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药用植物培养高产细胞系的选育
(
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摘要
. 通过植物发酵培养获得有用 的药用植物次生代谢物是解决药用植物 资源 问题的有效手

段
。

然 而
,

大多数有用 的次生物质在植物 细胞中含量极低
。

为此
,

在工业化 生产中首先需要适 时地

对植物 细胞进行选育和 改良
,

以解 决提高植物细胞 中次生物质含量问题
。

本文对 药用植物培养高

产细胞 系选育方法和研究作 了概述
,

针 对高产 细胞 系筛选
、

诱 变育种和基因转移关键共性技术研

究及对解决 高产细胞 系不稳定性问题进行 了讨论
。

关键词
.
药用 植物 高产 细胞系 选育

一
、

引 言
产品在 / �� 种以上

,

其中 /� 多种植物代谢物含量超

过或等于原植物 的含 量
。
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自 �< 世纪 =� 年代开始
,

由于
“

回归大 自然
”
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、
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?
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、

老鹤草 )Β 7> ?1 “8 Χ 1#;

潮的影 响
,

天然药用植物资源 的开发和利用受到世 Δ∀ 7Ε1 1+ 的细胞发酵工程 已实现商品化生产 Φ 黄连

界各国的广泛关注
。

药用植物是我国传统中药的主 ) :叩214 Γ>5 ∀? 1:>+
、

长春花 ): 。‘3>7 >瓜394 . ∀4 6。 +
、

烟

要组成部分
,

约有  ��� 多种
,

其中有些是我国特有 草 )&1 :∀ 21 >?
> 2>Η >: 9 8 +

、

毛地黄 )Ι 1Α1 2># 14 #>? >2 。
+等

的种属
,

如银杏
、

杜仲等
。

由于其生长
、

分布受气候
、

的细胞发酵工程 已实现工业化生产 Φ 一批植物如三

土 壤和病虫 害等因素的影 响
,

生产受 到一定 的 限 分三 )ϑ ?

14∀ Ε94 。:9 2> ?Α 9# 。 +
、

红花 ):> 汀3> 8 ∀ 21 ?: 2∀
;

制
,

加上人类对自然的过度开发
,

资源受到破坏
,

造
. 194 +等的细胞发酵工程的研究

,

已达到中试水平川
,

成许多 品种供不应求
。

通过植物发酵培养生产有用 更 大 一 批植物发酵工 程的研究 正 向中间试验过

的药用植物次生 代谢物是解决药用植物资源 问题 渡
。

这些事实说明通过植物细胞发酵培养产生有用

的途径之一
。

的次生代谢产物越来越显示 出巨大的应用潜力
。

到目前为止
,

通过植物细胞发酵工程研究过 的 由于大多数有用 的次生物质在植物细胞中含量

植物超过 − �� 种
,

从培养细胞中分离到的次级代谢 极低
,

要将其用于工业化生产
,

首要条件是提高次

Κ
生物质在细胞中的含量

。

为此
,

需要适时地对植物
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细胞进行选育与改 良
,

从 中选育出优 良的植物细

胞
。

主要的解决途径包括筛选高产的细胞系
、

利用

物理或化学诱变剂来促进次生物质的合成及植物

细胞的基因转移等
。

二
、

筛选高产的细胞 系

获得高产稳产的细胞系是植物细胞大量 培养

产 生有用 的次生代谢物并实现工业化生产 的关键

之一
。

从外植体分离得到的植物细胞存在极大的异

质性及变异性
,

植物在繁殖过程中雌雄配子之间的

随机组合
,

形成了众多的基因型
,

这为高产细胞系

的选育提供了巨大的物质基础
。

∋, =∋ 年 0> 7Ρ 1? 等
〔”

把植物培养细胞存在的变异性定义为
“

体外克隆变

异
”

)
Σ ∀ 8 > 6#∀ ? > # Τ > Ε > 21∀ ?

