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真菌诱导子对悬浮培养南方红豆杉细胞态势及紫杉醇合成的影响
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摘 要 在南方红豆杉细胞悬浮培养过程中，研究了在指数生长期的末期加入真菌诱导子（尖孢镰刀菌的胞壁组

分粗提物）对细胞态势及紫杉醇合成的影响。结果表明，真菌诱导子能在短期内激发细胞的防御性应答反应而产

生氧迸发，细胞的氧化还原态势发生了明显的变化，培养基发生碱化现象，表征酶含量的蛋白质含量明显提高，

BCD、ECD、FG2 的活力出现波动性变化，并具有一定的时序性。同时，南方红豆杉悬浮培养体系中产次生代谢途径

中重要的酶 EGH 的活力得到提高，紫杉醇的合成被加强，产量得到了显著提高，达到了对照组的 I 倍左右。
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紫杉醇是一种新型的抗癌药，它是一种从红豆

杉科红豆杉属植物的树皮及针叶等组织中提取出来

的次生代谢产物，然而其天然资源极其有限。有关

紫杉醇生产的研究，已有不少文献报道［!，$］，在众多

的生产方法中，细胞培养生产紫杉醇是解决这个供

需矛盾的最佳途径，是最具有前途的一种生产方

式［1］。近年来，利用植物细胞生产次生代谢产物已

成为普遍关注的新方法，而在培养体系中加入诱导

子来提高特定产物的产量，又成为研究热点［#］。

真菌诱导子在与植物的相互作用中，能快速、高

度专一和选择性地诱导植物特定基因的表达［I］，从

而提高特定产物的积累。本文采用的诱导子为尖孢

镰刀菌（3)&+*#)4 (52&6(*)4，简记为 5’，）胞壁成分的

粗提物（在本文图表中以 K5 代表）。5’ 是作者在众

多真菌中筛选出来的诱导效果较好的一种。本文主

要研究了真菌诱导子 5’ 对悬浮培养南方红豆杉细

胞生理状态的改变及对紫杉醇合成的影响。为提高

植物细胞生产紫杉醇的产量提供了一种新奇而有效

的方法。

! 材料与方法

! "! 细胞株系及其培养

南方红豆杉（7+5)& 0"#$%&#& L6M ) 4+#*%#）悬浮培养

N./%! 细胞系，$IO，!!%MP9:<，黑暗振荡培养，采用改

良的 QI
［$］液体培养基，继代培养 I 代以上，作为细

胞种 子，分 别 接 于 装 有 I%9H 新 鲜 QI 培 养 基 的

$I%9H 三角瓶中。

! "# 真菌的培养

尖孢镰刀菌采用液体马铃薯.葡萄糖培养基，

$IO，!%% R !!%MP9:< 普通摇床振荡培养，待菌丝体

生长 4S 后收获。

! "$ 诱导子的制备及其含量的标定

收获的菌丝体经甲醇：氯仿（! T !8 P8）溶液、磷

酸盐缓冲液洗涤，再经匀浆、抽滤、高温灭菌后即为

诱导子粗提物，其浓度标定采用糖及蛋白质两种成

分共 同 度 量，采 用 蒽 酮 比 色 法 测 定 糖 含 量，为

/"1U0#!VP9H；采用考马斯亮蓝染色法测定蛋白质的

含量，为 "4!U#!VP9H。

! "% 实验设计

诱导组中，诱导了的添加量以糖来计量，经优化

实验确定剂量标准为 0%!VP9H，在培养的指数生长

末期的第 !4 天加入，取样时刻为加入诱导子后的第

%UI、!、$、#、4、!$、$#、10W。每组实验设 1 个平行组。

对照组中，加入与诱导组中添加的诱导子溶液等体

积的灭菌蒸馏水。

! "& 细胞生理态势检测指标及其表征

取胞外培养液的离心上清液（#O）为胞外待测

液；取 !V 冷 冻 的 细 胞，加 入 %U%!VE&E，$9H 由



!"#$%&’( 磷酸盐缓冲液配制而成的含有 !")$%&’(
