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摘要:植物源蜕皮激素———茁鄄蜕皮甾酮(茁鄄EC)是一种细胞生长调节激素,在医疗和生物农药等方面有极高的应用

价值。 利用匍枝筋骨草细胞中含有较高 茁鄄EC 这一特性,为从改善细胞悬浮培养、监测及加入添加物等途径找出一

个可以高效、快速生产 茁鄄EC 的生物学方法,通过紫外分光光度法和高效液相色谱等研究方法在前期已建立的匍枝

筋骨草细胞悬浮培养体系的基础上,进一步研究了细胞培养过程中的营养消耗、次生代谢产物生成的动力学曲线;
并探索了向细胞悬浮培养体系中添加 L鄄苯丙氨酸(L鄄PAL)、甲羟戊酸(MVA)、琢鄄蒎烯、松油醇、NO(硝普钠 SNP)等
来提高匍枝筋骨草细胞中 茁鄄EC 含量。 结果表明:匍枝筋骨草细胞生长符合逻辑斯蒂方程曲线“S冶型,生长周期共

19 d 并在第 11 天进入细胞生长稳定期;电导率与细胞干质量、蜕皮甾酮的积累呈负相关,因而,可利用电导率的变

化确定最佳细胞收获时间;多次继代会弱化细胞生产蜕皮甾酮的能力;通过将 琢鄄蒎烯、MVA、SNP 联合添加于弱化

的细胞中,可以显著提高细胞悬浮培养体系中 茁鄄EC 的含量,联合添加的适宜组合和最优浓度为:琢鄄蒎烯 50 滋L / L、
MVA 10 mg / L、SNP 80 滋mol / L。
关键词:匍枝筋骨草; 动力学; 前体; 诱导子; 代谢抑制剂; 茁鄄蜕皮甾酮; 代谢调控
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Ecdysterone is a naturally occurring steroid hormone secreted by arthropods, including insects, to
regulate the molting process of larvae. Ecdysterone also has many pharmacological functions such as
promoting cell growth and inducing human epidermal cell differentiation. Suspension culture of Ajuga
lobata D. Don cells provides a method of synthesis of the phytoecdysteroid 茁鄄ecdysterone (茁鄄EC). In this
study, we tried to characterize the culture conditions to optimize 茁鄄EC production. Growth of A. lobata
cells fit the logistic equation curve, with a growth cycle of 19 days and the stationary phase of 11 to 17
days. Medium conductivity was negatively correlated with dry cell weight and 茁鄄EC accumulation, thus
could be used to determine the optimal time for cell harvest. Continuous subculture reduced 茁鄄EC
synthesis, but supplementing medium with 茁鄄EC precursors mevalonic (MVA), metabolic inhibitors 琢鄄
pinene and elicitor NO could significantly promote cell growth and influence 茁鄄EC accumulation.
Combination of 琢鄄pinene, MVA and SNP significantly elevated 茁鄄EC accumulation, thus may
synergistically enhance 茁鄄EC synthesis in A. lobata. The optimal concentrations of 琢鄄pinene, MVA and
NO donor SNP in the suspension culture were 50 滋L / L, 10 mg / L, 80 滋mol / L, respectively.
Key words摇 Ajuga lobata; kinetics; precursors; elicitors; metabolic inhibitor; 茁鄄ecdysterone; metabolic
regulation
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摇 摇 蜕皮甾酮是包括昆虫在内的节肢动物的一类内

