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紫花曼陀罗悬浮培养细胞转化对羟基苯甲醛生产天麻素
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摘 要 利用紫花曼陀罗细胞悬浮培养转化外源对羟基苯甲醛合成天麻素，并应用多种色谱技术进行分离纯化，根据转化产

物的理化性质和光谱数据分析鉴定结构。实验表明，紫花曼陀罗细胞成功将对羟基苯甲醛转化为天麻素（!），同时也得到了

由对羟基苯甲醛生成天麻素的转化中间体对羟基苯甲醇（"）。在培养基中添加 #T8/?UV 的水杨酸能显著提高细胞对外源对

羟基苯甲醛的糖基化率，而保持气升式发酵罐（!"DV）罐内压力为低压（#T##8KM@）也能提高细胞对外源对羟基苯甲醛的糖基化

率。实验证明，紫花曼陀罗细胞悬浮培养能有效转化对羟基苯甲醛合成天麻素。
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天麻是中国名贵的中药之一［!］，其干燥的块茎

民间称天麻，具有镇静、治疗风湿、治疗瘫痪和偏瘫、

治疗腰痛、头痛、眩晕和抗惊厥的作用［"，#］。天麻素

（对羟基甲基苯$!$%$吡喃葡糖苷）为天麻中的主要

有效成分，具有抗炎、抗惊厥、镇痛、增强机体免疫、

扩张血管、抗缺血缺氧、清除自由基等多种功能［&］。

’( 年代末期由昆明植物所周俊院士发现并人工合

成［)］，但由于化学合成天麻素工艺难度大，环境污染

严重，因此，寻求新的合成方法具有重要的意义。

生物转化技术应用于药物合成已成为近年来极

为活跃的研究领域之一［*］。许多研究表明，悬浮培

养的植物细胞具有酯化、氧化、糖基化、甲基化和乙

酰化等多种生物转化能力，其实质是一种酶的催化

反应［’］。至今已有许多研究涉及利用悬浮培养细

胞、固定化植物细胞或其分泌的酶进行活性成分的

转化合成［+ , !-］。但利用植物细胞悬浮培养生物转化

合成天麻素的研究却极少见报道，本文报道紫花曼

陀罗悬浮培养细胞转化外源对羟基苯甲醛生成天麻

素。

! 材料与方法

!"! 植物细胞

将紫花曼陀罗嫩茎在 ./（.01234567 8，/4996 :，

!-*"）培养基上于 "#;下暗中诱导产生愈伤组织。

./ 培 养 基 附 加 (<"=6>? "，&$%，(<"=6>? *$@A，

#(<(6>? 蔗糖和 +<(6>? 琼脂，初始 BC 值为 )<+，并经

!"!;，灭 菌 ")=5D。诱 导 产 生 的 愈 伤 组 织 在 ?/
（?5D3=2571 E /F996，!-*)）固体培养基上继代培养，

每 " 周更换新鲜培养基。?/ 培养基附加 "<(=6>?
"，&$%，#(<(6>? 蔗糖和 +<(6>? 琼脂。然后挑选培

养 * 周疏脆的愈伤组织作为起始的液体培养细胞，

为了获得稳定的悬浮培养细胞，愈伤组织在 ?/ 液体

培养基上不断继代培养，每 " 周更换新鲜培养基。

培养温度为 "#;，摇床转速 !"(1>=5D。

!"# 生物转化

对羟 基 苯 甲 醛 和 对 羟 基 苯 甲 醇 购 自 美 国 的

/56=2 公司，化学合成的天麻素标样由昆明制药集团

提供。外源底物（对羟基苯甲醛）在使用之前先用乙

醇配成 "(<(=6>=? 的母液。)((=? 三角瓶中装入

")(=? ?/ 液体 培 养 基，培 养 温 度 ");，摇 床 转 速

