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药用植物组织培养生产次生代谢产物的研究进展
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摘要：次生代谢产物是药用植物的重要有效成分，但由于野生资源日益减少和栽培品种品质退化，给临床使用和质量控制

带来许多困扰，利用组织培养技术生产有效成分，能缓解药用植物资源压力。本文总结了在植物组织培养过程中，外植体的选

择、培养条件、培养方法等因素对次生代谢产物积累的影响，并简述了应用诱导子、添加前体物、添加抑制剂和应用基因工程技

术四种促进次生代谢产物积累的方法，旨在为利用组织培养技术生产次生代谢产物提供理论参考，为药用植物资源的开发和

利用提供科学指导。
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Abstract：Many factors are involved in the production of secondary metabolites by tissue culture of medicinal plants.
In this paper，the influences of the selection of explants，culture conditions and culture methods on the production of sec⁃
ondary metabolites are summarized，and four methods to improve the production of secondary metabolites，including the
application of inducers，the addition of precursors，the addition of inhibitors and the application of genetic engineering tech⁃
nology，are described.
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0 引 言

随着经济的发展、人们对健康需求的提高以及

人口进一步老龄化，中药资源的需求量不断提高。

目前药用植物主要以人工栽培方式进行生产，相比

于农作物，大多数药材的生产周期较长，有限的土地

资源也限制了药材种植面积的扩大。传统的栽培方

式难以满足中药资源不断增长的需求，同时中药资

源需求的不断提高给野生中药资源的保护带来了极

大的压力，部分野生中药资源因遭受滥采滥伐而濒

临灭绝。采用药用植物组织培养的生产方式，可在

有限时间与空间内生产药用植物次生代谢产物，有

效解决中药资源的供需矛盾，实现中药资源的有效

保护与合理利用。本文综述了药用植物组织培养生

产次生代谢产物的研究进展，为通过组织培养技术

生产次生代谢产物提供科学指导。

1 利用组织培养生产药用植物次生代谢产物的

优点

组织培养技术是在人为创造的无菌条件下，将

活的离体器官（如根、茎、叶、茎段、原生质体）、组织

或细胞置于培养基内，并放在适宜的环境中不断培

养，以获得细胞、组织或个体的技术［1］。植物代谢过

程中产生的各种次生代谢物，在传统医药和食品领

域起着重要作用，主要用于医药、食品添加剂和工业

产品的生产。传统的栽培方法是通过种子繁殖和扦

插等方式获得优良的药用植物品种，该方法耗时长，

成本高，通常次生代谢产物含量低，难以大量生

产［2］。而植物组织、细胞和器官培养技术可在离体

培养的微环境中控制植物成分的生长和生产。这个

过程可以通过调节各种生长参数和因素来实现，从

而使生产最优化，不受地理或季节变化的影响，降低

了生产成本。据统计，近 1 000种药用植物的离体培

养技术获得了成功，提供了 600多种次生代谢产物，

其中有些药用植物次生代谢产物含量大于或等于原

植物的含量，并且人参皂苷、紫杉醇、青蒿素等的离

体培养生产已经达到了工业化水平［3］。目前，为了

大量地生产次级代谢产物，细胞、不定根、毛状根已

经成功地应用于大规模培养。例如，人参（Panax
ginseng）不定根培养已经达到 30 000 L，金丝桃（Hy⁃
pericum aviculariifolium）不定根已经达到 500 L，紫
锥 菊（Echinacea purpurea）不 定 根 已 经 达 到 1 000
L［4］。有的公司每年生产 40~45吨人参不定根，形成

