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利用药用植物组织培养生产次生代谢产物的研究进展 
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摘要：本文论逮了药用植物蛆奴培养生产擞生代谢物的研兜进展。包括影响次生代谢产物的因素、提高产量的逢径、生物 

反应嚣技术的应用等。 
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ABSTRACT：This article elaborated the research progress of using tissue culture to produce medicina1 plant secondary me- 

tabolite，Including the influence factor ol secondary metabolite。the way of enhancing the output，the bioreactor technology appli— 
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人们利用药用植物防治疾病的历史非常悠久，大部分中 

药就来源于药用植物。随着国际社会“回归自然”潮流的涌 

起，药用植物的需求量越来越大。但其野生资源却越来越少， 

供求矛盾日益扩大，许多品种濒临灭绝。如何解决这一问题 

备受世人关注。药用植物所以能够发挥防治疾病的作用，是 

因为其体内含有一些药理活性成分，包括酚类化合物、萜类 

化合物、含氮化合物三大类[1]。由于植物体内的任何一个细 

胞都包古整体植物全部的遗传信息，在一定条件下具有发育 

成一个完整植株和合成次生代谢产物的能力．利用现代生 

物组培技术直接获得这些次生代谢产物用于药物生产，不仅 

具有保护植物资源、生产周期短、不受地区和季节限制、个体 

差异小、便于工业化生产等优点。而且还有利于筛选高产细 

胞株和利用生物转化生产更加有效的药物等【2]。具有较大的 

社会效益、经济效益和生态效益。 

1 影响次生代谢产物生物合成的因素 

1．1外植体选择 能够发生次生代谢的细胞株往往来 自适 

当生理状态下的外植体【3]。一般来讲。由次生代谢活动旺盛 

的植物或器官诱导出的愈伤组织中的次生代谢产物含量也 

高L．]．有人证明，杜仲植株叶片中绿原酸、总黄酮的含量比 

茎高。以叶片作为外植体诱导出的愈伤组织绿原酸 总黄酮 

含量也均高于茎来源的愈伤组织[ ．也有人发现 ，组织分化 

与次生代谢产物生物合成之间并无明显关联，次生代谢产物 

可能是慢速生长或老龄期细胞处于或接近稳定生长期时产 

生的多余物质。如从人参植株不同器官上分离外植体形成的 

愈伤组织中人参皂苷含量便相差不大【5]。在采集样品时由 

于忽视了地域、立地、个体、品系、年龄，部位、时期、贮存时间 

等因素对次生代谢产物合成积累的干扰，特别是对个体差异 

因素的影响认识不足[ ，目前对外植体个体水平的选择仍然 

没有得到满意的答案。 

1．2培养基组成 培养基通常由碳 氮、磷源和无机盐、维生 

索、氨基酸及生长调节物质等组成 。其组分对植物次生代谢 

产物生产具有重要影响。 

1．2．1碳源t经常使用的碳源为蔗糖。高浓度蔗糖由于提高 

了培养基的渗透压，所以往往能够提高次生代谢产物含量。但 

愈伤组织生长与次生代谢产物积累对蔗糖浓度的要求有时是 

不同的．杜仲组织培养 中，在 1O～40g·L叫蔗糖浓度范围 

内。其]敷伤组织增长量随蔗糖浓度的升高而升高。在浓度达 

50g·Lq时开始下降。但高渗条件对细胞中绿原酸的生物合 

成还是有利的。绿原酸含t随着糖浓度的升高而升高【”。 

I．2．2氨源t在天山雪莲组织培养中，氮源对愈伤组织生长 

和总黄酮生物合成的影响最为明显，提高培养基 中 

NH．NO，浓度，有利于愈伤组织生长和总黄酮的形成[|]． 

1．2．3无机盐 按照无机盐含量，培养基一般可以分为高含 

盐量、高硝酸钾 、中等无机盐和低盐 四种类型[7】．无机盐较 

高的培养基比较适合细胞生长，无机盐较低的培养基比较适 

合次生代谢产物积累H]．如B5培养基中较高KN03含量有 

利于杜仲愈伤组织生长，而2／3135培养基的KN03最利于绿 

原酸和总黄酮的积累． 

1．2．4生长调节物质t生长调节物质的种类与浓度对愈伤组 

织细胞产量和次生代谢物质含量均有影响．高浓度萘乙酸 

(NAA)对迷迭香酸甲酯和咖啡酸的形成具有一定的抑制作 

用。而 6一L苄基腺嘿呤(6一BA)对萘乙酸(NAA)具有一定的 
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拈抗作用c ]．高浓度激动素(KT)对丹参酮的形成具有明 

