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摘 要 喜树碱是一种从木本植物喜树（!+54/(/"%0+ +0)5#$+/+）中分离得到的抗癌活性物质，通过细胞培养合成喜树碱是喜树

碱生产的一条重要途径。研究 M,! [ 对喜树愈伤细胞培养中喜树碱积累的影响，结果表明，在 \9 培养基中添加 #]##N5F^5_
M,M(! 时，对喜树愈伤细胞的生长没有明显影响，但是对喜树愈伤细胞合成喜树碱的促进作用最强，喜树碱含量比未诱导前增

加了约 @# 倍。M,! [ 阻止培养细胞后期过氧化物酶活力的下降，并抑制花青素的生成。与黑暗培养相比，光照条件下添加

M,! [ 更利于喜树愈伤细胞诱导合成喜树碱。
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8’/ 9+5:* M,! [ ，!+54/(/"%0+ +0)5#$+/+，MIB，0/(( 0,(<,7/

喜 树（ !+54/(/"%0+ +0)5#$+/+ ）为 山 茱 萸 目

（M’7G>(/C）珙桐科（*-CC>0/>/）旱莲属植物。分布于我

国长江流域及西南各省和印度部分地区，台湾、广

西、河南等也有栽培［A］。A8$$ 年 ‘>(( 等从喜树的皮

中分 离 出 喜 树 碱（M>5;<’<?/01G，MIB）［!］。A8N9 年

Y1C>GF 等发现 MIB 能阻断拓扑异构酶（<’;’1C’5/7>C/
a，B’;’a）的合成［@，"］，MIB 的独特抗癌机理是迄今发

现的唯一一种专门通过抑制 B’;’a 发挥细胞毒性的



天然植物活性成分。这一发现为喜树碱的进一步临

床应用提供了实验基础，掀起了对喜树和喜树碱研

究的新高潮［!］。目前已经有 " 种以喜树碱为前体合

成的喜树碱衍生物拓朴替康（#$%$#&’()）和依诺替康

（*+*)$#&’()）用于临床，治疗卵巢癌和结肠癌等［,］。

近年来喜树成为红豆杉之后第二个重要的木本抗癌

药用植物，受到国内外研究者的极大关注。

喜树碱及其衍生物在植物体内含量甚微［-，.］，且

化学合成和半合成也不太理想，喜树碱的天然提取

物价格昂贵且供应紧张，特别是喜树的天然资源有

限且大量采伐涉及到未来的生态环境问题，所以应

用生物技术对喜树进行组织细胞培养被认为是一条

很有希望的替代途径而进行研究开发［/］。已有报道

外源添加铜离子对愈伤细胞中的次生代谢产物有一

定的诱导作用［01，00］。本实验根据喜树代谢及生理生

化特点，通过在 2! 培养基中添加不同浓度的重金

属离子 34" 5 ，研究暗培养和光照条件下喜树碱的生

长情况，以及在培养过程中花青素、过氧化物酶代谢

情况，并探讨喜树碱代谢及合成积累规律。

! 材料和方法

!"! 材料

喜树材料取自于浙江大学校园内，编号为 , 号。

由浙江大学生命科学学院徐阿炳教授鉴定。剪取嫩

枝条，用自来水冲洗 6 次，再用双蒸水冲洗 6 次，滤

纸压干。用 -!7酒精消毒 618，再转移到 1907 的

:;3<" 中消毒 ! = 01>*)，用无菌水冲洗干净。切取

茎段接种于培养基上。愈伤继代培养基为 2! 5
?@@（091>;AB）5 "，CDE（19!>;AB）5 FG（19!>;AB），

%: !9.，培养温度（"C H "）I，每 , 周继代 0 次。

!"# $%#& 的处理

将愈伤组织接种到含不同浓度 34" 5 的愈伤组

织诱导培养基上，每次接 ! 瓶，每瓶 , = . 枚。所添

加的无水 343<" 浓度范围是 1911" = 1910">;A>B，接

种后的培养瓶于散光光照（"C H "）I条件下或暗培

养条件下培养。每隔 - 天分别测定 34" 5 培养基中

喜树愈伤组织中花青素的含量。每隔 6 天测定过氧

化物酶的活性，并在继代后 C"J 用 :KB3 测定不同

浓度的 34" 5 培养基中愈伤细胞内喜树碱含量。

!"’ 喜树碱含量的测定

!"’"! 仪器与色谱条件：L(#&+8"//, 型高效液相色

谱仪，30. 柱，柱型 C9,>> M "1’>，!!>；流动相为水A
