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苯丙氨酸和茉莉酸甲酯对龙眼胚性悬浮细胞
柯里拉京积累的影响

廖 斌  徐小萍  李珊珊  梁梓豪  李汉生  林玉玲  赖钟雄

福建农林大学园艺植物生物工程研究所  福州  35002

摘  要  基于龙眼胚性悬浮细胞体系的建立，研究苯丙氨酸（Phe）和茉莉酸甲酯（MeJA）不同添加浓度处理对龙眼胚

性悬浮细胞生长和柯里拉京积累的影响. 在龙眼细胞培养第6天添加苯丙氨酸和茉莉酸甲酯不同浓度处理，测定龙眼细

胞干重、柯里拉京含量、苯丙氨酸解氨酶（PAL）和多酚氧化酶（PPO）活性，并利用qPCR技术分析柯里拉京合成相关

基因DlDFR、DlLAR和DlANR的表达模式. 结果显示，适宜浓度的苯丙氨酸和茉莉酸甲酯能促进龙眼胚性悬浮细胞的生

长和柯里拉京的积累，最适添加浓度分别为20 mg/L和50 μmol/L，与对照组相比，柯里拉京含量分别提高了1.9倍、2.9
倍，产量分别提高了4.9倍、6.8倍；苯丙氨酸和茉莉酸甲酯能诱导PAL和PPO活性提高，并可能通过诱导柯里拉京生物合

成途径上DlDFR、DlLAR、DlANR基因表达下调，进而调控龙眼胚性悬浮细胞中柯里拉京的合成与积累. 本研究表明适

宜浓度的苯丙氨酸和茉莉酸甲酯可诱导PAL和PPO活性提高，有效促进龙眼胚性悬浮细胞中柯里拉京含量的积累，结果

可为今后龙眼细胞大规模培养工业化生产柯里拉京提供科学依据和理论指导. （图4 表1 参46）
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Abstract  The effects of different concentrations of phenylalanine (Phe) and methyl jasmonate (MeJA) on the 
growth and corilagin accumulation of embryogenic suspension cells in longan were examined in this study. 
Based on the establishment of an embryonic suspension culture system, the longan cells were treated with 
different concentrations of Phe and MeJA on the 6th day of the suspension culture, after which the dry weight 
of longan cells, corilagin content, and phenylalanine lyase (PAL) and polyphenol oxidase (PPO) activity were 
determined. The expression patterns of the genes related to corilagin synthesis DlDFR, DlLAR, and DlANR 
were analyzed using real-time polymerase chain reaction. The results showed that appropriate Phe and MeJA 
concentrations promoted the growth of embryogenic suspension cells of longan and corilagin accumulation, 
with the optimum concentrations being 20 mg/L and 50 μmol/L, respectively. Compared with the control group, 
the corilagin content was increased by 1.9 times and 2.9 times, and production was increased by 4.9 times 
and 6.8 times, respectively. Furthermore, higher PAL and PPO activities were induced by Phe and MeJA, and 
the synthesis and accumulation of corilagin in longan cells were regulated by the downregulated expression 
of DlDFR, DlLAR, and DlANR genes in the corilagin biosynthesis pathway. In conclusion, appropriate 
concentrations of Phe and MeJA increased PAL and PPO activities, and effectively promoted the accumulation 
of corilagin, which provide a scientific basis and theoretical guidance for the large-scale cultivation of longan 
cells and industrialized production of corilagin.
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龙眼（Dimocarpus longan Lour.）又名桂圆、益智，属无

患子科（Sapindaceae）龙眼属（Dimocarpus）常绿乔木果

树，是我国华南四大珍果之一，同时也是我国极为名贵的传统

中药材，素有“果中圣品”和“南方人参”之美誉.  龙眼是药

食兼用的滋补圣品，《神农本草经》最早记载了龙眼益气养

血、健脾补心的药用功效，诸多研究也表明龙眼富含类黄酮、

类胡萝卜素、柯里拉京、鞣花酸等多种药用成分 [1-3]. 柯里拉京

（Corilagin，β-1-O-galloyl-3,6-R-hexahydroxydiphenoyl-D-
glucose）是一种水溶性逆没食子酸鞣质，属于天然多酚单宁

