
Bioprocess 生物过程, 2012, 2, 75-80 
http://dx.doi.org/10.12677/bp.2012.22013  Published Online June 2012 (http://www.hanspub.org/journal/bp) 

Effect of Sucrose and Inoculating Quantity Combination on 
the Indole Alkaloids Synthesis of Catharanthus roseus  

Culture Cell 

Nan Zhao, Wen Chen, Zhigang Guo* 

Department of Chemical Engineering, Tsinghua University, Beijing 
Email: *guozhig@mail.tsinghua.edu.cn 

 
Received: Mar. 21st, 2012; revised: Apr. 14th, 2012; accepted: Apr. 28th, 2012 

 
Abstract: The experimental results show that, the initial pH of 6.5 is the optimum condition to the accumulation of cell 
biomass and the synthesis of indole alkaloids. When inoculation rate is at 20%, the content of indole alkaloids increase 
with the sucrose concentration increased, add 90 g/L sucrose, the content of vinblastine reached 1.7 mg/g dry cell. 
When the inoculation rate increased to 25% or 30%, a lower concentration of sucrose is conducive to the synthesis of 
indole alkaloids. 60 g/L sucrose and 25% of the inoculation rate combination is conducive to the cell biomass accumu- 
lation. 
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摘  要：实验结果表明，初始 pH 为 6.5 时有利于细胞生物量积累和吲哚生物碱的合成。接种量在 20%时，随着

蔗糖浓度的提高吲哚生物碱的含量也提高，添加 90 g/L 蔗糖时，长春碱的含量达到了 1.7 mg/g 干细胞。当接种

量提高到 25%或 30%时，较低浓度的蔗糖有利于吲哚生物碱的合成。60 g/L 蔗糖与 25%接重量组合有利于细胞

生物量的积累。 

 

关键词：长春花；细胞培养；长春碱；萜类吲哚生物碱 

1. 引言 

长春花植物体中的长春碱和长春新碱的含量仅

有百万分之几或十万分之几[1]，但是，由于长春碱或

长春新碱的特殊抗癌疗效，人们不得不花费巨额成本

从长春花植物体分离长春碱或长春新碱。为了降低长

春碱的生产成本，科学家想通过长春花细胞培养，提

高细胞中的长春碱或长春新碱含量，以实现长春碱或

长春新碱的稳定生产。近 30 年来，研究者在长春花

高产细胞系的筛选[2-4]，不同植物器官的培养与培养条

件优化[5-7]，通过诱变剂诱导和筛选抗性细胞株培养
[8-11]，通过液液两段培养，在产物合成阶段通过添加

代谢前体和诱导子等[12-17]各个方面进行了大量研究。

也确实大幅度提高了蛇根碱、阿玛碱或长春质碱的含

量。但是绝大多数研究不能从培养细胞中获得长春碱

或长春新碱。Parr[7]等从转化的发根中检测到了长春碱

的存在，但在离体培养的根中却检测不到长春碱。*通讯作者。 
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Miura 和 Okazaki[18]在长春花细胞培养中得到了微量

