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蔗糖及一些渗透剂对紫草培养细胞
`

中红色素释放的效应

许赣荣 钟建江 吉田敏 臣

(发酵工程系 ) (华东理工大学 ) (日本大阪大学 )

摘要 紫草之P er ill
a f ur t es ce n s )悬浮培养细胞在胞 内产生并积蓄花青普 (红色素 )

。

通过实验发现 用一些渗透剂如 甲苯
、

氛仿
、

聚 ` 二醉辛基苯基醚 ( T irt
o n X一 1 0 0 )

、

二 甲亚枫 ( id m et h y l s ul fo ix d e)
、

醋酸和 ` 醉等处理培养细胞
,

可使细胞 内的红 色素

释放 出来
。

培养的紫草细胞一般在含 3 %蔗糖浓度的 L S 培养基 中生长
,

当提 高蔗

糖浓度至 4
.

。% ~ 4
.

5 %时
,

细胞生长童及 色素的产量均有增加二实验结果表明
,

蔗

糖浓度 的提 高不仅 可 以增加碳源
,

而且更重要的原因还可 能是蔗糖渗透压的影响
,

在高糖浓度也即 高渗透压下
,

细胞红色素的渗透性有所增加
。

关键词
、

紫草
;
渗透性

; 红色素

0 引 言

从生物工艺学的角度来看
,

细胞如具有 自动分泌所需产物的能力则对工业化的培养
、

发

酵过程极为有利 lj[
。

紫草细胞在胞 内生成并积蓄红色素 (花青昔 )
。

`

当细胞的渗透性得 以改善

则 细胞能够释放红 色素
。

人们曾实验过一些渗透剂对植物培养 细胞次级产物释放的效

应〔 ,
·

3〕。

但这些化合物通常对细胞的生长具有很强的毒害作用 〔 , ,
。

适宜的渗透剂应当具有改

进细胞渗透性的特性同时对细胞的生长又不具有副作用
。

这对于用固定化方式的植物细胞

培养生产次级代谢产物尤为重要
。

另外关于各种渗透剂对植物细胞的影响的研究还有助于

了解细胞的生理特性
。

各种渗透剂对微生物细胞渗透性的影响 已经研究得较为透彻
,

在实际

应用 中发挥了
.

巨大的作用
。

但是
,

对于植物细胞渗透性的影响因素还不如微生物细胞那样全

面而深入
。 ·

本研究考察了一些渗透剂对紫草细胞释放红色素的效应
,

重点考察了在高浓度蔗糖的

情况下对红色素释放
、

细胞生长及细胞形态的影响
。
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1 材料与方法

植物细胞材料
、

培养基
、

培养方式及条件
、

采样
、

细胞量 (湿重及干重 )的测定
、

残糖含量

及花青昔含量的测定方法按〔2〕
.

渗透性
`

本实验所采用的渗透剂有二甲亚矾 ( D M s o )
.

甲苯
、

氯仿
、

聚乙二醇辛基苯基

醚 ( T r ti o n x
一

1 0 0)
.

醋酸
、

乙醇
,

蔗糖等
。

(和光试剂 )用于渗透性研究实验 中的植物细胞均处

于对数期的早期
,

即相当于接种后的第七天
。

通过过滤收集细胞
,

细胞再悬浮于培养基中
,

然

后加入渗透剂
,

在摇床上震荡一定时间
,

细胞再用培养基洗涤一次后重新培养
。

细胞密度和

渗透剂的浓度根据需要而改变
。

上清液中蛋 白质含量的分析 培养细胞悬浮液中的蛋白质含量用蛋 白质测定试剂 (购

自 iS g m a
公司 )测定

,

其测定方法按该公司推荐的方法
。

电导 细胞的渗透性状况如何可用其电导性来衡量
,

本实验中采用细胞质量仪测定 ( 日

本神户钢铁公司出品的 C e l l M a s s M e t e r )
·

花青昔的定性分析 细胞经渗透剂处理后所释放的产物的鉴定采用 U v
一

v IS R ec or d
-

i n g s p e e t r o p h o t o m e t e : ( u v
一

2 2 0 0 ,

s h im a z u C o
.

