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刺激剂对植物细胞悬浮培养的影响 

李 俊，彭正松 
(西华师范大学生命科学学院，四川南充 637002) 

摘 要：对刺激剂对植物细胞悬浮培养的影响及如何提高刺激剂 的诱导率进行 了综述 。刺激剂对细胞悬浮 

培养的影响主要表现为酶活化、蛋白质含量改变、氧进发、细胞程序性死亡、pH值改变、次生代谢产物积累等 

防御反应。提高刺激剂对悬浮培养细胞的诱导效率必须优化刺激剂的种类，刺激剂的浓度和加入时间，创建 

更好的诱导模式。 
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Abstract：Influence of elicitor and how tO enhance inductivity on cell suspension cultures are summarized in 

this paper．Defense responses are manifested mainly on cell suspension cultures by elicitor influence，such as 

enzyme activation，changes of protein content and pH ，oxidative burst，programmed cell death，accumulation of 

secondary metabolites，et a1．Elicitor species，concentration and induction phase，and better induction model are 

very important to the improvement of inductivity on cell suspension cultures． 
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植物细胞能合成许多具有重要价值的次生代谢 

产物，如皂苷、生物碱、糖苷、木质素等，这些次生产 

物可作为香料、毒物、防腐剂、调味剂、农药等。然而 

天然植物生长周期长，且生长受地域和环境因素 的 

影响，因此直接提取次生代谢产物具有较大的局限 

性。植物细胞培养可大规模生产次生产物，已成为 

生产高价值产品的重要途径。随着植物组织和细胞 

培养技术的发展，细胞悬浮培养 日益完善。如何利 

用植物细胞悬浮培养技术生产有用的次生代谢产物 

并且提高代谢物的产量是生物学家研究的热点。增 

加植物细胞培养物中次生代谢产物产量的方法可通 

过改变培养基成分及其浓度、生长调节剂的选择或 

基因克隆等手段来实现，此外，利用刺激剂处理植物 

悬浮培养细胞以促进细胞快速、大量合成次生代谢 

产物已成为人们普遍关注的重要方法之一。 

1 概述 

植物在遭受外界不 良因素，如生物、非生物入 

侵、创伤等胁迫时，植物细胞往往趋于向次生产物合 

成的方向转变，产生植物抗毒素，这种能引起植物产 

生植物抗毒素和引起植物过敏反应(hypersensitive 

reaction，HR，亦称抗性 反应或 自身 防御 反应 self- 

defense reaction)的胁迫 因子统称 为刺 激剂。刺激 

剂还能诱导其他的防卫反应(如产生水解酶类及可 

加厚细胞壁结构的特殊蛋白质，合成抑制病原菌降 
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解酶的蛋白)。 

