
图 2　试管根茎的发芽率

F ig12　Germ ination rate of rh izome in vitro

研究。

本实验初步探索出射干试管根茎诱导的最佳培

养基为M S+ 62BA 2 m göL + NAA 015 m göL + 白糖

6%。发芽率可以达到61103%。研究数据为今后相关

方面的研究和射干工厂化生产育苗提供理论依据。
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烟草悬浮培养细胞对呋喃橐吾酮的生物转化研究

严春艳1, 2,于荣敏2Ξ
,吕华冲1,张德志1

(11广东药学院药科学院,广东 广州　510006; 21暨南大学药学院,广东 广州　510632)

摘　要:目的　研究烟草悬浮培养细胞对呋喃橐吾酮 (É )的生物转化。方法　将外源底物呋喃橐吾酮乙醇溶液投
入预培养 10 d的烟草悬浮培养细胞中,共培养 4 d 后终止转化,通过H PL C 检测方法,并利用各种色谱技术分离纯
化转化产物,最后根据其理化性质和光谱数据进行结构鉴定。此外,实验还考察了共培养时间对转化率的影响。结
果　呋喃橐吾酮 (É )在烟草细胞中发生了转化,分离鉴定出两个转化产物: 32oxo2eremoph ila21, 7 (11) 2dien212, 82
o lide (Ê )和32oxo282hydroxyeremoph ila21, 7 (11) 2dien212, 82o lide (Ë )。转化的最佳共培养时间为5 d,此时总的摩
尔转化率最高 (5311% )。结论　首次利用烟草悬浮培养细胞转化倍半萜类化合物呋喃橐吾酮并获得成功。
关键词: 烟草;悬浮培养;生物转化;呋喃橐吾酮
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B iotran sforma tion of furannol igularenone by cell suspen sion cultures of N icotiana tabacum

YAN Chun2yan1, YU Rong2m in2, LU
··

H ua2chong1, ZHAN G D e2zh i1

(11 Co llege of Pharm acy, Guangdong Pharm aceu tical U niversity, Guangzhou 510006, Ch ina;

21 Co llege of Pharm acy, J inan U niversity, Guangzhou 510632, Ch ina)

Abstract: Objective　To invest iga te the b io tran sfo rm at ion of fu ranno ligu larenone by cell su spen sion

cu ltu res of N icotiana tabacum 1M ethods　Fu ranno ligu larenone w as added to the m edium of the su spen sion

cells of N 1 tabacum after p recu ltu red fo r 10 d, then they w ere co2cu ltu red fo r ano ther 4 d1 T he b io tran s2
fo rm ed p roducts w ere detected w ith H PL C and iso la ted by variou s ch rom atograph ic m ethods1 T he chem ical

st ructu res of b io tran sfo rm ed p roducts w ere elucidated on the basis of their physicochem ical p ro2pert ies and

spectro scop ic data1 O therw ise, the influence of co2cu ltu red t im e on conversion ra t io w as invest iga ted ei-

ther1 Results 　 T he sub stra te, fu ranno ligu larenone ( É ) , w as successfu lly b io tran sfo rm ed
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by N 1 tabacum cu ltu red cells1 Tw o p roducts, 32oxo2eremoph ila21, 7 (11) 2dien212, 82o lide (Ê ) and 32
oxo282hydroxyeremoph ila21, 7 (11) 2dien212, 82o lide (Ë ) w ere ob ta ined1 A fter co2cu ltu red fo r 5 d, the

mo le conversion ra t io of the sub stra te reached the h ighest (5311% ) 1 Conclusion　 It’s the first repo rt on

b io tran sfo rm at ion of fu ranno ligu larenone by N 1 tabacum cu ltu red cells1
Key words: N icotiana tabacum L 1; su spen sion cu ltu res; b io tran sfo rm at ion; fu ranno ligu larenone

