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甜菊愈伤组织生长 分化与甜菊糖苷积累的关系 
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摘要 甜菊(Stevia rebaudmna)愈伤组织中甜菊糖苷的积累与愈伤组织的生民呈负相关．与愈伤组织细 

胞的组织化及转绿呈正相关。 愈伤组织芽的分化并不是积累较高水平甜菊精苷的必要前提，绿色 质地 

致密、生长缓慢的愈伤组织，不论有芽分化或无芽分化时．其甜菊糖苷古量均较高。 在电镜下观察 

到，这两种愈伤组织细胞具有类似的超馓结构特征 细胞高度液泡化， 叶绿体发育成熟，光台膜系统 

结构发达．基质浓厚且含有质体小球 微体具有典型的品格结构，常与叶绿体紧密相靠． 黄色．质地 

致密 生长缓慢的禽伤组织中甜菊精苷古量较低，其细胞内质件富古淀粉粒，只有少量分散的片层 

结构，有的质体甚至完全被淀粉粒所充塞。 黄色 质地疏秘、 生长快速的愈伤组织中甜菊糖苷音量 

最低，其细胞内质体结构简单，片层稀少。质体的发育和液泡的分化与甜菊糖苷的积累密切相关． 愈 

伤组织具有较高的甜菊精苷台量在于愈伤组织细胞的组织化以及细胞的高度赦泡化井具有发育成熟的叶 

绿体。 

关毽词 甜菊；组织培养；甜菊糖苷；超微结构 
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Abstract Stevioside accumulation in callus cultures derived from Stevia rebaudiana Jeaf 

explants waS studied during callus growth and diererentiation Increase jn stevioside content 

was positively related to the organization of cells and greening of the cultures， and 

inversely to the callus growth Shoot formation in calli was not essential foIF the synthesis 

of slevioside．The content of stevioside was highest in slow-growing，compact and green 

calli either with or without shoot formation．Electron microscope observation showed that 
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these two kinds of callus cells were highly vacuolated and contained fully developed 

chloroplasts which had dense stromata and plastoglobuli． The mlcrobodies containing 

crystal lattices were closely associated with chloroplasts．Slow-growing，co mpact，but yellow 

calli accumulated lowest stevioside，the plastido in cells of which co ntained many starch 

grains with few dispersed lamellae，and some plastids were even filled with starch grains． 

However，lowest stevioside content was found in fast-growing，loose and yellow calli in 

which the cell plastids were simple in structure and having only few lamellae．The results 

showed that stevioside acc umulation was closely related to plastid development and vacuole 

differentiation，suggesting that the organization of callus cells with well development of 

vacuoles and chloroplasts ca used highest stevioside co ntent in slow-growing，compact and 

