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长春花细胞组织培养的影响因素 
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[摘 要]长春花为重要的抗癌药用植物，综述了长春花细胞组织培养中的一些影响其生物量及药用生物碱产量的因素。 
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长春花[(Catharanthus roseus(L．)G．Don)] 

又名雁来红、日日新、四时春、山矾花、五瓣莲、夹竹桃 

科(Apocynaceae)，长春花属植物。原产南亚、非洲东 

部及美洲热带。我国南方有部分野生，在广东、广西及 

江 南 各地 均 有 栽 培 [1]。长 春 花 含有 长 春 碱 

(vinblastine)、长春新碱 (vindristine)、阿玛碱 

(ajmai i—cine)、蛇根碱 (serpentine)、文朵灵碱 

(vindol ine)、洛克定碱、洛克辛碱等 100多种吲哚生 

物碱，多数具有生物活性 。其中长春碱和长春新碱 

为目前应用最广泛的天然植物抗肿瘤药物成分，可用 

于治疗何杰金氏病、恶性淋巴肿瘤、急性淋巴细胞白 

血病、绒毛上皮细胞癌等疾病，其硫酸盐已广泛用于 

临床[3]。但植物体中长春碱和长春新碱的含量极其微 

小，仅为百分之几至十万分之几，化学合成和半合成 

也不太理想[43，因此这两种化合物的价格十分昂贵。 

通过长春花的组织培养、细胞培养等的一系列工作来 

获取有效成分，才能更好地研究与开发长春花的药用 

价值和市场价值。 

1 外植体选择 

张秀省[6]等的研究表明长春花不同器官中吲哚 

生物碱的含量不同，因此用 同器官作为外植体培养 

出的愈伤组织的生物碱的含量也有明显的差异，子房 

愈伤组织阿玛碱的含量约为叶愈伤组织的2．7倍，但 

生长缓慢，并积累更多的生物碱。郑宗坤等啪在长春 

花组织培养条件最优化的实验中得出，以长春花的叶 

柄为外植体诱导率最高，嫩叶次之，而嫩茎和嫩根最 
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差，不能作为诱导培养的最佳外植体。 

2 细胞生长状况及药用生物碱成分含量的影响因素 

2．1 植物生长调节物质 

孙敏等Is]的实验结果表明较高浓度的 2，4_D易 

使外植体严重褐化死亡；使用较低浓度的2，4_D虽然 

可以获得疏松状愈伤组织，但是生长缓慢，而且培养 
一

段时间后会褐化死亡：单独使用NAA诱导愈伤组 

织，诱导出的愈伤组织结构致密，颜色偏黄，生长缓 

慢：加入适量的zT可以减轻褐化程度。同一实验中发 

现6一BA、NAA和蔗糖这3个因子对长春花丛生芽诱导 

的影响都极为显著，但影响程度的大小有较大差异， 

对长春花丛生芽诱导的作用大小顺序依次为蔗糖、 

6一BA、NAA。过高或过低的NAA和 IBA的浓度均不利于 

长春花丛生芽的生根，蔗糖浓度的高低也是影响丛生 

芽生根的重要因子，蔗糖浓度过高或过低对芽的生根 

均不利。郭胜娟嘲在长春花的细胞培养与组织快繁的 

实验中得出不同种类、不同浓度的植物生长调节物质 

具有不同的诱导和生长效应：单独使用 NAA浓度为 

2．0 mg／L时诱导率最高，生长势亦较好，而单独使用 

2，3一D或 6一BA效果都不理想，单独使用 KT时，各浓 

度下均无愈伤组织产生 。在使用组合激素 NAA 

0．5 mg／L+2，4一D 0．5 mg／L+6一BA 2．0 mg／L时诱 

导率及及生长势均最佳，此时的愈伤组织是用作细胞 

培养的最佳材料。 

张向飞[j明等的研究表明 1 g／L的乙烯利最有利 

于长春质碱和阿玛碱的积累：不同浓度ASA对吲哚总 

碱产量影响不大，但 1 mg／L ASA有利于阿玛碱积累， 

而 2 mg／L ASA使长春质碱含量增加70％。这可能是 

由于不同浓度 ASA引起不同吲哚尘物碱之间的相互 

转化所致。而且外源ABA、乙烯利和 ASA对长春花细 

胞的生物量影响不大，但吲哚总碱及其中阿玛碱和长 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 6期 谢凝子等：长春花细胞组织培养的影响因素 -29· 

