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甘草细胞悬浮培养初期褐化发生的机理研究
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(内蒙古科技大学 生命科学与技术学院,内蒙古 包头014010)

摘 要:利用植物细胞培养技术直接生产药用成分是解决甘草资源问题的有效途径,但该技术在产业化过程

中存在一系列的问题,其中包括最普遍且贯穿于放大过程始终的细胞褐化问题.研究以鄂尔多斯高原乌拉尔甘草细

胞为研究对象,通过测定固-液转化之初细胞多酚氧化酶(Polyphenoloxidase,PPO)活性、胞内外总酚含量、细胞膜通

透性、线粒体活性,确定该褐化反应发生的类型.通过测定不同初始蔗糖质量浓度的液体培养基与不同摇床转速下细

胞褐化程度、PPO活性与胞内外总酚含量分析悬浮体系的环境因素与细胞酶促褐化发生之间的关系,了解主要影响

因素并探析其引发褐化反应的途径,推动甘草细胞大规模培养的工业化进程.
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甘草(GlycyrrhizauralensisFisch),豆科(Leguminosae)多年生草本或半灌木的植物,是世界上最古老

也是人们普遍利用的中草药之一.因其良好的临床疗效,传统中药配方制剂的80%都把甘草作为主要成分,
甘草也广泛应用于食品、烟草和化妆品等行业.近年来随着临床用量的增加及开发利用范围的扩大,甘草的

需求量急剧增长,利用细胞培养技术直接生产药用成分是解决目前甘草资源问题的有效途径,但该技术在产

业化运用过程中仍存在一系列的难关,有细胞本身的生物学问题,也有反应器放大过程中的工程学问题等,
其中包括最普遍且贯穿于全部放大过程始终的细胞褐化问题.

在植物细胞培养领域,褐化现象普遍存在,如甘草细胞[1-2]、红豆杉细胞[3-4]、长春花细胞[5]等等,从愈

伤组织诱导、细胞继代、悬浮体系建立、反应器小试到大规模培养的整个过程中,特别是在细胞固-液转化之

初及进入反应器放大阶段,褐化严重影响细胞生长,导致生物量积累和次级代谢物产量下降,成为制约植物

细胞培养工业化应用的瓶颈问题之一[6-8].本研究选取极易发生褐化且具有广泛应用的乌拉尔甘草细胞为

研究材料,研究固-液转化之初细胞褐化发生的类型,分析悬浮培养的环境因素与细胞酶促褐化发生之间的

关系,探析其引起褐化发生的途径并在此基础上提出安全有效的控制策略.

1 材料与方法

1.1 植物材料

供试甘草品种为“乌拉尔甘草”,种子购自内蒙古包头市土默特右旗.甘草细胞由课题组前期经无菌苗外

植体脱分化诱导而来,连续继代培养20代以上,保存于内蒙古科技大学植物细胞培养室.悬浮培养系统的建

立参考李 雅 丽 等 人[9]的 方 法.取6g分 散 性 强、生 长 状 态 良 好 的 固 体 细 胞 置 于250 mL 三 角 瓶 中,

120r·min-1震荡培养,悬浮培养基为100mL液体 MS培养基+质量浓度30g·L-1蔗糖+0.5mg·L-1

NAA+0.5mg·L-16-BA,光照强度36μmol·m-2·s-1,光照时间16h·d-1,培养温度25℃.
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1.2 实验方法

1.2.1 细胞内PPO活性测定

真空抽滤分离悬浮细胞,取1g鲜细胞(Freshweight,FW)加入2mL预冷的浓度0.1mol·L-1磷酸缓

冲液(pH7.0),加入适量石英砂充分研磨.研磨液以12000r·min-1,4℃,离心5min,上清液用于胞内PPO
活性测定.取100μL胞内PPO溶液与5900μL磷酸缓冲液(摩尔浓度0.1mol·L-1、pH7.0)充分混合,

