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诱导子对雷公藤悬浮细胞中
雷公藤甲素积累的影响
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摘要：【目的】雷公藤甲素是雷公藤主要药用活性成分之一，具有抗肿瘤、免疫抑制和抗炎等多种作用。应用植

物细胞培养技术生产雷公藤甲素具有重要意义，而诱导子是提高植物细胞培养中次生代谢产物积累的有效途

径之一。研究通过探究非生物和生物诱导子对雷公藤悬浮细胞中雷公藤甲素积累的影响，以期提高雷公藤甲

素产量，为雷公藤悬浮细胞规模化生产雷公藤甲素等药用活性物质提供基础。【方法】以水杨酸（SA）、LaCl3以及

雷公藤内生真菌NS-5、NS-17作为诱导子，研究不同类型及不同浓度诱导子添加对雷公藤悬浮细胞中雷公藤甲

素积累及细胞活力、细胞生长、总糖消耗、PAL活性的影响。【结果】SA、LaCl3和内生真菌NS-5、NS-17诱导子均

可促进雷公藤悬浮细胞培养物中雷公藤甲素的积累。非生物诱导子的效应大小受其浓度的影响，0.1 mg/L的
SA诱导作用最好，可提高细胞活力，促进细胞生长，总糖消耗增加，升高PAL活性，雷公藤甲素产量最高是对照的

3.5倍。随着浓度的降低，LaCl3对雷公藤甲素的诱导作用增强，20 mg/L LaCl3诱导下的最高含量是对照的2.0倍，

同时 20 mg/L LaCl3也提高了 PAL活性和总糖消耗，但对细胞活力和细胞生长影响不大。内生真菌诱导子的效

应大小即与诱导子种类和添加时间有关。细胞培养第 4天添加NS-5、NS-17菌丝体提取物，第 8天添加任一内

生真菌诱导子均提高了雷公藤甲素的积累，其中NS-5菌丝体提取物的诱导效果相对最强，细胞培养第8天添加

时雷公藤甲素产量最高，是对照的 2.4倍，但雷公藤甲素的积累与细胞生长及PAL活性无明显的关联。【结论】诱

导子的添加能够提高雷公藤悬浮细胞中雷公藤甲素的积累，诱导效应的大小与诱导子种类、添加浓度及添加时

间有关。本研究中的0.1 mg/L SA、20 mg/L LaCl3及内生真菌NS-5菌丝体提取物显示了良好的诱导效果，在利用

细胞培养技术进行雷公藤甲素生产中具有较好的应用前景。

关键词：雷公藤甲素；非生物诱导子；内生真菌诱导子；悬浮细胞；雷公藤

中图分类号：Q813.1 文献标志码：A 文章编号：1000-2286（2021）05-1149-10

收稿日期：2021⁃03⁃15 修回日期：2021⁃04⁃06
基金项目：国家自然科学基金项目（31470577）、福建省高校产学合作科技重大项目（2019N5006）和福建农林大学科

技创新专项基金项目（CXZX2016061，CXZX2018105，CXZX2019078G）
Project supported by the National Natural Science Foundation of China（31470577），Science and Technology Major
Projects of Industry-University Cooperation in Universities and Colleges of Fujian Province（2019N5006）and the
Special Fund for Science and Technology Innovation of Fujian Agriculture and Forestry University（CXZX2016061，
CXZX2018105, CXZX2019078G）

作者简介：张强，orcid.org/0000-0002-7881-2450，854186504@qq.com；*通信作者：宋萍，副教授，博士，主要从事植物

与微生物相互作用研究，orcid.org/0000-0001-9297-7211，songpinghlj@163.com；封磊，教授，博士，主要从事

环境微生物技术研究，orcid.org/0000-0003-2198-1971，fengleisp@126.com。

张强，宋萍，朱留刚，等 .诱导子对雷公藤悬浮细胞中雷公藤甲素积累的影响［J］.江西农业大学学报，2021，43（5）：1149-
1158.
ZHANG Q，SONG P，ZHU L G，et al.Effects of elicitors on the accumulation of triptolide in cell suspension culture of Tripterygium
wilfordii[J].Acta agriculturae universitatis Jiangxiensis，2021，43（5）：1149-1158.