*+,-，+,,!./$$%&’( 的细胞提取液，低温（/0）离心

后取上清液为胞内待测液。

!"#"! 培养液 12 的测定：采用 3245) 型精密酸度

计（上海雷磁仪表厂）测定。

!"#"$ 细胞内总活性氧相对含量的测定：细胞经冷

冻干燥后，取一定量细胞干粉用 *46543*7,689*5
,*6 检测其顺磁共振图谱，以 9:8) 为标准校准磁

场。测定条件为：微波功率，#$;；扫场时间 <$=:’
>?!$$；调 制 幅 度 )@；响 应 时 间 !"!#A；调 制 频 率

#!!B2C。以每毫克干细胞引起的 *63 信号强度的

绝对值表示细胞内总活性氧的相对含量。

!"#"% 蛋白质含量的测定：采用考马斯亮蓝染色

法，取 #$( 待测液加入 >$( 考马斯亮蓝染色液，以

蒸馏水为对照，?!!:$ 下测量其吸光度。

!"#"& 胞外过氧化物酶（38+）酶活分析：在 D!$(，

#!!$$%&’( 的磷酸盐缓冲液中加入 )<!( 愈创木酚，

溶解冷却后加入 #E!( >!F的 2)8) 做为 38+ 反应

液。取 !"D$( 待测液与 )$( 38+ 反应液和 #$(，

!")$%&’( 的磷酸二氢钾反应，于 /G!:$ 处每隔 #$=:
测其吸光度，以"!/G! ’"" 表示酶活大小［?］。

!"#"# 胞内过氧化氢酶（7-,）酶活分析：D!!( 待测

液中加入 >$(，!"?F的过氧化氢后，于 )/!:$ 处测

#DA、>!A 时的吸光度，以"!)/! ’"" 表示酶活大小［G］。

!"#"’ 超氧化物岐化酶（48+）酶活分析：取 !")D$(
胞内待测液，加入 #$(，!"!D$%&’(，12 H G. < 的磷酸

盐缓冲液、#$( ). /D$$%&’( IJ, 后，于 /!!(KL 荧光

灯下照射 )!$=:，在 D?!:$ 处测量其吸光度，以"! ’

"" H !.#’)!$=: 为一个酶活单位。

! (’ 苯丙氨酸解氨酶（)*+）活力的测定

取 #$( 胞 内 待 测 液，加 入 )$( !. !#$%&’( 的

2)J8/ 缓冲液，#$( !.!)$%&’( 的苯丙氨酸和 #$( 蒸

馏水，混 匀 后 于 >!0 恒 温 水 浴 中 反 应 ?!$=:，在

)E!:$ 处测量吸光度，以 !"!#$( 蒸馏水为对照。以

"! ’"" H !.#’?!$=: 为一个酶活单位。

! (, 胞内、外紫杉醇的提取及测定［-］

将培养液在 ?!!!M’$=: 条件下离心 )!$=:，细胞

作为提取胞内紫杉醇的材料，离心后的上清液用于

胞外紫杉醇的提取。即取 <$( 上清液，加入 #!$(
二氯甲烷，然后静置 <N，收集二氯甲烷相，上相再重

复提取共 > 次，之后合并二氯甲烷相，于室温下风

干。用于高效液相色谱法（23(7）分析。

将离心后所得的细胞，用液氮迅速冷冻，再进行

冷冻干燥，所得的细胞干粉用于胞内紫杉醇的提取。

称取 #!!$O 干细胞，在研钵中研成粉末状，加入 D$(
环己烷，研磨后加入 )!$( 环己烷，将混合液倒入离

心管中 静 置 !"DN，弃 去 环 己 烷 相，向 沉 淀 中 加 入

#!$( 甲醇和 #!$( 二氯甲烷，超声振荡萃取 >!$=:，

然后加入 )!$( 蒸馏水充分混匀并静置 #!N，收集二

氯甲烷相，对上相再重复提取 ) 次，合并二氯甲烷

相，于室温下风干。用于 23(7 分析。

紫杉醇的测定采用 23(7，将所得的样品用 #$(
色谱甲醇溶解，在 75#< 反相硅胶柱（BM%$P&=& 7#<D!$
)D! Q /. ?:$）上进行恒速洗脱。流速控制在 #$(’
$=:，流动相为色谱甲醇：水（?D R >D）的溶液。检测波