一个利用植物组织培养生产药品、食品和化妆品的

成功范例［5］。我国某公司通过植物细胞技术已经筛

选出顶级的天山雪莲（Saussurea involucrata）培养

物，实现雪莲培养物的工业化生产，年产量达 5 000
公斤。运用植物组织培养技术规模化合成中药重

要活性物质，解决天然中药材来源与提高药用成分

含量，属于生物医药中的中药现代化领域，其产品

不仅可广泛用于医药、食品、化妆品、护理品，还有

助于解决中药资源的可持续标准化供应问题；带动

相关制药工业和制药装备工业的发展；有利于维护

生态平衡，保护自然环境；避免人工种植中药材的

物种退化；同时符合国家战略规划，有助于实现中

药材产业现代化。

2 影响药用植物组织培养生产次生代谢产物的

因素

2. 1 外植体的选择

能够发生次生代谢的细胞株往往来自适当生理

状态下的外植体［6］。通常，不同植物或器官所含有

的次生代谢产物的含量和种类不同。一般由次生代

谢活动旺盛的植物或器官诱导出的愈伤组织中的次

生代谢产物含量较高［7］。对从野生葡萄（Vitis vi⁃
nifera）不同器官培养获得的愈伤组织细胞培养物进

行研究，结果发现茎诱导的愈伤组织中苯丙氨酸解

氨酶和苯乙烯合成酶基因表达量比叶和叶柄诱导的

愈伤组织中的要高［8］。有研究学者对姜黄（Curcuma
longa）进行研究，分别用叶鞘、叶片、叶基部、顶端芽

和侧芽诱导培养愈伤组织，6次继代培养后，以侧芽

为外植体的愈伤组织中姜黄素和总酚的含量明显高

于 其 他 愈 伤 组 织［9］。 用 荷 包 牡 丹（Lamprocapnos
spectabilis）的叶片、叶柄和节间外植体进行愈伤组

织诱导，发现外植体类型对愈伤组织中花青素和多

酚有显著影响，叶柄愈伤组织和节间愈伤组织的花

青素含量和多酚含量高于全叶愈伤组织的花青素含

量和多酚含量［10］。有研究表明，与由花诱导的愈伤

组织相比，由蔷薇（Rosa gallica）叶片和茎诱导的愈

伤组织的花青素和叶绿素产量最高［11］。有研究表明

外植体类型会影响凤仙花（Impatiens balsamina）根

培养物中的萘醌产量，由叶外植体培养产生的萘醌

总量高于由根外植体培养产生的萘醌总量［12］。因

此，利用植物组织培养技术生产次生代谢物时，选择

生长快速且具有较高次生代谢物合成能力的外植体

非常重要。

2. 2 培养基的成分

2. 2. 1 碳源

糖在培养基中的类型和浓度是影响次生代谢产

物生物合成的重要因素。植物组织培养通常使用葡
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萄糖、果糖、麦芽糖、蔗糖等作为能量和碳源进行异

