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摘要：在水母雪莲（!"#$$#%&" ’&(#$" ’()*+）细胞悬浮体系中加入苯丙氨酸、肉桂酸和乙酸钠

# 种前体，结果显示，# 种前体均能促进细胞内黄酮的生物合成，但它们对细胞的生长也有一

定的抑制作用。实验表明，# 种前体的添加时间均以第 , 天为宜。苯丙氨酸的最佳添加浓度为

$-$. ++/0 1 2，肉桂酸、乙酸钠的最佳添加浓度都是 $-! ++/0 1 2。# 种前体中，难溶于水的肉桂

酸对黄酮合成的促进作用最强，它可使培养物的黄酮产量高达 !3$! +4 1 2，是对照 !-%3 倍。苯

丙氨酸、乙酸钠两种前体协同添加，比它们单独加入 更能促进细胞的黄酮合成。

关键词：水母雪莲；前体；细胞悬浮培养；黄酮生物合成

中图分类号：5 %&. 文献标识码：6 文章编号：$".# 7 "8$$（"$$!）$& 7 $&%8 7 $8

!"# $%%#&’ (% )*#&+*,(* -##./01 (0 -234(0(/., 5/(,60’"#,/, /0 7#22
8+,9#0,/(0 7+2’+*#, (% !"#$$#%&" ’&(#$"

29 :/;4 7 <*;4!，=>6? :@ 7 A*B!""，>96CD E(;!，"，=>6? 5*(/#
（! )*$+,#,& -. /-,"*0，12+*&$& 34"(&’0 -. !4+&*4&$，F@*G*;4 !$$$%#，HI*;(；

" )*$,+,#,& -. 12&’+4"5 6&,"55#%70，12+*&$& 34"(&’0 -. !4+&*4&$，F@*G*;4 !$$$3$，HI*;(；

# 12+*" 37%+4#5,#%"5 8*+9&%$+,0，F@*G*;4 !$$$3$，HI*;(）

:;,’*3&’：JI@ @KK@LM /K MIN@@ ON@LBNP/NP /; K0(Q/;/*RP S*/PT;MI@P*P *; L@00 PBPO@;P*/; LB0MBN@P /K !"#$$#%&"
’&(#$" ’()*+ I(P S@@; PMBR*@RU JI@ N@PB0MP PI/V MI(M (00 MI@P@ ON@LBNP/NP L(; ON/+/M@ MI@ K0(Q/;/*RP
S*/PT;MI@P*PU JI@ /OM*+B+ M*+@ K/N ON@LBNP/N K@@R*;4（?J<W）*P MI@ ,MI R(T RBN*;4 MI@ L@00 LB0MBN@U 2 7
OI@T0(0(;*;@，L*;;(+*L (L*R (;R C(6L I(Q@ MI@ +/PM P*4;*K*L(;M ON/+/M*;4 @KK@LM /; K0(Q/;/*RP K/N+(M*/; (M
MI@ L/;L@;MN(M*/; /K $-! ++/0 1 2，$-$. ++/0 1 2 (;R $-! ++/0 1 2 N@PO@LM*Q@0TU ?K MI@ MIN@@ ON@LBNP/NP，
L*;;(+*L (L*R *P MI@ +/PM @KK@LM*Q@U JI@ +()*+B+ K0(Q/;/*RP ON/RBLM*/; N@(LI@R ! 3$! +4 1 2，!-%3 M*+@P (P
MI(M /K MI@ L/;MN/0 U XI@; 2 7 OI@T0(0(;*;@ (;R C(6L V@N@ L/+S*;@R M/ S@ (RR@R，MI@T I(Q@ ( +/N@ P*4;*K*Y
L(;M ON/+/M*;4 @KK@LM MI(; MI@T V@N@ (RR@R N@PO@LM*Q@0TU
<#6 =(*.,：!"$$#%&" ’&(#$"；<N@LBNP/N；H@00 PBPO@;P*/; LB0MBN@；W0(Q/;/*RP S*/PT;MI@P*P

水母雪莲（!"#$$#%&" ’&(#$" ’()*+）是一种名贵药材，具有散寒除湿，活血通络，抗

癌，抗炎，抗疲劳等功效，可治疗风湿性关节炎，妇女月经不调，痈疮肿毒，高山不适应
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等症（李观海等，!"#$）。它含黄酮、生物碱、挥发油、多糖等多种有效成分，其中黄酮