green calli． 

Key words Stevia rebaudiana；Tissue culture；Stevioside；Ultrastructure 

植物细胞的大量培养是工业化生产植物次生代谢产物的有效途径之一，但在多数情 况下， 

培养细胞合成某些次生代谢产物的能力下降甚至消失【1 。 影响培养细胞中次生代谢产物积累的 

因素很复杂日l，对于多数植物来说，培养细胞的迅速生长和脱分化而导致次级代谢活性减弱甚至 

暂时丧失是其中的主要原因H～。 尽管人们对培养细胞的生长、分化与次生代谢产物积景的关系 

进行过很多研究 】，但对其机理至今仍不十分清楚，且培养细胞中次生代谢产物积累与细胞超 

微结构水平分化的关系研究尚少。 甜菊糖苷主要是甜菊叶片中分离出来的二萜糖苷，具有高甜 

度 低热量 无毒性等特点，对糖尿病 肥胖病 高血压等疾病有一定的疗效，是一种大有前 

途的新糖源㈣。 本文报道甜菊组织培养中愈伤组织生长状况 不同水平的形态分化与甜菊糖苷积 

累的相关性， 为进一步揭示植物培养物生长 分化与次生代谢产物积累相关性的机理和生产 

甜菊糖苷的实践提供资料 

1 材料和方法 

愈伤组织的诱导和培养 供试材料为甜菊(Stevia febaudiana)盆栽植株的幼叶。 将组织 

用常规方法消毒后把叶片切成小块，接种到 MS+2，4．D 1 mg L (单位下同)+6-BA 0 5的培 

养基上诱导愈伤组织。 3周后将愈伤组织从外植体上分离，转接到 MS+NAA 2+KT 0 5培养 

基上进行继代培养， 后每 4周继代 1次，连续继代培养 5次以上，建立较稳定的愈伤组织无 

性繁殖系。 生长量用平均每块愈伤组织干重增加的mg数表示。 各种培养基均附加蔗糖 30 g 

， 琼脂 8 g L～，pH5．8，培养温度 26± l℃ ，光照 l2 h d～，照度 3 000 Lx。 

愈伤组织的分化 将继代培养 3周龄、生长旺盛的愈伤组织切成若干小块，转接到以下 

附加不同激素的分化培养基上培养： (1)MS+6-BA 0 5、2、l0：(2)MS+KT 0．5、 2、 l0； 

(3)MS+6-BA 2+NAA 0 5。 培养条件同上 芽的分化率以产生芽的愈伤组织占总的愈伤组织 

(60块)的百分率表示。 

甜菊糖苷含量的测定 待测材料于60℃烘干至恒重，然后研成细粉。甜菊糖苷的提取、 
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分离和含量测定基本上参照韦业成【9。的方法，但改用重蒸水提取，提取液经除杂质、苹取和浓缩 

后，用重蒸水定容，即得甜菊糖苷待测液。 经硫酸蒽酮显色后，用 721型分光光度计在 620 rim 

处测其光密度值，从标准曲线中查出样液的溶质重量，计算甜菊糖苷占干重的百分含量 结果 

均为两次测定 的平均值 

叶绿素含量的测定 按 DMSO法【‘ 以二甲亚砜提取叶绿素， 用 72】型分光光度计在 

645 rlm和663 rim处测定光密度值，计算总叶绿素含量，以mg g-iFw 表示。 

透射电镜样品制备及观察 将待测的愈伤组织取出，放人盛有戊二醛固定液的培养皿 

中，切取小块，迅速投人 pH7．2磷酸缓冲液配制的4％戊二醛中，抽气后在 4℃ 下固定 5 h以 

上。 用相同的缓冲液充分漂洗，然后转人用上述缓冲液配制的 1％锇酸中固定 2 h 用相同的 

缓冲液充分漂洗后，系列酒精脱水，经环氧丙烷过渡到环氧树脂EPON 8” 中渗透和包埋 在 

LKB 11 800型超薄切片机上切片，切片用醋酸铀和柠檬酸铅双染。 在 JEM．100cxⅡ型透射电 

镜下观察和照相。 

2 实验结果 

2．1 愈伤组织干重、叶绿素和甜菊糖苷含量的变化 

如图 1所示，甜菊愈伤组织的生长 0 25广 lI —————————————— 

曲线呈S型。愈伤组织的干重，在培养 } 1 1 ． 一，．一一，，▲ 

的第一、二周增加缓慢，第三、四周迅速 ∽。『 『 } ／／ 广／ _ 
增加，以后趋于稳定 在整个生长周期 o15L 3}34 ／ ／／  

詈 I㈨。 f 4：= 含量的变化趋势一致。培养三周的愈伤 l⋯ J‘l l ]▲、—— ．／ 
组织生长速率最大时，叶绿素和甜菊糖 ·o 05I J Il 】dl- 
苷的含量则下降至最低水平；第六周， l l 『．——一 

愈伤组织生长缓慢但叶绿素和甜菊糖苷含 0 1 2 3 4 5 6 

量最高。 这说明，甜菊愈伤组织中甜菊 目 =甑伤 织十 
、 毳 

糖苷的积累与愈伤组织的生长呈负相 f培养基：Ms+NAA 2+KT 0,5 mg UI) 

关，与愈伤组织的转绿呈正相关。 Fig 1 Change~in the dry~ight(o)，chlo rophyll content(11) 
and stevioside content(▲ )of S rebau&~na catlus tissues 

2．2 愈伤组织的分化 cultured on Ms medium+NAA 2+KT 0．5 mg ) 

甜菊愈伤组织在几种不同激素及配比 = 。 乏? 
的分化培养基上培养的结果表明，6-BA H 叶绿素含量 Chlo roBhv【l g g。F、v] 

在 0 5—2范围内，芽分化率随 6-BA浓 

度增大而增加． 6-BA为 10时，则抑制芽的分化。KT在0．5—10范围内作用不明显。 用6-BA 

2和 NAA 0．5组合的分化培养基，芽分化率最高，达62％。 

2．3 不同形态特征愈伤组织中甜菊糖苷的含量 

绿色、质地致密、生长缓慢的愈伤组织中，不论有芽分化或无芽分化时，其甜菊糖苷含量 
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接近，均较高(表 1)。 表明愈伤组织芽的分化 

并不是积累较高水平甜菊糖苷的必要前提 在 

电镜下观察到，这两种愈伤组织细胞具有类似 

的超微结构特征：细胞高度液泡化 (图版 I：1， 

5)； 叶绿体发育成熟，长椭圆形， 外由双层 

被膜包围，光合膜系统发达，有许多与叶绿体 

长轴近似平行排列的基粒片层和基质片层，基 

质浓厚且含有质体小球(图版 I：1，2，5，6)；微 

体具有典型的晶格结构，常与叶绿体紧密相靠 

(图版I：1，2,6) 黄色 质地致密 生长缓慢 

的愈伤组织中甜菊糖苷含量较低，其细胞 内质 

体富含淀粉粒，只有少量分散的片层 (图版 I： 

表 1 不同表型特征愈伤组织中甜菊糖苷的含量 

Table 1 StevJos Jde content in S Ⅱ“d】d”Ⅱ callus 

thsues with difierent appearences 

表 型特征 生长情况 甜菊糖苷含量 

Appearenee Growth Stevioside(％) 

