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摘 要 刺激荆 (elicitor)在植物细胞培养中被用来作为提高次生代谢物产量的手段。 文中概括介 

绍了微生物 寡聚糖、蛋 白质、第二信使及其他物质作为刺激 剂在植物细胞培养中 的应用及其研 

究成果。 
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The application of elicitor in the production of second 

metabolites in plant cell cultures 
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Abstract Elicitor is used to improve the productivity of second metabolites in plant cell cultures 

frequently．Several kinds of elicitors
，
including microbiological elicitor,oligosacchaddes，peptides 

and intracellular messengers were introduced．The application of these elicitors in the production of 

secondary metabolites in plant cultstres and some research results were summarized． 
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刺激帮 telicitor) 广义上来讲是～类诱导植物发生防卫反应的化合物， 狭义上来讲是启动植 

保素合成的信号分子 因此在植物细胞培养中被用来作为提高次生代谢物产量的一种重要手段。至今 

刺激剂的作用机理还不是很清楚，不过有一个初步的假说得到了大家的认可：刺激剂作为一种外界信 

号被植物细胞膜上的受体识别并与之结合，从而引起细胞膜上及膜内一系列反应。这已为试验所证 

实，如可弓I起 parsley细胞培养中植物抗毒素积累的一个寡聚肽，通过放射性离子偶联和化学方法可 

与细胞膜结合 从而分离出细胞膜上的受体  ̈．刺激剂可 使植物细胞膜上脂类发生变化或引起膜 

内质子梯度降低，据推测这可能是刺激剂与受体的结台激活或抑制了膜上某些酶 ，而这些变化会 

刺激细胞内某些代谢途径中的酶的活性发生变化，或者是现存的酶由非活性状态变为活性状态，或者 

是酶的重新合成。事实上无论是酶活性的变化，还是酶的转录物的积累都已得到了实验证实  ̈

目前所使用的刺激剂多种多样，可概括为以下几大类： 

1．微生物刺激剂 目前应用最多的刺激；fq。真菌感染植物，诱使植物发生防御反应，其中包括植保素 
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的产生。因此在最初尝试用刺激剂刺激细胞产生次生代谢物时，人们首先利用的就是真菌类物质。而 

