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水杨酸在紫杉醇生物合成中诱导作用的研究

苗志奇 未作君 元英进"

（天津大学生化工程系 天津 2%%%&$）

摘 要 研究了水杨酸对红豆杉细胞培养中紫杉烷合成的影响。在适宜浓度的水杨酸诱导下，紫杉醇（345()）的产
量提高了近2倍，同时!%0去乙酰基巴卡亭!（!%0678）与巴卡亭!（84994:;<!）相应上升。通过对紫杉醇合成代
谢途径的动力学分析，初步推断水杨酸的加入提高了!%0678合成速率。并通过水杨酸和硝酸银的配伍诱导，实现
了诱导子之间的协同作用，获得了2/=>／?的紫杉醇含量，比两个诱导子单独作用时的最高含量之和还高出@%A。
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水杨酸作为一种重要的细胞信使与植物抗毒

素，可以诱导呼吸方式从细胞色素呼吸途径到交替

呼吸途径的转变，为植物病理反应提供物质、能量以

及信号传导的基础。外源水杨酸可以诱导烟草中病

源相关蛋白基因的表达，诱导防御反应［!］。若红豆

杉细胞培养时加入水杨酸，可能和花生四烯酸、甲基

茉莉酮酸等［$"&］一样诱导紫杉醇［1］的大量合成。

虽然诱导子促进紫杉醇大量合成的功能得到了实验

验证，但由于紫杉醇生物合成涉及到的酶数量巨大，

且大多数酶目前还不明确，也没有成熟的分离鉴定

方法。因此难以通过酶学检测的方法来确定紫杉醇

合成途径中那些酶的活性由于诱导而发生改变。

本实验室研究发现不同诱导子可以导致紫杉烷

类物质不同的谱分布［/］，表现为诱导子对紫杉烷类

物质的诱导选择性，该诱导选择性是区分不同诱导

子作用的一个重要指标。是诱导子在紫杉醇生物合

成途径上作用部位的直接体现。

本文尝试将水杨酸应用于红豆杉细胞培养体

系，考察不同浓度的水杨酸对紫杉烷产量的影响。

在最优浓度下研究其对紫杉烷类物质的诱导选择

性。通过紫杉醇生物合成途径的动力学定性分析，

归纳诱导子的不同作用位点与其对紫杉烷类物质诱

导选择性间的对应关系，初步确定水杨酸在紫杉醇

生物合成途径上的作用位点。并以此为基础进行多

诱导子协同配伍实验，以获得高的紫杉醇含量，同时

为作用位点猜测提供间接验证。

! 材料与方法

!"! 细胞株系
实验中所采用细胞为中国科学院植物研究所提

供的南方红豆杉（3+4)&!"#$%&%D4E*5+#*%#）FG?
细胞株系。

!"# 培养基
培养基采用含蔗糖$%>／?的改良8@培养基。

培养基HG值在灭菌前调整到@C1。

!"$ 诱导子实验设计
实验采用$@%=?的锥形瓶摇床培养，转速定

为!%%E／=;<。每瓶盛#%=?实验用培养基，接入2
>（以湿重计）混合均匀的种子细胞。实验用培养基
的配置方法为在原8@培养基中加入水杨酸。为保
证实验结果的有效性，每个实验都采用三个平行组。

培养第"天、!%天后分别取样，检测细胞的生长量
与紫杉烷含量。实验中水杨酸浓度如下表所示：

表! 水杨酸诱导实验设计
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!"# 细胞干湿重测量和紫杉烷的提取与检测
方法均参照文献［!］。

$ 实验结果分析
考虑到实验中各紫杉烷类物质含量相差很大，

采用诱导选择性指数来表征短期诱导实验中水杨酸

诱导下紫杉醇谱分布的变化。诱导选择性指数定义

如下：若紫杉烷类物质 "在诱导实验中含量为

!实验" ，在对照组中含量为!
对照
" ，那么"的诱导选择

性指数可以用下式来定义：!"#!
实验
" ／!
对照
" 。当!"

