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细胞均一性对葡萄细胞生长和花青素合成的影响
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摘 要 通过色差筛选法建立了一个相对均一的葡萄细胞悬浮系 L，其细胞团较小，在长期继代培养过程中花青素合成能力
的变异系数为 8XIY，重复摇瓶实验的变异系数为 "Y。以 L为实验材料进行的各组前体饲喂、诱导子添加、光照等联合作用
实验，其生物量和花青素合成的变异系数均可控制在 H!Y以内，充分说明了培养体系的均一性对维持稳定生产的重要性；黑
暗条件下添加 <#!/’(Z[苯丙氨酸（\>,）和 !H8!/’(Z[茉莉酸甲酯（9,R7）可使单位细胞花青素含量达到对照组的 "X8%倍，花青
素产量为对照组的 KX<#倍，且连续 "次继代培养过程中生物量和花青素合成的变异系数均比对照组降低。
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植物细胞培养生产次生代谢物与从天然植株中

直接提取或化学合成法相比具有不可比拟的优

势［! " #］。但到目前为止，除了紫草宁、人参皂甙、紫

杉醇等少数几个产品外，植物细胞培养实现商业化

应用的例子非常少［$，%］，其中很重要的一个原因是

次生代谢物生产的不稳定性问题［& " ’］。植物细胞培

养过程中，次生代谢物的生产往往表现出不同程度

的波动，这是该领域内一个普遍存在的现象和制约

因素［(，!)］。

花青素具有多种重要的生理功能，已被广泛用

作葡萄酒、饮料中的添加剂并应用于保健品和医药

领域中［#］。花青素是葡萄细胞中主要的次生代谢产

物，因其为肉眼可见的色素，故使葡萄细胞具有易操

作的选择性标记，保证了不同产量细胞株的筛选工作

简单易行；同时花青素生物合成途径明确，分析检测

手段成熟，且未实现工业化生产，是进行植物细胞培

养生产次生代谢产物不稳定性研究的理想模式体系。

我们实验室以生产花青素的葡萄细胞为模式体

系，对花青素合成的不稳定性研究已经开展了一些

工作［!!，!*］。在以前的研究中，我们通过 +、,、-、.
四个相同来源细胞株的花青素合成能力的大范围变

化以及相应的重复摇瓶实验，证明了培养体系的不

均一性是造成植物细胞培养不稳定性的一个直接原

因［!!］。在花青素代谢调控相关实验中，我们发现了

苯丙氨酸、茉莉酸甲酯和光照对葡萄细胞花青素合

成有明显的促进作用［!*］。本文基于对这些问题的

认识，从提高葡萄细胞培养体系的均一性出发，采用

色差筛选法筛选得到了一个相对均一的细胞系 /，
并考察了前体、诱导子和光照等联合作用对其生物

量和花青素合成的影响。

! 材料和方法

!"! 细胞株来源及继代培养条件
本实验中所用的葡萄细胞株由加拿大 01234567

-518691的实验室提供［!!］，已在本实验室培养 $ 年。
继代培养基为 ,% 培养基［!#］添加 #):;< 蔗糖，
*%)8:;<水解酪蛋白，)=!8:;< >++ 和 )=*8:;< ?@
（AB %=C D %=’），!!%E灭菌 !%863。该悬浮细胞系每
周继代 ! 次，继代时用 *%)8< 三角瓶盛 %)8< 继代
培养基，将培养 ! 周的种子细胞经 %)!8筛网过滤
后，称取 %=) :湿细胞接种，然后置于 !))1;863摇床
上，（*% F !）E黑暗培养。
!"# 相对均一细胞系的获得
常规的细胞株筛选过程更多的是注重细胞的生

长状态，一般选取生长旺盛、组织疏松的细胞团进行

继代培养。在长期的葡萄细胞培养过程中，我们建

立了色差筛选法来进行不同花青素合成能力细胞株

的筛选工作。色差筛选首先在固体培养的愈伤组织

水平进行，图 !是用色差筛选法进行不同产量葡萄
细胞株筛选的示意图。本实验室的葡萄细胞培养是

从四年前的唯一一瓶固体愈伤组织发展起来的，从

该瓶愈伤组织出发，在培养了一个周期后更换新鲜

培养基进行继代培养的同时，通过肉眼辨别挑取不

同颜色的细胞团分别进行培养。初期分选出的细胞

间颜色差异并不大，但每次继代时逐步富积，这样经

过一个长期的富积过程后，各体系的颜色差异逐渐

明显，并且各细胞群落的花青素合成能力相对较为

集中。即富积筛选的时间越长，培养体系的均一性

越强。在筛选到了相对均一且颜色具有显著差异的

固体愈伤组织后，将其转移到液体培养基中悬浮培

养，建立不同花青素合成能力的液体悬浮系。液体

悬浮培养时，再按上述方法进一步筛选富积。

图 ! 色差筛选法示意图
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!"$ 重复摇瓶实验
重复摇瓶实验是指用相同的培养基接种相同的