刺激剂一般分成生物刺激剂 (biotic elicitor)和 

非生物刺激剂 (abiotic elicitor)两类 。生物刺激剂 

包括多糖类、多肽类 、不饱和脂肪酸和糖 蛋白等；非 

生物刺激剂包括紫外线、高温、低温、pH值、乙烯、 

重金属盐和高浓度盐等。生物刺激剂从起源来说又 

分为内源性刺激剂 (endogenous elicitor)和外源性 

刺激 剂 (exogenous elicitor)(Akimoto等 ，1999)。 

内源刺激剂主要指来 自植物细胞 的分子，多为植物 

细胞壁在微生物作用下 的降解产物(如复杂多糖 、糖 

蛋白等)及沉积在细胞壁上的木质素；外源性刺激剂 

亦称真菌刺激剂(genuine elicitor)，是指病源微生物 

在入侵植物时自身被降解的产物及其代谢产物。目 

前应用最多的是真菌刺激剂，根据其结构可分为 4 

类：多糖类，糖蛋白类 ，蛋白质类 ，不饱和脂肪酸类。 

近年来 ，根据植物对外 界因素所产生的防御反 

应，人们尝试用刺激剂协迫植物细胞合成和积累次 

生代谢物，取得了一定的成果。如悬钩子(Rubus 

idaeus)细胞悬浮培养中以茉莉酮甲酯诱导 24 h可 

使悬钩子酮含量增加 2～3倍 (Seshu等，2000)。 

Namdeo等(2002)在悬浮培养中用 A．niger，F．mo— 

niliforme和 T．viride处理 C．roseus细胞 ，结果发 

现，阿马里新的积累量增加了大约三倍 ，最大量达到 

了 l66 mug／gDW。 

2 刺激剂的作用机理 

刺激剂作为一种外界信号被植物细胞膜上的受 

体所识别，并与之结合，从而引起细胞膜上及膜内一 

系列反应，刺激剂通常是激活植物体内产生过敏反 

应时合成代谢途径中关键酶的活性，并诱导活化这 

些酶的mRNA的转录，翻译和蛋白质的生物合成， 

最终导致植物抗毒素的合成和积累。刺激剂改变酶 

活性，引起基因启 动是一个级联过程。这一过程可 

能包括 3步。 

2．1信号识别 

植物细胞膜上存在着识别信号分子的受体(原 

初靶位点)，能识别并选择性地结合某种信号分子。 

刺激剂作为一种外界信号分子，加入细胞悬浮培养 

基后，能被细胞膜上的特异受体识别并与之结合。 

Yoshikawa等在 1983年通过HC标记的真菌刺激剂 

和直接的膜结合测定的方法，发现 C̈—Mycolamina— 

ran的结合位点主要位于质膜上，并且是单一的亲 

和位点，说明它们可能参与了大豆毒素的合成的开 

始过程，大豆细胞质膜上存在着大豆毒素刺激剂的 

特异结合位点。大量实验表明，受体识别是刺激剂 

诱导植物防御反应产生的第一步。 

2．2信号转导 

刺激剂与受体结合后，构型发生改变，从而激活 

细胞 内有关酶的活性(如一些还原酶和脱氢酶被 活 

化)，并使蛋白质磷酸化。Dixon(1986)认为，细胞 

主要通过两条途径传递诱导信号：(1)刺激剂通过细 

胞 内吞作用 ，直接作用于核特异基因。(2)诱导物与 

受体结合后激活第二信使系统，间接激活核特异基 

因。因此，可以推测大多植物是通过内吞或第二信 

使系统传递诱导信号的。大量研究表明，常见的第 

二信使有 Ca抖、cAMP、G一蛋白、磷酸肌醇、水杨酸 

和茉莉酸及甲氧基酯、植物细胞壁组成成分。 

2．3防卫基因的表达调控 

诱导信号被传递后，激活与抗性相关的基因，使 

特异基因转录和翻译，这些基因包括参与苯丙酸生 

物合成的酶的基因，编码病原相关蛋白酶及裂解酶 

的基因。同时，相应 的 mRNA积 累及相应酶 的增 

加，最后产生植物抗毒素类的抗性物质。Pauli等 

(1998)证 明茉莉酸类物质是通 过诱导细胞色素 

P450基因的表达，从而诱导细胞色素 P450酶的活 

性来促进植物次生代谢物的合成。 

目前，对刺激剂的作用机理研究还不是很清楚， 

但是生物研 究者也 提 出了很 多机理模型。如， 

Ca。 一信号传递机制模型：(1)刺激剂与其受体高 

度亲合，引起细胞膜活性的改变，即位于细胞膜上的 

离子通道改变 ，引起 Ca抖 ，H 内流 ，K ，Cl 外流； 

(2)同时迅速发生 H。o。胞内依赖 Ca抖的蛋白质磷 

酸化作用，激活细胞 内有关 酶的活性 ；(3)启动核 内 

的防御基因，引起防御反应，诱导合成植物抗毒素的 

酶合成植物抗毒素。这一机制概括起来包括三点： 

膜的变化、酶的变化、基因的启动。 

3 刺激剂对植物细胞悬浮培养的影响 

当刺激剂加入悬浮培养基中时，植物为了保护 

自身免受入侵病原体的感染而诱导防御反应，如：植 

物抗毒素的积累，细胞程序性死亡，活性氧的产生， 

pH值的改变等，从而使细胞的生理态势和次生代 

谢产物的积累量发生改变。 
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3．1刺激剂对细胞生理态势的影响 