)
,

根据图谱中的吸收峰所对应的波长确定

被释放的产物确是花青昔
。

.

2 结 果

2 : 1 定性分析经渗透剂处理后紫草细胞内所释放的色素

所用的渗透剂有
:

甲苯
、

氯仿
、

聚乙二醇辛基苯基醚
、

吐温 20
、

二甲亚矾
、

醋酸
、

乙醇和蔗

糖
。

经过渗透剂处理后
,

从细胞悬浮液的颜色就可断定红色素的存在
,

而未经渗透剂处理的

8
r

4

:
00

则 不 显 红 色
。

用 U v
一

V I S R e e o r d i n g S p e e -

t r o p h o t o m e t e t r 测 定 了上 清 液 的 吸 收 峰 在

5 2 5 n m 处
,

正好对 应于花青昔 的特征吸收波

长
。

光谱扫描图如图 1 所示
。

`

我们注意到当培养基中蔗糖浓度 为 3 %

时
,

红色素几乎不释放到细胞外
;

但如果 培养 8

基中初糖浓度在 4 % ~ 5
.

5 %范 围时
,

或者初

糖为 3写
,

而在对数期间内补加糖到 4
.

0 % ~

5
.

5 %时
,

红色素就会释放到细胞外
,

在一定范
.

围内而且糖的浓度越高
,

则释放的红色素越多

(数据未列出 )
。

而糖浓度越高
,

细胞再次悬浮

培养时
,

死亡得也越快
。

通过一系列的实验
,

我们发现影响细胞内

色素释放到胞外的因素有很多
,

如
:

渗透剂的

20 0 4 0 0 6 0 0

波长 (n m )

图 1 在 4
.

5 %蔗枪浓度时
,

细胞悬

浮培养液上清液的吸收图谱

种类及其浓度
,

细胞的培养时间 (即细胞本身的生理状态 )
,

渗透剂与细胞的密度之 比值
。

在

一定条件下 (如细胞密度和处理时 间及混合程度相同时 )
,

细胞所释放的红色素的量随渗透
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剂的浓度增 加而增加
,

如图 2 和图 3 所示
。

在实验的渗透剂中
,

发现二甲亚矾 ( D M SO )是最

祠̀刀.亡巴
,s

Jo的囚的00

4u月.三盆
二s

的N的QQ

氯仿的浓度 ( %
, V / V )

、

甲苯的浓度

图 2 不同浓度的氛仿处理后 图 3 不同浓度的甲苯处理后

色素释放的悄况 色素释放的情况

—
▲
—

O D
一
5 s m i n C

— . —
O D

一
5 i h C

温和的试剂
,

而 甲苯则是毒性最大的试剂
,

经过渗透剂处理的细胞再次培养则很难存活
。

对

于紫草培养细胞
,

在所实验的渗透剂中
,

很难找到一种合适的试剂
。

2
.

2 初糖浓度对红色素释放
、

产生及细胞生长的影响

蔗糖作为培养基中的碳源
。

当初糖浓度为 3 %时
,

除非细胞培养时间太长
,

一般情况下
,

胞内的红色素不会自动分泌到胞外
。

在初糖浓度为 4
.

0 % ~ 4
.

5 %范 围内
,

红色素则会释放

出来
,

而且释放的量随初糖浓度而增加
。

但初糖浓度达 5
.

0 %一 5
.

5 %时
,

所释放的红色素量
反而下降

,

最终细胞密度也较小
。

有关结果如图 ; A 一 D 所示
。

值得注意的是初糖为 3 %的

细胞可 以作为种子接种继续培养
,

但初糖为 4
.

5 %的细胞虽然对数生长期的时间有所延长
,

lu.祠.u-。dsnJo囚的哟GO

15

10

(工已/灿日à4渗亡O

9 12 15 0

图 4 一 A

— ▲
—

培养时间 ( d )

在不同的蔗箱浓度下
,

细胞
·

的生长曲线于
.

、

d r ( 3 % )

— . —
d r ( 4

.