25℃下水浴5min,410nm条件下测定混合液的吸光值(每min吸光值增加0.001代表一个单位的PPO活

性),分别于细胞固-液转化后的第0、3、6、9、12d测定,以下实验取样测定时间相同.
1.2.2 细胞内、外总酚含量测定

总酚含量测定参考Ainsworth等[10]的方法进行.取1g鲜细胞(FW)置于研钵中,加入适量石英砂与

2mL预冷的体积分数95%的乙醇充分研磨.匀浆于12000r·min-1、4℃离心5min,上清液稀释10倍,取

2mL稀释液依次加入2mL福林酚、2mL体积分数10%碳酸钠溶液,30℃恒温水浴60min,765nm测定

吸光值为细胞内总酚含量.细胞外培养液中总酚含量测定直接取2mL培养液同上述方法进行测定.使用邻

苯二酚通过同样方法测定绘制标准曲线,计算总酚含量.
1.2.3 甘草细胞膜通透性测定

细胞膜通透性测定参考Suzuki等[11]方法,大分子物质不能渗入完整的细胞膜,如 EvansBlue,当细胞

遇到伤害后大分子物质就能逐渐渗入.进入细胞内的EvansBlue的数量反映了细胞受伤害的程度.取0.2g
鲜细胞加入0.5mL质量分数为0.1%的Evansblue染色5min,真空抽滤去除染色液,取0.2g染色细胞置

于含有质量分数为1.0%SDS的体积分数为50%甲醇溶液中,50℃水浴30min,12000r·min-1,4℃离

心,取上清于600nm测定吸光值.同样的细胞在沸水中煮5min,使用上述方法处理细胞,600nm测定的吸

光值定义为细胞膜通透性为100%.
1.2.4 甘草细胞线粒体活性测定

线粒体活性测定操作参考Iborra等[12]方法.真空抽滤分离悬浮细胞,取0.2g鲜细胞于试管中,加入

5mL质量分数0.6% TTC(2,3,5-triphenyltetrazoliumchloride)溶液(溶解于pH6.5磷酸缓冲液),暗处理

24h后真空抽滤置于含有5mL体积分数95%的乙醇中,60℃水浴15min,离心去除沉淀,485nm条件下

测定上清液的吸光值,吸光值与细胞重量的比值代表线粒体活性(Abs·g-1).
1.2.5 流体剪切力对细胞褐化的影响

调整摇床转速变化流体剪切力,设置转速分别为0、60、120、180r·min-1,测定细胞第0、3、6、9、12d的

胞内外总酚积累、培养液褐化程度.
1.2.6 渗透压变化对细胞褐化的影响

配置蔗糖质量浓度为10、30、60、90g·L-1的培养基,测定在不同蔗糖质量浓度的条件下,细胞第0、3、

6、9、12d的细胞内外总酚积累、培养液的褐化程度.

2 实验结果

2.1 甘草细胞固-液转化后胞内PPO活性变化

正常情况下,PPO存在于植物细胞叶绿体或其他质体当中,细胞转入液体培养基后,有褐化现象的产

生.如图1所示,0~3d,PPO活性迅速上升,表明悬浮培养环境下细胞遭受外界窘境,胞内组织完整性破坏

或膜受到伤害,潜在的PPO大量被激活.接下来的培养过程中,脆弱不适应的细胞被淘汰,有些细胞逐渐适

应新环境开始增殖,因此3~12d,PPO活性开始下降.
2.2 甘草细胞内、外总酚含量

酚类化合物作为酶促褐化的底物,储存在液泡当中.细胞悬浮培养初期,生长环境发生很大的改变,部分

细胞因不适应环境而受伤,导致胞内功能分区被破坏,酚类物质外泄.对甘草细胞内、外总酚含量进行检测,
结果如图2所示,0~3d细胞内外总酚含量均迅速上升,接下来的培养过程中,部分细胞逐渐适应新环境,开
始增殖,所以3~12d细胞内外总酚含量缓慢减少.
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2.3 细胞膜通透性

Evansblue是一种生物染色剂,有活性的细胞因细胞膜是完整的无法被其染色,细胞损伤越严重,染色

越深.甘草细胞在固-液转化之初,由于培养环境的改变,0~6d细胞一直处于旋转振荡的条件下,部分细胞

受到较严重的损伤,细胞膜通透性增加,染色深.6~12d期间,适应环境存活下来的细胞生长旺盛,所以测得

的细胞的膜通透性液有所降低(图3).

