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摘要  [ 目的] 探讨稀土元素对冬凌草细胞合成冬凌草甲素的影响。[ 方法] 以冬凌草悬浮培养细胞为材料,研究不同浓度的2 种稀土离
子镧和亚铈对冬凌草细胞分泌和释放冬凌草甲素的影响。[ 结果] 添加不同种类、不同浓度的稀土离子均可促进冬凌草甲素的合成。
添加镧离子的细胞合成的冬凌草甲素明显高于添加铈离子的细胞。当细胞处于延滞期时 ,添加稀土元素并未产生明显的影响 ;悬浮培
养指数期和稳定期加入稀土元素 ,均可促进冬凌草细胞对冬凌草甲素的合成 ,且在稳定期添加稀土元素的效果更加显著。在稳定期加
入500 μl 镧溶液的培养液 ,获得的冬凌草甲素含量最高 ,可达28 .89 mg/ g。[ 结论] 该研究为冬凌草细胞的工业化生产奠定了基础。
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Effects of Rare Earth Elements onthe Synthesis of Rubescensin A in Robdosia rubescens Cell
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Abstract  [ Objective] The ai mwas to discuss the effect of rare earth elements onrubescensin Asynthesis by Robdosia rubescens cell . [ Method] With
suspension culture cell of R . rubescens as material , the effect of 2 kinds of rare earthions , lanthanumand cerous nitrate , with different concn. on the
rubescensin A excreted and released by R . rubescens cell were studied . [ Result] Adding different kinds and concn. rare earthions all could promote the
synthesis of rubescensin A. The rubescensin A synthesized bythe cell added lanthanumion was obvious higher thanthat added ceriumion. Whenthe cell
was inthe lag phase , addi ngrare earth elements could not produce obvious effect , while adding rare earth elements i nthe exponential phase and stationary
phase of suspension culture all could promote R . rubescens cell to synthesize rubescensin A, and the effect of addi ng rare earth elements i nthe stationary
phase was more prominent . Adding 500 μl lanthanumsolutionto the culture solutioninthe stationary phase , the obtained rubescensin A content was high-
est , being 28 .89 mg/ g . [ Concl usion] The researchlaid the foundation for the industrial production of R . rubescens cell .
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  冬凌草[ Robdosi a rubescens ( Hemsl ) Hara .] , 又名冰凌草、