酸类化合物 [4]，它主要存在于龙眼果核、果皮和花中[5-6]. 药理

研究表明，柯里拉京具有抗肿瘤、抗炎、抗氧化、抗菌、降血

糖、保肝等多种生物活性 [7-9]，且毒副作用低 [10]，极具开发潜力

和市场前景，但传统以龙眼栽培资源提取柯里拉京存在生产

周期长、大小年产量不稳、易受病虫害影响等因素限制 [11]，无

法从根本上解决柯里拉京供需矛盾问题，而龙眼胚性悬浮细

胞具有增殖速率快、生长能力强、体胚发生频率高等优点[12]，

并可通过生物反应器进行大规模培养生产柯里拉京[13]. 
植物细胞培养技术为大量生产药用次生代谢产物开辟

了新途径 [14]，前人通过筛选高产细胞系 [15]、优化培养条件 [16]

和培养技术 [17]等方法来提高目标代谢产物的合成，其中前体

饲喂和诱导子是刺激目标代谢产物合成的最为有效的途径之

一[18]. 苯丙氨酸（Phenylalanine，Phe）是一个代谢中间体，它

能为类黄酮、木质素、生物碱等次生代谢产物的生物合成提

供重要前体，同时还能作为碳源并通过参与蛋白质合成来调

控植物的生长发育[19]. Liu等研究发现在肉苁蓉悬浮细胞培养

初期添加100 mg/L的苯丙氨酸能显著提高肉苁蓉中苯乙醇苷

PeGs活性成分的合成与积累[20]，同样在水母雪莲 [21]、银杏 [22]

和甘草 [23]悬浮培养液中添加苯丙氨酸后黄酮产量均有明显提

高. 茉莉酸甲酯（Methyl jasmonate，MeJA）是一种外源非生

物诱导子，它能通过参与细胞信号转导高效作用于下游靶位

点，诱导植物体产生抵抗外界胁迫的防御反应，改变细胞代谢

过程中相关酶的活力并特定活化防御基因的表达进而促进次

生代谢产物的合成 [24-25]. Wang在贯叶金丝桃悬浮细胞培养研

究发现100 μmol/L茉莉酸甲酯能通过降低过氧化氢酶（CAT）
活性并提高苯丙氨酸解氨酶（PAL）和多酚氧化酶（PPO）活

性，从而显著提高金丝桃苷和槲皮素的生物合成 [26].  刘冉研

究发现茉莉酸甲酯能快速诱发红松产生抗氧化防御反应，特

定诱导红松多酚代谢合成途径中关键功能基因CHS、ANR、
LAR上调表达，进而促进多酚和原花青素的生物合成 [27]. 

在单宁生物合成途径中，PAL是连接初级代谢和苯丙烷

代谢的关键酶，它能催化苯丙氨酸生成反式肉桂酸，为苯丙烷

代谢途径及下游分支途径提供更多的前体 [28]. 柯里拉京作为

单宁家族的新成员，主要经过上游莽草酸途径、苯丙烷途径

和类黄酮-花青素途径，进入单宁代谢合成途径. 其中，二氢黄

酮醇4-还原酶（Dihydroflavonol 4-reductase，DFR）是类黄

酮代谢途径引向单宁代谢途径的第一个限速酶，它能将二氢

黄酮醇催化形成无色花色素[29]，同时它将单宁下游代谢途径

分为两条分支：一条在无花色素还原酶（Leucoanthoeyanidin 
reduetase，LAR）催化下无色花青素生成2,3-反式黄烷-3-
醇，另一条则是先在花色素合成酶ANS脱水作用形成各种花