+
。

同一种类不同个体
、

不同

部位的外植体诱导 的愈伤组 织其生 长特性和 目的

含量也显著不 同
‘”

,

因此利用培养细胞之间的变

异
,

通过自然选择法选出生长速率快
、

目的产物含

量高的细胞系是可能的
。

对 于一个具有高产性能的细胞系 的从头筛选
,

除了整个过程中的培养条件因素外
,

还应具备的因

素有
.
足够的变异源细胞群 Φ 通过单细胞克隆技术使

制备单细胞克隆成为可能 Φ 具有灵敏的
、

简单的分析

产物的方法 Φ 能进行细胞系稳定性实验
。

到目前为

止
,

已在很多植物培养细胞中通过不同的筛选方法

获得了很多具有高产次级代谢特性的细胞系
。

∋
∃

按仪器不 同有如下 筛选方法

)# + 目视法
。

由于色素的变异通常在愈伤组织和悬浮培养细

胞中就表现出来
,

因而 目视法对含色素的株系筛选

具有通用性
,

如花青素
、

蔡酿
、

类胡萝 卜素
、

叶绿素

和 Υ 6 2> #> 1? 4
等

。

ς ∀Η #12 Λ
等在培养小果博落回 )Ω> :# 6 >了> 8 1: 7∀

;

:> 7Ο >+ 细胞时发现
,

细胞的生物碱含量与黄色色素

的形成成正 比
,

以此为标记
,

从中筛选 出了含量为

�
∃

− Ξ 的 前 鸦 片 碱 )5 7∀ 2叩1? 6
+ 和 别 隐 品 碱

)ϑ ## ∀ 6 叮Ο∀ 21? 6
+的高产系

。

Ψ > 8 > Ρ>Χ
>
等用此法通过

不断重复选择葡萄 )Τ1 214 流?
诉7> +愈伤组织

,

得到了

含花青素 ∋Ξ 一 ∋ =Ξ 的高产系
,

而从喂饲层中获得

的单克隆色素含量高达 ∗
∃

− Ξ
。

紫草细胞能产生蔡醒色素紫草素
。

Μ> Η> 2> 等从

紫草实生苗建立 的 − 个培养系 中
,

通过不断重复

筛选至 �� 代时
,

得到了一个含  �
一 ∋��� 8 Α

·

Α
一 ’

鲜

重 的培养细胞系
。

他们利用原生质体克隆
,

发现在

− = 个系中有 巧 个系产生 的紫草素比亲本高
,

最高

含量 比亲本高 � 倍
。

Ζ9Γ1 2> 等已利用所获得的细胞

系进行大量商品化生产紫草素
。

当产物具荧光特征 时
,

用 目视法筛选就不需要

培养物本身颜色来体现
。

Σ> 44 6
等用紫外光 )9 Τ +筛

选骆驼蓬 )尸
6 Α > ? 9 8 3> 78

> #> +的愈伤组织
,

通过不断

荧光斑点法筛选
,

获得 了哈尔满生物碱比亲本高 ∋�

倍的细胞系
【‘# 。

)� +放射免疫法 )[ ∴ϑ +
。

该方法可 以认为是最敏感和最精确的方法
。

通

过比较一个未知的
、

没有标记的抗原对放射性标记

抗原与特定抗体结合的抑制效应和 已知标准物的

抑制效应
,

可以从无数微量细胞样品中迅速地定量

测定特殊成分
。

但由于仪器贵
、

合成放射性标记抗

原困难
、

安全性差等原 因
,

只在少数实验室使用
。

∋,%% 年
,

]6? Ρ 等首次建立和使用半 自动 [∴ ϑ 技术
,

对长春花 细胞产生有用 生物碱和高产系进行 了精

细的研究
,

他们成功分离的高产克隆在液体生产培

养基中的生 物碱总量达 ∋
∃

∗ Ξ 干重
,

比原植物高 ∋
∃

 

倍
。

此法仅需 �
∃

# 8# 的粗提液 )单细胞水平 +即可
,

每天能处理 � � � 个样品
,

并且特异性极高
’− ’。

)∗ +酶联免疫法 )Ν 0∴ϑ +
。

一种结合抗原抗体反应特异性和酶与底物反应

的特异性和敏感性
,

利用酶联免疫法诊断试剂盒的

免疫分析技术
。

该方法测定方便
、

快速
、

灵敏
,

可以

取得同 [∴ ϑ 法一样灵敏的结果
,

在大规模筛选 中前

景广阔
。

[ ∀Η 1? 应用此技术进行美洲苦木 )51 : 7> 、

二
⊥9> 44 1∀1 Ε64 + 细胞中苦木素的含量测定及高产细胞系

的筛选
,

并指出此法能检测低至每 �
∃

# 8# 样品仅有

 Ο Α 的物质
〔− ’。

)− +流动细胞测定 法 )7 #∀ Χ : _2∀ 8 6 2叮 +
。

该方法局 限于被测定细胞中次生产物在激光处

理后能发出荧光的一类化合物
,

培养物的细胞能通过
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流动分类器 )Δ#∀ Χ Σ ∀ 72 6 7 +并使细胞所含某成分的荧光