培养基：MS+6-BA 2+NAA 0 5，培养 6周。 

Cultured oft M S medium +6-BA 2+NAA 0 5 for 6 weeks 

7)，有的质体甚至完全被淀粉粒所充塞(图版 I：8) 黄色、质地疏松 生长快速的愈伤组织中甜 

菊糖苷含量最低，其细胞 内的质体结构简单 片层稀少(图版 I：4)；质体数量较少，细胞核浓 

密，线粒体内嵴发达，还可观察到微体和脂肪体(图版I：3) 以上结果表明，甜菊愈伤组织细胞 

的聚集组织化 质体的发育和液泡的分化与甜菊糖苷的积累密切相关。 

3 讨论 

3．1 培养细胞生长与次生代谢产物积累的关系 

在整体植物中， 当植物迅速生长时，并不积累或只积累很少的次生产物，而在植物生长缓 

慢进人成熟甚至衰老阶段，才积累较多的次生产物 在植物组织培养中也观察到，大多数情况 

下，正在迅速生长的培养物中，次生代谢产物的含量也很低 Yeoman等同认为代谢产物的积 

累与培养细胞的生长成负相关，大多数植物的培养细胞在生长周期的后期才开始大量合成次生 

代谢产物 我们的试验也观察到，在生长周期的后期，愈伤组织生长缓慢、趋于稳定但甜菊糖 

苷含量却达到最高；生长迅速、质地疏松的愈伤组织中甜菊糖苷含量 比生长缓慢、质地致密的 

愈伤组织中的要低 这可能是由于当细胞处于迅速分裂和生长阶段，需要合成大量的桉酸、蛋 

白质和糖类等物质，初级代谢占绝对优势 对植物细胞生长有利的成分，往往对其次生代谢产 

物的积累不利 因此，如何使代谢方向从初级代谢向次级代谢转换，是提高次生产物产量的重 

要问题。 但次生产物的产量是建立在一定的生物量基础之上 所以，在培养中要尽可能使两者 

达到平衡，既要有足够的生物量，又不致于使次生产物的产量降低太多 Fujita等 在紫草 

(Lithospermum erythrorhizon)大量培养的研究中建立了二步培养体系：先在生长培养基上诱导 

细胞的快速生长，当达到一定的生物量之后再转移到生产培养基上培养，此时细胞生长缓慢甚 

至停止，从而进人合成紫草宁的次生代谢途径 

3．2 培养细胞的形态分化与次生代谢产物积累的关系 

在离体培养条件下，一定程度上形态分化的外植体细胞或继代培养中静止期细胞又脱分 

化，使原有的形态结构发生很大变化 ，细胞的生理生化特性也随之发生相应的变化，从而可 
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能使培养细胞合成某种次生代谢产物的合成能力下降或丧失 Yeoman等I 认为次生代谢产物的 

