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摘要:以悬浮培养玫瑰茄细胞为研究对象 , 探讨了不同初始接种量以及蔗糖浓度对玫瑰茄细胞生长的影响.结果

表明随着接种量增大 ,细胞生长启动加快 , 但细胞比生长速率却逐渐降低 , 这表明细胞的分裂启动存在着密度依赖

现象 ,而细胞的生长却存在密度抑制现象;在ρ(蔗糖)为20 ～ 50 g/ L范围内 ,当 ρ(蔗糖)为40 g/ L时 ,蔗糖是作为限

制性基质而存在 ,而当 ρ(蔗糖)超过 40 g/ L时 , 蔗糖就表现出基质抑制效应 , 这明显体现在玫瑰茄细胞对残糖消

耗 、硝酸根等基质的消耗上.
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　　玫瑰茄(Hibiscus sabdariffa Linn.)或称山茄 ,为锦

葵科木槿属一年生直立草本植物 ,广泛分布于热带 、

亚热带地区.侯学文等
[ 1]
曾报道从其花萼中诱导出

了1株白色细胞系 ,该细胞系生长速度快 , 1个培养

周期约 14 d ,悬浮培养时细胞没有结团现象 ,细胞之

间基本上达到单分散状态 ,因而可以作为研究细胞

对不同预设条件(如缺磷 、缺氮及其他逆境)响应的

理想材料.悬浮培养细胞生长的启动需要有一个最

低的起始密度.植物细胞的这一临界密度不仅与植

物细胞本身有关 ,而且还与培养基成分以及接种量

有关 ,因此细胞的接种量能够显著影响悬浮培养细

胞的生长周期;蔗糖是植物细胞培养中最常用的碳

源 ,它不仅是能源物质 ,而且还是细胞的构架物质 ,

因此对培养细胞的生长具有重要影响.本文以玫瑰

茄细胞为模式系统 ,研究了接种量及蔗糖浓度对悬

浮培养玫瑰茄细胞生长的影响.

1　材料与方法

1.1　供试材料与培养条件

以华南理工大学生物工程系培养多年的玫瑰茄

白色细胞株为实验材料.先将固体培养基上的愈伤

组织转入 1 000 mL 三角瓶(含 400 mL B5 培养基)制

作种子瓶 , 然后在相同的液体培养基中传代 1 ～ 2

次 ,使细胞更适应液体培养环境 ,以保证实验结果的

准确可靠.试验采用 100 mL 的三角瓶 , 装液量为

50 mL ,培养液 pH 值调至 5.8 ,分装后经 121℃灭菌

15 min ,植物生长调节剂为 4.5 μmol/L 2 , 4-D和 2.3

μmol/L Kt.进行接种量实验时 , ρ(蔗糖)均为30 g/L ,玫

瑰茄细胞接种量设计为 4、10、30 、60 、110 g/L;进行蔗糖

浓度实验时 ,玫瑰茄细胞接种量为 30 g/L , ρ(蔗糖)分别

设计为 2、3 、4 、5 g/L.摇床转速 130 r/min ,培养周期14

d ,每 2 d取样测定
[ 2]
.

1.2　生物量的测定

取样后用布氏漏斗抽滤 ,在万分之一的光电分

析天平上称鲜质量.

1.3　培养液中残糖的测定

蒽酮法[ 3].

1.4　培养液中NO-3 的测定

按 Cataldo 等
[ 4]
的方法.

1.5　培养液中NH+
4 的测定

按 Ursula Hecht等[ 5]的方法.

1.6　培养液中 PO3-
4 的测定

抗坏血酸还原法[ 6].

2　结果与分析

2.1　不同接种量对悬浮培养玫瑰茄细胞生长的影响

　　细胞接种量对悬浮培养细胞而言是重要的生物

影响因子 ,对细胞的生长过程和生长参数有非常显

著的影响 ,见图 1与表 1.
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　　图 1　不同接种量对悬浮培养玫瑰茄细胞生长的影响

Fig.1　The effect of inoculum amount on the growth of

suspension roselle cell

　　培养细胞在开始分裂增殖前需要一个最低的临

界起始密度的原因尚未完全阐明 ,可能的原因是细

胞分裂的启动 ,需要细胞内一种称为条件因子的物

质达到一定的内源水平
[ 7]
,在细胞密度较高时 ,这种

条件因子发生少量泄漏即可与环境达到动态平衡 ,

胞内的条件因子很容易保持在分裂所需的临界水平

上;在培养基成分全面 、丰富的情况下 ,因条件因子

较易合成而达到分裂所需的内源水平.因此在高细

胞接种密度和培养基成分全面 、丰富的条件下 ,因条

件因子较易达到细胞分裂所需的内源水平 ,使细胞

生长启动迅速 ,表现在细胞迟滞期缩短.从表 1 可

以看到 ,随着接种量的增大(4 ～ 110 g/L),迟滞期就

相应缩短(从 6 d 减至 2 d).可见 ,细胞的分裂启动

存在着密度依赖现象.不同植物细胞之间的临界起

始密度是大不相同的 ,如黄花蒿的临界密度在 10 ～

30 g/L之间 ,而悬浮培养玫瑰茄细胞的临界密度却

在4 g/L以下.从 2种细胞的生长状况来看 ,玫瑰茄

细胞明显好于黄花蒿细胞 ,因此可以说临界密度越

低 ,细胞的生活力就越高.

