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刺葡萄幼胚愈伤组织诱导及其高产原花青素细胞系筛选
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摘要: 以刺葡萄幼胚为材料, 研究不同培养方式、培养基配方和培养条件对其愈伤组织诱导的影响, 采用正交试验设计法

筛选刺葡萄愈伤组织继代增殖的培养基配方, 并对继代保持的培养条件和方式进行优化, 同时进行了高产原花青素刺葡萄

愈伤组织细胞系的筛选研究。结果表明, 刺葡萄幼胚以平放的方式接种到MS+1.0 mg∙L-1 2,4-D或MS+1.0 mg∙L-1 2,4-D+0.5 
mg∙L-1 KT的固体培养基上, 在黑暗的条件下, 能有效的诱导出愈伤组织, 诱导效率为80%; 刺葡萄愈伤组织继代增殖以

MS+1.5 mg∙L-1 2,4-D或MS+1.5 mg∙L-1 2,4-D+0.5 mg∙L-1 KT的固体培养基为佳, 并且采用此两种培养基交替继代培养, 在
光照条件下能长期保持旺盛且生长一致的刺葡萄愈伤组织; 筛选出了紫红色松脆状的高产原花青素的刺葡萄愈伤组织细

胞系, 培养35 d后每克鲜样的原花青素含量可达1 671.16 μg。
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Abstract: The effects of different culture methods, culture medium formula and culture condition on callus in-
duction were studied using immature embryos of brier grape as plant materials. The culture media for brier 
grape callus subculture multiplication were screened with orthogonal experiment design. The culture condition 
and culture method for brier grape callus subculture were further optimized. Meanwhile, screening of cell lines 
with high yield of oligomeric proanthocyanidins was studied in this experiment. The results showed that the 
brier grape callus was inducted effectively while immature embryos was horizontal onto the medium MS+1.0 
mg∙L-1 2,4-D or MS+1.0 mg∙L-1 2,4-D+0.5 mg∙L-1 KT in the dark, with a 80% callus induction rate. The best 
medium to callus subculture multiplication were MS+1.5 mg∙L-1 2,4-D or MS+1.5 mg∙L-1 2,4-D+0.5 mg∙L-1 KT, 
and they grew well and conformably through alternative subculture of the two media. Cell lines with high yield 
of oligomeric proanthocyanidins were screened from these callus, and these cell lines present some characters 
with aubergine and friable. The yield of oligomeric proanthocyanidins of these cell lines reached up to 1 671.16 
μg in 1 g fresh sample after being cultured for 35 days.
Key words: brier grape (Vitis davidii Foëx); immature embryo; callus; anthocyanosides; oligomeric proantho-
cyanidins

刺葡萄(Vitis davidii Foëx)是葡萄科葡萄属东

亚种群的一个野生种, 为落叶强大藤本植物, 在我

国南方广泛分布, 向北分布至陕西南部(孔庆山

2004; 金燕等2008)。刺葡萄果实紫黑色, 营养极为

丰富(廖文雪等2009), 含有具保健功能的黄酮类化

合物(主要是花青素和原花青素)、白黎芦醇、齐

墩果酸、鞣质、超氧化物歧化酶(superoxide dis-
mutase, SOD)和维生素C等天然活性成分(杨敬芝

等2001)。刺葡萄果皮厚, 种子多, 在加工制汁和酿

酒, 以及从果皮、种子提取天然活性物质具有很

好的应用前景(王仁才2006)。研究表明, 刺葡萄果

实中富含的花青素(anthocyanosides)和原花青素

(oligomeric proanthocyanidins, OPCs)有很强的清除

自由基的能力, 具有抗氧化、抗突变、抗肿瘤、
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保护心血管等方面的功能, 尤其是原花青素, 是目