色素，再由花色素还原酶（Anthocyanidin reduetase，ANR）

催化生成2,3-顺式黄烷-3-醇，这两条分支生成的单体均可聚

合形成单宁（柯里拉京）[30]. Lin首次破译龙眼基因组时研究发

现龙眼果实富含酚类物质及抗性强机制，这与F3’H、ANR、

LAR等26个结构基因的组织特异性表达密切相关 [31]. 目前国

内外研究大多集中于柯里拉京的分离纯化、含量测定及药理

作用，通过外源添加苯丙氨酸和茉莉酸甲酯来促进柯里拉京

的合成与积累尚未研究报道. 鉴于此，本研究探讨了不同浓度

的苯丙氨酸和茉莉酸甲酯处理对龙眼胚性悬浮细胞生长、柯

里拉京积累以及代谢合成途径上相关酶PAL和PPO的影响，

并利用qPCR技术分析柯里拉京合成相关基因DlDFR、DlLAR
和DlANR的表达模式，以期为今后利用龙眼细胞大规模培养

工业化生产柯里拉京提供科学依据和理论指导. 

1  材料与方法

1.1  试验材料
试验以长期继代保存于福建农林大学园艺植物工程所的

龙眼‘红核子’品种Dimocarpus longan Lour.胚性愈伤组织

（L2细胞系）为起始材料，选取生长良好的胚性愈伤组织接

种于固体培养基（MS + 20 g/L蔗糖 + 7 g/L琼脂 + 0.5 mg/L 
KT + 5 mg/L AgNO3），黑暗无菌培养20 d. 
1.2  仪器与药剂

美国Water超高效液相质谱联用仪（UPLC-MS）；KQ-
600KDE型高功率数控超声波清洗器；紫外分光光度计；超

微量分光光度计（Thermo Electron Corp，美国）；荧光定量 
PCR 扩增仪罗氏LightCycler480；高速冷冻离心机；柯里拉京

标准样品（上海源叶公司，Lot 23094-69-1），纯度 ≥ 98%；苯

丙氨酸（Sigma公司）、茉莉酸甲酯（Solarbio公司）.  
1.3  试验方法
1.3.1  龙眼胚性悬浮细胞的获得　　参照赖钟雄等的方法 [12]

获得龙眼胚性悬浮细胞：龙眼胚性愈伤组织继代增殖培养

20 d后，称取2 g松散、浅黄的胚性愈伤组织转接到液体培养

基（MS + 20 g/L 蔗糖 + 1.0 mg/L 2,4-D），接种密度40 g/L 

FW，培养温度（25 ± 2）℃，摇床转速设为120 r/min，黑暗悬

浮振荡培养10 d. 试验所用到的培养基均在接种前pH先调至

5.8，121 ℃高压蒸汽灭菌20 min. 
1.3.2  苯丙氨酸和茉莉酸甲酯处理　　苯丙氨酸以无菌水加

热溶解，茉莉酸甲酯以无水乙醇溶解稀释，经0.22 μm无菌

滤膜进行过滤除菌，在龙眼细胞悬浮培养第6天（即对数期

晚期进入稳定期前）向液体培养基添加不同浓度的苯丙氨酸

（0、5、10、20、40 mg/L）和茉莉酸甲酯（0、25、50、75、100 
μmol/L）处理，共培养4 d后（即培养第10天）收获龙眼胚性悬

浮细胞. 试验每个浓度处理均设4-6瓶重复，苯丙氨酸和茉莉

酸甲酯均以添加浓度为0的处理组作为对照. 
1.3.3  龙眼胚性悬浮细胞生长量测定　　过滤收集龙眼胚性

悬浮细胞，双蒸水冲洗4-5次，将残留在瓶内的龙眼细胞全部

滤出，再用滤纸吸干细胞表面的水分，测定并记录为龙眼细胞

鲜重（FW），真空冷冻干燥48 h后称其质量记为龙眼细胞干重

（DW）. 
1.3.4  PAL和PPO活性测定　　准确称取0.2 g龙眼细胞鲜重

样品置于液氮提前预冷的研钵中，随后立即加入1 mL提取液，

在冰浴环境下液氮迅速研磨匀浆，转移至1.5 mL离心管，于4 
℃低温8 000 r/min离心10 min，取出上清液，按照PAL和PPO
试剂盒说明书（苏州科铭公司）进行加样，充分混匀后采用紫

