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氮素对印楝愈伤组织和悬浮细胞培养的影响 
 

韩广建，李兴林，别振宇，张国运 
(工业发酵微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：通过改变印楝组织培养基中硝态氮与铵态氮物质的量比，并与培养物的生物量、可溶性蛋白含量、印楝素、柠

檬苦素含量相关联，探讨了 MS 培养基中氮素对印楝愈伤组织和悬浮细胞培养的影响．实验结果表明：在印楝的愈伤

组织培养过程中，当硝态氮与铵态氮物质的量比为 4∶1 时，生物量、可溶性蛋白含量、印楝素以及柠檬苦素含量均达

到最大积累量；在悬浮细胞培养的过程中，当硝态氮与铵态氮物质的量比为 3∶1 时，可溶性蛋白含量、印楝素以及柠

檬苦素含量达到最高，而在 2∶1 时生物量达到最大．因此，印楝组织培养的不同阶段应该采用不同形式氮素比例的培

养基，只有这样才能获得最佳的目标培养物． 
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Effects of Nitrogen on Azadirachta indica A. Juss Callus  

and Suspension Culture 

HAN Guangjian，LI Xinglin，BIE Zhenyu，ZHANG Guoyun 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：To study the effects of nitrogen in MS medium on neem(Azadirachta indica A. Juss)tissue culture，we deter-

mined the biomass，soluble protein content，azadirachtin and limonoid contents of neem callus and suspension cells in the 

end of their cultures by changing the ratio between nitrate and ammonium. The results indicate，that while culturing callus，

the four measurement indicators reached the maximum accumulation when the ratio of nitrate to ammonium was 4∶1；while 

culturing suspension cells，the soluble protein contain，azadirachtin and limonoids contains got their maximum when the ratio 

of nitrate to ammonium was 3∶1，but the maximum biomass was obtained when the ratio was 2∶1. In conclusion，the ratio 

between nitrate and ammonium in the MS medium should be corresponded with the objects being cultured at different peri-

ods．Only in this way，can we get the best target cultures.  
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印楝(Azadirachta indica A. Juss)，楝科楝属植

物，生长于印巴次大陆，内含多种生物活性物质，其

中，活性最强的是印楝素[1]．印楝素，四环三萜类化

合物，属于柠檬苦素类物质，主要存在于印楝种仁

中，具有广泛的生物杀虫效果．由于种仁的生产力有

限，人们通过植物组织培养的技术对印楝素进行大规

模生产．影响印楝组织培养的因素有很多[2–3]，比如

碳素、氮素、激素、溶氧量等． 

氮素对植物生理代谢和生长有重要作用．印楝

细胞中氮素含量的多少及氮素的存在形式都直接影

响着印楝组织的生长和代谢产物的积累．氮素主要

以硝态氮(
3

NO - N
− )和铵态氮(

4
NH - N

+ )的形式被植

物直接吸收和利用[4–5]．在印楝的组织培养研究中，

Prakash 等[6]指出，仅以硝态氮为氮素时，培养物有较

高 的 细 胞 生 长(7.1,g/L)和 印 楝 素 积 累(每 克 细 胞

1.76,mg，每升培养物 12.49,mg)，而高铵态氮对细胞
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生长和印楝素形成有抑制作用．但是，同时以硝态氮

