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摘要  [ 目的] 为老瓜头资源利用提供前期的生物技术试验参考。[ 方法] 以老瓜头愈伤组织为外植体 ,运用正交设计试验 ,进行细胞悬
浮培养,对接种量及悬浮培养基进行筛选试验研究 ,并测定了老瓜头细胞悬浮培养过程中硝酸盐、氨盐、磷酸盐、蔗糖及可溶性总糖含量
的消耗。[ 结果] 老瓜头愈伤细胞最佳液体培养基为不添加任何激素的MS 培养基 ;其最适接种量为40 g/ L;黑暗培养条件适合其细胞生
长 ,其生长周期较短 ,生物量大 ;在老瓜头细胞培养初期(0～9 d) ,培养中的硝酸盐、氨盐、磷酸盐、蔗糖含量均呈急剧下降趋势 ,分别为初
始含量的7 .19 %、21 .53 %、0 .28 %、1 .53 % ,之后各自变化趋于平缓。[ 结论] 初步建立了老瓜头悬浮细胞培养技术体系。
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Study onthe Suspension Cell Culture of Cynanchu m komarrovii AI Iljiniski and Its Matrix Consumption Laws
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Abstract  [ Objective] The research ai med to provide the biotechnology test reference for the utilization of Cynanchum komarrovii resources .[ Method]
Withthe calli of C .komarrovii as explants ,the orthogonal designtest was used to makethe cell suspension culture .The screening test was made onthe in-
oculation amount and suspension culture media .And the consumption of nitrate ,ammonia salt ,phosphate ,sucrose and total soluble sugar during the cell
suspension culture process of C. komarrovii were determined .[ Result] The opti mumliquid mediumfor the calli of C . komarrovii was MS mediumwithout
addi ng any hormone and its suitable inoculation amount was 40 g/ L .The dark culture conditions were suitable for the cell growth and it had shorter growth
period and greater biomass .The content of nitrate ,ammonia salt ,phosphate ,sucrose all showed the sharply decreasing trend duri ng the initial cell suspen-
sion culture of C . ko marrovii ( 0 - 9 d) ,bei ng 7 .19 % ,21 .53 % ,0 .28 % and 1 .53 % of the initial content respectively .And then the respective changes
slowed down.[ Conclusion] The suspension cell culture technology systemof C .komarrovii was preli mi narily established .
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  老瓜头( Cynanchumkomarrovii AI Iljiniski) 系萝摩科鹅绒

