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组织工程与细胞培养                                                              

锗对霍山石斛类原球茎悬浮培养细胞生长和多糖合成及

氧化还原态的影响 

魏明 1，杨超英 1，姜绍通 2 
1 安徽工程科技学院生化系，芜湖 241000 
2 合肥工业大学生物与食品工程学院，合肥 230009 

摘  要: 为解决霍山石斛类原球茎液体培养细胞生长缓慢和代谢水平低下的问题，研究了不同浓度的锗(GeO2) 对霍山

石斛类原球茎增殖、多糖合成及碳氮利用的影响，分析了类原球茎细胞内还原糖、可溶性蛋白质含量、抗氧化酶活性

以及细胞氧化还原态的变化。结果表明，适当浓度的二氧化锗 (4.0 mg/L) 显著促进霍山石斛类原球茎的增殖和多糖的

积累，最大细胞干重为 32.6 g/L，最大多糖产量为 3.78 g/L；显著提高胞内还原糖和可溶性蛋白质含量，超氧化物歧化

酶和过氧化氢酶的活性明显升高，而过氧化物酶的活性则有所降低；氧化还原态分析发现，二氧化锗处理的细胞内还

原型谷胱甘肽/氧化型谷胱甘肽的值明显提高，谷胱甘肽还原酶活性升高。添加适量的二氧化锗有利于细胞生长和多糖

合成。 
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Effects of germanium on cell growth, polysaccharide  
production and cellular redox status in suspension cultures of  
protocorm-like bodies of Dendrobium huoshanense 
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Abstract:  To solve the problem of low growth rate and metabolism level in suspension cultures of protocorm-like bodies (PLBs) 
of Dendrobium huoshanense. The effects of germanium on PLB proliferation and accumulation of polysaccharides together with 
nutrient utilization were investigated and the contents of reducing sugars, soluble proteins, the activities of antioxidant enzymes and 
redox status of the cells of PLB were analyzed. The results indicated that the optimum concentration of germanium dioxide 
(4.0 mg/L) significantly enhanced the cell growth and accumulation of polysaccharides, greatly improved contents of reducing sugars 
and soluble proteins, increased the activities of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) but decreased the activity of 
peroxidase(POD). The cell dry weight and production of polysaccharides were 32.6 g/L and 3.78 g/L, respectively. The analysis of 
cellular redox status showed that the ratio of reduced glutathione (GSH) to oxidized glutathione (GSSG) in cells and the activity of 
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glutathione reductase were significantly increased by the addition of germanium dioxide. The suitable concentration of germanium 
dioxide was beneficial to the cell growth and the accumulation of polysaccharides. 

Keywords:  Dendrobium huoshanense, protocorm-like bodies, germanium, polysaccharides, redox status 

霍山石斛 (Dendrobium huoshanense C.Z.J.cheng) 

属于兰科石斛属，是名贵中草药，产于安徽霍山及临

近地区，具有滋阴、清热、生津、润肺、止咳、清

音明目等功效[1]。现代药理研究证明，石斛多糖具

有调节机体免疫功能[2]、抗白内障活性[3]。由于霍山

石斛自然繁殖能力很低，在自然条件下生长缓慢、

生长周期长，加上人工大量采集，其自然资源已濒

临灭绝。类原球茎是霍山石斛离体繁殖过程的中间

形态，可由植株的不同部位诱导产生，具有和植株

同样的物质代谢和形态发育潜能 [4]，类原球茎本身

可以增殖。由于霍山石斛类原球茎悬浮培养周期较

长，在培养过程中，培养物常常发生褐变，导致细

胞生长缓慢。提高霍山石斛类原球茎的细胞活力，

加快其增殖是实现霍山石斛类原球茎大规模培养的

基础。 

锗可以调节植物的生长，保护细胞膜不受损伤，

提高细胞的抗氧化能力 [5]。通过研究二氧锗对霍山

石斛类原球茎悬浮培养细胞生长和多糖合成的影

响，分析细胞中还原糖和可溶性蛋白质含量、SOD、

CAT和 POD等酶的活性变化以及细胞的氧化还原态

变化与细胞生长、产物合成的关系，为解决霍山石

斛类原球茎增殖缓慢问题奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  试验材料 
霍山石斛类原球茎由本实验室诱导保存，在无

