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摘   要：植物合成生物学在植物天然产物的发掘制造方面具有明显的理论优势，但因缺乏高效的

底盘系统及相关使能技术，其对生物合成领域的贡献有限。最常用的植物底盘——烟草由于操作

周期长、改造难度大、代谢及纯化背景复杂、烟碱毒性和农业生产难精准控制等问题，而烟草悬

浮细胞底盘体系可有效解决上述问题。本研究旨在开发出生长快速、生物量高、分散度好、转化

效率高、烟碱含量极低并具备较高科研价值及工业化潜力的烟草悬浮细胞底盘。选取分子技术高

适用性的本氏烟草(Nicotiana benthamiana)，诱导获得的悬浮细胞 NBS-1 生长迅速、分散性好，最

高生物量可达到 476.39 g/L (鲜重)，各项参数均远超常用的烟草 BY-2 (Nicotiana tabacum L. cv 
Bright Yellow 2)细胞系。常用的 pEAQ-HT高效瞬时表达系统在 NBS-1中的转化表达效率可达 81%，

远高于 BY-2。利用转录组数据对 BY-2 和 NBS-1 的代谢特征及偏好性进行分析，发现 NBS-1 的黄

酮类等化合物合成通路基因的表达显著高于 BY-2，且 NBS-1 的生物碱合成通路基因的表达显著低

于 BY-2，并通过代谢物含量测定实验验证了该分析结果，表明 NBS-1 极低烟碱含量的同时，为该

底盘对应产品的选择提供参考。综上，本研究开发出的生长转化优异、黄酮类含量较高且烟碱含

量极低的本氏烟草悬浮细胞底盘 NBS-1，对于开发烟草悬浮细胞底盘有重要指导意义。 
关键词：植物底盘；悬浮细胞；本氏烟草；生物量；瞬时表达；烟碱；黄酮 
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Development and characterization of tobacco suspension cell 
chassis NBS-1 

ZHANG Fangqing1,2,3, SHI Jiaxin1,2,3, YU Jing2,3, ZHAO Yue2,3, FAN Rong2,3,  
WANG Xiaowei2,3*, LI Zhichao2,3* 

1 College of Biotechnology, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China 
2 National Technology Innovation Center of Synthetic Biology, Tianjin 300308, China 
3 Tianjin Institute of Industrial Biotechnology, Chinese Academy of Sciences, Tianjin 300308, China 
 
Abstract: Plant synthetic biology has significant theoretical advantages in exploration and 
production of plant natural products. However, its contribution to the field of biosynthesis is 
currently limited due to the lack of efficient chassis systems and related enabling technologies. 
Synthetic biologists often avoid tobacco as a chassis system because of its long operation cycle, 
difficulties in genetic and metabolic modification, complex metabolism and purification 
background, nicotine toxicity, and challenges in accurately controlling for agricultural 
production. Nevertheless, the tobacco suspension cell chassis system offers a viable solution to 
these challenges. The objective of this research was to develop a tobacco suspension cell chassis 
with high scientific and industrial potential. This chassis should exhibit rapid growth, high 
biomass, excellent dispersion, high transformation efficiency, and minimal nicotine content. 
Nicotiana benthamiana, which has high applicability in molecular technology, was used to 
induce suspension cells. The induced suspension cells, named NBS-1, exhibited rapid growth, 
excellent dispersion, and high biomass, reaching a maximum biomass of 476.39 g/L (fresh 
weight), which was significantly higher than that of BY-2. The transformation efficiency of the 
widely utilized pEAQ-HT transient expression system in NBS-1 reached 81%, which was 
substantially elevated compared to BY-2. The metabolic characteristics and bias of BY-2 and 
NBS-1 were analyzed using transcriptome data. It was found that the gene expression of 
pathways related to biosynthesis of flavonoids and their derivatives in NBS-1 was significantly 
higher, while the pathways related to alkaloid biosynthesis were significantly lower compared to 
BY-2. These findings were further validated by the total content of flavonoid and alkaloid. In 
summary, our research demonstrates NBS-1 possesses minimal nicotine content and provides 
valuable guidance for selecting appropriate chassis for specific products. In conclusion, this 
study developed NBS-1, a tobacco suspension cell chassis with excellent growth and 
transformation, high flavonoid content and minimal nicotine content, which has important 
guiding significance for the development of tobacco suspension cell chassis. 
Keywords: plant chassis; suspension cell; Nicotiana benthamiana; biomass; transient 
expression; nicotine; flavonoid 
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植物天然产物主要包括萜类、黄酮类、醌