养生长。相比于果糖和葡萄糖，蔗糖被发现是诱导

马来沉香（Aquilaria malaccensis）愈伤组织产生最

高生物量的最有效碳源；浓度为 15 g/L的蔗糖显著

诱导愈伤组织增殖，产生的生物量高于葡萄糖的

1. 2倍，高于果糖的 2倍［13］。研究蔗糖浓度对三七

（Panax notoginseng）不定根培养过程中三种人参皂

苷（Rg1、Re和 Rb1）积累的影响，结果发现在 30 g/L
蔗 糖 处 理 下 ，三 种 人 参 皂 苷 含 量 最 高［14］。 苦 艾

（Artemisia absinthium）细胞悬浮培养中，在最大生

物量和次生代谢产物积累方面，双糖（蔗糖和麦芽

糖）处理优于单糖（果糖和葡萄糖）处理；在蔗糖和麦

芽糖处理下，生物量最大，总酚和总黄酮生物合成含

量最高［15］。有研究发现，当蔗糖浓度高于 5%时，可

抑制刺参（Oplopanax elatus Nakai）不定根中酚类化

合物的积累，这表明高浓度蔗糖引起的高渗透胁迫

对刺参体内总酚的积累产生了不利影响［16］。用不同

浓度的蔗糖对龙葵（Solanum nigrum）愈伤组织进行

培养，发现随着培养基中蔗糖含量的增加，愈伤组织

中龙葵碱含量显著增加［17］。用不同浓度的蔗糖对夏

枯草（Prunella vulgaris）悬浮细胞分别进行培养，结

果发现在 20~25 g/L蔗糖处理下，生物量、酚类物

质、黄酮类物质、蛋白质含量和抗氧化活性均达到最

大值［18］。用不同水平的果糖、半乳糖、葡萄糖和蔗糖

为碳源培养山莨菪（Anisodus acutangulus）毛状根

时，发现用蔗糖含量为 3%的培养基培养的毛状根

生物碱含量最高［19］。从上述可知，植物的生长和次

生代谢物合成与碳源有关，要促进次生代谢产物积

累，碳源的组成和浓度都是要考虑的重要影响因素。

2. 2. 2 氮源

氮源是植物正常生长的必要条件，不同 NH4
+/

NO3
-比值的氮源对植物的生长和代谢有显著的影

响，且单独以硝酸盐或铵盐为氮源，都不利于植物的

生长和代谢。有研究分析了MS培养基中不同浓度

的总氮对野生秋葵（Abelmoschus esculentus）愈伤组

织中花青素的影响，发现在中氮水平培养基中，花青

素积累增强，而高氮水平和低氮水平培养基中，花青

素产量下降［20］。在金铁锁（Psammosilene tunicoides）
毛状根悬浮培养中，当培养基中 NH4

+与 NO3
-的浓

度比为 1∶2时，毛状根生物量和总皂苷的收获量都

达到最高值［21］。研究发现，硝态氮和铵态氮比例为

5∶1时，甘草（Glycyrrhiza uralensis）细胞获最大生物

量，以铵态氮为氮源，黄酮类物质积累量最高［22］。为

优化雷公藤（Tripterygium wilfordii）毛状根的生物

量和生产雷公藤碱乙和雷公藤次碱的培养基，研究

表明，10∶50（NH4
+/NO3

-）处理的毛状根生物量最

大，雷公藤碱乙和雷公藤次碱产量最大；虽然在 50∶
10（NH4

+/NO3
-）浓度处理下，雷公藤碱乙和雷公藤

次碱的含量最高，但是 50∶10（NH4
+/NO3

-）的生物

量显著低于 10∶50（NH4
+/NO3

-）处理的生物量，导

致雷公藤碱乙和雷公藤次碱的产量显著低于 10∶50
（NH4

+/NO3
-）处 理 的 ；从 而 得 出 10∶50（NH4

+/
NO3

-）对雷公藤毛状根生长和生物碱积累最适

宜［23］。研究氮对甜叶菊（Stevia rebaudiana）次生代

谢产物的影响，结果表明，高水平的氮导致莱鲍迪糖

苷 A的含量减少，在 2. 5~3. 5倍氮培养基上生长的

植株的莱鲍迪苷 A水平显著降低，这与培养基中的

氮供应呈负相关［24］；对照组中莱鲍迪甙 A和甜菊糖

苷含量均最高；然而，甜菊糖醇含量被发现与生长培

养基中氮水平的增加呈正相关。。从这些研究可知，

选择合适的氮源有利于次生代谢产物的积累。

2. 2. 3 磷源

磷源是一种重要的营养物质，参与代谢产物的

形成、能量代谢和生物合成。将甘草不定根接种于

添加不同浓度磷酸盐的 1/2 MS培养基中培养［25］，结

果 表 明 ，在 1. 25 mmol/L 磷 酸 盐 处 理 下 ，多 糖

（15. 66 mg/g）含量达到最大值；0. 625 mmol/L磷酸

处理的黄酮类化合物（7. 54 mg/g）和甘草酸（0. 57
mg/g）积累量最高；甘草次酸（0. 32 mg/g）积累的最

适 磷 酸 盐 浓 度 为 0. 312 5 mmol/L。 在 长 春 花

（Catharanthus roseus）细胞悬浮培养中，添加不同水

平的磷酸氢二铵和磷酸二氢铵，总氮（NH4
++NO3

-）

和磷酸盐的增加会促进生物碱生物合成的增强［26］。

在太子参（Pseudostellaria heterophylla）不定根培养

中，低磷酸盐浓度有利于生物量的产生，而高磷酸盐

浓度则能显著提高太子参不定根培养中多糖的含

量［27］。在培养西洋参（Panax quinquefolius）毛状根

的 B⁃5培养基中添加 0. 83 mmol/L磷酸盐，6种人参

皂苷（Rb1、Rb2、Rc、Rd、Re和 Rg1）的总含量达到最

大 值 ，与 对 照 组 相 比 ，人 参 皂 苷 的 含 量 增 加 了

20%［28］。在人参的不定根培养中发现，当磷酸盐浓

度为 0. 625 mmol/L时，根生长率达到峰值，然而当

磷酸盐浓度为 1. 25 mmol/L时，人参皂苷含量达到

最大值［29］。这些结果说明，磷源对次生代谢产物的

积累也起着重要的作用，不同植物的次生代谢产物

积累所需要的磷浓度不同。

2. 3 培养条件

2. 3. 1 光照

光是直接影响植物发育过程和次生代谢产物生

物合成的关键诱导子之一。不同的光照强度、光质、
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光周期会影响药用植物次生代谢产物的积累。珐

