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青钱柳悬浮细胞的培养及其基质消耗的规律 
 

陈继光，上官新晨，尹忠平，任民红，付晓
 

（江西农业大学食品科学与工程学院，江西省天然产物与功能食品重点实验室，江西南昌 330045） 

摘要：青钱柳为我国特有的胡桃科青钱柳属单种属珍稀植物，也是国家重点保护的濒危植物之一，青钱柳叶含三萜、黄酮、多

糖及微量元素等活性成分，具有降糖、调脂、增强免疫等多种生理活性和药理功能，是很好的天然保健食品资源。本文建立青钱柳细

胞悬浮培养体系，测定悬浮培养细胞的生长曲线，并研究了培养代数、接种量、装液量、pH 值和激素组合对青钱柳悬浮体系建立的

影响，同时研究了悬浮培养青钱柳细胞对培养液中主要基质的消耗规律。结果表明：适合青钱柳悬浮培养的培养基为：MS+0.1 mg/L 

2,4-D+0.5 mg/L NAA+1 mg/L KT+30 g/L 蔗糖，接种量为 8%，摇瓶装液量的体积分数为 40%，初始 pH 5。青钱柳细胞生长与碳源、

氮源和磷的消耗存在着密切关系，在培养 8 d，糖和 PO4
3-基本消耗完毕；在氮源的吸收上，NH4

+优于 NO3
-，NH4

+的吸收基本上是呈

直线下降。 
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Abstract: Cyclocarya paliurus is a unique plant resource in China. As one of the threatened plants, it has been received increasing 

attention. Cyclocarya paliurus is rich in flavonoids, polysaccharides, triterpenoids and other bioactive substances. However, the its application is 

restricted for the problems of its sexual and asexual reproduction. Nowadays, employing cell culture technology to get more bioactive 

compounds is a vital way to make full use of Cyclocarya paliurus. The suspension cell system influenced by the factors of inoculum density, the 

liquid medium volume per flask, pH, sucrose concentration, phytohormone combinations and the consumption rules for culture medium in the 

process of cells proliferation were studied. The dynamic curve of cells proliferation and total flavonoids, polysaccharides and triterpenoids 

synthesized in the suspension cell system were measured. The result revealed that the preferable conditions for suspension cells proliferation 

were as follows: MS medium supplemented with 1.0 mg/L KT, 0.1 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/L NAA and sucrose 30 g/L. The optimum culture 

situations were seed volume 8%, liquid medium volume per flask 40% and initial pH 5. Moreover, the proliferation of Cyclocarya paliurus cells 

correlated closely with the consumption of sugar, nitrate and phosphate. After 8 days, sugar and phosphate in the medium were absorbed 

completely, while NH4
+ was utilized faster than NO3

-, and the concentration of NH4
+ showed a linear decreasing trend.  
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青钱柳（Cyclocarya paliurus）为胡桃科青钱柳属

乔木植物。现仅存一种，广泛分布于我国广东、广西、

福建、台湾、浙江、江苏、安徽、江西、湖南、陕南、

四川、云南、贵州等省区的海拔 4202500 m 的山区、
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溪谷或石灰岩山地[1~2]。青钱柳是我国特有的保健食品

资源，其水提物具有生津止渴、清热解暑、降压降脂

血糖及增强机体免疫力等多种功效。《中国中药资源

志要》[3]记载，其树皮、叶具有清热消肿、止痛的功

能，可用于治疗顽癣，长期以来民间用其叶片做茶。

研究表明：青钱柳叶含三萜[4]、黄酮[5]、多糖[6]及微量

元素[7~8]等活性成分，具有降糖[9]、调脂[10]、增强免疫
[10]等多种生理活性和药理功能，是很好的天然保健食

品资源。 

虽然青钱柳具有很高的开发利用价值，但目前可
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利用的资源很少，有限的资源零星分布于深山老林之