前国际上公认的清除人体内自由基最有效的天然

抗氧化剂(Thorne Research Inc 2003; Zi等2009; 
Praphasawat等2011)。目前, 天然的原花青素还主

要来源于松树皮和葡萄籽, 随着市场需求的不断

扩大, 原有的从葡萄、松树皮或其他替代植物中

来源的生物活性物质已不能满足需要, 必须寻求

更多更可靠的材料来源。植物细胞培养是生物技

术领域的一个重要分支, 具有不受季节影响、生

长周期短、产物均一可控、活性物质成分高等优

点。因此, 解决药用植物资源匮乏和药效成分低

的药用植物的有效途径是采用规模化植物细胞培

养, 以满足需求(Donnez等2009)。近年来, 植物细

胞培养进行天然有效成分的生产已经取得了令人

瞩目的成就(吕春茂等2007)。然而, 刺葡萄的细胞

培养还处在愈伤组织诱导、原生质体分离与培养

等阶段(刘金亮等2005; 吕长平等2005; 石雪晖等

2005; 廖文雪等2009)。要开展刺葡萄细胞培养进

行天然产物的生产, 亟待解决刺葡萄优良细胞系

的筛选、长期继代保持和悬浮细胞系建立等诸多

问题。本研究以刺葡萄幼胚为材料, 以期诱导出高

质量且能长期继代保持的松散型愈伤组织, 从而筛

选并建立刺葡萄高效产生生物活性物质(花青素或

原花青素)的细胞系, 为通过刺葡萄细胞培养生产

生物活性物质提供实验体系, 同时也可为刺葡萄

生物技术其他方面的研究提供理想的技术平台。

材料与方法

1  材料及外植体处理

本试验所用材料为来源于福建福安溪塔葡萄

沟的刺葡萄(Vitis davidii Foëx)幼果。取花后20 d左
右的幼果, 剪取整串葡萄, 装入自封袋, 带回实验

室贮于4 ℃冰箱备用。

2  试验方法

2.1  材料的灭菌

从4 ℃冰箱中取出刺葡萄幼果, 去除果穗和果

柄, 置入加有洗涤剂的自来水中浸泡30 min, 后用

自来水冲洗干净, 自然晾干备用。将幼果转入超

净工作台内, 用75%酒精(V/V)浸泡30 s内, 再用

0.1%升汞(W/V)溶液灭菌15 min, 最后用无菌水冲

洗5次, 备用。

2.2  幼胚获取与培养

将上述灭菌好的葡萄幼果, 小心切开, 取出完

整的幼胚。将幼胚接种在诱导愈伤组织的培养基

上培养。外植体接种后每隔2~3 d观察培养材料的

污染情况、愈伤组织的诱导情况和生长状态, 并
作记录和数码拍照。

2.3  不同配方培养基的设计

根据预实验设计不同的培养基配方, 用于幼

胚愈伤组织的诱导, 具体的培养基配方见表1。基

本培养基均为MS, 各培养基中均含有6 g∙L-1琼脂

粉, 30 g∙L-1蔗糖, pH 5.8~6.0。

表1  愈伤组织所用培养基配方

Table 1  The culture medium formula of callus induction

培养基 2,4-D/mg∙L-1	 NAA/mg∙L-1	 IBA/mg∙L-1	 BA/mg∙L-1	 KT/mg∙L-1	 AgNO3/mg∙L-1

F1 1.0 - - - - -
F2 1.0 - - - 0.5 5.0
F3	 -	 0.2	 -	 2.0	 -	 -
F4	 -	 -	 0.1	 1.5	 -	 -
F5	 1.0	 -	 -	 -	 0.5	 -

 

2.4  愈伤组织继代增殖培养与继代增殖培养基配

方优化的正交试验

刺葡萄幼胚愈伤组织诱导培养35 d左右后, 挑
取不同类型的愈伤组织进行继代增殖培养。继代

增殖培养基配方优化采用正交设计L9 (3
3), 对使用

的外源生长物质2,4-D, KT、AgNO3等3个因素在3

个水平上进行试验, 共9个处理, 每处理3次重复。

筛选继代培养基时, 挑选增殖后松散的、生长状

态良好的、淡黄色的愈伤组织为材料, 接种到表2
所列的9种培养基中, 培养25 d后观察愈伤组织的

生长情况。愈伤组织在9个培养基中的生长情况

采用愈伤组织的颜色、生长状态和生长量等指标
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进行赋值; 用DPS软件进行数据分析。