激素固体 MS 培养基中继代培养，继代周期为 30 d，

生长培养基为改良的 MS 培养基，其中微量元素、

有机元素减半，大量元素：KNO3 30 mmol/L、

KH2PO4 1.25 mmol/L、MgSO4·7H2O 1.5 mmol/L 和

CaCl2·2H2O 4.5 mmol/L，蔗糖浓度为 3％。 

1.2  类原球茎悬浮培养条件 
依据文献[6]和[7]，取生长 30 d 的类原球茎接种

于装有 60 mL 液体培养基 (pH 为 5.8) 的 250 mL 三

角瓶中，接种量为 100 g (鲜重)/L；分别添加终浓度

为 0、1.0、3.0、4.0、5.0、7.0、10.0 mg/L 的二氧化

锗，置于摇床上 (110 r/min)，25 ±2℃ ℃下悬浮培养，

光照周期为 14 h/d，日光灯光强为 40 µmol/m2·s。 

1.3  细胞生长量和多糖测定 
每隔 6 d 随机取样 1 次，用蒸馏水洗 2 次，再

用滤纸吸干类原球茎表面的水分后称重为湿重，把

类原球茎置于 60℃烘箱中烘至恒重为干重。提取多

糖前，类原球茎先用蒸馏水洗 2 次，然后研碎用蒸

馏水在 50℃~60℃水浴中提取 3 次，收集水提液，

加 95％乙醇至乙醇浓度为 80％过夜沉淀，最后收集

沉淀。沉淀溶于蒸馏水中用 savage 法脱蛋白，并用

苯酚-硫酸测定多糖[8] (采用 723 分光光度计测定)。

培养基中的多糖提取方法同上，总多糖为胞内和胞

外多糖之和。 

类原球茎生物量=收获类原球茎的总干重/接种

时培养基体积  (g/L)；类原球茎的比生长速率

1 dX
X dt

μ=  (d-1) (X 为生物量，t 为培养时间，dX/dt

为类原球茎增殖速率)；多糖总产量=多糖总提取量/

接种时培养基体积 (g/L)；细胞得率 YC/S=细胞增殖

量 (干重)/蔗糖消耗量；多糖得率 YP/S=多糖增加量/

蔗糖消耗量。 

1.4  培养基中残糖、硝酸盐、细胞内还原糖和可

溶性蛋白质测定 
培养基中的残糖用苯酚-硫酸法测定[8]，硝酸根

离子用水杨酸-浓硫酸法测定[9] (考虑到培养过程中

水分的蒸发对测定的影响，在测定培养基中的各种

成分时，保持培养基的体积为接种时的体积)。可溶

性还原糖用还原糖法测定 [10]，可溶性蛋白质用

Bradford 法测定[11]。 

1.5  抗氧化酶活性测定 
超氧化物歧化酶(SOD) 的活性采用 SOD 试剂

盒测定，单位 U/g；过氧化氢酶(CAT) 的活性采用

CAT 试剂盒测定，单位 U/g；SOD 和 CAT 试剂盒由

南京建成生物研究所提供。过氧化物酶(POD) 活性
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以愈创木酚法测定：取 5 g 类原球茎(鲜重) 在冰浴

中研碎，然后加 0.05 mol/L 磷酸盐缓冲液 (pH 6.8) 

提取粗酶液。反应总体积为 3 mL，其中底物为

0.05 mol/L 愈创木酚 1.0 mL，H2O2 (2％) 1.0 mL，粗

酶液 0.1 mL，pH 6.8 磷酸盐缓冲液 0.9 mL，在 470 nm

下测定吸光值的变化。酶活力定义为：以每分钟每

克鲜重吸光度的变化 0.01 为一个酶活单位 (U/g)。 

1.6  还原型谷胱甘肽 (GSH) 和氧化型谷胱甘肽

(GSSG) 及谷胱甘肽还原酶 (GR) 活性测定 
每隔 6 d 取样，样品 (5 g) 在液氮中研磨，然后

加入磺基水杨酸，混合物在 12 000×g 下离心 5 min，

上清液用来测定 GSH 和 GSSG 的含量及谷胱甘肽还

原酶活性；GSH 和 GSSG 的测定均采用碧云天生物

技术研究所 (江苏海门) 的 GSH 和 GSSG 检测试剂

盒；谷胱甘肽还原酶 (GR) 活性根据 Papanastasiou

等的方法测定[12]。 

所有实验至少重复 2 次，每个水平 5 个重复，

实验结果以平均值附标准差表示。 

2  结果与分析 

2.1  锗对霍山石斛类原球茎增殖和多糖合成的

影响 
表 1 表示添加不同浓度的二氧化锗时，霍山石

斛类原球茎增殖和多糖积累情况，适当浓度的二氧

化锗能够促进类原球茎增殖和多糖积累。当二氧化

锗浓度为 4.0 mg/L 时，类原球茎的增殖速率最大，

培养 30 d 时，细胞干重、细胞得率 YC/S、多糖产量

以及多糖得率 YP/S 都最大，高浓度的锗对类原球茎

的增殖和多糖合成具有抑制作用，可能是高浓度的

锗对细胞具有毒害作用。

 
表 1  锗对霍山石斛类原球茎增殖和多糖合成的影响 
Table 1  Effects of germanium on the PLB proliferation and polysaccharide synthesis in suspension cultures of D. huoshanense 

