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红花细胞培养条件的优化及其胞内产物生育酚的积累
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摘 要 红花（!"#$%"&’($)*+$,#),’(）的子叶能诱导出愈伤组织，并且该愈伤组织能合成生

育酚。正相高效液相色谱测定的结果表明，其主要成分是!$生育酚。在+,培养基基础上添

加%-!.酪蛋白，并将生长调节剂浓度调整为&，*$/%-)%01／2，3$45!-#%01／2，可使!$、"$、

#$生育酚含量分别达*-!’%3、%-)!&%、%-!3(%$1／1鲜重。其有效生育酚含量达*-*%"!$1／1鲜

重，是对照组的(’倍。
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生育酚（7898:;<=8>?）既是制药工业中的有用成分之一，也是食品工业中的抗氧化剂。

它能保护不饱和脂肪酸使其不被氧化成脂褐色素（2@:8AB?9@C）及其自由基，从而维护细胞

的完整和功能，故有一定的抗衰老作用［!］。生育酚有!、"、#、%*种异构体，主要存在于植

物油中。其中以!型的生理功效最高，而"、#型的效价仅为!型的(%.，%型的功效约为

!型的!.［!］。天然存在的生育酚是-构型，而化学合成的为-.构型，活性比前者低。

因此，应用生物技术制备天然生育酚已引起关注［&］。

通过红花细胞培养来生产高活性的生育酚已有报道。DB=BEF等［)］从红花花蕾的愈

伤组织中分离到了生育酚，并且主要是!型。甘烦远等［*］也作了报道，其主要操作程序和

实验结果与DB=BEF等相一致。这些报道表明，通过细胞培养来大量生产高活性的生育酚

是可行的。

本研究试图通过组合实验设计对红花细胞大量培养中愈伤组织的获得、生育酚含量

及产量，和植物生长调节剂浓度及其配比之间的关系进行探讨，从而为优化培养条件，得

到红花细胞次生代谢产物有效生育酚，尤其是!$生育酚的高产率提供依据。

! 材料与方法

!"! 试剂

标准试剂：!$、"$、#$、%$生育酚，为+<=9G公司生产，HI：!(*"3。

混和标准工作液：准确吸取*种标准试剂储备液各!02于!%%02容量瓶中，用正己

烷定容，其浓度为!%$1／02。
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培养基组成试剂及其它检测用试剂均为常规国产试剂。