5写 )

蔗糖浓度 ( % )

图 4 一 B 蔗枪浓度对色素释放的影响
-

— ▲— do

\
. . . . . . . . . . . . . . . .
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. 0. 0. 0

(l三/助日)枷径侧取探

12 15

蔗糖浓度 (%
,

W / V ) 培养时间 ( d)

图 4 一 c 蔗糖浓度对花青普浓度的对应关系 图 4 一 D 不同蔗糖浓度下
,

细胞释放蛋白质的情况

—
▲
—

P ( 3 % )

— . —
P ( 4

.

5 % )

但却不适宜作为种子接种
。

这说明较高的蔗糖浓度对细胞也产生了不良的作用
。

而且这种

作用应是物理作用所导致的
。

关于这个问题
,

将继续用实验数据证明
。

当培养基中蔗糖浓度

较高时
,

除了色素分泌出来
,

还有胞内的蛋白质成分泄漏出来
。

如图 4一 D 所示
。

这说明细

胞的渗透性增加
。

而蛋白质成分可能是维持细胞正常生理功能所必不可少的
,

从另一个角度

说明较高的蔗糖浓度会破坏细胞
。

2
.

3
·

补加糖对色素释放以及细胞生长的影响

在细胞生长的对数期或者平衡期补加 1 %或 1
.

5 %的蔗糖
,

所释放出的红色素有明显的

增加
。

以初糖为 3线
、

4 %和 4 ; 5 %的作为对照
,

可以看出
,

当在接种后第 4 d (对数期之前 )补

丙比防肠目

目回日回圈目刚

目目因目目目

回州到渭洲刻训川

糖至 4 %或 4
.

5 %时
,

所释放的色素明显增

加
。

而在接种后第 d9 (对数期后期 )补糖
,

所

释放的红色素 比对照都要高
,

但 比接种后第

4 d 补糖的要低
,

结果如 图 5 所示
。

原因可能

是 补糖后
,

渗透压 突然增加
,

对细胞 的生理

活动施加了不利影响
,

使胞内色素释放到胞

外
。

对于这一现象的解释
,

看来还需要更多

的实验
。

.2 4 .4 5 %初糖情况下不同生长阶段

色素释放的变化

在这组实验 中
,

还特地增 加 了初糖为

3 %的作为对照
。

结果表明
:

在接种后第 10 d
,

无论初 糖是 3 %还是 4
.

5 %
,

所释放的色素

都最高
,

但在 后期
,

在上清液 中的色素含量

都下降
。

我们知道
,

初糖为 3 %的培养细胞可

{刃
3一 4

( 2 )

3一 4
.

5

( I )

工内p卜即二,r
。,陌̀卜.呢ìù勺ó.、动.、、:、

.-.二冲二卜ù一d
通

.1ù示比:六之、仓竹哈老记一d

96
。
3
ùU.0.0.0

的:00逻名肥月

蔗糖浓度 ( % )

图 5 补加蔗糖对色素释放的影响

(l ) 接种后第 4d 补加蔗糖

(2 ) 接种后第 9d 补加蔗糖
.

3~ 4 表示从 3 % 增加到 4 %
,

其余类推

以作为种子接种
,

以前认为一般不会 自动释放色素
,

但这组实验显然说明上
,

清液 中有红色素

存在
,

而且红色寒的量随培养时间而变化
。

这种现象 目前也很难解释清楚
。

见图 .6

乙

一
一一一一一一一一- - ~ ~ ~ ~ ~
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2
.

5 在高糖浓度下培养细胞的形态变化

由于高糖浓度而产生的高渗透压
,

细胞 的形态发生了很大的变化
。

糖浓度越高
,

则细胞

体积缩小
,

湿重与干重之比减少
,

结果见图 7
.

4叶留 2

的z价Qog堪触叫

培养时间 ( d) 蔗糖浓 度 ( %
,

W / V )

图 6
`

在不同培养时间释放的色素 图 7 蔗枪浓度对湿贯与干贡之比值的影响
’

—
▲—

O D
一

S (3 % )

— . —
O D

一
S ( 4

.