显的促进作用c”]．以3一吲噪乙酸或 3一吲哚辛酸替代吲 

哚乙酸(IAA)应用于人参细胞培养，可提高培养细胞生长速 

度和皂苷含量．不同生长索组合使用的效果往往比单一使 

用更好．在长春花组织培养中，萘乙酸(NAA)、吲哚乙酸 

(IAA)共同使用与单一使用 2。4一二氯苯氧乙酸(2，4一D) 

相比，其吲哚总碱含量提高[1 。 

1．3 pH值 pH值既影响药用植物愈伤组织生长，也影响其 

次生代谢水平。pH5．15对南方红豆杉愈伤组织生长最为有 

利。但紫杉醇含量较低 。仅 占干重的 0．10 ～O．12 ．随着 

pH值的提高，愈伤组织的生长越来越差，而紫杉醇的含量 

却显著提高【 ]，这说明有利于愈伤组织生长的 pH值不适 

于次生代谢产物的形成，从而减少了次生代谢物 的积累． 

pH值在 4．5～7．5范围变动时，对长春花愈伤组织生长及吲 

噪总碱的积累影响不大，表明长春花愈伤组织对 pH值 的变 

化有较强的适应能力[1”。 

1．4光照 光强和光质变化对生物碱、黄酮、萜类内醇、挥发 

性成分、糖苷等次生代谢产物含量均会产生影响C”]。红光 

强烈抑制黄酮的合成，蓝光则相反l在毛地黄叶组织培养中， 

蓝光、绿光、黄光对细胞生长和强心苷积累均有促进作用，红 

光则有抑制作用C“]。红光较蓝光更有利于长春花悬浮培养 

细胞中阿玛碱的生成[1 ．杜仲愈伤组织培养中采用光暗交 

替处理时，绿原酸和黄酮含量高于全光和全暗处理C ．在有 

光、无光两种情况下。黑暗无光有利于紫杉细胞的生长，但紫 

杉醇的含量变化则截然相反C ]． 

1．5温度 温度可以影响愈伤组织形成过程中的细胞分裂速 

度，对次生代谢中酶的活性也起着重要调节作用。因此，只有 

温度调节适宜才能得到较多的次生代谢产物．在天山雪莲愈 

伤组织培养过程中，采用温度梯度培养方式即愈伤组织培养 

温度由28"C到 26℃再到24℃梯度递减时，培养周期 15d，有利 

于天山雪莲愈伤组织的细胞生长和总黄酮的积累c”]． 

1．6诱导剂 诱导剂可以改变次生代谢途径中催化酶的活 

力或者活化次生代谢途径中特定酶基因，诱导新酶的形成， 

引起次生代谢途径通量和反应速率的改变，从而提高次生代 

谢物产量c ]。 

1．6．1生物诱导剂。常见的生物诱导剂有真菌类、茉莉酸甲 

醣、水杨酸、花生四烯酸等，多是植物在防御过程中为对抗微 

生物感染而产生的物质．实验证明，红豆杉细胞培养时加入 

o．1 mg·L 水杨艘，紫杉醇含量最高可达 6．8mg·L_。，而 

对照组仅为 1．2rag·L 【”]． 

1．6．2非生物诱导剂；重金属离子z重金属离子有可能引起 

或促进与植物防御机制有关的特异性次生代谢产物合成选 

径[2o]．在颠茄毛状根的培养中，将培养基 中三价铁换成二 

价铁 ，可提高生物碱含量[1”。在紫杉愈伤组织培养中，添加 

Ag 等重金属离子有助于紫杉醇合成[2”．丹参组织培养 

中，低含量的 Zn什、Cu抖、Mff抖，较高含量的 Fez 和 Mn。 

有利于丹参酮ⅡA合成，较高含量的Ma0 利于原儿茶醛的 

合成 ]。 

1．6．3稀土元素t稀土元素在促进细胞生长及次生代谢产物 

合成方面效果显著，如用于长春花、银杏细胞培养分别生产 
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长春碱、和总黄酮等物质[2 “]，能明显促进次生代谢产物合 