2.5  筛选与继代保持

根据正交试验的结果和愈伤组织的生长情况, 
采用两种培养基交替继代培养, 长期继代保持松散

型的刺葡萄愈伤组织。从白色、淡黄色、黄色、

浅紫红色、紫红色等颜色的愈伤组织中, 挑选紫红

色的愈伤组织进行培养, 筛选出高产原花青素的刺

葡萄愈伤组织细胞系, 并进行继代保持。

2.6  培养条件

培养室温度设置在(25±1) ℃。愈伤组织诱导

和继代保持时, 都设置了一组在黑暗中培养, 另一

组于10~15 μmol·m-2·s-1左右的光照下培养, 光照时

间10 h·d-1。

2.7  刺葡萄愈伤组织花青素含量测定

花青素提取: 取刺葡萄愈伤组织DLR和DLW
两个细胞系的不同培养阶段的培养物鲜样各1.0 g, 
用液氮研磨成粉末, 转入10 mL离心管中并加入10 
mL 0.1 mol∙L-1盐酸乙醇溶液, 在60 ℃水浴中浸提

30 min, 4 ℃下2 500×g离心5 min, 取上清液转入50 
mL的试管中, 沉淀再次加入10 mL 0.1 mol∙L-1盐酸

乙醇溶液, 按上述方法重复提取一次, 最后合并上

清液, 备用。试验设3次重复。

花青素测定与计算: 以0.1 mol∙L-1的盐酸乙醇

溶液做空白对照, 利用Varian Cary 50 Probe紫外可

见分光光度计测定花青素提取液在530、620和650 
nm波长下的吸光值, 并用Greey公式ODλ=(OD530–
OD620)–0.1×(OD650–OD620), 准确计算出花青素的吸

光值。花青素含量按下列公式计算: 花青素含量

[μg·g-1 (FW)]=OD/ε×V/m×M×103, 其中ODλ为花青

素吸光值, ε为花青素摩尔消光系数4.62×104, V为
提取液总体积(mL), m为取样质量(g), M为花青素

摩尔分子量287.24, 103为计算结果换算成μg的倍

数(马志本等1984)。
2.8  刺葡萄愈伤组织原花青素含量测定

刺葡萄原花青素含量测定采用正丁醇-盐酸

法(董瑞霞等2008)。
原花青素提取 :  取刺葡萄愈伤组织DLR和

DLW两个细胞系的不同培养阶段的培养物鲜样各

1.0 g, 用液氮研磨成粉末, 转入10 mL离心管中并

加入10 mL 80%甲醇, 于50 ℃水浴中浸提1 h, 4 ℃
下2 500×g离心5 min, 取上清液转入50 mL的试管

中, 沉淀再次加入10 mL 80%甲醇, 按上述方法重

复提取一次, 最后合并上清液, 备用。试验设3次
重复。

标准曲线绘制: 准确称取20.00 mg原花青素标

准样品, 加入1 mL 80%甲醇溶解, 所得浓度为20.00 
mg∙mL-1作标样。精确吸取标样溶液0、5、10、
15、20、25和30 μL分别于25 mL具塞试管中, 加
80%甲醇定容至3 mL, 然后分别加入0.2 mL 2% 
NH4Fe(SO4)2溶液(W/V)和6 mL盐酸正丁醇溶液(正
丁醇:浓盐酸=19:1), 盖塞, 摇匀, 于95 ℃水浴中加