5 )

2
.

6 培养细胞的电导

各种 细 胞密度下的 电导 ( 用细 胞体积 分

侧十、阁躺

率 %表示 )值的测定采用 神户钢铁公司所制造

的 C e ll M a s s M e et r
.

电导值的数据表明了细胞

膜的差别
,

结果表明在较高的蔗糖浓度下
,

由于

较高的渗透压
,

细胞膜受到破坏
,

因而细胞的渗

透性增加
。

释放的色素据另外的实验也是增加

的
,

有关结果见图 8
.

3 讨 论

植物细胞分泌代谢产物的机理有主动输送

和被动输送
。

主动有俞送又有不同的内因
。

如 A t
-

la nt a
曾报导过 T

.

m iun
s 细胞分泌小巢碱的主

动 输送机 理 是与温 度 相关 的
,

需要 活 化能

5 2k J / m o l〔
, ]

.

细胞密度 ( g / L )

图 8 细胞密度和细胞悬浮液的关系

— ▲—
。 。 3 %

— . —
。 a4

.

5%

在正常的条件下
,

胞 内的红色素很少分 泌到培养基中
。

但在一些严历的环境中
,

红色素

及其它的一些成分会分泌出来
,

同时
,

也观察到细胞的存活性较差
。

因此可以认为红色素的

释放是由于细胞的结构受到损害而引起的
。

各种不同的渗透剂对细胞的破坏
,

其机理也不相

同
,

有必要进一步探讨
。

由于蔗糖作为培养基中的碳源
,

在生理上对细胞本无影响
,

但过高的浓度会影响其色素

的释放及细胞的存活性
,

这主要是渗透压的作用
。

在蔗糖浓度为 4
.

0 %一 4
.

5 %范围内
,

大多

令
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数细胞在整个培养期间内可存活
,

但用于接种则不能继续生存下去
,

这对于连续培养是不适

宜的
。

但是对间歇式培养则可能有利
。

因为蔗糖浓度在 4
.

。%一 4
.

5 %范围内不仅释放色素

较多
,

而且总的色素含量也有所提高
,

结果见图 4一 c
.

作为食品中使用的色素
,

我们认为如用乙醇或 乙酸萃取
,

可以直接用于某些食品的着

色
,

这方面宜进一步研究
。
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r e l e a s e d f r o m t h e e u l t u r e d e e l l s , a n d t h e e e l l g r o w t h a s w e l l a s p i g m e n t p r o d u c t i o n w e r e

im p r o v e d
,

w h e n t h e e e l l s w e r e e u l t i v a t e d i n L S m e d i u m e o n t a i n i n g 4 % ~ 4
.

5 % s u e r o s e ,

e o m p a r e d w i t h t h a t o f e o n t r o l e o n t a i n i n g 3 % s u e r o s e
.

W
e a l s o f o u n d t h a t m o r e p r o t e i n s i n

t h e e e l l s w e r e r e lea s e d
’

i n t o t h e m e d i u m a n d t h e a v e r a g e s i z e o f t h e e e l l s ( a s i n d i e a t e d b y

t h e r a t i o o f f r e s h w e i g h t t o d r y w e ig h t ) w a s s m a l le r i n t h e f o r m e r e a s e t h a n t h a t i n t h e l a t
-

t e r ,

w h i e h m a y b e d u e t o t h e i n f l u e n e e o f o s m o t i e P r e s s u r e e a u s e d b y s u e r o s e
.

I n a d d it i o n ,

t h e e a p a e i t a n e e d a t a o f t h e s e e e l l s u s p e n s i o n s im p l y t h e d i f f e r e n e e o f e e l l m e m b r a n e b e -

t w e e n a b o v e t w o e a s e s , a n d s u p p o r t t h e e v i d e n e e o f t h e p e r m e a b i l i z a t io n o f P
.

f r u t e s e e n s a t

h i g h e r s u e r o s e e o n e e n t r a t i o n
.

K e y 一 w o r d s P e r i l l a f r u t e s e e n s ; P e r m e a b i l iz a t i o n ; A n t h o e y a n i n