菲 亚（Pfaffia glomerata）在 三 种 不 同 比 例 的 红 色

（R）和蓝色（B）灯光下体外培养：（i）1R∶1B，（ii）1R∶
3B，（iii）3R∶1B；红光和蓝光配比相同（1R∶1B）可增

加生物量积累、花青素含量和 20⁃羟基蜕皮激素产

量（提高 30%~40%）［30］。分别在 100% 红、100%
蓝、100% 绿、RGB（40% 红∶40% 绿∶20% 蓝）和

100%白（对照）光照条件下培养红景天（Rhodiola
imbricata）愈伤组织，结果表明，与其他光照条件相

比，蓝光处理愈伤组织培养的红景天苷、总酚和总黄

酮积累量最大［31］。研究不同光谱光对罗勒（Ocimum
basilicum）愈伤组织中苯丙烷代谢产物生物合成的

影响，与对照组相比，蓝光处理下的生物量积累、总

酚含量、总黄酮含量以及抗氧化剂 DPPH、FRAP和

ABTS的活性最大［32］。分别在光照和黑暗条件下

进行紫草（Arnebia euchroma）细胞的悬浮培养，观

察光照对萘醌色素合成的影响，发现在光照条件

下，直到培养第 4天，萘醌色素含量都有所增加，但

随着培养时间的延长，在光照条件下萘醌色素含量

降低，而在黑暗条件下萘醌色素含量继续增加［33］。

用不同的光培养催眠睡茄（Withania somnifera）愈

伤组织，发现紫光条件有利于愈伤组织中酚类化合

物和黄酮类化合物的合成；红光处理下愈伤组织中

生物量积累效果最好，以及绿原酸和醉茄素 A含量

显著增加［34］。这些研究表明，不同的药用植物有各

自的最佳光照条件，适当调整光照质量和光照量可

以提高次生代谢产物的产量。

2. 3. 2 温度

药用植物离体培养温度一般为 20~28 ℃，通常

控制在 25 ℃左右。温度不仅影响植物生长，还控制

产物合成途径相关酶的活性，从而影响次生代谢产

物的积累。在三分三（Anisodus acutangulus）毛状根

培养中，当温度为 25 ℃时毛状根的生物量和莨菪碱

含量最高，低于 25 ℃和超过 30 ℃时毛状根生物量和

莨菪碱含量显著下降［35］。山羊豆（Galega officinalis）
愈伤组织培养时，用四种不同温度（4 ℃、22 ℃、35 ℃
和 45 ℃）处理后，发现 4 ℃处理下木质素、染料木素、

对香豆酸、柚皮苷、芹菜素、反式阿魏酸、水杨酸和芦

丁含量最高［36］。用不同温度培养人参不定根，结果

表明，人参总皂苷在 25 ℃培养时含量最高；此外，研

究还表明，低温刺激可促进人参皂苷的积累，10 ℃
环境下处理 7 d，然后转移到 25 ℃处理 28 d时，人参

总皂苷含量较 25 ℃处理增加了 2. 53倍［37］。在翅萼

石斛（Dendrobium cariniferum）体外培养中，当培养

温度为（23±2）℃时，生物量积累最高，然而幼苗的

生长消耗了营养，导致生物活性化合物的积累很少；

当培养温度为（25±2）℃时，虽然幼苗生长较慢，但

此时多糖和生物碱积累量较其他培养温度最高［38］。

研究不同温度对水飞蓟（Silybum marianum）毛状根

培养物生物量和水飞蓟素的影响［39］，结果表明，

25 ℃/25 ℃培养下毛状根水飞蓟素产量（0. 18 mg/g
DW）高于 15 ℃/20 ℃和 30 ℃/25 ℃培养下水飞蓟素

产量（分别为 0. 13和 0. 12 mg/g DW）。不同植物的

最适温度不同，因此选择适宜的温度对药用植物次

生代谢产物的合成十分重要。

2. 3. 3 pH值

培养基的 pH值对植物生长和次生代谢产物积

累有显著影响。植物生长直接受培养基营养成分

的影响，但营养的吸收主要受培养基 pH的影响。

pH的变化会影响培养基成分的状态，从而影响次

生代谢产物的积累。不同植物的高效生长、发育和

次生代谢产物的产生都需要特定的 pH值。对鬼臼

（Podophyllum hexandrum Royle）不定根培养进行

了不同 pH处理的试验［40］，结果表明，当初始培养基

pH为 6时，鬼臼不定根培养过程中生物量和鬼臼毒

素 积 累 量 最 高 。 培 养 液 中 不 同 pH 对 铁 皮 石 斛

（Dendrobium candidum）原球茎生物量及有效物质

含量有影响，当培养液 pH为 5. 8时，原球茎生长最

好，且多糖和生物碱生产量达到最高［41］。在睡茄

（Withania somnifera）细胞培养中，高 pH和低 pH培

养基都不能刺激生物量和睡茄内酯 A的产生［42］，但

在芽培养中，初始 pH为 4. 5的培养基最适合生物量

和苦艾素 A的产生［43］。研究发现在甜叶菊（Stevia
rebaudiana）不定根培养中，较低的 pH水平（pH=
5. 1）促进甜菊糖苷和莱鲍迪苷 A的合成，但多酚类