和铵态氮为氮素时，有利于印楝素在胞内胞外积累的

有效分配．Sujanya 等[7]研究表明，以 MS 培养基[8]为

基准，在其他成分及浓度相同条件下，当硝态氮与铵

态氮的物质的量比为 4∶1 时，印楝素从胞内几乎完

全转移到了胞外．然而，作者对产生这种结果的机理

没有探讨．众所周知，可溶性蛋白是植物中酶的重要

组成部分，其直接或间接影响着植物生长代谢活动，

是重要的生理生化指标之一．基于此，本文旨在探讨

不同氮素对印楝愈伤组织和悬浮细胞培养的影响，主

要通过考察细胞中生物量、可溶性蛋白、印楝素以及

柠檬苦素类物质(AZRL)含量筛选最佳氮素，为利用

细胞工程手段生产印楝素提供参考依据． 

1 材料与方法 

1.1 印楝来源 

印楝种子购于云南天宇种子公司，种植于天津科

技大学泰达校区．印楝幼叶采摘于印楝种子萌发生

长两年后的幼株． 

1.2 主要试剂及仪器 

印楝素标准品，美国 Sigma 公司；柠檬苦素标准

品，上海纯优生物科技有限公司；考马斯亮蓝 G-

250、牛血清白蛋白(BSA)标准品，上海索莱宝生物

科技有限公司． 

TDL-40B 型离心机，上海安亭科学仪器厂；TU-

1810 型紫外–可见光分光光度计，北京普析通用仪器

有限责任公司；Agilent 1200 型高效液相色谱仪，安

捷伦科技有限公司． 

1.3 印楝愈伤组织的诱导 

取幼嫩的叶片作为外植体，在流动自来水下冲洗

3～5,h．然后将外植体移至无菌超净台上，用 2%,的

NaClO 浸泡消毒约 10,min，无菌蒸馏水冲洗 3 次，再

用 75%,酒精消毒 3 次，每次 30,s，并且每次酒精消毒

后均用无菌蒸馏水冲洗 3 次．继之，用无菌滤纸将外

植体(幼叶)表面上的水珠吸干净，并将叶片的锯齿状

边缘部分以及叶柄去除，之后再切割成约 1,cm
2 的小

块，分别转接到含有蔗糖 3%,、琼脂 0.65%,的 MS
[8]＋

NAA(1.0,mg/L) ＋ 6-BA(3.0,mg/L) 、MS ＋ NAA 

(1.0,mg/L)+6-BA(3.0,mg/L)+KNO3(1.99,g/L) 、MS+ 

NAA(1.0,mg/L)＋6-BA(3.0,mg/L)＋KNO3(3.98,g/L)

固体培养基上，在(25±2)℃下进行黑暗培养[9]．经

20,d 后，分别将上述 3 种愈伤组织在相应的培养基上

进行继代培养． 

1.4 印楝细胞培养的建立 

在氮素的物质的量比不同的培养基上，分别取第

3 次继代培养的浅黄松散愈伤组织适量，在无菌条件

下切碎，称取 5,g(以鲜质 量计)，相应地转 接 到

100,mL 含有3%,蔗糖的 MS＋NAA(1.0,mg/L)＋6-BA 

(3.0,mg/L) 、MS+NAA(1.0,mg/L)+6-BA(3.0,mg/L)+ 

KNO3(1.99,g/L) 、MS ＋ NAA1.0,mg/L) ＋ 6-BA 

(3.0,mg/L)＋KNO3(3.98,g/L)液体培养液中．然后在

(25±2)℃、转速 125,r/min、光/暗周期 8,h/16,h
[7]的条

件下进行振荡培养．每隔 12,d继代培养 1 次，继代培

养接种量为 30%,． 

1.5 测定方法 

1.5.1 印楝细胞生物量的测定 

参考 Raval 等[10]描述的生物量测定方法．将细胞

悬浮液 3,000,r/min 离心 20,min，收集离心沉淀物，放

入预称量的铝盘中称质量，与接种量相比，二者之差

即为细胞鲜质量．然后对鲜细胞进行 60,℃干燥至质

量恒定，即为细胞干质量． 

1.5.2 可溶性蛋白含量的测定
[11–12]

 

最大吸收波长扫描：精确称取牛血清白蛋白

(BSA)标准品 0.020,0,g，用蒸馏水定容至 100,mL，即

得 200,µg/mL 的 BSA 标准溶液．然后分别量取 BSA

标准溶液 0.0、0.2、0.4、0.6,mL，用蒸馏水补充至

1.0,mL，并加 5,mL 的考马斯亮蓝 G-250 溶液，充分

混匀后静置 5,min，然后在 400～600,nm 波长范围内

扫描．结果在 590,nm处呈现最大吸收峰． 

可溶性蛋白含量标准曲线的确定：分别量取

0.0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0,mL BSA 标准溶液于 6 支

10,mL 试管中，并用蒸馏水补充至 1.0,mL．然后向各

试管中加入 5,mL 考马斯亮蓝 G-250 溶液，混匀后静

置 5,min，在 590,nm 波长处测定其吸光度．以吸光度

对可溶性蛋白含量做回归处理，得到回归方程 y＝

0.995,1,x＋0.099,7，R2＝0.993,6． 

样品液的制备：称取印楝组织或细胞鲜样 0.5,g，

加入 3,mL 磷酸缓冲液(PBS)和适量石英砂，冰浴研

磨后移入 10,mL 离心管中，再用 5,mL pH 7.8缓冲液

冲洗，一并转入 10,mL 离心管中，于 4,℃、12,000g 

离心 15,min，收集上清液即为可溶性蛋白质提取液，

4,℃冰箱保存备用． 

样品液中可溶性蛋白含量的测定：取上述提取液 

1.0,mL，加 5,mL 的考马斯亮蓝 G-250 溶液，在旋涡

混合器上混合处理，静置 5,min，在 590,nm 处测定吸

光度．结合回归方程和式(1)计算出鲜样中可溶性蛋

白质含量(mg/g)． 
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 可溶性蛋白质含量 1 1

2 2

mV

V m
=  (1)