外分光光度计在290 nm和525 nm处测定吸光值（A）， PAL
和PPO活性（U/g min-1, FW）计算公示如下：

PAL活性= A290* VTot ÷（m * V1 ÷ V2）÷ 0.1 ÷ t
PPO活性= A525* VTot ÷（m * V1 ÷ V2）÷ 0.1 ÷ t
其中VTot 代表反应体系总体积（mL），V1代表所加入的
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样本液体积，V2代表所加入的提取液体积，m代表样本鲜重

（g），t代表反应时间（min）. 
1.3.5  柯里拉京的提取与含量测定　　参考前文 [32]并适当优

化：称取龙眼细胞干重样品0.15 g，加入2.25 mL 70%乙醇，

震荡30 s，室温浸泡30 min，45 ℃超声波辅助提取60 min，于
7 000 r/min室温离心10 min，上清液取出后稀释10倍，过0.22 
μm滤膜进样待测；准确称取2 mg柯里拉京标准样品，加50%
色谱甲醇溶解定容于2 mL离心管，充分摇匀后即配成1 mg/mL
的标准样品溶液，进样前采用色谱甲醇依次稀释成0.5、0.2、
0.1、0.01、0.001 mg/mL，以标准样品浓度为横坐标，色谱峰

面积为纵坐标绘制标准曲线，计算出线性回归方程及相关系

数（Y = 1E + 07x + 3590.2，R² = 0.9998）；UPLC测定柯里

拉京含量的色谱条件：以ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm 
× 100 mm，1.7 μm）为色谱分离柱，以0.1％甲酸水-乙腈为

流动相进行梯度洗脱（乙腈：0-1 min，0-5%；1-3 min，5%-
13%；3-6 min，13%-25%；6-8 min，14%；8-10，5%），流速

0.2 mL/min，进样量2 μL，检测波长为265 nm，柱温30 ℃. 
1.3.6  基因表达定量分析　　利用DNAMAN 6.0软件进行

引物设计（表1），引物由上海尚亚生物技术有限公司合成 . 
采用TriPure（Roche）试剂盒进行龙眼悬浮细胞总RNA提

取，RNA浓度和纯度经超微量分光光度计检验合格后，采

用PrimerscriptTM RT Reagent Kit（TaKaRa）将其逆转录合

成cDNA用于qPCR分析.  参考Lin的方法 [33]并适当改良，以

UBQ、EF-1a和ACTB作为内参基因，将不同浓度处理的样品

cDNA模板混样进行５倍梯度系列稀释制作标曲，通过Roche 
LightCycler480荧光定量PCR仪检测柯里拉京合成相关基

因DlDFR、DlANR、DlLAR的表达情况. qPCR反应体系（20 
μL）：SYBR 10 μL，上下游引物各0.8 μL，cDNA 1 μL（稀释

10倍），加ddH2O补足至20 μL. qPCR反应程序：95 ℃预变性

30 s，95 ℃变性5 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，40个循

环. 采用2-ΔΔCt法计算出DlDFR、DlLAR、DlANR基因的相对表

达量. 
1.4  数据处理与分析

每个处理均设3个生物学重复，采用Excel 2016和SPSS 
22.0进行数理统计和显著性分析，运用GraphPad Prism 6.0

软件制作图表. 