物质的产量减少；当 pH 为 5. 8时，杜克苷含量较

高［44］。 研 究 pH 对 灰 毡 毛 忍 冬（Lonicera macran⁃
thoids）细胞悬浮培养物产量和绿原酸的影响［45］，发

现培养基 pH为 5. 5和 6. 0时生物量最高，分别为

6. 52 g/L和 6. 76 g/L，此时绿原酸含量最高。因

此，调整 pH值是提高次生代谢产物含量的一种有

效方法。

2. 4 植物生长调节剂

在植物组织培养中，植物生长调节剂不仅控制

植物抗氧化潜能、基本生长和发育过程，而且还调控

植物次生代谢产物的合成。在鬼臼不定根培养基中

添加不同浓度的生长素，当 IBA浓度为 3 mg/L时，培

养 8周后鬼臼毒素积累量最高（4. 1 mg/g DW）［40］。

研究植物生长调节剂对染料木（Genista tinctoria）愈

伤组织异黄酮积累的影响［46］，发现在细胞分裂素组合
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中，0. 5 mg/L KIN与 5. 0 mg/L 2，4⁃D联合使用时，

异黄酮含量最高（6 436. 26 mg/100 g DW）；在生长

素组合中，0. 5 mg/L TIBA与 5. 0 mg/L KIN联合使

用时，异黄酮含量最高（10 474. 23 mg/100 g DW），

这是高等植物愈伤组织中异黄酮代谢产物含量最高

的组合。组织培养狭叶香科（Teucrium polium）中的

总黄酮含量取决于植物再生过程中使用的植物生长

调节剂的类型；在添加 0. 5 mg/L TDZ的培养基上，

黄酮类化合物含量最高，是对照植株的 2. 65倍；在

添 加 较 高 浓 度 的 细 胞 分 裂 素（2. 0 mg/L KIN 或

BAP）的培养基上培养的狭叶香科中的黄酮类化合

物水平较低［47］。研究发现使用浓度为 5 μmol/L的细

胞分裂素⁃生长素时，小石松（Lycopodiella inundata）
愈伤组织生长良好，生物碱含量约为 1%，而整个植

株的生物碱含量在 0. 16%的范围内；使用 2，4⁃D对

其生物碱和愈伤组织生长速度均有显著的负向影

响［48］。在海冬青（Eryngium maritimum）不定根培养

中，与无激素培养基相比，添加生长素的培养基中海

冬青不定根的酚酸和三萜皂苷含量分别增加了 84~
227倍和 8~16倍［49］。利用墨旱莲（Eclipta prostrasta）
茎和叶外植体在含有不同浓度的TDZ、BAP或NAA
的MS培养基上培养愈伤组织，结果表明，在MS+
TDZ培养基上培养的愈伤组织的总类黄酮含量和总

