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外源性多胺及其生物合成抑制剂对

人参愈伤组织生长的作用

钱之玉 刘 丹

(药理学教研室 )

摘 要 人参愈伤组织在分别添加外源性腐胺和精眯及其生物合成抑制剂 ) l
一

精氨酸的培养基

中培养
。

在 20 天
,

取愈伤组织测定组织鲜重
、

内源性多胺水平
、
D N A 、

蛋白质含量及生长率
。

结果表

明
:

随着外源性多胺剂量的增加
,

内源性多胺的含量升高
,

D N A 合成增加
,

可溶性蛋白质和非溶性蛋

白质含量显著提高
,

生长率增高
;

腐胺和精眯对愈伤组织的作用相似
,

都促进了其生长
。

)l
一

精氨酸明

显地抑制了内源性多胺
、
D N A 和蛋白质的合成

,

组织生长受到了抑制
,

-)I 精氨酸的抑 制作用表现 出

良好的量效关系
。

结果说明多胺是人参愈伤组织生长必不可少的调节因子
。

关锐词 人参愈伤组织 ; 腐胺
;

精眯
; D
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精氨酸
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脱氧核糖核酸 ; 蛋白质

多胺是生物代谢过程中产生的具有生物

活性的低分子脂肪族含氮化合物
,

广泛存在

于原核细胞和真核细胞
。

在植物
、

动物和微生

物的生长过程中
,

多胺被 认为是重要的生长

因子
,

对 生长发育起调节作用或起第二信使

的作用
。

多胺与细胞分裂
、

细胞分化
、

细胞膜

稳定
、

核酸和蛋 白质的合成及衰老等都有着

密切的关系〔 ’ 一 2〕。

植物多胺的研究在近二
、

三

十年逐渐地广泛开展
。

植物细胞主要存在二

胺 (腐胺
, P U T )

、

三胺 (精眯
,

S P D )及四胺 (精

胺
,

s PM )
,

而其它多胺则很少
。

多胺的化学性

质
、

生物合成代谢途径已有深入研究和了解
,

植物多胺的某些生理作用已被揭示阁
。

在许

多生长活跃的器官和组织
,

多胺生物 合成的

速率增高
。

如分裂活跃的烟草悬浮培养的细

胞 [’]
,

Ph es of u s 的新生芽和叶
,

土豆块茎芽 的

分生组织固
,

正在发育的番茄子房困
,

鳄梨发

育早期的果实和烟草根的分生组织等
。

在薄

层烟草组织培养
,

在细 胞分化过程中多胺水

平都有提高 .多胺含量增高促进 了器官 发生

和胚形成 t[]
。

总之
,

多胺在植物生长发育中的
’

作用越来越弓!起人们的兴趣和重视
。

基于人参愈伤组织经 多年培养与选择
,

具有细胞单一
、

均匀
、

生长速度快和 易 f 控制

等特点
,

我们选用其为研究 多胺作用的实验

材料
,

观察添加外源性多胺 及其抑制剂对 人

参愈伤组织内源性多胺
、

D N A
、

蛋自质和组织

生长的影响
,

试图进一步了解多胺的植物 尘

理作用
。

仪器和材料

2
.

1 材 料 人参愈 伤组 织 〔T h e e a l lu s o f

声b 子。 z 少 n

。 。 ( e A
、

M
e y e r )」的生产种由本校咋,

药学院植物组织培养研究室提供
。

腐胺 ( Pu
-

t r e s c in e )
、

精眯 ( S p e rm id in e )
,

精胺 ( S p e r m in e )
,

l
,

一。
一

二 氨基 癸烷 ( 1
,

一0
一

D im in do e e a n e
)均 为

S i s m a
产品

。

丹磺酞氯 ( D N S
一

e 一) F lu k a 公司产

品
,

瑞士分装
;
牛血清白蛋白为上海第二医科

大学产品
;
脱氧核糖 核酸 为上海牛奶公司综

合厂产品
; 酚试剂自制

。

1
.

2 仪器 岛津 6A 高效液相色谱系统 ( 含

R F
一

5 3 6 荧光检测器
,

R h e阅 y n e 7 2 15 进样阀 )

日本 产品
; N o v a

几K
一

c
, 。

反 相柱 ( 3
.

9 m m 又

15 0 m m
,

4 林m )美国 W a t e r s 产品
。

收稿日期 1 9 9 3
一
0 4

一
1 9
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2
.