源激素,可以调节节肢动物幼虫蜕皮过程。 同时,作
为细胞生长调节激素,具有促进细胞生长、促进人表

皮细胞的分化、改善脑功能障碍的药理活性[1]。 植

物源蜕皮甾酮因其结构与蜕皮甾酮相似,同样可影

响昆虫的整个发育过程,从而达到安全无污染地防

治害虫的目的[2鄄鄄3]。 植物源蜕皮甾酮在植物体中的

含量较昆虫体内高[4],而且存在于多种植物中,所
以其来源广泛[5鄄鄄9]。 匍枝筋骨草中所含的植物源蜕

皮激素主要为 茁鄄蜕皮甾酮(茁鄄EC),且含量较高,测
得其含量可达 0郾 182 8 g / L[10],有较强的应用及经济

价值[11]。
匍枝筋骨草 ( Ajuga lobata), 隶属于唇形科

(Lamiaceae),筋骨草属(Ajuga),多年生草本,在中

国南方有广泛分布[12鄄鄄14]。 从野生筋骨草中提取分

离 茁鄄EC,受到野生资源限制;若采用人工栽培方式

培育,生长周期相对较长;而植物组织或细胞培养具

有不受环境和季节影响、培养周期短等优点。 匍枝

筋骨草根部 茁鄄EC 含量较高,易于离体培养,且利用

悬浮培养的细胞系提取植物源 茁鄄EC 的操作流程也

更简单[11]。 因此,采用植物细胞工程技术培养匍枝

筋骨草细胞生产 茁鄄EC 是生产蜕皮甾酮的又好又快

的途径之一,不仅为规模化生产 茁鄄EC 提供充足的

原料,还可以降低生产成本,同时降低对野生匍枝筋

骨草资源的破坏程度。
目前,对于筋骨草属的研究主要集中在化学成

分的 分 析 以 及 提 取 物 的 药 理 活 性、 杀 虫 效 果

等[12鄄鄄15];有 研 究[16] 发 现,福 建 的 金 疮 小 草 ( A.
decumbens)中蜕皮甾酮的含量明显高于紫背全盘

(A. nipponensis)和网果筋骨草(A. dictyocar),且以

苗期含量最高,可达到 4郾 49 mg / g;还有关于金疮小

草中环烯醚萜苷动力学[16],以及匍枝筋骨草的组培

苗培养和生根培养的研究[17]。 但尚未见通过建立

匍枝筋骨草细胞的悬浮培养体系,获得可大量生产

茁鄄EC 的细胞系的相关报道。
东北林业大学森林生物工程学科昆虫实验室于

2009 年 4 月从浙江省杭州蓝天园林种苗公司余姚

镇引进匐枝筋骨草。 2011 年,建立了成熟的再生体

系。 2013 年,初步建立匍枝筋骨草的悬浮培养体

系[11],并研究了匍枝筋骨草的悬浮培养条件及添加

不同物质对次生代谢产物 茁鄄EC 的影响,找出了高

效、稳定的匍枝筋骨草悬浮培养体系及 茁鄄EC 提取

工艺。
茁鄄EC 作为一种主要的植物甾酮,在植物体中的

生物合成途径与萜类化合物有密切关系,均通过类

异戊二烯途径合成。 类异戊二烯途径由甲羟戊酸

(MVA)途径和 5鄄磷酸鄄D鄄脱氧木酮糖 / 2鄄C鄄甲基鄄D鄄
赤藓糖醇鄄4鄄磷酸酯(DOXP / MEP) 途径组成[18鄄鄄21]。
MVA 途径是植物体一条主要合成途径,以乙酰 CoA
为起始物,通过合成甲羟戊酸,最后合成甾酮类及萜

类物质。 而 DOXP / MEP 途径则是以丙酮酸和 3鄄磷
酸甘油醛为起始物,合成萜类物质。 这 2 条途径的

主要区别在于前体物质异戊烯基焦磷酸酯(IPP)及
其异构体二甲基烯丙基焦磷酸酯(DMAPP)的合成

机制、代谢终产物及在细胞中的位置不同,即 2 种途

径有着相同的中间产物 DMAPP 和 IPP。 可见 琢鄄蒎
烯(小分子单环单萜化合物) 作为 MVA 途径及

DOXP / MEP 途径的萜类产物,可以抑制萜类合成,
从而达到增加甾酮产量的目的。 而松油醇作为 琢鄄
蒎烯的终产物的一种,也属于单环萜醇类化合物,同
样具有抑制萜类合成途径的作用[22]。 MVA 作为

MVA 途径的关键物质,完全可以看做植物体内合成

甾酮途径的前体。 而 L鄄苯丙氨酸(L鄄PAL)作为一种

生物体必须的氨基酸,被认为是一种普遍性的次生

代谢途径的前体[23]。 另外,NO 作为信号分子在植

物次生代谢生产中普遍作为诱导子而使用[24]。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 基础培养

基础 悬 浮 液 体 培 养 基 为: MS + 0郾 4 mg / L
2,4鄄D + 0郾 5 mg / L 6鄄BA。初始 pH 值 5郾 8,蔗糖质量

分数 2% 。 接种量为 0郾 1 g / mL,即每个培养瓶中添

加 50 mL 培养液,接种 5 g。
细胞培养条件:培养室内光照培养,光 /暗周期

为 16 h / 8 h,光照强度 2 000 lx;温度为 25 益、湿度为

70% 、悬浮摇床转速 120 ~ 130 r / min。
1郾 2摇 悬浮细胞培养动力学研究

选取继代 4 次、培养 7 d 的匍枝筋骨草细胞做

动力学研究。 在培养的第 1、3、5、7、9、11、13、15、
17、19 天测定(接种当天记为第 0 天)细胞鲜质量、
细胞干质量、pH 值、电导率、茁鄄EC 含量,以及可溶性