中，或保存于自然保护区内。为了解决资源匮乏问题，

科研人员对其繁育难题进行了大量的研究。由于青钱

柳是我国特有的资源，国外研究极少，国内研究主要

集中于种子萌发和无性繁殖上。青钱柳坚硬的种壳既

束缚了种胚且影响透气，种子又属于综合性深休眠类

型，自然萌发率低，有性繁育困难，因而种子萌发成

为了研究的重点和难点。南京林业大学方升佐教授实

验室的研究人员对种子休眠的机制及解除休眠的方法

做了深入探索，采用酸蚀、GA3浸种、GA3拌沙、先低

温后暖温层积的方法，可实现头年采种，翌年出苗[11]。

无性繁殖方面，研究主要在扦插和组培繁殖技术上，

但扦插成活率很低、组培繁育效果也不理想。从实际

应用情况来看，目前尚无青钱柳大量人工繁殖和栽培

的成功经验，资源稀缺局面仍未得到根本改观。研究

利用青钱柳细胞培养得到有效成分是青钱柳资源开发

利用的重要途径之一。目前，上官新晨[12]、胡冬南[13]

等人已经对青钱柳愈伤组织的诱导、愈伤组织的生长

及代谢调控做了较深入的研究，但关于细胞悬浮培养

方面的研究较少。因此，笔者通过研究不同理化因子

对青钱柳悬浮细胞生长的影响，从而建立一个快速生

长的细胞悬浮培养体系，为细胞悬浮培养技术生产青

钱柳功效成分提供一些参考。 

1  材料和方法 

1.1  仪器与试剂 

超净工作台，苏净集团苏州安泰空气技术有限公

司；SKY-211B 全温度恒温震荡培养器，上海苏坤实

业有限公司；不锈钢手提式灭菌锅 DSX-2804，上海

申安医疗器械厂；试剂有 2,4-D、KT、6-BA、NAA，

国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  愈伤组织的诱导及继代 

将青钱柳叶子用 70%乙醇浸泡 30 s，无菌水冲洗

4~5 次，0.1%升汞浸泡2 min，无菌水冲洗 4~5 次，接

于附加 0.5 mg/L NAA和 1.0 mg/L 6-BA的 MS[11]培养

基中。形成的愈伤组织继代培养于 MS+0.3 mg/L 2, 

4-D+0.5 mg/L KT+3%蔗糖的培养基上，每 2周继代一

次。在昼夜温度25 ℃，光强2000 lux，光暗交替12 h/12 

h 的条件下培养。连续继代后，获得质地松散，生长

旺盛稳定的淡黄色愈伤组织。 

1.2.2  细胞悬浮培养体系的建立及培养条件的

优化 

取生长旺盛、质地松散的淡黄色愈伤组织，用镊

子夹碎后转移到液体培养基中振荡悬浮培养，培养温

度 25 ℃，摇床转速为 115 r/min，每个三角瓶（100 mL）

内装 40 mL培养液，每瓶接种量约 2 g，于黑暗处培

养。在悬浮初期用 40 目的过滤筛对培养物过滤一次，

以除去大细胞团，保留分散程度好的小细胞及单细胞，

然后按1:3体积转入新鲜培养液，悬浮培养周期为8 d。 

以细胞增长量、细胞活力为依据，研究接种密度

（1%、3%、5%、8%、10%、15%）；装液量（20 mL、