类和生物碱类等物质，具有广泛的生理活性和

药理作用，在医疗、能源和工业领域有着广泛

的应用。天然合成具有物种特异性和时空积累

特异性等特点，导致植物天然产物在植物中含

量低，提取分离困难。这些化合物一般结构复

杂、化学合成难度大并易污染环境。基于合成

生物学技术获得植物天然产物具有成本低、周

期短、绿色可持续等优点。随着生物合成底盘

细胞种类的不断开发，人们逐渐意识到选择合

适的底盘类型往往比对底盘细胞的工程化改造

更为重要。与微生物底盘相比，高等植物具有

更加复杂精细的器官及细胞结构，在植物酶表

达及活性、合成途径适配性、产物耐受性和安

全性等方面具有独特的优势。烟草作为模式植

物，基因组学、转录组学和代谢组学的信息资

源丰富，并且具有成熟的瞬时转化和叶绿体转

化等基因工程改造技术。改造的烟草植株可用

于生产多类重组蛋白(如新冠疫苗 [1]、猪瘟 E2
疫苗、胶原蛋白、细胞生长因子)及天然产物(如
青蒿素[2]和虾青素[3])等。 

因植物具有操作周期长、难度大等特点，

获得稳定的转化株系往往需要数月甚至更长的

时间，这使得周期数天的瞬时表达体系成为植

物转化中最受欢迎和经常使用的技术。瞬时系

统中经常使用病毒功能元件甚至完整病毒，如

常用的高效瞬时过表达系统 pEAQ-HT 就包含

病毒来源的启动子、增强子和基因沉默抑制子

等。但并非所有植物细胞都对病毒易感，病毒

相关元件的有效性在植物种间差别很大。本氏

烟草(Nicotiana benthamiana)因株型、生长周期

及对植物病毒和农杆菌的易感性等特点，成为

经典的实验室模式植物材料。目前，合成生物

学中植物底盘相比微生物底盘发展缓慢，最常

用的植物底盘——烟草也存在操作周期长、改

造难度大、代谢和纯化背景复杂、烟碱毒性以

及农业放大难精准控制等问题，而烟草悬浮细

胞底盘体系可有效解决上述问题 [4]。公开报道

的烟草细胞系极少，最经典且常用的 BY-2 细胞

系(Nicotiana tabacum L. cv Bright Yellow2)是由

Kato 等[5]以普通烟草幼苗经诱导形成的愈伤组

织为材料建立的悬浮细胞系，利用 BY-2 细胞可

以合成吡啶生物碱[6]和苋红素[7]等产品。但由于

普通烟草的病毒易感性差、长期异养悬浮驯化

导致的光合自养及叶绿体功能损伤、分散度不

高导致的多细胞聚集等原因，BY-2 并不太适合

作为合成底盘进行实验改造和生产放大。所以

利用本生烟草开发底盘特性优异的悬浮细胞系

对植物合成生物学的发展具有重要意义。 
本研究选择本氏烟草开发悬浮细胞底盘系

统，在分散度、生物量和转化效率等方面与

BY-2 进行比较分析，并通过转录组学等手段，

在表达水平上系统性描述悬浮细胞的生理代谢

特征，同时结合代谢物含量检测，重点分析本

氏烟草悬浮细胞和 BY-2 在次级代谢产物合成

方面的差异性，在阐明底盘基础代谢特征的同

时，为底盘对应产品的选择提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

植物材料为本实验室保存的本氏烟草和烟

草 BY-2 细胞。供试根癌农杆菌 EHA105 菌株和

质粒 pEAQ-HT-GFP 由本实验室保存。 

1.2  方法 
1.2.1  培养基配制 

本氏烟草萌发和植株生长培养基：MS 培养

基(Murashige and Skoog, MS) 4.4 g/L，蔗糖 30 g/L；
本氏烟草愈伤组织诱导培养基：MS 4.4 g/L，  
2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 
2,4-D) 0.5 mg/L，6-苄氨基嘌呤(6-benzylaminopurine, 
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6-BA) 1.0 mg/L，蔗糖 30 g/L；本氏烟草愈伤组织

继代培养基：MS 4.4 g/L，6-BA 0.5 mg/L，萘乙

酸(1-naphthaleneacetic acid, NAA) 1.0 mg/L，蔗

糖 30 g/L；本氏烟草细胞悬浮培养基：MS 4.4 g/L，
6-BA 0.5 mg/L，NAA 1.0 mg/L，蔗糖 30 g/L；
BY-2 细胞悬浮培养基：MS 4.4 g/L，磷酸二氢