2  结果与分析

2.1  苯丙氨酸和茉莉酸甲酯对龙眼胚性悬浮细胞生
长的影响
随苯丙氨酸和茉莉酸甲酯添加浓度的升高，龙眼细胞干

重均呈现先升后降的变化趋势（图1）. 苯丙氨酸添加浓度为

20 mg/L时，细胞干重达到最大值0.47 g，显著高于对照组（P 
< 0.05），当添加浓度增大至40 mg/L，细胞干重降低至0.24 
g，与对照组差异不显著（P < 0.05）；茉莉酸甲酯处理则在添

加浓度为50 μmol/L，细胞干重达到最大值0.45 g，显著高于

对照组（P < 0.05），当添加浓度增大至75 μmol/L，细胞干重

开始出现下降，100 μmol/L降到最低，显著低于对照组（P < 
0.05）. 由此可见，20 mg/L的苯丙氨酸和50 μmol/L的茉莉酸

甲酯最有利于龙眼胚性悬浮细胞生长，添加浓度过高会抑制

龙眼胚性悬浮细胞的生长. 
2.2  苯丙氨酸和茉莉酸甲酯对龙眼胚性悬浮细胞柯

里拉京含量和产量的影响
龙眼胚性悬浮细胞在苯丙氨酸不同浓度诱导4 d后，柯里

拉京含量随添加浓度的提高而逐步上升，产量却出现先升后降

（图2）. 苯丙氨酸低浓度5 mg/L处理对柯里拉京含量和产量

均无明显促进作用，在中高浓度（10-40 mg/L）范围内显著促

进柯里拉京含量的积累，添加浓度为20 mg/L柯里拉京含量尚

未达到最大，但产量达到最大5.29 ± 0.58 mg，是对照组的4.9
倍；在茉莉酸甲酯处理中，柯里拉京含量随添加浓度的升高呈

先升后降再升的变化趋势，产量则呈先升后降. 茉莉酸甲酯不

同浓度处理下柯里拉京含量和产量均显著高于对照组水平（P 
< 0.05），添加浓度为50 μmol/L柯里拉京含量和产量均达到最

大，与对照组相比含量提高了2.9倍，产量比对照提高了6.9倍，

由此可见，苯丙氨酸和茉莉酸甲酯均能显著促进柯里拉京的合

成与积累，最适添加浓度分别为20 mg/L和50 μmol/L. 
2.3  苯丙氨酸和茉莉酸甲酯对龙眼胚性悬浮细胞

PAL和PPO活性的影响
在苯丙氨酸不同添加浓度处理下，龙眼胚性悬浮细胞

表 1  柯里拉京合成相关基因qPCR引物序列

Table 1   Primers for qPCR analysis of corilagin synthesis-related genes
基因名称 Gene 上游序列 Upstream sequence 下游序列 Downstream sequence 退火温度 (θ/℃)

UBQ GCCGACTACAACATCCAGAAG GCTTGGTGTAGGTCTTCTTCTT 60
EF-1a GATGATTCCCACCAAGCCCAT GGGTCCTTCTTCTCAACACTCT 60
ACTB TGCTATCCTTCGGTTGGACC CGGACGATTTCCCGTTCAG 60
DFR CTTATTGAGAGAGGGATAGAGCG TCTATCCTCTGGCTTGTGGTCA 60
LAR CGAGCTTGCTTCTCTGTGG CATCAGGGTACAGATTGGTCAC 60
ANR ACCAACTACACACGCGGTC ACGTGCCCACCTTCTTCTT 60
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图1  苯丙氨酸和茉莉酸甲酯不同浓度对龙眼细胞干重的影响. 
Fig. 1  Effect of different Phe and MeJA concentrations on the DW of longan cells.
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PAL活性先升后降变化，PPO则与PAL活性变化相反（图3）. 
苯丙氨酸低浓度处理下PAL活性迅速升高，但与对照组差异

