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细胞培养技术在神香草天然产物研究中的应用
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摘      要  ：  	神香草是重要的药用植物，具有抗氧化、抗真菌和止咳等多种活性。利用现代细胞培养技术获得神香草次级代谢产

物，对于开发新型药物具有重要意义。本文介绍了神香草细胞悬浮培养技术和农杆菌介导转基因毛状根培养技术的研

究现状及影响因素，同时提出了未来的研究方向。
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Abstract   : 	 	The	Hyssopus	 officinalis	 is	 an	 important	medicinal	 plant	 used	 for	 antispasmodic,	 antioxidant，

antifungal	 and	 cough	 treatment.	 The	 harvest	 of	 the	 secondary	metabolites	of	H.	 officinalis	 uses	

modern	cell	culture	 technology,	which	 is	of	great	significance	for	 the	development	of	new	drugs.	This	

paper	 introduced	 the	 research	 status	and	 influencing	 factors	of	 cell	 suspension	culture	 technology	

and	Agrobacterium-mediated	 transgenic	hairy	 root	culture	 technology,	and	proposes	 future	 research	

directions.	
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神香草（Hyssopus officinalis）属于双子叶植物纲、唇形科、神香草属、神香草种，生长于欧洲、西南亚和中亚以及印度西北部的

干燥、石灰质的土壤上，是一种集观赏、药用、烹饪和芳香为一体的植物 [1-2]。神香草的基因具有高度变异性，到目前为止，已有报道

了包括 Hyssopus officinalis L.[3]、Hyssopus officinalis subsp. aristatus (Godr.)[4]、Hyssopus officinalis subsp. Aristatus[5]、Hyssopus 

officinalis L. subsp. pilifer (Pant.) Murb.[6]在内的多个亚种。

神香草已于2017年被美国食品药品管理局（Food and Drug Administration, FDA）列入 GRAS(Generally Recognized as Safe)数

据库，其植株可合成多种具有重要活性的次级代谢产物，包括占干重0.3-1%的精油（顺式 -pinocamphone、松果体酮、β-pine烯、

1,8-cineole、β-水芹烯、烯基甲基醚、肉豆蔻醇、月桂烯和反式 pinocamphone等）、迷迭香酸和紫草酸等 [7-8]，赋予神香草抗菌 [9]、

抗氧化 [6]、抗肿瘤 [10]、抗病毒 [11]等多种活性，使其在医药、食品、化妆品行业具有重要应用价值。然而，由于受植物生理和环境变化等

各种原因的影响，神香草的次级代谢产物产量极低，因此，为了满足其在医药和食品中的需求，迫切需要应用非常规方法来增加这些生

物活性天然产物的产量。愈伤组织培养能够产生与植株栽培相同类型的次级代谢产物 [12]。愈伤组织作为接种物，可用于细胞悬浮培养、

植株再生、诱导体细胞胚和不定根培养中 [13-16]。将体外细胞培养技术用于植物次级代谢产物的研究，不仅可以获得产量高、回收率高的

目的产物，而且质量和产量不受季节和地理限制 [17]。因此，植物细胞培养已成为在植物中获得次生代谢产物的主要方法 [18]。

本文对神香草悬浮细胞培养法和转基因毛状根培养法产次级代谢产物的影响因素进行了探讨，以期为更好的开发神香草在医药领域

的应用价值奠定基础。
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一、悬浮细胞培养法

细胞悬浮培养方法是连续大规模生产次级代谢产物的主要方

法之一。基于植物细胞全能性原理，将愈伤组织或毛状根接种到

具有适当生长刺激剂的液体培养基中，经过细胞悬浮培养生产次

级代谢产物。愈伤组织是产生完全遗传自亲本植物的代谢产物的

良好来源，因此，悬浮培养物中的所有细胞都能够产生与整个植

物相同的化合物，且产物浓度更高并更易于分离 [19]。

（一）愈伤组织的诱导及发育

在不同浓度激素的作用下，发育后的愈伤组织呈紧密型或松
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脆型。松脆型愈伤组织细胞间隙大、易分散，是进行悬浮培养的