春质碱含量均有明显提高。2，4一D的存在对吲哚总碱 

的积累有一定的抑制作用，随 2，4一D浓度的增加而加 

强。NAA和 IAA的共同作用有利于吲哚总碱的积累。 

金屹等[-D则认为在生长阶段采用加2，4-D的培养基， 

在产碱时采用加NAA的培养基，可以利于次级代谢物 

的产生。 

2．2 光照条件 

郑珍贵等C-2]的实验结果表明，24 h光照和黑暗 

细胞生长相似，生物量均在 10~12 d时达到最大值， 

在之后的下降过程中，黑暗培养细胞生长速度下降较 

24 h光照迅速。而 12 h光照的细胞生长非常缓慢。 

而阿玛碱含量则黑暗培养优于光照。光照时间对阿玛 

碱的释放没有显著影响。红光下细胞的生物量较蓝光 

下低。元英进等[-3]的实验以白光为基准，得出蓝光对 

细胞生长和生物碱积累均有促进作用，红光、黄光影 

响程度在白光之下，绿光有抑制作用。郭胜娟等C-劬认 

为黑暗条件下长春花的生物总碱量较光照下产量稍 

高。 

2．3 前体物的加入 

适度添加生物合成中的前体物质可以提高次生 

代谢物的产量。Whitme等 [-明将裂环马钱子苷 

(secologanin)添加到带有 STR C DNA的转基因细 

胞系 S 10的培养物中，在低 TDC情况下，色胺合成 

速率高，只要有少量色胺存在即可提高裂环马钱子苷 

合成速率。色胺促进吲哚碱的合成，前体物质供应不 

足影响STR的催化作用。 

2．4 气体条件 

溶解氧浓度 (D0)与生物碱产率关系十分密切。 

Schlatmann等“蝴在 15 L搅拌式反应器中高密度培 

养长春花细胞时，发现当D0小于 29％时，阿玛碱产率 

小于 0．06 L／mol(g·d)，DO大于 43％时，阿玛碱产率 

恒为 0．2 L／mol(g·d)，而当D0存29％与 43％之间时， 

D0与阿吗碱产量显著相关。郑珍贵等[-羽认为氧可能 

是直接作为这类生物碱合成中的底物而不是通过影 

响基础代谢或调节有关酶的活性来促进它们的合成。 

长春花在溶氧低于 15％条件下，阿玛碱合成被抑制， 

升高溶氧至某一浓度，阿玛碱迅速大量合成；降低溶 

氧浓度，阿玛碱合成又停止，而合成阿玛碱的有关酶 

的活性在不同氧浓度时区别不大_i9]。 

C0 对长春花阿玛碱产量影响不大，但去除C0。 

导致阿玛碱大量分泌到胞外，可能是由于 C0 对培养 

液pH的降低的结果。而乙烯的加入和除去对长春花 

细胞的阿玛碱影响不大 。 

2．5 诱变的影响 

孙敏等网利用化学诱变剂EMS和秋水仙碱诱变 

的叶愈伤组织，由于细胞的遗传物质发生了不同程度 

的变化，代谢旺盛，细胞生长速度和吲哚生物碱积累 

方面也发生了较大的变化，EMS诱变的愈伤组织生长 

快，而且吲哚总碱含量最高，秋水仙碱诱变的愈伤组 

织长春质碱含量最高，约为叶愈伤组织的8倍之多， 

无疑化学诱变的愈伤组织是进行长春花细胞培养比 

较理想的材料。植物组织细胞培养技术与化学诱变相 

结合的立体诱变效果好。金屹等 目的实验表明诱变也 

能使长春质碱产量提高，他们以半致死量 40 S紫外 

线照射为诱变剂量，以盐酸色氨酸乙酯盐(TEm作为 

选择压，效果较好，且未引起培养物和培养基的褐变 

反应，与真菌诱发剂对愈伤组织的作用有所不同，因 

而也不存在褐变反应和生物碱积累的关系。和原株相 

比，突变株积累长春质的时间有所提前，在整个培养 

周期中长春质的积累也是逐步增加的。孙敏等胁 采用 

A 和 R。。。。两种发根农杆菌菌株分别感染长春花的愈 

伤组织、真叶叶片、叶柄及根，诱导出毛状根。其结果 

为A 转化频率高于 R。。。。，真叶叶片转化频率最高，最 

佳预培养时间为2～3 d；最佳共培养时间 2～3 d；以 

100 mg／mL的As同时加入共培养基中转化频率高达 

86．25％。不同种类的培养基以及碳源、氮源对毛状根 

生长也有较大的影响。张向飞等 采用分别来源于镰 

刀菌 Fusariumsolani和黑曲霉 Aspergillumniger 

的真菌诱导子(fungal el ici tors)对长春花愈伤组 

织诱导后，检测其中吲哚生物碱积累的影响。结果表 

明两种真菌诱导子对吲哚总碱及其中阿玛碱和长春 

质碱的积累均有显著的正向调节作用，真菌诱导子最 

佳处理时间为 16 h，可使其含量比对照增加近3倍。 

3 展 望 

自发现长春花中所含的多种次生代谢产物的药 

效以来，越来越多的入对它的研究产生兴趣。目前利 

用生物技术在改良长春花品质、提高生物碱含量等方 

面已取得了一些成绩，但细胞培养单位产出成本高， 

高密度培养时生物碱含量降低，利用遗传转化技术获 

得的转化体中尚未得到可用于工业化生产的高产株 

系。随着培养技术的不断改进和设计出更合理的反应 

器，以及将控制长春碱、长春新碱和其前体物质文朵 

灵合成的关键酶基因克隆出来并转化成功，利用生物 

技术获得高含量抗癌生物碱的优良变异克隆，长春花 

抗癌生物碱的工业化生产和产业化开发将会成为现 

实。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


·30- 河 北 化 工 第6期 

[参 考 文 献] 