钾 0.255 g/L，肌醇 0.1 g/L，盐酸硫胺素 1 mg/L，
2,4-D 0.4 mg/L，蔗糖 30 g/L；LB 培养基：蛋白

胨 10 g/L，氯化钠 10 g/L，酵母提取物 5 g/L。植

物培养基的 pH 值为 5.8，细菌培养基的 pH 值

为 7.5，植物固体培养基加入 10 g/L 的琼脂，细

菌固体培养基加入 15 g/L 的琼脂。 
1.2.2  本氏烟草愈伤组织诱导及继代培养 

取本氏烟草种子置于 75%乙醇中消毒 1 min，

用 10%次氯酸钠消毒 10 min，再用无菌水清洗

3 次，均匀平铺到固体 MS 培养基上，待萌发长

出两片真叶后种植到玻璃培养瓶中，进行 16 h

光照和 8 h 黑暗的交替培养。随后将 1 月龄无

菌苗的地上部分分割成小组织块作为外植体，

放置在愈伤组织诱导培养基上避光培养，观察

并记录愈伤组织的生长状况。待愈伤组织形成

后，切为小块，转移到新鲜的本氏烟草继代培

养基上。每 2 周继代 1 次，直至愈伤组织颜色

变得淡黄以及质地变得疏松。 
1.2.3  烟草悬浮细胞系的建立 

选取本氏烟草色泽淡黄、生长旺盛、质地

疏松和增殖率高的新鲜愈伤组织用来获得悬浮

细胞系 NBS-1。取 0.5 g 左右愈伤组织，转移到

装有本氏烟草细胞悬浮培养液的广口三角瓶

中，置于植物振荡培养箱中，于 25 ℃、130 r/min

避光培养。继代初期，吸取混匀的细胞，用无

菌纱布过滤去除大的细胞团，再加入新鲜细胞

培养液进行继代培养。当悬浮培养体系中无大

细胞团后，每次吸取 5 mL 细胞转入装有 45 mL

新鲜培养液的 250 mL 广口三角瓶中，每 7 d 进

行继代培养(悬浮细胞与新鲜培养液按 1:10 的

体积比)，悬浮驯化培养得到生长迅速的稳定细

胞系 NBS-1 后于固体平板继代保存。取 0.5 g

固体平板保存的 NBS-1 或 BY-2 细胞置于装有

10 mL 培养液的 50 mL 广口三角瓶中，培养 3 d

后，以 1:10 的比例接种在装有 45 mL 培养液的

250 mL 广口三角瓶中，每 7 d 继代 1 次，继代

2 次后进行后续实验。 
1.2.4  烟草悬浮细胞系的形态观察和生物量测定 

使用 Olympus CX43 型光学显微镜观察

NBS-1 和 BY-2 悬浮细胞的生长状况和形态。把

继代培养 3 d 和 8 d 的 NBS-1 和 BY-2 悬浮液分

别稀释到 OD700=0.4，吸取同样体积的悬浮液制

作临时装片观测细胞，选取 3 个视野，统计视

野中细胞总数和细胞团的数量。利用细胞团数

与细胞总数的比值来反映细胞分散度情况，以

每 100 个细胞中所含细胞团的数量表示，比值

越大，表明分散度越高。并以细胞鲜重和干重

反映细胞生物量，根据细胞干重绘制 NBS-1
和 BY-2 的生长曲线，每种处理的实验测定包含

3 个生物学重复。吸取 5 mL 培养 7 d 的 NBS-1
细胞，接种到 45 mL 的新鲜培养基中，于 25 ℃、

130 r/min 摇床避光振荡培养 14 d，每隔 2 d 取

样，测定细胞鲜重和干重。吸取 2 mL 的 NBS-1
细胞，置于滤纸上，减压抽滤至恒重，称量细

胞鲜重；随后于 60 ℃干燥至恒重，称量细胞干

重，以每 mL 悬浮培养细胞液中所含的细胞重

量表示。BY-2 细胞干重和鲜重的测定方法同

上，并在同样培养天数的情况下，进行 NBS-1
和 BY-2 细胞干重的差异性分析。 
1.2.5  烟草悬浮细胞瞬时转化及转化效率统计 

采用农杆菌介导法转化烟草悬浮细胞，利

用绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)



 
 

张方晴 等 | 本氏烟草悬浮细胞 NBS-1 的创建及底盘特征分析用 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1939 