李春等(2002)研究 了寡聚糖对红豆杉细胞氧化 

还原生理态势的影响。结果表 明，诱导前红豆杉细 

胞处于相对稳定 的生 长态势 ，细胞完整 ，细胞器 发 

达；氧化还原电势较低，活性氧相关酶系统相对稳 

定，细胞初生代谢旺盛，紫杉醇合成速率很低。诱导 

后红豆杉细胞向产物合成态势转移，SOD酶活性迅 

速提高；细胞出现活性氧进发，4h达最大值；细胞的 

氧化还原电势增高，细胞 膜上 离子通道被激活，H 

和 Ca 内流，Cl‘外流 ；液胞内出现大量含 Ca 离子 

的高电子致密区并呈规律性变化，培养环境碱化；细 

胞生长被抑制，紫杉醇合成速率升高，其产量提高了 

5．5倍 ，达 76．1 mg／L。 

3．1．1膜的改变 刺激剂与细胞膜上的受体结合 

后 ，引起膜的通透性增加和流动性改变，并出现细胞 

浸润现象。如加入脱乙酰几丁质就可以使植物细胞 

膜的通透性得以改变，且其胶化也使植物细胞膜的 

流动性降低。 

3．1．2蛋白质含量的改 变 刺激剂能引起细胞的代 

谢变化，它不仅使细胞积极合成了植物防卫的次生 

代谢物质，如植保素、木质素等，同时也启动或加强 

了特定的次生代谢途径 ，而这些过程的发生 主要是 

通过酶类的调控来实现的，蛋 白质的含量变化正反 

映了这些酶类的量变过程 。张长平等(2001)对南方 

红豆杉悬浮培养时加入刺激剂真菌尖孢镰刀菌 

(Fo)后，蛋 白质的量发生 了明显的变化 ：诱 导组胞 

内蛋 白的含量出现 了先高于后低 于对照组的现象 ， 

这很可能是细胞膜通透性改变及蛋 白质合成速率发 

生变化共同作用的结果。诱导初期，细胞生长速率 

相对还仍然较大，因此胞外蛋白质含量呈下降趋势； 

而刺激剂的加入一般都会导致细胞生长的停止甚至 

死亡，因此在加入刺激剂后 8 h左右胞外蛋白含量 

达到低峰；当细胞逐渐进入平稳期时，与各种次生代 

谢相关酶相继合成，使胞外蛋白含量平稳上升；诱导 

末期，由于诱导作用使细胞的死亡率增大造成胞内 

蛋白的外泄，使这种趋势加剧，胞外蛋白含量诱导组 

始终高于对照组。 

添加 CuC1 诱 导处理 5 d后 ．红 豆杉细胞中可 

溶性蛋白质含量为 1．70 mg／g，较对 照 0．25 mg／g 

增加 36 ；10 d后，诱导处理较对照降低 ll 。比 

较诱导处理 10 d与 5 d时细胞 中可溶性蛋 白质含 

量 ，发现诱导处理 10 d时细胞中可溶性蛋 白质含量 

较 5 d时下降 26 2／6(李家儒等，1999)。 

3．1．3酶活性的改变 刺激剂处理细胞悬浮培养体 

系能增加原代谢途径中关键酶的活性，或活化次生 

代谢途径中特定酶基因，诱导新酶的形成，从而提高 

