
� � 卷 � 期 环 境 科 学

协中甲甲甲甲中中中中下
令 丈� � �记� 八吧七

�

奄口 今
令双月 � �

� �目� 丁供 奎
恤净净净十于净净于净书

钻 � 亚 �和镍 � � �对长春花
�

�

�
� � 细胞悬浮生长的影响

朱利中
�杭州大学化学 系

,

杭州 � �� � � �  

�
�

�
�

� � ��� �

�伐��
�

� � � � � �
�

� ��
,

� � � � � 一 � �  ,

】�
�
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摘要 研究 了 �� �
�

� 条件下
,

钻 � � �和镍 � � �对长春花 �
�

� �� 细胞悬浮培养生长的影响
。

当介质中钻的起始浓度为

。
�

� � �
�

。卜� � � � 时
,

能轻微刺激 �� �
�� 细胞的生 长

,

「��� � �」� �
�

。陀� � �
,

〔� � � �」� �� 。,‘� � � � 时
,

阻碍细胞生

长
,

��抑制程度与介质中钻 � � �
。

镍 � � �的浓度相关
�它们的最小致死浓度分别为 � �� �雌� � � ��� � �和 �� �陀� � � ��

串 , 钻了‘ �较容易被 � � 。所吸收
,

而镍� � �的毒性相对较大
。

关徽词 钻
,

镍
,

长春花 �
�

�
、 ,

毒性效应
。

钻和镍在生物有机体中具有重要作用
,

是许

多植物生长的必需元素
。

不少文献报道微量镍可

以轻度刺激植物生长
。

� �  ! 年
,

� �� �� 和 ��
� �

��  ! 发现在植株上喷洒很稀的镍盐溶液可以增

加土豆 的产量 � , � �

伪�
� � ��� � ���� 和 � �� � � � � � � �

年报道
,

喷洒微量镍可以增加葡萄的产量�� 
。

最

近
,

任� � � 和 ��� �� �� 等研究表 明镍是许 多酶体

系所必需的以
‘�

。

人们早就知道钻是反当动物所

必需的元素
。

� �  � 年
,

发现钻是所有动物所必需

的维 生素 � 的组成部分
� � � � � 年

,

� �� �
一

� � � � � �

等发现钻是淡水兰绿藻生长所必需的元素
〔�〕�此

后
,

� � � �� 和 � �� � �
等证实钻是共生 固氮所不

可缺少的民
�〕

。

但迄今
,

未曾见过钻
,

镍等重金属

对细胞悬浮培养生长影响的报道
。

本文主要从环境科学的角度研究 ��� � �
,

� �� � �对长春花 �
�

� �� 细胞悬浮培养生长的

影响
�
同时为选择代谢诱导物提供参考

。

� 实验材料和方法

� � 主要试剂

� � � � �
�

� �� � �标准溶液 ��� � � � ��
�

将 �
�

� � � ��

��� �
�

�

� �
�
� 或 �

�

� � � � � � �� �
�

�

��
�
� 分别溶 解

在 �� � � � �蒸馏水中
,

即可配得
。

�
�

� �
�

�� ��
�
细胞悬浮培养

往每只 �� � � �三角锥瓶中加入 � � � � �� ��

介质 �表 � �
,

再加入不同量的钻 � � �或镍 � � �标

准溶液及蒸馏水
,

使其溶液总体积均为 ��� � �
,

用 � � �� 或 � � �溶液调介质 � � 为 �
�

�
。

然后用

棉纱塞子塞住瓶 口
,

铝箔纸封好口
。

将盛有培养

介质的三 角烧瓶放入高 温高压 消毒器中
,

在

� � � �
,

�����下消毒 � �� ��
,

取出后冷却至室温
,

在植物组织培养箱 中分别移入 �� �� 已在 �
一

� �

介质�� 〕中培养 ��� 的 �
�

�
� �
细胞悬浮液

�
此

时
,

培养介质中 ��� � �和 � �� � �的浓 度 均为

。一 ��
�

�拜� � � �将所有锥形瓶固定在旋转摇瓶机

中 �� � �
� � � �� �

,

在 � �
�

� 下避光培养
�
每隔几 日取

�� �培养液
,

测定其上层清液的折光率
,

以监示

�
�

�
� , 细胞悬浮生长的情况

�
待细胞孵化完全

�� � � �后
,

用 ��
� � ��� �� 滤纸真空过滤悬浮液

,

用

蒸馏水洗涤 � 次
,

滤干后即可得湿重
,

将培养产

物放人冰箱中冷冻
,

经低温真空干燥后 可得干

重
,

计算可 得 不 同 钻 � � � 或镍 � 皿 �浓 度 下

�� � � 年 � 月 � 日收到修改稿
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〔
、 �

。”阳、
的生物产率 �相对于对照组 �

。

�
�

�� ��
�

细胞悬浮培养实验均重复
一
次

�

生物产率取其平

均流

表 � �’
�

,。�’, “ ,
细胞悬浮培养液 �� �� �的组成
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1. 3 样品分析

应用 A A 1275 型原子吸收分光光度计测定

滤液中C o( I )
.
Ni ( l )的残留量(石墨炉原子吸

收法的检出限分别为 C
。 : Z n g / m l

,

Ni

:

sn
g

/ m l )

。

干燥细胞样品的分析步骤如下
:
取 0
.
29 干燥样

品于 Io om l烧杯中
,

加入 sm !浓 H N O
,

和 lm l浓

H ZSO j
,

放置 lh
,

然后在电热板上加热
,

直到溶液

变清
.
消解完全

,

冷却后转移到 som l容量瓶 中
,

用蒸馏水稀释至刻度
,

摇匀
。

有部分样品溶液还

需进一步稀释
。

用原子吸收法测定C
o 和 N i的含

童
。

结果表明
,

{

:

燥细胞样品中镍 (或钻 )的含量

与相应滤液中镍(或钻 )的残留量之和基本等于

培养介质中起始镍(或钻 )的总量
;说明细胞悬浮

培养过程中锥形瓶对镍或钻的吸附可忽略不计
。

2 结果与讨论

2
.
1 钻

.
镍对 C

.
、

。。 细胞悬浮生长的影响

钻 ( 皿 )镍( 西 )对 C
.