热反应40 min后, 取出用冷水迅速冷却, 以0 μL溶
液作为空白对照, 利用Varian Cary 50 Probe紫外可

见分光光度计, 于546 nm处测定其吸光值。采用

最小二乘法作原花青素浓度(C)与吸光值(A)线性

回归方程。

样品原花青素测定: 分别精确吸取3 mL原花

青素提取液, 按标准曲线的方法进行操作, 测定各

提取液的吸光值, 然后根据标准曲线回归方程计

算出各样品中原花青素的含量。

实验结果

1  刺葡萄幼胚愈伤组织诱导

1.1  不同接种方式和培养条件对愈伤组织诱导的

影响

刺葡萄幼胚诱导愈伤组织时, 采用两种方式

接种, 一种是将胚轴端插入F1培养基中, 另一种是

将幼胚平放在F1培养基上, 并略微下压, 于黑暗下

培养。培养30 d后观察两种接种方式对刺葡萄幼

胚愈伤组织诱导的影响。结果表明, 完整的幼胚, 
诱导愈伤组织时, 胚轴会伸出种皮, 并形成愈伤组

织; 将胚轴端插入培养基的接种方式, 形成的愈伤

组织数量极少, 培养一段时间后会褐变死亡(图
1-A)。采用平放的接种方式, 并分别在光照和黑暗

下培养; 在黑暗下培养的幼胚, 下胚轴冲破种皮后

产生愈伤组织, 愈伤组织不断膨大, 最终会长到约

1.5 cm见方, 愈伤组织有松软状(DF1)、松脆状

(DF2)、棉絮状(DF3)、坚硬状(DF4)等4种状态, 颜
色有白色、淡黄色、浅红紫色、红紫色等 (图
1-B)。光照下培养的幼胚, 会逐渐转变成绿色, 愈
伤组织的诱导率30%左右, 愈伤组织一般呈现白色

或浅黄色松软状(图1-C), 容易发生褐变, 继代保持
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图1  刺葡萄幼胚愈伤组织诱导与继代保持

Fig.1  Callus induction from immature embryos and subculture maintenance of brier grape
A: 褐变死亡的幼胚; B: 幼胚诱导出愈伤组织; C: 愈伤组织诱导(光照); D: 切口褐变的幼胚; E: 愈伤组织诱导(F1培养基); F: 愈伤组织

诱导(F2培养基); G: 愈伤组织诱导(F3培养基); H: 松软愈伤组织; I: 褐变的愈伤组织; J: 浅黄绿色松脆愈伤组织; K: 浅紫红色松脆愈伤组织; 
L: 紫红色松脆愈伤组织; M: 棉絮状愈伤组织; N: 坚硬状愈伤组织; O: 紫红色愈伤组织; P: 浅黄绿色愈伤组织; Q: 黄白色愈伤组织。
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一段时间后褐变加重, 直至死亡。培养的时候还

发现, 如果幼胚受伤, 培养中比较容易褐变, 但在

切口处可见少量愈伤组织产生(图1-D)。
1.2  不同培养基对愈伤组织诱导的影响

将刺葡萄幼胚接种到F1~F5等5种培养基中诱

导愈伤组织。从诱导的效果看, F1和F5两种培养

基诱导的效果比较一致, 诱导30 d后会形成大量的

愈伤组织, 诱导率可达到80%以上(图1-E); 在F2培
养基中, 诱导率只有30%左右, 并且愈伤组织的生

长量很小, 呈黄褐色, 质地较坚硬(图1-F), 培养一

段时间后, 愈伤组织会褐变死亡, 如果及时转接, 
愈伤组织可以继代保持, 但要得到松脆状的愈伤

组织, 需要较长的在不加AgNO3培养基上培养, 说
明不利于刺葡萄愈伤组织的诱导; 在F3、F4培养

基中, 未见刺葡萄幼胚的胚轴伸出, 幼胚会慢慢的

褐变死亡(图1-G), 这说明, BA与IBA或NAA的组

合, 不适于作为刺葡萄幼胚愈伤组织诱导。综上

所述, 刺葡萄幼胚诱导愈伤组织的较佳培养基是

MS+1.0 mg∙L-1 2,4-D或MS+1.0 mg∙L-1 2,4-D+0.5 
mg∙L-1 KT。
2  刺葡萄愈伤组织继代保持

2.1  刺葡萄愈伤组织继代培养基正交试验的直观

分析

在刺葡萄愈伤组织继代培养基正交试验的结

果分析中, 将愈伤组织的颜色、生长状态和生长

量等指标最佳的处理记为9分, 依此类推, 最差的

记为1分。9个处理3次重复的分数见表2, 将其用

DPS软件进行极差和方差分析, 结果见表3和表4。
从表3的极差分析和表4的方差分析结果可以

看出, 培养基中2,4-D、KT和AgNO3浓度对刺葡萄

表2  刺葡萄愈伤组织继代培养基正交试验设计与试验结果

Table 2  The culture media with orthogonal experiment design for brier grape callus subculture multiplication and its test results

