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几种生理因子对印楝细胞悬浮培养生长的影响 

张娟芳 ，戚树源，何梦玲 ．胡兰娟 

(中国科学 院华南植物研究所 ，广东广州 510650) 

摘 要 ：通过研究不 同生理 因子对 印楝 悬浮细胞 生长 的影 响 ，建 立 了一 种快速 生长 的印楝 细胞 悬浮培养 体 

系。结果表 明，在添加 了 6-BA 0．8 mg／I 、NAA 0．8 mg／L、蔗糖 30 g／ L且初始 pH 值为 5．8的 MS培养液 中， 

以 60 g／L的接种量进行 印楝细胞 的悬浮 培养 ，细胞生长速率 可达 t．49 g,／I ·d。 
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Abstract；Effects of several physiological factors Oil the growth of cell suspension culture of Azadirachta indi一 

( n was studied and a fast growing cell suspension culture system of Azadirachta indica was established．The 

result showed that the cell growth rate of Azadirachta indica could reach 4．49 g／L ·d under the following 

physiological conditions：the cell cultured on a M urashige and Skoog (M S)medium supplemented with 6-BA 

0．8 mg／'L，NAA 0．8 mg／L and sucrose 30 g／L，with tlle initial pH 5．8 in the medium and the cell amount of 

inoculation 60 g／L of fresh cells． 

Key words：Azadirachta indica；eel1 suspension culture 

印楝 (Azadirachta indica A．Juss)是楝 科楝属 

的热带乔木 ，原产 于 缅甸 和 印度 ，在 亚 洲南部 、非 洲 

和南美洲的许多地区都有分布和栽培，但以印度等 

亚洲国家产 量最大 ，我 国没有 印楝 的 自然分布 (徐汉 

虹，2001)。印楝叶、树皮和种子的提取物一直是印 

度等 南 亚 国家农 业 上 的 抗 虫材 料 ，1968年 Butter— 

worth和 Morgan成功地分离出印楝素(azadiracht— 

in)后 ，印楝作为杀虫剂 的研究 在世界 范 围内广泛开 

展起来 (Saleem 和 Michael，1986)。研究 表 明，印楝 

素对 200多种农业害虫有其他植物性杀虫剂无法比 

拟的高生物活性，且因其不影响胆碱脂酶活性并能 

生物降解，从 而对人 畜及环境无任何毒性 (Saleem 

和 Michael，1986；李 晓 东 等 ，1995；Shirish等 ， 

1995) 

印楝 是近 代制备 无公 害农 药 的重 要植物 资源 ， 

但印楝 中的杀虫有 效 成分 结构 复杂 ，难 以人工 合成 

(赵善欢 等 ，1989)，采 用天然产物生产印楝杀虫剂又 

受到印楝分布及印楝素含量的不稳定性等因素的影 

响(Shirish等 ．1995)，不能满 足生产 的需求 ，所 以早 

在二十世 纪 70年 代各 国学 者就 开始 进行 印楝组织 

培 养的研究 (Rangaswamy和 Promila，1972)。到 目 

前 为止 ，国内外学 者在 印楝 器 官培 养 、组 织分化 、植 

株再 生和培 养物 中次生代谢 物质形成等方面做 了许 

多工作 (Manisha等 ，1981，1988；Virenda等 ，1993； 

Murthy 等，1998；Wawetzer，1998；戚 树 源 等， 

1998)，但 有关 印楝 细胞 悬浮培养 的专 门研究 尚未见 

报道 。采用植物细胞悬 浮培养技术生产天然产物 已 

在许多植物上 获得成功 ，如采 用紫草 (Lithosper一 
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mUlTI erythrorhizon)细胞培养生产紫草素(戚树源 