表 1　不同接种量下 , 悬浮培养玫瑰茄细胞的生长参数

Tab.1　The growth parameters of suspension roselle cell under different inoculum amount

接种量

inoculum

biomass/(g·L-1)

迟滞期

lag

phase/ d

到达平衡期的时间

the time to

banlance phase/ d

最大生物量

maximum

biomass/(g·L-1)

生物量增殖倍数

biomass

propagation times

细胞比生长速率

cell specific

growth rate/d-1

生物量倍增时间

the time to get

double biomass/d

4 6 20 313.86 80.06 0.340 9 2.03

10 4 16 324.86 29.53 0.290 3 2.39

30 4 14 341.10 10.93 0.268 0 2.59

60 3 12 407.02 6.48 0.191 6 3.62

110 2 10 415.76 3.82 0.175 1 3.96

　　由表 1可以看出 ,随着接种量的增大 ,最大生物

量与倍增时间也随之相应增大 ,而到达平衡期的时

间 、迟滞期 、细胞增值倍数及细胞比生长速率却随接

种量的增大而减小 ,细胞比生长速率是反映细胞生

长快慢的指标 ,却随着接种量的增大而显著降低(从

0.340 9 d-1降至 0.175 1 d-1),这就导致我们提出 ,

在细胞的对数生长期 ,细胞的生长存在着密度抑制

现象 ,这可能是细胞争夺有限的营养和生存空间造

成的.

2.2　蔗糖浓度对悬浮培养玫瑰茄细胞生长的影响

由图 2可以看出 ,蔗糖对玫瑰茄细胞的生长随

着浓度的不同而表现出较大的差异.在 ρ(蔗糖)为

20 ～ 40 g/L 的范围内 ,蔗糖是作为限制性基质而存

在的 ,因此在此浓度范围内 ,玫瑰茄细胞的生长与蔗

糖浓度呈正相关关系;而在 ρ(蔗糖)40 g/L 以上 ,蔗

糖就对玫瑰茄细胞的生长表现出基质抑制效应.

　　根据图 2的数据 ,利用最小二乘法求得不同蔗

糖浓度下 ,玫瑰茄细胞的生长曲线方程及比生长速

率如下:

　图 2　不同蔗糖浓度下 , 悬浮培养玫瑰茄细胞的生长曲线
Fig.2　The growth curve of suspension roselle cell under different

sucrose concentration

　　ρ(蔗糖)=20 g/L:lnX=0.250 7t+2.771 5 ,

μ=0.250 7d-1 , r =0.989 9;

ρ(蔗糖)=30 g/L:lnX=0.274 8t+2.650 7 ,

μ=0.274 8d-1 , r =0.985 6;

ρ(蔗糖)=40 g/L:lnX=0.299 4t+2.460 9 ,

μ=0.250 7d
-1
, r =0.984 2;

ρ(蔗糖)=50 g/L:lnX=0.281 8t+2.360 3 ,

μ=0.281 8d-1 , r =0.993 2.
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上述 X 代表生物量(g/L), t 表示时间(d), μ为

比生长速率(d-1), r为相关系数.

2.3　不同蔗糖浓度下 ,悬浮培养玫瑰茄细胞对培养

液中残糖的消耗规律

　　培养液中的蔗糖是通过植物细胞壁上的转化

酶 ,在微酸性环境中被迅速分解为等分子的葡萄糖

和果糖 , 培养细胞优先吸收葡萄糖 ,然后再利用果

糖.从图 3的不同蔗糖质量浓度下残糖的消耗方式

均可看出这一点.ρ(蔗糖)为 20 g/L 不足以支持玫

瑰茄细胞的生长 ,表现在对数生长期时 ,可利用的单

糖浓度已经很低 , 在培养结束前糖类已完全耗尽;

ρ(蔗糖)为 30 、40 g/L基本上能满足玫瑰茄细胞的生

长 ,而以 ρ(蔗糖)为 40 g/L 稍好;ρ(蔗糖)为50 g/L已

过量 ,在培养结束时尚有 32%的总糖残留 ,这与前述

ρ(蔗糖)为 50 g/L 对玫瑰茄细胞的生长已表现出基

质抑制效应的结论是一致的.