处理 2,4-D	 KT	 AgNO3
		  赋值结果  

                                                        描述
组合	 /mg∙L-1	 /mg∙L-1	 /mg∙L-1

	 重复1	 重复2	 重复3

1	 0.5	 0	 0	 5	 5	 5	 愈伤组织淡黄色, 呈颗粒状, 生长量小

2	 0.5	 0.25	 0.25	 4	 4	 4	 愈伤组织褐黄色, 呈颗粒状, 生长极小

3	 0.5	 0.5	 0.5	 1	 1	 1	 愈伤组织褐色, 水渍状, 不生长最后死亡

4	 1.5	 0	 0.25	 6	 7	 6	 愈伤组织淡黄褐色, 松散状, 生长量中等

5	 1.5	 0.25	 0.5	 2	 2	 3	 愈伤组织黄褐色至褐色, 水渍状, 生长量小, 大部分愈伤组织死亡

6	 1.5	 0.5	 0	 9	 8	 8	 愈伤组织淡黄色, 松散蓬松状, 生长量大

7	 2.5	 0	 0.5	 3	 2	 2	 愈伤组织黄褐色至褐色, 水渍状, 生长量小, 大部分愈伤组织死亡

8	 2.5	 0.25	 0	 8	 8	 8	 愈伤组织淡黄色, 蓬松状, 生长量大

9	 2.5	 0.5	 0.25	 4	 3	 4	 愈伤组织黄褐色至褐色, 水渍状, 生长量小, 部分愈伤组织死亡

 

表3  正交设计试验结果的极差分析

Table 3  The range analysis of test results of orthogonal exper-
iment design

  因素

结果

 2,4-D	 KT	 AgNO3

K1 30 45 64
K2 53 45 39
K3 43 36 23
k1  3.33  5.00  7.11
k2  5.89  5.00  4.33
k3  4.78  4.00  2.56
R	  2.30	  0.90	  4.10

　　Ki为每个因素同一水平下的试验值之和; ki为每一因素水平下

的数据平均值; R为同一因素不同水平间平均值的极差。

表4  正交设计试验结果的方差分析

Table 4  The variance analysis of test results of orthogonal 
experiment design

变异来源 平方和 自由度 均方   F值   P值

2,4-D 29.56  2.00 14.78  99.75*** 0.0001
KT  6.00  2.00  3.00  20.25** 0.0001
AgNO3 94.89  2.00 47.44 320.25*** 0.0001
误差  2.67	 18.00	  0.15	  

　　**表示达到显著水平, ***表示达到极显著水平。

愈伤组织增殖都存在极显著影响, 同时极差R反映

了每个因素对刺葡萄愈伤组织增殖的影响程度, R
值越大, 表明该因素对试验结果的影响越显著, 3
个因素对反应体系影响从大到小的顺序依次为
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AgNO3、2,4-D、KT。通过试验处理因素各水平