在所设计的波长下加强
。

此方法仅需唯一 的细胞单位

作为筛选 目标
,

因此认为原生质体是最合适的供试材

料
。

ϑΕ> 8 Σ
设计了一套流动细胞测定仪

,

成功地筛选

了万寿菊 )几Α 6
264

。

76: 2> +高含量噬吩细胞系
‘− ’。

) +琼脂小 块法
。

该方法限于测定抑菌作用的次生化合物高产细胞

系的筛选
,

且需要选择一种特异敏感菌株
。

49Λ 9Ρ _利

用此法选择 了欧亚唐松草 )Μ3 >#1 :27
9 8 >⊥ 91 #64 如#19 8 +

高产小巢碱细胞系 α, ’。

)/ +细胞压榨法 )6 6 ## , ⊥ 9 > 43 8 6 23∀ Ε +
。

< Α1 ?∀ 等把少量烟草愈伤组织放于滤纸上并用

两块玻璃板压榨
,

细胞 汁液被滤纸 吸 收
,

然后用

Ι7 >Α 6? Ε∀ 7ΔΔ 试剂喷雾
,

从颜色反应中可 以半定量地

估计样品中尼古丁的含量
,

用此法测定了 ∋ � � � 个克

隆
,

在进行两次再克隆后
,

分离到了  个高产系
,

产

量达 �
∃

 Ξ β − χ 。

此外
,

Μ > 8 等利用 Μ 0: 鉴别婴粟 )尸即> Τ6 Φ , ∀ 8
;

?
诉

79 8 +中可待因的高产细胞系
。

Ω > 24 9 8 ∀ 2∀ 和 Ω > 6 6 Ρ

等利用 δ50⎯ 分别测定了烟草和澳 洲茄 )Σ∀ #>?
9 8

>Τ 1: 9#> 76 + 中泛 醒
一 ∋� 和茄 解定的高产细胞 系及

&1 43 等利 用 生 物 试 法 从 黄巢 )53 6##
∀ Ε6 ?

Ε7∀
? > ;

8 9 76 ?4 。 +中筛选出高产小聚碱 )�/ 林Α
·

Α
一 ‘

鲜重 +细

胞系
「− ’。

�
∃

按培养系统 不 同所列筛选方法

用 于选择高产系 的培 养 系统有 小细胞团培养

)愈伤组织培养和细胞悬浮培养 +和单细胞培养 )平

板培养和原生质体培养 +
。

对每一个筛选 目标选择

合适 的培养方法是很重要的
,

这样可以使群体之间

的变异性充分表现出来
。

)∋ +小 细胞 团培养
。

愈伤组织培养是最容易
、

最简单的培养方法
,

也

是其他两种培养方法的基础
。

但是 由于愈伤组织细

胞以团块存在
,

个体变异的细胞不易表现出来
,

因

而它对于精确的选择来说亦是最受限制的方法
。

细

胞悬浮培养与愈伤组织培养相 比
,

悬浮培养物分散

好
,

因而个体变异的细胞易表现出来
。

目前
,

利用小细胞团培养筛选高产细胞系的例

子很多
。

杜金华等 α / 〕用小细胞团法筛选花青素的玫

瑰茄 )δ1 Η14: 。
, >Η Ε>

7
1ΔΔ> + 细胞系

,

获得一株高产细

胞
,

用其进行液体悬浮培养
,

花色昔含量和产量分别

比对照提高了 ∋−
∃

 倍和 ∋/ 倍
。

δ > 7 1Α > 6 Ψ > 4 9 431等
‘/ ∋

用选择可见高产细胞团的方法
,

在 ΩΣ 培养基上挑

选出了繁殖快的高产花青素葡萄细胞系
,

在 ∗� 0 的

小型发酵罐中培养
,

粗花青素产率为 �
∃

∗ Ξ
。

刘佳佳

等
【” 以银杏 ):1 ?