　　生物转化 (b io tran sfo rm at ion) ,也称生物催化,

是指利用植物离体培养细胞、固定化的植物 (或微生

物)细胞或酶等,对外源底物进行结构修饰而获得更

有价值产物的一种技术。植物细胞对底物具有酯化、

氧化、羟基化、糖基化、甲基化和乙酰化等多种转化

能力。生物转化技术被广泛应用于药物结构修饰、药

物代谢研究、新能源开发等领域。利用生物转化手段

对底物进行结构修饰,获得一系列化合物,进一步探

讨其构效关系,从中找到有新药开发价值的先导化

合物及其可能的生物合成途径,有着重要的理论意

义和实际应用价值[1, 2 ]。

自 1973 年基因工程诞生以来, 烟草N icotiana

tabacum L 1以其易于进行组织培养,容易得到再生

的转化植株而成为典型的基因工程模式植物,被誉

为植物界的“果蝇”。早在1980年Suga [3 ]研究组就利

用烟草细胞对松油醇及其衍生物进行结构修饰,推

动了植物生物转化的快速发展。虽然人们利用其他

植物体系对生物转化进行了一些研究,但是烟草仍

然是国内外学者研究植物生物转化应用最多的培养

系统之一。

呋喃橐吾酮 (fu ranno ligu larenone)属于 eremo2
ph ilane 型倍半萜,为菊科橐吾属植物的主要活性成

分[4 ]。该属多种药用植物的根及根茎用作中药紫菀

的代用品,有很长的药用历史,具有止咳化痰、活血

化瘀等功效。本实验首次利用烟草悬浮培养细胞对

外源底物呋喃橐吾酮进行了生物转化的研究,以期

获得活性转化产物, 并对其生物合成的途径进行

探讨。

1　材料与试剂

111　仪器与试剂: 雷磁pH S- 25 数显pH 计,上海

精密科学仪器有限公司; LD ZX - 40B I型立式自动

压力蒸气灭菌锅,上海申安医疗器械厂; H ZQ - Q X

全温振荡器, 哈尔滨东联电子技术开发有限公司;

EYELA 旋转蒸发仪,上海爱朗仪器有限公司; SG2
W X - 4 显微熔点仪,上海精密科学仪器有限公司;

Bu rker A dvance 400 M H z核磁共振波谱仪,B ruker

公司; H PL C: A gilen t 1200 系列, 自动进样器及

DAD 检测器; 色谱柱: Phenom enex C 18 (250 mm×

416 mm , 5 Λm ) , 美国菲罗门公司; Sephadex L H 2
20, Am ersham Pharm acia B io tech AB; 色谱纯甲醇

由江苏汉邦试剂有限公司生产。薄层色谱硅胶,青岛

海洋化工厂。

112　底物: 呋喃囊吾酮, 质量分数> 98% (H PL C

检测)。

113　培养体系: 培养体系为本实验室利用烟草N 1
tabacum L 1种子所培养的试管苗,然后经诱导得到

愈伤组织,培养数代后得到的烟草悬浮培养细胞系。

2　实验方法

211　烟草细胞培养体系的建立: 以M S+ 110 m göL
2, 42D + 012 m göL KT 为基本培养基,蔗糖30 göL ,

灭菌前pH 值调至5175,分装至250 mL 培养瓶中,每

瓶100 mL。121 ℃高压灭菌20 m in。控制接种量为

每100 mL 培养基5 g 鲜质量烟草细胞, 12 d 继代一

次。25 ℃暗培养,摇床转速110 röm in。悬浮培养连

续继代3次后,获得稳定生长的液体培养体系,可用

作生物转化实验。

212　烟草液体培养细胞生长曲线的绘制:配制液体

培养基 30瓶, 100 mL ö瓶,严格控制接种量。从第 0

天起,每2天取样一次,每次取3瓶。烟草细胞用自来

水冲洗 3次, 55 ℃条件烘干至恒定质量后称取干质

量。以培养时间为横座标,细胞干质量为纵座标绘制

生长曲线。

213　生物转化方法[5 ]:烟草细胞在上述培养条件下

预培养10 d,精确称取底物 (É ) ,乙醇溶解使质量浓

度为 20 m gömL ,底物溶液无菌注入 3 瓶培养物中,

015 mL ö瓶,迅速摇匀,同样条件下继续培养4 d。另

取 3 瓶培养物, 每瓶加入相同体积的乙醇 (不含底

物)作为空白对照。

214　转化产物的检测[6 ]: 底物加入培养物中,共培

养一段时间后, 抽滤, 分别获得烟草培养物和培养

基。培养物用蒸馏水冲洗3次,于55 ℃条件下烘干至

恒定质量, 粉碎成粉末状, 称取 10 m g 粉末置量瓶

中,甲醇定容至 5 mL ,超声提取 1 h 后,甲醇补足至

刻度;培养基定容至100 mL 后,取10 mL , - 20 ℃保

存。将提取液、培养基经0145 Λm 微孔滤膜滤过后用

于H PL C 检测。
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同法平行处理对照组培养基和培养物, 进行

