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小麦胚芽愈伤组织培养条件对维生素 E积累的影响 

张 恒 

(淮阴工学院生物工程与化学工程系，江苏淮安 223001) 

摘要：本研究通过优化小麦胚芽愈伤组织培养条件，建立了合适的小麦胚芽细胞悬浮培养体系。选用 、 

N 和sH作为诱导培养基，采用液体悬浮培养，通过正交试验优选法确定最适培养条件。以次生代谢产物维生素 

E积累最多为目标，考察培养基、温度以及pH值的影响。结果表明，小麦胚芽在 培养基中，于pH值5．0、25℃ 

条件下培养 144 h，能有效诱导愈伤组织，且目标产物维生紊E积累最多。 
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维生素E即生育酚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及其自由基，从 

而维护细胞的完整和功能，有一定的抗衰老作用。 

维生素E有 、B、 8 4种异构体，主要存在于植物 

油中。其中以 型的生理功效最高，B、 型的效价 

仅为 型的50％，8型的功效约为 型的1％【l叫J。 

天然存在的生育酚是 d构型，而化学合成的为dl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。Furuya等 和甘烦远等 从红花花蕾的愈 

伤组织中分离到了生育酚，并且主要是 型，说明 

通过细胞培养来生产大量高活性的生育酚是可行 

的。常见植物特别是大田粮食植物，以小麦胚芽中 

维生素E含量最高  ̈J，但利用小麦胚芽细胞建立 
一 个适合天然 一维生素E的生产体系鲜见报道。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

于无菌条件下从小麦中解剖得到小麦胚芽。 

1．2 仪器 

HH一6数显恒温水浴锅(金坛市富华电器有限 

公司)，KYC一111摇床(上海福玛实验设备有限公 

司)，8O一2离心机(上海手术器械厂)，SHB一111循 
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环水式多用真空泵(郑州市华科仪器厂)，LDZX自 

动立式电热压力蒸汽灭菌器(上海申安医疗器械 

厂)，YS100电子显微 镜 (飞宏 电子 有限公 司)， 

FA2004上皿电子天平(上海精科天平厂)。 

1．3 外植体的选择 

小麦用清水洗净，于2％的次氯酸钠中浸泡 1O 

min，无菌水冲洗4～5遍，置于70％酒精中浸泡 1— 

2 min，无菌水冲洗4—5遍，最后再放到无菌水中浸 

泡10 h。将镊子与刀片消毒，无菌室内操作，取出小 

麦胚芽，放入培养基中诱导愈伤组织。 

1．4 培养基及培养条件 

选用B 、N 和 SH作为诱导培养基，采用液体 

悬浮培养，通过正交试验优选法确定最适培养条件， 

见表 1。 
裹 1 正交试验因素与水平 

1．5 维生素 E的含量测定 

紫外分光光度法  ̈⋯测定：用无水乙醇溶解维 

生素 E标准品，定容；以无水乙醇作空白对照，于 

284 nm处制作标准曲线；小麦胚芽研磨，无水乙醇 

抽提维生素E，过滤；滤液于284 nm处测定吸光度， 

根据标准曲线求得样品维生索 E含量。 

2 结果与分析 

2．1 维生素E标准曲线方程 

以标准维生素 E浓度( g／IIl1)为横坐标、284 

nm波长吸光度为纵坐标作图，依据线性回归原 
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理l9 ，求得回归方程为 Y=0．05X一0．006 8(R = 

O．998，P<O．01)。 

2．2 小麦胚芽培养时间与维生素E积累 

选择B 培养基在27℃条件下连续培养，据资 

料报道[1 ，小麦成熟胚芽培养7 d后愈伤组织开始 

分化。自培养96 h起维生素E含量变化见图1。 
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田 1 小麦胚芽培养时间和维生素 E增长率的关系 

