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精胺对霍山石斛类原球茎悬浮培养细胞生长和多糖合成的影响
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摘 要 研究了在添加外源精胺时，霍山石斛类原球茎细胞生长、多糖积累、主要营养物质消耗以及细胞内多胺含量的变化。

结果表明，#U9<<&’VR 的精胺明显促进霍山石斛类原球茎细胞的生长和多糖的合成。细胞的比生长速率从 #U#W93X > 提高到

#U#YW3X > 。培养 "#3 时，类原球茎干重达 "!UW6 ZNVR，多糖总产量为 !UW96VR ，分别是对照的 >U"! 和 >U"> 倍。添加外源精胺能

够提高内源多胺的含量，同时，蔗糖酶和硝酸还原酶等相关代谢酶的活性增强，促进了碳、氮的吸收和利用。
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霍山石斛（;%$4*(<#)= ")(&"+$%$&% I( ^( ?+G6 08
; ( P ( I.0G6）属于兰科石斛属，产于安徽霍山及邻近

地区，是名贵中草药，其含有活性多糖、生物碱等多

种化合物［>，!］，具有滋阴消热、生津益胃、润肺止咳等

功效。现代药理研究证明，石斛多糖具有增强机体

免疫功能，显著提高机体杀伤肿瘤细胞的能力［"］。

查学强等［W］观察到霍山石斛类原球茎总多糖能够显

著促进小鼠脾细胞产生干扰素 O_)L!和腹腔巨噬细

胞产生肿瘤坏死因子 ?)_L"。由于霍山石斛对生长

条件要求十分苛刻，自然繁殖能力低，生长周期长，

加上人工大量采集，野生资源已濒临灭绝。类原球

茎是霍山石斛体细胞胚，可由植株的不同部位诱导

产生，具有和植株同样的物质代谢和形态发育潜

能［Y］。探索霍山石斛类原球茎悬浮培养技术，以组



织培养物代替原药材或生产有关活性成分是解决霍

山石斛资源短缺的方法之一。

多胺 广 泛 存 在 于 各 种 植 物 中，主 要 有 腐 胺

（!"#$%&’()%）、精胺（&!%$*()%）和 亚 精 胺（&!%$*(+()%）

等。它们能够促进细胞生长、分化和增殖，延缓衰

老，参与胚胎发育等生命活动与植物的生长发育密

切相关，对细胞的生长具有重要调控作用［,］。多胺

对霍山石斛类原球茎生长和多糖合成的影响尚未见

报道。本工作研究了添加适量的外源精胺对霍山石

斛类原球茎细胞生长和多糖合成的影响以及不同生

长阶段内源多胺含量的变化，为进一步调控霍山石

斛类原球茎细胞的生长和多糖合成提供方法。

! 材料和方法

!"! 实验材料

霍山石斛类原球茎由本实验室诱导保存，在固

体 -. 培养基中继代，继代周期为 /0+，液体培养基

为改良的 -. 培养基，其中微量元素、有机元素减

半，大量元素：123/ /0**4567、-8.39·:;<3 =>?**4567
和@A@5<·<;<3 9>?**4567，1;<B39 <>?**4567，蔗糖浓度