H PL C 检测。

H PL C 检测条件:流动相为45%甲醇水溶液;体

积流量: 110 mL öm in; 柱温: 25 ℃; 检测波长: 280

nm ;进样量: 10 ΛL。

215　转化产物的分离纯化: 将 128 m g 底物 (É )加

入预培养10 d 的烟草细胞培养瓶中,共培养4 d。抽

滤,分别获得烟草细胞培养物和培养基。培养物用蒸

馏水冲洗3次, 55 ℃条件下烘干至恒质量。培养物用

甲醇提取。合并提取液和培养液, 55 ℃减压蒸干,得

浸膏。上大孔树脂柱初步分离。再经甲醇溶解,行硅

胶柱色谱分离, 氯仿2甲醇梯度洗脱; 合并, 减压蒸

干。甲醇溶解残渣,上 Sephadex L H 220 柱,甲醇洗

脱,经重结晶,得转化产物Ê (5 m g)和Ë (4 m g)。

216　共培养时间对生物转化的影响 ( t2C 曲线) [7 ]:

精确控制接种量,向18瓶预培养了10 d 的烟草细胞

培养瓶中分别加入 20 m gömL 底物乙醇溶液 015

mL ,培养条件同上。分别在共培养1、2、3、4、5、6 d 后

取出3瓶终止转化。抽滤获得培养物和培养基,处理

方法同214。

3　结果

311　烟草液体培养细胞生长曲线的绘制:烟草细胞

悬浮培养的生长曲线见图1。在本试验条件下,细胞

培养 0～ 6 d 处于延迟生长期, 6～ 12 d 处于对数生

长期, 12～ 18 d 处于平台生长期。形态观察发现,在

继代后第 10 d 左右时烟草细胞生长最旺盛,细胞分

散性好。综合考虑,烟草细胞最佳的继代周期在12～

14 d,适宜的底物加入时间为8～ 10 d。

töd

图 1　烟草悬浮细胞培养的生长曲线

F ig11　Growth curve in cell suspen sion cultures

of N 1 tabacum

312　转化产物的H PL C 检测:比较对照组和实验组

的H PL C 谱图 (图2)可看出,在实验组中存在2个新

色谱峰 (保留时间为816 m in 和1019 m in) ,结合TL C

结果可以初步判定该生物转化是成功的。

313　产物的结构鉴定: 化合物Ê : C 15H 18O 3,无色针
晶, mp 184～ 186 ℃, 1H 2NM R (CD 3OD , 400 M H z)

töm in

A 2对照组烟草细胞甲醇提取液　B2实验组烟草细胞甲醇提取液

A 2M eOH extract of con tro l cu ltu res

B2M eOH extract of experim en tal cu ltu res

图 2　底物É在烟草细胞中生物转化的HPLC图谱

F ig12　HPLC Chromatogram of biotran sformation

of substrate É in cells of N 1 tabacum

∆: 6167 (dd, J = 1010, 210 H z, H 21) , 6100 (dd, J =

1010, 312 H z, H 22) , 2150 (q, J = 618 H z, H 24) , 2134

(d, J = 1315 H z, H 26a ) , 2182 (d, J = 1315 H z, H 2
6b) , 4193 (m , H 28) , 1147 (dd, J = 1213, 114 H z, H 2
9a) , 2158 (dd, J = 1316, 618 H z, H 29b) , 2191 (m , H 2
10 ) , 1179 ( t, J = 1171 H z, H 213) , 0162 ( s, H 214) ,