藤属植物, 全草可入药, 性苦、温 ,有毒[ 1] 。据报道[ 2 - 3] , 老瓜

头植株含有的2 种主要生物碱7- 脱甲氧娃儿藤次碱和氧化

脱氧娃儿藤次碱均具有细胞毒性作用, 其体内化合物牡丹酚

在临床上具有镇痛作用, 槲皮素具有抗炎及止咳、祛痰作用。

老瓜头又是一种较好的蜜源植物,其蜂蜜质量为中上等。在

农业上从老瓜头中提取的生物碱对蚜虫、菜青虫有一定防治

作用, 并对烟草花叶病毒( TMV) 有特效[ 4] 。老瓜头广泛分布

于次生沙漠中的半固定沙丘和荒漠流沙区, 为强旱生适阳植

物,喜光、极为耐旱、耐高温, 有人认为老瓜头是在沙化进程

中, 适应其环境而保存下来的沙漠生态型植物 ,是土地严重

沙质荒漠化的指示植物之一, 也是草原逆行演替过程中最后

阶段的指示种。目前, 对老瓜头的开发利用还未形成规模 ,

只限于防风固沙、作为野生优良蜜源植物、农业杀虫剂等方

面[ 3] 。对老瓜头的抗旱机理研究以及有效成分生产利用的

研究工作现已开展 ,而且受到很多专家及相关研究机构的重

视, 并逐渐成为宁夏银川道地野生药用植物研究的一大热

点[ 5] 。有关老瓜头组织培养方面的文献报道只有曲玲等以

其茎段作为外植体 ,对老瓜头的组织培养及快繁技术进行了

初步研究[ 5] 。在老瓜头细胞培养方面的研究尚未见报道。

笔者根据植物细胞全能性原理和组织培养技术, 研究不同激

素配比、不同接种量对老瓜头悬浮细胞生长的影响并对培养

过程中主要基质消耗规律进行了初步探讨, 初步建立了老瓜

头悬浮培养体系, 并为老瓜头生物碱等有效成分的利用研究

提供前期的技术支持。

1  材料与方法

1 .1 材料  供试材料为老瓜头无菌愈伤组织, 由宁夏大学

生命科学学院胡海英、叶芳芳提供[ 6] 。

1 .2 方法

1 .2 .1  老瓜头悬浮细胞培养培养基激素的配比。选取在固

体培养基培养的质地疏松、颜色淡黄、鲜亮的愈伤组织。以

MS 培养基[ 7] 为基本培养基, 蔗糖浓度为3 % , 含有不同浓度

的2 ,4- D、6- BA、NAA 进行正交设计[ L16( 43) ] ( 表1) 。每处理

接入愈伤组织0 .8 g/ 50 ml ,30 d 后统计鲜干重, 每处理3 次

重复。

1 .2 .2 接种量。设计不同接种量进行细胞悬浮培养, 即50

ml 培养液分别接种0 .2、0 .5、1 .0、1 .5、2 .0、2 .5、3 .0、4 .0 g 愈伤

细胞,30 d 后收获细胞鲜重和干重, 摇床转速为130 r/ min。

1 .2 .3  细胞生长周期的测定。在试验确定培养基和接种量

后, 设计光照和黑暗2 种条件进行细胞悬浮培养 ,接种后每3

d 取不同条件下培养的悬浮细胞,经过滤称其鲜重和干重, 绘

出生长曲线。

细胞鲜重= 鲜细胞和湿滤纸的质量- 湿滤纸的质量

细胞干重= 干细胞和干滤纸的质量- 干滤纸质量

细胞生长速率[ g/ ( L·d) ] = ( 收获干重- 接种干重) / ( 培

养液体积×培养时间)

1 .2.4 悬浮细胞培养过程中培养基主要基质含量的测定。

1 .2 .4.1 硝酸盐含量的测定。滤液中硝酸根离子测定基本

采用张志良等编写的《植物生理学试验指导》的方法[ 8] 。根

据标准曲线及回归方程计算样品中硝酸盐的含量。

硝酸根离子直线回归方程: y = 0 .364 9x + 0 .581 9

R2 = 0 .951 4

1 .2 .4.2  铵盐含量的测定。滤液中氨根离子测定基本采用

上海植物生理学会编写的《现代植物生理学实验指南》的方

法[ 9] 。根据标准曲线及回归方程计算样品中铵盐含量。

氨根离子直线回归方程: y = 0 .424 5x - 0 .557 7

R2 = 0 .944 3

1 .2 .4.3 磷酸根离子含量的测定。滤液中磷酸根离子的测
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定采用张志良等编写的《植物生理学试验指导》的方法[ 8] 。

根据标准曲线及回归方程计算样品中磷酸盐含量。

磷酸根离子直线回归方程: y = 0 .218 6x + 0 .022

R2 = 0 .975 5

1 .2 .4.4  蔗糖、可溶性总糖的测定。滤液中蔗糖、可溶性总

糖测定采用张志良等编写的《植物生理学试验指导》的方

法[ 8] 。利用蒽酮试剂在不同反应条件下与可溶性糖发生反

应,可分别测定培养基中各种残糖。根据标准曲线及回归方

程计算样品中蔗糖和可溶性总糖的含量。

蔗糖直线回归方程: y = 0 .210 8x - 0 .270 1

R2 = 0 .989 8

可溶性总糖直线回归方程: y = 0 .123 5x - 0 .118 5

R2 = 0 .987 3

1 .2 .5  数据分析与处理。利用 SPSS 软件, 对正交设计

[ L16( 43) ] 所得鲜、干重结果进行显著性分析, 利用 Microsoft

Excel 2003 软件进行 S 生长曲线的绘制, 及以上各标准曲线

回归分析并建立直线回归方程[ 10] 。

2  结果与分析

2 .1 老瓜头细胞悬浮培养体系的建立

2 .1 .1  不同激素配比对老瓜头悬浮细胞生长的影响。将淡

黄、鲜亮疏松的愈伤块进行悬浮培养, 不同的激素进行配比 ,

通过直观分析与鲜、干重的统计, 分析不同激素的作用差异

显著性 ,结果见表1。

  从表1 中直观分析可以比较出3 因素的影响力, 不含有

任何激素的配方中悬浮细胞生长量大 ,鲜重达10 .601 g/ 瓶 ,

干重达0 .607 g/ 瓶, 颜色淡黄, 色泽鲜亮 ,质地疏松。用方差

分析的方法可知, 在试验所选的范围内 , 在显著性水平α=

0 .05下,2 ,4- D 对试验指标有显著性影响。综合因素考虑, 将

不添加任何激素的MS 液体培养基作为下一步细胞悬浮培养

的培养基。

表1 不同激素配比对老瓜头细胞生长的影响

Table 1 Effects of different hormone proportions onthe cell growth of Cynanchu m ko marovii

试验号

Test No .