积累与培养细胞的分化程度成正相关。 培养细胞的形态分化，包括细胞显微或超微结构和功能 

的变化、细胞的聚集组织化、器官发生和胚状体形成。 

已有不少报道，次生代谢产物的形成或高水平的积累需要培养物经过器官发生【1ll I或胚状体 

形成 。 本研究发现甜菊愈伤组织芽的分化不是积累甜菊糖苷的必要前提，但甜菊糖苷的积累 

与愈伤组织细胞的组织化及转绿成正相关 

细胞的组织化对正常细胞代谢的进行很重要 已有不少证据pJ 表明，致密的、聚集组织化 

的细胞培养物比松散的、无组织的细胞培养物积累更多的次生代谢产物。 本实验结果也是如 

此。 这可能是由于培养物细胞的组织化，使细胞与细胞彼此之间紧密接触，有利于细胞与细胞 

之间的联络，形成光照、 营养物质、机械压力等物理、化学上的梯度，接近于整体植物细胞的 

代谢环境，从而有利于次生代谢产物的积累 

细胞的次级代谢是以一定结构为基础的， 它受酶、底物、终产物在细胞内的区域化所调 

节 细胞内特异合成、贮藏空间的分化对次生代谢产物的形成和积累是必要的【1q。 已有实验证 

实【1 质体是二萜化合物一 赤霉素、蓖麻素 (Casbene)生物合成的重要亚细胞场所 贝壳杉 

烯合成酶是二萜生物合成中的关键酶之一【 Railton等【。 在几种高等植物中发现，贝壳杉烯合 

成酶的活性主要存在于质体基质中，但其活性的发挥依赖于质体膜系的发育。 甜菊糖苷是由一 

个四环二萜非糖配基和三个葡萄糖分子组成的，其非糖配基一 甜菊醇(Stevio1)是由乙酸和甲羟 

戊酸经异戊二烯途径合成贝壳杉烯和贝壳杉烯酸，然后在贝壳杉烯酸的c．13位发生羟基化而形 

成的_l 。 甜菊醇的生物合成途径与赤霉素类似，其合成部位可能也定位于质体 洪维廉等I 研 

究了甜菊不同叶龄细胞结构及其甜菊糖苷含量分布，表明在甜菊整体植株中，甜菊糖苷主要在 

叶片细胞中合成和积累，其含量与叶片的发育状态密切相关，成叶中甜菊糖 苷含量达到最高， 

此时叶肉细胞内叶绿体片层结构发达、具有大的中央液泡，并初步认为液泡是甜菊糖苷主要的 

贮藏场所。 我们用电镜观察结果表明，甜菊糖苷含量较高的绿色而致密的愈伤组织细胞高度液 

泡化，细胞内具有片层结构发达的叶绿体；而甜菊糖苷含量较低的黄色而疏松的愈伤组织细胞 

内质体只有少量的片层 可见，质体的发育和液泡的分化与甜菊糖苷的合成和积累密切相关。 由 

此推测，生长缓慢、质地致密、绿色的愈伤组织甜菊糖苷含量较高，是由于愈伤组织细胞的组织化 

以及细胞的高度液泡化并具有发育成熟的叶绿体所致。 
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图版说明 

ch一 叶绿体；c 一 细胞壁 ；L一 脂肪体；M一 线粒作，Mb一 微怍，N一 细胞核；P一 质体；Pg一 质体小球； 

s～ 淀粉粒 

1—2 无芽分化 绿色 致密 生K缓慢的愈伤组织细胞的超徽结构 

1 细胞高度被泡化；叶绿体光台膜系统结构发选，基质浓厚 x 37 700 

2 示叶绿体光台膜系统结构发达．基质浓厚且含有质体小球：徽体具有典型的品格结掏，常与叶绿体紧密丰H靠 x25 400 
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3—4 黄色 疏松、 生长快速的愈伤组织细胞的超微结构． 

3 示细胞按、 线粒体、 微体和脂肪体 ×18 000 

4 示质体结构简单，光告片层稀少 x38 000 

5—6 有芽分化、 绿色、致密、生长缓慢的愈伤组织细胞的超礅结构 

5 细胞高度掖泡化；叶绿体光台膜系统结构发达。基质维厚且含有质体小球 x42 800 

6 示叶绿体光告膜系统结掏发达，基质浓厚且含有质体小球；微件具有典型的晶格结构．常与叶绿体紧密丰H靠 ×29 gO0 

7—8 黄色 ．致密 生长缓慢的愈伤组织细胞内质体富含淀糟粒． 

7． 示质体内有少量分散的片层结构． x 13 000 

g 示质体完垒被淀糟粒充塞． ×17 800 

Explanation of plate 

Ch-- Chloroplast；Cw— Cell wa吐 L— Liposome；M— Mitochondr n，Mb— microbody；N— Nucleus；p-- Plastid： 

P昌一 Plastog]obulus；s— Starch grain 

2 U[trastructure of slow-grorang，compact and green 

Highly vacuolated cells and the chloroplast with 

stm ma ×37 700 

cagus cells without shoot formatinn 

rather ~vell deve~ped photosynthetic ／ameUae and dense 

2． The chloroplast with rather Ⅱ developed photosynthetic ]ataellae dense stromata and p'lastoglobuh Micro body 

containing crystal lattices dosely associated with the chloroplast x25 400 

3—4 Ultr',Lstructure of fast-growing，loose and yellow callus cells 

3 Showing nucleus，mJtochondfia。microbody and liposome x 18 000 

4 The plastid was simple in structure with tess／ameUae ×38 000 

5—6 Ultrastructure of slow-growi ng，co mpact and green callus cells with shoot formation 

5 The highly vacuointed cell and the chloroplast with mther well developed photosynthetic ]amel／ae，dense stromata 

and p'lastoglobuh x42 go0 

6． Th e chloroplast with rather well devetol~ed photosynthetic ]amellae，dense stromata and pinstog]obuli．Microbody 

containing crystal lattices closely associated with chloroplast． x29 00O 

7-8．Th e p~stM containing many starch grains in slow-growing，compact and yelow caBus cells． 

7． Showing a few dispersed ]amellae in plastid ×13 000 

8． Showing the plastid filled with starch grains ×17 800 

● 
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