５．８～６．０（王成韬，２０１３）。

海南粗榧愈伤组织在 ２６ ℃黑暗培养，每 １ 个月

传代 １ 次。 取 ５００ ｍＬ 三角瓶装 １００ ｍＬ 液体培养

基，接种 ８ ｇ 愈伤组织作为种子液，黑暗培养，转速

１００ ｒ·ｍｉｎ⁃１，温度（２７±１）℃。 种子液在使用前传代

三次，每 １２ ｄ 传一代。 接种时，用 ２５０ ｍＬ 三角瓶装

８０ ｍＬ 液体，接种上述培养三代的植物细胞悬浮培

养细胞约 ６ ｇ。
１．３ 代谢抑制剂的制备与试验设计

Ｌ⁃丙氨酸溶解于０ ． １％ＮａＯＨ溶液中，使用前
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图 １　 三尖杉酯类碱的生物合成途径 （Ｇｉｔｔｅｒｍａｎ ｅｔ ａｌ，１９８０； Ｐａｒｒｙ ｅｔ ａｌ，１９８０）
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｉｎｅ

１２１ ℃高温灭菌 １５ ｍｉｎ。 在海南粗榧悬浮细胞培养

第 １５ 天，添加 Ｌ⁃丙氨酸溶液，使 Ｌ⁃丙氨酸在培养基

中终浓度为 １０、３０、５０ 和 １００ ｍｇ·Ｌ⁃１，对照组中不
添加，每个浓度设 ３ 个平行。 测定细胞生物量、细胞

活力、三尖杉酯类碱含量，确定合成三尖杉酯类碱的

最佳浓度。 分别在海南粗榧悬浮细胞培养第 ５、１０、
１５、２０ 天添加最佳浓度的 Ｌ⁃丙氨酸溶液，对照组中

不添加，每个处理设 ３ 个平行。 测定细胞生物量、细
胞活力、三尖杉酯类碱含量，确定其最佳添加时间。
在上述结果中最佳添加时间向海南粗榧悬浮细胞培

养体系中添加最佳剂量的 Ｌ⁃丙氨酸溶液，在加入 Ｌ⁃
丙氨酸后每隔 ３ ｄ 取样测定培养液糖耗值，并在添

加 Ｌ⁃丙氨酸后 ４８ ｈ，取样测定海南粗榧悬浮细胞胞

内丙酮酸激酶、６⁃磷酸葡萄糖脱氢酶活力。
１．４ 细胞活力的测定

用氯化三苯四氮唑（２，３，５⁃Ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
Ｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＴＴＣ）还原法测定。 离心去上清液获得约

２００ ｍｇ 新鲜植物细胞，加入 ３ ｍＬ ＴＴＣ 溶液（取 ０．６ ｇ
ＴＴＣ 溶于 １００ ｍＬ ｐＨ ７．５ 的 ０．５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１磷酸缓冲
液中），２５ ℃下反应 ２４ ｈ，吸去 ＴＴＣ，用蒸馏水清洗

２～３ 次，收集细胞；加入 ３ ｍＬ ９５％无水乙醇于 ６０ ℃
恒温水浴 １０ ｍｉｎ，以抽提酶反应生成的红色甲臜，离
心取上清液，冷却，于 ４９２ ｎｍ 处测定其吸光值。 细

胞活力单位用每克湿细胞在 ４９２ ｎｍ 处的吸光值来
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表示（ＯＤ·ｇ⁃１）（ＤｕＢｏｉｓ ｅｔ ａｌ，１９５６）。
１．５ 培养液糖浓度测定

用苯酚－硫酸法测定悬浮培养培养基中残糖含

量，即离心获得 １ ｍＬ 培养基上清液样品加 １ ｍＬ ５％
（Ｗ ／ Ｖ）的苯酚溶液和 ５ ｍＬ 浓硫酸，混匀后在室温

下反应 ３０ ｍｉｎ，以葡萄糖标准液做标准曲线，在 ４８０
ｎｍ 下测定其吸光度（Ｄａｃｉｅ ｅｔ ａｌ，１９９２）。
１．６ 丙酮酸激酶活力测定

（１）酶的提取：提取缓冲液组成为 ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１

Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，ｐＨ７．５；１ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ＥＤＴＡ，１５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１巯