ΡΑ
∀
Η1# ∀Η 。

+优 良品种的种苗诱导愈

伤组织
,

并采用缺氧胁迫小细胞团法从愈伤组织中

筛选 / 个高产黄酮昔的细胞系
,

其中 ΜΛ ε 一 ∋ 黄酮

昔含量达到细胞干重 的 ∋
∃

� Ξ
,

比原来的愈伤组织

提高了 �  %
∃

∋Ξ
。

他们用此法还从愈伤组织中选育

出 % 个高产悬浮细胞系
,

其合成银杏内醋的能力 比

选 育前 的愈 伤组织有 了显 著提 高
,

其 中细胞 系

Ω δ 一 ∗ 银杏内醋含量达到细胞干重的 �
∃

�−= Ξ
,

比

选育前提高了 ∋=�
∃

− Ξ 〔= ’。

)�+ 单细胞培养
。

单细胞培养包括平板培养和原 生质体培养
。

单

细胞 培养方法对筛选 高产变 异 系是 最精确 的方

法
。

因为这 种方法 可 以培养从单细胞起源 的培养

物
,

所选择到的 目标是同质的
。

这样不仅可以减少

筛选时间
,

而且也利于选择系的稳定
。

利用单细胞

培养方法进行高产变异系的筛选 目前应 用得最 广

泛
,

同时结果亦最丰富
,

研究也极为活跃
。

植物单细胞平板培养技术 即单细胞克隆技术是

筛选高产细胞系的基础
。

用高产的植物品种 和高产

的植物器官或组织来诱导愈伤组 织
,

通过细胞悬浮

培养产生单细胞
,

然后利用单细胞平板培养技术和

放射免疫测 定法筛选出由单细胞产生 的集落 )克

隆 +
。

然而
,

这项技术还存在一些 问题
,

正如该技术

的创始人 Υ 67Α 8 >? ?? 指 出
. “

在单细胞平板培养植物

细胞时
,

诱导细胞分裂和集落形成方面
,

通常存在

重大问题
” ‘, 〕

。

李景原等
‘’“’
利用单细胞平板培养筛

选商陆 )尸入”
。#>: :> >: 1、4> + 色素高产细胞株

,

试验

表明细胞悬浮培养时间
、

培养方式和接种细胞密度

等诸多 因子都能影响植板率
,

培养基中是否有足够

的对细胞生长 和分裂有显著促进作用 的活性 成分

即条件因子
,

对植物单细胞平板培养植板率有显著

/ � 0肠7#Ε Σ: 16 ?:
∀ >

?Ε Μ6: 3?∀ 肠引 Θ Ω∀ Ε6 7? 3> 21∀
?
∀Δ Μ7 >

Ε12 1∀ ?> # :3 1?64
∀

Ω6 Ε1: 1?6 >? Ε Ω> 26 71 > Ω6Ε1:>
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影响
。

吴蕴棋等
‘川 对不同来源 的红豆杉 )几

劣94

:3 1?6 ∀ 14 +的愈伤组织培养物进行比较
、

选择
,

获得生

长较快
、

色泽不同的愈伤组织无性系
,

并利用平板

培养和二分法继代培养
,

筛选得到一个
Σ1?6 ? ≅> ? 4

高

产细胞系
,

其
。1?6 ?≅ >? 4

含量达细胞干重 的 −
∃

� Ξ
。

罗

建平等
〔‘, ’
培养人参细胞

,

经细胞平板克隆
,

获得近

∗�� 个克隆细胞系
,

经连续继代培养
,

筛选得到寡糖

素产率高且稳定的克隆系 5ε 一 ∋= �
,

其寡糖素产率

是原始株系的 �
∃

犯 倍
。

甘烦远等
汇川 利用细胞平板

培养技术同时结合紫外线诱变等方法
,

对红 花 � ��

多个 由单细胞或小细胞团发育而来的细胞克隆进

行了筛选
,

经 近 � � 代继代培养观察后
,

从中筛选到

一 个合成 > 一 生 育酚较稳定 的高产克隆系 )⎯Μ ;

�  , +
,

其 > 一
生育 酚平均含量为 ∋ ∋−

∃

− 卜Α
·

Α
一 ’