的长春碱。但是到目前为止，还没有长春花细胞培养

可以获得更高长春碱含量的报告。 

根据我们的前期实验得知，在细胞培养液中添加

蛇根碱合成途径的酶抑制剂可以有效地抑制蛇根碱

的合成，同时大幅度提高了长春质碱的含量[19]，在此

基础上再添加长春碱合成途径中的前体和诱导子等

进行综合调控，就能促进长春碱的合成。本文在以上

研究的基础上，再次探讨 pH、接重量、培养基含糖

量对长春碱及其他吲哚类生物碱合成的影响。 

2. 材料与方法 

2.1. 细胞培养方法 

长春花细胞系是本实验室诱导并驯化培养 2 年的

C03 细胞系，实验采用固–液两步法。继代或细胞扩

增培养基为改良 Murashige & Skoog(MS)固体培养基，

添加 0.5 mg/L BA(6-苄氨基嘌呤)，0.5 mg/L NAA(萘

乙酸)，30 g/L 蔗糖，5.5 g/L 琼脂，pH 调节为 5.6~5.8。

继代培养采用 50 mL 培养基/200 mL 三角瓶，在 12℃

高压灭菌 18 分钟后冷却备用，每瓶接种 6~7 块大小

均匀且处于生长旺盛期的细胞团，接种量为鲜重 1.5 g 

± 0.1 g/瓶。25℃，避光培养，每 3 周继代培养一次。

实验用细胞是通过扩增培养获得的生长旺盛的长春

花细胞。 

长春碱合成培养采取细胞悬浮培养方式，合成培

养基采用 1/2 改良 MS 培养基，添加 0.5 mg/L BA，0.5 

mg/L NAA，30 g/L 蔗糖，100 mg/L 色氨酸、50 mg/L

丙酮酸钠、50 mg/L 马钱子苷和 30 mg/L 氯化铈，再

在无菌条件下利用 0.42 μm 孔径的无菌过滤膜过滤加

入 0.6 mg/L 维生素 C、5 μg/L 乙酰辅酶 A、20 μg/L

过氧化氢、0.5 μM/L 苯丙三氮唑和 8.4 mg/L 萘普生等

代谢调节因子后备用。 

2.2. pH 实验设计 

将上述长春碱合成培养液 750 mL 分成 5 组，分

别将其 pH 值在无菌条件下调整为 4.5、5.0、5.5、6.0

和 6.5，然后将每组 150 mL 培养液分装在三个 200 mL

三角瓶中，既 50 mL/瓶，在超静工作台中每瓶接种 10 

g 细胞，之后固定在 110 rpm 旋转培养装置上进行悬

浮培养，培养周期为 5 天，培养温度为 25℃ ± 1℃。 

2.3. 细胞接种量和蔗糖添加量的均匀实验设计 

在 1/2 改良 MS 培养基中，添加 0.5 mg/L BA，0.5 

mg/L NAA 和 2.1 中所列出的代谢前体、诱导子和酶

抑制剂的基础上，选取了三种接种量 20%、25%、30%，

三种蔗糖含量 30 g/L、60 g/L、90 g/L，进行均匀实验

设计(见表 1)，实验分为九个组合，pH 分别调整为 6.5，

每组实验为 3 个 200 mL 三角瓶，每瓶分装 50 mL 培

养液，每瓶接种 10 g 细胞，之后固定在 110 rpm 旋转

培养装置上进行悬浮培养，培养周期为 5 天，培养温

度为 25℃ ± 1℃。 

2.4. 长春花生物碱的提取 

采用超声萃取与摇床萃取相结合的方法对长春

花吲哚生物碱进行提取，条件如下：收获上述各实验

处理的细胞，经冷冻干燥至恒重并称干重，然后研磨，

精确称取样品 200 mg，置于 25 mL 磨口锥形瓶内，加

入 5 mL 甲醇，摇匀，用超声提取 30 min，放在摇床

上抽提 12 h(100 rpm，25℃)，离心获取上清液。同时

将细胞残渣再次加入 5 mL 萃取液，重复第一次抽提

步骤。合并二次萃取液，旋转蒸发至干，再用 5 mL

色谱级甲醇稀释并定容为 5 mL，再用 0.45 μm 微孔滤

膜过滤到分析用小瓶中待测。 

2.5. 长春花生物碱的检测 

本实验利用HPLC对长春花细胞中的吲哚生物碱

进行定量分析。 HPLC 分析条件如下：利用

SHIMADZU-CLASS-10Avp 型高效液相色谱，色谱柱

为岛津公司 Shim-pack C18 反相柱 PREP-ODS (H)KIT 

(4.6 × 250 mm)，流动相：A：含有 3.1 g/L 乙酸铵和 5 

mL/L 甲酸的纯水溶液，B：为色谱级甲醇，等比洗脱：

A:B = 1:1，流动相流速：0.8 mL/min，紫外检测器检

测波长：260 nm，柱箱温度：40℃。 

长春质碱、文多灵、长春碱、它波宁的标准品购

于上海康爱生物制品有限公司，样品纯度大于 98%。 
 
Table 1. Uniform experimental combination of sucrose content and 

inoculation rate 
表 1. 蔗糖含量和接种量的均匀实验组合 

Inoculation rate 30 g/L sucrose 60 g/L sucrose 90 g/L sucrose

20% 1 2 3 

25% 4 5 6 

30% 7 8 9 
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3. 结果与讨论 

3.1. pH 对细胞生长和吲哚类生物碱合成的影响 

如图 1 所示，当初始 pH 降低到 4.5 或 5.0 时，鲜

细胞重量有所减少。当初始 pH 调整在 5.5~6.5 时，鲜

细胞和干细胞的重量均有所增加，而且随着 pH 的升

高而增加。实验结果表明，较高的初始 pH 值有利于

长春花细胞的生物量积累。 

图 2 表示了不同初始 pH 条件对吲哚生物碱合成

的影响。在初始 pH 为 5.5 时，各种吲哚生物碱的含

量均较低。当初始 pH 值为 4.5 或 6.5 时，长春碱的含

量达到最高的 0.16 mg/g，是其他 pH 值处理的 2~6 倍。

长春碱在较低或较高 pH 条件下合成能力增强的原因

还需要进一步研究。长春质碱在初始 pH 为 5.0 时的 
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Figure 1. Effect of different initial pH on cell growth of Catharan-
thus roseus 