总糖、磷酸盐、硝酸盐、铵盐的含量。 设 4 次重复,每
组 10 瓶。
1郾 2郾 1摇 细胞鲜质量和干质量的测定及细胞生长动

力学模型的建立

每次取 3 瓶,每组取 1 瓶,将细胞悬浮液经 300
目细胞筛过滤,将滤出的细胞用滤纸吸干多余水分,
称重得到细胞鲜质量(FW)。 60 益烘干至恒重后,
得到细胞干质量(DW)。

细胞生长动力学模型拟合,依据细胞工程中细

胞反应动力学公式:
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1
cx

dcx
dt = (K 1 -

cx
cx

)
max

式中:cxmax为细胞的最高质量浓度(g / L),cx 为细胞

质量浓度(g / L),t 为培养时间(d),K 为比例系数。
1郾 2郾 2摇 培养液 pH 值测定

采用 pH S鄄25 酸度计(上海精科雷磁仪器厂)测
定细胞悬浮培养过程中培养液的 pH 值,记录数据

并绘制曲线。
1郾 2郾 3摇 培养液电导率的测定

采用 BEC 微机型电导率仪 ( BEC鄄11AW,Bell
Analysis Instrument Co Ltd)测定培养液中电导率。
1郾 2郾 4摇 培养液中营养物消耗动态及糖消耗动力学

模型

采用磷钼蓝法测定培养液中磷酸盐含量[25],水
杨酸分光光度法测定硝酸盐含量[25],茚三酮测定氨

基游离氮的方法测定铵盐含量[25],蒽酮比色法测定

细胞悬浮培养过程中培养液的可溶性总糖含量[25]。
糖消耗动力学模型依据基质消耗的动力学

方程:

cs = cs0 -
e

mYx / st

1 -
Yx / s
Y*x / s

Yx / s

式中:cs 为基质质量浓度(mg / L),cs0为底物的初始

质量浓度(mg / L),m 为细胞的维持系数,Yx / s为宏观

得率,Y*
x / s为理论得率。

1郾 2郾 5摇 悬浮细胞中 茁鄄EC 含量的测定及动力学模型

0郾 2 g(干质量)匍枝筋骨草细胞于 5 mL 色谱甲

醇浸泡 24 h,超声 1 h,微波消解(微波消解仪 WT鄄
8000);有机过滤膜过滤后将滤液直接用于 HPLC
(Waters鄄2900) 检测。 茁鄄EC 检测色谱柱: MS C18
(4郾 6 伊 250 mm,5 滋m 粒度),紫外可见光检测器(波
长范围: 190 ~ 800 nm)检测波长 242 nm,流动相

(V甲醛 颐 V水 = 50颐 50)溶液 0郾 8 mL / min,进样量 20 滋L。
配置质量浓度为 0、 0郾 08、 0郾 16、 0郾 24、 0郾 32、

0郾 40 g / L的 茁鄄EC 标准品溶液,每次分别进样 20 滋L,
重复 3 次,以峰面积的平均值为纵坐标,质量浓度为

横坐标,得 茁鄄EC 回归方程。 按照液相色谱检测试

样的峰面积,由标准曲线求出 茁鄄EC 含量。
考虑到产物的积累与细胞的生长的相关性,茁鄄

EC 生成的动力学模型依据细胞生长动力学公式

(参考 Logistic 方程) 拟合 pp =
pmax

1 +
pmax - p0

p0
e - kt

,令

b =
pmax - p0

p0
,化简后的方程为:

pp =
pmax

1 + be - kt

式中:pp为产物质量浓度(mg / L),pmax为产物的最大

质量浓度(mg / L),p0 为产物的初始浓度质量(mg /
L),k 为产物生成系数。
1郾 3摇 继代次数对悬浮细胞内 茁鄄EC 含量的影响

取 5 g 第 1 代、培养 7 d 的愈伤组织细胞,接种

到 50 mL 基础悬浮液体培养基中,再培养 7 d 后测

定悬浮培养细胞中 茁鄄EC 含量(此时是第 2 代愈伤

组织细胞)。 重复试验 2 次。 然后依次进行第 3 ~
15 次继代悬浮培养细胞的 茁鄄EC 含量测定。

1郾 4摇 外源添加物对悬浮细胞生长及 茁鄄EC 含量的

影响

1郾 4郾 1摇 不同外源添加物

选取 5 g 继代 10 次的匍枝筋骨草细胞,接种到

50 mL 基础悬浮液体培养基中。 再分别添加不同种

类及浓度的前体,并在添加后培养到第 7 天时,观察

细胞生长状况、测定细胞活力和悬浮细胞中 茁鄄EC
含量。 每 4 瓶培养物为 1 个试验重复。

细胞活力采用 TTC 法:取鲜细胞 0郾 2 g,加入

2郾 5 mL 0郾 4% TTC, 再加入 2郾 5 mL PBS 缓冲液

(pH =7),常温下暗处理 14 h;去除上清液,用蒸馏

水清洗细胞 3 次;洗净的细胞加入 5 mL 95% 乙醇,
60 益水浴脱色 30 min,期间每 5 min 轻晃摇匀。 在

485 nm 处,用紫外分光光度仪测其吸光度。
1郾 4郾 1郾 1摇 L鄄PAL 的配制

称取 0郾 165 2 g L鄄PAL,用无菌水定容到 10 mL,
即其浓度为 0郾 1 mol / L。 向 50 mL 的培养体系中分

别加入 0、 50、 100、 200 滋L 浓度为 0郾 1 mol / L 的

L鄄PAL, 使 L鄄PAL 终 浓 度 分 别 为 0、 0郾 1、 0郾 2、
0郾 4 mmol / L。
1郾 4郾 1郾 2摇 MVA 的配制

用 0郾 1 mol / L 的 KOH 溶解 MVA,配成 50 g / L
的溶液。 向 50 mL 的培养体系中分别加入 0、5、10 、
20、80 滋L 的 50 g / L 的 MVA 溶液,使 MVA 终质量浓

度分别为 0、5、10、20、80 mg / L。
1郾 4郾 1郾 3摇 琢鄄蒎烯的配制

用无水乙醇溶解 琢鄄蒎烯(V琢鄄蒎烯 颐 V无水乙醇 = 8颐 2)
配制 琢鄄蒎烯无水乙醇溶液。 向 50 mL 的培养体系中

分别加入 0、31郾 25、62郾 5、125 滋L 琢鄄蒎烯无水乙醇溶

液,使体系中 琢鄄蒎烯终浓度(体积比)分别为 0、25、
50、100 滋L / L。
1郾 4郾 1郾 4摇 松油醇的配制

取 8郾 4 mL 松油醇溶于 1郾 6 mL 无水乙醇中,配
制松油醇无水乙醇溶液。 向 50 mL 的培养体系中

分别加入 0、5、20、30 滋L 松油醇无水乙醇溶液,使
松油 醇 终 浓 度 ( 体 积 比) 分 别 为 0、 100、 400、
600 滋L / L。
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1郾 4郾 1郾 5摇 诱导子 NO 的配制

称取 0郾 029 8 g 硝普钠(SNP),用去离子水定容

至 2 mL, 配 成 浓 度 50 mmol / L 的 SNP 溶 液

(0郾 5 mmol / L的 SNP 能释放 2郾 0 滋mol / L 的 NO)。
向 50 mL 的培养体系中分别加入 0、10、20、40、80、
160 滋L SNP 溶液,使体系中 SNP 终浓度分别为 0、
10、20、40、80、160 滋mol / L。
1郾 4郾 2摇 不同外源物组合

选用添加单种外源物试验中筛选出来的,对悬

浮细胞生长影响较小且对 茁鄄EC 含量促进作用效果

显著的各种外源物的最优添加浓度进行外源物的组

合:淤MVA + SNP,于 琢鄄蒎烯 + SNP,盂MVA + 琢鄄蒎
烯,榆MVA + 琢鄄蒎烯 + SNP。 将各外源物组合添加

到已经培养了 7 d 的加有 5 g 继代 10 次悬浮细胞的

50 mL 悬浮培养体系中。 同时以添加 50 滋L / L 琢鄄蒎
烯、10 mg / L MVA、80 滋mol / L SNP 的培养体系做对照。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 悬浮细胞培养的动力学研究

2郾 1郾 1摇 细胞生长曲线

由图 1 可知:细胞生长符合 Logistic 方程。 匍枝

筋骨草的生长周期为 19 d,生长曲线为“S冶型,1 ~
3 d为延滞期,细胞生长速率缓慢,细胞生物量积累

少;3 ~ 11 d 为细胞对数生长期;第 11 天,生长速率

减慢,进入细胞生长稳定期,此时生物量达到最大为

34郾 74 g /瓶,稳定期持续到第 17 天;在第 17 天细胞

生物量有所下降,进入细胞衰亡期。

图 1摇 筋骨草细胞的生长曲线

Fig. 1摇 Dynamic changes of cells growth in Ajuga lobata
摇

2郾 1郾 2摇 细胞培养液 pH 值的变化

由图 2 可知:整个细胞生长周期内,培养液 pH
值处于动态变化中;随培养时间出现先下降后上升

的变化过程,但始终都在 4郾 5 ~ 6郾 0 之间;培养结束

时,pH 值为 5郾 8。
2郾 1郾 3摇 培养时间对电导率、细胞干质量、茁鄄EC 含量

的影响

由图 3 可知:在一个生长周期里,随着培养时间

的延长,电导率呈下降趋势,细胞干质量随之上升;