江 西 农 业 大 学 学 报 第 43卷

Effects of Elicitors on the Accumulation of Triptolide in Cell
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Abstract：［Objective］Triptolide is one of the main medicinal active ingredients of Tripterygium wilfordii，
which has many effects such as resistance against tumor，immunosuppression and resistance against inflamma⁃
tion.It is of great significance to produce triptolide by plant cell culture technology，and the use of elicitor is one
of the effective ways to improve the accumulation of secondary metabolites in plant cell culture.This study was
to explore the effects of abiotic and biotic elicitors on the accumulation of triptolide in T. wilfordii suspension
cells，so as to increase the production of triptolide and provide a basis for the large-scale production of trip⁃
tolide and other medicinal active substances in T. wilfordii cell suspension culture.［Method］Salicylic acid
（SA），LaCl3，and endophytic fungi NS-5 and NS-17 from T. wilfordii were used as elicitors to study the effects
of different types and different concentrations of elicitors on the accumulation of triptolide，cell viability，cell
growth，total sugar consumption and PAL activity in cell suspension culture of T. wilfordii.［Result］SA，LaCl3
and the elicitors of endophytic fungi NS-5 and NS-17 could promote the accumulation of triptolide in suspen⁃
sion cells of T. wilfordii.The effect of abiotic elicitor was affected by its concentration.SA of 0.1 mg/L had the
greatest induction effect，which improved cell viability，promoted cell growth，increased total sugar consumption
and PAL activity.The highest triptolide yield inducted by 0.1 mg/L SA was 3.5 times that of the control.With the
decrease of the concentration，the inducing effect of LaCl3 on the triptolide increased.The highest content of trip⁃
tolide induced by 20 mg/L LaCl3 was 2.0 times that of the control. At the same time，20 mg/L LaCl3 also in⁃
creased PAL activity and total sugar consumption，but had little effect on cell viability and cell growth.The ef⁃
fect of endophytic fungal elicitor was related to the type of elicitor and aslo affected by the time of addition.The
addition of NS-5 and NS-17 mycelium extracts on the 4th day of cell culture，and the addition of any endophyt⁃
ic fungal elicitor on the 8th day all increased the accumulation of triptolide.Among them，the inducting effect of
NS-5 mycelium extract was relatively the strongest，and when added on the 8th day of cell culture，the highest
yield of triptolide was 2.4 times that of the control.However，the accumulation of triptolide under the induction
of NS-5 mycelium extract had no evident correlation with cell growth and PAL activity.［Conclusion］The ad⁃
dition of elicitors could improve the accumulation of triptolide in suspension cells of T. wilfordii.The induction
effect was related to the type of elicitor，the concentration and the time of addition.In this study，0.1 mg/L SA，
20 mg/L LaCl3 and endophytic fungus NS-5 mycelium extract showed good induction effects，which has a good
application prospect in the production of triptolide by cell culture technology.

Keywords：triptolide；abiotic elicitor；endophytic fungal elicitor；suspension cell；Tripterygium wilfordii

【研究意义】雷公藤（Tripterygium wilfordii Hook. f.）隶属卫矛科雷公藤属，广泛用于治疗类风湿性关

节炎、肺病、肾病、皮肤病、白血病等疾病，是珍贵的药用植物[1]。雷公藤提取物中的二萜三环氧化物雷公

藤甲素（triptolid）是其主要的药用活性成分之一。1972年，Kupchan等[2]首次发现雷公藤甲素具有明显的

抗白血病作用，此后雷公藤甲素又被陆续发现可对多种肿瘤细胞株产生明显的抑制作用；此外，雷公藤

甲素还具有免疫抑制和抗炎作用，对多种促炎细胞因子和介质以及内皮细胞粘附分子的表达具有抑制
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作用，并具有诱导自身或其它细胞凋亡的能力[3]。因此，雷公藤甲素具有广阔的开发前景与应用市场。