图 1. 不同初始 pH 对长春花细胞生长的影响 
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Figure 2. Effect of different initial pH on Catharanthus roseus in-
dole alkaloid synthesis 

图 2. 不同初始 pH 对长春花吲哚生物碱合成的影响 

合成量最多，是其他 pH 处理的 2.5~3 倍，表现出极

大的 pH 偏好性。但在此 pH 条件下其他生物碱的合

成量均较少。这可能是由于长春质碱合成途径中的相

关酶在 pH 为 5.0 时活性较高，由于长春质碱的合成

与它波宁和文多灵分别在两个不同的分支途径，长春

质碱的过量合成，反而会抑制文多灵或长春碱的合

成。文多灵虽然在初始 pH 为 6.0 时合成量最高，但

是由于文多灵是合成长春碱的前体，所以各 pH 处理

之间没有显著性差异。它波宁是合成文多灵的前体，

在 pH 为 6 以下时其合成量没有显著差异，在初始 pH

为 6.5 时合成量较多。根据以上实验结果，为了提高

最有经济价值的长春碱含量，兼顾到其他生物碱的含

量以及生物量的积累，长春花生物碱合成的最佳初始

pH 应该设定在 6.5 左右。 

3.2. 细胞接种量和培养基糖含量对吲哚类 

生物碱合成的影响 

蔗糖不仅为细胞提供碳源，而且在提高培养液渗

透压，维持细胞内外渗透压平衡以及物质传质等起着

重要作用。细胞的接种量不但会直接影响到生物碱的

总产量，同时也会影响到培养液的渗透压。因此细胞

接种量和蔗糖的交互作用，会影响细胞生物量积累和

吲哚生物碱的合成。为了优化出接种量和蔗糖浓度的

最佳参数，我们采取了二因素三水平的均匀试验设计。 

细胞接种量和蔗糖浓度组合对于长春花细胞生

长的影响如图 3，可以明显看到随着接种量的增加，

生物量(干细胞)也有所增加。在含糖量相同的情况下， 
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Figure 3. Effect of inoculation rate and sucrose content on cell 
biomass 

图 3. 不同接种量和蔗糖浓度对细胞生物量的影响 
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例如添加 30 g/L 蔗糖时，25%接种量处理的生物量

(0.52 g/瓶)比 20%接种量处理(0.37 g/瓶)提高了 1.4 倍

(接种量提高了 1.25 倍)；30%接种量处理的生物量

(0.64 g/瓶)比 20%接种量处理(0.37 g)提高了 1.7 倍(接

种量提高了 1.5 倍)。因此说明 25%和 30%的接种量均

促进了生物量积累。当蔗糖含量为 60 g/L 时，25%接

种量处理的细胞干重(0.8 g/瓶)与30%接种量处理基本

相同，比 20%接种量处理(0.52 g/瓶)提高了约 1.5 倍。

结果表明 25%接种量较有利于生物量积累。结合接种

量和蔗糖浓度进行分析，在细胞接种量为 20%时，随

着蔗糖浓度的提高，生物量积累有所增加。表明在接

种量较低的情况下，提高蔗糖浓度，不但可以为细胞

提供更充分的营养物质，而且由于培养液渗透压的改

善而促进了生物量积累。但是其影响效果并非成正

比。也就是说，当蔗糖浓度提高到 90 g/L 时，其生物

量并没有按比例增加。当细胞接种量提高到 25%或

30%时，在培养液中添加 60 g/L 蔗糖更有利于生物量

积累，而添加 90 g/L 蔗糖的生物量反而有所减少。这

可能与过高的蔗糖浓度会过度提高培养液的渗透压

有关。实验结果表明，培养液中添加 60 g/L 蔗糖有利

于生物量积累。从接种量考察，在添加 60 g/L 蔗糖时，

25%和 30%接种量的处理之间没有显著差异。说明 30%

接种量处理由于细胞密度的增加所造成的营养竞争

以及渗透压升高而不适合生物量积累。因此，25%接

种量与 60 g/L 蔗糖组合比较有利。 

细胞接种量与培养液含糖量对长春花细胞吲哚

生物碱合成的影响如图 4~6。从图 4 可以看到，在蔗

糖浓度为 30 g/L 的前提下，四种生物碱的含量随着接

种量的提高而增加。当接种量提高到 30%时(2.2 mg/g

干重)，长春质碱的含量是 20%接种量(0.5 mg/g 干重)

的 4 倍多。而接种量为 25%(0.8 mg/g 干重)时的含量

也是 20%接种量的 1.6 倍。文多灵在三种不同的接种

量处理中(20%、25%、30%)，后一组相对于前一组均

提高了 2 倍。长春碱和它波宁的含量则随着接种量的

提高而显著增加。两者在 30%接种量时的长春碱和它

波宁含量分别比20%接种量处理提高了约7倍(为0.54 

mg/g 干重)和 9 倍(为 0.84 mg/g 干重)。实验结果表明，

在含糖量较低情况下，增加细胞的接种量能够促进长

春花吲哚生物碱的合成。 

图 5 表示了蔗糖浓度为 60 g/L 时吲哚类生物碱的 
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Figure 4. When sucrose is 30 g/L, effect of different inoculation 
rate on alkaloid synthesis 