图 2摇 细胞培养液的 pH 值

Fig. 2摇 Dynamic changes of pH in Ajuga lobata
摇

第 9 天,细胞干质量到达最大(0郾 63 依 0郾 021) g 时,
相应的电导率为(2郾 78 依 0郾 318)(m·s) / cm;从第 11
天即细胞进入稳定期后,电导率下降至 2 (m·s) / cm
以下。

图 3摇 匍枝筋骨草细胞培养液中培养时间与

电导率、细胞干质量的变化

Fig. 3摇 Dynamic changes of electric conductivity
and cell dry weight in culture solution

摇

图 4摇 匍枝筋骨草细胞干质量的试验值和拟合曲线

Fig. 4摇 Comparison of model parameters between
experimental values and calculated values

用 origin8郾 6 对匍枝筋骨草细胞干质量与细胞

生长情况进行拟合(见图 4),得到拟合方程为 cx =

cx0 +
cxmax - cx0
1 + e

t - t0
dt

,其中 cx0 为细胞的起始质量浓度( g /

L),t0 为细胞生长的时间常数( d)。 经拟合得到:
cxmax为 0郾 641 56 ,cx0 为 0郾 102 85,t0 为 4郾 849 55 d,dt
为 1郾 535 38,相关性系数为0郾 982 96。 这说明提出的模

型具备合理性和较高的准确性,能够比较好地描述
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匍枝筋骨草细胞悬浮培养过程中生长的动力学。
由图 5 可知:随着细胞培养时间的增加,细胞内

茁鄄EC 积累量逐渐增加;当培养到第 9 天时,茁鄄EC 含

量最高可达(0郾 246 依 0郾 011 3)g / L。

图 5摇 匍枝筋骨草细胞培养液 茁鄄EC 含量的变化

Fig. 5摇 Dynamic changes of 茁鄄ecdysterone content
摇

用 origin8郾 6 对匍枝筋骨草细胞 茁鄄EC 含量与细

胞生长情况进行拟合 (见图 6)。 拟合方程 pp =
pmax

1 + be - kt,相关系数为 0郾 874 92,Pmax = 0郾 204 49,k =

1郾 424 09。 该方程不能概括反应过程中所有 茁鄄EC
含量的变化,只能在一定程度上反映 茁鄄EC 的积累

水平。

图 7摇 悬浮培养细胞液中各营养基质的变化

Fig. 7摇 Dynamic changes of nourishment content in culture solution

2郾 1郾 4摇 培养液中各种营养基质的消耗曲线

比较细胞生长曲线(图 1)和各种营养基质的消

耗曲线(图 7),可见它们有明显的相关性。 随着细

胞生长,各种营养基质逐渐消耗,并且随着细胞生长

的延迟期、对数生长期和生长平稳期,营养基质的消

耗也存在明显的延迟期、增速期和稳定期。
根据总糖测定结果对糖消耗动力学模型 cs =

图 6摇 匍枝筋骨草细胞 茁鄄EC 含量拟合曲线和试验

值的比较

Fig. 6摇 Comparison of model parameters between
experimental values and calculated values

摇

cs0 -
e

mYx/ st

1 -
Yx / s
Y*x / s

Yx / s
进行拟合,得到 Y*

x / s为 7郾 931,m 为 0郾 095 8,R2

为 0郾 997 47。 说明该方程具有一定的可信度和合理

性,能够比较好地描述反应过程中总糖的消耗情况。

2郾 2摇 继代次数对细胞内 茁鄄EC 含量的影响

由图 8 可知:在筋骨草细胞悬浮继代培养中,前
几代培养细胞所含的 茁鄄EC 含量呈增加趋势,第 4 次

继代细胞的 茁鄄EC 可达 0郾 204 依 0郾 025 6 g / L。 随着

继代次数的增加,细胞的 茁鄄EC 积累越来越来少。
第 10 次继代细胞的 茁鄄EC 开始低于 2 代细胞;并且

随着继代次数的增加,下降趋势明显(p < 0郾 01);当
继代到 15 代时,细胞内 茁鄄EC 含量只有 2 代细胞的

23郾 5% ,只有4代细胞的 14郾 4% 。 说明继代次数会
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图 8摇 继代次数对细胞内 茁鄄EC 含量的影响