植物细胞中原来次生代谢物的含量，或合成新的次 

生产物，促进目的产物的合成。如紫杉醇的合成途 

径中苯丙氨酸解氨酶是桂皮酸途径的定速酶，苯丙 

氨酸经PAL氨解生成桂皮酸，桂皮酸经 0氧化和氧 

化脱羧作用产生苯甲酸，苯甲酸是紫杉醇 C。 侧链 

生物合成 的前体。诱导处理增强红豆杉细胞内 

PAL活性 ，促进 细胞 内苯甲酸的形成，从而促进紫 

杉醇的合成(Eilert，l987)。 

Stab等(1987)研究表明葡聚糖刺激剂促使植 

物抗毒素生物合成酶，苯丙氨酸脱氨酶，苯基苯乙烯 

酮合成酶活性提高，并且诱导植物抗毒素，大豆抗毒 

素的产生。Francesca等(2000)用酵母刺激剂，壳多 

糖刺激剂，p一葡聚糖刺激剂，N一乙酰葡糖氨寡聚体刺 

激剂 ，麦角淄醇刺激剂处理细胞分裂素活性蛋白激 

酶(MAPK)被不同程度活化，并有不同的动态。用 

酵母刺激剂处理的苜蓿细胞通过凝胶激酶实验揭示 

44和 46 Kda的 MAPKS被快速瞬时的诱导 ，并且 

表明酵母 刺激剂 主要活化 46Kda SIMK和 44Kda 

MMK3，活化很少的 44Kda MMK2和 SAMK。 

Szabo等(1999)用 l0 uM 的 MJ(Methyl ias— 

monate)处理悬浮 培养 的 C．blumei细胞 ，发现 MJ 

对 PAL，HPPR，RAS，TA四种酶都有明显诱导作 

用。其中PAL和 HPPR的活性都比对照组(未加 

MJ培养的细胞)增加了 3倍，且 PAL和 HPPR的 

活性分别在处理后 12 h和 8 h达到了峰值，但这之 

后，PAL和 HPPR的活性都快速降低甚至低于对 

照组 ；TAT的活性比对照组的 2O．5O 还高。 

3．1．4 pH值的改变 刺激剂一般会诱导细胞培养体 

系碱化。植物细胞对 pH具有较强的自我调控能力， 

而诱导作用引起了质子的内流，因此推测 pH的改变 

很可能是刺激剂对植物细胞独特的诱导机制所致。 

刺激剂对细胞进行诱导时，作为一种信号分子，它本 

身不能进入细胞内部，只能依靠信号转导途径来调节 

细胞的生长、代谢和在环境中的生存能力，而其所需 

的能量正是由质子的流动及电化学梯度所提供的。 

Wu等(2002)用低能 US处理悬浮培养的人参 

细胞，发现培养基中的 pH值随 US的剂量增加而 

增加，培养基逐渐碱化，由于 H 内流，胞内 pH值 

降低。每一种酶活性均有其最适 pH值范围，刺激 

剂处理导致培养基中pH值改变，可能改变细胞内 
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某些生物合成相关酶的活性。 

