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摘要 采用细胞悬浮的方法
,

从 4 个烟草品种 (系 )中筛选出辅酶蝙含量较高的黄花大金元
.

以其

悬浮培养细胞为材料
,

比较了几种植物生长调节剂对细胞生长和辅酶 侃含量的影响
.

结果表明
,

0
.

1 一 0
.

2 网酬L 的 BA 和 盯对烟草细胞有显著的促进作用
,

但使辅酶 侃含量略有降低
; 0

.

5 一 8
.

0

州酬L 的 2
,

今D 可显著提高辅酶 伽含量
,

但当其浓度高时对细胞生长不利 ; IAA 和 N AA 对烟草细

胞生长和辅酶 q
。含量均无明显作用

.

此外
,

烟草悬浮培养细胞经丙酮抽提
,

石油醚萃取
,

通过硅

胶柱层析获得辅酶 侃结晶
,

回收率达 59
.

2% ;用 扭1 ￡ 检侧其纯度达 97
.

7%
.
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辅酶 lQ
。
( o 咒几勺 . 祀 lQ

。汪)刃
1。
)为 2

,

3
一

二甲氧基
一

5
一

甲基
一

1
,

车二苯醒的侧链带有 10 个类异

戊二烯的衍生物
,

广泛存在于动物
、

植物和微生物中
,

故又称泛醒 or
.

它极易被氧化还原
,

是呼

吸链上的一个重要的电子 / 氢载体
,

可从 NA DH 脱氢酶
、

磷酸甘油脱氢酶
、

醋酞辅酶 A 脱氢酶
、

唬拍酸脱氢酶等黄素中接受电子
.

因此
,

o 刃
1。在医药上有着重要用途

,

已广泛用于心脏疾病
、

细菌和病毒感染疾病
、

癌症的综合治疗
,

以改善机体的免疫功能等 ( R亚
e坛

,

19 85 ; Y

~
,

198 5)
.

目前 C阅10 在国外用化学食成法 (古练权等
,

19 料 )和微生物发酵法 (助
u se

,

198 5) 生产
.

国内尚未批量生产
,

药源依赖进 口
.

利用植物生物工程生产 。习10 国内外报道 甚少
.

正以卜

( 197 4) 等从烟草组织培养细胞中分离到一种黄色结晶
,

并证明为 肠Q
I。

.

此后他及其同事又对

伽Q
I。
形成的理化条件进行 了研究 (正以h e t al

,

1 97 6 ;a 197 6 b ;l 9 7 7 ; 197 8 )
,

发现不 同烟草细胞及

其不 同的营养条件下 C阅
1。的含量均不 同

.

作者在前人工作 的基础上
,

采用细胞悬浮培养技

术
,

对烟草品种 (系 )
、

几种植物生长调节剂进行了筛选
,

并对烟草 O叼
1。
进行 了纯化

,

获得结

晶
,

用 HP LC 进行了纯度检测
.

1 材料和方法

1
.

1 材料与主要试剂

烟草 (入介以如帆 句灰犯姗 L
.

) 4 个品种 (系 )
:

3K 26
、

肠176
、
N c8 2

、

黄花大金元 ( H H D」Y )均由广

东省农科院经作所提供
.

主要试剂
: 6

一

糠基 氨基喋岭 ( 6
-

F耐吻 l

~
p

~
,

KT )
、

` 节 氨基 嗦吟 ( ` 氏卿 l

~pu n n e ,

BA )
、

2
,

4
一

二氯苯氧乙酸 ( 2
,

4
一

D )均由上海生物化学研究所生产
,

-a 蔡乙酸 (N AA )
、

3
,

叫噪

乙酸 ( IAA )
、

C阅 10 标样
、

硼氢化钠均由 iS gn 坦 公司生产
,

其余试剂均为分析纯或生化试剂
.
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男
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1
.

2方法

1
.

2
.