Fig. 8摇 Effect of Subculture times on 茁鄄ecdysterone
content in suspension cultural

摇

显著弱化筋骨草细胞生产 茁鄄EC 的能力。 此时,或
者利用各种手段(如适当提高温度、添加前体、补充

营养素、改良激素水平等)刺激细胞生产次生代谢

产物,或者从植株上重新获得愈伤细胞再悬浮培养。
2郾 3摇 外源添加物对匍枝筋骨草细胞生长及 茁鄄EC
的影响

2郾 3郾 1摇 L鄄PAL
由表 1 可知:不同浓度的 L鄄PAL 均能极显著地

提高细胞活力,最高活力是对照的 2郾 4 倍;但对刺激

细胞合成 茁鄄EC 的作用很小,仅少量提高了细胞的

茁鄄EC 含量,各浓度 L鄄PAL 之间的 茁鄄EC 含量差异不

摇 摇
表 1摇 L鄄PAL 对筋骨草细胞的影响

Tab. 1摇 Effect of L鄄PAL on Ajuga lobata cells in suspension culture

L鄄PAL 浓度

L鄄PAL concentration / (mmol·L - 1)

细胞生长状况

Cell growth
细胞活力

Cell activity

蜕皮甾酮含量

茁鄄EC content / (g·L - 1)
0 + + 0郾 32 依 0郾 042 0郾 087 依 0郾 007 1

0郾 1 + + 0郾 58 依 0郾 051** 0郾 104 依 0郾 013 0
0郾 2 + + 0郾 78 依 0郾 092** 0郾 112 依 0郾 005 8
0郾 4 + + 0郾 66 依 0郾 057** 0郾 108 依 0郾 003 7

注: + + 表示细胞长势良好,培养液绿白;**表示差异极显著(p < 0郾 01) 。 下同。 Notes: + + cells are growing very well,the culture solutions are

green; **Extremely significant differences (p < 0郾 01) . The same below.

明显。 鉴于继代次数会影响细胞的生长,因此,在继

代 10 次后可以将 L鄄PAL 作为细胞活化剂添加进培

养基中,浓度为 0郾 2 mmol / L 的 L鄄PAL 最适合用于改

善活力减弱的细胞系。
2郾 3郾 2摇 MVA

由表 2 可知:高浓度 MVA 会抑制细胞的生长,
但也会提高细胞的活力,并且显著刺激细胞合成 茁鄄
EC。 5 mg / LMVA 下的筋骨草细胞所积累的 茁鄄EC 较

对照提高了 127% ,差异显著;10 mg / L MVA 下细胞

内的 茁鄄EC 较对照提高了 394郾 8% ,差异极显著。 但

高浓度的 MVA 对细胞的毒害作用很大,细胞会很

快褐化死亡。 5 mg / L 的 MVA 下,细胞能正常生长,
细胞呈灰白色,长势一般;20 mg / L 的 MVA 下,细胞

有褐化死亡现象,茁鄄EC 积累量也会急剧下降;当浓

度再高时,细胞会在很短时间内全部褐化,不再积累

生物量。

表 2摇 MVA 对筋骨草细胞的影响

Tab. 2摇 Effect of MVA on Ajuga lobata cells in suspension culture

MVA 质量浓度

MVA concentration / (mg·L - 1)

细胞生长状况

Cell growth
细胞活力

Cell activity

蜕皮甾酮含量

茁鄄EC content / (g·L - 1)
0 + + 0郾 32 依 0郾 042 0郾 09 依 0郾 007
5 + 0郾 38 依 0郾 028 0郾 21 依 0郾 042*

10 + 0郾 38 依 0郾 054** 0郾 47 依 0郾 016**

20 - 0郾 43 依 0郾 059** 0郾 17 依 0郾 061
80 - -

注: + 表示细胞长势一般,培养液灰白; - 细胞受到抑制,有褐化死亡现象;* 表示差异显著( p < 0郾 05)。 下同。 Notes: + cells are growing

moderately,the culture solutions are gray; - means that cells are inhibited and dead; * significant differences(p < 0郾 05) . The same below.