30 mL、40 mL、50 mL）；初始 pH值（4.0、5.0、6.0、

7.0、8.0）；激素：以上述最优理化因子为培养条件，

研究激素配比（见表 1）对悬浮细胞生长的影响。 

1.2.3  悬浮细胞生长曲线测定 

每2 d取悬浮细胞培养液，抽滤，测细胞鲜重，绘

制悬浮细胞生长曲线。悬浮培养细胞鲜重测定：将滤

纸用水浸湿，采用相同抽滤处理，称量滤纸湿重，取

出细胞液倒人放置滤纸的漏斗里，过滤，并抽滤多余

水分，称量鲜细胞W2和湿滤纸的质量W1。 

细胞净增长量=W2-W1-接种量 

1.2.4  细胞活力测定 

细胞活力采用TTC法[14~15]：取悬浮培养的青钱柳

细胞，抽滤除去培养基，每个试管中加入200 mg（鲜

重）青钱柳细胞。加入2.5 mL 0.4%的TTC溶液，加入

2.5 mL 0.1 mol/L (pH 7.0)的Na2HPO4-NaH2PO4的缓冲

液，混匀，25 ℃暗处，处理13~16 h，这时细胞会变成

红色，弃去上清液，加入5 mL蒸馏水洗涤细胞，如此

重复3次，加入5 mL 95%乙醇，置于60 ℃水浴中30 min。

期间轻轻摇动试管1~2次，静置于室温下至细胞完全无

色，离心5 min，转速4000 r/min，取上清液1 mL，稀释

至5 mL, 在分光光度计上于485 nm处测定吸光值。 

1.2.5  基质消耗测定 

培养液抽滤后得到的滤液，采用 3,5-二硝基水杨

酸（DNS）法[16]测定还原糖；蒽酮法[17]测定蔗糖和总

糖含量；水杨酸-浓硫酸法[18]测定硝酸根离子；苯酚-

次氯酸盐[19]测定铵根离子；磷酸根离子含量测定采用

钼蓝比色法[20]测定。 

2  结果与分析 

2.1  继代次数对青钱柳细胞悬浮体系建立的

影响 

当青钱柳愈伤组织装入到液体培养基时，由于培

养状态的改变，青钱柳细胞需要适应培养环境的变化。

从培养代数与青钱柳的生长状态，可以看出青钱柳愈
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伤组织刚接入液体培养基时，生长速度慢，培养物呈

浅褐色（图 1a）。第三代青钱柳细胞，细胞生长速度

快，培养 6 d细胞增长 1~2 倍，培养物成灰色（图1b）。

第六代青钱柳细胞，悬浮细胞呈淡黄色，生长状态稳

定（图 1c）。第 10 代青钱柳细胞，生长状态稳定，悬

浮细胞呈浅黄色（图 1d），在后期继代培养过程中，

细胞生长状态基本稳定。试验结果表明，继代的代数

对细胞的分散程度起着关键作用，在培养初期，细胞

大多聚集在一起，营养成分不能充分吸收，细胞增殖

慢，褐化严重，随着不断的再培养，当细胞继代到第

6 代时，细胞开始充分分散，细胞形态呈球状，大小

均一，细胞质浓厚，细胞增殖快。细胞培养 10代后，

细胞生长状态成淡土黄色，生长速度快，状态稳定。

这与 Torrey[21]的研究结果相似，他们认为频繁的再培

养有利于最大程度的提高细胞分散程度。 

 