为主要成分（梁文生等，!""%；王本富等，!""%）。雪莲生长环境特异，天然生长缓慢，

人工栽培困难，长期的掠夺性采挖，已使得雪莲成为濒危物种。应用现代生物技术进行雪

莲细胞培养来生产黄酮类化合物既可以满足临床上对雪莲药物的需求，又可以保护自然资

源，维护生态环境。

在植物细胞培养中加入目的化合物生物合成的前体是提高有效次生代谢产物产量的有

效途径。在许多培养细胞中都取得了很好的效果。如 &’ 等（!""#）在 !"#$%#&’ (’)"’&%*+*,
(%( 的悬浮培养中，加入毛柳苷生物合成的的前体 ( ) *+,-.-/，可使毛柳苷的产量提高 0 倍。

123 4563 等（!""$）在金黄亚麻细胞悬浮培养中，加入前体苯丙氨酸，细胞中 7 ) 甲氧基

鬼臼毒素的含量增加了 8 9 7 倍。在 水母雪莲细胞黄酮的生物合成过程中，苯丙氨酸经

:;( 酶催化生成肉桂酸，肉桂酸又经多步催化，其产物与乙酸的衍生物结合生成查耳酮，

在此基础上又合成了其它黄酮（李雄彪等，!""<）。本文研究黄酮生物合成的 8 个前体苯

丙氨酸、肉桂酸和乙酸对水母雪莲悬浮培养细胞黄酮生物合成的的影响，为水母雪莲细胞

大量培养，工业化生产黄酮类化合物奠定基础。

! 材料与方法

!=! 实验材料

采用由本实验室筛选得到的水母雪莲（-’.((./+’ 0+$.(’ >2?@A）高产黄酮细胞系。

!=< 培养方法

悬浮培养的培养基为 >B C D;;（<=$ AE F (） C % ) G;（$=7 AE F (），蔗糖浓度 8H，高

压灭菌前 IJ 调至 7=#。8#=" 9 7#=0!A-/·A) <·. ) !光照条件下振荡培养，摇床转速 !<$
/ F A@3，培养温度为 <7 K !L，培养物每 !< 5 继代一次，接种量约 <=$ E MN F (，所有实验作

< 个重复。实验采用 !$$ A( 三角瓶，每瓶盛 <7 A( 培养基。

!=8 前体的添加

不同浓度的苯丙氨酸、肉桂酸和乙酸钠经过滤灭菌后，在细胞培养的不同阶段，添加

到悬浮培养体系中。采用梯度稀释法配制不同浓度的上述 8 种前体溶液，即先配高浓度溶

液，该前体低浓度溶液由高浓度溶液稀释而得到。

!=0 细胞生长量的测定

培养物经 0$$ 目不锈钢筛网过滤，无离子水洗涤，称量后得鲜重；%$L烘干至恒重得

干重。

!=7 黄酮的分析

总黄酮采用分光光度法（关家彦等，!""7）在 7!$ 3A 处测定 OP 值，仪器采用 J@Q2RS@
77T P-’U/6 N2V6/63EQS F P-’U/6 G62A BI6RQ,-IS-Q-A6Q6,（J@Q2RS@ W-X (Q5 X *-Y+-）。

< 结果与讨论

<=! 雪莲悬浮培养物的生长特征

由图 < 可见，悬浮培养过程中，黄酮合成与细胞生长相耦联。从接种到培养的第 8
天，为细胞生长的延迟期。到第 !< 天，细胞的指数生长期结束，细胞干重和黄酮合成量
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在这时都达到最大值，分别为 !"#$% &’() * 和 +,!#-$ .& ) *；随后，细胞进入静止生长期，

细胞干重和总黄酮含量都不断下降，到第 !- 天时分别为 !$#+- &’() * 和 -/$#0+ .& ) *。细

胞在悬浮培养的第 0 1 + 天内，黄酮的合成速率最高，达 !/2#" .&#*3 ! ) 4 3 !。测定发现，

在培养的第 !/ 天，培养液中的黄酮含量很少，低于总含量的 25；第 !0 天时，细胞有一

定数量的死亡破碎，培养液中的黄酮稍有增加，但不超过总含量的 %5（数据未显示），

这说明合成的黄酮外排量很小，主要积累在细胞内。

图 ! 黄酮类化合物的基本结构

67&#! 89: ;<=4>.:=?>@ A?B<C?<B: D; ;@>ED=D74A

图 / 水母雪莲悬浮培养细胞生长、黄酮合成动态曲线
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图 $ 外源苯丙氨酸浓度对水母雪莲悬浮