激素类型与浓度∥mg/ L

Types and concentrations of hormone
2 ,4- D 6- BA NAA

鲜重∥g/ 瓶

Fresh weight

干重∥g/ 瓶

Dry weight

颜色

Color

质地

Texture

1   0   0   0    10 .601 0 .607 淡黄,色泽鲜亮 疏松

2 0 0 .5 0 .1 4 .607 0 .496 淡黄,色泽鲜亮 疏松

3 0 1 .0 0 .5 5 .663 0 .292 淡黄,色泽暗淡 一般

4 0 2 .0 1 .0 5 .326 0 .475 淡黄,色泽鲜亮 疏松

5 0 .5 0 0 .1 3 .406 0 .284 淡黄,色泽鲜亮 疏松

6 0 .5 0 .5 0 3 .716 0 .345 淡黄,色泽鲜亮 疏松

7 0 .5 1 .0 1 .0 3 .128 0 .310 淡黄,色泽暗淡 一般

8 0 .5 2 .0 0 .5 3 .474 0 .288 淡黄,色泽鲜亮 疏松

9 1 .0 0 0 .5 6 .619 0 .406 淡黄,色泽鲜亮 疏松

10 1 .0 0 .5 1 .0 5 .763 0 .343 淡黄,色泽鲜亮 疏松

11 1 .0 1 .0 0 3 .701 0 .282 淡黄,色泽鲜亮 疏松

12 1 .0 2 .0 0 .1 1 .335 0 .152 淡黄,色泽暗淡 致密

13 2 .0 0 1 .0 1 .177 0 .189 淡黄,色泽暗淡 致密

14 2 .0 0 .5 0 .5 3 .783 0 .278 淡黄,色泽暗淡 致密

15 2 .0 1 .0 0 .1 2 .177 0 .231 黄褐,色泽暗淡 致密

16 2 .0 2 .0 0 1 .548 0 .211 褐色,色泽暗淡 致密

表2 不同接种量对老瓜头细胞生长的影响

Table 2 Effects of different inoculation amount onthe cell growth of C .

ko marovii

处理

g/ 50 ml

Treatment

干重∥g

Dry weight

细胞生长速

率∥g/ (L·d)

