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摘要 美洲 商陆杭病毒蛋 白 ��
,
� �

〕
�是 由多基 因转译的

,

在不同细胞株 系中这些基

因的 表达情况有所 区别
,

在商陆愈伤 组 织培养中分离获得数株色泽有区别 的株 系
,

分析其过氧化物同工酶酶谱表明
,

这些株 系在遗传上有区别
。

同时
,

这些株 系在生

长速度
,

总蛋 白质含量
、

蛋 白质组 成及部分 区域 的蛋 白质比例土存在较 大的差别
,

其中 白色株 系具有较 明显 的优点
,

对 其培养条件进行优化又 使总蛋 白质含量提高

�� �
,

从而 用于进一 步的研究
。
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� � 二
�

,�
�� � � 叶子 �春季

,

夏季 �
,

种子
�

根及培养细胞中获得
,

分别记作 �� �
,

�� � 一 �
,

一 �
,

一 �
,

一 �
,

通称 �� �,�
二� 一 �〕

�

� � �、 各组分在分子量
、

等电点
、

� 端氨基酸序列等特性上具有

一定的类 似性
�

·

丁
,

’
� � 」,

� 。。 � �
� � � �� �� 探计分析表明 � � � 是由多基因转译的�� 

,

从而在不同的

生理状态下
,

不同的细胞株系中
,

其表达强度也不一样
,

进而影响细胞内蛋 白及特定蛋白�如

�� � �的数量
,

活性 及分子结构等
。

本文阐述细胞培养生产 � � � 时
,

应寻求高产的细胞株系
。

通过分割培养及分离获得 了

数个色泽不同的株系
,

根据过氧化物同工酶酶谱的异同进行鉴别
,

比较其生长速度
、

总蛋 白

质含量
、

组成及部分区域蛋白的 比例
,

确定白色株系具有较明显的优点
。
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美洲商陆细胞株系的选抒和 蛋自质产 生情况 比较