种子细胞，在相同的条件下培养相同的时间，考察各

摇瓶中花青素合成能力的差异［!!］。为了通过重复

摇瓶实验比较不同的筛选方法得到的细胞系的均一

性程度，我们将通过色差筛选法得到的 /悬浮系和
常规筛选法得到的 + 悬浮系的种子细胞分别经
%)!8筛网过滤，精确称取过滤后的湿细胞 !=&):接
种至盛装 *)8< 上述继代培养基的 !))8< 三角瓶
中，各接种 !*只重复摇瓶，于 !))1;863摇床上（*% F
!）E黑暗培养，培养至第 C天取样分析。
!"% 前体、诱导子和光照对 &悬浮系细胞生长和花
青素合成的影响

以悬浮系 / 为实验材料，用 !))8< 三角瓶盛
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!"#$继代培养基，按 %&一个继代周期、’()"*接种
量的继代条件，于（!+ , ’）-、’""./#01 摇床上振荡
培养。分别考察以下 2组条件：对照组：黑暗培养，
接种后第 %天收获细胞；实验组（’）：黑暗培养，接种
后第 3天向培养物中加入 2"!#45/$ 678和!’9!#45/$
:8;<，第 %天取样分析；实验组（!）：2""" = 3""" 5>光
照下培养，其它同实验组（’）。
葡萄细胞生长和花青素代谢动力学实验表明其

在接种第 %天可达到指数生长后期［’!］，生物量和花
青素合成均达到最大值，故本文实验均在第 %天取
样分析。以上 2组条件均考察连续 +代培养的细胞
生长和花青素生产情况，每代测 2个平行。
!"# 生物量测定
将培养的整瓶细胞真空抽滤，用重蒸水冲洗除

去培养基中残留的蔗糖，抽滤后称量鲜重（?.8@7 A855
B80*7C，?AB）（*/$）。留取大约 "(’+*鲜细胞用于提
取花青素，其它于 9"-烘箱中过夜烘干至恒重，即
得细胞干重（D.E A855 B80*7C，DAB）（*/$）。
!"$ 花青素测定
!"$"! 花青素提取：将称取的约 "(’+*鲜细胞按其
准确质量加入 !"倍体积（2#$左右）的 +"F冰醋酸，
振荡混匀后室温下黑暗浸取 ’7［’’］。浸取液经
"(!!!#注射式滤器过滤，用分光光度计测定花青素
含量。

!"$"% 分光光度计法测定花青素含量：取 ’#$花青
素提 取 液 加 入 2#$ :GHHIJ018K@ LMNN8.（ ’3(%*/$
OJ!P6Q3·!P!Q 和 ’)(%*/$ 无水柠檬酸，RP2("）混
合，+2+1#测 !" 值（+"F冰醋酸：:GHHIJ018’@ LMNN8.
S ’ T 2 为空白对照）。花青素含量以色度值（A454.
UJ5M8，AU）表示，色度值可按公式（’）计算［’’］：

AU S "(’ V吸光度 V稀释倍数（AU/*W?AB）（’）
此处的稀释倍数为 9"。

!"$"& 花青素产量的计算：生物量乘以单位细胞重
的花青素含量得花青素产量（AU/$）。

% 结果和分析

%"! 相对均一细胞系的获得
变异系数（IJ.0JC041 G48NN0G081C，UA）是标准偏差

和平均值的比值，是反映变量均一程度的一个统计

指标，可以消除因变量水平高低和计量单位不同对

均一性的影响。变异系数越小，说明均一性越

强［’’］。这里我们用变异系数来表征葡萄细胞悬浮

培养体系的均一性程度。

采用色差筛选法经过多代的富积筛选后，我们

图 ! 不同筛选法得到的悬浮系继代培养
花青素合成能力比较
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图 2 不同筛选法得到的悬浮系重复摇瓶
花青素合成能力比较
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得到了肉眼观察呈粉红色的悬浮系 !。如图 " 所
示，在随机抽取的若干次培养中，!悬浮系花青素合
成能力的波动不大，花青素平均含量为（#$%& ’
%$"(）)*+, - .)/，变异系数为 0$(1；而常规筛选得
到的 2悬浮系花青素平均含量为（3$(4 ’ 3$%"）)*+,
- .)/，变异系数高达 401［33］。!悬浮系在长期继
代培养过程中能维持花青素合成能力较小的变异系