1人参愈伤组织的培养

2
.

1
.

1 M s培 养基的配 制 除基本营养物

质
,

另含 .引噪 乙酸 ( x
.

7 8 m s / L )
,
口引噪 丁 酸

( 2
.

0 3 m s / L )
,

激动素 ( 0
.

1 m s / L )
,

蔗糖 ( 2 0

s / L )
,

琼脂 ( 9 9 / L )
,

水解乳蛋白 ( 0
.

5 5 / L )
。

每

瓶加入 40 ml 培养基
,

高压湿热灭菌
。

2
.

1
.

2 外源性多按及其抑制 剂的添加 在

高压湿热灭菌后尚未冷却的培养基中分别加

入一定量的 Pu
T

、

s p D 及 D
一

A sr 溶液
,

对照加

入等量无菌水
,

摇匀
,

静置冷凝
,

待接种
。

2
.

1
.

3 接种 用生长较平稳旺盛的人参愈

伤组织作种
,

每瓶以 1
.

0 9 的量接种在配好

的培养基中
,

25 士 1℃恒温黑暗培养
。

2
.

2 浏定方法

2
.

2
.

1 组织鲜重增长比的浏定
`

培养瓶中

所有鲜组织取出
,

称量
。

该鲜重与接种量之 比

即增长比
。

2
.

2
.

2 多胺的浏定 将组织于冰浴中研成

匀浆
。

取该匀浆 2
.

0 9 加入适量 1
.

05 m of / L

高氯酸溶液
,

使高氯酸的最后浓度达到 0
.

4

m o l / L
,

同时加人 1 m g / m l 的 l
,

1 0
一

二氨基癸

烷 (内标 ) 3 0 协l
,

冰融混匀
。

9 0 0 0 r / m in 离心

2 0 m ni (沉淀 留作 D N A 测定 )
,

取 上清液
,

调

pH 至中性
,

取 2 0 0 川
,

加饱和碳酸钠溶液 1 5 0

p l和 3 0 m g / m 一丹磺酞氯丙酮溶液 1 0 0 协l
,

混

匀
,

于 6 0℃水浴中反应 30 m ni
,

冷却后 加乙

醚提取三次
,

合并乙醚提取液
,

减压干燥
。

甲

醉溶解后即可供测定
.

色谱条件和标准曲线

采用文献方法阁
。

2
.

2
.

3 D N A M.j 定 在上述 沉淀 物中加入

0
.

1 m of / L 高氯酸 2
.

5 m l ,

混匀
。

沸水浴消化

一s m in
,

冷却
,

4 0 0 0 r / m in 离心 1 0 m in
。

取上

清液测 D N ^ [ 9〕 。

2
.

2
.

4 蛋 白 质 的 浏定 取组 织 匀浆 4 00

m g
,

加入 N a H Z P o ; 一 N a ZH P o 。

缓冲液 ( pH 6
.

0 )

2
.

6 m l
,

冻融混匀
,

4 0 0 0 r / m i n 离心 10 m i n
,

上清液用于测定可溶性蛋白质
。

沉淀中加入

1
.

0 m o l / L 氢氧化钠溶液 2
.

o m 一, 9 0℃水浴

2 0 m in
,

冷却
, 组0 0 0 r / m in 离心 1 0 m i n

,

上清

液用于非溶性蛋白质测定
。

蛋白质测定采用

福林酚试剂法
。

3 结 果

3
.

1 外源性腐胺 和精眯对人参愈伤组织生

长的影响

在培养基 中添加一定量的外源性腐胺
,

使浓度分 别 为 P :
( 1

.

0 协m o l / L )
,

p :
( 1 0

·

0

协m o l / L )
,

P 3
( 1 0 0

.

0 协m o l / L )等 3 组
; 添加一定

量的外源性精眯
,

使各组浓度分别为 S ,
(I

.

0

协m o l / L )
,

S :
( 5

.

0 “ m o l / L )
,

S :
( 10

.

0 协m o l / L )
,

s ;
( 5 0

.

0 o m o l / L )等 峨组
。

于 2 0 天取接种 1 克

所生长 的愈伤组织 测定 总的 内源性多胺
、

D N A
、

蛋 白质含量 (可溶性蛋 白质 B s p 和非

溶性蛋 白质 BI P )和测定组织鲜重 (。 R )
,

以对

照组为 1 00 %求其相对量进行比较
。

结果表

明外源性多胺对上述指标均有明显的作用
。

见表 1
。
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3
.