!"(1>=5D。悬浮细胞培养 #G 后加入底物继续培养。

不加底物的相同培养细胞设为对照。为了在 ")? 生

物反应器中也能进行有效转化培养，配制了底物浓

度为 !((<(=6>=? 的乙醇溶液作母液。在 ")? 反应

器中加入 !*<(? 液体 ?/ 培养基和 #)((6 新鲜细胞，

培 养 基 中 附 加 (<"=6>? "，&$%， #<(=6>? *$@A，

(<!=6>? 水杨酸和 *(<(6>? 蔗糖，培养温度 "#;。当

细胞预培养 )G 后，加入 !"(=? 底物溶液，继续培养

!)G。

!"$ 细胞生长量的测定

细胞生长用生物量作为指标，培养一定时间后，

过滤悬浮培养细胞，所得细胞于 *(;下烘至恒重，

按：生物量（6>?）H 最终细胞干重>培养液体积计算，

取 # 个平行试样的平均值。

!"% &’()*+,
将标样溶解于去离子水中配成 !<(=6>=? 的溶

液。测定条件：CI?J 分析仪 A65K7DL !!(( /71573，分

析柱 K5M4193B471 NI$!+（’<+== O !)(==，P2L713）；流

动相为乙腈：水 H !(>-(，流速 !<(=?>=5D；检测器为

C5L2M45 .9G7K ?$&(( QR %7L7ML91>!"""(D=；进 样 量：

)"?；保留时间："(=5D。天麻素的质量按方程：# H
"S T (-$ T !#) ("-（%" H (<--*）计算，其中，# 代表

天麻素峰面积，$ 代表天麻素的毫克数。对羟基苯

甲醛的质量按方程：# H )S T (-$ , -+- "+’（%" H
(<--&）计算，其中，# 代表对羟基苯甲醛峰面积，$
代表对羟基苯甲醛的毫克数。对羟基苯甲醛的糖基

化率按方程：（U）H &>’ 计算，& 为所得天麻素的

摩尔 数（=9K）；’ 为 添 加 对 羟 基 苯 甲 醛 的 摩 尔 数

（=9K）。

!"- 结构鉴定方法

./ 用 RV$A0L93B7M$#((( 质谱仪测定，!C W.N
谱用 @10MF71 A.$&(( 型 核 磁 共 振 仪 测 定（ 溶 剂

J%#X%），!#J W.N 谱用 @10MF71 A.$!(( 型核磁共振

仪测定（溶剂 J%#X%）；旋光用 YA/JX$"( 旋光测定。

!". 转化产物的提取、分离与纯化

!"."! 生物转化合成天麻素的分离：)((=? 发酵液

（含天麻素 #)+=6）经三氯甲烷（! Z !）萃取 ) 次，去除

对羟基苯甲醇和对羟基苯甲醛，水层用正丁醇（! Z !）

萃取 ) 次，合并萃取液并减压浓缩成膏状物（含天麻

素 #!&=6），然后进行硅胶（V:$")&，!*( [ "(( 目）柱

层析（#)M= O )(M=）分离，先用氯仿洗脱，再用乙酸

乙酯$苯（! Z+）继续洗脱前体物，之后用甲醇$乙酸乙

酯（! Z-）洗脱，收集含天麻素部分，减压浓缩得天麻

素粗品（含天麻素 "’*=6）。该粗品先经 NI$!+ 柱以

甲醇$水梯度洗脱（!(U、"(U、&(U、*(U和 !((U甲

醇），收集 !(U甲醇洗脱部分并减压浓缩（含天麻素

"#"=6），再过 " 次 /7B42G7\ ?C$"( 柱（氯仿$水 H !Z!
和甲醇$水 H !Z!洗脱）后，收集甲醇$水冲洗部分，减
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压浓缩得到残渣 !!"#$（含天麻素 !%&#$），溶于水后