培养细胞生长、黄酮产量的影响
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/#/ 前体添加浓度的影响

次生产物是通过一系列代谢过程产生的，其代谢过程中的中间产物加入培养基后，往

往能促进终产物的生成。但许多外源前体的加入又会抑制植物细胞的生长（JDK7=A 等，

!++!），从而也最终影响了终产物的产量。但就许多前体而言，存在一个前体的最佳添加

浓度 LMN6（ LG?7.<. MD=C:=?B>?7D= ;DB NB:C<BADB 6::47=&）。我们以雪莲细胞悬浮培养生产黄

酮为例来说明这一概念。设外源前体浓度为 C，由外源前体对黄酮合成的促进作用而引起

的黄酮产量的提高量 N! 符合函数

N! O ;!（C）；

同样，因前体抑制细胞生长而引起的黄酮产量的降低量 N/（有些前体能促进细胞生长，

此时 N/ 取负值）符合函数 N/ O ;/（C）；
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我们定义!! " !# $ !% " &#（’）$ &%（’）" &（’）；

当 &（’）!( 时，这样的前体对黄酮合成的促进作用太小或者是对细胞的毒性太大，故不

研究其 )*!+，而当 &（’）"( 时，添加前体的培养物的黄酮产量 ! 与对照的产量 !( 满足

方程 ! " !( ,!! " !( , &（’）-
我们把黄酮产量 ! 的最大值 !./0对应的外源前体的添加浓度 ’ 称作前体的最佳添加浓度

)*!+。也即，当 ’ " )*!+ 时，! " !( , &（’） " !./0
这就是说，当所加前体的浓度为 )*!+ 时，细胞培养物的终产物的产量 最 大。12 等

（#334）在培养 !"#$%#&’ (’)"’&%*+*(%( 生产毛柳苷的实验中，加入不同浓度的前体 5 $ 6789:9;
（ 从 (<(= ..9; > 5 到 # ..9; > 5），实验证明随着外源前体物 5 $ 6789:9; 浓度的提高，对植物

细胞毒性不断增大，同时，细胞内目标化合物毛柳苷的含量也随之增加。前体浓度为 (<=
..9; > 5 时，毛柳苷的产量最高。也即，细胞生产毛柳苷的最佳添加浓度 )*!+ 是 (<=
..9; > 5。在我们的实验中，我们把黄酮生物合成的前体苯丙氨酸、肉桂酸、乙酸钠在细

胞培养的第 ? 天分别加入到水母雪莲的悬浮培养体系中，结果显示，它们对细胞生长和黄

酮合成的影响有所不同，这 @ 种前体的最佳添加浓度 )*!+ 也不尽相同。

苯丙氨酸在植物体内可以通过参与蛋白质的合成和作为碳源和氮源来影响细胞的生

长。在植物细胞的次生代谢中，苯丙氨酸又是一个代谢中间体，它是合成生物碱、木质素

等次生代谢物质的前体（欧阳光察等，#344）。ABCD 等（#3EE）在培养鞘蕊花（ ,#&+-(
.&-*/+%）时发现 @ ..9; > 5 的苯丙氨酸既可以促进细胞的生长，又使迷迭香酸的含量增加

一倍。苯丙氨酸还可以促进紫草细胞萘醌类化合物的合成（FGH2D/.G 等，#3EE），烟草细

胞多酚的合成（I/J//G 等，#34K）等。在黄酮的生物合成中，苯丙氨酸也是一个非常重要

的前体 ，它构成了黄酮类化合物 L 环和 * 杂环的 * $ %、* $ @ 和 * $ K（李雄彪等，

#33%）。实验结果（图 @）表明，较低浓度的外源苯丙氨酸（( M (<(= ..9; > 5）对雪莲细胞

生长的影响并不明显，当苯丙氨酸的浓度为 (<(= ..9; > 5 时，培养细胞的干重为 #4<?% N >
5，是对照的 #<(3 倍。但浓度超过 (<(= ..9; > 5 时，雪莲细胞的生长将会受到明显抑制。