冰凌花, 为唇形科香茶菜属多年生草本或亚灌木植物, 是近

年发现的一种天然抗癌抑菌植物。从冬凌草中分离出一种

含量较高的强苦味物质———冬凌草甲素, 属于二萜类物质 ,

是一种较强的抗癌物质。因其对肿瘤有较好的活性, 且其抗

癌活性有较强的选择性及低毒性,在临床中被广泛应用。由

于冬凌草甲素主要从植物冬凌草中提取,随着市场需求的增

大, 冬凌草资源严重匮乏 ,致使其药用成分的获得受到阻碍。

因此, 利用植物细胞培养技术直接生产冬凌草甲素具有特殊

意义, 而如何提高细胞中冬凌草甲素的含量已成为关注的热

点。利用某些分子生物及重金属盐作为促进细胞合成与释

放次级代谢物质的诱导因子已普遍采用, 其中 ,稀土元素在

体外培养动物细胞中应用较为广泛, 但在植物组织和细胞培

养中的应用仅有少量报道。鉴于稀土元素对植物细胞次生

代谢产物的积累有一定的促进作用, 笔者研究镧、铈的化合

物对冬凌草细胞悬浮培养中冬凌草甲素合成的影响, 为进一

步探讨稀土元素对生物体的作用提供更多的证据,也为冬凌

草细胞培养寻求一类有效的诱导因子, 以提高冬凌草甲素的

释放, 进而为冬凌草细胞的工业化生产奠定基础。

1  材料与方法

1 .1 材料  采用的细胞株系由冬凌草当年生嫩茎诱导而

来, 在改良的MS 培养基( 2 ,4- D1 .0 mg/ L,NAA0 .5 mg/ L ,6- BA

0 .1 mg/ L ,30 g/ L 蔗糖,Vc 0 .1 mg/ L ,pH 值为5 .8) 中保持和继

代。挑选在改良的MS 固体培养基上多次继代的冬凌草愈伤

组织细胞转接入 MS 液体培养基中, 培养温度25 ℃ , 摇床

110 r/ min ,于黑暗处培养。冬凌草草药为市售。培养基所用

试剂为国产分析纯 ,冬凌草甲素标品为成都曼斯特生物有限

公司生产,碳酸镧、碳酸亚铈、95 % 乙醇均为国产分析纯。

1 .2 方法

1 .2.1 稀土溶液的配置[ 1] 。碳酸镧( 相对分子质量457 .8) 、

碳酸亚铈( 相对分子质量460 .2) 各取0 .457 8、0 .460 2 g ,分别

用浓盐酸定容至100 ml ,然后各取10 ml 用去离子水定容至1

L ,即配成终浓度为0 .1 mmol/ L 的镧溶液、0 .1 mmol/ L 的铈溶

液。再用1 mol/ L 的NaOH 和1 mol/ L 的 HCl 将两溶液pH 值

调至5 .8 ,通过细菌过滤器( 0 .22 μm滤膜) 过滤到无菌试剂瓶

中保存、备用。

1 .2.2 添加稀土元素的冬凌草细胞的悬浮培养。将悬浮培

养的冬凌草细胞在相同的培养条件下分别在不同的细胞生

长时期加入不同种类、不同浓度的稀土元素进行悬浮培养。

1 .2.3 冬凌草甲素标准曲线的绘制。依次量取冬凌草甲素

的标准溶液10、50、100、200、300、500 μl , 加入95 % 乙醇, 使终

体积达到1 ml , 充分摇匀。以无菌水做对照, 用紫外分光光

度计在238 nm的紫外光下[ 2] ,以浓度( C) 对吸光度( A) 作图 ,

建立标准曲线及回归方程。其中, 冬凌草甲素的标准溶液浓

度为1 mg/ ml 。

1 .3 冬凌草甲素的萃取 取冬凌草草药0 .5 g , 用蒸馏水清

洗过后, 放入研钵中研磨, 加入40 ml 95 % 乙醇 ,超声波振荡

破碎细胞10 min , 浸泡24 h , 放入离心机离心10 min ( 3 600

r/ min ,4 ℃) , 取出上清液过滤脱色 ,4 ℃ 冰箱保存,备用。

取悬浮培养的愈伤组织 ,称取1 g , 加入95 % 乙醇50 ml ,

超声波振荡破碎细胞5 min , 浸泡24 h , 将其置放入离心机离

心10 min ( 3 600 r/ min ,4 ℃) , 取出上清液, 重复上述操作1

次。合并所得的上清液,过滤、活性炭脱色作为待测样品。

2  结果与分析

2 .1 稀土元素对冬凌草甲素产生的影响( 定性分析)  将冬

凌草草药和冬凌草的悬浮细胞( 添加稀土元素, 未添加稀土

元素) 采用“1 .3”的方法处理。在相同的处理条件下, 量取待
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测样品10 μl 点于GF254硅胶板上。选择氯仿∶甲醇= 13∶2 作

为展开剂[ 3] ,于254 nm的紫外光下观察薄层层析结果, 做样

品的定性检验。其结果见图1 。

注 :1 为冬凌草甲素的标准品 ,2 为未添加稀土元素的悬浮细胞 ,3

为添加稀土元素铈的悬浮细胞 ,4 为添加稀土元素镧的悬浮细

胞 , 5 为草药提取液。

Note :1 ,Standard substance of rubescensin A;2 ,Suspension cells without

adding rare earth elements ;3 ,Suspension cells with adding rare earth

element Ce ;4 ,Suspension cells with adding rare earth element La ;

5 ,Extracts fromherbal medicine .