适宜材料。外植体类型、植物生长调节剂（plant growth regula-

tors, PGR）及其浓度、营养环境对愈伤组织的诱导及发育有重要

影响 [20]。

植物的叶片、叶柄、根、下胚轴和茎均可以作为诱导愈伤组

织的外植体。Pakseresht研究发现，H. Officinalis的下胚轴和叶

片作为外植体对愈伤组织诱导和愈伤组织发育没有显著影响；但

是，当调整培养基中的植物生长调节剂种类和浓度时，会产生显

著的影响 [21]。

植物生长调节剂是对植物生长具有特定作用的简单分子，即

使在低浓度下也有效刺激植物生长、代谢及次级代谢产物的产

量 [22-23]。α-萘乙酸（NAA）和6-苄基氨基嘌呤（BAP）是常用

的植物生长调节剂 [24]。Pakseresht发现，在不同的 NAA（N, 分

别是0、0.5、1、2 mg/L） 和 BAP（B， 分别是0、0.5、1 mg/

L）水平下 H. Officinalis的不同外植体会引起愈伤组织发育的显著

差异。 结果表明，添加 N2B1和 N0.5B1的培养基分别显示出最高

的愈伤组织诱导和愈伤组织生长速率。N0.5B0.5和 N1B0.5培养基对

叶片外植体的愈伤组织诱导最高，N2B1培养基对下胚轴外植体的

愈伤组织诱导最高。另外，叶外植体愈伤组织在 N0.5B0.5和 N2B0.5

培养基中生长速率最高；下胚轴外植体愈伤组织在 N0.5B1培养基

中生长速率最高。添加 N2B1和 N0.5B1的培养基分别表现出最高的

愈伤组织诱导和愈伤组织生长速率 [21]。Kochan等以神香草下胚

轴作为外植体诱导愈伤组织，研究发现当 MS琼脂培养基添加0.2 

mg/LNAA和0.1 mg/L BAP时会导致愈伤组织生长不良；当将

NAA和 BAP浓度提高至1 mg/L和0.2 mg/L时即产生较好的效

果 [25]。Skrzypek对牛膝草下胚轴愈伤组织的细胞悬浮培养进行了

研究，在 B5培养基中补充1 mg/mL NAA和0.2 mg/mL BAP，

在100 rpm/min、26℃条件下连续光照培养21天，在细胞悬浮培

养物中检测到谷甾醇、豆甾醇，以及几种具有齐墩果烯和熊果烯

骨架的五环三萜 [26]。上述研究表明，生长素与细胞分裂素的协同

使用加速了神香草愈伤组织的启动并增加了愈伤组织的诱导率。

不同的生长调节剂的协同使用会导致愈伤组织产生不同种类

和不同产量的次级代谢产物。枸杞愈伤组织培养时，BA/NAA的

组合能显著增加绿原酸和咖啡酸的产生和积累；TDZ/IAA组合、

TDZ和 TDZ/NAA组合分别显着提高了香草酸和芦丁、没食子

酸、槲皮素的合成 [27]。

（二）悬浮培养的引发剂

悬浮培养细胞经过几次传代后，次级代谢产物生产力可能会

下降。因此，研究愈伤组织在液体培养基中悬浮培养条件很重

要。为了提高目的产物的产量，悬浮培养时往往需要添加茉莉酸

甲酯、酵母提取物等作为引发剂 [28]。

Pakseresht等研究了酵母提取物（0、5、10、20和40 mg/

L）、水杨酸（0、2、4、8和16 mg/L）和柠檬酸（0、2、4、8

和16 mg/L）对 H. officinalis悬浮细胞培养物中 β-蒎烯、1,8-

桉树脑、顺式松香油等次级代谢产物产量的影响。结果发现，上

述引发剂不仅没有引起 β-蒎烯、1,8-桉树脑产量的提高，在实

验范围内产量还显著降低了，但是顺式松香油的产量随着酵母提

取物含量的提高有显著增加 [21]。

二、转基因毛状根培养技术及其影响因素

近年来，农杆菌介导的水平基因转移的机理和应用都取得了

重大进展，特别是农杆菌介导的基因瞬时转化技术被开发用于植

物生物技术领域 [29-30]。已有多种报道应用转基因植物细胞培养技

术生产重要药用植物的次级代谢产物 [31-32]。

高等植物的根系生长较慢，并且收获根部代谢产物也较困

难。毛状根培养系统是器官（根）培养的替代方法，适用于植物

生化和药理研究，是药用化合物的重要来源之一 [33-34]。发根农杆

菌（Agrobacterium rhizogenes）通过伤口感染植物后，它的 Ri

质粒的 T-DNA片段插入植物基因组，参与控制植物生长素和细

胞分裂素的生物合成。A. rhizogenes诱发双子叶植物毛状根病，

毛状根在适宜条件下生长迅速。经 A. rhizogenes遗传转化的毛

状根与植物相比具有相同或更高的次级代谢产物生产能力 [35]。另