2.4 细胞线粒体活性测定

TTC可用于鉴定细胞存活状态.具有生命力的细胞中的脱氢酶可以将TTC还原,而使细胞呈红色,如
果细胞死亡则无法被染色.0~3d期间,甘草悬浮细胞正在适应环境,部分细胞受到损伤死亡,TTC染色细

胞稀少,表明线粒体活性也一直下降.综合来看,3~9d,细胞快速增殖,因此TTC染色细胞增加,线粒体活

性增强.至12d,细胞生长趋于稳定,线粒体活性有所下降(图4).

2.5 不同转速对细胞褐化的影响

2.5.1 褐化程度

悬浮培养的前3d,取不同培养条件下(摇床转分别为0、60、120与180r·min-1)的细胞悬浮液,

10000g离心20min,420nm 波长下测定上清液的吸光度评估悬浮体系的相对褐化程度.结果显示,随着摇

床转速的增加,细胞褐化程度迅速提高,细胞所受的流体剪切力升高(图5).由于剪切力对细胞的破坏,部分

细胞膜透性显著增加,酚类化合物外泄,酶促褐化反应增强.
2.5.2 细胞内外总酚

摇床的旋转震荡主要是为了提供溶氧,但同时流体剪切力也存在很大影响.随着流体剪切力的增大,细
胞破损,因此可以断定是细胞内的酚类物质外泄释放到培养液中,细胞外比细胞内的酚类物质含量更高(图

6(a),图6(b)).
流体剪切力升高,会对细胞造成非常大的伤害.随着流体剪切力的升高,细胞膜透性显著增加,引起细胞
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内酚类物质和PPO释放到培养液中,细胞内总酚含

量下降,而细胞外总酚含量上升.从整体水平来看,
流体剪切主要表现出对细胞造成损伤,引起细胞内

酚类物质和PPO释放到培养液中,从而发生酶促褐

化反应,促进褐化程度升高.
2.6 蔗糖浓度对细胞褐化的影响

2.6.1 褐化程度

通过对褐化程度的测定,可以得出一个结论:
随着蔗糖浓度的提高,褐化程度也在提高.低蔗糖存

在的条件下,细胞不会发生褐化反应,而在一定范

围内提高蔗糖浓度又能够提高褐化程度,不同的蔗

糖浓度(10、30、60、90g·L-1)导致完全不同的褐化程度(图7).

2.6.2 细胞内外总酚

随着蔗糖浓度的增加,细胞内、外总酚

含量呈上升趋势,在第3d达到最大值.随
后细胞内外总酚含量表现出下降趋势,并
且蔗糖为10g·L-1存在条件下,培养液中

总酚含量最低(图8(a),图8(b)).
培养基里没有蔗糖存在时,细胞不会

发生褐化反应,而在一定范围内提高蔗糖

质量浓度,褐化程度也会提高,不同的蔗糖

浓度导致完全不同的褐化程度.因此,蔗糖

浓度是引起酶促褐化的关键因素.

3 讨 论

植物酶促褐化发生的主要原因是酚类

化合物和多酚氧化酶在氧气的作用下,生成单醌类化合物,单醌类进一步积聚成为褐色的多醌类物质,褐化

现象发生.甘草细胞固-液转化初期,胞内外酚类化合物明显增加,细胞PPO活性增强.通过Evansblue染色

和TTC法可知,甘草细胞培养发生的褐化现象属于典型的生理学酶促褐化反应,证明细胞受伤破损,与

RichterC等在蒲公英中的研究结果一致[13].影响细胞褐化的因素主要有两个:悬浮培养产生的流体剪切力

与培养基的蔗糖浓度.从整体水平来看,流体剪切主要表现出对细胞造成损伤,引起细胞内酚类物质和PPO
释放到培养液中,从而发生酶促褐化反应.蔗糖作为植物细胞培养基最重要的组成成分,为植物细胞的生长
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代谢提供能量和物质基础.没有蔗糖存在的条件下,细胞不会发生褐化反应,不同的蔗糖浓度导致细胞处于

不同的渗透压环境中,渗透压过高会使细胞处于高渗失水,细胞膜通透性增加,同样会引起酚类化合物外泄,
因此蔗糖浓度是引起酶促褐化的关键因素,DONG等在红豆杉细胞中也发现了相同的结论[14].