甲醇，体积比为 ,1AC1，流速为 19.>BA>*)；二极管阵

列（KE@），检 测 波 长 为 "!C)>；柱 温 61I；进 样 量

01!B。

!"’"# 标准曲线的绘制：喜树碱标准品为 N*;>( 公

司产品。精确称量喜树碱标准品 .>; 于 "!>B 容量

瓶，以水A甲醇（体积比为 ,1AC1）为溶剂，室温下溶解

并定容至刻度，摇匀备用。按照上述色谱条件，分别

取稀释后的样品及原标准溶液进样分析，每样重复

测定 6 次，取峰面积的平均值。喜树碱质量浓度 !
（>;AB）与 峰 面 积 " 的 线 形 回 归 方 程 为 ! O
0/!"0," P 06,,0/，#" O 19////，线形关系良好。

!"’"’ 喜树碱的提取：取 19!!"1;（QL）喜树愈伤组

织至 09!>B 离心管，加 0>B 甲醇，超声破碎 0! 8，间

隙时间 01 8，反覆破碎 C1 次。超声破碎后于 0!!1
+A>*)离心 .>*)，倾出上清液，再加入 0>B 甲醇，超声

破碎，合并上清液。

!"( 过氧化物酶活性变化的测定

称取 喜 树 愈 伤 组 织 0;，置 于 研 钵 中，加 入

"1>>$<AB F:"KRC !>B，充分研磨成匀浆。在 .I下

以 C111+A>*) 离 心 0!>*)，取 上 清 液。 残 渣 加 入

"1>>$<AB F:"KRC !>B，在 .I 下 以 C111+A>*) 离 心

0!>*)，再提取 0 次。合并两次上清液即为酶的粗提

液，低 温 保 存。 酶 活 性 检 测 反 应 液 组 成：6>B
191!>$<AB 磷酸缓冲液，,,9-!B 617 过氧化氢，0!B
愈创木酚和 190>B 酶液。用加热煮沸 !>*) 的酶液

为对照，当反应体系加入酶液后，迅速置于 6CI水

浴锅中保温 6>*)，用 ST0-11 在 C-1 )> 波长下比色。

每隔 0>*) 记录吸光度，共记录 ! 次。以每分钟内

$C-1 变 化 1910 为 0 个 酶 活 性 单 位。即 以 "$C-1 A
（>*)·;）（QL）表示。

!") 花青素的测定

称取 喜 树 愈 伤 组 织 0;，加 入 190>$<AB :3<
01>B。置于 6"I水浴中，浸渍 CU。过滤后取滤液用

ST0-11 在波长 !61)> 下测定吸光度，以 190>$<AB
:3< 为空白对照。以吸光度 $!61为 1910 时的花青素

浓度为一个单位，比较花青素的相对含量。将测得

的吸光度 M 011，用以代表花青素的相对浓度单位。

# 结果

#"! $%#& 对喜树愈伤细胞喜树碱合成的影响

愈伤细胞每 , 周继代 0 次，并取第 , 周的细胞

为材料测定喜树碱。外源添加不同浓度的铜离子对

喜树愈伤细胞中喜树碱含量的影响如图 0 所示。在

2! 培养基中分别添加 1911" = 1910">;A>B 的铜离

子诱 导 愈 伤 细 胞，发 现 在 2! 培 养 基 中 添 加 1 =

!",顾 青等：34" 5 对喜树愈伤细胞中喜树碱合成的影响



!"!!#$%&$’ 的 ()(*+ 时，愈伤细胞内喜树碱的含量

基本 不 变。 外 源 添 加 铜 离 子 浓 度 在 !"!!# ,
!"!-+$%&$’ 之间时愈伤细胞中喜树碱的含量有明

显的影响，其中添加 !"!!.$%&$’ ()(*+ 时细胞中喜

树碱含量达到最高。在基本的 /0 培养基上生长的

愈伤细胞中喜树碱的含量为 !"!1%&2%（鲜重），而在

培养基中添加 !"!!.$%&$’ ()(*+ 时，# 周后愈伤中

喜树碱的积累量高达 -"-3!%&2%（鲜重），喜树碱含量

比在基本的 /0 培养基上生长的愈伤增长了 4! 倍。

但当 /0 培养基添加 ()(*+ 的浓度高于 !"!-+$%&$’
时，喜树碱生成量反而要低于基本 /0 培养基中积

累的喜树碱的含量。

图 - 不同浓度的 ()+ 5 对喜树碱合成的影响

67%8- 9:; ;<<;=>? @< ()+ 5 =@A=;A>BC>7@A @A
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!"! #$!% 对喜树愈伤细胞生长的影响