Ιφ
,

是原始株系的 %
∃

� 倍
。

原生质体培养在这方面的应用虽然大多数仍停

留在基础研究阶段
,

但也 已显示出一些颇有价值的

初步结果
。

通过原生质体培养能得到单细胞衍生的

体细胞克隆
,

这是药用植物筛选高产稳定细胞系的

良好途径
。

自从 ∋, /� 年 ⎯∀∀ Ρ1?Α 开创了植物原生质

体培养的研究纪元以来
,

茄科中一些药用植物就开

始作为模式系统来研究植物原生质体的培养和再

生
。

目前
,

许多经济作物
,

尤其是重要的农作物的原

生质体培养工作已广泛展 开并取得 了相 当大的进

展
,

相 比之下药用植物方面相差尚远
。

由于药用植物

种类繁多
,

更显得工作不足
,

我国药用植物的原生质

体培养尚是一个有待开发 的领域
‘川

。

Ζ9Γ1 2。 等
‘, , ,
利

用原生质体培养
,

筛选出 巧 个紫草宁高产细胞系
,

其最高活性为亲本的两倍
,

且在继代培养中稳定表

达 的所有植物体细胞都被认为是二倍体
,

但有些小

片区域的细胞的染色体是二倍体的倍数
。

Σ>Ρ > 8 ∀2 。

ς
∃

等
”/ ’
根据不发出荧光的产色素植物细胞的特

性
,

成功地用细胞分拣器选 出了产花色昔的土 当归

)ϑ7> #1>
:∀ 7Ε >2 >+ 培养细胞的原生质体

。

其原理是
.
将

来 自土 当归 的产花青素细胞与不产花青素细胞的

混和物的原生质体用 �
∃

� Ο58 荧光素 Ζ∴ Μ⎯ 染色
,

然后在荧光显微镜下识别
,

肉眼可见不产花青素细

胞的 Ζ∴ Μ⎯ 发绿色荧光
,

产花青素的细胞的荧光完全

消失
。

用该法
,

他们肉眼检出了占总数 , � Ξ 的产花

色昔的原生质体
,

活力达 /� Ξ 一
%� Ξ

。

三
、

诱变育种

诱变是获得优 良高产细胞系的有效方法之一
。

诱变是指通 过各种诱变剂的作用
,

使细胞发生变异

的过程
,

分为物理诱变和化学诱变
。

利用培养细胞的

自然变异性
,

从单细胞水平上筛选高产细胞系 已有

许多成功的尝试
,

而诱变处理可大大丰富细胞变异

的程度
。

植物细胞在组织培养中
,

自发突变频率为

7∀
一 / 一 ∋�

一 % ,

诱变处理可使突变频率增大为 ∋ �
一 ’。

∋
∃

物理诱变

物理因子对次生物质合成影响极大
,

如光照可

完全抑制紫草素和小聚碱的合成
,

激光和磁场处理

均可提高紫草细胞中紫草素的含量
,

因此对物理因

子 的研究也很重要
。

)∋+ 辐射诱变
。

辐射诱变指用 γ 射线
、

丫射线
、

中子
、

紫外线等

使细胞发生变异的过程
。

辐射引起细胞分裂速度下

降
,

从而使营养生 长和愈伤组织生长缓慢
。

Υ>#1 2⎯
∃

0

5 等
〔川 对烟草不同倍性材料的辐射处理发现

,

辐射

剂量达到植物和愈伤组织的敏感度时
,

出现抑制生

长
、

再生能力下降和死亡三种情况
。

因此确定合适

剂量是辐射诱变的关键
。

丫 一
射线可引起细胞 Ι & ϑ 的损伤

,

如造成单链

或双链断裂
、

破坏核酸的碱基等
,

如受损严重
,

就可

造成细胞死亡
。

细胞内含有的重接合酶可修复单链

断裂的损伤
,

使细胞核酸代谢恢复正常
,

从而使细胞

不致死亡
0“’。

有工作表明
,

低剂量的 , 一
射线对细胞

的生长有促进作用
’‘, ’,

具体原因尚不明了
。

许多次

生代谢物被认为是在胁迫条件下形成的
,

, 一
射线可

能是作为一种胁迫 因子而促进细胞产生次生物质
。

电离辐射可诱导产生大量 自由基
,

自由基可造成组

成生 物膜的膜脂的过氧化
,

从而对生物膜造成破

坏
。

也有认为 自由基可使生物膜透性提高
,

同时激活

依赖于
。ϑΩ5 的第二信使系统

,

进而促进细胞代

谢
。

电离辐射能引起细胞突变