愈伤组织诱导和继代培养 愈伤组织诱导按前报
毛川方法常规进行

。

培养条件 �� 士 � �
,

连续光照 ���� �
� �
或暗培养

,

每 �一 � 周用接种铲进行转接继代培养
,

不同颜色的愈伤组织

块及时分割分别培养
,

使用培养基包括 � �
,

� �
,

� � 及 �� � � 等
。

�
�

� 细胞破碎方法

�
�

�
�

� 研磨法 取培养细胞 段一 �� �冰箱中速冻 �一 ��
,

放 入 � �
,

� � �
�

�
,

�
�

�� � �� � � � � �

��
,

。
�

�� � � � �
一

磷 酸缓 冲液 中
,

加脱 氧胆 酸钠达 。
�

� 写
,

添加 少量 石英砂
,

在研钵 中研磨

� �� �� ,

磨成的浆料于 �� � � � � � �
��� � � 离心 � � � 飞、�

,

取上清液备用
。

�
�

�
�

� 超 声波 法 取培养细 胞稍加 匀浆后速 冻
,

加 入 细胞 鲜重 �
�

� 倍体积 的 � � �
�

�
,

�
�

� � � � �� �
,

� � � �
,

�
�

� �� � � �� �
一

磷酸缓 冲液
,

于 � � � � 、� 声波强度下处理 � � � ��
,

�夹层冰浴降

温 � �司歇 � 次
,

每次停 �� � ��
�

破碎液于 � � � � �� � �
� �� � � 离心 � � � ���

,

取上清液备用
。

�
�

� 过氧化物同工酶酶谱分析
’�

培养细胞在一 �� � 冷冻 �一 � �
,

加 � 倍体积 � � �
�

�
,

�
�

肠 � 飞�� ��
一

� � ��
一

� �� 缓冲液低温下

研磨
,

悬浮液于 � �
,

� � ��
�

� � � 离心 �� � ��
�

取上清液加相同体积的 ��  蔗糖液 �内含澳酚

蓝示踪 �
,

� �拌� 点样量
,

在 � � 电泳 � ��
�

染色采 用改 良的 ��
� 法

�叼 ,

用少量 �
�
�

�

原液代替

�
�

� � �
�
�

� ,

并添加适量 �� 〕� �
�

染色后用去离子水冲洗 � 一 � 次
,

然后在 � �醋酸中保存
、

照相
、

并 及时 确定 � ,
�

蛋 白质组成 的区域 分析
�

取 同工酶分 析用细胞提 取液
,

加等量 的

� � �
�

� �
�

�� � � � � � ��
� 一

� �� 缓冲液
,

� � � � �
,

�环月
一

琉基 乙醇
,

�� �蔗糖组成 的蛋 白质处

理液
,

于 � �� � 水浴加热 �� ��
,

以 � �拼� 点样
,

采用 � �
�

� � � � �
一

�� � �
,

在 � �电泳 ��
,

电泳

结束后经三氯乙酸固定
,

考马斯亮蓝 �
一

� �� 染色
,

醋酸溶液脱色后
,

于扫描仪上定量
。

�
�

� 蛋 白质定量分析

称取牛血清 白蛋白 �� �� �溶解于 � � �
�

�
,

�
�

�� � � � � � � ��
,

�
�

�� � � � � 磷酸缓 冲液 中

成 。
�

� �溶液
,

以 �
,

� �
,

��
,

��
,

�� 拌� 蛋白样品点样于层析滤纸上
,

待干
,

经 �� �三氯乙酸 固

定 �� � ��
,

。
�

� � �考 马斯亮蓝 �
一

�� � 溶液染色
,

�
�

� � 乙酸 � �甲醇组成的脱色液脱色三次
,

每次 � �� ��
,

再以 含 � � � 甲醇的 �
�

� � � � �� � � � � � 进行洗脱
,

� � � �� � � � �反显后在 � �  分

光度计 � �  � � 处测 � � 值
,

以 � � 值为纵坐标
,

以 ��  的量为横坐标作图
,

即为标准 曲线
,

可求出斜率 �
�

�

�
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;
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2 结 果

2.1 细胞株系的选择

2
.
1
.
1 不 同细胞株 系的生 长比较 在愈伤组织继代培养过程中

,

自发产生一些不同颜色的

愈伤组织细胞
,

在转接时将不同颜色的组织块进行仔细分割
,

继续转接
,

经数代分割及培养

后获得不同的细胞株系
。

为比较这些不同株 系细胞的生长情况
,

将它们分另lJ按相似量接种到

M S 培养基上
,

1 5 d 后 比较其生长情况
,

结果如表 1 ,

粉红色细胞株生长速率为最高
。
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愈伤组织诱导和继代培养 愈伤组织诱导按前报
毛川方法常规进行

。

培养条件 26 士 I C
,

连续光照 Zo00 L
u x
或暗培养

,

每 2一3 周用接种铲进行转接继代培养
,

不同颜色的愈伤组织

块及时分割分别培养
,

使用培养基包括 M S
,

B S

,

S H 及 Zx M S 等
。

1

.

2 细胞破碎方法

1
.
2
.
1 研磨法 取培养细胞 段一 20 C 冰箱中速冻 3一 4h

,

放 入 4 C
,

p H 7

.

5

,

0

.

14 m ol /
L N

a
-

Cl

,

。
.
02 m ol / I

一

磷 酸缓 冲液 中
,

加脱 氧胆 酸钠达 。
.
4 写

,

添加 少量 石英砂
,

在研钵 中研磨

3om ln
,

磨成的浆料于 l0 00o r/nlin 5 C 离心 15
n飞、n ,

取上清液备用
。

1

.

2

.

2 超 声波 法 取培养细 胞稍加 匀浆后速 冻
,

加 入 细胞 鲜重 2
.
5 倍体积 的 pH 7

.
5 ,

0

.

1 4 m

o

l /
l

,

N
a

c l

,

0

.

o Z
n l o

l /
x

一

磷酸缓 冲液
,

于 28A n、p 声波强度下处理 3om in
,

( 夹层冰浴降

温 ) l司歇 5 次
,

每次停 Inlin
.
破碎液于 ]000 Or/n

lln S C 离心 15nlin ,

取上清液备用
。

1

.

3 过氧化物同工酶酶谱分析
’}

培养细胞在一 20 C 冷冻 2一 4 h
,

加 2 倍体积 pH S
.
3 ,

0

.

肠n飞ol /l

一

T
r
i
S 一

H
CI 缓冲液低温下

研磨
,

悬浮液于 4 C
,

5 o

00

r

/ m in 离心 30 m in
.
取上清液加相同体积的 40 % 蔗糖液 (内含澳酚

蓝示踪 )
,

4 0 拌L 点样量
,

在 4 C 电泳 16h
.
染色采 用改 良的 Li

u 法
L叼 ,

用少量 H
ZO Z原液代替

0
.
6 % H

20 2
,

并添加适量 EI 〕T A
.
染色后用去离子水冲洗 2一3 次

,

然后在 7% 醋酸中保存
、

照相
、

并 及时 确定 R
,

.

蛋 白质组成 的区域 分析
:
取 同工酶分 析用细胞提 取液

,

加等量 的

pH S
.
3 0
.
05 m ol /L T ri

s一
H CI 缓冲液

,

4
% s D s

,

5 环月
一

琉基 乙醇
,

40 % 蔗糖组成 的蛋 白质处

理液
,

于 100 C 水浴加热 Zm in
,

以 40拼L 点样
,

采用 12
.
5 % S D S

一

P A G E

,

在 4 C 电泳 8h
,

电泳

结束后经三氯乙酸固定
,

考马斯亮蓝 R
一

2
50 染色

,

醋酸溶液脱色后
,

于扫描仪上定量
。

1

.