酚含量最高［50］。可见植物生长调节剂的种类和浓度

对植物生长和产物合成有显著影响，添加合适的植

物生长调节剂对植物生长以及产物合成十分关键。

2. 5 培养方法

2. 5. 1 两阶段培养

两阶段培养法是指第一步主要使用适合细胞生

长的培养基即生长培养基，第二步使用适合次级代

谢产物积累的培养基即生产培养基。由于细胞生长

和次生代谢物产生对培养基和培养条件的要求不

同，一般采用两阶段培养法来提高生物量和次生代

谢产物。在研究长春花（Catharanthus roseus）摇瓶

悬浮液生产吲哚生物碱时，使用两种方式进行培养，

一种方式直接放置于生长培养基中培养，另外一种

方式采用两阶段培养技术进行培养，两种培养体系

可产生高达 20 g/L DW的生物量；但两阶段培养技

术产生的细胞活性更高，吲哚生物碱产量比另外一

种培养方式高 10 倍，且产物显著释放到培养基

中［51］。研究发现明党参（Changium smyrnioides）悬

浮细胞采用两阶段培养后的第 20 d，生物量的积累

达到最大值，比只使用MS培养基的细胞数目提高

了 12. 6%，第 24 d 总 香 豆 素 积 累 量 达 到 最 大 值

0. 288 2 mg/L，比 只 使 用 White 培 养 基 的 提 高 了

60. 7%，细胞中佛手酚、佛手柑内酯含量达到了

1. 79%、0. 36%，比 一 步 法 提 高 了 1. 75 倍 和

2. 86%［52］。 采 用 两 阶 段 培 养 体 系 进 行 巴 戟 天

（Morinda coreia）不定根培养，首先在添加 1. 0 mg/L
IBA的液体培养基中增殖巴戟天不定根，然后把这

些不定根转到两阶段培养体系，在不含 IBA的液体

培养基中培养，结果发现，蒽醌类化合物的产量是体

内培养的 4. 09倍［53］。两阶段培养法使细胞生长和

代谢均能在适合的条件下进行，较好地解决了细胞

生物量增殖与次生代谢产物积累之间的矛盾，是促

进次生代谢产物合成的一种较好的方法。

2. 5. 2 两相培养

两相培养技术是在培养体系中加入水溶性或脂

溶性的有机物或者具有吸附作用的多聚化合物，使

培养体系形成上、下两相；细胞在水相中生长，合成

的次生代谢物质分泌出来后转移至有机相中。由于

植物次生代谢产物在培养的植物细胞中合成和储存

的位置不同，在细胞培养中的次生代谢产物含量低

可能是由于反馈抑制、在培养基中合成产物被酶或

非酶降解或可能产生的代谢物具有挥发性。因此，

在液体培养基中添加液体或第二固相的人工堆积生

产位点可以提高净生产率［54］。两相共培养利用分配

系统将培养基中的分泌产物重新分配到第二个非极

性阶段，有效避免反馈抑制效应，在细胞、组织或器

官培养生产次生代谢产物方面具有重要应用价值。

采用两相培养法进行夏雪片莲（Leucojum aestivum）
芽培养，胞内加兰他敏积累量是对照的 1. 7倍，胞外

加兰他敏积累量是对照的 1. 9倍［55］。采用固液两相

培养技术对紫草（Arnebia euchroma）细胞进行了培

养，其中固相为聚氨酯泡沫，实验中加入聚氨酯泡沫

后紫草色素的合成及分泌提高了 3倍多［56］。以雷公

藤（Tripterygium wilfordii）不定根为材料，通过两相

培养技术，研究有机溶剂邻苯二甲酸二丁酯（DBP）
不同浓度及培养时间对雷公藤不定根生长及次生代

谢产物含量的影响，结果显示，DBP浓度为 6%、培

养至第 6 d时，不定根增长量为对照的 1. 06倍；DBP
浓度为 2%、培养至第 8 d时，内酯醇含量达 74. 96
μg/g，为对照组（53. 67 μg/g）的 1. 40倍［57］。两相共

培养还包括共培养不同物种的细胞、组织或器官，以

提高代谢物的含量。采用添加吲哚 ⁃ 3 ⁃丁酸（25
µmol/L）和蔗糖（50 g/L）的MS培养基，在容量为 5 L
的生物反应器中以不同比例共培养人参和松果菊

（Echiancea purpurea）不定根，在 25 ℃的黑暗条件下

培养 40 d，茉莉酸甲酯诱导 30 d，当人参对松果菊的

接种密度较高时，可促进人参皂苷和咖啡酸衍生物
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的合成［58］。两相培养技术是促进次生代谢产物合成