2多胺生物合成抑制 荆 D - Ag r对人参愈 等 5组
。

接种 1克愈伤组织
,

培养 20 天
,

分别

伤组织生长的影响 取其测定总的内源性多胺
、

D N A
、

蛋白质及组

培养基添加 D- A gr
,

使各组浓度分别为
:

织鲜重
,

结果见表 2
。

表明多胺生物合成抑制

n ;

( 0
.

0 5 m m o l / L )
,

D Z
( 0

.

5 m m o l / L )
,

D 3
( 2

.

0 剂压 A r g 竞争性地抑制了上述指标
,

并有 hIj

m m o l / L )
,

n ;
( 3

.

5 m m o l / L )
, n 。

( 5
.

0 m m o l / L ) 量依赖关系
。

T如 2
.

T h e e

eff
e t of po ly a m in e bi 佣 y n t h翻 15 in h ib i t o r ( D
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·
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4 讨 论

表 1表明适当浓度的外源腐胺和精眯明

显地增加 内源性多胺的含量
,

提高的内源性

多胺又明显地促进 人参愈伤组织 蛋 白质合

成
,

使可溶性蛋 白质和 不溶性蛋白质含量增

高
,

组织鲜重增 加
,

并 表现 出较好 的量效关

系
。

文献报道
,

在一些原核细胞和真核细胞

增殖过程
,

多胺合成的加速与核酸和 蛋白质

合成的加速关联
,

一般来说
,

细胞分裂最旺盛

部分
,

多胺生物合成也最活跃
。

G al st on 等人

用添加外源性多胺的方法
,

激发了一般不进

行分裂的培养的燕麦叶原生质体的 O N A 合

成和有丝分裂活性〔’ 。〕。

在无细胞系统加入多

胺能够促进蛋白质的合成 〔̀ 。〕。

在麦子的胚

芽
,

精眯通过加快多胺链的启动和延长提高

多肤的合成 〔’ `〕 ; 在休眠体组织添加外源性多

胺能促进其蛋 白质的合成
。

上述的研究结果

与本实验结果是相似的
。

我们亦发现
,

多胺促

进人参愈伤组织的生长存在最适剂量范围
,

这与 sm iht 在其综述中指出
,

多胺在 10 ~ 1 00

叫. d 邝 浓度范围内能够对一些植物 的休眠

体和组积培养物有显著的生长作用
,

高浓度

时可能无效或甚至产生毒性作用相一致
。

压 A招 是 L- A gr 的同分异构体
,

是 A D c

的竞争性抑制剂 1[ 2 〕 ,

从而抑制腐胺
,

进 而抑

制精眯的生物合成
。

我们发现 D F M O 对人参

愈伤组织生长影 响甚微
,

因此认为人参愈伤

组织主要通过 A Dc 途径合成多胺
,

D
一

Ar g 能

够通过抑制内源性腐胺和精眯的 合成
,

使愈

伤组织的生长包括 D N A 和蛋白质的生物合

成及其生长受到明显的抑制
。

致 谢 丁 家宜老师 对 本实验 工 作给 予 了大 力支

持
。
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用药物动力学
一

药效学结合模型 ( PK
一

DP )
,

对兔

贝凡洛尔血药浓度与心率的关系作定量分析
,

兔 vi

贝凡洛尔后
,

其心率变化明显滞后于血药浓度的变

化
,

用 KP
一
P D 模型估算了其效应动力学参数凡和

此
。。 ,

兔 iv s
,

1 0 m s / k g 后
,

凡分别为 0
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肾中的核普

` . 耗月的保护作用 朱 远
,

范远泽
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大鼠断头
,

使心
、

脑及 肾缺血 10 m ni
,

以反相

H P Lc 紫外检测 ^ T p
、
^ 即 及 ^ M P

。

环磷既胺 伪 2 0

及 10 m g / kg x d3
,

使循环血中白细胞数显著减少
,

明

显减轻心
、

脑
、

肾中 A T P 及离能碑酸化合物总 t 的缺

血性排空
。

故推测环碑跳胺抗心律失常的机制可能

是减轻了粒细胞在心肌毛细血管的擂塞效应
,

使因

A作 耗竭而开放的 A T P 依赖的 K 十通道阻断
.