间差异显著性SSR检验分析, 得出的刺葡萄愈伤组

织增殖培养基中3个因素最佳理论反应水平组合

为: 1.5 mg∙L -1 2,4-D、0 mg∙L -1 KT和0 mg∙L -1 
AgNO3, 该组合没有在正交表中体现出来, 但最接

近分值最高的第6个处理, 只是KT使用的浓度不

同, 前者培养基中不含有KT, 而后者培养基中含有

0.5 mg∙L-1 KT。这个分析结果说明, 在进行正交试

验设计时, 可不经直观分析, 而根据试验组合中各

培养物的生长情况直接对刺葡萄愈伤组织增殖培

养基进行选择, 也能获得较佳的培养基配方。

2.2  刺葡萄愈伤组织继代增殖培养方式优化

根据上述刺葡萄愈伤组织继代增殖培养基正

交试验的结果, 选出2个培养基配方进行优化培养

试验, 分别为MS+1.5 mg∙L-1 2,4-D或MS+1.5 mg∙L-1 
2,4-D+0.5 mg∙L-1 KT固体培养基。将DF2类型愈伤

组织接种到上述两种培养基配方中, 于光照条件

下培养。培养25 d后观察愈伤组织的生长情况, 结
果表明, 在两种培养基中培养的愈伤组织, 生长状

态基本一致, 只是在后一种培养基中, 愈伤组织生

长更为迅速, 生长量会略大于在前一种培养基培

养的愈伤组织, 同时愈伤组织有趋向松软状或棉

絮状的情况。如果长期将刺葡萄愈伤组织继代培

养在前一种培养基上, 愈伤组织会慢慢转为颗粒

状, 并且颜色比较深黄; 长期培养在后一种培养基

中的愈伤组织, 生长量会很大, 慢慢的转为松软状

或棉絮状; 而采用两种培养基交替继代培养, 可以

长期使刺葡萄愈伤组织保持松脆状的生长状态, 
颜色黄色或淡黄色。

2.3  不同状态愈伤组织对愈伤组织继代增殖的影响

将上述诱导得到的不同类型愈伤组织接种到

附加1.5 mg∙L-1 2,4-D的MS固体培养基中培养。培

养25 d后观察不同类型愈伤组织的生长情况, 结果

表明, 松软状类型的愈伤组织(DF1, 图1-H)接种培

养后, 生长量很小, 并且会慢慢的褐变, 最后出现

水渍状不能再次继代(图1-I)。松脆状愈伤组织

(DF2)一般呈浅黄绿色(图1-J)、浅紫红色(图1-K)
或紫红色(图1-L), 这类愈伤组织接种继代后能旺

盛的生长, 培养到25 d后生长量是接种时的10倍左

右, 并且可以长期继代保持; 棉絮状愈伤组织(DF3, 
图1-M)接种到培养基后, 能快速生长, 愈伤组织还

是呈棉絮状, 并且十分蓬松, 愈伤组织体积会增大

到接种时的10~15倍, 这类愈伤组织也可长期继代

保持; 坚硬状愈伤组织(DF4, 图1-N), 在接种时要

用解剖刀切成小块, 这类愈伤组织接种后在切口

处容易褐变, 新长出的愈伤组织有松软状、松脆

状和棉絮状。从后期培养的情况和次生代谢产

物研究出发 ,  以松脆状的愈伤组织为最佳的细

胞系。

2.4  不同培养条件对愈伤组织继代增殖的影响

将DF2类型愈伤组织接种到F1培养基上, 分
别于光照和黑暗两种条件下培养。在光照条件下

培养的DF2类型愈伤组织, 基本与上述的生长状态

一致, 在颜色和质地上没有发生大的改变, 一般呈

紫红色(图1-O)、浅紫红色或浅黄绿色(图1-P), 并
可长期继代保持。在黑暗条件下培养的DF2愈伤

组织, 生长状态也比较良好, 但生长量明显小于在

光照条件下培养的愈伤组织, 并且经多代培养后, 
愈伤组织颜色会渐渐的淡化, 尤其是紫红色会逐

渐变成白色、黄白色(图1-Q), 但愈伤组织可长期

继代保持。从以上分析可以看出, 刺葡萄愈伤组

织颜色的保持, 要在光照的条件下培养, 且愈伤组

织的生长量优于黑暗培养。

3  刺葡萄愈伤组织高产原花青素细胞系筛选与保持

在刺葡萄愈伤组织诱导中, 从获得的愈伤组

织颜色来看 ,  有白色、淡黄色、黄色、浅紫红

色、紫红色等颜色。通过观察发现, 刺葡萄紫红

色愈伤组织只是表面一层的细胞呈紫红色, 而越

往里颜色越浅直至无色。培养筛选过程中发现, 
如果选取外层的紫红色愈伤组织作为接种材料继

代, 愈伤组织生长量很小, 并有水渍化、褐变的现

象出现, 多次继代保持后, 愈伤组织最终死亡。

根据上述继代增殖培养基筛选和培养方式优

化的结果, 结合紫红色愈伤组织的特性, 在进行刺

葡萄愈伤组织高产原花青素细胞系筛选时, 选取

质地松脆的、颜色紫红色的愈伤组织进行继代保

持, 接种时剥去表层紫红色的愈伤组织, 选取较里

层的愈伤组织进行接种, 于光照条件下培养, 同时

采用两种培养基交替继代培养, 能长期继代保持

紫红色的刺葡萄愈伤组织。因此, 选用合适的接

种材料, 采用合适的培养条件是获得刺葡萄愈伤

组织高产原花青素细胞系的关键。
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4  不同培养时间的刺葡萄愈伤组织花青素和原花

青素含量变化分析

4.1  花青素含量变化分析

将紫红色愈伤组织细胞系(DLR)和浅黄色愈

伤组织细胞系(DLW)分别接种到1.5 mg∙L-1 2,4-D
的MS固体培养基中培养, 分别于10、15、20、
25、30和35 d收集其培养物。利用盐酸乙醇法分