,

如引起染色体倍数的

增加
。

因此 , 一
射线对细胞次生物质含量的提高可

肠7#Ε 4:1 6?:
。 。

?Ε Μ6: 3#Λ∀ #∀群 Θ Ω∀ 山∴’? 14> 痴
。
∀Δ Μ7 “12必?> #⎯3 1?64

。 Ω已η1:1 ?6
。

?Ε Ω> 2671
。

Ω6 Ε1:
。

〕“
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能是上述几种作用的综合表现
∋�“’。 张华等

2] ‘’
研究

, 一
射线对滇紫草 ) ∀ ?∀ 4 8 ∀ Ο >? 1:9 #> 29 8 +细胞产生色

素的影响
,

确定了应用 丫 一
射线处理促进紫草素合

成的最适辐射剂量为 ∋ �� [
,

处理后的细胞系在生

产培养基上培养 �∋ Ε 后紫草素含量 )以干重计 + 达

到 , −
∃

% , 8 Α
·

Α
一 ‘ ,

较对照提高了 ∋− −
∃

/Ξ
。

但是射

线处理后 的细胞系继代多次后
,

色素含量趋于下

降
,

这可能是由于细胞分裂核细胞中的 自由基清除

系统的作用
,

而使受辐射产生的自由基逐渐减少造

成的
。

将该细胞系以小团块选种法选种一次
,

从中

筛选到了色素含量 )以干重计 +高达 ∋� ∗
∃

−� 8 Α
‘

Α
;

,

的高产细胞系 Ω92 一 ∋
,

经继代后色素含量基本保

持稳定
。

许明淑
‘” ’用不同剂量的

/“
: ∀ 一 , 射线照射

生长稳定的贯叶金丝桃 )刀Γ夕67 1:9 8 56 晌7> 29 8 +愈伤

组织
,

发现贯叶金丝桃愈伤组织对
‘“
⎯。 一 , 射线照

射非常敏感
,

照射后第一代愈伤组织的细胞增大
,

生长量随之提高
。

肉眼观察贯叶金丝桃的生长
,

发

现细胞的增殖很快
,

且细胞的生长状态显得旺盛
。

紫外辐射可以使 Ι & ϑ 分子上邻接的碱基形成二

聚体
,

使 Ι & ϑ 双链呈不正常的构型
,

通过倾向差错

 �  修复系统使 Ι &ϑ 继续复制
,

同时产生突变
‘川

。

紫外辐射也能诱发染色体畸变
,

罗建平等
‘� − ’用不同

剂量紫外辐射人参克隆细胞
,

并对寡糖素产率较高

的克隆系连续 ∋� 代继代培养
,

最后筛选到一株寡

糖素产率很高的变异克隆系
,

其生长速率
、

寡糖素

含量和产率分别是亲本的 ∋
∃

− / 倍
、

∋
∃

=∋ 倍和 �
∃

/�

倍
。

紫外线处理能够提高茶树培养细胞儿茶素等物

质生物合成的能力
,

从而增加标记前体在儿茶素生

物合成中的渗入率
。

成浩等
‘” ’利用紫外线预处理茶

树继代培养的细胞
,

结果发现醇提取物儿茶素和原

花色素总量提高了约 ∋ ∋� Ξ
,

δ 50⎯ 分析表 明乙酸乙

醋萃取物中表儿茶素 )0
一 Ν ⎯ +等成分有了大幅度提

高
,

其中 0 一 Ν 6 从对照的 −
∃

% − 8 Α Θ 瓶增加到 /
∃

,

8 Α Θ 瓶
,

提高了 − 
∃

/ Ξ
。

)� +激光诱 变
。

激光诱变是 /� 年代初兴起的一种育种新手段
,

以后在水稻
、

豆类
、

花生等许多植物以及动物上都

取得了重要的进展
。

有资料表明
,

自 ∋ ,%� 年以来
,

共用 ∋− 种激光器处理了 −� 多种植物
,

育成了 −� 多

个新品种
‘�“’。

激光可 以造成生物体内 Ι &ϑ 的直接

损伤或诱发变异
,

从而增加了选择的机会
。

当激光

作用于生物组织时
,

在波长
、

照射时间
、

能量密度
、

功率等参量中
,

照射时间是决定性参量
。

目前用于

动植物诱变 的激光类型 有远红外 ⎯∀
] 、

δ 6 一 &6 、

ϑ7
‘ 、

&
] 、

红宝石和钦玻璃 / 种
。

与射线诱变育种相比
,

激光诱变具有如下特点
.