1112 (d, J = 618 H z, H 215)。 13C2NM R ∆: 15119 (C2
1 ) , 13012 (C22) , 20215 (C23) , 4412 (C24) , 4510 (C2
5 ) , 3512 (C26) , 16119 (C27) , 8115 (C28) , 3719 (C2
9) , 5510 (C210) , 12316 (C211) , 17616 (C212) , 810

(C213) , 1115 (C214) , 716 (C215)。参考文献数据[8 ] ,

将化合物Ê鉴定为32oxo2eremoph ila21, 7 (11) 2dien2
12, 82o lide。

化合物Ë : C 15H 18O 4, 无色针晶, mp 204～ 206

℃, 1H 2NM R (CD 3OD , 400 M H z) ∆: 6183 (dd, J =

1010, 210 H z, H 21) , 6115 (dd, J = 1010, 313 H z, H 2
2) , 2178 (q, J = 618 H z, H 24) , 2152 (b r1d, J = 1312

H z, H 26a) , 2186 (d, J = 1311 H z, H 26b) , 1189 ( t, J =

1314 H z, H 29a) , 2154 (dd, J = 1312, 314 H z, H 29b) ,

3124 (b r1dd, J = 1115, 110 H z, H 210) , 1195 (d, J =

1156 H z, H 213) , 0178 ( s, H 214) , 1127 (d, J = 6186

H z, H 215)。 13C2NM R ∆: 15211 (C21) , 13010 (C22) ,

20216 (C23) , 4416 (C24) , 4516 (C25) , 3618 (C26) ,

16912 (C27) , 10417 (C28) , 3917 (C29) , 5511 (C210) ,

12514 (C211) , 17319 (C212) , 810 (C213) , 1019 (C2
14) , 715 (C215)。参考文献数据[8 ] ,将化合物Ë鉴定
为 32oxo282hydroxy2eremoph ila21, 7 ( 11) 2dien212,

82o lide。

314　转化产物Ê 的时效 ( t2C )曲线; 从图 4 中可看

出, 在培养物中, 产物随着共培养时间的延长而增

加 , 在5 d时达到最大量 (4613 m göL )后开始下降;
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图 2　转化产物Ê和Ë在烟草细胞中的生物合成途径

F ig13　Biosyn thesis pathway of compounds Ê and Ë in cells of N 1 tabacum

而在培养基中产物先升高, 2 d 达到最高 (118 m gö

L ) ,然后缓慢下降。

töd

图4　共培养时间对转化产物Ê在烟草细胞中产量的影响

F ig14　Effect of co-culture time on y ield of compound Ê

in cells of N 1 tabacum

转化产物Ë 的 t2C 曲线: 从图 5 中可以看出,培

养物中,产物随着共培养时间的延长逐渐增加, 3 d

时升至最高 (6215 m göL ) ,而后逐渐下降; 而在培养

基中产物量逐渐上升, 5 d 时量最多 (113 m göL ) ,而

后开始下降。

töd

图5　共培养时间对转化产物Ë在烟草细胞中产量的影响

F ig15　Effect of co-culture time on y ield of compound Ë

in cells of N 1 tabacum

4　讨论

本研究首次利用烟草悬浮培养细胞对倍半萜类

化合物呋喃橐吾酮进行生物转化研究并获得成功。

结果表明,该生物转化系统对底物具有氧化和羟基

化能力。培养的植物体系对外源底物发生羟基化等

转化反应是因为底物对其产生了伤害性刺激[9, 10 ] ,

进而激活了植物细胞内的相关酶系统,从而产生生

物催化作用,这被认为是一种减毒过程。目前,人们

普遍认为选择细胞对数生长期的中、早期加入外源

底物有利于转化反应的发生,且对细胞的损伤比较

小。实验中预培养 10 d 后加入底物,因为此时细胞

正值对数生长期,系统的酶活力强,转化效率高。

实验还表明,转化产物Ê 和Ë 在培养物和培养
基中均有分布,且以培养物中为主。从产物的时效曲

线可以看出若以获得不同的产物为目的,共培养时

间也应不同 (产物Ê为5 d,产物Ë为3 d)。若考虑总

转化最高,应共培养5 d,此时总转化率为5311%。
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