,

拼。,
细胞悬浮培养生

长的彩响 见图 l
。

实验表明
,

在 PH S
.
5 条件下

,

钻

( I )浓度低于 0
.
10肛g / m l 时

,

〔
’ ,

ros

e :
‘s 细胞生长

正常
;当介质 中钻的起始浓度在 0

.
50一2

.
0拌g /

m l 时
,

对 C
.

,

二。:细胞生长有一定的促进作用
,

其 生物 产 率 为对 照 组 的 105% 一 10 %
;
当[C

o

( I )]> 4
·

0 林g /m l时
,

( 了
.

,

、eu、 细胞生 长受到抑

制
,

其生物产率随着介质中 6 ( l )起始浓度的

增 大 而 下 降
;当 培 养 介质中 〔汤 ( 亚 ) 浓 度为

50产g / n , l 时
.
〔

、.

rt,.v
eu: 细胞不生长

,

随即死亡
。

〔二〔)

( l ) 对 C. ros 。。 细 胞 生 长 的 最 小抑 制 浓 度

(M IC )和最小致死浓度 (M l
一

C )分另!l为 4
·

O
扛g / m l

和 50. 0拜g / m !
,

I C

。 ,

( 生物产率降低 50 % 时金 属

离子的起始浓度)为 8
.
17拼g /m l

。

镍对 C
.
ro.f

尸
us

细胞悬浮培养生长有较大的影响
;当〔Ni ( n )]<

l
·

0 0 9
/

m l 时
,

〔
’ ·

ros

‘u s 细胞生长正常
;较高浓夕变

的 N i( l )将抑制 〔
’.

ro.’
尸“、 细胞生长

;N i( 皿 )浓

度为 10
·

O 陀/m l时
,

〔
’ .

rt 。。, ‘、

细胞 不 件三长
,

随即

死亡
。

N i ( I ) 的 M IC 和 M I
碑

(

’

值分别为 1
.
0拌g /

m l 和 10
·

0 拌g / m l
,

I C

: , ,

为 6一7拌g / m l
,

由此可 见
,

就 C
.
ros 。

,
细 胞悬浮培养体系而言

,

Ni
( I ) 比

C o ( I )有较大的毒性
。

2. 2
C.

ros

eu

、
对钻

、

镍的吸收和富集作用

Co ( 亚 )和 N i( l )可 以被各种植物所吸收
。

图 2 是 c
.
ros eu

: 细胞在不同金属浓度培养介质

中吸收 Co( l )和 N i( l )的情况
。

通过计算培养

介质中C o( . )或 N i( 西 )的起始浓度与收获时介

质中的残留浓度之差
,

可得 C
.
ros eu

、 细胞对 C
o

( 贾 ) 或 Ni ( I ) 的 百 分 吸 收 率
。

实 验 表 明
,

〔
’·

rOs

尸,‘s 细胞对 C o ( l )
,

N i ( I ) 的百分吸收率

随着介质中相应金属浓度的增加而逐渐减小
。

在

金属离子浓度较低时
,

C

.

ros
eu

、细胞呈现较高的

吸收率
;
相对而言

,

C o(
l ) 较容易被 C

.
ros 。

:细

胞所吸收
。

C

.

ro.s

eu

: 细胞中金属的含量与其在培

养介质中的浓度成正相关(表 2)
。

将干燥细胞样

品中金属的含量与它们在介质中的起始浓度之

比称为 C
.
ros
eu、对 Co ( 瓦 )或 N i( l )的生物富集

系数
;生物富集系数与培养中 c o( l )

,

Ni
( 1 ) 浓

度有关
,

其最大生物富集系数 见表 2
。

实验结果

表明
,

当介质中 C o( I ) ,

N i (
I

) 的起始浓度为

50
·

0 拌g / m l时
,

它们在干燥 e
.
。

。u 、 细胞样品中

的含量分别为 22
.
om g/g 和 1

.
s 7m g /g

。

说明
,

C
o
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( I )较容易被 C
.

~
us 细胞吸收富集

。

C
o
( 川

别402060
�欲�要礼葬州

N i(川

0 10 20 30 40

金属离子浓度 加g/ m l)

综上所述
,

在所试的金属浓度范围内
,

Ni
( I ) 不

能促进 C
.

~
“ ,
细胞悬浮培养生长

;
当培养介质

中 C
o ( 一 ) 为 0

.
50一 2

.
0拌g /m l 时

,

对 C
·

ro’t
rus

细胞生长有一定的促进作用
;
因此

,

C
o(

1 ) 有可

能被用作诱导物
,

以促进 C
.

~
us 细胞悬浮培养

过程中代谢产物的积聚
,

提高生物碱的产量
。

这

个间题正在进一步研究之中
。

无论是 C o( l )还

是 Ni ( 1 )
,

当浓度过高时
,

都会抑制 c
.

~
us 细

胞生长
,

乃至死亡
;
故在利用 C

.
ros
eus 细胞悬浮

培养体系来制备生物碱时
,

应严格控制培养介质

中C
o( l )

、

N i ( 1 ) 等的含量
。

图 1 物( I )
.N i( I )对 C

.

~

细胞悬浮生长的影响
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