不显著（P < 0.05），中高浓度处理下PAL活性继续升高并显

著高于对照组（P < 0.05）.  PPO活性则在低浓度处理下最

低，若继续增大添加浓度，PPO活性也随之升高；而在茉莉酸

甲酯不同浓度处理下，PAL和PPO活性均显著高于对照组（P 
< 0.05）. 中低浓度（25-50 μmol/L）范围内茉莉酸甲酯诱导

PAL活性快速上升，当添加浓度达到50 μmol/L，PAL活性达

到最大7.35 U/g FW，是对照组的2.18倍，高浓度诱导下PAL活
性反而出现下降. PPO活性则在25-75 μmol/L范围内呈先降

后升趋势，若添加浓度增大至高浓度100 μmol/L时，PPO活性

最强. 由此可见，苯丙氨酸和茉莉酸甲酯能诱导PAL和PPO活

性升高，从而显著促进龙眼胚性悬浮细胞中柯里拉京含量的

积累与合成. 
2.4  苯丙氨酸和茉莉酸甲酯对柯里拉京合成相关基

因表达的影响
苯丙氨酸和茉莉酸甲酯不同浓度处理4 d后，龙眼胚性悬

浮细胞中柯里拉京合成相关基因表达情况如图4所示，在苯丙

氨酸不同浓度诱导下，DlDFR、DlLAR、DlANR基因的表达量

均呈先降后升的变化趋势，在5-40 mg/L浓度范围内DlDFR
和DlANR基因均随着添加浓度的升高而表达上调，当添加

浓度达到40 mg/L时，DlDFR基因的表达量升高至对照组水

平，DlANR基因的表达量有所上升但仍显著低于对照组（P 
< 0.05），DlLAR基因表达量则在低浓度5 mg/L时就达到较

高水平，但均显著低于对照组；茉莉酸甲酯不同浓度诱导下，

DlDFR和DlLAR基因的表达量均呈先降后升再降的变化趋

势，DlANR基因的表达量则呈先降后升变化，在25-100 μmol/
L浓度范围内，DlDFR和DlLAR基因的表达量在添加浓度为75 
μmol/L时达到最大，DlANR则在添加浓度为100 μmol/L时达

到最大，但DlDFR、DlLAR、DlANR 3个基因的表达量均显著

低于对照组（P < 0.05）. 由此可见，在苯丙氨酸和茉莉酸甲酯

不同浓度诱导下，DlDFR、DlLAR和DlANR基因的相对表达量

基本都显著低于对照组（P < 0.05），推测苯丙氨酸和茉莉酸

甲酯可能通过诱导DlDFR、DlLAR、DlANR基因表达下调进而

影响柯里拉京的合成与积累. 