 

式中：m1 为查标准曲线所得的每管可溶性蛋白的质

量，mg；V1 为提取液总体积，mL；V2 为测定所提取液

体积，mL；m2 为取样量，g. 

1.5.3 印楝素含量的测定
[13]

 

印楝素标准曲线的确定：精确称取印楝素标准品

0 . 002 , 0 , g，用色谱纯甲醇定容至 10 ,mL，即得

0.2,mg/mL 的印楝素标准溶液．然后分别量取印楝素

标准溶液 0.0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0,mL，用色谱纯甲

醇补充至 1.0,mL，过膜(0.22,µm)后用高效液相色谱

仪进行测定．以吸收峰面积对印楝素含量做回归处

理，得到回归方程 y＝1.611,x＋62.231，R2＝0.991,3． 

依据回归方程可计算样品中印楝素的含量． 

印楝素高效液相测定条件：固定相为 C18 柱

(250,mm×4.6,mm，45,℃)，流动相为甲醇与水(体积

比为 55∶45)，流量 1.0,mL/min，检测波长 217,nm，

出峰时间约为 4.8,min． 

样品中印楝素含量的测定：称取 1.0,g(以干质量

计)愈伤组织(或悬浮细胞)，浸泡于 10,mL 甲醇中进

行提取，并按体积比 60∶40 的比例向甲醇提取液中

添加无菌蒸馏水，然后用与甲醇提取液体积相同的二

氯甲烷萃取 15,min，萃取两次，合并两次萃取液，之

后进行 40,℃真空旋转蒸发．旋转蒸发后的产物用

5,mL 色谱纯甲醇重溶并过膜(0.22,µm)，运用高效液

相色谱(HPLC)法进行印楝素含量测定．由回归方程

计算样品溶液中印楝素的含量． 

1.5.4 柠檬苦素含量的测定 

柠檬苦素标准曲线的确定：精确称取柠檬苦素标

准品 5.00,mg 置于 50,mL 容量瓶中，用二氯甲烷定

容，即得 0.1,mg/mL 的柠檬苦素标准溶液．分别量取

0.0、0.3、0.5、0.7、0.9、1.1、1.4,mL 标准溶液置于 7 支

10,mL 试管中，用二氯甲烷分别定容至 1.4,mL；加入

0.02,g/mL 香草醛甲醇溶液 0.4,mL，混匀后室温放置

2,min；添加 0.6,mL 浓硫酸，并迅速振荡 10,s，再加入

1.4,mL 的甲醇溶液；静置 10,min 后于 579,nm处测定

其吸光度．以吸光度对柠檬苦素含量做回归处理，得

到回归方程 y＝2.696,5,x－0.120,4，R2＝0.993,0．依

据回归方程计算样品中柠檬苦素的含量． 

样品中柠檬苦素含量的测定[14]：将印楝组织在

40,℃下烘干至质量恒定；称取样品 0.15,g(以干质量

计)，浸泡于 10,mL 甲醇中进行提取，并按体积比

60∶40 的比例向甲醇提取液中添加无菌蒸馏水，然

后 用 与甲醇提取液体积 相 同 的二氯甲烷萃取

15,min，萃取两次，合并两次萃取液，之后进行 40,℃

真空旋转蒸发．旋转蒸发后的产物用 5,mL 二氯甲烷

重溶，即得样液．取 1.4,mL 样液于试管中，加入

0.02,g/mL 香草醛甲醇溶液 0.4,mL，混匀后室温静置

2,min；然后加入 0.6,mL 浓硫酸，并迅速振荡 10,s；

再加入 1.4,mL 的甲醇溶液，以二氯甲烷作为空白对

照，测定其吸光度．由回归方程计算样品溶液中柠檬

苦素的含量． 

1.5.5 数据处理 

通过 Excel 和 SPSS软件对实验数据进行统计检

验和显著性分析． 

2 结果与讨论 

2.1 氮素对生物量的影响 