为了对酶促褐化达到有效的控制,建议采取以下措施:(1)蔗糖流加培养:通过以上实验发现,蔗糖浓度

为10g·L-1时,甘草细胞褐化程度最低,因此我们可以通过蔗糖流加培养的方式,降低初始培养条件下蔗

糖浓度对细胞的影响,从而降低了酚类物质的合成,另一方面降低蔗糖浓度能够降低渗透压对细胞的损伤,
并且促进了生物量的积累.(2)逐步提高转速:通过逐渐提高转速,控制细胞初始培养条件下流体剪切力对细

胞造成的损害,减少胞内总酚的外泄,从而达到降低酚类物质与PPO的接触,降低细胞褐化程度.甘草作为

世界上最古老也是应用最广泛的中草药之一,被广泛应用于食品、烟草和化妆品等行业,也是我国传统中草

药配方制剂的重要组成成分.近年来,随着临床用量的增加及开发利用规模的扩大,甘草的需求量急剧增长,
因此克服甘草细胞培养过程中遇到的褐化现象发生是十分重要的.
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electrospinningnanofibersloadedwithadipose-derivedmesenchymalstemcells(ADSCs).[Methods]RatADSCswereisolated,

culturedandexpandedinvitro.ADSCswereexaminedbyflowcytometry.ADSCswereloadedonpolypropylenecarbonate/poly
ε-caprolactone/polyL-lacticacid-graftedtetracalciumphosphate(PPC/PCL/g-TTCP)nanoelectrospinningcarriersandimplan-
tedintothecartilagedefectsofratkneejoints.Experimentalratswererandomlydividedintotwogroups:1)Normalcontrol

group;2)Exercisetraininggroup.Thetraininggroupusesmoderate-intensityhorizontaltreadmillexercise(12meterspermi-
nute,lastfor30minutes).Trainingbeganinthethirdweekaftersurgery.Trainingwasconductedtwicedailyandfivedaysa
week.Aftereightweeksoftraining,hematoxylin-eosin(HE)andtypeⅡcollagenwerestainedandhistologicallyexamined.Waki-
taniscoresystemwasusedtoevaluatethecartilagerepairdegree.StatisticalanalysiswasperformedbyusingGraphpadPrism
6.01.[Results]RatADSCscanproliferateanddifferentiateintoosteocytesonPPC/PCL/g-TTCP;Intheexercisetraining
group,thescoresoffiveindexes(cellmorphology,matrixstainingintensity,surfaceregularity,cartilagethicknessandgraft-host
integration)weresignificantlylowerthanthatofthecontrolgroup;HEandtypeⅡcollagenstainingshowedthattheprolifera-
tionofchondrocytesandtheproportionoftypeⅡcollagenwassignificantlyincreasedinthetraininggroup.[Conclusion]Mod-
erate-intensityexercisetrainingcansignificantlyimprovethelevelofrepairofratarticularcartilageinjurybyelectrospinning
nanofiberloadedwithADSCs.
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Mechanismofbrowninginsuspensioncultureoflicoricecells

WangJiaqi,NiuWenqian,LiYali,ZhaoZhou,GuoRong

(SchoolofBiologyscienceandtechnology,InnerMongoliaUniversityofScienceandTechnology,Baotou014010,China)

Abstract:Thedirectproductionofmedicinalingredientsusingplantcellculturetechnologyisaneffectivewaytosolve
theproblemoflicoriceresources,butthereareaseriesofproblemsintheindustrializationprocessofthistechnology,including
themostcommonproblemofbrowningcellsthroughouttheamplificationprocess.Todeterminethetypeofbrowningreaction,

wemeasuredthePPOactivity,thetotalphenolcontentinsideandoutsidethecell,themembranepermeability,mitochondrialac-
tivityattheearlystageofsolid-liquidtransformationusingordosplateauuralslicoricecellastheresearchobject.Thenunderthe
differentinitialconcentrationsofsucroseoftheliquidmediumanddifferentinitialshakerrotationalspeed,thebrowningdegree
ofcells,PPOactivityandthetotalphenolcontentinsideandoutsidecellweremeasuredtoanalyzetherelationshipbetweenthe
environmentalfactorsofthesuspensionsystemanditsenzymaticbrowning,understandingthemaininfluencefactorsandthe
browningreactionpathwaywouldpromotetheindustrializationprocessoflicoricecellmassculture.

Keywords:licorice;suspensionculture;browning;polyphenoloxidase
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