进一步用 ’()*+,-（’+%.，%/!#，%0## 1 %2/##）分

离，得 到 %0.#$ 纯 品 天 麻 素 用 于 %* 34’ 谱、%& -
34’、45 质谱及旋光测定。

!"#"$ 转化中间产物对羟基苯甲醇的分离：转化中

间产物对羟基苯甲醇的分离参照文献进行［!/］，结

构鉴定方法参照天麻素。

$ 结果与讨论

$"! 紫花曼陀罗悬浮培养细胞对外源对羟基苯甲

醛的转化

将悬浮培养细胞和 %/#, 底物（!//#$）加入到

含有 !2/#, ,5 液体培养基的 2//#, 三角瓶中进行

悬浮培养。,5 培养基附加 /6!#$7, !，")8，/6%#$7,
水杨酸和 &/6/$7, 蔗糖。对照为不含底物的悬浮培

养细胞。培养温度 !&9，摇床转速 %!/:7#;<，培养

%2=。%2= 后过滤培养物并用少量蒸馏水冲洗 & 次，

合并滤液，再用 /6"2!# 的滤膜过滤用于 ’()*+,-
的分析（结果见图 %）。图 % 显示了不同阶段的转化

效果。图 %> 中底物下降了 ?0@，图 %A 中底物下降

了 0%6&@。对发酵过程的监测发现，第 " 天检测到

了与标准品对羟基苯甲醇相对应的峰（"），而第 %/
天检测到了与标准品天麻素相对应的峰（#）。经提

取分离纯化和相应的理化性质与光谱数据分析表

明，峰（"）为对羟基苯甲醛，峰（#）为天麻素，均为

对羟基苯甲醛的衍生物。

图 % 紫花曼陀罗悬浮培养细胞转化对羟基苯甲醛的 (’)*+,- 分析
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峰（"）：对 羟 基 苯 甲 醇，-R*.S!，%* 34’
（-8&S8，"//4*O）："6"?（!*，J），?6R2（!*，==，T

U !6.，06!0），R6%?（!*，=，T U %&6!"）；%& - 34’
（%//4*O，-8&S8）：?26%，%2R6.，%%?6/，%!06.，

%&&6"；VW45 ’7 (（@）：%!"（0），%/R（%//），02（%!），

RR（!R）。VW45 ’7 (（@）：%!"（0），%/R（%//），02
（%!），RR（!R）。%* 34’ 和%& - 34’ 的数据与冯孝

章等（%0R0）的分析结果一致［!%］。

峰（#）：天麻素，-%& *%. SR，%* 34’（-8&S8，

"//4*O）：R6!?（=，T U .6?）*&，2，R6/?（=，T U .6?）

*!，?，"6.0（=，T U 06R，*)%X），"62!（!*，J），&6.0
（==，T U %60，%!6/，*)?X），&6?0（==，T U "60，%!6/，

*)?X），&6!0 Y &6"2（"*，*)!X Y *)2X）F:（#，"*）；%&

- 34’（%//4*O，-8&S8）：%&?6?（-%），%!06"（-!，

?），%%R6R（-&，2），%2.6"（-"），?"6.（-R），%/!6"（

-)%X），R"60（-)!X），R.6%（-)&X），R%6&（-)"X），RR60
（-)2X），?!62（-)?X）6 BZ[\ 45 ’7 (：!.2［4 \ *］\ ，

&RR［4 ] ^HI \ *］\ ，"?0［4 ] !^HI \ *］\ ，2?%［4 ]
&^HI \ *］\ ，［$］8

!& \ R?60（/6"$7%//#, 水溶液）也

与冯孝章等（%0R0）的分析结果一致［!%］。

以上结果表明，紫花曼陀罗悬浮培养细胞能够

将对羟基苯甲醛转化生成天麻素，其可能的途径如

图 ! 所示。

$"$ 紫花曼陀罗悬浮培养细胞转化对羟基苯甲醛

的时间进程

由于培养细胞中葡萄糖基转移酶的活性随细胞

生长阶段及其他一些环境因素变化很大，因而对天

麻素的合成也有较大影响。据文献［R］报道，离体培

养的植物细胞往往在指数生长期其葡萄糖基转移酶

的活性最高，此时加入特定的外源底物转化成相应

的%)8)葡萄糖苷的效率最高。为了揭示紫花曼陀罗

!/. )*+,-.- /0%1,$& 02 3+0#-4*,0&056 生物工程学报 !//?，_FH6!!，3F62



悬浮培养细胞糖基化外源对羟基苯甲醛的时间进

程，将 !"# 底物（$%%"&）和 ’!%"# 预培养 () 的细胞

培养物一起加入到 !%%"# 的三角瓶中进行培养转

化，温度 ’*+，摇床转速 $’%,-"./。取不同培养时间

的细胞培养物进行天麻素的 01234#5 分析，结果见

图 * 所示。由图 * 可以看出，培养到 () 时，天麻素

尚未检测到，当培养 $’) 以后，其含量快速增加，$6)
后达到了最高值，此时，对羟基苯甲醛的糖基化率达

到 7898!:。说明葡萄糖基转移酶活性在细胞培养

() 后逐渐增加，$6) 后最高，从而使天麻素合成量大

幅度上升。

图 ’ 紫花曼陀罗悬浮培养细胞转化对羟基苯甲醛生成天麻素的可能途径

;.&<’ 4=>>.?@A BCDEFCG =H ?.=D,C/>H=,"CD.=/ H=, &C>D,=)./ H,=" AI=&A/=J> !2EG),=IG?A/KC@)AEG)A
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图 * 紫花曼陀罗悬浮培养细胞糖基化外源