但由于其结构十分复杂和特殊，目前尚无法有效地进行大量人工合成，加之其在植株中的天然含量低、

分离困难，使得对于雷公藤甲素的研究和应用受到很大限制。植物细胞悬浮培养技术由于可以人工控

制实现细胞生长、分化和次生代谢产物积累的最佳条件，从而可以有效地促进细胞增殖并定向诱导次级

代谢产物的合成和积累。因此，研究如何利用细胞悬浮培养技术生产雷公藤甲素具有重要意义。【前人

研究进展】利用诱导子来提高次生代谢物的产量，是目前植物悬浮细胞培养中常用的方法。诱导子可分

为生物诱导子与非生物诱导子两种。生物诱导子包括来自真菌、细菌或草食动物诱导子、植物细胞壁碎

片、植物被病原体或草食动物入侵时释放的化学物质等，其功能与受体偶联，通过激活或失活许多酶或

离子通道起作用[4]。以酵母提取物及榆黄蘑作为生物诱导子，添加至怀牛膝悬浮细胞培养物中，能明显

促进牛膝多糖的生成[5]；利用青霉和黑曲霉作为生物诱导子，可分别将大豆悬浮细胞中异黄酮的积累量

提升 2.56倍与 1.32倍[6]。近年来，植物内生菌被发现可以作为生物诱导子用于提高植物细胞培养过程中

次生代谢产物的积累。如高媛等[7]通过添加内生真菌诱导子使苦豆子中喹诺里西啶类生物碱达到了对

照组的 2.65倍；李群等[8]将 6株内生菌作为生物诱导子添加于灰毡毛忍冬悬浮细胞培养体系内，其对细

胞生物量及次生代谢产物绿原酸含量产生了不同程度的促进作用。非生物诱导子是指本身并不是植物

细胞中的天然成分，却可以通过化学或物理途径使植物产生防御反应，进而触发植物次生活性物质的合

成。其种类主要包括植物生长调节剂、水杨酸、茉莉酸甲酯、重金属盐、稀土元素、紫外线辐射、高低温和

溶氧量等[4]。如利用茉莉酸甲酯和水杨酸作诱导子使半夏悬浮细胞中的生物碱含量分别达到对照组的

3.6和 2.5倍[9]。【本研究切入点】截止目前，已有多种诱导子被用于包括人参、雪莲、红豆杉、黄芪等在内的

药用植物悬浮培养体系中，并在细胞生长及活性成分积累方面起着重要作用，然而有关雷公藤悬浮细胞

中雷公藤甲素积累的研究鲜少涉及。前期研究发现，雷公藤甲素可以在雷公藤愈伤组织[10]和悬浮细胞[11]

中积累。本研究拟通过雷公藤细胞悬浮培养，以水杨酸（salicylic acid，SA）、稀土元素 La3+以及雷公藤内

生真菌为诱导子，研究其对雷公藤悬浮细胞中雷公藤甲素积累的影响。【拟解决的关键问题】本研究通过

制备和添加不同的非生物和生物诱导子，揭示诱导子对雷公藤悬浮细胞产雷公藤甲素的影响，以期提高

悬浮细胞中雷公藤甲素含量，为雷公藤甲素的扩大化生产提供基础。

1 材料与方法

1.1 雷公藤细胞悬浮培养

以雷公藤植株嫩叶为外植体诱导愈伤组织，连续继代培养 3代以上。选取质地疏松、生长良好的愈

伤组织，用镊子夹成小块，称取 0.4 g进行接种[14]。应用White基础培养基（青岛海博生物技术公司），附加

激素 2，4-D 1.0 mg/L、NAA 0.1 mg/L和KT 0.1 mg/L，培养基经 121 ℃灭菌 20 min。将愈伤组织接种到装有

50 mL培养基的三角瓶中，置于恒温振荡摇床于120 r/min、（25±1）℃下悬浮暗培养。

1.2 非生物诱导子的添加

雷公藤细胞悬浮培养至第 3天向培养液中添加非生物诱导子。使用医用注射器分别吸取 SA和

LaCl3原液，经 0.22 µm的灭菌水系微孔滤头过滤除菌后添加至细胞培养液中。SA添加后的质量浓度分

别控制在 0.1 mg/L（低浓度）、1.0 mg/L（中等浓度）和 10 mg/L（高浓度）；LaCl3添加后的浓度分别控制在

20 mg/L（低浓度）、40 mg/L（中等浓度）和60 mg/L（高浓度）。对照不添加任何诱导子。

1.3 内生真菌诱导子的制备

利用本实验室保藏的两株雷公藤内生真菌Pochonia suchlasporia NS-17和Penicillium spinulosum NS-
5进行生物诱导子的制备。将菌株接种于PDA平板进行活化，取菌饼接种于PDA液体培养基，于 28 ℃、