的一条有效途径，在这一方面具有很好的研究前景。

3 调控药用植物组织培养生产次生代谢产物的

途径

3. 1 诱导子的应用

植物次生代谢产物是植物细胞在体内生长过程

中对环境干扰的反应而产生的，是对入侵病原菌诱

导子的防御反应。因此，越来越多人使用化合物来

触发培养的植物细胞、组织或器官的防御反应，以提

高体外培养中生物活性化合物的产量。这些诱导子

可以是生物或非生物的，可能包括信号分子（如茉莉

酸甲酯、水杨酸）、微生物细胞壁提取物（如酵母提取

物、壳聚糖）、无机盐、重金属甚至物理制剂（如紫外

线辐射）等［59］。这为提高植物体外培养产量提供了

另一种途径，并在许多细胞、组织和器官培养系统中

取得了成功。在西洋参（Panax quinquefolius）悬浮

培养中，使用一种非生物诱导子硝酸钴，使人参皂苷

产量比对照增加两倍［60］。研究生物诱导子粉红粘帚

霉发酵液、茉莉酸甲酯和冠菌素对桃儿七（Sinopodo⁃
phyllum hexandrum）不定根鬼臼毒素积累的影响［61］，

结果表明，粉红粘帚霉发酵液、茉莉酸甲酯和冠菌素

都能显著地促进不定根鬼臼毒素的积累。在八角莲

（Dysosma versipellis）离体培养中使用真菌诱导子，

经过 3周的培养，内生真菌诱导子能提高八角莲离体

根中鬼臼毒素的含量［62］。在瓜叶栝楼（Trichosanthes
cucumerina）细胞悬浮培养中，用 200 µmol/L的茉莉

酸甲酯诱导子处理 6 d后可以生产更多的泻根醇酸，

约为相应的对照组的两倍；而用 1 mg/mL的壳聚糖

诱导子处理 8 d后泻根醇酸水平增加到几乎比对照组

高出两倍的水平［63］。对蛇根草（Ophiorrhiza mun⁃
gos）进行悬浮培养时，当用酵母提取物和硝酸银作为

诱导剂时，喜树碱的产量分别增加了 13. 3倍和 8. 7
倍［64］。可见使用适宜的诱导子对植物次生代谢产物

的合成有一定的促进作用。

3. 2 添加前体物

提高体外次级代谢产物产量的一个重要障碍是

初级底物水平低，这可以通过前体饲喂来解决。外

源应用前体物可以提高次生代谢产物的合成，基于

理念：任何在次生代谢产物生物合成途径中是起始

物或中间体的化合物，都有望促进次生代谢产物的

合成［65］。研究发现，投喂石蒜科生物碱前体 4'⁃O⁃甲
基降孤挺花啶显著提高了水仙（Narcissus tazetta）鳞

茎中加兰他敏和石蒜碱的积累［66］。有研究发现 L ⁃
酪氨酸会影响菜豆（Phaseolus vulgaris）愈伤组织中

L⁃DOPA的积累，在所有测试浓度下，L⁃酪氨酸从第

3天到第 12天都提高了 L⁃DOPA的含量；到第 12天，

L⁃DOPA浓度达到最大值 200 mg/L，增加了 17. 75
倍；结果表明，L⁃酪氨酸可作为合成 L⁃DOPA的天然

有效前体［67］。在北美圆柏（Juniperus virginiana）愈

伤组织和悬浮培养中添加前体物苯丙氨酸，愈伤组

织在添加 10 mmol/L苯丙氨酸处理 21 d后，对鬼臼

毒素的产量影响最大，鬼臼毒素含量为 0. 15 mg/g
DW，比对照高 400%左右；新衍生的悬浮培养物（第

4代）在添加 1 mmol/L苯丙氨酸后，鬼臼毒素在 14 d
后 含 量 最 高（0. 48 mg/g DW），这 比 对 照 高 出

243%［68］。在积雪草（Centella asiatica）毛状根培养

中，分别使用不同浓度的角鲨烯和丙酮酸前体物，发

现角鲨烯和丙酮酸前体物能促进积雪草毛状根三萜

类化合物的积累［69］。为提高肉桂三萜的含量，将角

鲨烯、胆固醇和甾体酚等外源性甾醇饲喂肉桂（Cin⁃
namomum cassia）的培养物，发现高剂量的甾体酚饲

喂可促进三萜的产量增加［70］。这些研究表明，添加

前体物对次生代谢产物的合成具有积极的促进

作用。

3. 3 添加抑制剂

添加代谢抑制剂可抑制旁路代谢和切断其他非

目标代谢物的合成途径，改变细胞中代谢物的方

向，从而促进目标化合物的合成。在红豆杉（Taxus
cuspidata）悬浮细胞培养中，分别添加洛伐它汀（甲

羟戊酸途径抑制剂）和磷甘霉素（非甲羟戊酸途径抑

制剂）进行处理，发现两种抑制剂对紫杉醇的积累都

有促进作用，而磷甘霉素作用较大［71］。在东北红豆

杉（Taxus cuspidata）悬浮细胞培养中，分别添加赤