图 @ 还表明，苯丙氨酸的 )*!+ 为 (<# ..9; > 5，在该浓度下，细胞的黄酮产量最高，为

# ?=K .N > 5，是对照的 #<4@ 倍。

乙酸是黄酮生物合成的重要前体之一，黄酮化合物的 O 环由 @ 个乙酸单位构成（李雄

彪等，#33%）。图 K 表明，乙酸钠可以促进雪莲细胞的黄酮合成，同时，乙酸钠对悬浮培

养细胞的生长也有一定的抑制作用，且抑制作用随乙酸钠浓度的提高而增强。乙酸钠的

)*!+ 为 (<# ..9; > 5 乙酸钠，在该浓度下，培养物的黄酮产量可高达 #K@E .N > 5，是对照

的 #<?# 倍。

肉桂酸是苯丙氨酸的衍生物，在黄酮生物合成途径中，苯丙氨酸裂解酶催化苯丙氨酸

生成肉桂酸（李雄彪等，#33%）。肉桂酸在水中的溶解度很低，因此，如果直接添加到培

养基中，很难被细胞吸收转化，因而不能明显提高黄酮的含量（数据未显示）。对于这类

前体物，有的研究者采用双相培养体系来解决这一问题，然而，因为有机相的存在，植物

细胞的生活力会大大下降，酶 的活力 也会随 之 受到 影响，使得植物细胞几乎不能转化

该类前体（LBGPB8QB’D 等，#344）。另一种解决这类问题的方法是，以极性络合物为载体来

运载该类前体以参与前体的转化反应，如 R9B8PBCQ/N 等（#33(）利用环糊精为载体，使难

((= 云 南 植 物 研 究 %@ 卷



溶前体松柏醇在培养基中的浓度达 ! ""#$ % &，从而有效地提高了目的化合物鬼臼毒素的产

量。同样，’#()*(+,-. 等（/001）还利用另一种方法，即，加入难溶前体松柏醇的葡萄糖

苷———松柏苷，而使鬼臼毒素的含量大大提高。我们的实验中，用乙醇溶解肉桂酸，然后

添加到雪莲细胞的悬浮培养体系中，在配制肉桂酸的乙醇溶液时，利用了梯度稀释法，这

种方法的优点在于，所有实验中肉桂酸乙醇溶液的添加体积都是一样的，因此，添加的乙

醇量也是一样的，均为 12/ "&，而 12/ "& 的乙醇对于 34 "& 培养体系中细胞生长的影响

很小（数据未显示），可以忽略。而乙醇又可以与培养基混溶，从而可使肉桂酸被细胞充

分吸收和转化。我们把不同浓度的肉桂酸在培养的第 5 天加入到雪莲细胞的培养物中。图

4 表明，肉桂酸可以促进雪莲细胞的黄酮合成，同时，随着肉桂酸对雪莲细胞的生长也有

抑制作用，且随浓度的增大而增强。肉桂酸的 6789 为 1214 ""#$ % &，在该浓度下，培养

细胞的黄酮含量 /:1/ ". % &，达到最高，是对照的 /20: 倍，高于由苯丙氨酸引起的 /2:!
倍。这表明，肉桂酸对雪莲细胞黄酮合成的促进作用强于苯丙氨酸。原因可能是在黄酮的

生物合成过程中，肉桂酸须由苯丙氨酸经苯丙氨酸裂解酶（8;&）催化而生成，而苯丙氨

酸裂解酶是黄酮生物合成过程中的一个关键酶，其活性受到多种因素的影响，所以，直接

添加肉桂酸，就可以减少对苯丙氨酸裂解酶的依赖。

图 < 外源乙酸钠浓度对水母雪莲悬浮

培养细胞生长、黄酮产量的影响
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#+ @($$ .)#CAD -+* ?$-E#+#=*F G)#*H@A=#+ =+ @($$

FHFG(+F=#+ @H$AH)( #? ! " #$%&’(

图 4 外源肉桂酸浓度对水母雪莲悬浮

培养细胞生长、黄酮产量的影响
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32! 添加时间的影响

外源前体在细胞培养的不同时间添加，其对细胞生长的抑制作用与对次生代谢产物合

成的促进作用也有所不同。类似于前体的最佳添加浓度，我们也可以定义前体的最佳添加

时间 6K89（6GA="H" K="( ?#) 8)(@H)F#) 9((*=+.），当外源前体在 6K89 这个时间加入时，培

养物的次生代谢物的产量要高于在其它时间加入时的产量。我们在雪莲细胞培养的不同时

间添加 12/ ""#$ % & 的上述 ! 种前体，其对细胞生长和黄酮合成的影响见图 5 L M。实验表

明，苯丙氨酸、肉桂酸和乙酸钠 ! 种前体，在接种时加入，对雪莲细胞生长的抑制作用最

大，收获的生物量分别是对照的 40N、</N和 <MN。在第 0 天加入时，收获的生物量已
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接近对照。这表明前体添加越早，对雪莲细胞生长的抑制作用就越大，而越是在细胞培养