作为报告基因，计算转化效率。方法参考植株

叶背注射[8]，区别在于将含有 pEAQ-HT-GFP 表

达载体的 EHA105 农杆菌与 NBS-1 和 BY-2 细

胞分别共培养，5 d 后分别选择 3 个视野统计具

有荧光细胞的数量占视野所有细胞总数的比

例，即烟草悬浮细胞的瞬时转化效率。 
1.2.6  烟草悬浮细胞转录组测序 

选取继代培养第 8 天的 NBS-1 和 BY-2 细

胞进行转录组测序，每种处理的实验测定包含

3 个生物学重复。使用 RNAprep Pure Plant Plus

试剂盒[天根生化科技(北京)有限公司]分别从样

品中提取总 RNA，通过 Nano-300 微量分光光度

计评估 RNA 样品的浓度和纯度，使用 1% (质量

体积分数 )琼脂糖凝胶和 Agilent Bioanalyzer 

2100 system (Agilent Technologies 公司)检测

RNA 的完整性。将符合要求的 RNA 样品用干

冰送至百迈客生物技术有限公司进行 cDNA 文

库构建和 RNA 测序。文库构建采用 Illumina 的

VAHTS® Universal V8 RNA-seq 文库准备试剂

盒(南京诺唯赞生物科技有限公司)进行制备。随

后，在 Illumina NovaSeq 6000 平台(Illumina 公

司)上对 cDNA 文库进行双端测序。从得到的原

始数据中删除包含接头、ploy-N 和低质量的

reads，获得 clean reads 用于下游分析，同时计

算 clean reads 的 Q30 和 GC 含量。然后使用

HISAT2 将 NBS-1 的数据与本氏烟草参考基因

组 WebApollo LAB 3.6[9]进行比对，将 BY-2 的

数据与普通烟草参考基因组 Ntab_TN90[10]进行

比对；随后使用 StringTie[11]对比对上的 reads

进行组装，并以每千个碱基的转录每百万映射

读取的片段数(fragments per kilobase million, 

FPKM)表示样品中基因的表达量 [12] 。筛选

FPKM>1 的基因使用 BlASTX (e<10−5)比对非冗

余蛋白(non-redundant protein sequence database, 

Nr)、基因本体(gene ontology, GO)、同源蛋白质

簇 (clusters of orthologous groups of proteins, 

COG)、蛋白质序列(swiss-prot protein sequence 

database, Swiss-Prot)、真核生物蛋白相邻类的聚

簇(clusters of orthologous groups for eukaryotic 

complete genomes, KOG)、蛋白质结构域家族

(the protein family database, Pfam)、直系同源蛋

白分组比对 (evolutionary genealogy of genes: 

non-supervised orthologous groups, EggNOG)和

京都基因与基因百科全书(Kyoto encylopaedia 

of genes and genomes, KEGG)数据库，进行基因

功能注释[13]。参考文献[14]的研究方法，计算通

路的表达差异，具体公式如下： 

2 2log logi j
P a a

a P a P
E = x y ′

′∈ ∈
Δ −   

其中， i
ax 是通路 P 在 NBS-1 中的基因 a 的表达，

j
ay ′ 是通路 P 在 BY-2 中的基因 a′的表达， PEΔ 计

算了通路 P 的所有基因在 2 个材料中的表达差

别，通过进行秩和检验，得到该通路表达上升/
下降的显著性。 
1.2.7  总黄酮和总生物碱的提取和定量 

选取继代培养第 8 天的 NBS-1 和 BY-2 细

胞采用分光光度法测定 NBS-1 和 BY-2 中总黄

酮和总生物碱的含量，每种处理的实验测定包

含 3 个生物学重复。参照生物碱检测试剂盒(北
京华威锐科化工有限公司)说明书，在紫外可见

分光光度计 416 nm 处测定生物碱含量，其测定

原理是生物碱与溴甲酚绿指示剂反应，生成绿

色化合物，在 416 nm 处有最大吸收峰。首先将

1 mg/mL 东莨菪碱标准溶液稀释至 0.20、0.16、
0.12、0.080 和 0.040 mg/mL，建立了总生物碱

的标准曲线方程 y=3.83x−0.000 5 (R2=0.994)，
其中 y 指吸光度值，x 指样品中总生物碱浓度

(mg/mL)。取一定体积的悬浮培养细胞置于滤纸

上，减压抽滤至恒重，称取 0.10 g，超声破碎
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提取 60 min，12 000 r/min、25 ℃离心 10 min，
取上清，用提取液定容至 1 mL，加入显色反应