3．1．5活性 氧的改 变 活性 氧(active oxygen spe— 

cies—AOs)即 O～、OH‘和 H2O2的产生是植物一病 

菌相互作用初期最显著 的特征之一 ，是植物细胞受 

到刺激剂刺 激后所发生 的很重 要 的一个 防御 反应 

(Levine等 ，1994)。所谓氧进发是指细胞 中反应性 

氧的快速、短时间大量释放的现象。当刺激剂加入 

悬浮培养中时，诱导信号可能经 G蛋 白介导，活化 

质膜氧化还原 反应，从 而在细胞 表面迅速产生 的。 

产生的活性氧通过脂氧合酶或非酶促方式发生脂质 

过氧化。脂质过氧化一方面将膜脂和其它脂类过氧 

化改变细胞膜的透性，另一方面也可以通过脂肪酸 

的氧化而衍生出许多次生信号 ，启动防卫反应和防 

卫基因表达。膜透性 的增加 ，是细胞迈 向过敏性死 

亡的第一步，而次生防卫信号的产生，则是某些寄主 

植物不亲和互作防卫反应的开始。实验证明，HzO。 

可诱导SA的合成，启动细胞壁的交联反应，协调过 

敏性细胞死亡 和启动 多种防 卫反应基 因表达 

(Hammond—Kossack，1996；Mehdy，1994)。 

ESR测定 活性 氧结果显 示 ，经 寡聚糖 处理 3O 

min后红豆杉细胞内活性氧开始增加，明显高于对 

照组；4 h后出现最大氧进发，细胞出现了强烈的氧 

化生理信号；5 h后氧进发强度开始下降，而未处理 

的对照组基本上保持在同一水平(李春等，2002)。 

过多的活性氧对 细胞是有害的，自由基具有很 

强的氧化能力，很不稳定，能持续进行连锁反应，对 

许多功能分子有破坏作用。如，自由基能引发蛋白 

质、酶、核酸等功能分子的二聚作用和歧化反应而影 

响它们的结构和功能，而且二聚作用还能导致 DNA 

的损伤。很多研究结果，刺激剂加入到细胞培养体 

系后，大量自由基的产生诱发了自由基防御体系中 

酶保护系统的显著变化 以实现对细胞 自身的保护。 

sOD、CAT、POX等是活性氧和自由基清除的酶系 

统 ，维生素 C、维生素 E、类胡萝 卜素、不饱 和脂肪 酸 

等为非酶抗氧化剂。SOD能清除超氧物阴离子 自 

由基((]r。)，CAT能清除过氧化氢(H。O。)，POX能 

清除过氧化氢和脂类氢过氧化物。非酶抗氧化物， 

有的可直接与 O～、Hz Oz或 OH’反应；有的可以中 

断自由基在膜中的过氧化链而保护细胞膜(Salin， 

1987；W ise，1987)。 

3．1．6对细胞生长的影响 由于植物抗毒素多具有 

毒性 ，一般而言，刺激剂对悬浮培养中细胞的生长有 

抑制作用。如欧芹细胞悬浮培养，未加刺激剂的细 

胞生长迅速，而加入刺激剂的细胞干重不变，随着刺 

激剂的增加，细胞逐渐死亡。细胞生长与刺激剂的 

剂量和培养时间有关，如用不同剂量的 US对人参 

悬浮培养的细胞进行长短不同时间的处理，发现低 

剂量、短时间处理对细胞生长无明显影响；高剂量、 

长时间处理细胞活力降低，对细胞生长不利(wu 

等，2002)。不过也有报道，人参寡糖素同时诱导西 

洋参细胞生长和皂苷积累，延胡索培养物在蜜环菌 

诱导下 ，细胞生长和生物碱的积 累是平行的。 

3．2刺激剂对次生代谢产物的影响 

次生代谢物是植物体代谢的最终产物，由糖类、 

脂肪和氨基酸等有机物代谢衍生而来，储存在液泡 

或细胞壁 中。吲哚乙酸、赤霉素等植物激素，胡萝 卜 

素、花青素等色素 ，奎宁碱 、小檗碱、皂甙等药物以及 

橡胶等工业原料，都是重要的次生代谢物质。 

Lu等(1987)用来自Fusarium solani的刺激剂 

诱导悬浮培养的 cistanche deserticola细胞，结果表 

明 海 胆 苷 (echinacoside)，acteoside和 phenyle— 

thanoid glycosides(PeGs)三种次生代谢物的含量都 

显著提高，鲜重分别为 15、9、57 mg／g。 

李家儒等 (1999)用 CuC1。处理红豆杉细胞，得 

出，培养基中添加的 CuC1。浓度在 0．5～100 gmol／L 

之间时，均能诱导紫杉醇的合成；在 0．5～30 gmol／L 

浓度范围内，紫杉醇含量随 CuC1z浓度增加而增加 ； 

而对照处理紫杉醇含量为 0，说明不加刺激剂，紫杉 

醇合成途径没有开启，Cu。’+作用于红豆杉细胞后，活 

化了紫杉醇合成途径，从而促进了紫杉醇的合成。 

刺激剂对植物次生代谢的调节有两种方式，一 

是诱导新酶的合成，启动新的代谢支路，从而合成新 

的次生代谢产物。如曼陀罗(Datura stramonium) 