等，1997)，采用红豆杉(Taxus chinensis)细胞 培养 

生产紫杉醇等(余龙江等 ，2002)。本文研究几种不 

同生理因子对 印楝 悬 浮细胞 生 长 的影 响 ，旨在建 立 

一 种快速生长的印楝细胞悬浮培养体系，为采用细 

胞悬浮培养技术生产印楝次生代谢产物奠定基础。 

1 材料 与方法 

1．1实验材料与培养条 件 

印楝叶片诱导的愈伤组织(戚树源等，1998)，已 

在本实验室继代培养 2～3年 。本实验采用该愈伤 

组织作为实验材料，建立 印楝细胞悬 浮培养体系。 

所有实验如无特殊说明 ，均采用 150 mL三角瓶 ，装 

液量 50 mL，摇 床转速 120 rpm，培 养温度 25±2 

℃ ，光 照 培养 (以 日光 灯 为 光 源 ，每 天 连续 光 照 12 

h，光照强度为 15～25 ffmol m s )。 

1．2细胞 生长测定 

在 添加 了 6一BA 0．4 mg／L、NAA 0．8 mg／L、蔗 

糖 30 g／L且初始 pH值为 5．8～6．0的 MS培养液 

= 一  

}兰 
丘 

_兰 

1．  

暮 

2 1 6 H l【l 1： l 1 l“ 

J 猝 灭 数 ult u t⋯ d 

中，分别接人 不 同接种 量 的印楝 细胞 。每两 天收集 

1次 ，每一接种量每 次 3瓶 ，4O～5O℃干燥 至恒重 ， 

取 3瓶细胞干重 的平 均 值 ，绘成 细胞 生长 曲线 。每 

一 接种量下的细胞生长速率 一(该接种量下第 12 d 

收获的细胞干重一接种时的细胞干重)／(每瓶培养 

液体积×12)，单位 g／L·d。 

1．3不同生理因子对 印楝 悬浮细胞生长的影响 

分别调节 MS基本 培养液 中添加 的植物激 素的 

种类和浓度、碳源的种类和浓度以及培养液的初始 

pH值，印楝细胞的接种量均为 60 g／L，培养 12 d 

后 收集 ，4O～ 5O℃ 干燥 称重 。实验 重 复 3次 ，结果 

取平均 值。pH值用 Corning pH meter 12O测定 。 

2 实验结果 与讨论 

2．1不同接种量对 印楝 悬浮细胞 生长的影响 

分别将 2O、4O、6O、80 g／L的新鲜印楝细胞接人 

添加 了 6-BA 0．1 mg／L、NAA 0．8 mg／L、蔗糖 3O 

g／L的 MS培养液中，印楝悬浮细胞的生长曲线如 

图 l(A、B)所 示 。 
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图 1 (A、B)不同接种量对 印楝悬浮细胞生 长的影 响 

Fig．1 (A、B)Effects of cell amount of inoculation on the cell growth in 

the cell suspension culture of Azadirachta indica 

C20、C40、C60和 C80分别是接种量为 2O、4O、6O、8O g／L时的细胞培养 C20，C40，C60 and C80 are the cell suspension 

cultures of Azadirachta indica with the cell amounts of inoculation of 20，40，60 and 8O g／L 

由图 1(A)可 以看 出 ，当接种 量为 2O g／L和 4O 

g／L时 ，印楝细胞 的生 长 曲线呈 “双 S”型 ，而 由图 1 

(B)可 以看 出，当接 种量 为 60 g／L和 80 g／L时 ，印 

楝细胞的生长曲线则呈双 峰型 ，这一 结果 说明 ，不 同 

接种量对印楝细胞 的生长具 有明显 的影 响。在 四种 

接种量下，印楝细胞均在接种后第 4天进入第一对 

数生长期，第 1O天进入第二对数生长期；不同之处 

在于：接种量为 2O～40 g／L时，印楝细胞的第一对 

数期为 4天 ，且第一对数期结束后细胞生长不下降， 

而接种量为 60~80 g／L时，第一对数期仅为 2 d，且 

第一对数期结束后细胞生长下降，第二个生长峰值 

低于第一个生长峰。在植物细胞悬浮培养中，采用 

高密度培养的方法来增加培养物中次生代谢产物的 

形成 ，已经有许多成功的例子 (Zhong和 Yoshida， 

1995)，印楝细胞在高密度培养与低密度培养时表现 

出不同的生长状态 ，可以考虑采用高密度培养的方 

法来促进 印楝 悬浮细胞 中次生代谢产物 的形成 。 

戚树源等(1998)在进行印楝愈伤组织培养和植 

株再生的研究 中发现，印楝愈伤组织在添加了不同 

6一BA和 NAA 组合 的 MS培养基中继代培养时均 
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出现两个生长峰 ，接种的愈伤组织所处的生长期和 

培养基中的激素组成影响双峰出现的时间，但并不 

改变印楝愈伤组织生长的双峰性质 。而在本实验 

中，印楝悬 浮细胞 在接种量 为 60～80 g／L时生长曲 

线也有双峰现象。印楝细胞生长出现两个生长峰的 

特征是否与印楝细胞 的代谢分化有关 ，有待于进一 

步研究 。 

一  
∞  

量 
蚤．蓍 

20 40 6O 8O 

接种 Cel1 alno[int of inoculation(g／fl ask) 

