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长春花组织培养研究进展
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[摘要] 长春花含有100多种吲哚类生物碱，具有抗肿瘤、降血压等多种生物活性，有较高的药用价值，但是含量偏低。

长春花组织培养可从提高繁殖系数、调控次生代谢产物的累积等来提高长春花生物碱类成分含茸，本文就外植体和培养基

的选择、药用成分累积的影响因素、悬浮细胞培养应用、影响毛状根因素和基因工程技术应用等方面，综述了长春花组织培养

的主要研究进展，为进一步开发利用长春花药物资源提供参考。
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Progress on tissue culture of Catharanthus roseus
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『Abstract] Catharanthus rOgeUS(L．)G．Don contained more than 100 known indole alkaloids，some of which had anti—cancer，

lowering blood pressure and other biological activity．Catharanthus roscus had a high medicinal value，but the content of alkaloids was

very low．In order to improve the content of alkaloid，the technology of tissue culture had been applied in Catharanthus roseus，such as

improving the propagation coefficient and controlling the accumulation of secondary metabolites．To provide reference in further devel—

opment and utilization of Catharanthus roseus drug resources，the main research progress of tissue culture of Catharanthus roseus inclu—

ding the impact factors of medicinal components accumulation，suspension cell cultme applications，the impact factors of hairy roots

and applicati￡m of genetic engineering technology were reviewed in this paper．
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长春花Catharanthtts rosell,s(L．)G。Don为夹竹

桃科(Apocynaceae)长春花属(Catharanthus)多年生

常绿草本植物，又称雁来红、日日新、四时春和三万花

等，原产于非洲东部，现广泛栽培于热带和亚热带地

区，我国华东、中南及西南有栽培。长春花全草入药，

具有解毒抗癌、清热平肝等功效，主治多种肿瘤、高血

压、痈肿疮毒以及烫伤等⋯。文献报道，已从长春花

中发现100多种吲哚类生物碱，其中长春碱(vinblas—

tine)和长春新碱(vincristine)具有抗肿瘤活性；文

多灵碱(vindoleine)和长春质碱(catharanthine)是

长春碱和长春新碱的前体，具有降血糖作用；阿玛碱

(ajmalicine)可治疗高血压；蛇根碱(serpentine)具

有镇定作用等。然向长春花中的生物碱含量太低，尤

其是长春碱和长春新碱仅为百分之几至十万分之几，

不能满足市场的需求，化学合成和半合成的结果也不

太理想悼j1。长春花生物碱类产品的大规模生产就有

可能导致许多不良后果：过度利用野生长春花导致资
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源桔竭；因生产需要过度扩大长春花的种植面积，从

而毁坏自然林地、沙滩地”1。

目前有关长春花的研究主要集中在长春花的药

理作用、化学提取、组织培养、长春碱和长春薪碱的

合成和化学修饰、生物转化和基因工程等。长春花

组织培养技术主要通过愈伤组织的诱导和细胞悬浮

及毛状根的大量培养，直接提取长春新碱和长春碱

等次生代谢产物作为药物成分；借助基因工程技术

来阐释长春花植物体内生物碱类成分的合成调控机

制．筛选出有利于长春花中特定的有效药用成分积

累的途径。本文对此进行综述，为进一步研究、开发

利用长春花药用成分提供资料。

1 外植体与培养基的选择

外植体是指进行培养的植物材料，包括各种植

物器官、组织、细胞和原质体。长春花一般采用芽、

叶、茎等部位作为外植体，培养基大多以MS为基本

培养基，蔗糖浓度3％，pH 5．8—6．0，另外不同培养

阶段对培养基的要求也不尽相同。陈泉等”1以长

春花无菌苗的芽为外植体，在MS(基础培养基)培
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养基上组合不同激素，得到生长旺盛、叶色浓绿的壮