霉素和肉桂酸代谢抑制剂，发现两种代谢抑制剂对

紫杉醇的生物合成都有促进作用，随着浓度的增加，

紫杉醇单位产量先增加，然后达到最大值，然后略有

下降，这是由于抑制了与紫杉醇合成无关的分支途

径，所以反应倾向于紫杉醇合成的方向［72］。在海南

粗榧（Cephalotaxus mannii）悬浮培养第 15日，添加

30 mg/L丙氨酸（糖酵解途径中重要的限速酶丙酮

酸激酶的抑制剂）时，对海南粗榧三尖杉酯碱和高三

尖杉酯碱的积累都有一定的促进作用，产物含量最

高，为对照组的 1. 7倍［73］。在嘉兰（Gloriosa superba）
细胞悬浮培养中，分别添加不同剂量的乙烯抑制剂

AgNO3，AgNO3处理的细胞悬浮培养物在培养 15天
和 30天内，秋水仙碱和硫秋水仙苷生物合成含量均

有所提高［74］。可见使用抑制剂是提高次生代谢产物

含量的一种有效手段。
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3. 4 基因工程技术的应用

随着分子生物技术的发展，利用基因工程手段

来提高药用植物次生代谢产物的生物合成含量，已

经成为目前药用植物次生代谢研究的热点。基因工

程技术是对次生代谢途径进行修饰、调控甚至改变，

以期促进次生代谢产物的积累。常用的调控手段有

关键酶基因的超表达和支路途径的 RNA干扰或者

基因敲除等［75］。利用含有 pCAM：2×35S：gusA的

工程化农杆菌（Agrobacterium sp.）LBA1334进行

蟛蜞菊（Sphagneticola calendulacea）的转基因毛状

根培养，发现转基因毛状根积累了 422. 01 μg/g DW
的蟛蜞菊内酯，分别是体内培养（294. 44 μg/g DW）

和 试 管 苗（308. 28 μg/g DW）的 1. 43 倍 和 1. 37
倍［76］。芪合酶是何首乌（Fallopia multiflora）二苯乙

烯苷合成途径的关键酶，研究发现将含有芪合酶基

因的过表达载体和 RNA干扰载体导入野生型发根

农杆菌（Agrobacterium rhizogenes）ATCC15834中，

转化何首乌外植体诱导生成毛状根后，芪合酶过表

达组的二苯乙烯苷含量是空白组的 2. 41倍，而RNA
干扰组的二苯乙烯苷合成明显减少［77］。利用发根农

杆 菌 介 导 的 转 化 技 术 ，对 红 车 轴 草（Trifolium
pratense）进行毛状根诱导，生长迅速的转基因毛状

根系 2364A中 4种重要的异黄酮，大豆黄酮、染料木

素、刺芒柄花素和鹰嘴豆芽素A 的积累量显著增加，

其中三种异黄酮的浓度均高于对照植株［78］。有学者

建立了过表达 EbCHI的灯盏花（Erigeron brevisca⁃
pus）毛状根培养，过表达 EbCHI显著增加了转基因

毛状根中灯盏花素的积累，其最高含量为 2. 21 mg/
g DW，是天然根（0. 21 mg/g DW）的 10倍［79］。共同

引入关键基因DXS（编码MEP途径中的关键酶 1⁃脱
氧⁃D⁃木酮糖⁃5⁃磷酸合酶）和GGPPS（编码通路中的

香叶基香叶基二磷酸合酶），转基因丹参（Salvia
miltiorrhiza）毛状根的丹参酮含量高达 12. 93 mg/g
DW，而对照的丹参酮含量为 0. 61 mg/g DW［80］。随

着基因工程技术的研究深入，基因工程技术将在提

高次生代谢产物含量方面发挥着重要作用。

4 展 望

近几十年来，药用植物离体培养技术发展迅速，

成为解决珍稀药用植物资源短缺的有效手段。但

是很多药用植物组织和细胞的次生代谢产物含量

少于原植物，没有达到预期的目的，而且成本较高。

展望未来，药用植物次生代谢产物的生产要想实现

工业化发展，应从以下几个方面着手：（1）阐明特定

生产策略中涉及的信号转导途径，以提高生物量和

分子的生物合成；（2）调控生产的控制因素和机制，

包括基因操作以提高生产；（3）克隆参与生物合成

的基因及其修饰设计目标分子的代谢通量；（4）分

析代谢通量和中间体，以了解它们的生物合成途径

和调控。随着科学技术的进一步发展，相信在不久

的将来，药用植物次生代谢产物的工业化生产体系

会变得更加成熟，为人们的健康和治疗疾病提供丰

富的原料资源。
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