的根可以合成生物碱，经刺激剂处理后，生物碱的合 

成受到抑制 ，根中快速积 累大量的倍半萜类次生产 

物，表明与生物碱合成有关的酶受到抑制，而与倍半 

萜类次生产物合成的新酶出现(Furze等，1991)。 

二是增加原代谢途径中关键酶的量，从而提高该次 

生产物 的产量 ，如悬 浮培养 的大阿米 (Ammi mcl一 

“ )只能形成微量的伞花内酯(umbelliferone)，经 

刺激剂处理后，细胞 可以合成 大量的伞花内酯 

(Hamerski等 1990)。 

4 提高刺激剂作用效果的优化策略 

在一定细胞生长时期添加不同的刺激剂是提高 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


4期 李 俊等：刺激剂对植物细胞悬浮培养的影响 345 

次生代谢产物产量的有效方法，然而，细胞生长和次 

生代谢物产量受到多种因素的影响，刺激剂不能发 

挥高效的作用，为了提高刺激剂的效率人们做了许 

多研究 。 

4．1对不同植物 品种使用不同的刺激剂 

诱导不同植物的防御反应需要不同的刺激剂， 

如花生四烯酸能诱导马铃薯、胡椒产生防御反应，但 

对其他的植物无效。大雄疫霉(Phytophthora me— 

gasperma)的葡萄糖刺激剂能诱导大豆产生大豆抗 

毒素，但对欧芹无效。Heike(1994)认为果胶是橘 

叶巴戟中诱导花青素合成的最有效物质。 

4．2同一植物不同刺激剂处理效果不同 

同一种植物细胞进行悬浮培养时可以运用多种 

刺激剂，但是每种刺激剂的诱导效果不同。为了高 

效地利用刺激剂，我们必须对同一植物的多种刺激 

剂进行选择。Akimoto等(1999)用 CO、OGA 和 

AO分别对 C．roseus．L细胞(观察 5 磷酸二酯酶 

的变化)和 W．japonica细胞(观察壳多糖酶的变化 ) 