的初期，细胞的初级代谢就越旺盛。这说明了可能是因为前体影响雪莲细胞的初级代谢，

从而影响了细胞的生长。当这 ! 种前体在第 ! 天加入时，细胞的黄酮含量都超过了对照，

分别为 "#$%、$#&%、’#$%（对照的含量为 &#(%），这进一步表明了雪莲细胞的黄酮合

成与细胞生长相耦联，在细胞培养的第 ! 天黄酮的合成已经开始。当苯丙氨酸、肉桂酸、

乙酸钠 ! 种前体在第 " 天添加时，细胞的黄酮产量最高，分别是对照的 ) * ’+、) * $$ 和

) * &) 倍。因此，细胞培养的第 " 天是这 ! 种前体的 ,-./。这可能是两个方面的原因，一

是在雪莲细胞悬浮培养过程中，从第 " 天到第 0 天是细胞合成黄酮速率最高的阶段，二是

前体对处于这个时期细胞的生长抑制作用也相对较小。图 ’ 显示，在这时加入上述 ! 种前

体，培养细胞的生物量分别是对照的 0"%、")%和 "&%。

图 " 不同的前体添加时间对水母雪莲

细胞悬浮培养黄酮合成影响

.12#" 344567 84 795 :;;1718< 71=5 84 >?56@?A8?

8< 4B:C8<81;A >?8;@6718< 1< 65BB

A@A>5<A18< 6@B7@?5 84 ! " #$%&’(

图 ’ 不同的前体添加时间对水母雪莲

细胞悬浮物细胞生长的影响
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(#+ 前体协同添加的影响

余龙江等（)000）报道，在红豆杉细胞的悬浮培养过程中，同时加入 )E =2 F G 的苯丙

氨酸和 & =2 F G 的乙酸铵，对培养物合成紫杉醇的促进作用最强。我们按正交实验同时添

加苯丙氨酸、乙酸钠，实验结果表明，苯丙氨酸和乙酸钠两种前体同时添加，对于雪莲细

胞黄酮合成的促进作用强于它们单独加入。表 ) 显示，同时加入 E#) ==8B F G 的苯丙氨酸

和 E#) ==8B F G 乙酸钠，培养物的黄酮产量为 ) ’(&#0! =2 F G，分别是它们单独加入的 )#E&
倍和 )#() 倍。而将苯丙氨酸和肉桂酸，肉桂酸和乙酸钠，苯丙氨酸、肉桂酸和乙酸钠分

别进行协同添加，培养物的黄酮产量都较肉桂酸单独添加要低（数据未显示），其中的原

因需进一步探讨。

(E& 云 南 植 物 研 究 (! 卷



表 ! 苯丙氨酸和乙酸钠协同添加对水母雪莲悬浮培养细胞生长和黄酮产量的影响

"#$%& ! ’((&)* +( )+,$-.&/ #//-*-+. +( 0 1 23&4%#%#.-.& #./ 5#6) +. )&%% 78+9*3 #./

(%#:+.+-/; 28+/<)*-+. -. )&%% ;<;2&.;-+. )<%*<8& +( ! " #$%&’(

=+,$-.&/ 28&)<8;+8 =+.)&.*8#*-+.
（23& > 5#6)）（,,+% ? 0）

=&%% /84 9* @（7 ? 0）
A%#:+.+-/;

28+/<)*-+.（,7 ? 0）

A%#:+.+-/;

)+.*&.*（B）

CD! > C !EDCF G !DHI !IJKDCE G !CKDIE KDIL G CDML

C > CD! !!DHE G CDEK !JM!DHF G LMDMK !HDLL G !DCH

C > CD! !EDCC G !DFE LLKDIM G LKDH! MDHF G CDFI

CDCHM > CDCHM !IDHL G !DIF !CLLDIK G !!FDKL IDIL G CDEH

CDCM > CDCM !JDJF G !DCJ !JKMDEK G !CFDHF !CDFI G !DCH

CD! > CD! !HDLE G !DHL !EHMDKF G !MIDHK !FDJ! G !DHK

CDHM > CDHM !CDHF G CDLL !JLEDMJ G !CFDEI !JDMJ G !DFM

CDM > CDM KDIL G CDKJ !FKKDE! G KEDHI !JDJI G !DCE
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