120 r/min下摇床震荡培养 6 d，对培养物进行抽滤分别收集菌丝体和发酵液滤液。菌丝体用蒸馏水充分

清洗后，加入蒸馏水进行匀浆，再次抽滤，得到菌丝提取物，于 121 ℃灭菌 20 min，即得菌丝体诱导子。将

发酵液滤液高压灭菌制备成培养液诱导子。在植物细胞悬浮培养至第4、8天（细胞分别处于生长前期和

对数生长期）时，分别添加各内生真菌诱导子。以诱导子的糖浓度来确定其添加量，糖含量应用苯酚硫

酸法测定。
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1.4 细胞活力的测定

采用氯化三苯四氮（2，3，5-Triphenyltertrazolium Chloride，TTC）还原法测定悬浮细胞活力。

1.5 细胞干质量的测定

用超纯水将悬浮细胞充分清洗，去除残留的培养基，抽滤，60℃烘干至恒量，用电子天秤称重，记为干质量。

1.6 总糖测定

悬浮细胞培养液中总糖的含量采用苯酚硫酸法测定。

1.7 苯丙氨酸解氨酶（PAL）活性的测定

细胞PAL的活性依据PAL与L-苯丙氨酸的反应产物肉桂酸在290 nm处的吸光值的变化进行测定。

1.8 雷公藤甲素的测定

雷公藤甲素应用高效液相色谱仪（HPLC）测定。通过过滤分离培养液和悬浮细胞，其中细胞样品烘

干至恒重，用研钵碾成粉末。称取粉末 0.500 0 g。以甲醇为浸提液，超声处理 30 min，4 ℃自然浸提 12 h。
然后 4 000 r/min离心，将上清液定容于 10 mL容量瓶，经 0.45 µm滤头过滤后作为待测液。HPLC色谱柱

为XB-C18柱（5 µm，4.6 mm×250 mm）；流动相为水/甲醇（30/70）；流速是 1.0 mL/min；波长为 218 nm；柱
温是室温。进样量为10 µL[13]。每个样品重复3次。

2 结果分析

2.1 不同诱导子对雷公藤甲素产量的影响

由图1，SA处理下的雷公藤细胞悬浮培养体系中雷公藤甲素含量与诱导子浓度有关，0.1 mg/L的SA明

显促进了雷公藤甲素的产量，在培养12 d时培养液中雷公藤甲素含量最高，约是对照的3.5倍。而1.0 mg/L
和10 mg/L的SA对雷公藤甲素积累的影响很小。

相比对照，3种浓度的LaCl3诱导子均明显提高了培养液中雷公藤甲素的产量，且诱导子浓度越低其

诱导效应越强；但诱导子浓度越低，雷公藤甲素产量峰值出现的越晚。20，40，60 mg/L的LaCl3诱导下的

雷公藤甲素浓度峰值分别是对照的 2.0、1.7和 1.2倍。由此可见，低浓度的 SA和不同浓度的LaCl3均能促

进雷公藤悬浮细胞向外释放雷公藤甲素，而LaCl3的诱导效应随浓度的增加而减弱。

图1 诱导子对雷公藤甲素含量的影响

Fig.1 The effect of elicitors on the content of triptolide
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与对照相比，在细胞培养第 4天添加内生真菌诱导子，NS-5菌丝体和NS-17菌丝体均显著促进了悬

浮细胞培养体系中雷公藤甲素的积累，培养 12 d时，雷公藤甲素产量最高，分别是对照的 1.9和 1.7倍。

NS-17培养液和NS-5培养液对雷公藤甲素产量的影响则相对较小。

在细胞培养第 8天添加内生真菌诱导子，在诱导初期各诱导子便提高了细胞中雷公藤甲素的释放；

随后，NS-17培养液和NS-5菌丝体诱导下雷公藤甲素在培养第 15天达到峰值，其产量分别是对照的 2.0
和 2.4倍；NS-17菌丝体、NS-5培养液诱导下的雷公藤甲素产量分别在培养第 9、12天时最大，分别是对