为 /0867。

!"# 类原球茎悬浮培养条件

取生长 /0 + 的类原球茎接种于装有 ,0 *7 液体

培养基（!; 为 ?>C）的 <?0*7 三角瓶中（分别添加

0><、0>, 和 =>0**4567 的精胺，对照培养基不添加精

胺），接 种 量 为 =00867（鲜 重），置 于 摇 床 上（==0
$6*()），（<? D <）E下悬浮培养。光照周期为 =9F6+，

日光灯，光强为 C0!*456*
<·&，每隔 , 天随机取样 =

次，培养周期为 /0+。

!"$ 分析方法

培养结束后，收获类原球茎，用蒸馏水洗 < 次，

然后用滤纸吸干类原球茎表面的水分后，记为鲜重，

把收获的类原球茎置于 ,0E烘箱中烘至衡重，记为

干重。提取多糖时，把类原球茎用研钵研碎，然后加

入一定量的蒸馏水在 ?0 G ,0E水浴上提取 / 次，收

集水提液，加 H? I乙醇至 C0 I浓度过夜沉淀，最后

收集沉淀。培养基中的多糖也用醇沉方法提取，沉

淀溶于蒸馏水中用 .AJA8% 法脱蛋白，并用苯酚K硫酸

法测定多糖［:］。

多胺的测定参照刘华英等方法［C］，取 ?8（鲜重）

左右的类原球茎加入 =0*7 预冷的 ? I高氯酸（! 6
"），然后在冰浴中研磨，浸提 =F，9E=<0008 离心

<0*()。取 =*7 上 清 液 加 入 =?!7 笨 甲 酰 氯，=*7
2A3;（<*4567），充分混匀后 /: E水浴反应 /0*()，

然后 加 入 <*7 饱 和 2A@5，<*7 乙 醚，充 分 混 匀 后

/0008 离心 ?*()。收集乙醚相，然后干燥，用 / *7

甲醇溶解后过 0>9?!* 滤膜。采用 LA#%$& 高效液相

色谱仪，色谱柱为 @=C（?!*，9>? M <?0**），进样体

积为 <0!7，洗脱液为甲醇 N 水（,9 N /,）流速为 0>:
*76*()，色谱柱温度为 <?E，检测波长为 </0)*。

粗酶液的提取：准确称取类原球茎 ?8（鲜重），

加入 =0*7 预冷的酶提取缓冲液（<0**4567 ;%!%&K
2A3; 缓 冲 液，!;:>?，含 0>?**4567 巯 基 乙 醇、

<**4567 -8@5<、<>?**4567 OPP、<I（ " 6"）BQB），在

冰浴中研磨匀浆，匀浆液于 =<0008 离心 =?*()，取上

清液作为待测酶液，所有操作均在 9E下进行。蛋

白质含量用 R$A+S4$+ 法测定［H］。

蔗糖 酶（T@ /><>=><,）活 性 按 Q" 等 方 法 测

定［=0］，取待测酶液 =>?*7，加入 <0**4567 蔗糖溶液

（蔗 糖 溶 于 0>=*4567 的 磷 酸 盐 缓 冲 液，!;9>:）

0><*7，/0E下保温 =0*() 后，立即转入沸水浴 /*()
终止反应；然后加入 =>?*7 /，?K二硝基水杨酸试剂，

沸水浴 ?*()，流水冷却，在 ?90)* 处测定吸光值的

变化，空白对照不加蔗糖。酶活力单位定义：

=!8 还原糖6*8 蛋白质·*() 为 = 个酶活力单位（"）。

硝酸还原酶（T@ =>,>,>=）活性按 @F%) 等方法

测定［==］：取粗酶液 0>=*7，加入 0>=*4567 磷酸钾缓

冲液（!;:>?、含 0>0=*4567 的 123/）=>C*7 混合并于

<CE下保温 =0*()，加入 0>0?*867 2UO; 0>=*7，在

<CE反应 =?*() 后，加入 =*7 =I（! 6"）氨基苯磺

酰胺和 =*7 0>0<I（! 6"）萘基乙烯二胺水溶液终

止反应。反应混合液在 ?0008 离心 ?*()，除去悬浮

物，在 ?90)* 处测定吸光值。空白对照不加 2UO;，

而加 0>=*7 重蒸水。此反应为测定生成的亚硝酸

盐的量，酶活力单位定义：

=!*45 23<
V 6*8 蛋白质·*() 为一个酶活力单位（"）。

类原球茎生物量为每升培养基收获类原球茎的

总干重，以 8 OL67 表示，多糖总产量为每升培养基

收获的类原球茎中多糖和培养基中多糖的总提取

量，以 867 表示，类原球茎的多糖含量 W 类原球茎中

的多糖6生物量（干重）（I），类原球茎的比生长速

率! W =
#
$#
$%（+V=）（# 为生物量）。所有实验至少重

复 < 次，实验数据以平均值附标准偏差表示。

# 结果与分析

#"! 外源精胺对霍山石斛类原球茎细胞生长和多

糖合成的影响

在培养基中分别添加 0><、0>,、=>0**4567 的精

胺，结果如表 = 所示。由表 = 可知，不同浓度的精胺

均能促进霍山石斛类原球茎的生长，其中 0>,**4567
的精胺的效果最好，与对照相比，添加 0>,**4567 的
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精胺时，细胞生长较快，生物量也较大；比生长速率