液进行吸光度测量。通过线性回归方程计算样

品中生物碱的含量。 
参照植物总黄酮含量检测试剂盒(北京华

威锐科化工有限公司)说明书，使用紫外可见分

光光度计在 510 nm 处测定总黄酮含量，其测定

原理是在碱性亚硝酸盐溶液中，总黄酮与铝离

子形成在 510 nm 处有特征吸收峰的红色络合

物。首先将 10 mg/mL 芦丁标准溶液稀释至

1.25、0.63、0.31、0.16、0.080、0.040、0.020
和 0.010 mg/mL，建立了总黄酮的标准曲线方程

y=0.830 4x–0.006 (R2=0.999)，其中 y 指吸光度

值，x 指样品中总黄酮浓度(mg/mL)。取一定体

积的悬浮培养细胞置于滤纸上，减压抽滤至恒

重，称取 0.10 g，加入 1 mL 60% (体积分数)的乙

醇，涡旋，并用超声提取法进行提取，超声功率

300 W，破碎 5 s，间歇 8 s，60 ℃提取 30 min。
12 000 r/min、25 ℃离心 10 min，取上清，用提取

液定容至 1 mL，加入显色反应液进行吸光度测量。

通过线性回归方程计算样品中总黄酮的含量。 

1.2.8  数据统计和分析 
实验数据来自于 3 次生物学重复的平均值。

采用Microsoft Excel 2010和 OriginPro 2017软件

对实验数据进行处理，使用 Students’ t 检验研究

差异的显著性，P<0.05 是有统计学意义的差异，

P<0.01 为差异极显著。 

2  结果与分析 
2.1  NBS-1 烟草悬浮细胞的分散度好 

为了开发兼具科研价值及工业化潜力的烟

草悬浮细胞底盘，选取来源于本氏烟草幼苗的

外植体置于愈伤组织诱导培养基上，2 周左右

可以观察到边缘长出愈伤组织，把愈伤组织切

成小块，放置在愈伤组织继代培养基上培养，

将经过 3 次继代培养后得到的颜色淡黄、质地

疏松的愈伤组织用于液体培养(图 1A)。初代培

养的细胞形态多样，大小不一；悬浮驯化培养

30 代以上，得到生长迅速的稳定细胞系 NBS-1，
该细胞系外观为大小均一的细颗粒状，培养基

清澈透亮，细胞色泽呈鲜艳的淡黄色(图 1B)，
在摇床悬浮培养第 10 天时 NBS-1 呈半固体状 

 

 
 
图 1  烟草悬浮细胞   A：悬浮培养第 1 天的 NBS-1. B：悬浮培养第 6 天的 NBS-1. C：悬浮培养第 10 天

的 NBS-1 
Figure 1  Tobacco suspension cell. The NBS-1 were cultured for 1 day (A), 6 days (B), and 10 days (C). 
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态，无可见液体培养基，培养物无法摇动(图 1C)。
在光学显微镜下可以观察到 NBS-1 和 BY-2 细

胞在形态和分散度方面有显著差异，NBS-1 细

胞呈球形或卵圆形，细胞核较小，在培养液中

呈现单个细胞或少数几个细胞组成的寡细胞团

状态。BY-2 细胞呈椭圆形或长圆形，细胞核清

晰，在培养液中是多个细胞的聚集状态(图 2A)。
根据细胞团数量和细胞总数的比值来评估悬浮

细胞系的分散度，结果表明，在继代培养第 3 天

和第 8 天时，NBS-1 的分散度均显著高于 BY-2，
并且随着培养时间的增加，BY-2 的分散度显著

降低，而 NBS-1 分散度的变化并未达到显著水

平(图 2B)。综上表明相较于 BY-2，NBS-1 烟草

悬浮细胞的分散度好。 

2.2  NBS-1 的生物量高 
为了进一步研究 NBS-1 的生长特性，测定

了培养 2 周内 NBS-1 和 BY-2 细胞鲜重和干重

的变化，并绘制了生长曲线(图 3)。在培养过程

中，NBS-1 和 BY-2 细胞生长量接近“S”形，细

胞干重变化趋势明显。NBS-1 在 0−4 d 细胞增

长不明显，此时为停滞期；在 4−10 d 进入对数

期，细胞分裂迅速，细胞干物质的重量急剧增

加；在 10 d 后增速减缓，进入平稳期，随后细

胞干物质的重量缓慢下降，进入衰退期。BY-2
在 0−4 d 细胞增速较慢，随后进入对数生长期，

在第 8 天开始就增速减慢，进入平稳期，继而细

胞干物质的重量下降明显。BY-2 在生长第 10 天

时达到最大生物量，细胞鲜重为 281.56 g/L，干

重为 7.40 g/L；NBS-1 在培养 12 d 时生物量最

大，鲜重是 476.39 g/L，干重是 17.18 g/L，分

别是 BY-2 的 1.69 倍和 2.32 倍。研究结果显示，

在培养周期内的第 6、8、10、12 和 14 天时，NBS-1
的细胞干重均显著高于 BY-2，表明相较于 BY-2，
NBS-1 在生物量方面更具优势。 

 

 
 
图 2  NBS-1 和 BY-2 细胞显微镜观察和分散度统计   A：细胞形态观察. B：细胞分散度统计 
Figure 2  Microscopic observation and dispersion statistics of NBS-1 and BY-2 cells. A: Cell morphologic 
observation. B: Cell dispersion statistic. The significance of differences was analyzed by t test (*: P<0.05;   
**: P<0.01); ns represents no significant difference between the two groups at 0.05 level; Error lines 
represent ±x s  errors (n=3). 
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图 3  烟草 NBS-1 和 BY-2 的生长曲线 
Figure 3  Growth curves of NBS-1 and BY-2 
suspension cell. The significance of differences was 
analyzed by t test (*: P<0.05); Error bars represent 
x ±s errors (n=3). 
 