图1 冬凌草甲素检测的薄层层析

Fig .1 Thethin-layer chromatographyfor detecting rubescensin A

薄层层析结果显示, 草药与悬浮细胞均跑出与标品位置

相接近的黑点 , 说明试验所采用的悬浮细胞均含有冬凌草

甲素。

2 .2 稀土元素对冬凌草甲素含量的影响( 定量分析)

2 .2.1 标准曲线的绘制。根据“1 .2 .3”的方法绘制冬凌草甲

素的标准曲线,结果见图2。由图2 可知, 回归方程为 A =

2 .368 257 4 C + 0 .033 804 ,相关系数 r = 0 .998 877。

图2 冬凌草甲素标准品的标准曲线

Fig .2 Thestandard curveof rubescensin Astandardsubstance

2 .2 .2 冬凌草甲素含量的测定。吸取处理的样品液用紫外分

光光度计作定量检验。吸取待测样品液1 ml , 以无菌水作对

照,测待测样品液的吸光度( A) 。根据标准曲线及回归方程计

算出样品待测液中冬凌草甲素的含量( C) 。冬凌草甲素含量

( mg/ g) = ( 冬凌草样品液的甲素浓度×样品稀释倍数) / 待测样

品质量。式中,待测冬凌草悬浮培养细胞样品质量为1 g ,样品

稀释倍数为100 ml ;冬凌草草药样品质量为0 .5 g ,样品稀释倍

数为40 ml 。

2 .2.3 稀土元素对冬凌草甲素含量的影响。将悬浮培养的

冬凌草细胞在培养条件相同的情况下分为若干组,同时进行

试验。其中1～6 组在培养初期( 第1 天) 加入稀土元素,1～3

组添加镧溶液, 加入量分别为50、500、5 000μl ;4～6 组添加铈

溶液, 加入量分别为50、500、5 000 μl 。7～12 组在培养指数期

( 即延滞期末期 ,第3 天) 加入稀土元素,7～9 组添加镧溶液 ,

加入量分别为50、500、5 000 μl ;10～12 组添加铈溶液, 加入量

分别为50、500、5 000 μl 。13～18 组在培养稳定期( 即指数期

末期, 第15 天) 加入稀土元素,13～15 组添加镧溶液, 加入量

分别为50、500、5 000 μl ;16～18 组添加铈溶液,加入量分别为

50、500、5 000 μl 。19 组采用未加入稀土元素的悬浮细胞进行

悬浮培养。将不同的冬凌草悬浮系( 1～19 组) 至25 d 收获 ,

采用“1 .3”的方法处理。在相同的处理条件下, 对样品中的

冬凌草甲素进行定量检测,结果见表1。

表1 添加稀土元素对冬凌草甲素含量的影响

Table 1  Influences of adding rare earth elements on the content of

rubescensin A

样品
Samples

时期
Phase

稀土元素
Rare earth
elements

加入量
Addition
μl

吸光度
Absor-
bency

冬凌草甲素含量
Rubescensin

A content∥mg/ g

1 培养初期 镧La 50 0 .320   12 .08

2 500 0 .389 15 .00

3 5 000 0 .372 14 .28

4 铈Ce 50 0 .305 11 .45

5 500 0 .378 14 .53

6 5 000 0 .333 12 .63

7 培养指数期 镧La 50 0 .431 16 .77

8 500 0 .580 23 .06

9 5 000 0 .557 22 .09

10 铈Ce 50 0 .347 13 .22

11 500 0 .469 18 .38

12 5 000 0 .444 17 .32

13 培养稳定期 镧La 50 0 .480 18 .84

14 500 0 .718 28 .89

15 5 000 0 .652 26 .10

16 铈Ce 50 0 .457 17 .87

17 500 0 .583 23 .19

18 5 000 0 .561 22 .26

19 - - - 0 .285 10 .61

草药 - - - 0 .156 4 .13
Herbal
medicine

  不同时期添加不同浓度的稀土元素对冬凌草甲素含量

的影响 ,其变化关系如图3、4 所示。

图3 添加镧对冬凌草甲素的影响

Fig .3 Influences of adding La onthe content of rubescensin A

相同的培养条件下分别在不同的细胞生长时期加入不

同种类、不同浓度的稀土元素对细胞合成冬凌草甲素的影响

强弱不同,添加镧离子的细胞合成的冬凌草甲素明显高于添

加铈离子的细胞, 未添加稀土元素的细胞合成的冬凌草甲素

较低, 因此, 添加稀土元素均在不同程度上提高了冬凌草甲

素的含量。并且在细胞生长的稳定期添加稀土元素对细胞

合成冬凌草甲素的影响均高于在细胞生长的其他时期。其

( 下转第5969 页)
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的[ 9 - 11] 。氧化胁迫会造成质膜大分子物质的降解, 并引起膜