照的2.1和1.8倍。

2.2 不同诱导子对细胞活力的影响

如图 2，将不同浓度的非生物诱导子 SA和LaCl3添加至培养 3 d的雷公藤细胞悬浮培养体系后，细胞

活力随着培养时间的增加呈现先增强后减弱的趋势。与对照相比，两种非生物诱导子的添加均使细胞

活力的峰值提前。中、低浓度的 SA（1.0 mg/L、0.1 mg/L）和 LaCl3（40 mg/L、20 mg/L）在悬浮培养前期对细

胞活力具有明显的诱导效应，诱导第 3天和第 6天时，细胞活力高于对照；培养 12 d之后，这些诱导子的

诱导效应减弱，各处理的细胞活力接近于对照。与 20 mg/L的 LaCl3相比，40 mg/L的 LaCl3提高细胞活力

的效应更强。高浓度的SA和LaCl3处理的悬浮细胞活力均低于对照，显示出一定的抑制效应。

在雷公藤细胞悬浮培养前期添加内生真菌诱导子后，在培养前 12 d内，NS-5培养液显著提高了细

胞活力，NS-5菌丝体对细胞活力的影响则不明显；在培养后期，NS-5培养液和菌丝体对细胞活力均产生

了抑制作用（图1）。除了诱导初期，从培养至第9天开始，NS-17培养液和菌丝体对悬浮细胞活力均显示

出明显的抑制效应。在细胞对数生长期添加内生真菌诱导子后，相比对照，NS-5培养液在细胞对数生

长期（9 d、12 d）提高了细胞活力，但在细胞生长后期对细胞活力产生了抑制作用；其它诱导子在整个诱

导期对细胞活力均具有抑制作用。

图2 诱导子对细胞活力的影响

Fig.2 The effect of elicitors on the cell viability
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2.3 不同诱导子对细胞生长的影响

对非生物诱导子和生物诱导子处理下的雷公藤悬浮细胞生长情况测定（图 3）发现，各诱导子处理

下雷公藤悬浮细胞的生长趋势与对照基本一致。0.1 mg/L SA处理的悬浮体系细胞干质量大于对照；

10 mg/L SA在细胞生长前期干质量高于对照而进入生长对数期以后则低于对照；1.0 mg/L SA则明显降

低了细胞干质量的积累。与对照相比，20 mg/L和 40 mg/L LaCl3处理对细胞干质量的积累无明显的影

响；60 mg/L LaCl3则明显提高了对数生长期和生长后期的细胞干质量。

在细胞生长前期添加内生真菌诱导子能够促进细胞的生长，提高细胞的干质量（图 3）。其中，NS-
17培养液诱导子的促进作用最显著，12 d时的细胞干质量达最大，是对照的 2.8倍；其次是NS-5培养液

诱导子，细胞干质量在 9 d时达最大，是对照的 1.9倍；NS-5菌丝体和NS-17菌丝体诱导子对细胞干质量

呈现出轻微的促进作用。在细胞培养第 8天添加内生真菌诱导子后，NS-5培养液在整个诱导期均提高

了细胞干质量；NS-17培养液在细胞对数生长期显著促进了干质量的积累；而NS-5菌丝体和NS17菌丝

体的诱导作用不大，细胞干质量与对照相接近。由此可见，细胞生长前期添加内生真菌诱导子有利于提

高细胞生物量，内生真菌培养液比菌丝体的促进作用要强，其中NS-17培养液的诱导作用最强。

2.4 不同诱导子对总糖消耗的影响

由图 4中 SA处理下的雷公藤悬浮细胞培养液中总糖含量的变化可知，0.1 mg/L和 10.0 mg/L SA诱导

下细胞对总糖的消耗明显高于对照，而 1.0 mg/L SA诱导的细胞总糖消耗则略低于对照。SA诱导的细胞

总糖消耗与生物量的增加基本一致。根据 LaCl3诱导的培养液总糖含量变化曲线，20 mg/L LaCl3诱导下

细胞对培养液中总糖消耗明显高于对照，这可能与雷公藤甲素的积累有一定关联；60 mg/L诱导下的细

胞总糖消耗也明显高于对照，总糖的消耗与细胞生物量的提高相一致；40 mg/L LaCl3诱导下的细胞总糖

消耗则稍低于对照。

在细胞生长前期添加内生真菌NS-5、NS-17诱导子后，培养液中总糖含量均低于对照（图 4）。其

中，NS-17培养液诱导的细胞总糖消耗最大。总体上，各内生真菌诱导子作用下的培养液总糖消耗与细

胞生物量增长相一致，而两者与雷公藤甲素的积累没有明显关联。在细胞培养至对数生长期添加内生

真菌诱导子与生长前期添加的培养液总糖含量变化十分接近。

图3 诱导子对细胞生长的影响

Fig.3 The effect of elicitors on the cell growth
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2.5 不同诱导子对细胞PAL活性的影响