� 激光是一种受激跃迁辐射
,

具有能量密度高
、

单色

性和方向性好等特点
,

与植物有机体的作用包括光

效应
、

热效应
、

次生冲击波效应
、

电磁场效应及多光

吸收非线性效应
,

较为复杂
。

� 激光诱变的当代就能

产生遗传性突变
。

而各种电离辐射第一代很少能产

生遗传性变异
,

且突变多为隐性
,

只有在第二代同质

结合情况下才可能表现出来
。

 激光辐照
,

不管何种

剂量
,

当代成活株结实率均与对照接近
。

而电离辐射

在半致死剂量照射下
,

当代成 活株结实率一般在

!∀ # 以下
,

所以激光诱变的半致死剂量不太明显
。

∃

激光辐照损伤具有修复作用
。

% 激光诱变较电离辐

射的当代植株形态变异不甚 明显
,

诱变率小 &∋( ’。

关于激光诱变 的机理
,

) ∗+ ,− ./ 01 研究认为激光

照射产生染色体畸变的可能原因是激光的发射光

谱与 2 3 4 吸收光谱相接近时为 2 3 4 分子所吸收
,

这种光化反应过程造成细胞遗传损伤
。

另外
,

激光

电磁波 的直接作用 或间接作用同样可 以引起 2 3 4

分子中氢键的断裂
,

以致在细胞分裂时产生染色体

畸变
‘∋( ’。

郭斌等
【∋‘’
用 5 6 一 3 6

激光照射葡萄皮愈伤

组织获得了高产白黎芦醇细胞系
,

其白黎芦醇平均

产量 比对照提高 7∀ #
。

李耀维等
‘’”’
用 5 6 一 3 6

激光

辐照雷公藤 8 9. 如6

.:; <= > 、<伽.? <<≅ 愈伤组织诱导突

变
,

经初筛
、

复筛及突变株稳定性研究
,

筛选得到一

株次生物质高产细胞系
,

其次生物质产量较对照提

高 7!
Α

∋#
,

且遗传性状稳定
。

∋
Α

化 学诱变

化学诱变剂种类较多
,

根据对 2 34 作用 特点
,

主要分为三类
Β
如 ! 一

澳尿 嗜陡等碱基类似物在

2 3 4 复制时
,

诱发配对错误 Χ 链霉素 Δ 马来酞脐

8 Ε5 ≅ 等诱发染色体断裂 Χ 叠氮化物
、

烷化剂等改变

解 Φ肠.+? ΓΗ <Η、
。 − Ι? 96 Η0 Ι∗ +∗ ; 了ϑ Ε∗ ?6 .Ι 姗1<∗

Ι ∗& 9.− ?<1 <∗ Ι− +Δ0 <, /6 Ε6 ?< Η< Ι6 − Ι? Ε− 16 .< − 山肠? <6 −
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Ι & ϑ 的化学结构
。

罗建平等
‘’“’
用 Ω& &ε )&

一
甲基

一 &
‘ 一
硝基

;

& 一
亚 硝 基 肌

,

& 一 Ω 6 23_# 一 &
’ 一 ? 127∀ 一 & 一 ? 1

;