从 !"!#$%& ’提高到 !"!(#%& ’，培养 )!% 时，类原球茎

干重为 )*"#+ ,-./，是对照的 ’")* 倍。添加适量的

精胺 能 够 促 进 多 糖 的 合 成，与 对 照 相 比，添 加

!"$0012./ 时，多糖的合成速度较快，细胞内和培养

基中的多糖含量以及多糖总产量都较高，培养 )!%
时，多糖总产量为 *"#$+./ 是对照的 ’")’ 倍。

表 ! 外源精胺对霍山石斛类原球茎悬浮培养细胞生长和多糖合成的影响

"#$%& ! ’((&)* +( +,* -.&/012& +2 *3& )&%% 4/+5*3 #26 .+%7-#))3#/16& -72*3&-1- 12
-,-.&2-1+2 ),%*,/&- +( ./+*+)+/08%19& $+61&- (/+0 ! : "#$%"&’(’%(
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D1A:2 412=;:>>?:67%5;
.（+./）
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;<; 外源精胺对内源多胺含量的影响

图 ’ 表示了添加精胺时，霍山石斛类原球茎细

胞内多胺含量的变化（腐胺、精胺和亚精胺）。从图

’ 可以看出，添加适量的精胺能够明显提高内源多

胺的含量，特别是内源精胺的含量增加显著，在 ’F%
左右达最大，随着培养时间的延长，细胞内源多胺的

含量开始下降。多胺在细胞内可以通过离子键和氢

键形式与生物大分子结合，并通过调节它们的生物

活性来调节细胞生长。细胞内多胺水平的高低对植

物细胞生长和培养周期有重要调节作用。3C%?: :8%
I:J7;?:8K:6［’*］在辣椒细胞培养中添加适量的腐胺提

高了细胞内源多胺的含量，并且促进了辣椒细胞的

生长和辣椒素的形成。

图 ’ 外源精胺对类原球茎内源多胺含量（腐胺（L），亚精胺（9）和精胺（@））的影响

M7+N’ OPP5>A 1P ;4560785 18 A?5 78A6:>522C2:6 412=:0785 >18A58A;（4CA65;>785（L），;45607%785（9）:8% ;4560785（@））

图 * 外源精胺对碳源（L）和氮源（9）利用的影响

M7+N* OPP5>A 1P ;4560785 18 CA727Q:A718 1P >:6R18（L）:8% 87A61+58（9）;1C6>5

;<= 精胺对碳和氮的利用影响

图 * 表示了添加精胺时，碳和氮的利用情况。

霍山石斛类原球茎在培养过程中，以蔗糖为碳源，以

硝酸钾为氮源。碳和氮是细胞生长的主要营养元

素，它们的利用程度直接影响细胞生长和产物合成。

蔗糖首先要水解为单糖才能被利用［’)］，而硝酸钾被

还原为氨态氮才能够被利用［’#］。由图 * 可知，精胺

能够影响碳、氮的利用，添加 !"$0012./ 的精胺时，

类原球茎生长快，碳和氮的吸收速率加快，且利用率

提高，培养 )!% 后，培养基中的碳和氮被耗尽；而不

H*)魏 明等：精胺对霍山石斛类原球茎悬浮培养细胞生长和多糖合成的影响



加精胺时，类原球茎生长较慢，培养 !"# 后，培养基

中仍有一部分碳和氮未被利用。

!"# 精胺对蔗糖酶和硝酸还原酶活性的影响

图 ! 表示了蔗糖酶和硝酸还原酶的活性变化。

由图 ! 可知，添加适量的精胺能够显著提高蔗糖酶

和硝酸还原酶的活性。蔗糖酶的主要作用是分解培

养基中的蔗糖，蔗糖在被细胞利用之前首先要被降

解为葡萄糖和果糖等还原糖。高的蔗糖酶活性是细

胞生长的特征之一，提高蔗糖酶的活性可以促进细

胞对碳的吸收和利用［$"］，从而促进细胞生长。硝酸

钾作为培养基中的唯一氮源，首先在硝酸还原酶的

作用下被还原为氨态氮，才能被细胞利用，硝酸还原

酶的活性影响 %&!
’ 的同化吸收［$(］。

图 ! 精胺对蔗糖酶（)）和硝酸还原酶（*）活性的影响

+,-.! /00123 40 56178,91 49 ,9:173;51（)）;9# 9,37;31 71#<23;51（*）;23,:,3,15
,9 5<56195,49 2<=3<715 40 674342478>=,?1 @4#,15 0748 ! . "#$%"&’(’%(