成。部分稀土元素还有类似植物激素作用，在培养水母雪莲 

的培养基中，在不含外源激索6一苄基腺嘌呤(6一BA)时，合 

适浓度的C 可替代 6--BA对细胞生长及黄酮合成的促进 

作用c ． 

1．7前体化合物的加入 在培养基中加入或向培养物中注 

入已知或假定的前体。可消除关键酶阻碍(即“瓶颈 作用)。 

或阻断内源性中间体的分隔及有效贮存C ．在东北红豆杉 

的培养基中添加苯丙氨酸、苯甲酸、苯甲酰甘氨酸、丝氨酸和 

甘氨酸，能使紫杉醇含量高出1～4倍，这些物质参与了紫杉 

醇侧链合成n ．在三尖杉悬浮细胞培养过程中，添加前体 

物质酷氨酸和苯丙氨酸也不同程度地提高了三尖杉醇碱含 

量[．]． 

2 提高次生代谢产物产量的组墙技术 

2．1二步培养技术 次生代谢产物往往在培养后期生成。这 

可能是因为迅速生长不利于细胞间的彼此接触。从而妨碍了 

养分和生长调节物质的交换[ ．根据生长与代谢的不同需 

求 ·对培养基组分和培养条件进行调整，使生长和代谢均能 

在最适条件下进行，就可以有效地解决细胞生物量增长与次 

生代谢产物积累之间的矛盾，从而大大提高次生代谢物质产 

量，这就是二步培养法．丹参悬浮培养采取二步培养法时， 

在整个培养期间可以连续产生隐丹参酮和铁锈醇C”]。用组 

织培养方法生产绿原酸时，也宜用二步培养法，即先在生长 

培养基 B5上增加细胞的生物量，然后在生产培养基 1／2MS 

上生产绿原馥 ]． 

2．2固定化细胞培养技术 固定化细胞培养与液体悬浮培 

养相比，具有培养细胞可以再利用、增加稳定性、细胞生长缓 

慢促进次生代谢物积累、利于细胞的组织化，以及有利于化 

学环境的控制和次生代谢产物的回收等优点C 钉．采用此技 

术通过小规模的细胞培养就可生产出大量胞外次生代谢物 

质【2 ．在硬紫草固定化培养过程中。培养 3od的紫革色素 

产量达到 4．2mg·g 鲜重 (FW)，相对色素分泌量达到 

7O [”]。 

2。3两相培养技术 两相培养是指在植物细胞培养体系中 

加入水溶性或脂溶性有机化合物，或具有吸附作用的多聚化 

合物，使培养体系由于分配系数不同而形成上、下两相，细胞 

在其中一相中生长并合成次生代谢物，这些次生代谢物又通 

过主动或被动运输释放到胞外，并被另一相吸附。这样由于 

产物的不断释放与回收，可以降低由于产物积累在胞内形成 

的反馈抑制。从而有利于提高次生代谢物质产量，并有可能 

真正实现植物细胞的连续培养，大大降低生产成本[31]。 

2．4毛状根培养技术 将发根农杆菌含有的 Ri质粒中的 T 
—

DNA片段整合到植物细胞 DNA上，可诱导出毛状根．毛 

状根培养具有生长快、培养条件简单、不需要外源激素，次生 

代谢合成能力较为稳定等优点 ，几乎所有双子叶植物中由根 

部合成的次生代谢物质都可以通过毛状根来生产 ，这为植物 

有用成分的大量生产提供了新途径，因而受到了广泛的关 

注n 。转化的毛状根大部分都能检测到与原植株含量相当 

或高于原植株含量的次生代谢产物，有些毛状根有用成分的 

含量甚至大大高于原植株[3”。目前已经在长春花、紫草、人 
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参、曼陀罗、颇茄等几十种药用植物中建立了毛状根培葬体 

系[343。黄芪毛状 根经 21d培养．产量可达 lOg·L叫(干 

重)[ ]，并且其作用效价基本上与药材黄芪类似，且粗皂苷 

古量稍高于药材[3 。利用发根农杆菌A4、15834等菌株转 

化短叶红豆杉愈伤组织细胞，可使紫杉醇含量最多提高 5O 

倍[ 。 

3 生物反应器 

植物组织培养不仅可以作为生产有用次生代谢产物的 

资源．而且还具有转化培养液中外源性底物的能力。因此， 

可以利用组织培养作为生物反应器，把廉价、活性较低的次 

生代谢物转化为稀有、具有较高药用价值 的物质加 以利 

用[3 。生物反应器是组织培养走向产业化、商业化的基础。 

利用生物反应器大量培养植物细胞，生产植物次生代谢 

产物在技术上是可行的，但目前在商业上获得成功的只有紫 

草宁(素)和人参皂苷。主要同题是植物细胞生长慢、产量 

低，导致成本太高口盯。但是，目前长春碱等次生代谢产物的 

生产研究进展迅速，进入了中试水平，从而增强 了人们进行 

工业化生产次生代谢物的信心。 

4 展望 

近 5O年来 ，我国药用植物组织培养研究取得了很大的 

进展．但仍存在许多问题。如有的单子叶植物和裸予植物发 

根难以诱导。生产中转化系统相对独立．并且没有一种模式 

系统．高产细胞系稳定性差等。因此，我们离药用植物次生 

代谢物产业化的目标还有很长的距离．另外 ．在进行组织培 

养生产次生代谢产物的同时，还需要开展生长迅速和产量稳 

定的细胞系的种质保存工作，需要利用药用植物组织培养进 

行药物代谢研究、遗传机理研究等，只有这样才能使利用植 

物组织培养生产活性物质更持久、有效地进行下去。相信随 

着研究的不断深入．利用药用植物组织培养技术生产有效药 

物一定会有更大的发展。 
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鸡胚绒毛尿囊膜在血管生成活性研究中的应用 
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摘要：本文综述了鸡胚绒毛尿囊膜血管生成模型在药物促血管生成和抑刺血管生成研究申的应用，对药物我体的选择厦 