外，毛状根遗传稳定，生长速度通常快于细胞培养物，并且培养

基中不需要添加激素。营养物质、共培养时间等条件是制约毛状

根培养法生产效率的主要因素。

（一）营养物质对毛状根生产次级代谢产物的影响

在许多毛状根培养物中，毛状根生物量及次生代谢产物合成

都受到初始糖浓度的影响，例如，西洋参（Panax quinquefoli-

um）毛状根中皂苷的积累 [35]、松果菊毛状根中菊苣酸的合成以

及青蒿中青蒿素的合成等。Kochan等利用带有 Ri1855质粒的发

根农杆菌 LBA 9402感染神香草四周龄的幼苗叶柄诱导了的毛状

根形成，并研究了蔗糖浓度对毛状根产迷迭香酸的影响。研究发

现，经过四次传代培养后，B5培养基中高浓度的蔗糖对毛状根生

长速率和迷迭香酸的产生有积极的影响，当 B5培养基中的蔗糖

浓度从3%w/v增加到10%w/v时，毛状根（新鲜 \干燥）生物量

逐渐增加，10%蔗糖培养基中生物质干重较3%蔗糖的高出5倍以

上，所含的迷迭香酸几乎是3%蔗糖中的2倍。该水平比一年生田

间生长的植物的愈伤组织、细胞悬浮培养物和根中的水平至少高

出60%[25]。

不 同 的 培 养 环 境 会 导 致 毛 状 根 分 泌 代 谢 产 物 的 不 同。

Murakami等 研 究 了 不 含 激 素 的 MS、1/2 MS、Woody Plant

（WP）和 B5培养基对 H. officinalis毛状根产酚类化合物的影响。

在 WP液体培养基中培养第7周时迷迭香酸产量最大，达到干重

的8.03%，该水平是观察到的在亲本植物的叶子部分水平的8倍以

上，培养至第8周时紫草酸 B产量达到最大，是干重的3.89%。

在 MS培养基中培养时，转化根中的紫草酸产量最大，占干重

0.18%。

（二）共培养时间的影响

A. rhizogenes和植物细胞在无抗生素的培养基中共培养可以

实现农杆菌对植物细胞的转化，共培养时间的长短对转化率有显

著的影响。如果共培养时间太短，则外源基因将不能完全整合，

转化率会降低；如果共培养时间过长，将导致 A. rhizogenes过度

生长，从而破坏愈伤组织细胞对养分的正常吸收，抑制植物细胞
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的正常生长，导致外植体褐变甚至死亡。

获得 H. officinalis转基因毛状根通常需要较同为唇形科的黄

芩、丹参更长的共培养时间。Kochan等选择 H. officinalis叶片

作为外植体，在 B5培养基中与发根农杆菌黑暗条件下26℃共培

养了21-28天，至出现不定根（长1-2 cm）后通过氨苄西林抗性

筛选获得了毛状根培养物 [25]。Murakami等将发根农杆菌 ATCC 

15834菌株通过针刺接种到 H. officinalis的茎的切端，在 YEB琼

脂培养基上共培养20天获得了转化的根，在1/2 MS琼脂培养基上

经克拉霉素筛选获得了毛状根培养物。

此外，外植体类型、乙酰丁香酮（acetosyringone，AS）浓

度也是影响毛状根产物合成的主要因素。在土牛膝（Achyranthes 

aspera）毛状根诱导研究中发现，体外生长的幼龄叶片对发根农

杆菌的转化高度敏感，其次是下胚轴和子叶，茎的毛状根诱导率

极低，根和愈伤组织不能诱导形成毛状根。AS对土牛膝的毛状根

形成的诱导的最佳浓度也是100µmol/L，当共培养培养基中缺乏

AS时不产生毛状根，当 AS的浓度增加到300µmol/L以上时，对

外植体产生毒性，发根诱导率显著下降。

三、展望

通过 H. officinalis悬浮细胞培养法和转基因毛状根培养法获

得次级代谢产物的研究在上个世纪就已见报道，但是进展缓慢，

还存在较大的研究空间。未来研究可以从以下几方向进行：（1）

H. officinalis的基因组信息不足，使通过体外和体内方法增加其

产物合成的设计受到了限制。通过不同外植体积累植物化学物质

的基因组序列信息可广泛了解 H. officinalis各种代谢过程，可为

设计活性化合物高效生物合成途径提供支持；（2）H. officinalis

次级代谢产物种类繁多，功能多样，通过悬浮细胞培养法和转基

因毛状根培养法可以深入挖掘次级代谢产物并分析其功能，为 H. 

officinalis在医药领域的应用奠定理论基础。
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