诸多事实也证明了，真菌 (包括菌丝体、细胞壁片断、培养液)的确对培养细胞产生次生代谢物有刺 

激作用。例如在胡萝 卜细胞培养液中加入真菌 Aspergillv．~flavus的菌丝体可使花青素产量提高至原来 

的 2倍，最大生产量达干重的23．7％；而其培养液敢力略低，可提高 1．25倍，最大生产量为干重的 

20．6％ ¨)
。 与次生代谢相关的酶的活性也会受到刺激剂的影响，如松树细胞培养加入真菌刺激剂 6 

h后，苯丙氨酸氨解酶 (PAL)活力开始提高，12 h后提高至其原有水平的 10倍 ． 

酵母菌提取液 (YE)是另一类应用较广的微生物刺激剂，对许多种次生代谢物的生成都有刺激 

作用．番茄细胞在指数生长期合成乙烯量很少，稳定期更少．但经加入 YE后，指数期乙烯合成提高 

10～20倍，稳定期提高更多，可达 100倍 。胡萝 细胞培养中，YE的刺激效果最佳，可使胡萝 

素产量提高 1倍．细菌类刺激剂作用相对较弱，可分别使产量提高 41％～72％ ⋯ 。率试验室试 

验 YE和其他两种真菌、一种细菌刺激剂对黄花蒿细胞培养生产青蒿素刺激时发现，YE刺激效果最 

孵显 

2．寡聚糖类刺激剂 研究表明，无论是真菌胞壁中还是 YE中具刺激活性的一类物质是寡聚糖。提纯 

的寡聚糖对次生代谢物产生具有刺激作用。如用壳多糖刺激 Papaver,~oBqn rtgl~l细胞系，可使血根 

碱由干重的 1％上升到4．5％  ̈。黄原胶、岩藻依聚糖可使 Corthamustinetorius红色素积累量提高 

6倍 。而人参寡聚糖不仅能够刺激西洋参细胞中皂甙的积累，还可以刺激细胞生长 。 ．试验还 

发现水溶性寡聚糖刺激敢果 比不溶性糖好。水溶性的壳多糖 50在诱导 Morinda citrifolia细胞中壳多 

糖酶和蒽醍时，效果强于果胶和聚乙酰壳多糖 ¨。 。而聚乙酰壳多糖具有增加细胞膜透性的功能，这 

样有利于次生代谢物的分泌． 

寡聚糖刺激剂是 目前研究较多的一类，其结构也得到广泛的探讨．在刺激剂潜力试验中，作为试 

验对象的壳多糖、聚乙酰壳多糖、葡聚糖及其相应单糖中，聚乙酰壳多糖最具潜力，而单糖投有刺激 

效果 。̈ 。试管内核逃逸转录试验发现，只有聚合度大于 9的果胶才能启动最大量的特异 m RNAs 

的积累 Ⅲ 。还有试验表明，具刺激作用的最小的葡聚糖含 7个葡萄糖残基 ¨̈ 。可见寡聚糖的刺激 

活性同其结构有着密切的关系 

但是人工合成的7一卢一葡聚糖，其刺激活性只是通过植物一1，3-内源葡聚糖酶作用的真菌胞壁所 

获得的七聚糖活性的 1／100～1／1 000‘15]．由此可以看出，刺激剂的作用不是单方面的，是与植物 

间相互作用的。 

丑 蛋白质类刺激剂 微生物胞外酶，如壳多糖酶，纤维素酶和果胶酶，也是一类用来刺激次生代谢物 

产生的刺激剂。如在烟草细胞培养液中加A壳多糖酶，可使紫杉酵产量提高 5O％ 。̈ ，本实验室的 

研究工作中，曾在 鼠尾草，黄花蒿细胞培养中加A果胶酶，分别使迷迭香酸、青蒿素产量都得到不同 

程度的提高。在大蒜 细胞培养基中添加一定量的果胶酶和纤维素酶，不但利于超 氧化物歧化酶 

(SOD)的积累，而且可以减少悬浮培养中常出现的细胞凝聚现象，增强了细胞分散度，促进了细胞 

生长． 

另一类蛋白质刺激剂为糖蛋白．由酵母中通过酶作用获得的糖蛋白可以刺激番茄细胞悬浮培养中 

乙烯合成和 PAL的活性提高。其结构分析发现，该蛋白具有～个 Asp，其 N 上连有一个高聚甘露 

糖，其 中残基数为 l0～12个的糖蛋白刺激活性最大．有趣的是，内源 N一乙酰葡糖胺酶作用于刺 

激剂会产生一个寡聚糖，对其有阻遏作用．而刺激活性最大的刺激剂，会产生一个含 l0～12个甘露 
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糖的寡聚糖，其阻遏作用也最大 Ⅲ 。另有从真菌 Verticillumdahliae 277中获得的糖蛋白，其蛋白 