Cell growthrate

颜色、质地

Color and

texture

0 .20 0 .100 0 .088 淡黄、色泽鲜亮、质地疏松

0 .50 0 .098 0 .070 淡黄、色泽鲜亮、质地疏松

1 .00 0 .211 0 .146 淡黄、色泽鲜亮、质地疏松

1 .50 0 .332 0 .225 淡黄、色泽鲜亮、质地疏松

2 .00 0 .363 0 .235 淡黄、色泽鲜亮、质地疏松

2 .50 0 .627 0 .532 黄褐、色泽暗淡、质地紧密

3 .00 0 .589 0 .392 黄褐、色泽暗淡、质地紧密

4 .00 0 .840 0 .484 黄褐、色泽暗淡、质地紧密

2 .1 .2 不同接种量对老瓜头细胞生长的效应。该文采用

0 .2 ,0 .5 ,1 .0 ,1 .5 ,2 .0 ,2 .5 ,3 .0 ,4 .0 g FW/ 瓶接种于50 ml 培养

液中,130 r/ min ,暗培养 ,30 d 后测定细胞的鲜干重,并计算细

胞生长速率,结果如表2 所示。

由表2 可以看出, 悬浮细胞鲜干重随其接种量的增加而

增加,接种量为0 .2～0 .5 g 时细胞生长量为0 .1 g( 干重) 左

右, 生长速率最低, 说明低的接种量不利于细胞生长。接种

量为2 .50 g/ 50 ml 培养基中细胞的生长速率最高, 而4 .0

g/ 50 ml 的接种量可使悬浮细胞的收获量达到最高, 高的接

种量可以得到较高的生物量, 并有较高的生长速率, 但培养

后期细胞状态不佳。这可能是由于接种量的增加 ,在培养后

期营养物质消耗过快 ,造成营养不足而细胞衰老呈现出颜色

黄褐、色泽暗淡、质地紧密的状态。所以, 为得到质量好、生

长较快的悬浮细胞, 确定了2 .0 g/ 50 ml 为最适接种量。

2 .1 .3  老瓜头悬浮培养细胞的生长曲线。在不添加植物激

素的MS 培养基中, 接种量为2 .0 g/ 50 ml ,分别置于黑暗和光

照条件下培养,以细胞鲜、干重对培养时间作图,绘制老瓜头

悬浮培养细胞的生长曲线。

  从图1 可以看出, 以27 d 为1 个培养周期, 老瓜头的生
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长曲线呈S 形。黑暗条件下,鲜生长量有明显的滞后期( 0～

9 d) ,继而进入指数生长期,直到18 d 生长量呈下降趋势, 鲜

生长量达到10 .768 g ;测量的干重悬浮细胞也呈S 形, 培养到

第18 d 结束指数生长期, 进入静止期, 此时干重生长量为

0 .682 g。光照条件下,老瓜头细胞鲜重明显低于黑暗条件下

的鲜生长量,直到24 d 时生长量达到最大6 .469 g , 此时进入

静止期, 其干重增长变化也呈S 形, 但增长缓慢, 对数生长和

直线生长期无明显区别。由此看出, 老瓜头悬浮细胞在黑暗

条件下培养 ,生长周期较短、生长量大; 而光照条件下, 老瓜

头的细胞鲜干重生长量小、周期长。说明黑暗条件有利于老

瓜头悬浮细胞的生长。

图1 老瓜头悬浮培养细胞的生长曲线

Fig .1 Growthcurve of suspensionculture cell of C . komarovii

2 .2  老瓜头悬浮细胞培养过程中主要基质消耗的变化

2 .2 .1 老瓜头悬浮细胞培养过程中氮的消耗。以MS 液体

培养基中硝态氮浓度和氨态氮浓度为纵坐标,以培养时间为

横坐标 ,绘制硝态氮和氨态氮的变化曲线( 图2) 。

图2 老瓜头细胞悬浮培养过程中培养基中硝态氮和氨态氮含量

的变化

Fig .2 Content changes of nitrate nitrogen and ammonia nitrogenin

the mediumduringthe cell suspension culture process of C .