硝态氮与铵态氮物质的量比对生物量的影响见

表 1．在 3 种不同的硝态氮与铵态氮物质的量比下，

印楝愈伤组织和悬浮细胞中的生物量均随硝态氮与

铵态氮物质的量比的增加而增加，并在硝态氮与铵态

氮物质的量比为 4∶1 时达到最大，分别为 35.85,g/L

和 92.13,g/L．硝态氮含量增加的同时培养系统中的

氮素含量也增加，而氮素的增加有利于生物量的增

加．这与 Rodrigues 等[15]所报道高氮素增加了生物量

的结果相同． 

表 1 硝态氮与铵态氮物质的量比对生物量的影响(n＝3) 

Tab. 1 Effect of the ratio of nitrate to ammonium on the 

biomass of Azadirachta indica A. Juss (n＝3) 

 

 

生物量/(g·L
-1) 

3
(NO - N)n

− ∶
4

(NH - N)n
+  

愈伤组织 悬浮细胞 

2∶1 30.55±1.24b 61.97±4.91c

3∶1 32.30±1.05b 75.03±5.16b

4∶1 35.85±2.11a 92.13±5.41a

 注：不同字母分别代表同组中两两比较有显著性差异(P＜0.05)． 

同时，由表 1 也可以看出：在 3 种不同硝态氮与

铵态氮物质的量比的情况下，悬浮细胞的生物量两两

间有显著性差异；但是愈伤组织的生物量，在硝态氮

与铵态氮物质的量比为 2∶1 和 3∶1 时没有显著性

差异．这可能是由于印楝细胞呈悬浮状态时，有利于

细胞对氧的吸收，有利于细胞的新陈代谢，从而有利

于细胞的生长．溶氧量对细胞生物量的影响在多种

文献中[15–16]也有报道． 

2.2 氮素对可溶性蛋白含量的影响 

如表 2 所示，在 3 种不同的硝态氮与铵态氮物质
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的量比下，印楝愈伤组织中的可溶性蛋白含量随硝态

氮与铵态氮物质的量比的增加而增加，在硝态氮与铵

态氮物质的量比为 4∶1 时达到最大(12.67,mg/g)，

但在硝态氮与铵态氮物质的量比为 3∶1 和 4∶1 时，

二者的可溶性蛋白含量几乎相同，并没有显著性 

差异． 

印楝悬浮细胞中的可溶性蛋白随硝态氮与铵态

氮物质的量比的增加而先升高再降低，在硝态氮与铵

态氮物质的量比为 3∶1 时达到最大(10.18,mg/g).并

且，在硝态氮与铵态氮物质的量比为 4∶1 的悬浮细

胞中的可溶性蛋白比 2∶1 的少，但也没有显著性 

差异． 

表 2  硝态氮与铵态氮物质的量比对可溶性蛋白含量的

影响(n＝3) 

Tab. 2  Effect of the ratio of nitrate to ammonium on solu-

ble protein content of Azadirachta indica A. Juss

(n＝3) 

 

可溶性蛋白含量/(mg·g
-1) 

3
(NO - N)n

− ∶
4

(NH - N)n
+  

愈伤组织 悬浮细胞 

2∶1 07.01±0.05cb 05.03±0.10bb 

3∶1 12.56±0.09ab 10.18±0.77ab 

4∶1 12.67±0.34ab 04.04±0.07bc 

 注：不同字母分别代表同组中两两比较有显著性差异(P＜0.05)． 

可溶性蛋白质是植物所有蛋白质组分中最活跃

的一部分，包括各种酶源、酶分子和代谢调节物[17]. 