部分刺激棉花和大豆细胞中植物抗毒素的合成，其糖部分刺激产生 H202~ ̈ 。 

t 第二信使 刺激剂作为外界信号作用于细胞膜而引起膜上发生变化，到引起胞内基因启动和酶活性 

改变应该是一个级联过程，这中间需要有物质充当胞内信使，也即第二信使。事实上，由于不同的刺 

激剂可能引起同样的植物抗毒素的积累，也让人们推测一定有这样的第二信使存在，它将起着将外界 

信号逐级传递给细胞核中基因的作用。这些被推测担当第二信使的物质本身，对次生代谢物的产生也 

有着刺激作用。 

Caz+ 在胡萝 卜细胞培养中，测试 Ca、Zn、Co、Fe等离子对花青素的积累作用时发现，Ca2+~ 

刺激作用最大  ̈；同样在胡萝 卜细胞培养 中，Ca2 的离子载体 A23187的加入，会刺激细胞合成 6一 

甲氧基蜂蜜曲菌素 (6-methoxymellein)，几种抑制胞 内ca抖浓度增长的试剂都能抑制该物质的合 

成 、。 。本试验室在黄花蒿细胞培养试验中也发现，一定浓度范围内，Ca 浓度上升，可以刺激细胞 

生长 因此，保证培养基中ca。卅浓度对次生代谢物产生是很重要的。 

cAMP 早在 70年代就发现cAMP可以诱导红薯中呋喃类萜 (furanoterpenoid)的产生，也可 

以引起大豆中植物抗毒素的合成和刺激敏感细胞坏死。胡萝 卜细胞培养液中加入真菌刺激剂，可以检 

测到胞内 cAMP浓度的提高；而直接加入 cAMP可以刺激 6一甲氧基蜂蜜曲菌素的合成。如果添加 

茶碱和霍乱毒素等可以引起胞内 cAMP浓度上升的物质，可以起到同样的刺激效果 ¨"。可见， 

cAMPd~-有第二信使的功能，也是一个有效的刺激剂． 

菜莉酮酸及英 甲氧 基醋 在加入真菌刺激剂之前，用荣莉 酮酸的甲氧基酯 (methyt 

jasmonate)对欧芹细胞悬浮培养进行预处理，会大大加强刺激剂的刺激效果，当刺激剂浓度低时效 

果更为明显 ‘ 。。还有人在三十六种植物细胞悬浮培养中加入荣莉酮酸的甲氧基酯，都发现了 PAL 

等涉及次生代谢的酶的重新转录 u”。 

作为第二信使的物质，在培养基中维持一定的浓度是十分重要的。而且它们可促进刺激剂的刺激 

效果。而其本身也可以作为有效的刺激剂，作用可能更直接、更省时，而且可以避免如糖蛋白刺激剂 

受到内源酶作用引起的阻遏剂产生这样的情况。 

s 其他刺激剂 

有机 酸 花生四烯酸可以刺激悬浮培养烟草细胞中紫杉醇和浆果赤霉素的产量提高 们̈。水杨 

酸被认为也具有第二信使的功能，从本实验室大蒜细胞悬浮培养物产生 SOD的试验可以看出，它也 

可以做为刺激剂，刺激 SOD产量，处理时间 3 d为最佳，测得 SOD活力上升 9倍． 

非生物性刺激剂 包括紫外线照射和金属离子等。有试验证明紫外线照射可以诱导胡萝卜细胞 

培养物中PAL的活性提高及花青素的积累0 。金属离子除ca斗外，其他一些离子对某些植物细胞 

也有刺激作用。本试验室玫瑰茄细胞培养生产花青素的试验发现，Mn2+对花青素产量有显著影响， 

产量可提高到对照组的 2。82倍，可能是因为 Mn抖是多种氧化还原酶的激活剂。另外，Ca、Zn、Mn 

对SOD 的分泌都有促进作用． 

另外可利用的刺激剂如植物细胞壁 除草剂、杀虫荆等都可以促进次生代谢物产生。一些更为经 

济的物质如液体石婿、琼脂糖、纤维素等也有一定的刺激作用。 

综上所述。 目前用来促进植物细胞培养生产次生代谢物的刺激剂种类繁多，但由于其作用机理还 

不十分清楚，因而在选择刺激剂时还 比较盲目，现在只能经过一系列的试验来确定其种类和剂量。如 
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果清楚刺激剂的作用机理，将会更经济有效地利用刺激剂，甚至还可以利用基因工程直接改造控制次 

