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根癌 农杆菌对云南红 豆丰乏

原生质体的转化
口 罗建平 姜绍通 潘丽军

合肥工业大学生物与食品工程学院 合肥 《 托

提 要 本文介绍 了根癌农杆 菌 一 对云 南红豆衫原 生质体 的转化
,

分析 了转化 系的 紫衫醉

合成能力
。

实验 以 生 长 的云 南红豆杉幼 茎诱导的 淡黄 色愈伤 组织 为材料
,

经酶解可分 离出大量

有活 力 的原 生质体
。

在 由 无机盐
、

有机成分
、

以
, 一 、

酬 和 几果

糖组成的培养基 中培养 周后
,

原 生质体再生 细胞持续分裂形成 细胞 团
。

根癌农杆菌对原 生质体 的转

化能力与原 生质体 生 长状 态及菌株相 关
。

虽 然 刚分 离的或 已 再 生 细胞壁 的 原 生质体 不 能被根癌农杆

菌转化
,

但 由 个 以上细胞组成 的原生质体克隆和根癌农杆菌 菌株共培养后 可 实现 一 转化
,

高压纸 电泳检测 转化 系具有冠痊碱的合成
,

转化 率约 为
。

证 实转化 系具有合成 紫衫醇的 能

力
,

但不 同转化 系中紫杉醇含量 变异很大
,

最高含量为
,

是对照愈伤组织 的 倍
,

表明 一

的插入改 变 了培养细胞对紫衫醇的合成
。

获得 的 高产转化 系细胞 生 长 比时照低
,

但继代培养中其生

长和 紫衫醉积 累基本保持稳定
。

尽管转化 系合成紫彩醇能力远 未达到 商业化 生产的要求
,

但研究通

过 一 对原 生质体的转化 而 实现插入诱 变
,

可 以 为 分 离高产紫衫醇优 良细胞 系提供单细胞 筛选 系

统
。

关键词 云 南红豆衫 原 生质体 根癌农杆菌 转化 紫杉醇

紫杉 醇 只配 是 一 种

新 型 的抗肿瘤药物
,

近年研究还

证明对类风湿关节炎
、

早脑痴呆

和先天性多囊肾病等有疗效
,

市

场需求量很大
。

目前紫杉醇主要

是从红豆杉属植物中提取分离的
,

资源 十分有 限
。

虽 然化学法可 以

合成紫杉醇
,

但 因紫杉醇结构复

杂
,

工业化全合成无法实现
,

半

化学法合成需要 的前体依然受到

野生资源少 的限制
。

植物培养细

胞可 能是寻求紫杉醇药源 的一条

重要途径
。

迄今
,

已由 多种红

豆杉属植物进行过细胞培养
,

在

培养细胞生产紫杉醇研究方面取
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得 了很大进展 , 。

但培养细胞生长

速率慢
、

紫杉 醇积累水平低 大 大

限制 了培养细胞规模化生产紫杉

醇的进程
。

解决这个 问题 的措施

之一是利用培养细胞 的变异筛选

高产 的优 良细胞系
。

在 红 豆杉 细

胞 培养 中
,

除 自然变异外
,

常用

物理或化学方法处理细胞
,

增加

变异频率
,

提高筛选效率
,

尚未

见用 分子 直接插人诱变后分

离高产细胞 系 的工作
。

已报道 的

筛选方法多是 在组织 或细胞 团水

平上进行
,

与原 生质体筛选体系

相 比
,

不易获得单细胞起源 的细

胞 系
。

本文将介绍 根癌农杆菌

对 云 南红 豆 杉 不跳。 少 一

瓜 原生 质体 的遗 传转 化
,

并对原 生质体转化 系 的紫杉醇合

成能力进行初步分析
,

为高产 紫

杉醇优 良细胞 系 的分离 提供 了单

细胞起源 的 一 分子插人诱变

的筛选体系
。

长 旺盛 的疏松淡 黄色愈伤组 织 置