2.3  NBS-1 的瞬时转化效率高 

作为合成天然产物的底盘，进行基因工程

改造是十分必要的，测试了常用高效的瞬时表

达载体 pEAQ-HT 在 NBS-1 和 BY-2 中的转化效

率。NBS-1 细胞在与农杆菌共培养 3 d 后即可

观察到有明显 GFP 绿色荧光的表达，GFP 在细胞

质和细胞核积累，在共培养 5 d 时具有荧光的细

胞数量最多且荧光强度最强(图 4A)。在 BY-2 中，

共培养第 3 天时未观察到明显的 GFP 荧光，仅有

极少数的 BY-2 细胞在第 4 天出现荧光(图 4A)，
随着时间的增长，具有荧光的细胞数量并没有

显著增加，荧光强度也没有明显变化。在共培

养第 5 天时统计转化效率，NBS-1 为 81.00%，

显著高于 BY-2 的 9.53% (图 4B)。 

2.4  NBS-1 和 BY-2 转录组学比较分析 
2.4.1  转录组测序和组装 

为了在基因表达水平上系统性阐述 NBS-1
和 BY-2 的生理代谢特征，选取培养第 8 天的

NBS-1 和 BY-2 细胞进行转录组测序和分析。对原

始数据质控后，NBS-1 细胞样品共获得 17.22 Gb 
clean data，每个样品的 clean data 在 5.38−6.00 Gb
之间，clean data 质量值大于或等于 30 的碱基

(Q30)所占百分比在 90.85%以上，G+C 碱基含

量介于 43.51%−43.61%之间，与参考基因组的

比对效率在 92.14%−92.27%之间；BY-2 细胞样

品共获得 18.26 Gb clean data，每个样品的 clean 
data在 5.84−6.52 Gb之间，Q30百分比在 93.47% 

 

 
 

图 4  烟草 NBS-1 和 BY-2 细胞的 GFP 转化   A：GFP 荧光观察. B：瞬时转化效率统计 
Figure 4  GFP transformation in NBS-1 and BY-2 cells. A: Fluorescence observation. B: Transient 
transformation efficiency. The significance of differences was analyzed by t test (**: P<0.01); Error lines 
represent x ±s errors (n=3). 
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以上，G+C 碱基含量介于 44.48%−44.78%之间，

与参考基因组的比对效率在 94.17%−95.06%之

间(表 1)。在 NBS-1 中，组装后得到 41 710 条

基因，其中表达量 FPKM 值大于 1 的有 26 583 条

(63.73%)，大于 10 的有 8 156 条(19.55%)。BY-2
转录组数据得到61 105条基因，其中表达量FPKM
值大于 1 的有 32 311 条(52.88%)，大于 10 的有

10 416 条(17.05%)。 
2.4.2  NBS-1 和 BY-2 的细胞组成功能组差异

显著 
GO 功能注释是对基因和蛋白功能进行限

定和描述，从而来全面描述生物体中基因和基

因产物的属性 [15]。GO 注释结果表明，NBS-1
共有 20 839 个基因被注释到 40 条功能组，其

中执行细胞组成(cellular component)的有 3 条

(图 5A)，执行生物学过程(biological process)的
有 23 条(图 5B)，执行分子功能(molecular function)
的有 14 条(图 5C)；BY-2 共有 23 433 个基因被

注释到 55 条功能组，其中执行细胞组成(cellular 
component)的有 19 条(图 5A)，执行生物学过程

(biological process)的为 21 条(图 5B)，执行分子

功能(molecular function)的有 15 条(图 5C)。
NBS-1 和 BY-2 在细胞组成部分的注释差异最

大，主要体现在功能组的数量和类别的不同：

在 NBS-1 中仅有细胞结构体(cellular anatomical 
entity) 、 细 胞 内 (intracellular) 和 蛋 白 复 合 物

(protein-containing complex) 3 条功能组；不同

于 BY-2 中的 19 条功能组，包括细胞(cell)、细

胞组分(cell part)、细胞器(organelle)、细胞膜

(membrane)、细胞膜组分(membrane part)和细胞

器组分(organelle part)等，功能组属性与数量的

不同表明 NBS-1 和 BY-2 在细胞组分层面的差

异显著，这些差异应当与 2 种细胞的种间差异

相关，还可能与 BY-2 细胞数十年继代培养而

NBS-1 仅仅经过 1 年的继代培养有关。 
2.4.3  NBS-1 的黄酮类合成通路基因高表达而

生物碱合成通路基因低表达 
以 NBS-1 和 BY-2 细胞的转录组数据比对

KEGG 数据库，尝试描述 NBS-1 和 BY-2 的代

谢特征及偏好性。NBS-1 和 BY-2 分别注释到  
9 209 个和 10 215 个基因，分布在 135 条 KEGG
通路中，其中 104 条通路与新陈代谢(metabolism)
相关。为了更好地利用烟草细胞底盘合成天然