非生物诱导子处理下的雷公藤悬浮细胞 PAL活性变化如图 5所示，细胞 PAL活性随诱导时间的增

加明显增强，在对数生长期（第 9天）达到峰值，之后逐渐减弱。相比对照，3种浓度的 SA诱导子均明显

图4 诱导子对培养液中总糖含量的影响
Fig.4 The effect of elicitors on the total sugar content in the culture broth

图5 诱导子对PAL活性的影响
Fig.5 The effect of elicitors on the PAL activity
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剌激了细胞 PAL活性，并且随着 SA诱导子浓度的增加，剌激作用越强。3种浓度的 LaCl3在细胞对数生

长期对PAL活性具有增强作用，在细胞生长后期作用不明显，其中，40 mg/L的LaCl3处理的细胞PAL活性

峰值最大。

细胞生长前期添加内生真菌诱导子后，雷公藤悬浮细胞PAL活性随培养时间的增长呈现先减弱后增

强的趋势，细胞对数生长期PAL达到低谷。与对照相比，各内生真菌诱导子在细胞生长前期和后期提高了

PAL活性，而在对数生长期则降低了 PAL活性。在细胞对数生长期添加内生真菌诱导子后，相比对照，

NS-17菌丝体诱导子在细胞生长前期和后期提高了PAL活性，而在对数生长期抑制了PAL活性；NS-17和
NS-5培养液诱导子在整个诱导期对细胞PAL显示了抑制作用；NS-5菌丝体诱导子对PAL的影响不明显。

3 讨论与结论

SA是一种广泛存在于植物体内的酚类化合物，具有多种功能，包括调控植物的生长发育以及在生

物和非生物胁迫条件下诱导植物的防御反应等，其作为诱导子可以有效地促进药用植物次生代谢产物

的合成和积累。如张媛媛等[12]发现添加 200 µmol/L SA培养 30 d时，半夏中肌苷含量高出对照组

161.40%。水杨酸、萘乙酸和硝普钠 3种诱导子均可以促进蒙古黄芪有效成分的积累，其中，水杨酸对提

高黄酮成分的效果最为明显，萘乙酸与硝普钠则分别对多糖与皂苷的积累具有显著的促进作用[13]。SA
不仅对同一细胞系内不同化合物的影响不同，对同一细胞系同一化合物的效应大小也受其添加浓度的影

响。本研究中，低浓度的SA（0.1 mg/L）明显提高了悬浮细胞培养体系中雷公藤甲素的产量，最高为对照的

3.5倍。同时，低浓度SA的添加提高了细胞活力、细胞生物量积累和总糖消耗量。而高浓度SA（10 mg/L）
对雷公藤甲素积累的影响很小。可见，SA可以有效诱导雷公藤甲素的积累，而雷公藤甲素的积累与细