硝酸盐含量的增加，可能刺激了印楝愈伤组织中代谢

酶的活性，从而使得硝态氮与铵态氮物质的量比为

3∶1 和 4∶1 的愈伤组织中可溶性蛋白含量提高．但

是，同种植物不同组织的生物特性也不尽相同，因

此，即使都是由幼叶产生的在相同氮素比例下的愈伤

组织和悬浮细胞，二者中的可溶性蛋白变化趋势不

同，含量也不同． 

2.3 氮素对印楝素含量的影响 

在 3 种不同的硝态氮与铵态氮物质的量比下，印

楝愈伤组织中的印楝素含量随硝态氮与铵态氮物质

的量比的增加而增加，并在硝态氮与铵态氮物质的量

比为 4∶1 时达到最大(37.55,µg/g，以鲜质量计)，硝

态氮的增加提高了代谢物印楝素的含量(表 3)，这与

Prakash 等[6]所报道的硝酸盐有利于印楝素的积累结

果相似．但是，印楝悬浮细胞中的印楝素含量却是随

着硝态氮与铵态氮物质的量比的增加而先升高再降

低，在硝态氮与铵态氮物质的量比为 3∶1 时达到最

大(35.61,µg/g，以鲜质量计)，这与 Sujanya 等[7]所报

道的当硝态氮与铵态氮物质的量比为 3∶1 时胞内印

楝素含量达到最大的结果相近． 

由印楝素在愈伤组织中的递增变化以及在悬浮

细胞中先增后减的变化结果可以看出，相同的诱导

源，不同的印楝组织细胞，其生理特性也不同．这与

Kumar 等[18–19]所报道的生理特性和环境因素影响印

楝组织中的印楝素含量结果相一致． 

表 3 硝态氮与铵态氮物质的量比对印楝素含量的影响

(n＝3) 

Tab. 3 Effect of the ratio of nitrate to ammonium on 

azadirachtin content of of Azadirachta indica A.

Juss (n＝3) 

 

印楝素含量/(µg·g
-1) 

3
(NO - N)n

− ∶
4

(NH - N)n
+  

愈伤组织 悬浮细胞 

2∶1 27.22±0.46c 32.87±0.54bb 

3∶1 32.33±0.57b 35.61±0.35ab 

4∶1 37.55±0.64a 31.35±0.25bc 

注：不同字母分别代表同组中两两比较有显著性差异(P＜0.05)． 

2.4 氮素对柠檬苦素含量的影响 

如表 4 所示，在 3 种不同的硝态氮与铵态氮物质

的量比下，印楝愈伤组织中的柠檬苦素含量随硝态氮

与铵态氮物质的量比的增加而增加，并在硝态氮与铵

态氮物质的量比为 4∶1 时达到最大(116.10,µg/g，以

鲜质量计)，而在悬浮细胞中的柠檬苦素含量却随着

硝态氮与铵态氮物质的量比的增加而先升高再降低，

在硝态氮与铵态氮物质的量比为 3∶1 时达到最大

(123.20,µg/g，以鲜质量计)．但是，无论在愈伤组织

中还是在悬浮细胞中，印楝素含量与柠檬苦素含量表

现出同样的变化趋势，并且在各个不同的硝态氮与铵

态氮物质的量比下，印楝素含量总保持低于柠檬苦素

含量水平，并呈正相关，这由印楝素属于一种柠檬苦

素类物质[20]的性质决定． 

表 4 硝态氮与铵态氮物质的量比对柠檬苦素含量的影

响(n＝3) 

Tab. 4 Effect of the ratio of nitrate to ammonium on li-

monoid content of of Azadirachta indica A. Juss

(n＝3) 

 

柠檬苦素含量/(µg·g
-1) 

3
(NO - N)n

− ∶
4

(NH - N)n
+  

愈伤组织 悬浮细胞 

2∶1 090.14±1.26b 120.04±1.50ab 

3∶1 098.79±4.89b 123.20±0.11ab 

4∶1 116.10±2.70a 118.52±0.47bb 

 注：不同字母分别代表同组中两两比较有显著性差异(P＜0.05)． 

尽管培养物中可溶性蛋白含量与印楝素和柠檬

苦素含量的变化趋势相同，但同样的可溶性蛋白含

量，在愈伤组织和悬浮细胞中却表现出不同的变化趋

势．在愈伤组织中表现出递增趋势，而在悬浮细胞中

表现出先升后降的趋势，这可能与其组织中相关代谢
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酶的活性变化有关[21]． 

3 结 论 

  不同物质的量比下的硝态氮与铵态氮(
3

NO - N
− ∶

4
NH - N

+ ＝2∶1、3∶1 和 4∶1)显著影响了印楝组织

细胞的增殖以及印楝素、柠檬苦素的含量．结果表

明：利用培养愈伤组织积累印楝素时，应采用物质的

量比为 4∶1 的氮素；利用悬浮培养生产印楝素时，

应采用两阶段培养法(细胞增殖阶段使用物质的量比

为 2∶1 的氮素，印楝素积累阶段应使用物质的量比

为 3∶1 的氮素)．但是，在悬浮细胞培养中，物质的

量比为 4∶1 的氮素是否更有利于细胞外排印楝素及

其机理还有待进一步研究． 
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