4 蛋 白质定量分析

称取牛血清 白蛋白 (B SA )溶解于 p H 7
.
5 ,

0

.

14 m ol /
L N

a

CI

,

0

.

02
m ol /

L 磷酸缓 冲液 中

成 。
.
5 % 溶液

,

以 5
,

1 0

,

1 5

,

20

,

25
拌L 蛋白样品点样于层析滤纸上

,

待干
,

经 20 % 三氯乙酸 固

定 Zom in
,

。
.
2 5 % 考 马斯亮蓝 R

一

25
0 溶液染色

,

7

.

5
% 乙酸 5 % 甲醇组成的脱色液脱色三次

,

每次 15m i
n ,

再以 含 85 % 甲醇的 0
.
12m ol/L N aO H 进行洗脱

,

3 m
o

l /
L H C I 反显后在 721 分

光度计 59o
nm 处测 O D 值

,

以 O D 值为纵坐标
,

以 B S A 的量为横坐标作图
,

即为标准 曲线
,

可求出斜率 K
.

1
.
5 设备

超声波破碎仪 M S E S
onip rep 150 (英国 F i

son s公司 );高速冷冻离心机 (吉林 图门离心

机 厂 )
;电泳仪 D Y Y 一

班 4 型 (北京六一仪器厂 )
;
岛津 CS 一
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D
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2 结 果

2.1 细胞株系的选择

2
.
1
.
1 不 同细胞株 系的生 长比较 在愈伤组织继代培养过程中

,

自发产生一些不同颜色的

愈伤组织细胞
,

在转接时将不同颜色的组织块进行仔细分割
,

继续转接
,

经数代分割及培养

后获得不同的细胞株系
。

为比较这些不同株 系细胞的生长情况
,

将它们分另lJ按相似量接种到

M S 培养基上
,

1 5 d 后 比较其生长情况
,

结果如表 1 ,

粉红色细胞株生长速率为最高
。
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Rf 0
.
29 谱带为共同的特征

,

而红色株系的 Rf O
.
41 谱带

、

粉红色株系 R
,

0

.

29 谱带
、

灰色株系

R fo
.
3 5谱带及 白色与灰色株系所共同存在的 Rf O

.
16 Rf O

.
19 谱带 则为各株系分别具有的特

征
,

由此可推测 4个株系遗传上有区别
。

2

.

3 不同细胞株系的蛋白组成及区域分析比较

对不 同细胞株系破碎获得的上清液

进行 SD S
一

P A G E 后
,

将平板凝胶放置于

扫描仪上进行定量分析
,

结果如图 2 及

表 3 所示
。

4 种株系电泳图谱基本相似
,

但浓 密程度 有明显 区别
,

就 29kd 谱带

而言
,

白色株系中此带成突出的分离峰
,

红 色 株 系中成 小峰处于 32kd 峰的尾

部
,

而灰 色
、

粉红色株系中则此峰几乎不

能鉴出
。

由于文献报道中 PA P 分子量有

变 动范 围
,

这里我 们暂以 24 ~ 32k d 区

域作为 P A P 比较的相对指标
,

则其占总

蛋 白的 比例可见表 3
,

白色株 系此区域

蛋 白质量 占总量的 49
.
1%
.
综合考虑相

对生长速率
、

细胞总蛋白含量和区域百

分 比
,

可见白色株系具有优越性
。

表 3 不同细胞株系区域蛋白分析及综合比较

细胞株系
C P

(铸 )

C t

(m g /91兀 W )
R

(l/d )

粉红色

红色

白色

灰色

239
.0 12

.0 10.75

220
.9 10

.7 7.75

3 20
.
2 7

.
6 11

.94

157
.
5 3

.
8 一

注
:c P 总蛋白中 24

一

3 2 k d 部分蛋白的含量

C t 细胞中总蛋白含量

R 相对生长速率

I 综合指数

I 一 c p x
ct
x R

,

表明部分 蛋白的生成速率

WWW h 一t eee

、、

斌
八 r’色色

划划 一 沪 际丫飞~~~
PPPInkkk

、、一介尸\ 一一
粉粉红 色色

RRR eddd

从从〔〔SSStandarddd
价价长长

图 2 蛋白质电泳扫描图

2
.
4 白色细胞株系的培养条件初探

无机氮或有机氮供给量的变化可以影响蛋白质的合成
,

植物生长调节物质能促使或抑

制细胞的生长和分裂
,

基于这两方面考虑
,

在对 白色细胞株系进行培养条件优化时首先选

N H ;N O 3
,

谷氨酞胺
,

生长素和细胞分裂素(K T 和 6B A )4 个因子 各 3 个水平
,

按正交表 几

(3‘) 安排试验
。

由正 交试验结果和方差分析结果 (表 4) 知
,

以上 4 个因子 中对产量影响最大的是无机

氮源浓度
,

为显著性 因子
,

其它三个因子的影响都不显著
。

从极差分析确定的比较适宜的条

件为
:A 3B 3C .D Z

,

即
:
无机氮源 12

.
25 火 10 一 Z

m
o
l /

L
,

谷氨酞胺 4om g/L
,

K T I

·

o 拌m o l/ L
,

2

,

4

-
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D 1
.
1拼m o l/ L

.