胞生长呈现一定的偶联。较低浓度的外源 SA处理可通过上调防御相关基因表达来诱导各种重要的次

生代谢产物[14-15]。低浓度 SA（25 µmol/L、50 µmol/L）诱导的颠茄毛状根东莨菪碱质量分数较对照显著增

加[16]。而 9 mmol/L SA和 12 mg/L壳聚糖诱导下的宽丝獐牙菜（Swertia paniculata）茎叶培养物中裂环烯醚

萜和黄酮类酣含量最高，更高或更低的诱导子浓度则会使这些化合物的含量降低[17]。

镧作为一种重要的稀土元素，对植物的生长发育和抗逆性等都具有一定的影响，其常作为非生物诱

导子用于植物次生代谢产物的合成和积累。如添加 20.00 mg/L的LaCl3溶液可使铁皮石斛中石斛碱含量

增加 24.53%[18]。稀土元素对植物生理生化的正、负效应取决于剂量和其它条件，通常，在较低浓度下可

刺激细胞生长和酶活性，但在较高浓度下对细胞有毒[19]。本研究中，不同浓度的LaCl3均提高了悬浮细胞

培养物中雷公藤甲素含量，随着LaCl3浓度的降低诱导作用增强，低浓度LaCl3诱导下的细胞总糖消耗明

显增加，但低浓度的 LaCl3对雷公藤细胞活力和细胞生长的影响较小，反映雷公藤甲素的积累可能不是

细胞增长的结果，但可能与细胞糖代谢有一定的关联。本研究的结果与其它研究有着相似之处，在云南

红豆杉细胞培养中，硝酸镧浓度为1.15~23 µmol/L时，促进了胞外紫杉醇的生产和胞内紫杉醇的合成，其

中 5.8 µmol/L硝酸镧的诱导效应最强，在某些低浓度下硝酸镧对紫杉细胞生长显示出轻微的正效应，而

更高浓度的硝酸镧（23.1~46.2 µmol/L）诱导作用较弱[19]。可见，镧可以用于诱导雷公藤悬浮细胞培养体

系中雷公藤甲素的生产，但应对其剂量和其它条件进行有效控制。

植物内生真菌诱导子能够快速、高效和专一地活化细胞特定次生代谢途径，已广泛用于提高植物次

生代谢产物的合成和积累，如苦豆子内生真菌菌液浓缩物使苦豆子组培苗中氧化苦参碱含量得以提高，

最高为对照组的 20.9倍[20]。齐凤慧等[21]在茶条槭悬浮细胞培养的对数期加入内生真菌（Phomopsis sp.）诱

导子，使茶条槭细胞中没食子酸的含量得到明显提升，进一步研究发现该内生真菌诱导子可能通过增大

细胞膜透性，促进细胞核有丝分裂，提高无机盐离子吸收等多个方面调控没食子酸的合成。真菌诱导子

中具有诱导活性的成分主要是其所含有的多糖类物质，能够刺激细胞代谢产物的合成。本研究中，在悬

浮细胞培养前期添加内生真菌诱导子，NS-5菌丝体和NS-17菌丝体诱导子均明显促进了雷公藤甲素的

生产，两者对细胞生长和总糖消耗呈现轻微的正效应，雷公藤甲素的积累与细胞生长没有明显的关联；

在细胞培养至对数生长期添加各诱导子均提高了雷公藤甲素的含量，最高是对照的 1.8~2.4倍。无论是

细胞培养前期添加还是对数生长期添加，NS-5菌丝体提取物的诱导作用均是最强的。可见，内生真菌

可作为诱导子用于悬浮细胞雷公藤甲素的生产，而诱导效应的大小即与内生真菌诱导子和添加时间有
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关。不同添加时间对活性产物合成的影响可能与细胞的代谢活动有关。李萍等[5]指出，在细胞生长前期

细胞还没有形成足够的前体用于合成代谢需要的各种酶；在对数生长期，细胞代谢活动旺盛，对诱导子

比较敏感；在生长迟缓期，细胞代谢水平下降，诱导子对代谢产物的合成影响很小，因此在细胞对数生长

期添加诱导子往往诱导效应更强。

PAL是苯丙烷类途径中第一个酶，也是连接初生代谢和次生代谢的关键酶，对植物的生理状态十分敏

感，PAL活性的激活是植物细胞受到生物和非生物胁迫常见的反应[22]。在红豆杉细胞培养物中，各种生物

和非生物因子，如重金属离子、真菌诱导子、茉莉酸甲酯和机械应力等的诱导提高了PAL活性[23-25]。本研究

中，SA及LaCl3的添加明显提高了雷公藤悬浮细胞PAL活性，在对数生长期PAL活性最大；而内生真菌诱

导子的添加则使PAL活性呈现先增后降再增加的变化，对数生长期PAL活性呈现抑制状态。SA及LaCl3
添加对PAL活性明显的促进作用表明，SA及LaCl3诱导的PAL活性直接或间接上调可能是悬浮细胞培养

体系中雷公藤甲素产量得以提高的原因之一。而内生真菌诱导子促进雷公藤甲素在悬浮细胞培养体系内

积累的同时，PAL活性并未明显升高，由此推测内生真菌诱导的雷公藤甲素的合成可能与PAL酶无关。

综上所述，不同诱导子对雷公藤悬浮细胞中雷公藤甲素积累均具有一定的促进作用。本研究中

0.1 mg/L SA提高雷公藤悬浮细胞活力、细胞生物量、总糖消耗量及PAL活性的同时促进了雷公胶甲素的

积累，最高含量为对照的 3.5倍；LaCl3对悬浮细胞培养物中雷公藤甲素积累的诱导作用随着其浓度的降

低而增强，最高含量为对照的 2.0倍；内生真菌诱导子中的NS-5菌丝体提取物对雷公藤甲素积累的诱导

效果最好，最高含量是对照2.4倍。本研究的结果可为雷公藤甲素的扩大化生产奠定基础。
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