!"# 仪器与设备

!"#$%&’生化仪器公司()*+,-./"%0123（445!泵、657模拟接口转换器）连接岛

津89:6;5型荧光分光仪（配44!*流动池）。

分离柱：<*=8>,)(?8?:,@，3A;!%，6B7%%CD;#%（!"#$%&’)&E/F1BDG;G64）

顶 柱：<*=8>,)(?8?:,@，3A;!%，6B7%%C6H;#%（!"#$%&’)&E/F1BD6654）

!"$ 方法

!"$"! 生育酚含量的测定：各组样品经皂化后，以大体积石油醚（D55%*左右）萃取毕

后，均取455%*石油醚萃取层液进行水洗、过柱脱水、浓缩、定容、过滤等步骤处理，在流

动相正己烷：异丙醇IJJBKL5BG（!／!），流速4H;%*／%@’条件下，经硅胶柱分离，并在激

发波长DJM’%，发射波长GDM’%下检测，经外标准定量，并按下式折算为百分含量：

":（#或$或%）生育酚含量I"C#C!$C455
（!N／N，鲜重）

上式中"为进样时样液浓度（!N／%*）；#为进样时样液体积，均为D%*；$ 为样品重

量（N）；!为萃取用石油醚层的总体积（%*）。

!"$"# 对照的设立：红花（%&’()&*+,(-#"(.’-+,）种子取自浙江大学植物园。播种萌发

至幼苗6&;#%高时，剪取子叶。流水冲洗，5HDO的升汞浸泡45%@’，无菌水洗涤;遍。

接种至P,培养基（添加4H5%N／*7:!>和4H5%N／*D，6:Q）中。培养4周，即出现愈伤组

织。第D;&G5天继代一次，取继代M次以上的愈伤组织作为试验材料。

从愈伤组织外周剥离重约5HDN刚增殖出来的、黄白色、湿润、有光泽、易剥落的幼嫩

愈伤块，接种到上述培养基中。每瓶中有;个接种块，放在光照45R／3的人工气候培养箱

（*8(:D;5:0,型）中培养。培养D;3［G，6］，测愈伤组织鲜重（;个接种块之和）及其细胞内

生育酚的含量，作为对照4。在培养基中加入5H4O的酪蛋白［G，6］，作为对照D，培养及测

试均同对照4。

!"$"$ 激素浓度的组合实验设计［;］：为探讨激素不同浓度配比与愈伤组织增殖以及生

育酚产量之间的关系，按照组合实验设计安排试验。

&）确定因子变化范围：本实验确定7:!>和D，6:Q的浓度为考察因子/4，/D。其中第-
个因子的上、下界分别为/D@，/4@（-I4，D），规定各因子的零水平和变化区间如下：

/5@I（/4@S/D@）／D ； ’I（/D@T/5@）／$；

进行;个零水平重复试验，有$DI4H757 $I4HD7K
因植物细胞培养所用的7:!>和D，6:Q的浓度一般均在5H4&DH5%N／*范围内，故令

该范围经验值为/4@与/D@，则/5@I（5H4SDH5）／DI4H5;
所以： ’I（DH55T4H5;）／4HD7KI5HK;

U）因子的线性变换：按0@I（/@T/5@）／’进行因子的线性变换，得原变量/和编码变量

0之间的关系，列于表4。

#）组合实验设计：组合实验设计见表D。共J个激素配方，4G个试验组，其中45&4G组

是零水平重复试验。接种、培养和测定方法等与对照相同。
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表! 编码变量与原变量的关系

"#$%&! ’&%#()*+,-).$&(/&&+0*1&1
2#3)#$%&,#+1.3*42#3)#$%&,

!"#$#%&’(&)*$+ ,’"-%&’(&)*$+

!.，!/
0-123"435
／（67／8）

/，9-:3"435
／（67／8）

.;/0< /;== /;==

. .;>= .;>=

= .;=? .;=?

@. =;A= =;A=

@.;/0< =;.= =;.=

表5 组合试验设计

"#$%&5 "-&0*6$)+#(*3)#%&7.&3)6&+(1&,)8+

B"5 !. !/
0-123"435
／（67／8）

/，9-:3"435
／（67／8）

. . . .;>= .;>=
/ . @. .;>= =;A=
A @. . =;A= .;>=
9 @. @. =;A= =;A=
? .;/0< = /;== .;=?
0 @.;/0< = =;.= .;=?
< = .;/0< .;=? /;==
> = @.;/0< .;=? =;.=
C = = .;=? .;=?
.= = = .;=? .;=?
.. = = .;=? .;=?
./ = = .;=? .;=?
.A = = .;=? .;=?

5 结果与讨论

59! 培养条件对生育酚含量的影响

不同培养条件下红花愈伤组织中生育酚含量测定结果见表A。

表: 不同培养条件下愈伤组织鲜重、生育酚的含量及其产量!

"#$%&: ;#%%<,=3&,-/&)8-(#+1)(,(*0*.-&3*%,0*+(&+(#+1>)&%1<+1&31)==&3&+(0<%(<3&0*+1)()*+,!