药物1八时间的选择等进行 了介绍。 
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Applications of chicken chorioallantoic membrane model in anglogenesis activity research 
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ABSTRACT：In this article，we reviewed the applications of chicken chorioallantoic membrane model in anti-angiogenesis 

and promote angiogenesis research，the selection of drug carrier and drug input time and SO forth are also introduced． 

KEY WORDS：Chicken chorioallantoic membrane~ang genesis}application 

自2O世纪 7O年代 FoIkman[ ]首先提出抗血管生成(an— 

tI_angi0genesis)理论至今，人们对血管形成的机制等方面的 

研究已取得较大进展。目前．抑制肿瘤血管形成已被公认为 

一 种崭新的抗癌战略，以肿瘤血管生成为靶点，开发血管生 

成抑制剂在抗肿瘤研究中是一个新的十分活跃的研究领域。 

抗血管形成治疗的研究已推广到新生儿血管瘤病、类风湿性 

关节炎、银屑病、糖尿病性视网膜病变等疾病的治疗f而促进 

血管生成对心血管疾病、胃肠道消化性溃疡等疾病的治疗也 

有一定的意义【2]。利用鸡胚绒毛尿囊膜(chicken chorioal— 

lantoic membrane，CAM)模型进行血管生成的研究，国内主 

要集中于抑制血管生成方面，而在促进血管生成研究方面还 

处于起步阶段。 

血管生成是指从已经存在的毛细血管或徽静脉通过内 

皮细胞增殖和迁移，以芽生或非芽生的方式生成新的毛细血 

管的过程。通常情况下，体内大部分血管在发育完全后呈高 

度的稳定性，除创伤修复、女性血管生成的周期性变化及一 

些疾病(如肿瘤)之外．血管生成作用缓慢 ]。筛选血管生成 

活性物质可利用内环境与人体相似且血管新生的过程易于 

观察的动物模型来检测。常用模型有兔或大鼠的角膜囊(眼 

前房)模型[“、仓 鼠颊囊模型伽和鸡胚绒毛尿囊膜模型["。 

其中 CAM模型简便易行、计数指标客观成熟并具有良好的 

重复性，可定性定t地检测不同组织或细胞系分泌成分及生 

物因子等对血管的作用Cz]，成本较低 、实验周期短、易于大样 

本重复等特点而得到了广泛应用。此法有蛋壳上开窗和将 

鸡胚孵育在平皿中观察等方法。 

I 在抑制血管生成研究中的应用 

1．1柏长青[8]等采用 CAM 实验方法，观察克拉霉索(clar— 

ithromycin)的抗血管生成作用，为肿瘤和其他疾病的抗血管 

生成治疗提供 了实验依据。方法是将受精鸡卵在 37℃、 

55 的相对空气湿度下孵育 3d．每天翻动 3次．第 3天以 

75 酒精清洗卵壳 ，超净台中吹干后用无菌眼科镊和小钢锯 

在鸡蛋的平钝端小心开出一长约 2．0cm 的矩形小窗．移去 

蛋壳和其内面的壳膜，小心用无菌石蜡膜覆盖以防干燥，鸡 

卵窗口朝上在 37℃、55 的相对空气湿度和3 CO2的条件 

下继续孵育，但不再翻动。开窗后第 3天将药物一甲基纤维 

素薄片小心放置于矩形窗口的边缘 1／3处．远离已形成的致 

密血管 网。克拉 霉 素 浓 度分 别 为 1O，3O，6O．90，120， 

150mmol·L～，同时用碱性成纤维细胞生长因子(b—FGF) 

20ng、PBS和环孢素 2O“g分别作为阳性 、阴性对照。盖上石 

蜡膜后继续孵育【口]。第 1O天用 Leica图像分析系统观察、拍 

摄实验区域(以药物一甲基纤维素薄片为中心范围约 lcm ) 

明确可辨的血管，测定 计算其面积[1 。 

在 Leica解剖显微镜下观察存活鸡胚实验区域(以药物 

一 甲基纤维索薄片为中心范围约 lcm )，结果显示：b--FGF 

组的血管面积明显多于其它实验组 ，克拉霉素和环孢素实验 

组的血管及其网络较 b--FGF和 PBS组稀疏。 

1．2金艳[” 等采用改进的 Folkman平皿法观察硫酸软骨索 

(chondrokin sulfate，CS)对血管生成抑制作用。采用孵育 4d 
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