通透性加大[ 12] 。一般来说,耐逆性植物在逆境环境中的膜损

伤较小,因此它们的膜透性较低,电导率较小。而且MDA 含量

也是衡量植物在逆境条件下氧化损伤程度大小的一个重要指

标。MDA 是膜脂质过氧化产生的一种细胞毒产物, 它的含量

可以作为衡量体内自由基多少的标志[ 13] 。试验结果表明,在

0 .3 %、0 .5 %、0 .8 % NaCl 胁迫下,薄荷植株的电导率和MDA 含

量变化平缓,说明在低浓度盐胁迫下,薄荷膜脂质过氧化反应

并不激烈,对膜系结构和功能的破坏不是很大, 使植株细胞仍

能维持其高度有序的结构而不会死亡。在1 .0 %、1 .2 % NaCl

胁迫下,植株的电导率和MDA 含量都有了急剧升高,说明高浓

度的NaCl 胁迫对植株造成了较严重的伤害。

( 3) 试验结果显示,椒样薄荷植株在低浓度 NaCl 胁迫时能

维持叶片中较低的Na + 含量,推测可能是在植株根部储存了较

多的Na + ,以阻止Na + 在地上部分积累,从而减少 Na + 对叶片

的伤害,提高了植物的耐盐性[ 14 - 15] 。抗氧化酶如CAT 等在清

除或降低活性氧产生及缓解活性氧积累对植物造成伤害方面

起重要作用[ 16 - 17] 。试验表明,轻度离子胁迫下薄荷过氧化氢

酶活性逐渐增强,而重度离子胁迫下其活性降低, 此时薄荷清

除活性氧的能力降低。过氧化氢酶活性增强可能是氧自由基

诱导产生H2O2 , 而 H2O2 又诱导过氧化氢酶活性增强, 来清除

H2O2 ,使叶绿体不致受自由基的攻击而避免伤害[ 18 - 19] 。高浓

度离子胁迫时叶片过氧化氢酶活性急剧下降的原因可能是

H2O2 的积累和部分酶的光失活所引起的。

( 4) 试验结果表明 ,椒样薄荷能耐受0 .8 % NaCl 胁迫, 在

该浓度下, 薄荷植株能正常生长 ,并维持较高的含水量、较低

的渗透势、较低的电导率和MDA 含量以及较高的CAT 酶活

性, 而在遭受更高的 NaCl 胁迫时会受到一定程度的伤害。

综上所述, 椒样薄荷有一定的耐盐性, 综合其耐寒、抗病虫、

耐瘠薄、繁殖力强、适应性广等生长特点和易于栽培、经济效

益好等优点, 因此认为椒样薄荷值得在盐渍地大力推广

种植。
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中, 在稳定期( 即指数期末期) , 加入镧溶液500 μl 培养液获

得的冬凌草甲素含量最高, 可达28 .89 mg/ g。

图4 添加铈对冬凌草甲素的影响

Fig.4 Influences of adding Ce onthe content of rubescensin A

3  讨论

冬凌草甲素是冬凌草细胞在培养的过程中产生的次生

代谢产物。目前, 有关研究冬凌草细胞合成冬凌草甲素的

报道不多 ,在冬凌草细胞培养中添加诱导因子的报道甚少,

试验主要研究稀土元素对冬凌草细胞合成冬凌草甲素的影

响。相关研究表明, 稀土元素本身并不能进入细胞 , 但其作

为一种非生物诱导因子 ,在诱导培养中, 不仅能改变细胞膜

通透性促进次生代谢产物分泌到培养基当中, 还可能使次

生代谢中特有的基因转录增强 , 进而促进次生代谢产物的

合成。由试验结果可以看出, 稳定期( 即指数期末期) , 加入

镧溶液500 μl 的培养液获得的冬凌草甲素含量最高, 可达

28 .89 mg/ g , 说明镧可以作为一种有效的诱导因子用以提高

冬凌草甲素的合成。试验表明 ,当细胞处于延滞期时 , 添加

稀土元素并未产生明显的影响 ; 悬浮培养指数期和稳定期

加入稀土元素 ,均可发现其明显增强次生代谢作用, 促进了

冬凌草细胞对冬凌草甲素的合成 , 且在稳定期添加稀土元

素的效果更加显著。
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