基乙醇，５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＭｇＣｌ２，１０％甘油，１％（ｗ ／ ｖ）不

溶性 ＰＶＰ。 先取 ２００ ｍｇ 左右的湿细胞，加 １ ｍＬ 提

取缓冲液与少量石英砂，冰上研磨匀浆，然后在

１５ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１离心 ２０ ｍｉｎ，取上清液待测。 （２）酶
活测定：测定液组成为 ２５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ Ｂｉｓ⁃ｔｒｉｓ⁃ｐｒｏｐａｎｅ
或 ２５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１Ｍｅｓ⁃ＨＣｌ，ｐＨ ６．５， ２ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＰＥＰ，
１ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＡＤＰ，２０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＫＣｌ， １０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１

ＭｇＣｌ２，０．１５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ＮＡＤＨ， １ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＤＴＴ，５％
ＰＥＧ（８０００），２ Ｕ·ｍＬ⁃１兔肌乳酸脱氢酶，测定液 １．５
ｍＬ，酶提取液 ０． ５ ｍＬ。 加酶后立即测定 ＯＤ３４０，
１ ｍｉｎ后测定 ＯＤ３４０。 以 １ ｍｉｎ 内消耗 １ μｍｏｌ ＮＡＤ＋

所需的酶量定义为一个单位（Ｕ）。 细胞酶活性用每

克湿细胞的酶单位（Ｕ·ｇ⁃１）来表示（Ｄａｃｉｅ，１９８４）。
１．７ Ｇ６ＰＤＨ 活力测定

（１）酶的提取：提取缓冲液组成为 ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１，
ｐＨ７．５， １５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１甘露醇，５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＭｇＣｌ２，１％
（ｗ ／ ｖ）ＰＶＰ。 先取 ２００ ｍｇ 左右的湿细胞，加 １ ｍＬ 提

取缓冲液与少量石英砂，冰上研磨匀浆，然后在

１５ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１离心 ２０ ｍｉｎ，取上清液待测。 （２）酶活

测定：测定液组成为 ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，ｐＨ７．５，５
ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＭｇＣｌ２，３ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ６⁃磷酸葡萄糖二钠盐，
１００ μｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＮＡＤＰ⁃Ｎａ２。 １．９ ｍＬ 测定液，加 ０．１
ｍＬ 酶提取液，３０ ℃反应 ５ ｍｉｎ，测定反应前后 ＯＤ３４０

的变化。 空白对照以 ０．１ ｍＬ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 代替。 以反应

前后每 ５ ｍｉｎ 吸光度变化 ０．０１ 所需的酶量定义为一

个单位（Ｕ）。 细胞酶活性用每克湿细胞的酶单位

（Ｕ·ｇ⁃１）来表示（Ｙｕ ｅｔ ａｌ，２００４）。
１．８ 三尖杉酯类碱的提取与测定

（１）胞内产物提取：抽滤收集湿细胞，６０ ℃下干

燥，加石英砂在研钵中研磨，２０ ｍＬ 甲醇浸泡 ２４ ｈ，
在真空条件下浓缩至干，最后用 １ ｍＬ 甲醇复溶，并
用 ０．２２ μｍ 滤膜过滤待测。 （２）胞外产物提取：加
氨水调节培养液 ｐＨ 至 ８．０ 左右，用三氯甲烷反复萃