大于$时，表示由于诱导作用物质"含量比对照组
上升。当!"小于$时，表示由于诱导作用物质"比
对照组含量下降。

第!天时各实验组中紫杉烷类物质的诱导选择
性指数，如图$所示。由于本细胞株系的特殊性，无
论实验组还是对照组中%&’()*+,)--.-&的含量都
非常低，因此其含量测量的相对误差非常大，所以

%&’()*+,)--.-&的诱导选择性指数不作为确定水杨
酸诱导下紫杉烷谱分布变化的指标。实验编号对应

水杨酸浓度如表$。

图$ 不同浓度水杨酸诱导下第!天紫杉烷谱分布变化

/.01$ 2(&3()-0&+45)6+.73+-3&-58)5.+-.-793&7:;
<)*.3;*.3)3.7)57.44&8&-5),+9-5)5!7);

从图$中可以看出，水杨酸加入第!天后，紫杉
烷类物质的含量与对照组相比已经出现明显变化，

因此水杨酸在红豆杉细胞培养生产紫杉醇体系中对

紫杉醇的诱导延迟小于!7。当水杨酸浓度等于=>$
,0·?@$时，紫杉醇含量最高，从对照组的$>A,0·?@$

提高到实验组的!>B,0·?@$，比对照组高出近C>D
倍；当水杨酸的浓度大于=>$,0·?@$，随着水杨酸
浓度的提高，紫杉醇含量出现下降。

水杨酸诱导后第$=天的紫杉烷含量的变化如
图A所示。从中可以看出紫杉醇的最高含量也是出

现在水杨酸浓度为=>$,0·?@$时，第$=天时实验
组中紫杉醇含量近似等于对照组的E>F倍，从对照
组的F>$,0·?@$提高到实验组的$F>C,0·?@$。
在更高浓度的水杨酸，各紫杉烷类物质的含量都出

现下降。

细胞的生长曲线（图F）显示随水杨酸浓度的增
加，其细胞毒性逐渐增强，细胞的生长量显著下降。

水杨酸诱导下紫杉醇含量的影响可以从两个方面来

图A 不同浓度水杨酸诱导下第$=天紫杉烷谱分布变化

/.01A 2(&3()-0&+45)6+.73+-3&-58)5.+-.-793&7:;
<)*.3;*.3)3.7)57.44&8&-5),+9-5)5$=7);

图F 水杨酸诱导下细胞生长曲线

/.01F 2(&78;3&**08+G5(398H&)57.44&8&-5
3+-3&-58)5.+-+4<)*.3;*.3)3.7

考虑，一是水杨酸的加入，可提高紫杉醇合成代谢中

某些酶的活力，进而提高紫杉醇的合成速率；另一方

面，水杨酸加入导致细胞活力下降，甚至细胞死亡，

细胞活力过低导致紫杉醇合成速率下降。实验中的

紫杉醇含量应是以上两种因素交互作用的结果。

当水杨酸大于=>$,0·?@$，细胞活性下降对紫
杉醇合成的不利影响逐渐增强，超过水杨酸诱导对

紫杉醇合成的促进作用，导致紫杉醇、I)33)5.-"、

$=JK"I含量的下降。
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另外，从图!、"可以看出，在#$!%&／’水杨酸
诱导下，细胞培养体系中!#()*+和+,--,./0!以
及紫杉醇的含量都比对照组明显上升。考虑到!#(
)*+和+,--,./0!是紫杉醇合成途径中的中间代
谢产物，因此!#()*+和+,--,./0!含量的上升可
能是紫杉醇含量提高的原因。

! 水杨酸在紫杉醇合成途径上的作用
位点推测

根据紫杉醇生物合成途径研究结果［1"2］，!#(
)*+、+,--,./0!、3456,78%,00/04与紫杉醇在该途
径中的位置如图所示，其中9表示3456,78%,00/04
的分解产物，:表示紫杉醇的降解产物与键合物。

图; 紫杉醇生物合成途径拓扑简图

</&=; >64?/%57/@/4A.85878&/-,7@/&BC48@.,D87
E/8?F0.64?/?5,.6G,F

对紫杉烷合成体系进行物料衡算，可得

!#()*+、+,--,./0!、)456,78%,00/04和紫杉醇的浓
度表达式：

!H!#I!
"