3  讨论与结论

3.1  适宜浓度的苯丙氨酸和茉莉酸甲酯利于龙眼胚
性悬浮细胞生长及柯里拉京积累
植物细胞悬浮培养过程中，前体和诱导子的添加已成为

调节植物细胞生长发育及目标代谢产物合成与积累的重要有

效手段，但常因添加种类、添加浓度和添加时间产生不同的

诱导效果 [34]，其中添加不同浓度的前体和诱导子的作用效果

最为明显，Ali等研究表明茉莉酸甲酯浓度的升高会抑制对苦

艾悬浮细胞的生长，但却能显著提高苦艾悬浮细胞中酚类和

黄酮类物质的积累[35]，本研究结果表明添加适宜浓度的苯丙

氨酸和茉莉酸甲酯对龙眼胚性悬浮细胞生长及柯里拉京的生

物合成均有明显促进作用，最佳添加浓度分别为20 mg/L和
50 μmol/L，添加浓度过高会抑制龙眼胚性悬浮细胞的生长，

不利于柯里拉京产量的提高，这与黄芩 [36]和胀果甘草 [37]悬浮

细胞研究结果较为一致，李晓东等研究认为苯丙氨酸是植物

生长必需的氨基酸，它能作为碳源并通过参与蛋白质的合成

来影响植物的生长发育[38]，本研究中外源添加苯丙氨酸能有

效促进龙眼胚性悬浮细胞的生长，同时它还能为次生代谢产

物柯里拉京的代谢合成提供重要前体，有效提高柯里拉京的

合成与积累. Rohan等研究发现茉莉酸甲酯会干扰红豆杉悬

浮细胞的分裂周期，抑制G1期向S期过渡 [39]，推测茉莉酸甲

酯高浓度处理可能会对龙眼细胞产生毒害作用，影响龙眼胚

性悬浮细胞的正常分裂活动. 与此同时，茉莉酸甲酯作为植物

防御系统的内源信号分子，它能在转录水平上调节相关酶基因

DlDFR、DlLAR、DlANR的表达，调节龙眼细胞内次生代谢产

物合成途径中相关酶活性，引起合成代谢途径中反应速率和

代谢通量发生改变，从而调控次生代谢产物柯里拉京的合成
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图2  苯丙氨酸和茉莉酸甲酯不同浓度对龙眼胚性悬浮细胞柯里拉京含量和产量的影响. 
Fig. 2  Effect of different Phe and MeJA concentrations on corilagin content and production in embryonic suspension cells of longan.
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图3  苯丙氨酸和茉莉酸甲酯不同浓度对龙眼胚性悬浮细胞PAL和PPO活性的影响. 
Fig. 3  Effect of different Phe and MeJA concentrations on PAL and PPO activity in embryonic suspension cells of longan.
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与积累. 植物细胞对前体和诱导子的反应灵敏度与其所处生