产物，聚焦了 2 种细胞底盘的次生代谢过程，

次生代谢物生物合成通路有 23条，相比于BY-2，
NBS-1 中表达显著上调的前 6 条合成通路中有

4 条与黄酮类化合物生物合成相关，分别为黄酮及

黄酮醇(flavone and flavonol biosynthesis)、二苯 
 
表 1  转录组信息统计 
Table 1  Transcriptome information statistics 
Sample name  Clean reads  Clean bases  GC content (%) ≥Q30 (%)  Total reads  Mapped reads 
NBS-1 19 355 905 5 780 246 432 43.61 91.14 38 711 810 35 677 554 (92.16%) 
NBS-2 20 956 187 6 259 257 410 43.56 90.85 41 912 374 38 672 783 (92.27%) 
NBS-3 21 599 507 6 451 858 442 43.51 91.23 43 199 014 39 802 051 (92.14%) 
BY-2-1 21 246 203 6 333 568 486 44.78 94.34 42 492 406  40 100 733 (94.37%) 
BY-2-2 23 436 036 7 011 502 112 44.48 94.15 46 872 072 44 558 555 (95.06%) 
BY-2-3 20 975 134 6 266 812 644 44.58 93.47 41 950 268 39 505 230 (94.17%) 
Samples: Sample name; Total reads: Total number of reads; Clean reads: Counts of clean PE (pair-end) reads; Clean bases: 
Total base number of clean data; GC content: Percentage of G (guanine) and C (cytosine) in clean data; ≥Q30: Percentage of 
bases with Q-score no less than Q30; Mapped reads: Percentage of G (guanine) and C (cytosine) in clean data. 
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图 5  烟草 NBS-1 和 BY-2 细胞的 GO 功能注释分析   A：细胞组成. B：生物学过程. C：分子功能 
Figure 5  GO function annotation analysis of NBS-1 and BY-2 cells. A: Cellular component. B: Biological 
process. C: Molecular function. 
 
乙烯类(stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol 
biosynthesis)、类黄酮(flavonoid biosynthesis)和
苯丙烷类(phenylpropanoid biosynthesis)生物合

成途径。通过进一步分析总黄酮合成通路的表

达，发现 NBS-1 中总黄酮合成通路的表达同样

显著高于 BY-2 (图 6)，暗示 NBS-1 中黄酮类化

合物的生物合成途径更为活跃。 
烟碱是烟草的特征化合物，也是烟草中含

量最高的生物碱，一般占总生物碱含量的 90%
以上[16]。总生物碱的合成包括异喹啉生物碱的

生物合成(isoquinoline alkaloid biosynthesis)、托

品烷、哌啶和吡啶生物碱的生物合成(tropane, 
piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis)与吲

哚生物碱生物合成(indole alkaloid biosynthesis)，
它们在 NBS-1 中的表达均显著低于 BY-2，总生

物碱合成通路的表达同样显著低于 BY-2 (图 6)，
暗示 NBS-1 中生物碱及烟碱类化合物的合成代

谢过程显著弱于 BY-2。 

2.5  NBS-1的黄酮类化合物含量高而生物碱

含量极低 
转录组分析发现，在黄酮类化合物的合成

通路中，NBS-1 的基因表达量显著高于 BY-2，
但在生物碱合成通路中，NBS-1 的基因表达量

显著低于 BY-2。为了验证这一结果，对 NBS-1
和 BY-2 中代谢物总黄酮和总生物碱的含量进

行了定量。BY-2 细胞中的总黄酮含量低于试剂

盒的检测线，未检测到黄酮类物质；NBS-1 细

胞中总黄酮的含量为 0.11 mg/g (鲜重)，与表达

分析结果相一致(图 7A)，暗示 NBS-1 更有利于

作为黄酮类化合物合成的底盘。 
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图 6  NBS-1 和 BY-2 细胞 KEGG 通路表达热图 
Figure 6  KEGG pathway expression heat map of NBS-1 and BY-2 cells. The right ordinate represents the 
KEGG orthology (KO) number of the KEGG metabolic pathway. 
 

 
 
图 7  烟草总黄酮和总生物碱含量测定   A：NBS-1 和 BY-2 细胞总黄酮含量. B：NBS-1、BY-2、本

氏烟草叶片(Nb-Leaf)和普通烟草叶片(Nt-Leaf)的总生物碱含量 
Figure 7  Total alkaloids and total flavonoids were determined in tobacco. A: Total flavonoids in NBS-1 and 
BY-2 cells. B: Total alkaloids in NBS-1, BY-2, Nb-Leaf, and Nt-Leaf. The significance of differences was 
analyzed by t test (**: P<0.01); Error lines represent x ±s errors (n=3). 
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为了更好地掌握不同烟草底盘中烟碱的含

量，检测了 NBS-1 细胞、BY-2 细胞、普通烟草

叶片和本氏烟草叶片中总生物碱含量(图 7B)。
在本研究中，普通烟草叶片中总生物碱的含量

最高，为 2.61 mg/g (鲜重)；本氏烟草叶片次之，

为 1.10 mg/g (鲜重)；BY-2 细胞总生物碱含量显

著低于烟草叶片，为 0.13 mg/g (鲜重)；NBS-1 中

总生物碱的量仅为 0.003 4 mg/g (鲜重)，是 BY-2
细胞的 2.62%，显著低于 BY-2 细胞。综上，NBS-1
是烟碱含量极低的烟草底盘细胞。 