生代谢的基因，从根本上提高次生代谢物生产的产量 

参 考 文 献 

1 Nurnberger T
， al Covalent cross—Ioinkiog of the脚 tophthora otegaslmrma oligopeptide elicitor to its receptor in parsley 

membranes．Proc Nat1．Acad．Sci USA，1995，92：2338 

2 ToyodaK et a1．Regulation ofpa lyphO。phoinosltldemetabolism in peaplasmamembranes by elicitor and suppressor rrom a 

I)ea pathogen， m驴̂ Ⅱ kpinodes．PlantCellPhy ．1992,玎‘4]：445 

3 EndressR，In-Plant lI bioteehnology Springer-Verlag，Berlin，Hddelberg．I994，216 

4 Rajemdran L ef a1．Enhancement ofanthocyanin prodn．in callus cultures ofDa~cus cato[~L．undertheinfluence offungal 

elicitor t Mi~robio1．Biotechno1．，1994．42(2 )：227 

5 Cam elt M M．Ellis B E．Futtgal elkitor—mediated responses in pine o*11 cultures (1)Induction of ph~nylpropanoid 

metabolism Plant．1992．186 0)409 

6 Felix G．et Elidtor induced ethylene biosynthesis in tomato cells characterization and use as a bioassay for elicitor action． 

PlantPhysio1．．t991．IlltI)19 

7 Suvarrahtha o．et d! Elicitation of anthocyanin prodn． in c~1I cultures of carTol by using elicitor and abiotic stress． 

Biotechnol Let，t994，16(I2) 1275 

8 Archambault J．Production of sanguinafine by elicited plant cell cultur~(I)Shake flask suspension cultures． BioteefinoL， 

1996，46{I2)95 

9 HanagataN．el aL Elicitorfor red pigmentformationinCarthamusti~ewrius cultured cells．』 ~'oteefind．
， 1994,34tI)：71 

10 方绮民等．西洋参细胞悬浮培养中皂甙生物台成的代谢调节．生物工程学规 1992．80)：261 

II FoernbrgH．Knorr F，Elicitation ofchitinas~and anthraqulnonesinM orinda cit~foHa cell cultures．FoodBioteehnot．1994．B 

(I)57 

12 Bo rdinA PA
， et a1．Poten tial elicitorsforavenaluminin oatleav~．NipponShoh bustuayoriGakkaiho L991

， 57t5)·688 

【3 Messiaen J，Van C P．Identification ofdd~nse脚 es activa ted by pectic elicitor in 5usn卸 s】On-cuI【ur翻 carrot cells in vitro nu， 

clear run-offtranscription． BullReeh Agton Genbloux
． 1994，2，(2)：t79 

14 Sharp J K
，
Albersheim P． Tha primary structures of one elicitor~aetive and seven dicitorinactive hexm 

tolsisolated from themycelialwaits ofPhytophthora rnegasperrna Snglcinea． BiolChem． 

1984,259：1I32I 

I5 YoshikawaM
，
Takottcbi-In：Molecular strategies ofpathogens and host plants

， Springer--Verlag，New York 199t，165 

16 Ciddi V．et aL Improvement of taxol production from cell cultures ofTaxus ba~cala by eUcitation．cHrr
． Top plant Ph~．swL 

1995 l5：3I4 

17 BasseCW ．et aL Elicilors and suppresSOrs ofthedclans~respo nseintomato cells． Bio1
． Chem ．1992．267(15}．10258 

I8 Davis D
，
et at Independent elicitation ofthe oxidative burst and phyloalexin forma tion in cultured plant cells．Phytochem

． 

I993
， 32(3)607 

19 Kurosaki F．et a1．The elicitatian ofphytoalexins byC and cyclic AM P in carrot celts Phytoehem
． 1987．26(7)1919 

20 Kauss H，etd Methyljasmonalet~nditions parsley suspension~．1lsforincreased elicilatlonofphenylpropanoid dcfonse re． 

sponse．Biochem Biophys．Res．Commu~．1992，189‘1)304 

2I Grundlach H
． et a1．Jasmonic acid is a signal transduoer in elidtor-induc~d plant cell cultures Proc． Nath Sci．USA 

I992．89：2389 

22 Gleitz J．et at．M atabolic changes in carrot oflls in response Io stimultaneous treatment M th ultraviolet light and a fongal 

elicitor Planf口 199 I 184：362 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