结果显示，随培养时间延长，小麦芽胚维生素E 

增长率迅速增加，140 h达到高峰，此后缓慢下降， 

170 h起趋于稳定。次生代谢产物维生素 E的积累 

过程与细胞生长过程相似，经历了对新环境的适应、 

迅速增长、趋于稳定等生化过程，分别相对于细胞生 

长延迟期、对数生长期、静止期和衰亡期 ]。因 

此，维生素E分离的最佳时段可以选择在 140 h左 

右的静止稳定期。 

2．3 小麦胚芽培养时间与愈伤组织特征 

在一定条件下离体的外植体可以形成愈伤组 

织，其形成过程是细胞的脱分化过程。一般认为诱 

发愈伤组织成败的关键在于培养条件。外植体上损 

伤的细胞能释放一种自溶产物，对诱导细胞的分裂 

起着重要作用。松脆的愈伤组织是进行悬浮培养最 

为合适的材料，经机械振荡容易分散成单细胞和小 

细胞团。应选择生长旺盛且结构疏松的愈伤组织作 

为继代培养的种子。愈伤组织能否成功诱导，在植 

物细胞培养中占据重要地位。小麦胚芽作为外植体 

诱导愈伤组织，随时问变化其愈伤组织也发生改变。 

在B，培养基于29℃振荡培养，愈伤组织的特征变 

化见表2。培养144 h时，愈伤组织的外观及显微结 

构见图2。 

衰2 小麦胚芽培养时间和愈伤组织的特征变化 

培养时间(d) 小麦胚芽愈伤组织特征 

2 大部分被淹没在培养基中，小麦胚芽的颜色为白色 

培养基中的小麦胚芽为黄色。有少量白色组织分散 

在培养基中 

培养基中的小麦胚芽为黄色，白色组织大量积累在 
培养基中 

愈伤 愈伤组织 愈伤组织 

组织外观 细胞结构 纤维结构 

图2 小麦胚芽愈伤组织的外观及其在显徽镜 
(40xl0)下的细胞结构 

2．4 培养条件优化 

由于单从愈伤组织外观无法准确判断次生代谢 

目标产物产量高低，为了考察不同培养条件下小麦 

胚芽愈伤组织与目标产物的关系，按照正交表 L9 

(3 )组合，以维生素E增长率最高为目标考察各因 

素的影响，试验结果见表3。 

衰 3 正交试验结果及分析 

试验号 
因 紊 维生索 E含量 

增长率(％) 

21．87 

33．61 

88．2O 

kl 7．290 

k2 11．20 

k3 29．40 

22．1l 

52．70 

45．48 

45．5O 

17．57 

15．16 

l5．17 

2．41 

12．31 

4．99 

4．57 

l6．55 

8．54 

8．52 

32．39 

31．87 

23．94 

在3个被考察因素中，培养基种类(A)对考核 

指标影响最大，pH值(B)次之，培养温度(C)影响 

最小，最优水平组合为A，B C ，即小麦胚芽在B 培 

养基中于pH值5．0、25 oC条件下培养144 h。最适 

条件下的验证试验结果(表4)与正交试验结果一 

表4 A3BICl组台验证试验结果 

薰复 维生索E增长率(％) 

I 

Ⅱ 

Ⅲ 

平均值 

33．65 

34．16 

33．27 

33．27 

柏 ∞ 掩 l 2 3 ． _ _ ． ． _( " ∞ 
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致，该条件适合小麦胚芽细胞培养。经继代培养及 

再次优化，维生素E的积累将进一步提高。 

2．5 被考察因素与维生素E积累 

2．5．1 培养基种类 培养基的营养组成是影响细 

胞成长和产物合成的主要因素之一。试验中选用 

N 、B 、SH 3种培养基，对小麦胚芽愈伤组织培养过 

程中培养基组成与维生索E含量关系进行考察，以 

确定最适培养基。由正交试验结果可知，培养基的 

种类与组成对维生素E含量影响较大。3种培养基 

中维生素E含量大小依次为：B5>SH>N ，且 B5培 

养基中维生素E含量明显大于其他培养基，说明该 

培养基适合于小麦胚芽愈伤组织生长及维生素 E 

积累，而N6培养基维生素 E含量最小，这可能是由 

B 培养基中铵盐含量较少所致  ̈” 。培养基各组 

分含量变化对维生素 E积累的影响有待进一步 

探讨。 

2．5．2 pH值 维生素 E具有酚型结构  ̈J，其类 

型很多，但各同系物都由6一羟色环及支链组成，是 

苯并二氢吡喃的衍生物。苯并吡喃环6号位上的羟 

基很易失去氢原子形成酚自由基，进而转变为醌，因 

此维生素 E在酸性环境下较稳定。同时植物细胞 

适宜的生长环境也是偏酸性，因此培养基的pH值 

应在酸性范围内。试验条件下以 pH值 5．0左右最 

适宜。酸度过大会影响酶活性，使细胞代谢及次生 

代谢产物的合成速度降低，还可能使一部分组织 

受损。 

2．5．3 温度 离体培养条件下，培养温度与植物细 

胞的脱分化、细胞分裂和再分化有着密切联 

系 14．15]。温度低于15 cc或高于35 cc对植物细胞 

的分裂、分化十分不利，通常控制在20—35 cc。温 

度过低则愈伤组织生长缓慢，颜色较浅；过高则愈伤 

组织生长较快，但颜色较深。25～29 cc范围内，温 

度对其影响不显著，且25 cc时维生素E积累最多。 

3 结论 

随着小麦胚芽愈伤组织培养时间的延长，次生 

代谢产物维生素E积累迅速增加，140 h左右达到 

高峰，此后缓慢下降。维生素E的积累经历了对新 

环境的适应、迅速增长、趋于稳定等生化过程。 

小麦胚芽愈伤组织最佳培养条件为：B 培养 

基，pH值5．0，25℃，培养140 h左右，维生素 E增 

长率 30％以上。 

小麦胚芽作为外植体诱导愈伤组织，随时间变 

化其愈伤组织也发生改变，培养8 d，愈伤组织积累 

达到高峰。 
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