数，说明了色差筛选法进行的细胞株筛选提高了培

养体系的均一性程度。

同时，在重复摇瓶培养实验中，!悬浮系花青素
合成能力的变异系数为 41，而常规筛选得到的 2
悬浮系的变异系数为 3&1（图 #），进一步说明了 !
悬浮系相对均一性。显微观察可以发现，同常规法

筛选得到的 2悬浮系相比，!悬浮系的细胞团较小
（见图 5）。

图 5 不同筛选法得到的悬浮系的显微观察
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!"! 前体、诱导子和光照对 #悬浮系细胞生长和花
青素合成的影响

在以前的研究中，我们发现苯丙氨酸和茉莉酸

甲酯联合作用对葡萄细胞花青素合成有明显的促进

作用，且它们与 #%%% L 5%%% @M光照同时使用时获得
了较高的花青素产量［3"］。本文以用色差筛选法得

到的相对较均一的悬浮系 !为实验材料，考察以上
两组诱导条件对其继代培养的影响时发现，两组诱

导条件均能促进花青素的表达，但对生物量的增长

有一定的抑制作用（见图 4）。黑暗条件下添加
#%!G>@+N OH<和 "30!G>@+N P<Q2可使单位细胞花青
素含量达到对照组的 4$0R倍，花青素产量为对照组
的 5$#%倍；光照条件下添加 OH<和 P<Q2可使单位
细胞花青素含量达到对照组的 &$"5倍，但因光照进
一步抑制了细胞生长，故花青素产量为对照组的

5$33倍，比黑暗条件下前体和诱导子的联合作用略
有降低（表 3）。黑暗条件下添加 #%!G>@+N OH< 和
"30!G>@+N P<Q2不仅可以大幅度提高葡萄细胞花青
素产量，且其生物量和花青素合成的变异系数均比

对照组降低，说明该条件进一步提高了培养体系的

均一性；相对而言，光照条件下变异系数变大，说明

光照是增加培养体系不均一性的一个因素。同时，

以上 #组实验在连续 4次继代培养过程中生物量和

花青素合成的波动范围较小，变异系数均控制在

3"1以内，充分说明了筛选均一细胞系对维持稳定
生产的重要性。

表 $ #悬浮系连续 %代培养生物量和花青素合成情况
&’()* $ +,-.’// ’01 ’023-45’0,0 ’446.6)’2,-0 ,0 %

/644*//,7* /6(46)268*/ ,0 /6/9*0/,-0 46)268* -: #
S)/ )*+,TS)/ )*+N

SDBU P<D= 33$"( "#$4( "&5$4&
8VS!* %$#& "$"3 30$0"
*) #$301 R$#(1 ($331

SDBU W OH< W P<Q2 P<D= 0$"3 3#0$0# 33#0$&0
8VS!* %$"" 4$&( "&$33
*) "$&41 5$%01 "$"R1

N6,HA W OH< W P<Q2 P<D= ($5" 35($%& 3%0($##
8VS!* %$"4 3($#R R0$R(
*) #$5"1 33$0#1 R$3%1

; 讨论
植物细胞培养生产次生代谢物的不稳定性是制

约其商业化应用的瓶颈之一。目前对其产生机制的

认识还十分有限，对不稳定机制的解释基本上处于

假说阶段，缺乏直接和确切的实验数据加以证明。

目前比较有影响力的假说包括外植体材料的遗传不

均一性，遗传和后生遗传不稳定性，环境压力，难形

成组织分化状态，缺少信号分子的参与等［0，35 - 30］。
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图 ! 前体、诱导子和光照对 "悬浮系细胞生长
和花青素合成的影响
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植物细胞悬浮培养物是以细胞团的形式存在

的，不同培养体系细胞团大小不一，从几个到几十

个、甚至上百个不等。细胞团的存在使其不同部位

的细胞处于不同的微环境中，团外部和内部的细胞

在溶氧、营养物质的传递等方面都存在着较大差异，

故细胞团尺寸的大小直接影响了其组成细胞的生长

和代谢行为。细胞团越小，其组成细胞所处的微环

境的差异越小，决定了培养体系的生长和代谢能力

的波动程度越小。我们通过色差筛选法得到的 "