2郾 3郾 3摇 琢鄄蒎烯

由表 3 可知:不同浓度的 琢鄄蒎烯对细胞活力影

响很大,差异显著;过低和过高浓度的 琢鄄蒎烯对细

胞活力均有抑制作用,而中浓度 50 滋L / L 能显著提

高细胞活力,活力将近是对照的 2 倍,此时细胞内积

累的 茁鄄EC 含量也最高,达到 0郾 14 依 0郾 006 g / L,较对

照提高了 60% 。 随着 琢鄄蒎烯浓度的增加,细胞内 茁鄄
EC 的积累增加,均多于对照,但并非浓度越高,茁鄄
EC 含量越高,而是呈先上升再下降的趋势;并且,随
浓度的升高,细胞生长受到抑制。 正常悬浮细胞液

浓稠发绿,而添加了 琢鄄蒎烯的悬浮培养液灰白,二
者之间差异极明显。
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表 3摇 琢鄄蒎烯对筋骨草细胞的影响

Tab. 3摇 Effect of 琢鄄pinene on Ajuga lobata cells in suspension culture

琢鄄蒎烯浓度

琢鄄pinene concentration / (滋L·L - 1)

细胞生长状况

Cell growth
细胞活力

Cell activity

蜕皮甾酮含量

茁鄄EC content / (g·L - 1)
0 + + 0郾 32 依 0郾 042 0郾 09 依 0郾 007

25 + 0郾 28 依 0郾 038 0郾 11 依 0郾 021**

50 + 0郾 60 依 0郾 059** 0郾 14 依 0郾 006**

100 - 0郾 39 依 0郾 047** 0郾 13 依 0郾 005**

2郾 3郾 4摇 松油醇

由表 4 可知:低浓度松油醇能促使细胞大量合

成 茁鄄EC,与对照相比较,提高了 145郾 4% ;但松油醇

的浓度提高后,会导致细胞失活,致使 茁鄄EC 的积累

急剧减少,低于空白对照。

表 4摇 松油醇对筋骨草细胞的影响

Tab. 4摇 Effect of terpineol on Ajuga lobata cellss in suspension culture
松油醇浓度

Terpineol concentration / (滋L·L - 1)

细胞生长状况

Cell growth
细胞活力

Cell activity

蜕皮甾酮含量

茁鄄EC content / (g·L - 1)
0 + + 0郾 32 依 0郾 042 0郾 087 依 0郾 007

100 + 0郾 30 依 0郾 055 0郾 213 依 0郾 029**

400 - 0郾 079 依 0郾 021
600 - 0郾 078 依 0郾 016

2郾 3郾 5摇 诱导子 NO
从图 9 可以看出:低浓度 NO 对筋骨草的次生

代谢产物 茁鄄EC 作用较小,在 10、20、40 滋mol / L 的

SNP 作用下,茁鄄EC 含量较对照略低;当 SNP 浓度达

到 80 滋mol / L 时,细胞中的 茁鄄EC 含量可达到 0郾 12 依
0郾 03 g / L,显著高于对照;而当 SNP 浓度为 160
滋mol / L 时,茁鄄EC 含量虽高于对照,但低于 80 滋mol /
L 下的。

图 9摇 不同 NO 浓度对细胞内 茁鄄EC 的影响

Fig. 9摇 Effect of different NO concentrations on
茁鄄ecdysterone content in suspension culture

摇

2郾 3郾 6摇 不同外源物组合

50 滋L / L 琢鄄蒎烯、80 滋mol / L SNP、10 mg / L MVA
形成 8 种组合(即添加物最优浓度),其中 琢鄄蒎烯、
MVA 在第 1 天添加,SNP 在第 7 天添加,24 h 后,即
细胞生长了 7 d 后收获细胞,结果如表 5。

由表 5 可知:各外源组合均刺激细胞合成 茁鄄
EC。 1)添加 MVA 后,细胞内 茁鄄EC 含量显著提高,
单独添加时较对照提高 440% ,与 SNP 和 琢鄄蒎烯组

合后,分别提高 478% 、 325% , 三者结合后提高

486% 。 其中 MVA、MVA + SNP、MVA + 琢鄄蒎烯 +
SNP 差异不显著,而 MVA + 琢鄄蒎烯处理效果较差。

表 5摇 外源组合对细胞中 茁鄄EC 含量的影响

Tab. 5摇 Effect of different combination of exogenous

agents on Ajuga lobata cells in suspension culture

添加物种类

Substrate

细胞鲜质量

Cell fresh weight /
g

蜕皮甾酮含量

茁鄄EC content /

(g·L - 1)