表 4 培养条件正交试验结果及分析

表头设计

水平 A 无机氮 B 谷氨酞胺 C 细胞分裂素 D Z ,
4

一

D

6
X 1 0

一 Z
m
o
l/ I

S X 1 0 一 Z n 、0 1 / I 2 0 m
o
l / I

1 2
.
2 5 X 1 0

一 Z n i o
l / I

4 O n 、0 1 / I

K T 1
.
0 户nlo l/ I

6
一

B A
1

.

2 尸n io l/ I

6
一

B A 2

.

2
拼m o l/ I

l
·

l ”m o l / I

2
·

2
拼m o l/ I

正交试验结果

试验序号
因 子 蛋白质含量

(m g/g】又W )

1 1 1 1 1 251
.2

‘之J,,‘口目J啥..

⋯
,上,d,曰O
舟hOU工‘JQO1

1
9
O‘,曰凡舀
月望日堪弓‘八J11

?曰八」

9曰,J
, .J

4
6

0

.

0

5 2 0

.

0

5 3 9

.

5

7
8

5

.

8

1 2
8 8

.

9

1 5 1 9

.

5

1 0 9 3

.

4
1

2
6

7

.

6
1 2

0 1

.

0

1
2

1 1

.

5
1

2
0

2

.

9 1 2 3
7

.

6 了
’

~ 3 5 9 4

.

2

1 2 8 9

.

3 1 1 2
3

.

7
1 1

5 5

.

6

2 34567
co
g朴从凡

261
.9

429.6

506.5

364
.5 422.5 400.3

403.8 401.0 412.5

429.8 374.6 385.2

241
.6 65.3 47.9 27.3

K人人R

方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方和 F 一

值 显著性

因素 A

因素 B

因素 C

因素 D
(误差项)

总 计

93844
.
6

6486
.4

46922
.
3

3243
.
2

83
.42

5.76

赞 荟

3 4 6 2

.

9 1 7 3 1

.

5 3

.
0 8

1 1 2 5

.
0 5 6 2

.

5

1 0 4 9 1 9

.

0

注
: F o
.
。5
( 2

.
2 ) 一 1 9

.
0 ,

户
’

。
.
。,

( 2

.

2 ) = 9 9

.

0

由此得到一个改 良 M S 培养基
,

N H

;

N 0

3

的用量改为 41 50 m g /L (相当 N 浓度 12. 25 义

10 ”m ol /L )
.
在此培养基上接种 白色细胞株

,

总蛋 白含量达 545
.
om g /g D c w

,

比 M S 培养



陶文沂等
:
美洲商陆细胞株系的选择和蛋白质产生情况 比较

基上该细胞株的蛋白含量 (320
.
Zm g /gD C W )提高了 70 %

.

3 讨 论

美洲商陆细胞株系在人工培养条件下表现出以下不同色译细胞群体
,

对于筛选高产的

细胞株是有用的
,

这里挑选获得的白色变异株蛋白含量明显高于其它株系
,

但生长速度并不

是最高
,

在选择中必须综合考虑生长速度
、

蛋白总量
、

有效蛋白百分 比等参数
,

从而得到 目的

物高产株
。

过氧化物酶是植物体内较为活跃的酶
,

对植物形态
、

生长
、

分化等生理现象都有作

用
,

在研究分化和遗传学时是很有效的标记
,

利用过氧化物 同工酶酶谱分析可确定不同细胞

株系的遗传区别
,

并由此指导进一步的育种工作
。
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S e le c tio n o f th e C e ll L in e s o f P h 夕to la c ca a m e r ica n a a n d

C o m P a r iso n o n P r o te in P r o d u c tio n

T ao W eny i Z h an g L ix in g T an g L ei

(De p
t.of F erm n

.
E ng
.
)

A b straet P o kew eed a ntiviral p ro teins (P A P ) are tran slated from m u ltig en es
.
T h ere are

so m e differenees o n th e g ene exP ression ex ten t betw een the d iffe ren t eell lines
.
Several eell

1in es w irh d ifferen t eo lors are sePerated fro m rhe eallus o f P h 夕to la c c a a m e r ic a n a
.
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