B"5
0-12

3"435

/，9-:

3"435

D’$+E

F$(7EG
! " # $ H

（!-）

I($*#
. .;>= .;>= <;>= =;999. ／ ／ ／ =;999. A;909=
/ .;>= =;A= <;.? 9;.<=0 =;A./= =;.0?= ／ 9;9=C. /C;>.C>
A =;A= .;>= 9;.A =;.9=< ／ ／ ／ =;.9=< =;?>..
9 =;A= =;A= >;>= =;.0>> ／ ／ ／ =;.0>> .;9>?9
? /;== .;=? <;/C =;..CA ／ ／ ／ =;..CA =;>0C<
0 =;.= .;=? <;0C =;/.<? ／ ／ ／ =;/.<? .;0</0
< .;=? /;== 0;>/ .;9<?> ／ ／ ／ .;9<?> .=;=0?=
> .;=? =;.= <;/< =;>99? =;.9?A ／ ／ =;C.</ 0;.AC?
C .;=? .;=? <;9. =;/99/ ／ ／ ／ =;/99/ .;>=C?
.= .;=? .;=? 0;?. .;?.>/ =;/=>9 ／ ／ .;0//9 C;>>A?
.. .;=? .;=? ?;09 =;.?9A ／ ／ ／ =;.?9A =;><=A
./ .;=? .;=? 0;?9 =;AA>> ／ ／ ／ =;AA>> /;/.?>
.A .;=? .;=? <;/> =;/?<= ／ ／ ／ =;/?<= .;><.=
!J. .;== .;== 9;== =;=<<9 ／ ／ ／ =;=<<9 =;A=C0
!J/ .;== .;== 0;0> =;A=>< ／ ／ ／ =;A=>< /;=0/.
!：!"43$4G’&G("4K4(G：67／8；L’$+EF(7EGK4(G：7；“!、"、#、$”’$M’$+$4GGE$3"4G$4G"L9G"3"ME$’"*(+"6$’+’$+M$3G(%$*I

（%7／7DN），“H”：OG&4#+L"’$LL$3G(%$G"3"ME$’"*+3"4G$4G（%7／7DN），HP!Q=5?"Q=5?#Q=5=.$；I($*#：M’"#K3G"L3&**K+

L’$+EF$(7EG6K*G(M*I(47!-G"3"ME$’"*3"4G$4G；“／”：OG&4#+L"’4"M’"#K3GE&+)$$4(4+M$3G$#；H&3E7’"KME&+)$$4&##$#

=;.R3&+$(4(4SO6$#(K6，$T3$MG!J.5

表A中!J/与!J.相比，有效生育酚含量增加A倍。可见添加=;.R酪蛋白对生育
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酚的合成具有显著的促进作用，这与有关报道［!，"］是一致的。最佳的激素组合是第#组，

即添加$%!$&’／(#，")*和+%,$&’／(-)./，收获的!)生育酚含量达"%+0$-"’／’鲜重，#)
生育酚含量达$%!+#$"’／’鲜重，$)生育酚含量为$%+-1$"’／’鲜重，有效生育酚含量达

"%"$2+"’／’鲜重，远远超过其它各组及对照组。更加适合于生育酚的积累。“生产培养

基”［-］的研究是细胞培养生产代谢产物领域中的热点之一。我们的研究表明，合理地优

化培养基，的确能大大提高产物得率。经优化后的培养基，所收获的红花细胞中有效生育

酚含量是对照培养基的10倍。采取组合试验的设计方案，所取的几个实验点都具有代表

性。既减少了实验的工作量，也减小了盲目性。

!"! 组合试验分析

!"!"# 以!)生育酚含量!+为因变量，-)./浓度编码变量"+、#，")*浓度编码变量"#为

自变量，可得经验回归方程：

#!+3$$!#0,4$$10,,"+5$$"$2,"#4$$0!2!"##5$$2#"-"+"# （+）

其中： "+3
%-&./5+$$1
$$01 "#3

%#，"&*5+$$1
$$01

其方差分析结果见表"。

表$ 方程（#）回归系数方差分析结果

%&’()$ *&+,&-.)&-&(/0,012+)3+)00,1-.1)22,.,)-421+)56&4,1-（#）

67897:;<=89’9:
>?:=@

AB?78<A

*<’8<<=@

@8<<C=&

>?&=@&<7:

AB?78<A
’87D9= ’$E$1 ’$E+

F89&78G<@@<;D"+ #%"#"$,# + #%"#"$,# !%0- 1%!# !%"-

F89&78G<@@<;D"# +%#+$01! + +%#+$01! +%,, 1%!# !%"-

H:D<87;D9=:<@@<;D"+"# !%"+21"+ + !%"+21"+ 1%!$ 1%!# !%"-

I?7C87D9;<@@<;D"## #%,+2+"! + #%,+2+"! "%!0 1%!# !%"-

J<’8<AA9=: 2%,0!1+2 " #%"-,!,$ !%,! !%," #%,+

J<A9C?7K<88=8 1%+1,1!# , $%-"",+-

L=D7K +1%$!#$1+

回归方程及其系数的’比 乘以安全因子!［1］以后，均大于’$$$1，误差平方和(误差3
+%##!#,-，失拟平方和(失拟31%+"1222，’失拟3#%+$，小于’$$$1（!，-）3"%0-。因此，方

程（+）在21M的置信区间内显著。在"+3+%#-0，"#35+%#-0时，该方程有最大值!&7N
3"%#1#0。

回归方程（+）的三维图和等高线图分别示于图+与图#。

同样可得，愈伤组织鲜重!#和-)./浓度编码变量"+、#，")*浓度编码变量"#的回

归方程：

#!#30$+14+$!!"+"# （#）

!)生育酚产量!!与-)./浓度编码变量"+、#，")*浓度编码变量"#的回归方程：

#!!3!$-,,!4"$+,,!"+4"%#,0$"##5-%!-#2"+"# （!）
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图! 回归方程!""#$#%!&’($#)&’’$"*$#+$,’$!

($#&%,%$!!*$#,!+-$"$!的高等线图!

./01! 23453670789:3;7<07<==/34<>685/343;
!""#$#%!&’($#)&’’$"*$#+$,’$!($#&%,%$!!*$#,!+-$"$!!

!?:<@8A6<=3;53B39:<73AB345<4584CB345367
A/4<=:8@<D<<4E6A5/9A/<C"$$1

图" 回归方程!""#$#%!&’($#)&’’$"*$#+$,’$!

($#&%,%$!!*$#,!+-$"$!的三维图!

./01" ?:7<<FC/E<4=/340789:3;7<07<==/34<>685/343;
!""#$#%!&’($#)&’’$"*$#+$,’$!($#&%,%$!!*$#,!+-$"$!!

!"!"! 从方程与实验所得

结果都可以看出，无论是对

愈伤组织鲜重还是对!F生

育酚含量及产量的增加，-F
GH和!，+FI的交互作用的

影响是主要的。从实验结

果还可以初步判断，一般而

言，在-FGH浓度"!J$"0／

K的前提下，-FGH浓度与

!，+FI浓度的比值大于)，

有利于!F生育酚含量的提

高。

!"# 绿色愈伤组织的获得

生育酚在叶绿体内外

均可合成，但在绿色组织中

的含 量 高 于 黄 色 组 织［%］。

我们的实验中，新鲜接种的

愈伤组织在光照／黑暗的培

养条件下，逐渐增殖长大，

颜色由黄白色变为黄绿色，

少量呈绿色；这应与叶绿体

的 成 熟 有 关。 当 培 养 达

!$C以上时逐渐变 褐。据

.676L8报 道，采 用 黑 暗 培

养方法和进行光照均未能

获得绿色愈伤组织［%］。这

一不同实验结果产生的原

因，还有待于进行细胞结构

的观察来进一步研究确定。

在实验中，我们还明显

观察到，接种块的初始状态

即颜色、质地等的不同，也直接影响收获时胞内生育酚的含量。尽管我们尽量注意选择外

部形态一致的初始接种块，但仍难避免其差异。因此研究外部形态与内部生理状态或分

化状态之间的相关性，建立合理的数学模型来指导规模化细胞培养的商业化生产，是十分

迫切与重要的。我们已对愈伤组织形态表现与其内部细胞分化状态之间的关系作了一些

研究，以求克服植物细胞培养中重复性差的弊病。研究结果将另文发表。

致 谢 对浙江省轻工业研究所任一平在生育酚测试上给予的支持表示衷心感谢。
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