1烟草细胞悬浮培养 以 巧 为基本培养基
,

附加 巧 『L 酵母膏和 3 群 L 的蔗糖
,

p H S
.

8
.

将 4 9疏松愈伤组织接种于 25 0 mL 三角瓶 (含 50 mL 培养基 )
,

摇瓶悬浮培养
,

摇床速度为 100

“ n五n (振幅为 Z cm )
,

( 28 + l) ℃
,

黑暗培养 s d 后
,

吸取上部细胞并过滤
,

作为悬浮培养的种子

细胞
.

1
.

2
.

2 细胞干质量 采用常规衡重法测定
.

1
.

2
,

3 G 〕
Q

l。
含量侧定 参考 C ran

e
( 19 59) 的方法测定 C心 10 的含量

.

将 C阅
1。
加人 ro mL 无水

乙醇溶解并定容
,

取 3 mL 在 27 5 lnn 波长下测定其氧化型吸光值 ( A
;
)

,

然后加 0
.

1
nrL 7 梦mL

N a氏 B 水溶液使其充分还原
,

在同一波长下测其还原型光吸收值 (A
Z
)

.

均以无水乙醇为对照
.

按下式计算 C砌 or 含量 :

w ( CoQ
I。
)
二

( A l 一

且 2
)

n x l护 / 14 2
·

5
.

式中 w ( CoQ
10
)为每克干细胞中 C oQ

I。的含量 (滩 )
, 。 为稀释倍数

,

s 为细胞干质量 ( g )
,

142 为

10 留L c oQ
I。的无水乙醇溶液在 2 75 lnn 波长下氧化型和还原型光吸收值之差

.

1
.

2
.

4 CoQ
I。的抽提

、

分 离与纯度检测 参考 B arr 等人 ( 19 8 5 )方法并稍加修改
,

用丙酮抽提
.

烟草细胞与丙酮 (按 1 : 2 11订 V )混合
,

研磨
,

过滤
,

滤渣重复 2 次
,

合并滤液后用 0
.

5 倍滤液体积

的石油醚萃取
,

即为抽提液
.

100 9湿细胞获得 300 nrL 抽提液
,

蒸发浓缩至 20 mL
,

经硅胶柱层

析纯化
.

硅胶 ( 60
一 325 孔 c/ 时 )烘至恒质量

,

加 印 酬 L 的水活化
,

上柱 l(
.

0 c m x
20

.

o c m )
,

用

体积分数为 4 % 的乙醚
一

石油醚溶液平衡
,

加样后用体积分数为 4 % 的乙醚
一

石油醚混合液浓度

线性洗脱
,

流速 1 11让了而
n ,

5 11止了管
,

收集黄色部分洗脱液
.

水浴 (60 ℃ )蒸发除去有机溶剂
,

加

s mL 无水乙醇溶解
,

密封置冰箱 ( 4 ℃ )结晶
,

Z d 结晶完全
,

离心 ( 10 500 r/ 而
n ,

4 ℃
.

10 ~ )
,

收

集结晶
.

采用高效液相色谱法 ( H p LC )进行纯度检测 ( Wan g e r
等

,

199 5)
: 色谱柱为 20 abr

x C D S 7 拌
,

流动相是体积分数为 60 % 无水乙醇的甲醇溶液
,

流速 I n江/
~

、

波长 2 83 urn
、

进样量 30 匹
、

标

样和样品浓度为 4
.

g lnIL
o F L

.

2 结果

2
.

I C阅
10 与烟草品种 (系 )的关系

不同烟草品种 (系 )悬浮培养细胞

从表 1 可见
,

不同品种 (系 )烟

草细胞中 G 喊2
1。含量差异较大

,

其中

印I D」Y 细胞中含量最高
,
二 ( C闪

1。
)
二

189 子叮 g
,

NC 最 低 w ( NC 82 )
二

46 1娜 g
,

二者相差 4
.