于 酶溶液 中
,

在 士 ℃
、

黑

暗 中消化
。

酶 溶 液 为 含

八 纤 维 素 酶
、

果 胶 酶
、

八 和 甘 露 醇 的

溶液 网 。

游离 出的原生质体

经 林 孔径的不锈钢筛过滤
、

离心 和 的蔗糖溶

液纯化后
,

用 原生 质体培养基洗

涤 次
。

原生质体活力按双醋酸醋

染 色法检测
,

原生质体产率 个

愈伤组织 为 次单独分离获得

的有 活 力原 生 质 体数 的 平 均 值
,

每次分离的原生质体 至少检察

个视野
。

原 生质体用 浅层 液体培

养基
、

黑 暗
、 士 ℃下 培养

。

培

养基 由 培养基无机盐分
、

培

养基有机成分组成
,

附加
, 一 、

和
·

果 糖
, 。

培 养 过程 中

每 用 含 果糖的原生质 体

培养基降低渗透压 次
。

培养 周

的原生质 体克隆用 于转化
。

植板

率 以培养 周形成 的细胞克

隆数 全 个细 胞 占植板 的原

生 质体总数 的百分 比表示
,

每个

培养处理至少 次重复
。

转化 过夜培养的菌液和原

生质体克隆悬 浮在新鲜 原 生质体

培养基中
,

附加 卜 乙酞丁香

酮
,

共培养 后
,

原 生 质体克

隆经过滤
、

洗涤后转到含

头抱霉素的无激素固体 培养基

蔗糖被果糖代替 中培养增值
,

每 周转移 次
,

至完全 脱菌后转

移到不含头抱霉素的 培养 中继

代培养
。

表 云南红豆杉原生质体愈伤组织生

长对原生质体分离和培养的影响

生 长 时 间 原 生质体产率
火

植板率

一

冠痪碱合成酶 活性 的检测

转化 的细胞 克隆在附加

精氨酸 的 培 养基 上 预 培养

后
,

用 乙 醇提取冠瘦碱
。

按

的纸 电泳一荧光显 色法 检测

冠瘦碱日 。

转化 系紫衫 醇含量 测 定及

墨宝丝全析 转化系在无激素的

培养基 中继代培养
,

每 周转代

次
,

同时收获细胞干燥至恒重后
,

按前文 的方法提取和 分析紫

杉醇
。

紫杉醇标准品购 自 公

司
。

紫杉醇含量用 干 重 细胞所 含

紫杉醇的百 分 比表示
。

细胞

生长 以生长参数表示

一
、

材料与方法 生长参数 些彝擎擎踵
子绘秤重

植 物 材 料 云 南 红 豆 杉

飞玫 。 幼茎 愈伤组

织按前文方法诱导周 。

诱导 出的愈

伤组 织 在 附加
, 一 、

岁 和 水解

酪 蛋 白的 培养 基 上
、 士 ℃

、

黑暗条件下继代培养
,

每 周转代

次
。

菌株 用于转化的根癌农杆

菌是章鱼碱型 菌株
、

胭脂碱

型菌株 和 等 种野生 型 菌

株
。

转化前
,

菌 株 于 液体培

养基
、

℃下培养过夜
。

原 生质体分 离和培养 取生

二
、

结果和讨论

厦生质生全遇 与鳌基 根癌

农杆菌 一 转化原 生质体需要

获得大量有活力 的可持续 细胞分

裂 的原生 质体
。

将生长 旺盛 的云

南 红 豆杉愈伤组织在含纤 维素酶

和 果 胶 酶 的酶 溶液 中保 温 刁
,

可大量游离 出原生质体 图 一

。

愈伤组织生 长年龄对原生质

体分离影 响显著
。

由于生 长

的愈伤组织 正处 于对数生 长期阎 ,

细胞生 长快
、

细胞壁较薄
,

有 利

于酶解 去壁
,

所 以分离原生 质体

刃 〔 、。 朋过 群 众以动 痴刀屺汉 配 。 赶硬 已 司
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图 云南红豆杉愈伤组织原生质体 《