komarovii

  MS 培养基中初始硝酸盐浓度为2 445 .08 mg/ L, 氨盐浓

度为371 .25 mg/ L。从图2 可见, 在细胞培养过程中, 第3 天

其硝酸盐的含量有175 .884 mg/ L , 氨盐79 .941 mg/ L, 两者含

量均急剧下降,分别为初始含量的7 .19 %、21 .53 % 。第9 天

后两者随培养时间呈一者上升另一者下降的规律进展 ,说明

在培养中后期植物细胞在相同培养时间内对一种形式的氮

( NO3
- ) 吸收利用后 ,使其转化为另一种形式的氮( NH4

+) , 故

使培养液中( NH4
+ ) 含量增加, 反之亦然。而且在培养后期

两者含量相背距离较大,这可能与NO3
- 和 NH4

+ 的相互转化

以及培养液中有机还原态氮的吸收转化有关[ 10] 。

2 .2 .2 老瓜头悬浮细胞培养过程中磷的消耗。以 MS 液体

培养基中磷酸盐浓度为纵坐标, 以培养时间为横坐标, 绘制

磷酸盐的变化曲线( 图3) 。

图3 老瓜头细胞悬浮培养过程中培养基中磷酸盐含量的变化

Fig .3 Content changes of phosphate inthe mediumduring the cell

suspensionculture process of C . komarovii

MS 培养基中磷酸盐浓度为90 mg/ L。从图3 可见, 在老

瓜头细胞悬浮培养初始阶段( 0～6 d) 磷酸盐含量急剧下降 ,

其磷酸盐降至0 .254 mg/ L , 约为培养初始时磷酸盐含量的

0 .28 % ;此后 ,磷酸盐的变化平缓。由此可以看出, 在悬浮细

胞培养初期,细胞生长对磷酸盐的吸收已达到最大。

2 .2 .3 老瓜头悬浮细胞培养过程中蔗糖及可溶性总糖的消

耗。以MS 液体培养基中蔗糖浓度和可溶性总糖浓度为纵坐

标, 以培养时间为横坐标, 绘制蔗糖和可溶性总糖的变化曲

线( 图4) 。

图4 老瓜头细胞液体培养过程中培养基中蔗糖和可溶性总糖含

量的变化

Fig .4  Content changes of sucrose and total soluble sugar in the

mediumduring the liquid culture process of C . komarovii

cells

由图4 可以看出, 黑暗条件下蔗糖含量变化曲线与可溶

性总糖的变化基本相似。因为蔗糖作为碳源,必须在转化酶

的作用下分解为葡萄糖和果糖, 才能被植物细胞吸收利用。

所以, 培养基中的总糖主要是葡萄糖、果糖和蔗糖的混合

物[ 11] 。由图4 可知,蔗糖和可溶性总糖的消耗趋势基本相同,

在悬浮细胞培养初期(0～9 d) ,细胞生长对蔗糖消耗量最大,此

时,可溶性总糖浓度为1 .096 g/ L,蔗糖浓度为0 .460 g/ L,是初

( 下转第14481 页)
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正相关[ 15 - 20] 。该研究结果表明, 可溶性糖含量与插穗发芽

率成正相关 ,与生根率相关不显著, 原因可能是林木扦插与

饲草扦插的生根方式不同。笔者在试验中观察到,饲草扦插

生根有两种方式, 一种是在新芽下部分化节上生根[ 21] ,另一

种是在插穗节上生根, 在统计时包括了这两种方式, 因此该

试验中插穗可溶性糖含量对生根率的影响中包含有对发芽

率的影响[ 22] , 但未直接体现出来。

该试验筛选出了成活率和发芽率最高扦插材料嫩茎插

穗,初步弄清了扦插繁殖的原理和影响成活率的因素。对于

如何进一步提高成活率以及弄清扦插繁殖的机理,尚需深入

研究。
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始蔗糖含量的1 .53 % 。在对数生长期,总糖( 蔗糖) 的消耗速

度都减慢, 蔗糖在21 d 时几乎消耗殆尽, 而可溶性总糖的含

量在培养24 d 时出现最低点, 此后有所回升, 说明蔗糖已完

全分解为葡萄糖和果糖。

3  结论与讨论

植物生长调节物质是培养基中的关键物质, 对植物细胞

培养起着重要且明显的调节作用 ,植物生长调节物质的种类

以及浓度对不同的植物有不同的效果[ 6] 。与愈伤组织的诱

导相同, 植物激素在细胞悬浮培养中起着重要的作用。适合

的激素种类及浓度搭配可以培养出所需的愈伤组织类型, 对

愈伤细胞悬浮培养中生物量及代谢物质积累同样起着关键

作用。笔者进行老瓜头愈伤组织诱导培养时,几种植物激素

的作用并不显著, 但直观分析最适的培养基配方中含有2 ,4-

D、6BA、NAA 的诱导效果明显[ 6] 。在该文中, 不添加任何生

长激素的MS 培养基中老瓜头细胞生长量最大, 细胞生长状

态最佳。从方差分析结果可看出, 植物激素对细胞生物量的

积累并未产生显著作用,说明在老瓜头细胞悬浮培养过程中

可能其内源激素水平已达到支持和满足其细胞培养所需。

营养成分对培养物质的影响同样重要, 通过对营养物质

消耗规律的研究在该文的研究中发现, 在细胞培养初期, 硝

酸盐、磷酸盐及蔗糖三者的消耗已达最大, 从以上各基质消

耗变化曲线图中可以看出,在细胞培养初期( 0～9 d) , 培养基

中的硝酸盐、氨盐、磷酸盐、蔗糖含量均呈现急剧下降的趋

势,之后各自变化趋于平缓。这说明,老瓜头细胞在 MS 培养

基中对各营养物质消耗量集中在培养初期, 而在对数生长

期,主要基质含量很少 , 极大地影响了细胞生长量的积累。

以此也说明了细胞最大生长量( 干重) 相对较少与基质的前

期消耗过量有关。为了提高老瓜头悬浮细胞培养生物量的

积累, 需要进行培养基营养物质含量的调配, 当细胞培养到

对数生长期时要进行细胞继代培养, 或者在培养基中适量加

大硝酸盐、磷酸盐及蔗糖的用量, 以保证细胞培养中期对营

养物质的持续利用[ 12] 。
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