3  讨论与结论 
在利用合成生物学手段生产天然产物的过

程中，相比于对底盘细胞的系统性代谢改造，

针对目标产物选择合适的底盘细胞更为关键。

针对植物天然产物的生物合成，相比低等微生

物细胞底盘，植物细胞底盘具有多重优点[17-18]：

具有更为精细复杂的区室化和细胞器结构，有

助于多步复杂合成反应的发生和协调；相似的

细胞大环境和后修饰系统使得植物酶(细胞色

素 P450 酶等)表现更好；合成途径反应产物的

耐受性更好等[19]。烟草植株底盘存在种植过程

繁琐、生命周期长、代谢途径复杂和难以实现

工业化等问题，导致植物合成生物发展缓慢，

而烟草悬浮细胞底盘体系可有效解决上述问

题。易培养、分散度好、生物量高一直都是工

业底盘开发的重要标准和研究方向[20-21]。 

本研究旨在开发高生物量及分散度、易于

遗传代谢改造和工业化生产的烟草悬浮细胞底

盘。首先，本研究建立了分散性好和生物量高

的本氏烟草悬浮培养体系，更适合工业化放大

生产。在植物细胞放大生产中，良好的细胞分

散性和均一性可以减少细胞集聚体形成和细胞

黏附的发生，从而与养分物质充分混合，利于

植物细胞的实验操作和高密度培养。激素配比

是诱导愈伤组织和建立悬浮细胞系的关键因素

之一，通过选择合适配比的激素诱导本氏烟草，

并经过长时间的驯化获得分散性好、均一性好

和生长迅速的悬浮细胞系 NBS-1，其生物量高

于文献报道[22]。光照对悬浮细胞的培养、生长

状态及代谢发育具有显著影响，通常来讲避光

培养有助于植物细胞的脱分化进程，有利于建

立分散度高的悬浮细胞系，故通常避光诱导构

建烟草的悬浮细胞系[5,22]。脱分化程度高的植物

悬浮细胞系通常不具备叶片特有的完整且高效

的光合自养能力，单以细胞增殖和放大增产为

目的，异养比自养的培养方式显得更加高效，

且避光异养方式摆脱了培养过程中对光的依

赖，使反应器的开发及放大过程变得更加简单，

更有利于快速和高密度细胞培养，实现高效的

工业化放大生产。此外，有些观点认为光照会

诱导一些植物生长调节因子的降解，对细胞生

长增殖不利[23]。针对本研究开发的 NBS-1，与

避光培养相比，光照使得烟草悬浮细胞的生长

速率更慢，生物量更低。但同时也有研究表明，

一些种类的植物悬浮细胞在适当光照下比完全

避光条件下生长增殖更快，比如拟南芥悬浮细胞

的培养条件通常为全日照或者光暗交替[24]。这

也许与植物本身的光周期习性有关，长日照植

物拟南芥的生长发育等过程及相关调节因子可

能需要更多的光照调节参与，使得无光条件显

著抑制拟南芥细胞的培养，很难通过避光诱导

使细胞进一步脱分化。但短日照植物烟草在这

方面受到的影响可能较小，作为底盘使用时的

培养条件也通常是避光[21-22]。此外，光照时间

长短、光质和光强对植物悬浮细胞的生长及次

生代谢过程的影响有待进一步研究。并且代谢

产物的合成量一般与细胞的生长周期是同步

的，与 BY-2 细胞相比，本氏烟草细胞悬浮培养
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的平稳期的时间持续时间更长，这也暗示

NBS-1 在代谢物合成产量方面的优势。 
作为合成天然产物的底盘，还需要具备良

好的基因工程改造潜力，本研究发现广泛使用

的瞬时高效表达系统 pEAQ-HT，在 NBS-1 中

的转化效率远高于 BY-2，这很有可能是由于本

氏烟草和普通烟草对细菌和病毒的易感性的差

异造成。之后，利用组学分析结合实验测定发

现 NBS-1 的高黄酮类和低生物碱的代谢特性。

生物碱是烟草中的主要次生代谢物，主要包括

烟碱(nicotine)、降烟碱(nornicotine)、新烟草碱

(anatabine)等[16,25]。以尼古丁为代表的烟碱被认

为是植物界最著名的几种天然毒性物质之一，

降低烟碱合成、纯化出无毒性物质的产品是烟

草底盘开发必须要解决的问题。BY-2 被认为是

低烟碱含量的烟草细胞系[26]，而本研究诱导的

NBS-1 的烟碱含量比 BY-2 还要低很多，说明烟

碱含量方面优势明显。以黄酮类为代表的代谢

偏好性分析结果，也有助于指导 NBS-1 对应产

品的选择与合成。 
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