悬浮系，其细胞团较小，长期培养过程中花青素合成

能力的变异系数仅为 CHIJ，对其进行前体饲喂和
诱导子联合作用后，不仅可使花青素产量达到对照

组的 FH<倍，而且连续 ! 次继代培养生物量和花青
素合成的变异系数均控制在 !J以内，远远低于常
规筛选法获得的 8、;、9、K悬浮系（变异系数 !FJ
E CFJ）［BB］。由此可见，培养体系的均一性是植物
细胞稳定生产的基础，而均匀的小细胞团是保证培

养体系均一性的有利因素。

培养体系的均一性是影响植物细胞培养过程中

次生代谢物稳定生产的一个重要因素。针对特定的

培养物，可通过有效的细胞株筛选获得相对均一的

培养体系。同时基于对其培养特性的系统考察，可

以优化出提高次生代谢物产量以及保持次生代谢物

稳定生产的最适培养条件。这对保证次生代谢物的

持续稳定高产具有重要意义，是实现植物细胞培养

工业化生产的基础。
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科学出版社生命科学编辑部新书推介

细胞遗传学

李集临 徐香玲 编著 Z[CK[C!FBBK[U]".!FKU BCCF^Z KT^CC元

本书是以染色体遗传为重点，在经典细胞遗传学基础上应用现代分子遗传学的成就，去探讨细胞遗传中的一些

机制。全书共分十章，前八章为染色体遗传的基础知识，第九章是细胞质遗传，着重介绍细胞质遗传研究的新进展

和细胞质雄性不育的机制，第十章是染色体工程，以小麦的染色体工程为重点，注意理论与实际、经典的染色体工程

与现代的染色体操作相结合。

本书文字简练，引用大量图表，深入浅出，可读性强。适于遗传学专业的本科生、研究生、教师和育种工作者参考。

基因工程术语

吴乃虎 张 方 黄美娟 编 Z[CK[C!FUFK[F]"^!FDF BCCF^Z FD^CC元

本书收编了基因工程的主要条目，特别是近期出现的新概念、新术语近 KCCC条，插图 !CC多幅。内容涵盖生物

化学、分子生物学、分子遗传学、细胞分子生物学、微生物分子遗传学、植物分子生物学以及生物技术等相关基础学

科。书中还收集了一些缩写词和同义词。书后附有中文词目汉语拼音音节索引。

N语言及 _368)H#816<在基因组分析中的应用

孙 啸 谢建明 主编 Z[CK[C!FFFD[D]".!FFZ BCCF^Z TF^CC元

本书是国内第一本系统介绍 N语言及 _3686)H#816<软件包的图书。N语言是一种计算机程序设计语言，也是一

个开放式的软件开发平台。N语言具有强大的数学统计分析和科学数据可视化功能，能提供各种数据处理、统计分

析及图形显示工具。软件研究人员可以在 N语言这个开放平台上不断扩充其功能，开发出面向特定应用的软件。

_3686)H#816<就是一个基于 N语言的、面向基因组信息分析的应用软件集合。_3686)H#816<的应用功能是以包的集成

形式呈现在用户面前，它提供的软件包中包括各种基因组数据分析和注释工具，其中大多数工具是针对 WRO微阵

列或基因芯片数据的处理、分析、注释及可视化的。同时，_3686)H#816<还提供许多与 WRO微阵列相关的数据包。本

书分为上下两篇，分别介绍 N语言和 _3686)H#816<软件包。

生物柴油

付玉杰 编著 Z[CK[C!FT!C[C]"[!FTF BCCF^Z UT^CC元

本书由教育部新世纪优秀人才支持计划和德国 \/M中心项目支持，介绍了绿色能源———生物柴油的国内外现

状和发展趋势，并筛选出 DC种颇具潜力的适于我国种植的燃料油植物，同时介绍了转基因技术增加植物种子含油

量的转基因育种，并对转化生物柴油的工艺进行了介绍。

本书可供林业、农业、工业及政府投资部门等相关的科研人员、专业技术人员和项目投资管理人员使用，也可作

为大专院校相关专业的教师、研究生和本科生的教学及参考书。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）。

邮购地址：!CCZ!Z 北京东黄城根北街 !F号科学出版社 科学分社，联系人：阮芯 电话：C!C E FUCKUFBB（带传真）
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