别提取其花青素, 并通过其吸光值计算出各培养

物中花青素的含量, 结果如图2所示。

图2  不同培养时间刺葡萄愈伤组织花青素含量变化情况

Fig.2  The content change of anthocyanosides in brier grape 
callus at different culture periods

从图中可以看出, DLR和DLW两个刺葡萄愈

伤组织细胞系花青素含量变化存在很大差异。在

整个细胞培养过程中(10~35 d), DLW细胞系花青

素的含量极低, 最高也只有0.48 μg∙g-1 (FW), 并且

培养过程中, 其花青素含量的变化无规律。DLR
细胞系花青素含量呈有规律的变化, 总体表现为

先略微下降后升高, 再急剧升高的变化趋势; 培养

10~20 d时含量较低, 培养15 d含量为最低, 只有

4.17 μg∙g-1 (FW), 而培养20 d后, 花青素含量急剧增

加, 到35 d时花青素含量达到73.57 μg∙g-1 (FW)。
4.2  原花青素含量变化分析

以原花青素标准样品进行标准曲线绘制, 得
到的原花青素浓度(C)与吸光值(A)线性回归方程

为: A=0.0015C+0.0022, 相关系数R2=0.9903, 符合

试验要求。

将紫红色愈伤组织细胞系(DLR)和浅黄色愈

伤组织细胞系(DLW)分别接种到1.5 mg∙L-1 2,4-D
的MS固体培养基中培养, 分别于10、15、20、

25、30和35 d收集其培养物。利用80%甲醇水浴

浸提法分别提取其原花青素, 并通过其吸光值和

标准曲线回归方程计算出各培养物中原花青素的

含量, 结果如图3所示。

图3  不同培养时间刺葡萄愈伤组织原花青素含量变化情况

Fig.3  The content change of oligomericproanthocyanidins in 
brier grape callus at different culture periods

从图中可以看出, DLR和DLW两个刺葡萄愈

伤组织细胞系原花青素含量变化也存在很大差

异。在整个培养过程中, DLW细胞系原花青素含

量变化不大, 并始终维持在一个很低的水平, 最高

为培养10 d时, 含量为47.91 μg∙g-1 (FW)。DLR细胞

系原花青素含量呈有规律变化, 整个培养过程中, 
原花青素含量不断升高, 培养20 d后原花青素含量

急剧升高, 这与花青素含量变化相一致, 培养到35 
d时, 原花青素含量可达1 671.16 μg∙g-1 (FW)。

从以上分析表明, DLW细胞系合成花青素或

原花青素的的量极少, 而DLR细胞系能合成较高的

花青素或含量极高的原花青素, 这表明本研究中获

得了高产原花青素的刺葡萄愈伤组织细胞系。

讨　　论

在刺葡萄幼胚愈伤组织的诱导过程中, 不同

培养方式和培养条件对其诱导的效果有很大的影

响, 黑暗条件下并采用平放的接种方式, 可以较好

的诱导出刺葡萄的愈伤组织; 采用胚轴端插入培

养基的接种方式, 由于胚轴端长期浸没在培养基

中, 可能使细胞在生长的过程中容易受到固体培

养基的挤压, 生长量受到限制, 同时细胞生长产生

的次生有害物质容易累积, 对细胞的生长产生毒
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害作用, 而进一步影响愈伤组织的生长, 不利于刺