$ 讨论

在生物的代谢过程中，多胺能够促进细胞生长

和分化。通过调节多胺水平可以调控细胞生长，添

加外源多胺可以促进内源多胺的合成，有效提高细

胞内源多胺的含量，而内源多胺含量的增加可以促

进细胞生长和代谢产物的合成［$A］。B<715C 等在甜菜

发状根培养中添加适量的腐胺和精胺促进了发状根

的生长和甜菜碱的合成［$D］。添加适量的外源精胺，

霍山石斛类原球茎生长速度提高，生物量和多糖产

量显著增加，说明外源精胺改善了霍山石斛类原球

茎的生长状况，这种改善与内源多胺水平的升高密

切相关。多胺水平的降低可影响细胞的分裂，从而

影响细胞生长。多胺在细胞内可直接或间接参与酶

活性的调节，B<#C; ;9# E;:,5C;9?;7 在辣椒细胞培养

中添加适量的腐胺提高了内源多胺的含量和辣椒素

合成酶的活性，从而提高了辣椒素的产量［$F］。在本

工作中，添加适量的精胺可以显著提高蔗糖酶和硝

酸还原酶等与碳、氮代谢相关的酶的活性，促进了碳

和氮的同化吸收。碳和氮是植物细胞生长的主要营

养成分，它们的吸收和利用直接影响细胞的生长和

产物合成。在霍山石斛类原球茎的悬浮培养过程

中，多糖的合成不仅与类原球茎的生长有关，而且还

与细胞内的还原糖浓度有关［$G］。培养基中的碳被

吸收到细胞内，一方面供应细胞生长，另一方面用来

合成多糖，蔗糖酶活性的提高加速了蔗糖的分解，使

培养基中的还原糖浓度提高，类原球茎对碳的吸收

速度和利用程度都提高，从而促进了类原球茎的生

长和多糖的积累，所以，在霍山石斛类原球茎的悬浮

培养过程中，可以通过添加适量的多胺来调控类原

球茎的生长和多糖合成。
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叶黄素与叶酸的研究

叶黄素（S-0"+(）又名植物黄体素，分子式 I;5V65‘4，易溶于氯仿、I‘4，微溶于醇、醚，被认为是维生素的一个新品种。在复

合维生素中加入一定比例的叶黄素对人体的保健起着重要作用，特别是在抗视力疲劳方面显现出一定的功效。在人的视网

膜中除了特有的视紫红质（#/%.%!@+(）之外，还含有叶黄素，一旦缺乏叶黄素必将引起视黄斑退化，损害视力，其致病机理和缺

乏维生素 ? 引起夜盲症类似。在美国，E6 岁以上的老人视黄斑退化者占 75a以上。除此之外，叶黄素在防病、抗癌和增强免

疫力方面的作用也不可小视。它是人血液中主要类胡萝卜素之一，对直肠癌、皮肤癌等多种癌症有抑制作用，例如它可保护

皮肤不受紫外线照射的损伤，能大大减少皮肤癌的发生率，机体免疫力增强了。在膳食中摄入叶黄素不仅可以抑制肿瘤，还

能预防肿瘤的发生。叶黄素还有利于预防心血管病的发生，延缓早期动脉硬化。这些充分显示了叶黄素对人体保健方面的

重要价值。在我国，叶黄素的生产已实现商品化，出口到美国、韩国、日本以及南美和欧洲等国家，每公斤 745 元人民币（粗品，