图 2 不同接种量下印楝细胞生长速率 

Fig． 2 The cell growth rate of Azadirachta indica 

from different cell amounts of inoculation 

O．0 0．1 0．4 0．8 1．0 

6 BA浓度 Concenti，at ion of 6-BA(mg／L) 

图 3 6-BA 与 NAA 的不 同浓度组 合 

对印楝 悬浮细胞生长 的影响 

Fig．3 The effects of different concentrations of 

6-BA and NAA on the cell growth 

of Azadirachta indica 

不同接种量下印楝悬浮细胞的生长速率如图 2 

所示。在接种量为 6O g／L时，印楝细胞的生长速率 

大于其他接种量 ，可考虑采用 6O g／L作为印楝细胞 

悬浮培养生长的最适接种量。 

2．2激素对 印楝 细胞生长的影 响 

在添加 了 6一BA 0～l mg／L和 NAA 0～ l mg／ 

L不同浓度组合的 MS基本培养基中，以 6O g／L的 

接种量接人印楝细胞 ，光 照培养 12 d后收集 ，干燥 

称重。当培养基中不含 6一BA或 6一BA浓度一定时， 

随着 NAA浓度 的增 大，收获的细胞干重的变化趋 

势如 图 3所示 。 

当培养基 中不含 6-BA 或 6-BA与 NAA的浓 

度均小于或等 于 0．4 mg／L时 ，印楝细胞褐 化严重 ， 

颗粒不均，长势略快者则粘度大 ，不易抽滤；当 6一BA 

与 NAA浓度 均大于 0．4 mg／L时 ，印楝 细胞颜色浅 

黄或浅绿 ，颗 粒细 小均匀 ，抽 滤容易 。由图 3可以看 

出，当 6一BA浓度一定时，随着 NAA浓度的增大，收 

获的细胞干重增加 ；当 NAA 浓度大于 0．8 mg／L 

时，收获的细胞干重开始下降；而当 6一BA与 NAA 

浓度均为 0．8 mg／L时，收获的细胞干重达到本实 

验条件下的最大值 ，可考虑选用此种浓度组合进行 

印楝细胞的悬浮培 养 ，以获得理想 的细胞生 长速度 。 

2．3不同碳源对印楝细胞生长的影响 

在分别添加了 15、30、45 g／L的蔗糖或葡萄糖， 

且 6一BA与 NAA 浓度 均 为 0．8 mg／L的 MS基本培 

养基中，以 6O g／L的接种量接人印楝悬浮细胞，光照 

培养，12 d后收集，干燥称重。培养基中添加的蔗糖 

或葡萄糖 的浓度 与收获 的细胞干重 的关 系如 图 4所 

示。由图 4可以看出，添加浓度相同时，以蔗糖作为 

碳源的培养基中收获的细胞干重均大于以葡萄糖作 

为碳源的培养基 ，且蔗糖浓度为 30 g／L的培养基中 

收获的细胞干重达到本实验条件下的最大值。由此 

可知，蔗糖比葡萄糖更适合作为印楝细胞悬浮培养生 

长的碳源 ，且 以 30 L为最适 添加浓度 。这一结果 

与 Wewetzer(1998)在研究不 同碳源对 印楝愈 伤组织 

中印楝素生成的影响时所得到的结论一致。 

有文献(Panda等 ，1992)表明，培养基中蔗糖浓 

度的增 大可能会 导致 细 胞渗 透压 休克 (Osmotic 

shock)或影响生物合成途径 ，从而抑制细胞的生长， 

促进次生代谢物的积累。在本实验中，蔗糖浓度大 

于 30 g／L时 ，随着 蔗糖 浓度 的增 大 ，细胞 的生长下 

降，蔗糖浓度对印楝细胞生长的影响是否也具有文 

献所 述机制 ，且是 否会 促进 印楝 细胞 中次 生代谢产 

物 的积 累，还需要进 一步的研究 。 

2．4 pH值对细胞 生长的影响 

以 MS为基本培养基，添加 6一BA 0．8 mg／L、 

NAA 0．8 mg／L、蔗糖 30 g／L，并分别调节培养液的 

初始 pH 值 为 4．5、5．0、5．5、5．8、6．0、6．5，以 60 g／ 

L的接种量接人印楝细胞，光照培养 12 d后收集 ， 

干燥称重。培养液的起始 pH值对印楝悬浮细胞生 

长的影响如图 5所示。在 pH 值位于 4．5～5．8之 

间时 ，随着 pH 值 的增 加 ，收 获 的细胞 干重增 大 ；至 

O  8  6  4  2  O  

O  O  O  O  O  
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pH值为 5．8时达到最 大值 ；在 pH 值位于 5．8～ 