葡萄幼胚诱导愈伤组织。不同种类的激素组合对

愈伤组织的诱导效果不同, 本研究的结果说明刺

葡萄幼胚诱导愈伤组织以生长素2,4-D为宜, 也可

配合较低浓度的KT进行诱导。在长期的继代保持

过程中, 为了得到旺盛生长、且生长一致的细胞

系, 对愈伤组织的筛选是十分必要的, 一般是淘汰

质地坚硬或松软状的愈伤组织, 而选择松脆状愈

伤组织, 这些愈伤组织可以长期继代保持。同时

为了能长期保持愈伤组织的浅紫红色和紫红色, 
必须在光照的条件下培养。

在刺葡萄愈伤组织的长期继代保持过程中, 
研究发现要保持刺葡萄愈伤组织细胞系的旺盛生

长并能长期继代保持, 必须满足其生长过程体内

对激素动态平衡的需求, 这在其他植物愈伤组织

组织长期继代保持过程中也有类似的发现(赖钟雄

等1997; 范丽华等2012)。这种动态平衡的维持, 仅
靠一种培养基配方是很难实现的, 必须在不同培

养基配方中培养来获得。在本研究中, 长期培养

在附加1.5 mg∙L-1 2,4-D的MS固体培养基上的刺葡

萄愈伤组织会产生较多的类型, 并且愈伤组织有

呈现颗粒化的趋势, 这极不利于后期的长期继代

保持; 而长期培养在附加1.5 mg∙L -1 2,4-D、0.5 
mg∙L-1 KT的MS固体培养基上的愈伤组织, 会趋向

松软状或棉絮状类型的愈伤组织, 也不利于长期

继代保持。因此, 本研究在试验的基础上, 将刺葡

萄愈伤组织交替继代到上述两种培养基上进行培

养, 可以较好的保持愈伤组织的生长状态, 达到长

期继代保持的目的。

花青素属黄酮类化合物, 是植物呈色的重要

色素之一(葛翠莲等2012), 而原花青素是花青素合

成过程的一个分支(赵文军等2009), 是目前国际上

公认的清除人体内自由基最有效的天然抗氧化

剂。由于花青素和原花青素有很强的清除自由基

的能力, 保健功能突出, 越来越受到人们的重视, 
对其合成和代谢的研究已经取得了一定的进展, 
这也是目前研究的热点, 尤其是在分子水平上进

行了大量的研究(Jaakola等2002; Bogs等2005; 
Almeida等2007)。而关于愈伤组织或细胞培养产

生花青素或原花青素的报道还比较少见, 研究主

要集中在愈伤组织培养中花青素或原花青素含量

的测定, 不同培养基中其累积量的变化, 不同来源

的愈伤组织原花青素含量变化, 以及悬浮细胞培

养等方面(Madhavi等1995; Feucht等1998; Zeng等
2009; Gryszczyńska等2012), 这很大的原因在于没

有真正建立一个生长状态良好且能长期继代保持

的稳定的细胞系。本研究筛选出的两个旺盛且生

长一致的刺葡萄细胞系DLR和DLW, 其中DLR细

胞系表现出高产花青素和原花青素的优良特性, 
这为本研究的后续研究提供了良好的实验体系。

在对DLR细胞系研究的过程中发现, 培养35 d
后细胞虽然开始出现衰老, 但其原花青素的含量

是最高的, 随着细胞培养时间的延长, 可能原花青

素含量还会继续升高, 会达到一个最高值后再下

降, 推测原花青素含量的增加与细胞的衰老存在

相关性, 在后续的研究中, 将继续考察该细胞系衰

老过程中原花青素的累积情况。在研究中还发现, 
光照条件下, 刺葡萄紫红色愈伤组织只是表面一

层的细胞呈紫红色, 而越往里颜色越浅直至无色, 
基于该细胞系的特性, 为了提高细胞系花青素或

原花青素的含量, 将对增加培养细胞表面积的培

养方式进行研究。

在环境污染日益严重、人类面临能源危机和

资源短缺的情况下, 研究与利用植物细胞培养有重

大的意义, 而要达到大规模培养就首先必须采用植

物悬浮细胞培养的方式。因此, 在获得刺葡萄高产

原花青素细胞系DLR后, 下一步将进行其悬浮细胞

培养的研究, 并对添加不同诱导子或代谢前体等方

面进行研究, 以提高该细胞系原花青素的累积量, 
为通过生物和工程技术方法的结合, 实现高效生产

花青素或原花青素次生代谢产物的研究提供基

础。DLR细胞系表现出高产花青素和原花青素的

优良特性, 而DLW细胞系却具有没有或合成效率

极低的特点, 对DLR细胞系花青素和原花青素代谢

合成的深入研究, 并以DLW细胞系为参照, 可以避

开基因型差异的影响, 直接从细胞水平上进行, 将
有助于人们对花青素和原花青素合成代谢有更进

一步的了解, 该方面的研究对果实着色调控和其他

植物细胞次生产物的生产将提供有益的借鉴。
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