苗，芽增殖系数多达4．83；进一步生根培养，得到的

发根早且根系状态好，长势旺，无愈伤组织。也没有

新芽诱出，生根率最高，平均根数多。唐忠海等¨。

以根、茎、叶为外植体，叶片对愈伤组织的诱导率高

达88％，为最高，根次之，茎的诱导率最低。严春艳

等⋯以长春花的幼嫩叶片为外植体，诱导的愈伤组

织呈黄褐色疏松状，且诱导率高达90％。

2 影响长春花中主要药用成分积累的因素

植物组织培养不仅可以促进植物的生长发育，

还能够增加植株内次生代谢产物的积累。长春花细

胞组织培养及其细胞生长和生物碱的合成，受内部

机制和外部环境共同调控‘8o。为了提高长春花中

生物碱类成分的含量，长春花组织培养大都进行了

不同的物理、化学因素的调控。

2．1化学因素

2 1．1 植物调节剂 不同种类、浓度和比例的植物

生长调节剂，可以调节培养物的生长发育进程、分化

方向和器官发生。长春花组织培养中，常用生长素

有IAA(吲哚乙酸)、NAA(萘乙酸)、2，4一D(二氯苯

氧乙酸)，常用细胞分裂素有6一BA(苄基腺嘌呤)、

KT(激动素)，生长素和细胞分裂素可单独使用，也

可进行不同浓度的组合，根据培养阶段和外植体情

况而定。2，4一D有利于长春花的正常愈伤组织生

长，但却抑制突变愈伤组织的生长，对于二者的吲哚

总碱的积累有抑制作用，而采用NAA或IAA替代

2，4-D后，吲哚总碱含量有所增加，两种生长素的组

合比单一的生长素更利于吲哚总碱积累，尤其是

NAA和IAA共同作用最有利于吲哚总碱积累H’⋯。。

长春花细胞培养早期添加外源性细胞分裂素或者后

期添加乙烯(通过乙烯利降解)均可以极大地提高

长春花细胞中阿玛碱的含量，两者联合使用对阿玛

碱含量的影响具有相加效应。1“。Garnier等¨2。进一

步对比外源性细胞分裂素和内源性细胞分裂素对愈

伤组织中生物碱含量的变化，最后发现外源性细胞

分裂素可以提高正常愈伤组织中阿玛碱和蛇根碱的

含量，内源性细胞分裂素则不能产生类似的效果。

2．1．2诱导及诱变作用 诱导子(elicitor)是指能

够引起目标生物体发生生理变化的各种生物与非生

物因子。广义的诱导子包括各种生物与非生物因

子。狭义的诱导子专指生物来源的诱导子和人工合

成的生物诱导子类似物。外源施加的诱导子能够通

过信号分子转导途径，促进长春花生物碱合成途径

中相关基因的表达，以诱导特定的次生代谢产物形

成和积累‘‘“。

非生物诱导子常用辐射诱变、化学诱变、金属离

子等筛选出有利于长春花生物碱类成分积累的变异

体系。长春花种子经”co～射线不同剂量处理，得

到的高杆变异植株中文多灵碱和长春质碱含量比未

辐射照射组分别多出24％和26％‘|⋯。长春花愈伤

组织通过不同浓度的甲基磺酸乙龋(EMS)处理，可

获得生长快且吲哚碱含量高的长春花突变细胞

系¨“。李铁军等。16。以秋水仙素为诱导剂，筛选得

到长春花同源四倍体，获得的四倍体的茎、叶、花、果

变大，单株干重也高于二倍体。茉莉酸甲酯诱导培

养的长春花悬浮细胞内外的ca“浓度可以明显影

响阿玛碱的含量¨“。

生物诱导子来源包括真菌、细菌、病毒等。张向

飞等、1驯发现来源于镰刀菌Fusarium solani和黑曲

霉Aspergillum niger的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较明显的正向调节

作用。石岳香等¨引从长春花茎杆韧皮部分离出内

生真菌，研究其对长春花中长春花生物碱合成的影

响，发现内生真菌本身不能直接合成长春花生物碱，

而可能对生物碱的合成起促进作用。茉莉酸甲酯作

为一种植物胁迫信号，是诱导STR和TDC表达中的

最重要的第二信使旧⋯。茉莉酸甲酯的添加剂量和

添加时间可以明显影响长春花悬浮细胞中阿玛碱含

量，最高可使含量增加300％。2“。茉莉酸甲酯还可

以大大增强长春花毛状根中G10h、Tdc、$tr和Sgd

的表达量，从而提高异胡豆苷、阿玛碱和水甘草碱的

含量㈦。

2．1．3前体物质的添加 前体是目的产物合成途

径中的中间代谢物，通过前体饲喂可以定向地提高

某些次生代谢产物的含量，并大大缩短培养周期。

添加香叶醇、10，羟基香叶醇和马钱子苷其中任何一

种，可以显著增加它波宁碱的积累，添加色胺和色氨

酸则没有影响悼“。但并非所有前体饲喂都可增加

次生代谢产物含量，在茉莉酸甲酯诱导培养的长春