#
（#?F0.64?/?J#-80?B%4）A" （!）

用#K 表示紫杉烷物质 K的生成速率，#$K
表示K在诱导实验与对照实验中的含量变化。各
紫杉烷类物质在实验组与对照组中含量的变化可以

表示如下：

#!!#)*+H［!#!#)*+I!
"

#
（#!#)*+J#+,--.）A"］诱导组

J［!#!#)*+I!
"

#
（#!#)*+J#+,--.）A"］对照组

H !
"

#
［（#!#)*+ J #+,--.）诱导组 J（#!#)*+ J

#+,--.）对照组］A"

H!
"

#
（##!#)*+J##+,--.）A"

"##!#)*+J##+,--. （"）

#!+,--."##+,--.J##>*:L’J##>*:L’ （M）

#!3456"##3456J##9 （;）

#!>*:L’"（##>*:L’J##: （N）

式（"）"（;）说明了诱导实验与对照组中紫杉烷
类物质含量的差异是由于其合成反应与消耗反应的

反应速率变化不一致造成的。

如果水杨酸可以诱导!#()*+合成酶基因的高
水平表达，则!#()*+合成酶的活性上升，首先反映
为!#()*+合成反应的最大比反应速率的提升，进
而导致!#()*+合成速率#!#)*+的提升，即##!#)*+
##，同时由于##+*33>H#，所以#!!#)*+##（式"），
即经过一定时间的积累，实验组中的!#()*+浓度
必然比对照组得以提高。!#()*+是+,--,./0!合
成的底物，因此当!#()*+浓度提高后，必然通过底
物效应增加了+,--,./0!的合成速度#+*33>，使得

##+*33>##，所以#!+*33>##（式M），即实验组中的

+,--,./0!含量随!#()*+的上升而上升；同理，通
过底物效应，紫杉醇含量也会随着+,--,./0!浓度
的上升而上升（式N）。
因此如果水杨酸的作用部位在!#()*+之前，

可以诱导!#()*+合成酶高效表达，培养体系中的

!#()*+、+,--,./0!、和紫杉醇含量都将比对照组出
现提高。这种结果恰好与#$!%&／’水杨酸的诱导
结果相吻合。

; 诱导子协同配伍方案
诱导子配伍的原则是采用具有不同作用部位的

诱导子配伍，从而打破紫杉醇合成的多重限速步骤，

全面提高途径中各步的反应速率，进一步提高紫杉

醇产量。根据第三部分的动力学分析，诱导子加入

后紫杉醇合成途径中代谢通量得到提高的合成步骤

与由此导致的紫杉烷谱分布的变化具有某种对应关

系，如表"。
因此选择可以诱导培养体系产生不同紫杉烷谱

分布的诱导子来进行配伍，符合以上配伍原则，可能

得到比两个诱导子单独诱导时最高紫杉醇含量之和

还要高的紫杉醇含量。

在硝酸银诱导下［2］，紫杉醇含量出现上升，而

!#()*+与+,--,./0!的含量都比对照组出现下降；
而在花生四烯酸［2］诱导下，实验结果与水杨酸诱导

类似，紫杉醇、!#()*+与+,--,./0!都比对照组出
现上升。对照表"，水杨酸和花生四烯酸属于第一
类诱导子，都是通过诱导!#()*+合成速率的提高
来提高紫杉醇含量；而硝酸银属于第三类诱导子，是

通过诱导+,--,./0!向紫杉醇转化速率的提高来提
高紫杉醇含量。
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表! 诱导子分类表

"#$%&! "’&(%#))*+*(#,*-.,#$%&-+&%*(*,-/)

!"#$%&’(&)