取 ３ 次，在真空条件下浓缩至干，最后用 １ ｍＬ 甲醇

复溶，并用 ０．２２ μｍ 滤膜过滤待测。 （３）测定：采用

高效液相色谱法（ＨＰＬＣ），色谱条件为 ＸＤＢＣ１８（１５０
ｎｍ × ４．６ ｎｍ， ５ μｍ）色谱柱，进样量 １０ μＬ，流速 ０．８
ｍＬ·ｍｉｎ⁃１，流动相为 ０．０２ ｍｏｌ·Ｌ⁃１乙酸铵 ∶ 甲醇 ＝
５５ ∶ ４５，柱温 ２５ ℃，检测波长为 ２８０ ｎｍ（Ｌｉ，２０１４）。
１．９ 统计分析

每个处理重复 ３ 次，实验数据用平均值±标准

偏差表示。 差异显著性分析用 Ｄｕｎｃａｎ 法进行多重

比较，Ｐ＜０．０５ 视为差异显著。

２　 结果与分析

２．１ Ｌ⁃丙氨酸对海南粗榧悬浮细胞生长的影响

糖酵解是葡萄糖代谢的主要途径，为细胞生长

提供所需的能量，Ｌ⁃丙氨酸是糖酵解途径的抑制剂，
理论上添加 Ｌ⁃丙氨酸会抑制细胞的生长。 如图 ２：ａ
所示，细胞生物量随 Ｌ⁃丙氨酸添加剂量的增加呈下

降趋势，随抑制剂浓度的增加，抑制作用增强。 在添

加时间方面（图 ２：ｂ），在不同生长时期添加 Ｌ⁃丙氨

酸对细胞生长抑制作用不同，对细胞生物量的影响

随 Ｌ⁃丙氨酸添加时间的延后而减弱，第 ５ 天添加 ３０
ｍｇ·Ｌ⁃１ Ｌ⁃丙氨酸时，生物量比对照（２２．１４ ｇ·Ｌ⁃１）
降低 ４１．１２％。 综上可知，Ｌ⁃丙氨酸对悬浮细胞生长

的抑制作用是随着其浓度的增大而增大。 在培养后

期添加，由于细胞生长已趋于稳定，因此对细胞生长

影响并不明显。
２．２ Ｌ⁃丙氨酸对海南粗榧悬浮细胞活力的影响

如图 ３：ａ 所示，添加不同浓度 Ｌ⁃丙氨酸后，海南

粗榧细胞活力均受到抑制，随着 Ｌ⁃丙氨酸添加浓度

增加，抑制作用逐渐加强，在添加 １００ ｍｇ·Ｌ⁃１ Ｌ⁃丙
氨酸时，对细胞活力抑制作用最大。 在悬浮细胞不

同生长时期添加 Ｌ⁃丙氨酸如图 ３：ｂ 所示，在第 ５ 天

添加，对细胞活力的抑制作用最为明显。 说明添加

过量抑制剂或者过早添加都会对植物细胞的初生代

谢有伤害作用。
２．３ Ｌ⁃丙氨酸对三尖杉酯类碱合成的影响

分别测定海南粗榧中含量较高的三尖杉酯碱和

高三尖杉酯碱。 由实验结果可知，添加不同剂量的

Ｌ⁃丙氨酸均能促进三尖杉酯类碱的合成，并且三尖

杉酯类碱总量与对照相比均差异显著（Ｐ＜０．０５），其
中添加 ３０ ｍｇ·Ｌ⁃１的 Ｌ⁃丙氨酸可有效促进三尖杉酯

碱的合成。 添加时间方面（表 ２）， １５ ｄ 添加效果最
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图 ２　 Ｌ⁃丙氨酸添加剂量（ａ）与添加时间（ｂ）对细胞生物量的影响　 不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ ａｍｏｕｎｔ （ａ） ａｎｄ ｉｔｓ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ｂ） ｏｎ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ

ｍａｎｎｉｉ ｃｅｌｌｓ　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）．

图 ３　 Ｌ⁃丙氨酸不同添加剂量（ａ）与培养时间（ｂ）对细胞活力的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ （ａ） ａｎｄ Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ｂ） ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ ｍａｎｎｉｉ