CK 26郾 74 依 1郾 87 0郾 087 依 0郾 007摇

琢鄄蒎烯 24郾 93 依 0郾 32 0郾 14 依 0郾 006*

SNP 27郾 98 依 0郾 56 0郾 12 依 0郾 030

MVA 25郾 89 依 0郾 31 0郾 47 依 0郾 016**

MVA + SNP 27郾 11 依 0郾 60 0郾 50 依 0郾 007**

琢鄄蒎烯 + SNP 27郾 78 依 1郾 05 0郾 37 依 0郾 109**

MVA + 琢鄄蒎烯 25郾 15 依 0郾 68 0郾 37 依 0郾 089**

MVA + 琢鄄蒎烯 + SNP 25郾 44 依 0郾 69 0郾 51 依 0郾 031**

摇 摇 2)添加 琢鄄蒎烯后,细胞内 茁鄄EC 含量明显提高,
单独添加时较对照提高 60% ,琢鄄蒎烯 + SNP 处理下

较对照提高 325% , 琢鄄蒎烯 + MVA 处理下提高

326% ,三者共同作用下提高了 486% ,各处理差异

显著。
3)添加 SNP 后,细胞内 茁鄄EC 含量明显提高,单

独添加时较对照提高 38% ,琢鄄蒎烯 + SNP 处理下较

对照提高 325% ,SNP + MVA 处理下提高了 478% ,
三者共同作用下提高了 486% ,各处理差异显著。
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4)3 种物质均能刺激筋骨草细胞合成 茁鄄EC,按
效果排序:MVA + SNP + 琢鄄蒎烯 > MVA + SNP >
MVA > MVA + 琢鄄蒎烯 = SNP + 琢鄄蒎烯 > 琢鄄蒎烯 >
SNP > CK。 直接作用最显著的是 MVA;而 琢鄄蒎烯、
SNP 与其他物质共同作用时,刺激细胞合成 茁鄄EC 效

果显著。 但添加了 琢鄄蒎烯的 MVA 却较单独的 MVA
作用差。

3摇 结论与讨论

研究表明匍枝筋骨草悬浮细胞生长符合逻辑斯

蒂方程曲线;多次继代会弱化细胞生产蜕皮甾酮的

能力;但是通过将 琢鄄蒎烯、MVA、SNP 联合添加于弱

化的细胞中,可以显著提高细胞悬浮培养体系中 茁鄄
EC 的含量。 筋骨草细胞的悬浮培养过程中,可以通

过电导率的变化来监测其细胞生长高峰和 茁鄄EC 含

量的积累高峰。 电导率直接反应的是培养体系中的

离子浓度,而培养基中的营养成分多以离子存在,因
此,从电导率的变化程度可以看出培养基中营养成

分的变化,而细胞的生长和次生代谢产物的积累与

营养基质直接相关[26]。
筋骨草细胞悬浮培养的过程中,营养消耗与细

胞的生长和产物的生产明显相关,各种营养消耗曲

线基本相符。 但需要指出的是,铵盐和硝酸盐的消

耗并不同步。 培养结束时,细胞培养液中只有

11郾 96%的硝酸盐没有被消耗掉,而铵盐为 7郾 59% 。
产生这种现象原因可能是:1)匍枝筋骨草的悬浮培

养在氮源消耗上,延滞期细胞生长所需的蛋白对铵

盐的依赖性更大,进入对数生长期细胞开始积累次

生代谢 茁鄄EC 的过程与硝酸盐密切相关;2) Cusido
等[27]指出细胞吸收的 NH +

4 或 NO -
3 在体内会被立即

同化,是因为高浓度的 NH +
4 对细胞是有害的。

在筋骨草细胞悬浮继代培养中,前几代培养细

胞所含的 茁鄄EC 含量呈增加趋势,第 4 次继代细胞的

茁鄄EC 可达最高为 0郾 204 依 0郾 025 6 g / L。 随着继代次

数的增加,细胞的 茁鄄EC 积累越来越来少。 植物细

胞、细胞团或组织在离体培养时,表现出基因组不稳

定,因此在细胞传代过程中出现代谢产物丢失的现

象,这一点在大规模培养中尤为重要[28鄄鄄29]。 考虑到

以上因素,本试验选择向已经继代 10 次的悬浮细胞

培养体系中添加前体、抑制剂和诱导子。
许多研究指出添加前体[30鄄鄄31]、代谢旁路抑制

剂[32鄄鄄33]、诱导子[34鄄鄄37]会影响目标终产物的产量。 本

试验中,L鄄PAL 能显著提高细胞活力,而 MVA 能刺

激细胞合成 茁鄄EC;前体 +诱导子 + 代谢抑制剂的组

合(MVA + SNP + 琢鄄蒎烯)可以显著提高 茁鄄EC 的产

量。 在前体中,琢鄄蒎烯与 MVA 共同作用时,却会降

低 MVA 提高细胞合成 茁鄄EC 的能力,这一点需要更

进一步探讨。
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