$*+,+#&’
-.$,."/%$&)#"0&+12(/#.$2+2’"#$3/1$’$*+,+#"#+&/ 456789 9",,"#+/! -"0&*

!*"224 :;<’&=$#.$4567892(/#.$2+2’"#$ +/,’$"2$ +/,’$"2$ +/,’$"2$

!*"22> :;<’&=$#.$’$",#+&/’"#$)’&;456789#&?",,"#+/! 1$,’$"2$ +/,’$"2$ +/,’$"2$

!*"22@ :;<’&=$#.$’$",#+&/’"#$)’&;?",,"#+/!#&#"0&* 1$,’$"2$ 1$,’$"2$ +/,’$"2$

花生四烯酸和水杨酸、硝酸银和水杨酸配伍实

验的实验方法与短期诱导实验相同，不同浓度的配

伍方案作用于培养体系后，451后的取样中紫杉醇
的检测结果如下表所示：

表0 花生四烯酸与水杨酸的协同配伍实验

"#$%&0 "’&/&)1%,-+&23&/*4&.,)*.51(&5$6#/#(’*5-.*(
#(*5#.5)#%*(6%*(#(*5

8’",.+1&/+,",+1／（;%·AB4）

5 5C4 4 45

D"*+,(*+,",+1／

（;%·AB4）

-"0&*
／（;%·AB4）

@E4 4F GEF FEH 5

4@E5 >4EI 4IE> FE@ 5E4

HEG 4HE4 4>E@ IEF 4

>E> 4>E4 GEF IE> 45

为定量的表征不同诱导子间的协同效应，引入

协同作用系数，定义如下：协同作用系数为双诱导子

配伍实验中最高的紫杉醇产量与两个诱导子单独作

用时最高的紫杉醇产量之和的比值。按照定义花生

四烯酸和水杨酸的协同作用系数为5CJGH，硝酸银
和水杨酸的协同作用系数为4CI。
实验结果与预期基本相符，硝酸银和水杨酸配

伍具有明显的协同作用，其紫杉醇含量比两个诱导

子单独作用时的最高含量之和还高出I5K；而花生
四烯酸和水杨酸的配伍紫杉醇含量仅比花生四烯酸

单独诱导时略高，远小于两个诱导子单独作用时紫

杉醇的最高含量之和。

表7 硝酸银与水杨酸的协同配伍实验

"#$%&7 "’&/&)1%,-+&23&/*4&.,)*.51(&5$6)*%8&/
.*,/#,&#.5)#%*(6%*(#(*5

D+*=$’/+#’"#$／（";&*·AB4）

5 I 45 455

D"*+,(*+,",+1／

（;%·AB4）

-"0&*
／（;%·AB4）

@E> J 4@E> >EL 5

4@EH >LEH @GEF >>EI 5E4

HEL 4LEF >4E> 44E> 4

>E> 44E@ 4@EF LEF 45

I 结 论
水杨酸的加入可以提高红豆杉培养体系中紫杉

醇生物合成途径的代谢通量，5C4;%／A的水杨酸诱
导451，紫杉醇含量提高到对照组的H倍，同时456
789、9",,"#+/!都比对照组出现上升。从实验中
紫杉烷谱分布的变化初步推断水杨酸的作用部位在

456789之前，5C4;%·AB4的水杨酸可以提高456
789的合成速率。以诱导子的作用部位为基础设
计的硝酸银和水杨酸配伍诱导方案，获得了

@G;%·AB4的紫杉醇含量，比两个诱导子单独作用
时的最高含量之和还高出I5K，实现了两个诱导子
的协同作用。诱导子协同配伍方案一方面提供了一

种提高紫杉醇产量行之有效的方法，同时也为水杨

酸的作用部位提供了间接的验证。
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基因脉冲导入仪

性能指标 UMG#’# UMG9’#

输出波形 指数尖脉冲 矩形脉冲

输出电压（\） #’’!9$’’ #’’!9’’’

最大电流（@） #$’ #’

配置电容 ’]$!9#]$#(

基因脉冲导入仪可用于植物、动物和各种微生物的各类细胞电穿

孔，并能获得很高的转化率，经天津市科委组织鉴定一致认为达到:’
年代末期国外同类产品的先进水平，可替代进口产品。

该产品荣获#!!9年全国新技术、新产品展销会金奖，被评为#!!9
年度国家级新产品，获天津市科技成果三等奖，#!!%年授予专利权，目
前已在国内许多国家级重点实验室应用，很受用户欢迎。

整机由微机控制，工作安全，稳定可靠，操作简单，使用方便。

研制单位：天津理工学院科技开发中心

通信地址：天津市南开区红旗南路天津理工学院电子工程系 邮政编码：%’’#!#
电 话：’99Z9%̂>!&#$；’99Z9%̂>!9%: 联 系 人：徐宝强

%#$&期 苗志奇等：水杨酸在紫杉醇生物合成中诱导作用的研究