花毛状根中添加马钱子昔、色胺及两者组合物等前

体物质，异胡豆苷、阿玛碱和水甘草碱等生物碱的含

量无明显变化。2“。这可能与长春花中的次生代谢

产物具体步骤及其生物合成机制不明确有关，而且

生物碱合成途径的前体活性受到诸多因素影响。

Lee—Parsons等2纠测定茉莉酸甲酯如何改变马钱子

苷、色胺、马钱子苷和色胺的组合物，以及香时醇等

生物碱合成途径的前体活性，结果显示：在诱导和非

诱导的培养过程中，添加过量的马钱子苷会使色胺

受限；在诱导培养中，茉莉酸甲酯可以增加香叶醇的

活性，而非诱导培养中，添加香叶醇可以增加阿玛碱

的含量。



药学实践杂志2012年7月25日第30卷第4期

2．1．4 pH值pH值是酸碱度环境，它主要影响植

物酶的生化反应等生理过程，同时也影响一些培养

基中离子的溶解度。培养基初始pH在4．5～7．5

范围内变动时，对愈伤组织生长及吲哚总碱的积累

影响不大H。。

2．2物理因素

2．2，l 光照条件 植物利用光照进行光合作用，为

植物的生长和次生代谢产物的积累提供能量。所以

不同的光照条件对长春花的生长发育及其总生物碱

的积累有重要影响。弱光条件明显抑制了长春花有

性生殖，抑制了长春碱含量的增加，促进了长春花叶

片中文多灵碱和长春质碱两种生物碱的积累旧⋯。

周忆堂探讨不同光照条件(透光率分别为100％、

42．5％、12．5％)对长春花个体生长及生物碱合成

累积等生理过程的影响，发现42．5％光强最有利于

长春花植株生长以及生物碱积累。2川。长春花愈伤

组织在黑暗和光照(12～14 h／d)下的生长曲线均呈

“S”犁，总碱产量变化曲线类似于生长盐线，但光照

条件下的细胞生长速度较快‘2“。

2．2．2其它因素 长春花的生物碱类成分含量还

受到植株的组织部位、愈伤组织继代周期、继代天数

等因素影响。Aslam等心21采用HPLC定量分析长春

花愈伤组织等各种离体组织中长春新碱，结果显示

长春新碱的含量取决于特定的组织和生长周期：长

春新碱含量在20～25周有所提高，而且在叶片诱导

的愈伤组织和萌发胚较高。

3 长春花悬浮细胞培养的应用

利用细胞培养法获得长春花中生物碱类成分的

一般步骤为：诱导愈伤组织一愈伤组织继代培养一细

胞悬浮培养一扩大细胞培养，凶此长春花细胞悬浮培

养是长春花细胞工业化、产业化的必经步骤。与固体

培养基相比，细胞悬浮培养具有繁殖速度快、能大规

模培养和提供大量均匀一致的植物细胞培养物的特

点，悬浮细胞培养受到许多外界条件的影响，如激素、

光照、诱导子、培养基、pH值、温度和营养等。

2，4一D、NAA和6-BA 3种激素组合时，更有利于

悬浮细胞的生长，且比单因子更有效果；1／2 MS和B5

培养基有利于细胞的生长；蔗糖浓度为30 g／L时，细

胞生长最快，低于或高于此浓度，其细胞生长速度都

会下降；pH值在5．0～5．4时最适于长春花悬浮细胞

的生长。2⋯。长春花悬浮细胞在黑暗和光照(12～14

h／d)下培养的生长曲线均呈“s”型，但光照有利于细

胞生长，比黑暗条件下提前了3 d，达到了最大生长量

¨⋯。添加不同浓度的外源脱落酸(ABA)、乙烯利和

乙酰水杨酸(ASA)可明显提高长春花悬浮细胞的吲

哚总碱及其阿玛碱和长春质碱含量[31’。内生真菌和

内生真菌诱导子不仅明显增加长春花悬浮细胞中生

物碱合成的关键性酶PAL(苯丙氨酸解氨酶)、TDC

(色氨酸脱羧酶)活性，还明显提高了生物碱含量㈣1。

4影响长春花毛状根的因素

与愈伤组织和细胞悬浮培养相比，由发根农杆

菌及其Ri质粒转化产生的毛状根具有无激素快速

自主生长、遗传稳定、分化程度高、拥有亲本植株的

特征和次生代谓}途径等特点；更重要的是，毛状根的

次生代谢物的含量不仅更高，而且还能产生某些植

物愈伤组织和悬浮细胞所不能合成的有效成分=3“。

毛状根生长及其次生代谢产物的形成受培养条件、

外源激素、诱导子等各种理化因素的影响。刘红蕾

等¨41认为长春花发根的生长与生物碱积累是两个

相对独立的过程：发根本身具有合成及调节激素水

平的因子，其生长基本不受外界色氨酸含量及激素

水平的影响，但是适量添加色氨酸却有利于生物碱

的积累：蔗糖的不同浓度、培养温度、摇床转速对生

长影响较大，而对单位质量发根中生物碱的积累几

乎没有影响；不同碳源对发根生长及产碱有较大影

响。孙敏等’”’”J用A。和R㈣。2种发根农杆菌菌株