图 1 青钱柳悬浮细胞的形态观察 

Fig.1 Features of Cyclocarya paliurus suspension cell 

2.2  接种量对青钱柳细胞培养的影响 

 
图 2 接种量对细胞生长的影响 

Fig.2 Effects of seed volume on cell growth 

由图 2 可知，当接种量为 1%时，细胞基本无生

长现象，当接种密度达到 3%，细胞开始有大量生长，

之后随着接种量的增加，细胞的增加量也随着增加，

接种量为 10%时，细胞的增重量达到最大值，之后随

着接种量的增加反而下降。而细胞活力随着接种量的

增加一直降低。接种量为 1%时，细胞活力最大，这

可能是因为细胞处于分裂的准备期，细胞内大量的线

粒体 DNA的复制提供大量能量，所以细胞活力更强，

当接种量大于 3%时，由于细胞的大量分裂，单个细

胞中的线粒体也相对减少，出现细胞活力降低的趋势，

也有可能是细胞的大量增殖，出现了一些细胞的衰败。

但从表观现象观察，当接种量为 8%时，细胞的培养

物没有褐化现象，而接种量为 10%时，出现褐化现象，

因此，接种量选择 8%为最好。悬浮细胞分裂增殖前

需要一个最低的临界密度，可能原因是：细胞分裂启

动时，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。为达到这个内源水平，可以通过添加条

件培养基完成；也可以通过增加悬浮细胞接种量来达

到此目的。细胞要维持分裂和生长，其内源代谢物质

必须达到一定的阀值，在有高密度细胞群和培养基营

养丰富的情况下，易于达到这种阀值 [22]。Akalezi[23]

报道在Panax gingen悬浮培养中，接种量为 1.5 g/L时

细胞生长缓慢；Sakano[24]等报道低接种量严重抑制了

Catharanthus roseus 细胞的增殖，这与本研究结果基

本一致。 

2.3  装液量对青钱柳细胞培养的影响 

 
图 3 装液量对细胞生长的影响 

Fig.3 Effects of the liquid medium volume perflask on cell 

growth 

植物细胞生长需要一定的氧气来维持它的生长代

谢，适宜的氧密度有利于植物细胞的生长。图 3显示

随着装液量的增加，青钱柳细胞净增重增大，当装液

量为 40 mL（100 mL三角瓶）细胞增重量最大，大于

40 mL时，细胞增重量减小，细胞活力也在装液量为

40 mL为最大值。这可能是随着培养液体积的增加，

无氧呼吸加剧，抑制细胞内的代谢，影响细胞的生长

状态。 

2.4  pH值对青钱柳细胞培养的影响 

不同 pH 值对青钱柳细胞生长的影响差异较大，

如图4所示，当pH 5时，细胞的增重量为最大值，并

且细胞活力也强，而当 pH 值大于 6 时，细胞增长量

降低，细胞活力也显著降低，因此，青钱柳细胞的生

长环境偏酸性，最佳的 pH 值为 5。pH 值对植物细胞

会产生诸多影响，包括引起质膜通透性变化，影响植

物细胞对一些物质的吸收及植物细胞的代谢等。研究
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发现，适宜于植物离体培养的培养基初始 pH 值使用

范围一般在 5.5~6.0，pH 4.0 以下或7.0以上培养物都

不能正常生长。 

 
图 4 初始 pH 值对细胞生长的影响 

Fig.4 Effects of pH on cell growth 

2.5  不同植物激素配比对青钱柳细胞培养的

影响 

表 1 不同激素组合对悬浮细胞生长的影响 

Table 1 Effects of concentrations of different hormones 

combinations on the growth of suspension cell  

处理 

号 

2,4-D 

/(mg/L) 

KT 

/(mg/L) 

NAA 

/(mg/L) 