佳。 表 ２ 结果表明，在第 １５ 天添加 ３０ ｍｇ·Ｌ⁃１ Ｌ⁃丙
氨酸时，产物含量达到最高，获得最佳产量的三尖杉

酯类碱（４．８５３ ６ ｍｇ·Ｌ⁃１），比对照组中三尖杉酯类

碱含量（２．８５３ ８ ｍｇ·Ｌ⁃１）高 １．７ 倍。
２．４ Ｌ⁃丙氨酸对海南粗榧悬浮细胞糖代谢的影响

２．４．１ Ｌ⁃丙氨酸对海南粗榧悬浮细胞培养基糖耗程

度的影响　 添加 Ｌ⁃丙氨酸后，培养基糖耗如图 ４ 所

示，在添加抑制剂后的第 ０ 天到第 ６ 天，植物细胞糖

耗受到抑制最为显著。 在添加 Ｌ⁃丙氨酸后第 ６ 天，
培养基中残余总糖含量为 １２．６２ ｍｇ·ｍＬ⁃１，其平均

耗糖速度与对照［１．６７ ｍｇ·（ｍＬ·ｄ） ⁃１］相比下降了

４２．０４％。 但在接下来的 ６ ｄ 内，经处理后细胞的糖

耗速度与对照相比显著增加，最终，经抑制剂处理后

的培养基内残糖含量与对照相比不显著（Ｐ＞０．０５）。

虽然添加 Ｌ⁃丙氨酸后，细胞活性不同程度的出现了

下降现象，但植物细胞培养液中，其糖耗速度并没降

低。 这说明营养物质可能从维持细胞生长的初生代

谢转向次生代谢。
２．４．２ Ｌ⁃丙氨酸对海南粗榧悬浮细胞丙酮酸激酶

（ＰＫ）活力的影响　 因为 Ｌ⁃丙氨酸是通过抑制丙酮

酸激酶的活性来抑制 ＥＭＰ 途径，调节海南粗榧悬浮

细胞糖代谢，所以测定丙酮酸激酶活力研究其抑制

效果。 图 ５ 显示，添加抑制剂后，丙酮酸激酶活性明

显受到抑制（Ｐ＜０．０５） ，与对照（２５．３７ Ｕ·ｇ⁃１）相比

下降了 ２９．１０％。 这表明添加 Ｌ⁃丙氨酸后糖酵解途

径中磷酸烯醇式丙酮酸（ＰＥＰ）转化为丙酮酸路径受

到抑制，得合成产物三尖杉酯类碱的前体物 ＰＥＰ
积累。

１０５４ 期 蒋旋娴等： Ｌ⁃丙氨酸对海南粗榧悬浮细胞合成三尖杉酯类碱的影响



表 １　 Ｌ⁃丙氨酸不同添加剂量对产物合成的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｏｆ Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ ｍａｎｎｉｉ ｃｅｌｌｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