6．5之间时 ，随着 pH 值 的增加 ，收获 的细胞 干重 下 

降。pH值为 5．8时 ，印楝悬浮细胞 的生长速率可 

达4．49 g／L·d。 罩荨 
； 三 

4 蔗糖和葡萄糖对 印楝细胞生长的影响 

4 The effects of sucrose and glucose on the 

cel J growth of Azadirackta indica 

图 5 培养基不 同初 始 pH 对印楝细胞生长的影响 

Fig．5 The effect of different initial pH values in the 

medium on the cell growth of Azadirachta indica 

印楝细胞 在 悬 浮 培养 过 程 中 ，培 养液 中的 pH 

值随细胞生长而有规律 的变化 。图 6反 映了接种量 

为 5O g／L、初 始 pH 值 为 5．8时印楝 细胞 生长与培 

养液中 pH值变化的关系。接种量为 5O g／L时细 

胞生长曲线 呈不太明显 的双峰 型 。从 悬浮培养开始 

到第 8天 ，细胞生 长曲线位 于第 一峰 ，培养液 中 pH 

值的变化与印楝细胞的生长同步 ；从第 8天到第 16 

天，细胞生长曲线位于第二峰，培养液中的 pH值与 

印楝细胞的生长呈负相关。 

在植物细胞培养过程中，培养液中 pH 值的变 

化通常是由于培养液中氮源的消耗产生的。当植物 

细胞在以 NO 一为主要氮源的培养液中培养时，培 

养液的 pH值随植物细胞 的生长而上升 (Treat和 

图 6 印楝细胞生长过程 中培养基 pH 值的变化 

Fig．6 The variation of medium pH values during 

the cel l growth of Azadirachta indica 

Engter，1989)。印楝细 胞悬 浮培养 采用 以 O 一为 

主要氮源的 MS培养液 ，在培养过 程的前 8天 ，培养 

液 中 pH 值与细胞生 长同步 ，与该 报道结论 一致 。 

戚 树源等 (1997)在 采用两步法进行紫草细胞培 

养时发现，细胞生长培养液的 pH值与紫草细胞生 

长呈正相关 ，而紫草色素生产培养液的 pH 值却与 

紫草细胞 色素增长 呈负 相关 ，这 一 结果 可能是 由于 

紫 草色素生成过 程伴随有 酸性副产物生成 以及紫草 

包素 的萘醌环显酸 性所致 。印楝 细胞 悬浮培养过程 

中，印楝细胞生长与培养液 pH 值在第一峰范围内 

具有紫草细胞生长与其培养液 pH值类似的正相关 

性 ，而在第二 峰范 围内 ，具有紫草 色素生产与其培养 

液 pH值类 似的负相关性 ，这是 否表 明 ，印楝悬 浮细 

胞生长曲线 的第一 峰 反映 了 印楝细 胞 的增 长规 律 ， 

而第二峰反映 了印楝 细胞 的代谢规律 ?实际情况如 

何 ，还有待于进 一步的研究 。 

综上 所 述 ，在 添 加 了 6一BA 0．8 mg／L、NAA 

0．8 mg／L、蔗糖 3O g／I 且初始 pH值为 ．8的 MS 

培养液 中 ，以 6O g／L的接种 量进行 印楝细胞 的悬 浮 

培养 ，细胞生长 速 率 可达 4．49 g／I ·d。印楝 细胞 

悬 浮培养快 速生长体 系 的建 立 ，为进 一步研究 印楝 

次生代谢产物 的形 成 和调 控 奠定 了基础 ，具 有一定 

的实际价 值和理论 意义 。 
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表 4 加样 回收率实验结果 

Table 4 Results of added recovery 

2．2．5方法重现性考察 对 同一样 品分别按样 品处 

理方法 和测定方法 测定 (表 5)。 

3 小结 

(1)以小檗碱为指标，对黄柏 3种提取溶剂、3 

种分离纯化方法的提取物中总生物碱含量的工艺路 

线的产品得率、含量及方法总提取率进行了综合评 

价 ，总的来说，醇提取 、大孔树脂吸附方法明显优于 

其他 方法。 

(2)本测定方法相比以前经典方法操作更简便 

迅速 ，方法准确度好 ，稳定性 、重现性好 。适用于黄 

柏 中总生物碱工业 化生产 中的含量控制 。 

表 5 重现性实验结果 

Table 5 Results of reproduc ility tests 
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