平均增重 

±标准误 

细胞 

活力 

1 0.1 0.5 0.3 6.80±0.33bB 0.24bB 

2 0.1 1 0.5 8.0±0.43aA 0.23bB 

3 0.3 0.5 0.5 5.6±0.07cC 0.26aA 

4 0.3 1 0.1 6.70±0.16bB 0.19cC 

5 0.5 0.5 0.1 5.34±0.16cC 0.20cC 

6 0.5 1 0.3 5.36±0.21cC 0.16dD 

在植物细胞悬浮培养过程中，必须通过添加外源

激素来促进细胞的生长。不同植物的细胞悬浮培养，

对激素种类和浓度的需求各不相同。结果表明，不同

激素组合和质量浓度对青钱柳悬浮细胞的生长具有极

其显著的影响，2,4-D 的浓度对细胞活力影响较大，

低浓度的 2,4-D 不仅能促进细胞快速增殖，还能保持

细胞原有的活力。从表 1 中可以看出，附加2,4-D 0.1 

mg/L+KT 1 mg/L+NAA 0.5 mg/L 激素组合的培养基对

青钱柳细胞的生长增殖最有利，并且细胞也具有较强

的细胞活力。而其他几种培养基上，青钱柳细胞的活

力相对较低，细胞生长状况差，产量低。 

2.6  悬浮细胞生长曲线的测定 

如图 5，青钱柳悬浮培养细胞的生长曲线基本符

合“S”型曲线，可以划分为迟滞期、对数生长期、

静止期和衰亡期。从图 5 中可以看出，在细胞生长过

程中，04 d 为滞后期，48 d 快速生长期，810 d 为

静止期，第 1014 d 细胞开始衰亡。悬浮培养继代时

的“种子”宜选择培养了 5~7 d 的悬浮细胞，此时的细

胞生长旺盛，状态好，细胞量大。 

 
图 5 细胞悬浮生长曲线 

Fig.5 The growth curve of Cyclocarya paliurus during cell 

suspension culture 

2.7  培养时间对青钱柳悬浮培养细胞活力的

影响 

 

图 6 青钱柳细胞活力随培养时间变化规律 

Fig.6 The changes of cell viability during the growth period 

通过观察处于某一培养时期的细胞活力的相对大

小，了解培养细胞的新陈代谢的强弱，即线粒体中有

氧呼吸的强度，从而间接了解细胞的生长状况。TTC

法可以用来测定脱氢酶的活性，细胞活力强，新陈代

谢旺盛，这种转化能力就强，红色深；而死细胞不变

色。在青钱柳愈伤组织悬浮培养的条件下，细胞在培

养的前几天活力逐渐增加，图 6 所示，到第 4~5 d 时

达到最大值，而后一直呈现下降趋势。出现上述情况，

可能是因为刚转入的悬浮细胞对新的环境需要逐步适

应，开始时利用培养基中的营养物质进行一系列的修

复行为，此时为细胞分裂的准备期，细胞内合成大量

的能量和必要的代谢物质，此时的细胞活力最高。随

后进入对数生长期，这个时期养料充足，细胞大量增

殖，细胞活力相对较高。而随着培养的进行，培养基
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中的养料逐渐消耗，不能很好满足悬浮细胞生长所需

养分，因而青钱柳悬浮细胞活力逐渐降低，进入下降

期。 

2.8  青钱柳悬浮细胞培养过程中糖的消耗 

 