阶段密切相关，杨静等研究认为黄芪悬浮细胞在对数生长期

接受信号能力最强，此时添加前体与诱导子最有利于黄芪多

糖代谢产物的合成 [19, 36]，贺梦真等研究表明龙眼胚性细胞悬

浮培养至第6天（即对数生长期）添加诱导子最有利于龙眼细

胞生长及次级代谢产物的积累，诱导子过早加入会对处于生长

初期的龙眼细胞产生代谢损伤，而过晚加入龙眼细胞进入生

长末期，培养液中的营养物质大量消耗且有害物质大量积累致

使细胞代谢活动减弱[40]，本研究仅在龙眼胚性悬浮细胞对数生

长期即第6天添加苯丙氨酸和茉莉酸甲酯不同浓度处理，其他的

最佳添加时间对龙眼胚性悬浮细胞生长及柯里拉京积累的影响

还有待进一步深入研究. 另外也有研究表明前体与诱导子之间还

存在协同效应，曲均革等在葡萄细胞培养中研究认为发现茉莉

酸甲酯与苯丙氨酸协同添加花青素含量提高了2.7倍，远高于单

独加入时的生物合成量[41]，在肉苁蓉[20]和红松[27]细胞培养中均

有类似发现，而本次试验仅仅考虑了苯丙氨酸和茉莉酸甲酯单

独添加的效果，两者联合使用对龙眼胚性悬浮细胞生长及柯里

拉京合成的诱导效果有待进一步深入研究. 
3.2  苯丙氨酸和茉莉酸甲酯能诱导柯里拉京合成相

关酶PAL和PPO活性提高
在植物细胞培养过程中，加入特定的前体可作为底物

或催化代谢途径上关键酶从而刺激目标代谢产物的合成 [14]. 
PAL是连接初级代谢和苯丙烷代谢的关键酶，同时也是柯里

拉京进入苯丙烷代谢途径上的第一个限速酶，它能将苯丙氨

酸催化生成反式肉桂酸，可为苯丙烷代谢途径及下游分支途

径提供更多的前体 [42]. 本研究发现在培养体系添加苯丙氨酸

能诱导PAL活性升高，这表明苯丙氨酸是柯里拉京生物合成

的重要前体，它能作为底物促进代谢途径上关键酶PAL活性

提高，从而显著提高目标代谢产物柯里拉京的合成. 同样，茉

莉酸甲酯不同浓度诱导下PAL活性也有明显提高，不同点在于

茉莉酸甲酯在低浓度诱导下PAL活性就明显高于对照组，刘

冉等研究认为前体饲喂需达到一定浓度后才能发挥作用，而

诱导子的响应速度比前体物质快，这是可能是因为茉莉酸甲

酯作为第二信使，它可将外界胁迫信号迅速传递给植物细胞，

快速激活植物的防御反应，特定诱导代谢途径中相关酶活性

提高，从而显著促进次生代谢产物柯里拉京的合成 [27].  PPO

与植物产生酶促褐变密切相关，当受到外界逆境胁迫或刺激

时植物细胞PPO活性迅速升高，催化底物邻苯二酚生成醌类

物质引起褐变产生 [42]. 本研究中苯丙氨酸和茉莉酸甲酯添加

浓度增大到40 mg/L和100 μmol/L时，PPO活性上升至最大，

此时柯里拉京含量仍有呈上升趋势，但产量却大幅度降低，这

是因为苯丙氨酸和茉莉酸甲酯的加入会造成大量有害物质累

积，致使龙眼细胞产生褐变，影响细胞的生长与分化，严重时

甚至导致死亡. 
3.3  苯丙氨酸和茉莉酸甲酯可能通过诱导DlDFR、

DlLAR、DlANR基因表达下调影响柯里拉京积累
苯丙氨酸和茉莉酸甲酯可诱导目标产物代谢合成途径中

关键基因的表达，从而调控植物的生长发育及次生代谢产物

的合成，如刘生财等在苋菜悬浮细胞中研究发现茉莉酸甲酯

能诱导类黄酮合成相关基因（PAL、F3H、CHI、CHS）和类

胡萝卜素合成相关基因（PDS、PSY、ZDS）表达上调，进而

显著增加类黄酮和类胡萝卜素的生物合成量 [43]，而本研究结

果表明苯丙氨酸和茉莉酸甲酯不同浓度诱导下，柯里拉京含

量基本显著高于对照组，但柯里拉京合成相关基因（DlDFR、
DlLAR、DlANR）的表达量基本都显著低于对照组，推测苯

丙氨酸和茉莉酸甲酯可能通过诱导柯里拉京合成相关基因

DlDFR、DlLAR、DlANR表达下调，进而影响柯里拉京的合成

与积累.  柯里拉京作为龙眼单宁家族的新成员，其生物合成

途径涉及莽草酸途径、苯丙烷途径、类黄酮-花青素途径、原

花青素等途径，这些代谢途径相互重叠与交叉构成了柯里拉

京代谢调控的复杂网络 [27]. 前人研究表明终端产物可通过反

馈抑制作用调节相关酶活性及酶基因的表达，从而调节细胞

内代谢速率 [44]，由此可推测柯里拉京的大量合成会对生物合

成途径中DlDFR、DlLAR、DlANR基因的表达产生反馈抑制

作用；其次，崔彤彤等采用不同浓度SA处理龙眼胚性愈伤组

织也研究发现类胡萝卜素合成相关基因GGPS、PSY、PDS、
ZDS 基因的表达量都低于对照组，进一步分析表明SA不同浓

度处理虽尚未诱导类胡萝卜素合成相关基因表达上调，但它

可通过诱导GGPS、PSY、PDS、ZDS基因家族内部成员表达

上调，显著促进类胡萝卜素的合成与积累[45]，同样在龙眼胚性

悬浮细胞中苯丙氨酸和茉莉酸甲酯也可能通过诱导柯里拉京

生物合成途径中DlDFR、DlLAR、DlANR基因家族内部某一成
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图4  苯丙氨酸和茉莉酸甲酯不同浓度对柯里拉京合成相关基因表达的影响. 
Fig. 4  Effect on different Phe and MeJA concentrations on the expression of corilagin synthesis related genes in embryonic 
suspension cells of longan.
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