[1]陈俊愉，程绪珂．中国花经[蝴．上海：上海文化出版社．1990，484． 

[2】高正航，李卫东．长春花生物碱类药物概述研究Ⅲ ．贵州农业科学， 

2005,33(6)：94—96． 

[3]卢 懿，侯世祥，等．长春花抗癌成分长春新碱研究进展[J]．中国中 

药杂志，2003。28(11)：1 006-1 009． 

[4]李晓蕾，任其龙，等．抗肿瘤药长春碱的提取纯化与分析方法研究概 

况[J]．中国医药工业杂志，2004．35(4)：247-250． 

[5]张秀省，张荣涛，等．长春花不同愈伤组织中吲哚生物碱积累的比较 

研究[J]．中国中药杂志．2005．30(12)：938-941． 

[6]孙 敏，伍春莲，等．多因子正交试验对长春花立体培养条件的筛选 

[J]．西南师范大学学报(自然科学版)，2002。27(2)：202—205． 

[7]郑宗坤，程学俊．长春花组织培养条件的最优化 L丁]．生物技术， 

2001，ll(6)：l1一l4． 

[8]张向飞，张秀省，等．植物生长调节物质对长春花细胞中吲哚生物碱 

积累的影响[J]．植物生理学通讯。2004．40(3)：303—304． 

[9]郭胜娟．长春花细胞培养与快速繁殖的初步研究[D]．华中农业大 

学：中国优秀硕士学位论文．2004．5． 

[1O]张向飞．张荣涛，等．不同因子对长春花愈伤组织中药用成分积累 

的影响[J]．中国药学杂志。2004，39(11)：817—819． 

[11]金 屹，陶文沂．长春花愈伤组织的诱变和长春质的增产[J]．无 

锡轻工大学学报，1997，2(6)：32-36． 

[12]郑珍贵．缪 红，等．环境和环境因子对长春花激素自养型细胞生 

长和阿玛碱生成的影响口]．植物学报。1999．41(2)：184—189． 

[13]元英进。胡宗定．光强和单色光对长春花愈伤组织培养的影响 

[J]．植物生理学通讯．1993。29(6)：471—473． 

[14]郭胜娟．刘树楠，等．黑暗和光照对长春花培养细胞生长和生理生 

化特性的影响[J]．武汉植物学研究，2004。22(2)：136-139． 

[15]Whitme Srape，Camilo Canel， Didier Hallard。 et a1． 

Influence of precursor availability on alkaloid 

accumulat ion by transgenic cel l l ine of Catharanthus 

roseus．[J]．Plant Physiology(Rockvi11e)，1998，116(2)： 

853-857． 

[16]Schlatmann J E，Koolhasas C A，Vinke J L，et a1．The 

role of glucose in ajamal ic ine product ion by 

Catharanthus roseus cell cultures 【J]． Biotechnol 

Bioeng。199 5-47(5)：525—534． 

[17]郑珍贵，刘 涤．胡之壁．长春花细胞大规模培养生产生物碱的研 

究现状[J]．国外医药(植物药分册)。1996,II(5)：204-208． 

[18]Lechie F，Scragg A}L An investigation into the role of 

initial KLa on the growth and alkaloid accumulation by 

cultures of Catharanthus roseus 【J]． Biotechnol 

Bioeng，1991．37，364—370． 

[19]Schlatmann J EJ Fonck E’TenHoopen H J G。et a1．The 

negligible role of carbondioxide and ethylene in 

ajmalicine production by Catharanthus roseus 

cellsus—pensions[J]．Plant Cell Rep．，1994，14，157—160． 

[2O]孙 敏．汪 洪，等．长春花转化毛状根诱导及培养条件的优化 

[J]．西南师范大学学报(自然科学版)。2002，127(4)，549—552． 

[21]张向飞。张荣涛．等．真菌诱导子对长春花愈伤组织中吲哚生物碱 

积累的影响[J]．中草药。2004，25(2)：201-204． 

Research Advances in Cell and Tissue Culture of Catharanthus roseus(L．)G．Don 
XIE Ning—zil，w乙Shuang—taol，@IU Gan ．ZHU Hui2 

(1．Research Institute of Environmental Chemistry and TechnoIogy，Hanshan Normal University。Chaozhou 521041。China： 

2．Department of Bi01ogy。Hanshan Normal University，Chaozhou 521041，China) 

Abstract：Cathatanthus roseus is one of the important medicinal plants that applled in cancer cure． Research on the 

ce11 and tissue cul!ure of Catharanthus roseus and the factors impact on the biomass and the alkaloid contents are intro— 

duced． 
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