27∀ 4∀ Α9 >? 1Ε 6
+ 处理人参细胞悬浮培养物 #3

,

得到一

株稳定高产人参寡糖素优良克隆系 5ε Ω Υ 一
∗%

,

平

均 寡 糖 素 含 量 和 产 率 分 别 比 亲 本 高 %� 叹
,

和

∋ / Ξ
。

Ω& & ε 是一种强作用的烷基化诱变剂
,

对人

参培养细胞的生长有很强的抑制作用
。

Ω&& ε 处理

悬浮细胞时
,

外周细胞相对地受 Ω & &ε 作用 的浓度

高且 时间长
,

使外周细胞生长受抑制甚至死亡
,

细

胞平板克隆后单个细胞或真正同源 的小细胞团来

源的克隆系增加
,

因此用 Ω& & ε 诱变处理后获得 的

变异克隆系在连续继代培养中有很好的稳定性
。

Ζ9 79 _> 等用亚硝基肌和 下射线处理人参愈伤组 织
,

得到了一个含粗皂昔 � 
∃

 Ξ 的突变体
。

&1 431 等用

化学诱变剂 Ω&& ε 处理胡萝 卜)Ι > 9: 94 。> 7∀ 2> +的细

胞获得了很多变异克隆
,

这些克隆的胡萝 卜素含量

比原来的细胞系高 ∗ 倍
,

比原植物根增加 − 倍
。,

参总皂昔含量达 巧
∃

� 8 Α
·

Α
一 ‘。

有些植物的活性成分仅在 叶片或茎 中合成
,

不

能用发状根培养获得这些成分
,

可利用冠瘦瘤和畸

状茎培养来达到 目的
。

冠瘦瘤离体培养时
,

具有激

素 自主性
、

增殖速率较常规细胞培养快等特点
,

其

次生代谢产物合成能力与稳定性强
,

对生产有用次

生代谢产物有 良好的开发前景
。

宋经元等 #’� ’利用诱

导 的丹参 )4> 俪
> 8 9# 21∀ 77 3 1Λ >+ 冠瘦瘤培养生产丹参

酮
,

筛选 出高产细胞系
,

丹参酮含量超过生 药
。

4Χ > Ο > ?
等

〔川 用根癌农杆菌 ⎯ = 转化 ⎯∀ #6 ∀ Δ∀ 74 Ρ∀ 3#11

形 成冠瘦瘤
,

并利 用 细 胞 克 隆筛 选到生 长快
、

Δ∀ 74Ρ ∀ #1? 含量 高 的 细 胞 系 ε Σ< 一  Θ %
,

培养 − � Ε

Δ∀ 74 Ρ ∀ #1? 含量达到 �
∃

� � ∋ Ξ
。

五
、

展 望

四
、

植物细胞的基因转移

植物基因工程是在分子水平上进行基因重组与

转移
,

达到改 良植物细胞
、

培育优良高产品种
、

提高

植物细胞中次生代谢物含量 的分子育种技术
。

植物

细胞基因转移的方法主要有农杆菌介导法
、

直接转

化法
、

基因枪法
、

电激法
、

显微注射法
、

脂质体介导

法等
。

其中农杆菌介导法是 目前广泛使用 的植物细

胞基因转移方法
。

利用发根农杆菌转化植物细胞产生 的发状根培

养物具有生长速度快
、

合成次生代谢产物能力强
、

可将次生代谢产物分泌到培养基的特点
。

经发根农

杆菌诱导产生 的发根是单个转化细胞的克隆体
,

而

且培养的发根系间在生长速度及形态等方面存在

着较明显的差异
,

各无性系的特性十分稳定
。

发根

的这种特点为植物发根无性系 的选择提供 了可行

性
。

自 �� 世纪 =� 年代以来
,

已经利用发状根培养生

产 了很多次生代谢产物
。

赵寿经等
〔川利用发根农杆

菌 ϑ − 菌株在人参根外植体上直接诱导产生发根
,

培养生产人参皂昔
,

筛选出高产发根系 [ , , � ∗
,

其人

药用植物组织培养及细胞培养在生物种植和生

产技术方面是一个突破性进展
,

在植物无性繁殖和

次生代谢物生产方面开拓 了一个广阔的天地
,

使有

用 的次生代谢物达到或超过 自然生长的原植物
,

可

以逐步过渡到工业化生产
,

防止大量的采集而使药

源枯竭
。

但是必须指出的是高产细胞系的不稳定性

是 阻碍向工业化生产的一个极大的问题
,

因此必须

寻找解决的方法
。

主要的解决方法包括从高产系中

再不断克隆形成新的高产细胞系 Φ 高产系出现不可

逆的退化时
,

干脆重新开始筛选
,

尽量减少继代次

数
,

用矿物油包埋法
、

低温保存法 )<
一 − ℃ +和冰冻保

存法 )
一 ∋= � ℃ +

。

除此之外
,

在继代时应严格遵守一

种 已定的方案
,

任何偏离都会使代谢物在质和量上

发生显著变化
。

单纯的细胞培养不能解决获得某些

重要药用有效成分的问题
,

因而植物细胞培养和基

因工程技术的成熟结合将为解决药用植物资源匾乏

的问题提供一条途径
,

为中药现代化作出贡献
。
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