叶黄素酯），纯化加工的叶黄素（含量 FFa）在国际上的售价为 4555 美元b公斤。目前我国年产叶黄素只有 655 吨，已供食品、

饲料添加剂之用。强化这方面的研究与开发还是有潜力的。除了从万寿菊（干花）中提取叶黄素之外，也可以利用某些光合

（作用）微藻来生产叶黄素。如从小球藻（=5’"$1’’& @!3）中提取叶黄素，是很有开发前景的，其中 = 3 E".,%+,1%2,2、= 3 0#’+&$,2、= 3
:$".".51-",812 这些藻种是生产叶黄素的有效选择。培养 94/ 后，从培养液中提取叶黄素，其质量浓度为 79<89&1bS；延长培养时

间到 454 小时，叶黄素达到最高值（DE<6E&1bS）。还有另一种微藻 ?#$,1’’":2,2 @!3也可用于生产叶黄素，从其培养液中提取叶黄

素质量浓度达 86&1bS。这仅是从微藻中提取叶黄素的几个实例。在自然界有丰富微藻资源，据统计有 85 多万种，而目前用于

叶黄素开发的仅 75 多种，这些微藻成了研发叶黄素的资源宝库。其关键在于从这些光合微藻中选育出更为有效生产叶黄素

的品系，这还有待于进一步的实验研究，此其一；其次，采用现代生物技术途径有可能进一步提高叶黄素的生产能力或产率，

也需要做进一步的探究。

至于叶酸（$*%*+) ’)+.）及其应用研究则较为成熟。它属于水溶性维生素，有不同的名称如维生素 =9、维生素 =77、维生素 >
等，它的功能与保健作用也已引起较为普遍的关注。不仅是孕妇，还涉及心脏病、贫血等诸多患者之所需；同时它在提高记忆

力、改善精神状态、促进思维、改善大脑血液流动等方面亦有重要作用。另外，据调查，中国人叶酸水平较为低下，可能与膳食

中缺少叶酸有关，那些患有心脑血管病、肿瘤及癌前病变细胞异常增殖等的病人血清中叶酸水平明显低于正常人群，同国外

的报道相吻合，这显然同膳食结构有一定关联。从分子水平而言，叶酸是一种对 ZL?、JL? 合成与基因表达进行调控的营养

因子，对于人体细胞的生长、发育及功能至关重要，由于人体自身不能合成叶酸，因此从体外索取是必需的。除绿叶蔬菜、肝

脏等食物之外，将源于某些微生物生产的叶酸产品作为补充也是重要的。如某些双岐杆菌（4,(,8"D&-.1$,#6 ,%(&%.,2）能较大量地

产生叶酸，并分泌于胞外，为收获叶酸产品创造了方便有利的条件；还发现一种青霉菌如 ;1%,-,’,#6 616D$&%1B (&-,1%2 也具有生

产叶酸的能力；某些酵母菌生产叶酸也具有较大优势。这为发酵法生物合成叶酸实现产业化开辟了重要途径。

总之，不论叶黄素或是叶酸均系功能性较强的维生素类产品，为机体所必需且具有重要的保健功能，二者都能用不同的

微生物途径（如小球藻、酵母及双岐杆菌等）进行规模生产，这将为它们的产品产业化、商品化开辟新径。

（柯 为）

788魏 明等：精胺对霍山石斛类原球茎悬浮培养细胞生长和多糖合成的影响