都进行处理，结果发现，加入 CO后细胞生长受到抑 

制，但5 磷酸二酯酶和壳多糖酶的产量高于 AO加 

入时；OGA加入后细胞生长也被抑制 ，而两种酶的 

含量显著提高。Kim 等(2001)分别用酵母刺激剂 

和从 B．cinerea培养液中的真菌刺激剂处理人参细 

胞，结果表明，两种刺激剂处理后，2，5一二甲氧一1，4 

苯醌的含量都提高了。但是酵母刺激剂处理效果比 

真菌刺激剂处理好，酵母刺激剂处理后 2，5一二甲氧一 

1，4苯醌的含量为 65．10~g／g(鲜重)，平均浮动为 

4．96，真菌刺激剂处理后 2，5一二甲氧一1，4苯醌的含 

量为 46．13~g／g(鲜重)，平均浮动为 1O．42。 

用7种真菌菌丝体作为诱导因子，其中6种能促 

进西洋参悬浮细胞的皂甙合成，尤以匍枝根酶(Rhi— 

zzopusstalonifer)作用更明显，皂甙含量可比对照提高 

2倍，而浓度为 50 mg／L的人参寡糖素能维持细胞较 

好的生长又能提高皂甙含量(谢秋玲等，1998)。 

陈永勤等(1999)用不同真菌刺激剂对云南红豆 

杉细胞试验。在四种真菌刺激剂中，以含桔青霉菌 

丝的处理(Pen1)效果最好，其紫杉醇含量和产量分 

别比对照高 l13．2 和 104．O ，达0．035 6 (干细 

胞)和5．06 mg／L。其次是灰葡萄孢霉菌，处理后紫 

杉醇含量 和产量分 别 比对 照提高 了 58．7 和 

51．2 。鲁氏毛霉和灰绿 梨头霉对云南红豆杉悬浮 

培养细胞形成紫杉醇的促进作用不显著。虽然桔青 

霉菌的培养液也能提高细胞中紫杉醇的含量，但效 

果不如有菌丝的显著。 

4．3不同细胞培养时期加入刺激剂 

细胞培养时期一般包括延迟期，指数期和稳定 

期三个时期，在这不同的三个时期加入刺激剂诱导 

效果不同。悬浮培养细胞的生长与次生产物积累之 

间的相关性具有三种模式：(1)次生产物的积累在细 

胞生长的静止期；(2)次生产物的积累高峰在细胞生 

长的指数生长期；(3)次生产物的积累和细胞生长是 

平行关系。Ramos Valdivia等(1997)研究了刺激剂 

处理后不同时期 IPP isomerase活性的改变。诱导 

后 12 h，酶活性快速增加达到峰值；在诱导后 72 h 

酶活性再次快速增加，达到第二个峰值。 

用 Cu抖对红豆杉(Taxus chinensis)悬浮培养细 

胞中紫杉醇形成的影响进行了研究。在红豆杉细胞 

悬浮培养 2O d即指数生长期末(红豆杉细胞悬浮培 

养 O～8 d为延滞期，8～2 d为指数生长期，稳定期为 

20~32 d)，加入浓度为 30 ttmol／L CuC1z，Cu抖促进 

紫杉醇形成的作用最大，诱导效果最好，细胞中紫杉 

醇含量为 4．88~tg／g。这表明，在指数生长期末红豆 

杉培养细胞对Cu2 诱导处理具有最强的反应能力。 

苏湘鄂等(2000)研究了处于不同时相的红豆杉 

细胞经诱导后生活力、生物量、紫杉醇含量及几个与 

次生代谢有关的生理生化指标的差异，对细胞时相 

与次生代谢强度的关系进行了探讨。结果表明，在 

细胞培养的第 7天(延迟期)进行诱导，细胞的活力、 

POD活性、HzOz、生物量、紫杉醇单位含量均高于 

第 14天(对数期)进行诱导，显著高于第 21天(稳定 

期)开始诱导。说明在延迟期进行诱导时，细胞对刺 

激剂的反应灵敏度较高，次生代谢启动的强度更大， 

在延迟期进行诱导能获得较高的紫杉醇生产率。 

4．4适度的刺激剂浓度 

刺激剂在诱导植物次生产物合成过程中，其活 

性与浓度有关。刺激剂浓度效应有两种类型：一种 

是反应饱和型，即次生产物的积累随刺激剂浓度增 

加而增加，达到最大后稳定；另一种是最适浓度型， 

即刺激剂表现出最佳效果具有最适浓度。在植物细 

胞悬浮培养中，后者比较常见。用 5种不同浓度的 

琼脂糖来考察它对银杏悬浮培养细胞生长及黄酮类 

化合物产生的影响，结果表明，加入浓度为 0．01～ 

0．5 g／L的琼脂糖均能明显地促进细胞生长。琼脂 

糖浓度为 0．01 g／L时，细胞生长最快，当琼脂糖浓 

度为0．10 g／L时，黄酮含量最高。当琼脂糖浓度达 

到 1．0 g／L，既不利于细胞的生长 ，也不利于黄酮的 
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累积。可见，在培养基中添加一定浓度的琼脂糖能 