1倍多
.

s d后
,

细胞中 C oQ
or 含量如表 1

表 1 不同烟草品种 (系 )悬浮培养细胞 Q q 。含 l

品种 (系 ) N8C 2 oC 176 3K 26 1丑丑刀Y

功
( e oQ

I。
) / (雌

·

g
一 `

)
` ) 肠 叨 5 5 1 59

l) 每克干 细胞质量

2
.

2 烟草细胞生长与 CoQ
10 含量的关系

烟草细胞生长与 oC QI
。含量的关系如图 1

.

从图 1可见
,

悬浮培养第 4 d 到第 6 d 为细胞生长的对数增长期
,

第 6 d 细胞干质量达到最

大
,

第 8 d C oQ 10 含量和 CoQ 10, 急量达到最大
,

这与 sT u

~
等 ( 19 7 6 )的结果相似

.



第 4期 康起亮等
:
从烟草悬浮细胞制备辅酶 场。的初步研究

Co Q
I。

含量

C o
Q

,。
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图 1 烟草细胞生长与 Q Q
I。
含量的关系

2
.

3 几种植物生长调节剂对烟草细胞生长和 C阅
10 含量的影响

以 巧 为 基 本 培 养 表 2 几种生长调节剂对细胞生长和含 l 的影响

基
,

用不 同浓度 B A
、
IAA

、

NA A
、
2

,

4
一

D 分别进行 实

验
,

结果 (表 z) 表明
,

各参

试浓度 的 B A
、

K T 对烟草

细胞生长 有显 著的促 进

作用
,

但各浓度间差异不

明显
,

而 C O
Q

I。含 量 略下

降 ; IAA
、

NAA 对细胞生长

和 Co
Q

I。含量均无 明显影

响
,

但各浓度间有一定差

异 ; 2
,

4
一

D 不利于 细胞生

长
,

却能 明显 提高 C O
Q

I。

可生长调节剂 ) / (mg
·

L
一 ’

) 住 02 .0 20 1
.

00

BA w (。 q
。
) / (腮

·

g
一 `

) l芍 z乃 1 15

每瓶细胞干质量 / g 仓叹 6 1
.

01 9 4 .0妞 7

rK w (〔闪
阅
) / (滩

·

g
一 ’

) l努 l刃 l刃

每瓶细胞干质量 / 9 1
.

125 4 1
.

n 3 9 1
.

哪 7

认A 切
(&临

。 ) / (鸿
·

g
一 ’

)
·

l夕 哟 l巧

每瓶细胞干质量 / 9 .0 745 7 .0 刀 1 7 住珊 2

切
(& q

。 ) / (鸿
·

g
一 ,

) x犯 115 107
卜AA

- - - .

_ _

每瓶细胞干质量 / 9 .0 742 3 .0必 2 .0 卿 0

2, 今 D 切
( Q q

。
) / (滩 ,g

一 ’
) 加 1 加 璐

每瓶细胞干质量 / 9 .0 85 1 8 .0双 7 .0 71 7 3

CK
叨

( Q习旧 ) / (鸿
·

g
一 ’

) l份 l科 l已

每瓶细胞干质量怡 .0皿 4 .0肠 7 .0卿 0

含量
.

2
.

3
.

1 不 同浓度的 KT 对细胞生长和 Co
Q

10
含量的影响 以 岱 为基本培养基 (C K )

,

用不同浓

度的 KT 分别进行实验
,

测定不同浓度的 rK 对细胞和 Co
Q

I。含量的影响
,

结果 (图 2 )表明
,

KT
可 以有效地促进细胞生长

,

各处理细胞干质量平均比对照增加 0
.

3巧 9 岁瓶
,

每瓶的 CoQ 10, 急量

略有增加
,

但 肠Q
I。含量却略有降低

.

不同 KT 浓度间
,

细胞干质量
、

肠Q
l。
质量分数及总量相差

不大
,

其变化范围分别为每瓶 1
.

12 2 一 1
.

12 1 9
,

12 7 一 1 32 尸岁 g
,

每瓶 14 1 一 14 7 此
.