长为 ))G:$，总洗脱时间为 /!$=:。

$ 结果与讨论

$ (! 真菌诱导子对胞内、外蛋白质的影响

真菌诱导子能引起细胞的代谢变化，它不仅使

细胞积极合成了植物防卫的次生代谢物质，如植保

素、木质素等，同时也启动或加强了特定的次生代谢

途径，而这些过程的发生主要是通过酶类的调控来

实现的。蛋白质的含量变化正反应了这些酶类的量

变过程。本文在加入诱导子 S% 后，蛋白质的量发生

了明显的变化。如图 # 所示，诱导组胞内蛋白的含

量出现了先高于后低于对照组的现象，这很可能是

细胞膜通透性改变及蛋白质合成速率发生变化共同

作用的结果。而胞外蛋白，如图 ) 所示，其含量诱导

组始终高于对照组，诱导初期，细胞生长速率相对还

仍然较大，因此胞外蛋白质含量呈下降趋势。而诱

导子的加入一般都会导致细胞生长的停止甚至死

亡，因此在加入诱导子后 <N 左右胞外蛋白含量达到

低峰，当细胞逐渐进入平稳期时，与各种次生代谢相

关酶相继合成，使胞外蛋白含量平稳上升。诱导末

期，由于诱导作用使细胞的死亡率增大造成胞内蛋

白的外泄，使这种趋势加剧。

图 # 胞内蛋白质含量的变化

S=O.# 7NP:OTA %U =:VMPWT&&K&PM 1M%VT=: W%:VT:V =:XKWTX YZ S%
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图 ! 胞外蛋白含量的变化

"#$%! &’()$*+ ,- *./0(1*2232(0 40,/*#) 1,)/*)/ #)531*5 67 ",

!"! 真菌诱导子对红豆杉悬浮培养体系 #$ 的影响

真菌诱导子的加入，使细胞培养体系发生了碱

化，如图 8 所示。一般，植物细胞对 49 具有较强的

自我调控能力，而诱导作用引起了质子的内流，因此

推测 49 的改变很可能是诱导子对植物细胞独特的

诱导机制所致。真菌诱导子对细胞进行诱导时，作

为一种信号分子，它本身不能进入细胞内部，只能依

靠信号转导途径来调节细胞的生长、代谢和在环境

中的生存能力。如 &(! : 的跨膜运输就是细胞信号

转导的重要途径之一，而其所需的能量正是由质子

的流动及电化学梯度所提供的。

图 8 ", 对体系酸碱度的影响

"#$%8 ;--*1/+ ,- ", ,) /’* 49

! "% 真菌诱导子诱导的氧迸发

氧迸发是植物细胞受到真菌诱导子刺激后所发

生的很重要的一个防御反应。所谓氧迸发是指细胞

中反应性氧的快速、短时间大量释放的现象。这些

活性氧组分主要包括：9!<!，<= >! ，<9= > ，它们是在植

物细胞受侵染时，侵染信号可能经 ? 蛋白介导，活

化质膜氧化还原反应，从而在细胞表面迅速产生的。

当 ", 被加入到红豆杉细胞培养体系后，总活性氧在

@’ 时达到高峰，如图 @。但过多的活性氧对细胞是

有害的，自由基具有很强的氧化能力，很不稳定，能

持续进行连锁反应，对许多功能分子有破坏作用。

如自由基能引发蛋白质（或酶、核酸）功能分子的二

聚作用和歧化反应而影响蛋白质的结构和功能，而

且二聚作用还能导致 ABC 的损伤。因此，诱导子加

入到细胞培养体系后，大量自由基的产生诱发了自

由基防御体系中酶保护系统的显著变化以实现对细

胞自身的保护。

图 @ ", 对氧迸发的影响

"#$%@ ;--*1/+ ,- ", ,) /’* ,.7$*) 630+/

! "& 真菌诱导子对自由基清除系统保护酶的影响

受到真菌诱导子的刺激后，细胞通过启动或加

强抗氧化酶类的表达，以及时清除有害的自由基。

真菌诱导子 ", 对南方红豆杉细胞的超氧化物歧化

酶（D<A）、过氧化物酶（E<A）、过氧化氢酶（&CF）活

性的影响如图 G、图 H、图 I 所示。活性氧对细胞既

有有利的一面，同时对细胞也有毒害作用。加入诱

导子后，8 种酶活先后均有提高，但有明显的时间顺

序。首先，D<A 活性得到提高，在诱导 @’ 左右就达

到了高峰。在生物体内，它是一种重要的自由基清

除剂，对生物体有保护作用，D<A 使 <= >! 得到快速清

除，转化为 9!<! 和 <!> 催化反应式为：!9: : <= >! !
<! : 9!<!（D<A 催化）。由图 G 可知，在诱导的前期，

D<A 高于对照组，这主要是由于诱导子的介入，引发

了大量自由基产生所致，细胞为了维持胞内生存环

境的相对稳定性，通过提高 D<A 活性来消除 <= >! 对

细胞造成的危害。

图 G 胞内 D<A 活力变化

"#$%G ;--*1/+ ,- ", ,) /’* (1/#J#/7 ,- D<A
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图 ! 胞内 "#$ 活力变化