够促进银杏悬浮培养细胞 的生 长及黄酮 的累积(杨 

林等 ，2002)。 

红豆杉细胞培养 时加 入 0．1 mg／L水杨酸，紫 

杉醇含量最高可达 6．8 mg／L，而对照组 仅为 1．2 

mg／L。当水杨酸的浓度大于 0．1 mg／L时 ，紫杉醇 

的含量又呈下降趋势(苗志奇等，2000)。Ketchum 

等(1999)在不同培养时间加入不同浓度的茉莉酮酸 

甲酯(methyljasmonate)，发现均能促进紫杉醇合 

成，只是增加量略有不同。其中，以继代培养 7 d后 

加入 100 p．mol／L作 用 效 果 最 为 明显 ，产 量 可达 

l4．4 mg／I 。Yukimune等(1996)研究表明在培养 

基中加入 100~mol／L茉莉酸甲酯对提高红豆杉培 

养细胞紫杉醇的含量最有利。 

实验证明在南方红豆杉细胞培养体系中分别加 

人 1．0 mmol／L硝酸铈 铵 、0．0l mmol／L硝酸银、 

0．1 mg／L花生四烯酸 、0．1 mg／L水杨酸以及 l0．0 

mg／L甲基茉莉酮酸最有利于紫杉醇产量的提高 

(施中东等，l999)。 

4．5刺激剂和其他物质的协同作用 

刺激剂和其他物质(如糖类、前提物质、抑制剂 

等)的协同作用可充分发挥刺激剂的诱导潜力。晏 

琼等(2003)研究 了果糖补料和真菌刺激剂对紫杉醇 

合成的协同作用，结果表明，果糖补料与真菌尖孢镰 

刀菌(Fo)协同作用对培养体系胞外 pH的影响趋势 

与真菌刺激剂单独作用时相似，即培养基发生了明显 

的碱化。次生代谢产物一酚类物质在果糖补料与 

协同作用下，酚积累量的增加比真菌单独诱导时更显 

著，高积累值持续时间更长，紫杉醇的质量浓度也明 

显增加，在第 2天出现峰值，最高产量达 81．0 mg／L， 

膏腴真菌刺激剂单独作用时的最高产量67．2 rag／L。 

Hye等(2001)用酵母刺激剂和 BTH(Benzoth— 

iadiazole)的协同作用处理 Parsley细胞，发现协同 

作用时迷迭香叶宁酸(Rosmarinic acid简称 RA)的 

含量比单独用酵母刺激剂和单独用 BTH处理时含 

量提高了 ll。4倍。苗志奇等(2000)通过水杨酸和 

硝酸银的配伍诱导，实现了刺激剂之间的协同作用， 

获得了39 mg／L的紫杉醇含量，比两个刺激剂单独 

作用时的最高含量之和还高出5O 。 

Fs和 SA单独处理红豆杉细胞均引起细胞膜 

脂过氧化。SA+F。联合处理可以减轻 F5单独处 

理细胞所引起的膜脂过氧化程度，较大地提高了过 

氧化物酶的活性，红豆杉细胞紫杉醇产量增加，达到 

l1．5 mg／L，分别为 F。，SA单独处理和对照组的 

1．5倍、2．0倍和 7．5倍。说明协同作用可提高次生 

代谢物的产量，可能由于协同作用引起细胞膜脂过 

氧化，且与过氧化程度有关(兰文智等，2002)。 

生物刺激剂和非生物刺激剂协同也能提高次生 

代谢物的产量。Wu等(2003)用 US单独处理红豆 

杉悬浮细胞，紫杉醇的含量提高了 1．5～108倍：用 

MJ单独处理处理时紫杉醇含量提高了5倍。而用 

US和 MJ共同处理时，紫杉醇含量比它们单独处理 

时提高 2O ～5O 。 

4．6小剂量连续诱导 

刺激剂能促进植物细胞合成和积累特定的次生 

代谢产物。较低浓度的刺激剂虽对细胞生物量影响 

较小，但细胞中次生代谢物单位含量较低。较高浓 

度的刺激剂虽然可以增加次生产物的单位含量，但 

往往严重抑制细胞 的生长 。因此 ，在不影响甚至提 

高诱导效果的前提下，减轻刺激剂对细胞的毒害作 

用是刺激剂应用于植物细胞悬浮培养时一个必须考 

虑的重要问题。 

为了解决这个问题，苏湘鄂等(2002)设计了小 

剂量诱导方案，并且比较了小剂量连续诱导与一次 

性大剂量加入刺激剂对 H O：含量、生物量及紫杉 

醇含量等方面影响的差异。结果表明：小剂量连续 

诱导组 HzO：相对含量、生物量及紫杉醇含量都较 
一 次性大剂量加入刺激剂组高。前者三个指标的值 

分别为 ：l7．6 OD4l0／g、27．84 g／100mL、5．0(1／万 

DW)，后者三个指标的值分别为：12O【)4 。／g、24．5l 

g／100mL、1．2(1／万 DW )。 

综上所述，刺激剂对植物细胞悬浮培养中蛋白 

质的改 变，酶活性 的改变 ，pH 改 变，细胞的生长及 

次生代谢产物的改变具有很重要的诱导效应。刺激 

剂的诱导效应与刺激剂的种类，培养物的种类，植物 

材料，刺激剂的浓度，刺激剂加入的时间有很大的关 

系。但是，刺激剂的结构和诱导机理还不完善，为了 

更好发挥刺激剂的作用，我们还要进一步探讨刺激 

剂的结构，作用机理和作用位点，利用各种手段合成 

各种高效的刺激剂。如：选择良好的外植体和刺激 

剂；利用各种分子生物学方法从植 物悬浮细胞中克 

隆出刺激剂诱导表达的基因，并对基因进行测序和 

功能鉴定；直接选用第二信使作为刺激剂，不仅经 

济，而且可以避免刺激剂受到植物内源酶作用引起 

的阻遏剂的产生；完善植物细胞悬浮培养条件，优化 

刺激剂与影响悬浮培养的其他因素之间的关系。随 
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着人们对刺激剂研究的深入，相信刺激剂将在细胞 

悬浮培养中发挥越来越大的作用 。 
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