和再生细胞克隆 《

转化克 隆 系中紫杉 醇含量

分析 转化的细胞克隆具有紫杉醇

的合成能力
,

但不 同的细胞 克隆

中紫杉醇含量 的变异很大
,

变化

幅度呈 正态分布 图
。

在获得

的转化克隆中
,

近 细胞克隆的

紫 杉 醇 含 量 和 对 照 接 近
,

有 个转化克隆系的紫

杉醇含量是对照 倍 以上
,

最高的

为
,

是对照的 倍
,

是最低

克隆系 的 多倍
。

和对 照相 比
,

高产转化系的细胞生长速率较低
,

但在继代培养 中其 细胞 生 长 和紫

杉醇积 累基本保持稳定

图
。

结果表明
,

通 过 根癌农杆菌

对原 生质体形成 的细胞克隆进行

转化
, 一 整合到细胞染色体

上产生 了基 因 的插人 突变
,

其 中

某 些 突变可能与紫杉醇合成途径

的分子基础直接相 关
,

使分离高

产紫杉醇的突变细胞系可行
。

︻卜」左

粱

二」,自听壕琴俐

一

紫衫醉含量

图 云南红豆杉原生质体克隆转化 系中

紫杉醇含 的变异分析

的效果好
。

用 此时 的愈伤组织 进

行酶解 消化
,

原 生质体产率分别

是 生 长 延 滞 期 和

稳 定 期 愈 伤 组 织 的 倍 和

倍
,

此时的原生质体在培养中

植板率也是最高
,

是来 自生 长

延滞期 和 稳定期 愈

伤组织 的原生质体的 倍 表
。

当原生质体培养在液体培养基中
,

一 可见原生质体由球形逐渐改

变成椭 圆形
,

表 明细胞壁 已经合

成
。

培养 周后
,

原生质体再生细

胞开始分裂
,

周后形成细胞克隆

图 一 。

原生质体植板率和植板

密度相关
,

有效植板率为 一

个原 生质体 培

养基
。

虽 然第一 次 细

胞 分裂 频 率较高
,

但

大多数原 生 质体不 能

持续进行细胞分裂
。

周后 形 成 个 以 上 细

胞 组成 的细胞 克隆很

少
,

植板率很低
。

原 生 质 体 克 隆

的 转化 用新分离的原

生 质体和根 癌农杆菌

共培养
,

在 随后 的培

养 中原 生 质体全部死

亡
,

用 已 再生 细胞壁

的原生质体进行转化
,

最 后 也 都 解 体 死 亡
。

相似 的情况 在其它植

物 的原 生质体转化 中

也见报道
。

原生质体

的解体死亡 可 能 与共

培养后 反 复洗 涤对它

们造成 的伤害 以及 培

养基 附加 的抗 生 素对

它们生 长 活力 的抑 制
三

、

结 论

相关
。

当原生质体长成小 的细胞

克隆后
,

再和根癌农杆菌共培养
,

经去菌培养可获得被转化 的细胞

克隆
。

不 同的菌株对细胞 克隆的

感染能力不 同
,

在所用 的 株根癌

农杆 菌 中
,

胭 脂碱 型 菌株 和

对原生质体克隆不敏感
,

仅章

鱼碱型菌株 可转化细胞克隆
,

在转化液中加入 林 几乙酞丁

香酮时
,

转化率约为
。

实验共

获得 株转化克隆系
。

经 电泳分

析
,

在转化克隆系 中检测 出章鱼

碱 的存在
,

证 明 一 已转移到

细胞中并表达
。

红 豆杉 属植 物 的遗传转化工

作已有报道 ,
,

但所用 的转化受体

都不是原生质体
,

可能由于红豆杉

原生质体难 以培养
。

本文在成功诱

导原 生质体持续分裂形成 细胞克

隆的基础 上
,

将原生 质体克隆与

根 癌 农 杆 菌 共 培 养
,

实 现 了

的转化
。

研究结果 为建立 云

南红 豆 杉 由原 生 质体升 细胞 克

隆斗 一 转化斗单细胞起源的

高产紫杉 醇细胞 系筛选 体系奠定

了基础
,

并且 一 还 为进 一步

研究不 同细胞 系紫杉醇合成能力

差异的分子机理提供了分子标记
。

论 。爵
归

众以 之 以 二肥 犷 记砚 司
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继代培养 代 继代培养 代

图 高产紫杉醇转化 系继代培养中生长与紫杉醇含 的分析
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“

优秀中反搞床八才研修项目 ”

实施方贵幽合

继
“

全国名老中医药专家学术经验继承工作
”

之后
,

国家中医药管理局
“

优秀中医 陌

床人才研修项目
’

实施方案近日出台
,

这是培养优秀中医 床人才
,

带动整个中医临床队

伍建设的又一重要举措
。 “

十五
”

期间
,

国家中医药管理局将在全国选拔 名具有扎实专

业基础
、

较高临床水平和有倍养前途的优秀中青年中医 陌床人才进行重点倍养
,

着力提高

其中医 床水平
,

使他们尽快成长为医德高尚
、

理论深厚
、

医术精湛以及享有较高知名度

的新一代中医临床优秀人才
。

该实施方案对于
“

优秀中医临床人才研修项目
”

的培养目标
、

培养对象
、

培养要求
、

研修时间
、

研修内容
、

方式与途径
、

管理与考核及经费管理等方面均作了详尽的规定
,

并

要求各省
、

自治区
、

直辖市中医药行政管理部门切实加强管理
,

确保
“

优秀中医临床人才

确曝项目
”

川页利实施
。

秒内测幽体沮的红外热像仪
“

慧眼 日 一 人体温度红外热图像仪
”

已在华中科技大学研制成功
。

该仪器集先进的光电子技术
、

热成像技术和图像处理技术于一体
,

具有测温灵敏度高
、

热图像直观
、

探测范围广
、

不干扰被测目标
、

使用安全轻便等特点
。

使用时
,

只要被测人

面向摄像镜头
,

在离镜头 米以内停留小于 秒的瞬间
,

仪器就会立即显示人体热图像和

最高体表温度
,

若遇到可疑发烧病人
,

仪器会立即报警
。

该系统的温度分辨率可达到

。 ℃
,

测温精度可达 一 ℃
,

操作人员在监控室通过测检镜头即可获得准确数据
。

据介绍
,

月 日一 日
,

首批 台仪器开始在深圳机场
、

厦门机场
、

华中科技大学

及同济医学院附属同济医院等人流密集的地方试用
,

每天测量达数万人
,

效果良好
。

现已
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