图 3　不同蔗糖浓度下 , 悬浮培养玫瑰茄细胞培养基中残糖的变化曲线

Fig.3　Time course of sugar in the medium under different sucrose concentration

　　　图 4　不同蔗糖浓度下 , 悬浮培养玫瑰茄

细胞对 NH+
4 的消耗曲线

Fig.4　Time course of ammonium in the suspension culture

of roselle cell under different sucrose concentration

2.4　不同蔗糖浓度下 ,悬浮培养玫瑰茄细胞对培养

液中氮源的消耗规律

　　在 B5 培养基中 ,氮源以 NO-3 和 NH+
4 的形式提

供 ,其中 NO
-
3 为 25 mmol/L , NH

+
4 为 2.0 mmol/L.

NH+
4 的吸收在各蔗糖浓度下未表现出明显差异 ,在

迟滞期间就被吸收殆尽;NO-3 的吸收在 ρ(蔗糖)为

20 ～ 40 g/L 时未表现出明显差异;而在 50 g/L 蔗糖

质量浓度下 ,NO
-
3 却出现较大量的残留 ,这可能是高

糖浓度造成的高渗环境 ,在抑制了细胞生长的同时 ,

也抑制了NO-3 的吸收利用.

　　　图 5　不同蔗糖浓度下 , 悬浮培养玫瑰茄细胞
对 NO-

3 的消耗曲线

　　Fig.5　Time course of nitrate in the suspension culture of

roselle cell under different sucrose concentration
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2.5　不同蔗糖浓度下 ,悬浮培养玫瑰茄细胞对培养

液中磷酸根的消耗规律

　　Ashihara 等
[ 8]
研究了磷酸盐限制和非限制下 ,长

春花细胞的初级代谢 ,发现磷酸盐被快速吸收 ,参与
合成核苷酸 、DNA 、RNA 、磷酸化糖及蛋白质 , 24 h 后

ATP 、6-磷酸葡萄糖和 6-磷酸果糖出现峰值 ,而 DNA 、
RNA 、蛋白质在 72 h出现合成高峰 ,随后细胞快速增

殖.由图 6 可知 ,玫瑰茄细胞在迟滞期就将磷酸根
大部分吸收 ,在对数生长前期吸收完毕 ,这种吸收方

式与长春花细胞相似 ,在 ρ(蔗糖)为 20 ～ 50 g/L 时 ,
磷酸根的消耗速度大致相似 ,只是在 50 g/L 蔗糖质

量浓度下吸收稍慢 ,可能是高渗抑制了细胞活力的
缘故.

　图 6　不同蔗糖浓度下 , 悬浮培养玫瑰茄细胞对 PO3-
4 的

消耗曲线

Fig.6　Time course of nitrate in the suspension culture of roselle

cell under different sucrose concentration

3　讨论

不同的植物细胞由于其遗传基础不同 ,导致它

们的培养行为并不完全相同 ,如李弘剑
[ 9]
用黄花蒿

细胞所做的实验表明 ,接种量 ρ(鲜细胞)为 60 g/L ,

ρ(蔗糖)为 50 g/L ,一个培养周期为 18 d;王霜
[ 10]
用

大蒜细胞则采用大蒜ρ(鲜细胞)为40 g/L的接种量 ,

ρ(蔗糖)为 30 g/L.我们用玫瑰茄细胞所做的实
验则认为30g/ L的接种量和30g/ L的蔗糖是较佳

的实验组合.在这个组合条件下 ,细胞只需 14 d 便

可获得最大生物量 ,且其生长曲线能典型体现迟滞
期 、对数生长期 、线性生长期 、减慢期等过程;ρ(蔗

糖)为 30 g/L 也恰好够一个周期细胞的生长 ,既非限
制性营养源 ,也并未表现出抑制效应;从比生长速度

来看也是最大的.在研究清楚玫瑰茄细胞的基本生
长行为后 ,便可以此为基础进行逆境胁迫的进一步

研究了.
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The Effects of Inoculum Amount and Sucrose Concentration

on the Growth of Suspension Roselle Cell
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Abstract:The suspension roselle cell was used to study the effects of inoculum amount and sucrose concentration on its

growth.The results were as follows:the bigger the inoculum amount was , the faster the roselle cell started to grow , but
the smaller the specific growth rate was.From these facts , the density-dependent of cell starting to grow and density-in-
hibited of cell growth were proposed;Sucrose was limiting substrate from 2% to 4%;But from 4% to higher concentra-
tion , the sucrose showed inhibition effect on cell growth.The dual effects of sucrose on cell growth were apparently seen

from the utilization of nutrients , such as sugar and nitrate.
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