对羟基苯甲醛的时间进程

;.&<* 1."A2L=J,>A =H &@JL=>G@CD.=/ =H AI=&A/=J>
!2EG),=IG?A/KC@)AEG)A ?G LA@@ >J>BA/>.=/

LJ@DJ,A> =H " < #$#%&$ #<

!"# 罐内压力对紫花曼陀罗悬浮培养细胞转化对

羟基苯甲醛的影响

为实现曼陀罗细胞在大规模发酵条件下能进行

天麻素的转化合成，并取得相关的工艺参数和培养

条件，研究了紫花曼陀罗悬浮培养细胞在 ’!# 发酵

罐内的发酵转化。结果表明，细胞质量、培养基组成

以及发酵罐内压力对天麻素的转化合成影响较大。

发酵罐内压力主要由通气量决定，而通气量的大小

反映了气流对细胞的剪切力大小。由于植物细胞的

个体大，细胞壁僵脆和具有大的液泡，使其对剪切力

敏感（4CG/A M ; ’# $&，$NN$）。因此，研究剪切力对细

胞培养的影响是一个重要问题。从图 ( 可知，随着

罐内压力的增大，细胞糖基化对羟基苯甲醛的效率

也随之下降。这说明流体剪切力过大会影响细胞分

泌葡萄糖基转移酶，导致天麻素合成效率降低。

!"$ 水杨酸对紫花曼陀罗细胞悬浮培养转化对羟

基苯甲醛的影响

水杨酸（>C@.LG@.L CL.)，OP）是一种植物信号分

图 ( 罐内压力对紫花曼陀罗悬浮培养细胞

糖基化对羟基苯甲醛的影响

;.&<( QHHALD =H B,A>>J,A ./ ?.=,ACLD=, =/ DEA AHH.L.A/LG
=H &@JL=>G@CD.=/ =H !2EG),=IG?A/KC@)AEG)A
?G LA@@ >J>BA/>.=/ LJ@DJ,A> =H " < #$#%&$ #<

子，在植物抵御外界侵扰过程中起很重要的作用，内

源水杨酸可以诱导与抗病蛋白有关基因的表达，而

外源水杨酸则可以诱导防御反应的产生，使次生代

谢产物合成增加［’’，’*］。

表 % 水杨酸对紫花曼陀罗细胞悬浮培养转化

对羟基苯甲醛的影响
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从表 $ 的结果看，含有水杨酸的培养基能使细

胞转化外源对羟基苯甲醛合成天麻素的效率显著提

高。这可能是外源对羟基苯甲醛对植物细胞有一定

的毒害作用，而外源水杨酸的加入诱导了植物细胞

*%7龚加顺等：紫花曼陀罗悬浮培养细胞转化对羟基苯甲醛生产天麻素



防御反应，使植物细胞的糖基化反应加快，从而提高

天麻素的合成效率，其诱导机制尚待进一步研究。

一般天麻中含有大量的天麻素，而其它植物很

难大量积累天麻素。本研究表明利用紫花曼陀罗悬

浮培养细胞能将外源对羟基苯甲醛转化生成天麻

素，而添加水杨酸能显著提高天麻素合成效率。在

!""#$ 摇瓶中，装入 %!"#$ $& 液体培养基（附加 ’(
蔗糖，")*#+,$ 水杨酸和 ")%%*#+,$ %，-./）和 *""+
新鲜细胞，培养 -0 后，加入 *!"#+ 外源对羟基苯甲

醛进 行 转 化 培 养，控 制 温 度 %!1，摇 床 转 速 *%"
2,#34，*!0 后最高糖基化率为 56)6(。而在 %!$ 气

升式 发 酵 罐 中，装 入 *’$ $& 液 体 培 养 基（附 加

")%#+,$ %，-./，7)"#+,$ ’.89，")*#+,$ 水杨酸和

’")"+,$ 蔗糖）和 7!""+ 新鲜细胞，培养 !0 后，加入

*%)"+ 外源对羟基苯甲醛进行转化培养，控制温度

%71，罐内压力 ")""*:;<，*!0 后最高糖基化率为

’!)7(，并提出了紫花曼陀罗悬浮培养细胞转化外

源对羟基苯甲醛生成天麻素的可能途径。
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