分别感染长春花的愈伤组织、真叶、叶柄及根，诱导

出毛状根，并进行发根生长和产碱测定。其结果为：

A。的转化频率高于R．。。。，乙酰丁香酮对转化频率有

促进作用；毛状根的最佳生长条件为I／2MS培养

基、蔗糖为碳源、水解乳蛋白为氮源；毛状根中的总

生物碱含量高于长春花的原植株和愈伤组织，并且

检测到长春碱和长春新碱。

5基因工程技术在长春花中的应用

长春花生物碱代谢途径非常复杂，受到许多关

键酶的调控，由于不表达一些合成途径的关键酶基

因，使得长春花中部分生物碱不合成或者含量极低。

基因工程技术可以使某些关键酶基因获得表达，从

而提高生物碱含量，有助于阐释长春花生物碱生物

合成机制和筛选出高产特定生物碱的长春花体系。

岳庆喜等¨川发现长春花细胞C，。hi中合成阿玛

碱的7个关键酶基因asa、tdc、hmgr、910h、scs、8ss、

sgd的转录表达量明显高于母株细胞C，。D，尤其是

910h、scs、SS$基因，C：。hi中阿玛碱的过量合成可能

与2，4一D抑制了阿玛碱生物合成关键酶的表达水平

有关。910h基因的表达与长春花生物碱(文多灵和

长春质碱)含量呈显著的正相关，文多灵的含量和

str基因的表达水平相关性好，910h和sIr基因可以

作为长春花中文多灵和长春质碱含量的参考基因标
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记¨⋯。韩梅等¨引分离和扩增得到长春花萜类吲哚

生物碱合成途径中编码关键酶(DXR、SLS、G10H

和STR)的cDNA基因片段，利用Gateway技术对这

些目的基因进行质粒重组，并成功表达。这一结果

使得短期内大规模的分离和克隆长春花中参与长春

碱和长春新碱生物合成途径中的多个相关酶和基因

成为可能。Agll2转录因子具有高选择性，它可以

影响长春花悬浮细胞的分化方向，提高长春花悬浮

细胞合成生物碱的关键酶基因编码表达，而且经过

基因改造后能够表达Agll2的细胞系可以产生高

含量的阿玛碱。4⋯。长春花中的单萜类生物碱的生

物合成途径在细胞和细胞内的各种膜发生，ATP一结

合盒转运蛋白与细胞中转运各种单萜类生物碱有

关，因此，提高长春花细胞中ATP一结合盒转运蛋白

基因CjMDRl的表达能够显著增加细胞中阿玛碱和

四氢鸭脚木碱的含量H⋯。

6结语与展望

长春花的组织培养技术已经取得了很大的进

展，长春花的初代愈伤组织的诱导相对容易，用茎、

叶和芽诱导愈伤组织的诱导率相对较高，长春花悬

浮培养在摇瓶中已经获得了成功，甚至采用70L环

形通气搅拌生物反应器对长春花细胞的大规模悬浮

培养也取得成功。4“，长春花毛状根的诱导培养也已

获得成功，但仍未能进行大规模培养。目前可以用

长春花愈伤组织、悬浮细胞和毛状根中生产阿玛碱、

蛇根碱和长春质碱，但不能检测到长春碱和长春新

碱，这可能与这些培养体系中不能或者极少合成双

吲哚生物碱的重要前体文多灵有关。。⋯。

添加阿司匹林、布洛芬和萘普生等环加氧酶抑制

剂，降低长春新碱和长春碱的旁路合成，虽然未能提

高长春花悬浮细胞中长春新碱和长春碱的含量，却显

著提高长春新碱和长春碱的前体——长春质碱的含

量’4“，这说明不同的理化因素可以改变长春花生物

碱合成途径中某些关键酶的活性或者关键酶基因的

表达，进而特异性地影响长春花中某些生物碱的积

累。长春花细胞中文多灵的合成在转录水平上受到

抑制，即检测不到关键酶基因D4H和DAT基因的表

达，但这两种基因并未丢失卜“。因此，利用不同的理

化因素调控，或者通过基因工程等技术诱导长春花细

胞和毛状根中DdH和DAT等关键酶基因的表达，以

促进文多灵的生物合成，选育出能够合成长春新碱和

长春碱的细胞和毛状根培养体系，为工业化、产业化

开发长春花药用成分开辟出新的道路。
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药学专业和药物制剂专业的药学基础实验于

2009年秋季学期在09级药学和药物制剂本科班开

始投入使用，药学综合性与设计性实验于201 1年9

月在09级药学和药物制剂本科班开始投入使用。

新的实验教材将在实验教学使用过程不断完善，最

后完善好的教材将联系出版社进行公开出版。
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