图 4. 蔗糖含量为 30 g/L 时不同接种量对生物碱含量的影响 
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Figure 5. When sucrose is 60 g/L, effect of different inoculation 
rate on alkaloid synthesis 

图 5. 蔗糖含量为 60 g/L 时不同接种量对生物碱含量的影响 
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Figure 6. When sucrose is 90 g/L, effect of different inoculation 
rate on alkaloid synthesis 

图 6. 蔗糖含量为 90 g/L 时不同接种量对生物碱含量的影响 

 

合成情况。结果表明，吲哚生物碱的含量除长春质碱
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外，均随着接种量的提高而增加。这可能与长春质碱

的合成与其他三种生物碱的合成分别在不同的代谢

支路有关。文多灵的含量在 30%和 25%接种量处理时

分别比 20%接种量处理提高了大约 5 倍(为 0.8 mg/g

干重)和 3 倍(为 0.54 mg/g 干重)。而长春碱的含量在

30%和 25%接种量处理时分别比 20%接种量处理提高

了大约 13 倍(为 0.78 mg/g 干重)和 5 倍(为 0.27 mg/g

干重)。实验结果表明，60 g/L 蔗糖浓度与 30%接种量

组合有利于各种长春花吲哚生物碱的合成。 

当蔗糖浓度达到 90 g/L 时，长春花吲哚生物碱的

含量随着接种量的增加而降低(图 6)。20%接种量处理

大幅度提高了各种生物碱的含量。如长春质碱的含量

提高到 4.8 mg/g，文多灵的含量达到 2.2 mg/g，长春

碱的含量提高到 1.7 mg/g，它波宁的含量达到了 0.95 

mg/g。 

以上实验结果结合生物量积累(图 3)可以看到，在

蔗糖浓度达到 90 g/L 时，20%接种量处理的细胞生长

几乎不受抑制，但接重量提高到 25%或 30%时，细胞

的生长受到了抑制，同时吲哚生物碱的含量也随之减

少。这是由于高糖浓度和高接种量组合大幅度提高了

培养体系的渗透压以及造成细胞之间发生营养竞争，

从而严重影响了细胞的物质代谢能力。此外，由于高

糖浓度增加了培养液的粘性而影响了气体传质；而细

胞量的增加过度地消耗了溶液中的溶氧而引起供氧

不足，因此就严重影响了长春花细胞吲哚生物碱的合

成。虽然，60 g/蔗糖与 30%接种量组合有利于生物量

积累，但是 90 g/L 蔗糖和 20%接种量组合更有利于长

春碱的合成。 

此外，我们再纵向观察上述实验结果(图 4~6)，

并结合细胞的生物量积累可以看到，当接种量为 20%

时，随着蔗糖浓度的提高，各类生物碱的含量均大幅

度提高。而接种量增加到 25%或 30%时，这种规律则

被打破。比如在 25%或 30%接种量处理时，它波宁的

含量随着蔗糖浓度的增加而减少。长春碱最大峰值出

现在 60 g/L 蔗糖浓度处理。在接种量为 25%时，长春

质碱的含量随着蔗糖浓度的升高而增加，而在接种量

为 30%时，其含量却随着蔗糖浓度的升高而降低。文

多灵虽然在接种量相同的情况下，其含量随着蔗糖浓

度的提高而增加，但是其增加幅度很有限。本实验证

明，接种量和蔗糖浓度与长春花细胞的生物碱合成密

切相关。其原因可能是通过渗透压调节细胞对物质的

吸收、通过培养体系的粘度而影响气体传质、通过细

胞的耗氧量而影响细胞代谢能力等多因素综合调控

长春花细胞的生物碱合成。 

4. 结论 

实验结果表明，初始 pH 在 6.5 时有利于细胞生

物量积累以及各类吲哚类生物碱的合成。初始 pH 为

5.0 有利于长春质碱的合成。接种量与蔗糖浓度具有

互补作用。当接种量在 20%时，提高蔗糖浓度有利于

长春花吲哚类生物碱的合成。当接种量提高到 25%或

30%时，较低的蔗糖浓度有利于吲哚类生物碱的合成。

虽然 60 g/L蔗糖与 25%接重量组合有利于细胞生物量

的积累，但是在此条件下的生物碱合成能力较弱。综

合考虑90 g/L蔗糖与20%接种量组合最适合于长春碱

等吲哚类生物碱的合成。 
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