细胞干质量

oC Q ,。含量

oC Q
I。
总量

.口圈

005000500
,一,1̀..1

贺ù喇鸽留界樱十牵理ù喇铂。ōo。。撰.
ǎ一
l切

.

鱿àùǎ
。ù06à

录

C K O刀2 0 2 1

夕体刀 / (m g
·

L 一 ` )

2 4

图 2 不同浓赓的 灯对细胞生长和 C阅10 含量的影响
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2
.

3
.

2 不 同浓度的 2
,

4
一

D 对细胞生长和 c心 10含量的影响 以 巧 为基本培养基 ( c )K
,

用不

同浓度的 孰4
一

D 分别测定其对细胞生长和 C oQ 10 含量的影响
.

结果 (图 3 )表明
,

当 2
,

4
一

D 质量

浓度 由 0 一 8
.

0 11

娜 L 时
,

。心or 质量分数由 164
一 3犯 尸岁 g

,

而细胞干质量却由 0
.

7 61 1 岁瓶降至

0
.

37 7 0 盯瓶
.

说明高浓度的 2
,

4
一

D 有利于 C oQ 10含量增加
,

却抑制了细胞生长
.

从 。叼
1。总量

(留瓶 )来看
,

2
,

4
一

D 质量浓度 以 0
,

5 一 1
.

0 11

娜L 为佳
,

其 CoQ
10 总量在 19 1 一 18 7 2刁瓶之间

,

比对

照增加了 62 尸g/ 瓶
.

细胞干质量

oC Q
,。
含量

oC Q
,。
总量

.口圈
500050005000500

内、内J勺ù,ù
` .五、工

笙一喇唱十理界星浦理一喇铂。工b6樱珍
ǎ工 ,笙àù飞口6à泌

p ( 2
,

4 一

D ) / (m g
·

L 一 ’ )

图 3 不同浓度的 2
,

-4 D 对细胞生长和 《
闪

10 含量的影响

2
.

3
.

3 不 同浓度的 2
,

4
一

D 和 KT 的组合效应 同样以 巧 为基本培养基 ( C K )
,

选用 KT 质量浓

度为 0
.

02
、

2
.

0 1119 / L 与质量浓度为 0
.

5
、

1
.

0
、

2
.

0
、

4
.

o m g/ L 的 2
,

4
一

D 进行组合实验
,

分别测定

细胞生长和 Co
Q

I。含量
.

结果 (图 4) 表明
,

可KT )
= 2

.

0 11唱 / L 各组合
,

细胞干质量普遍 比 (KT )
二

0
.

02
n

娜 L 各组合高
,

而 oC QI
。含量稍低

,

可KT )
二 0

.

02
11唱 / L 和 p ( 2

,

4
一

o)
= 2

.

0 11

娜 L 组合时
,

、 ( CoQ
I。
)

= 2 2 7 矛斗州g
,

总量为每瓶 23 0 滩
.

P 帐刀
= 0刃 Z m g / L P ( K刀 = 2

.

o m g / L

细胞干质量

oC Q且。含量

oC Q
I。 总量

.口圈

笙ù喇妈十留毓樱潇望ù喇劝。一。6星攀
ǎ工;翼ù飞yC6à
金

尸 (2
,

4 一

D ) / (m g
·

L 一 ’ )

图 4 不同浓度 2
,

今 D 和 盯组合效应

2
.

4 Q心功的分离纯化与纯度检测

100 9烟草细胞 (鲜质量 )
,

经丙酮抽提
,

石油醚萃取
,

获得 300 mL o刃
l。石油醚液

,

蒸发浓缩

至 20 rnL
,

经硅胶层析纯化
,

可获得 。 Q
I。
黄色针状结晶 7 23 此 (图 5)

.

回收率达 59
.

2%
.

纯化结

果如表 3
.

结晶 C oQ
10经 Hr LC 检测表明

,

其纯度为 97
.

7%
.
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