喜树愈伤细胞生长曲线如图 + 所示，由图 + 可

知在喜树愈伤细胞 /0 培养基中添加 !"!!.$%&$’ 的

()(*+ 对喜树细胞的生长影响较小。喜树愈伤细胞

在继代初期 ! , -+G 时生长极为缓慢为延滞期，继代

后近 + 周内细胞观察不到明显增长。从第 -+ 天到

第 4# 天为指数生长期，生长代谢趋于旺盛。到第 #
周以后，喜树愈伤细胞进入稳定期。到第 H 周之后

喜树细胞就会发生褐变凋亡。

!"& 光照影响 #$!% 对喜树愈伤细胞喜树碱合成的

诱导

不同的培养条件（光照或者暗培养）对喜树愈伤

细胞中喜树碱的含量也有一定的影响，取培养 # 周

的愈伤细胞为材料测定喜树碱。从图 4 可知，在

-#:&G 的光照或者暗培养条件下培养 # 周，基本的

/0 培养基上生长的愈伤中喜树碱含量为 !"!1%&2%
（鲜 重）和 !"!4%&2%（鲜 重）。而 当 外 源 添 加 !"!!.

图 + 喜树愈伤细胞生长曲线

67%8+ (;** %B@I>: =)BJ; @< !"#$%&%’()" ")*#+,"%" =C**)?

$%&$’ ()(*+ 时，在光照或者在暗培养条件下愈伤细

胞中喜树碱含量分别达到了 -"-3%&2%（鲜重）和 !".+
%&2%（鲜重）。由以上实验可以得出 ()+ 5 的诱导能明

显促进喜树细胞内喜树碱的合成，光照培养条件下

更有利于喜树愈伤细胞合成喜树碱。

图 4 光照条件及 ()+ 5 对喜树碱合成的影响

67%84 9:; ;<<;=>? @< ()+ 5 @A (C$D>@>:;=7A E7@?FA>:;?7?
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!"’ #$!% 对喜树愈伤细胞内过氧化物酶活性的影响

图 1 ()+ 5 对喜树愈伤细胞内过氧化物酶活性的影响

67%81 9:; ;<<;=>? @< ()+ 5 @A >:; D;B@K7GC?; C=>7J7>F
@< !"#$%&%’()" ")*#+,"%" =C**)?

在植物生长和分化的同时，过氧化物酶是其代
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愈伤细胞中喜树碱合成积累影响更加明显。（!）外

源铜离子的添加，阻止了培养细胞后期过氧化物酶

活力的下降，说明铜离子可能通过抑制过氧化物酶

的活力衰退或类似原代谢途径中关键酶的活性，从

而提高植物细胞中次生代谢物的产量。（"）光照条

件下喜树愈伤细胞内会产生红色的花青素，而 #$% &

对喜树愈伤细胞花青素的形成有较强的抑制作用。

这可能由于 #$% & 使喜树愈伤细胞内花青素合成代

谢途径中的关键酶产生不可逆失活，从而阻遏该代

谢途径；但同时 #$% & 能较强地激活喜树碱合成代谢

途径中的关键酶，从而显著地增加愈伤细胞中喜树

碱的含量。这 % 个途径对喜树细胞生理及代谢的作

用以及它们之间的关系尚待深入研究。

在植物次生代谢产物合成过程中，非生物诱导

子添加的浓度与次生代谢合成关键酶的活性有极其

重要的关系。本研究用非生物诱导子 #$% & 作为外

源诱导剂，较高效率地增加了细胞中喜树碱的含量，

为用植物生物反应器生产喜树碱提供了较好的理论

基础和规模化生产的可能性。
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企 业 版 位 企 业 版 位

YG O/+7J(-+8/ 公司 封底

92-(/ 诊断公司 封二

美国英杰生命技术公司 封三

美国 <820/@+ 公司 文前"、!
天根生化科技（北京）有限公司 文前#、$

德国艾本德股份公司 文前%、&
苏州汉星电化学有限公司 文前’、(

杭州博日科技有限公司 文前)、*
上海国强生化工程装备有限公司 文前+、,

常州新区三环生物工程成套设备有限公司 文前*#
镇江东方生物工程公司 文前*$

扬中威柯特公司 :=MA"
YG O/+7J(-+8/ 公司 文后"

国药励展展览有限责任公司 文后!
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