产物 Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ （ｍｇ·Ｌ⁃１）

三尖杉酯碱
Ｈａｒｒｉｎｇ⁃
ｔｏｎｉｎｅ

高三尖杉酯碱
Ｈｏｍｏｈａｒｒｉｎｇ⁃

ｔｏｎｉｎｅ

总产量
Ｔｏｔａｌ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｎ

空白对照
ＣＫ

（２．２５９ ９ ±
０．０４１ ２）ｄ

（０．５９３ ９ ±
０．０６７ ７）ｅ

（２．８５３ ８ ±
０．１０８ ９）ｅ

１０ ｍｇ·Ｌ⁃１Ｌ⁃丙氨酸
１０ ｍｇ·Ｌ⁃１Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ

（２．８２９ ６ ±
０．０２９ ７）ｂ

（１．３５５ １ ±
０．０６４ ５）ｂ

（４．１８４ ７ ±
０．０９４ ２）ｂ

３０ ｍｇ·Ｌ⁃１Ｌ⁃丙氨酸
３０ ｍｇ·Ｌ⁃１Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ

（３．３９７ ７ ±
０．０８１ ２）ａ

（１．４５５ ９ ±
０．０８４ ３）ａ

（４．８５３ ６ ±
０．１６５ ５）ａ

５０ ｍｇ·Ｌ⁃１ Ｌ⁃丙氨酸
５０ ｍｇ·Ｌ⁃１ Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ

（２．６２０ ９ ±
０．０９５ ０）ｃ

（１．２１０ １ ±
０．０３１ ３）ｃ

（３．８３１ ０ ±
０．１２６ ３）ｃ

１００ ｍｇ·Ｌ⁃１ Ｌ⁃丙氨酸
１００ ｍｇ·Ｌ⁃１ Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ

（２．６２８ ３ ±
０．０８０ ５）ｃ

（１．０３２ １ ±
０．０７２ ５）ｄ

（３．６６０ ４ ±
０．１５３ ０）ｄ

表 ２　 Ｌ⁃丙氨酸不同添加时间对产物合成的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ ｍａｎｎｉｉ ｃｅｌｌｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

产物 Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ（ｍｇ·Ｌ⁃１）

三尖杉酯碱
Ｈａｒｒｉｎｇ⁃
ｔｏｎｉｎｅ

高三尖杉酯碱
Ｈｏｍｏｈａｒｒｉｎｇ⁃

ｔｏｎｉｎｅ

总产量
Ｔｏｔａｌ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｎ

对照 ＣＫ （２．２５９ ９ ±
０．０４１ ２）ｅ

（０．５９３ ９ ±
０．０６７ ７）ｅ

（２．８５３ ８ ±
０．１０８ ９）ｅ

５ ｄ （２．４３３ ５ ±
０．０８０ ２）ｄ

（０．８６０ ０ ±
０．０７６ ９）ｄ

（３．２９３ ５ ±
０．１５７ １）ｄ

１０ ｄ （３．１９８ ０ ±
０．０５８ ３）ｃ

（１．２９１ １ ±
０．０６７ ２）ｂ

（４．４８９ １ ±
０．１２５ ５）ｂｃ

１５ ｄ （３．３９７ ７ ±
０．０８１ ２）ｂ

（１．４５５ ９ ±
０．０８４ ３）ａ

（４．８５３ ６ ±
０．１６５ ５）ａ

２０ ｄ （３．４９７ ９ ±
０．０５８ １）ａ

（１．０２２ ９ ±
０．０６７ ３）ｃ

（４．５２０ ８ ±
０．１２５ ４）ｂ

２．４．３ Ｌ⁃丙氨酸对 ６⁃磷酸葡萄糖脱氢酶（Ｇ６ＰＤＨ）活

力的 影 响 　 ６⁃磷 酸 葡 萄 糖 脱 氢 酶 （ ｇｌｕｃｏｓｅ ６⁃
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， Ｇ６ＰＤＨ）是糖代谢另一条

重要途径磷酸戊糖途径（ＨＭＰ）的关键酶，该途径终

产物赤藓糖⁃４⁃磷酸（Ｅ４Ｐ）是三尖杉酯类碱合成的

另一重要前体物。 如图 ６ 所示，在添加 Ｌ⁃丙氨酸 ４８
ｈ 后，Ｇ６ＤＰＨ 活力明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），是对

照组 Ｇ６ＰＤＨ 酶活力（５３．４９ Ｕ·ｇ⁃１）的 １．３３ 倍。 说

明糖代谢途径中碳通量在一定程度上由 ＥＭＰ 途径

转向了 ＨＭＰ 途径，并且三尖杉酯类碱合成的前体

物 ＰＥＰ 积累，Ｅ４Ｐ 合成量增加。

图 ４　 Ｌ⁃丙氨酸对植物细胞悬浮培养液的糖耗的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓｕｇａｒ ｏｆ Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ ｍａｎｎｉｉ ｃｕｌｔｕｒｅｓ

图 ５　 Ｌ⁃丙氨酸对海南粗榧悬浮细胞 ＰＫ 酶活力的影响
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ ｏｎ ＰＫ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ

ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ ｍａｎｎｉｉ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论与结论

近年来，对提高三尖杉酯类碱合成的研究中，较
多采用的方法为添加诱导子（茉莉酸甲酯、水杨酸

等）、前体物（苯丙氨酸，酪氨酸），优化激素水平等

（龙晓娟和李永成，２０１５；白雪芳等，１９９９；蔡长福，
２００７），以上方法均可在一定程度上促进三尖杉酯

类碱的合成。 本研究主要通过添加代谢抑制剂，调
节糖代谢途径，从而增加产物生物碱的产量。

使用抑制代谢旁路或相关代谢途径的抑制剂

后，可以使得代谢流更多地流向目标产物（董娟娥

等，２００９）。 Ｌ⁃丙氨酸对海南粗榧产生的作用主要是

２０５ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 ６　 Ｌ⁃丙氨酸对植物细胞 Ｇ６ＰＤＨ 酶活力的影响
Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ Ｇ６ＰＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ

Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ ｍａｎｎｉｉ ｃｅｌｌｓ

通过抑制糖酵解途径中关键酶丙酮酸激酶活性改变

其代谢流，刺激次生代谢产物的合成。 本研究表明，
添加一定剂量的 Ｌ⁃丙氨酸对海南粗榧产三尖杉酯

碱和高三尖杉酯碱都有一定的促进作用。
本研究在细胞生长方面，Ｌ⁃丙氨酸对细胞生长

和细胞活力都有不同程度的抑制作用，并且随添加

浓度的增加抑制作用增强。 这是由于抑制糖酵解途

径，在一定程度上会影响细胞能量的供给，抑制细胞

初生代谢。 添加过量的抑制剂会因为三羧酸循环中

缺乏碳流，导致细胞缺失能量，所以选择合适的添加

剂量非常重要。 另外，第 １５ 天加入抑制剂时，细胞

生长趋于稳定期（陈林和李永成，２０１４），此时细胞

生长趋于稳定，次生代谢能力强，可在一定程度上抵

御外界刺激，对细胞的生长与细胞活力抑制作用较

小，有利于三尖杉酯类碱的合成。
本研究由三尖杉酯类碱合成途径得知，由糖酵

解途径（ＥＭＰ）产生的磷酸烯醇式丙酮酸（ＰＥＰ）和

磷酸戊糖途径（ＨＭＰ）产生的 ４⁃磷酸赤藓糖（Ｅ４Ｐ）
是产物合成的限制性底物。 在 ＥＭＰ 途径中，ＰＫ 催

化 ＰＥＰ 转化为丙酮酸。 加入 ＰＫ 抑制剂 Ｌ⁃丙氨酸

后，ＰＫ 活力与对照相比有所下降，这种转化作用受

到抑制，前体物 ＰＥＰ 积累。 Ｇ６ＤＰＨ 是磷酸戊糖途

径的限速酶，添加 Ｌ⁃丙氨酸后，Ｇ６ＤＰＨ 活力高于对

照，ＨＭＰ 途径碳通量增加，Ｅ４Ｐ 含量升高。 并且，在
添加抑制剂后，海南粗榧悬浮细胞耗糖与对照相比

有一个先减慢后加快的趋势，最终在海南粗榧悬浮

细胞生长后期，经抑制剂处理后的培养基内残糖含

量与对照无显著差异。 所以说，抑制了丙酮酸激酶

活性后，改变了代谢流，使三尖杉酯类碱前体物

ＰＥＰ 积累，Ｅ４Ｐ 含量增加，二者缩合形成 ＤＡＨＰ，代
谢流在一定程度上被导向了莽草酸途径，有利于三

尖杉酯类碱的生物合成。
综上所述，在海南粗榧悬浮细胞培养第 １５ 天添

加代谢抑制剂 ３０ ｍｇ·Ｌ⁃１ Ｌ⁃丙氨酸对海南粗榧产三

尖杉酯类碱和高三尖杉酯类碱有较好的促进作用。
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