图 7 青钱柳细胞悬浮培养过程中糖的消耗变化曲线 

Fig.7 Change of sugar contents in the medium during the liquid 

culture process of Cyclocarya paliurus cell 

糖类在植物细胞培养中具有重要作用，既为细胞

生长提供能量，又为初级、次级代谢物合成提供碳架，

同时对渗透压的调节有一定作用。由于植物细胞没有

吸收转运蔗糖的系统，培养液中的蔗糖必须先经过转

化酶的作用分解成葡萄糖和果糖。在一个培养周期内，

培养液中糖含量变化情况如图 7 所示，在 0~6 d蔗糖

浓度几乎呈直线下降趋势，到第 8 d 蔗糖基本水解完

毕，起始蔗糖浓度低于 30 g/L是由于经过高压灭菌有

少部分蔗糖水解为还原糖。在悬浮培养初期，还原糖

含量呈上升的趋势是由于在生长延滞期蔗糖水解快，

而细胞生长缓慢，对还原糖的消耗较少，在第 4 d 后，

还原糖含量迅速下降，因为此时细胞开始进入对数生

长期，对还原糖的消耗也开始增大而导致还原糖含量

下降，培养至 12 d后糖基本耗完。从总糖的消耗变化

曲线也可以看出，在延滞期糖消耗较为缓慢，而在对

数期随着细胞的大量增加，碳源消耗出现了个跃变，

从 21.42 g/L消耗至2.45 g/L，在整个周期中，糖的利

用较为完全。 

2.9  青钱柳悬浮细胞培养过程中氮的消耗 

在 MS 培养基中，氮源由 18.8 mmol/L KNO3 和

20.63 mmol/L NH4NO3 两种物质提供，即硝态氮约为

40 mmol/L，铵态氮约为20 mmol/L，青钱柳细胞悬浮

培养过程中培养液中 NO3
-和 NH4

+浓度的变化曲线如

图 8 所示。在培养的前 8 d，培养液中的NO3
-和NH4

+

浓度急剧降低，分别从 37.52 mmol/L和 18.00 mmol/L

降低到 15.14 mmol/L和 0.17 mmol/L，且 NH4
+的下降

幅度明显大于 NO3
-，在第 8 d，NH4

+基本消耗完毕，

而 NO3
-只消耗了 60%。第 8 d 后 NO3

-消耗缓慢，到第

18 d还剩约 16%的NO3
-未被利用。有研究表明植物细

胞具有快速利用铵态氮的机制，因此，在生长良好的

培养基中，细胞一开始启动生长，NH4
+即被消耗完毕。 

 
图 8 青钱柳细胞悬浮培养过程中氮的消耗变化曲线 

Fig.8 Change of nitrogen content in the medium during the cell 

suspension culture process of Cyclocarya paliurus 

2.10  青钱柳悬浮细胞培养过程中磷酸盐的消

耗 

 
图 9 青钱柳细胞悬浮培养过程中磷的消耗变化曲线 

Fig.9 Changes of phosphate content in the medium during the 

cell suspension culture process of Cyclocarya paliurus 

PO4
3-是植物细胞内重要的营养成分之一，参与核

苷酸、DNA、RNA、磷酸化糖和蛋白质等的形成，是

植物细胞内萜类和甾类物质合成途径的中间组分。从

图 9 可以看出，磷酸盐消耗速度很快，培养至第 6 d

时，几乎消耗了全部磷的 80%，而在第 6 d后，细胞

对磷的吸收较为缓慢。磷酸盐在培养初期的快速吸收

可能与细胞生长、分裂时需大量合成核酸物质有关，

细胞可能有快速的磷吸收机制，培养初期贮存在细胞

内以供细胞生长、繁殖之用，在后续培养中逐步被消

耗。 

培养液营养成分的消耗动态直接影响细胞的生长
[25]。在研究发现：在培养初期蔗糖、NH4

+、PO4
3-的消

耗已达到最大，从以上各基质消耗变化曲线图中可以

看出，在细胞培养前期（0~8 d），培养基中的氨盐、

磷酸盐、蔗糖含量均呈现急剧下降的趋势，之后各自
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变化趋于平缓。这说明青钱柳细胞在 MS 培养基中对

各营养物质消耗量集中在培养初期和对数生长期，这

三种物质极大地影响了细胞生长量的积累。为了提高

青钱柳悬浮细胞培养生物量的积累，需要进行培养基

营养物质含量的调配，当细胞培养到对数生长期时要

进行细胞继代培养，或者在培养基中适量加大氨盐、

磷酸盐及蔗糖的用量，以保证细胞培养中期对营养物

质的持续利用。 

3  结论 

适合青钱柳悬浮培养的培养基为：MS+0.1 mg/L 

2,4-D+0.5 mg/L NAA+1 mg/L KT+30 g/L 蔗糖，接种量

为 8%，摇瓶装液量的体积分数为40%，初始pH值为

5.0。在一个培养周期内，悬浮培养的青钱柳细胞的生

长曲线呈“S”型，第 8 d，青钱柳鲜重鲜重达到最大

值 166 g/L；青钱柳细胞生长与碳源、氮源和磷的消耗

存在着密切关系，在培养 8 d，糖和 PO4
3-基本消耗完

毕；在氮源的吸收上，NH4
+优于 NO3

-，NH4
+的吸收

基本上是呈直线下降。 
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