%&’(! )**+,-. /* %/ /0 -1+ 2,-&3&-4 /* "#$

图 5 胞内 678 活力变化

%&’(5 )**+,-. /* %/ /0 -1+ 2,-&3&-4 /* 678

"#$ 能够消除过量的 9:7: 对细胞造成的伤害，

它能催化如下的反应，9:7: ; 9:7:!:9:7 ; 7:（"#$
催化）。如图 ! 所示，"#$ 的活性在前期受到抑制，

低于对照组，这使得 9:7: 能在一段时间内维持一

定的浓度。9:7: 是与细胞的信号转导有关的，它能

作为胞内第二信使。但是，过量的 9:7: 也会对细

胞产生毒害作用。在诱导后期，"#$ 的活力高于对

照组，出现了峰值，来消除多余的 9:7: 对细胞的毒

害作用。

678，在健康的细胞中也有 678，而诱导之后

678 的活力增加且 <1 左右达到峰值，并一直维持在

较高的活力，高于对照水平。一般认为这是由于

678 的同工酶的合成被启动而引起了总 678 活力

的升高。678 主要有两方面作用，其一，678 与膜

外表面紧密结合，能氧化外环境中的 =#89 产生

9:7: 和 7> ?: ，7> ?: 又可以自发或在超氧歧化酶的作

用下生成 9:7:，在细胞信号转导中发挥重要作用。

因此在诱导的前期，678 活力升高。它能促进 9:7:

的形成，并使其维持在一定的浓度。其二，678 对细

胞具有抵御过氧化物破坏的保护功能。在后期，

678 仍然保持较高的活性，它的主要作用是用来消

除过量的过氧化物对细胞的损害作用。@779（过氧

化物）!@79 ; 9:7（678 催化）。

由此可见，活性氧组分的产生及清除引起了自

由基清除系统中氧化还原酶活力的波动性变化，从

而改变了细胞的氧化还原态势，进而刺激了细胞的

生物功能及代谢结构的变化。

! "# 真菌诱导子对紫杉醇合成的影响

一般认为，调节连接初生代谢和次生代谢、次生

代谢分支途径的关键酶的活性和酶量与特定的代谢

途径的活化及相关产物的积累呈正相关性。由图 <
可知，诱导子处理后，A1 时苯丙烷类代谢途径中重

要的酶 6#@ 的活性就达到了峰值。6#@ 是桂皮酸

途径的定速酶，苯丙氨酸经 6#@ 脱羧作用产生紫杉

醇的侧链物质苯甲酸，从而加强了紫杉醇的生物合

成。

图 < 6#@ 的活力变化

%&’(< "120’+. /* #,-&3&-4 /* 6#@

相应的，紫杉醇的产量在 B!1 内也有了明显的

提高，如图 C 所示。由此可见，细胞态势改变的同时

伴随着代谢路径的活化和紫杉醇合成能力的提高，

而包括紫杉醇在内的次生代谢产物的形成正是细胞

对外界刺激积极防御的表现和细胞态势改变的表

征。诱导子对次生代谢产物形成的诱导存在时间

性。据 报 道，使 DE=# 达 到 足 够 的 量 大 约 需 要

BFD&0［C］，因此推测，紫杉醇真正形成的最高峰很可

能需要更长的时间，本文延长了对紫杉醇的监测时

间，发现此峰值出现在诱导后第 A 天，$2G/H 产量提

高了 I 倍左右，达到 !5D’J@。由实验结果可知，在

南方红豆杉悬浮培养体系中，细胞的氧化还原态势

的改变与紫杉醇的合成具有一定的时序性，K78、

678、"#$、6#@ 的活性的峰值分别出现在诱导后的

第 A、<、:F、A1，而紫杉醇含量的峰值出现在第 C!1。

细胞态势对诱导子的响应时间相对较短，正是这短

暂的动态变化改变了细胞的生理状态及其代谢结

构，使紫杉醇的产量得到了提高。诱导与产物的合

成具有时间过程，并且诱导使细胞的生理态势逐步

向有利于次生代谢产物形成方向转变。

CBAA 期 张长平等：真菌诱导子对悬浮培养南方红豆杉细胞态势及紫杉醇合成的影响



图 ! "#$%对紫杉醇合成的影响
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! 结 论

真菌诱导子引起了悬浮培养南方红豆杉细胞的

快速应答反应，发生了氧迸发现象，细胞的氧化还原

态势发生了改变，在自由基的释放和清除过程中一

些特定的信号转导途径被激活，一些特定的次生代

谢途径，苯丙烷类代谢途径和紫杉烷类代谢途径被

开启或加强，路径中酶的表达从转录和翻译水平上

相继被加强，紫杉醇产量得到了明显的提高，达到了

对照组的 8 倍左右。因此，细胞态势的改变导致了

细胞代谢结构的改变，使流向紫杉醇合成的代谢物

流增加。可见，真菌诱导是提高紫杉醇产量的一种

新奇有效的方法。
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