GeO2 (mg/L) µ (d−1) Biomass (g/L ) YC/S Polysaccharides (g/L) YP/S 

0.0 0.042±0.001cd 23.2±0.14d 0.67±0.02d 2.32±0.08d 0.078±0.002d 

1.0 0.046±0.001c 26.2±0.10c 0.73±0.01c 2.96±0.14c 0.089±0.001c 

3.0 0.053±0.001ab 30.9±0.25ab 0.83±0.02ab 3.19±0.12b 0.094±0.003b 

4.0 0.056±0.002a 32.6±0.34a 0.88±0.01a 3.78±0.16a 0.117±0.004a 

5.0 0.054±0.002ab 31.8±0.28ab 0.85±0.01ab 3.62±0.06ab 0.108±0.001ab 

7.0 0.049±0.001b 28.4±0.32b 0.78±0.03b 3.16±0.24b 0.093±0.002b 

10.0 0.040±0.001d 20.2±0.42e 0.57±0.02e 2.12±0.18e 0.073±0.003e 

Note: the same letters in the same row indicated that the difference was not significant at P<0.05. 
 

2.2  锗对碳、氮吸收和利用的影响 
在培养过程中，营养物质的消耗主要用于细胞

自身的增殖和产物的合成；培养基中主要的营养物

质是碳源和氮源。图 1A、B 分别表示了锗在最适浓

度下，霍山石斛类原球茎培养过程中培养基中糖和

硝酸盐的消耗动态。 

在植物细胞培养过程中，碳源主要为蔗糖，其

作用是提供细胞代谢过程中所需要的能量及细胞组

分与代谢物的碳骨架。由图 1A 可以看出，锗对碳源

的利用影响显著 (P<0.05)，在 4.0 mg/L 二氧化锗浓

度下，类原球茎增殖速度快，糖的吸收快，糖的利

用率也高，培养 30 d 时，培养基中的糖几乎被耗尽；

而不加二氧化锗时，类原球茎对糖的吸收较慢，培

养 30 d 时，培养基中的糖浓度为 8 g/L 左右。 

氮源在培养基中的作用是合成蛋白质和核酸等

细胞物质，蛋白质是细胞膜等结构组分的重要成分。

图 1B 表示了培养基中硝酸盐的吸收情况，锗对氮源

的利用影响显著 (P<0.05)，添加 4.0 mg/L 二氧化锗

时，类原球茎吸收氮源的速度最快，且利用率也最

高，而不加二氧化锗时，类原球茎吸收氮源的速度

最慢，利用率也最低。 

2.3  锗对胞内还原糖和可溶性蛋白质含量的影响 
胞内还原性糖和蛋白质的含量与细胞生理活性

有一定的关系。细胞生长快，胞内可溶性蛋白质含 
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图 1  锗对碳(A)、氮(B) 利用的影响 
Fig. 1  Effects of germanium on the utilization of sugars(A) and 
nitrate(B) in suspension cultures of PLBs of D. huoshanense. 
 

量高；胞内可溶性还原糖在细胞的整个代谢中起着

重要作用[13]，胞内可溶性还原糖一方面提供细胞生

长，另一方面用来合成多糖，胞内可溶性还原糖含

量高，细胞生长快，多糖积累也多。从图 2A、B 可

以看出，锗对胞内还原糖和可溶性蛋白质含量的影

响显著(P<0.05)，添加 4.0 mg/L 的二氧化锗时，胞

内可溶性还原糖、可溶性蛋白质的含量均高于对照

组，所以，锗可以提高霍山石斛类原球茎的生理活

性，促进细胞生长及代谢产物的合成。 

2.4  锗对抗氧化酶系统活性的影响 
超氧化物歧化酶是活性氧清除系统中重要抗氧

化酶。由图 3A 可知，用 4.0 mg/L 的二氧化锗处理

后，霍山石斛类原球茎细胞内 SOD 活性明显高于对

照组 (P<0.05)。由图 3B 可以看出，锗也能显著提

高 CAT 的活性 (P<0.05)，但对 POD 的活性 (图 3C)

影响不大 (P>0.05)，甚至有抑制作用，可能是 SOD

和 CAT 活性的提高而抑制了 POD 的活性。 

 

 

图 2  锗对胞内还原糖(A) 和蛋白质(B) 含量的影响 
Fig. 2  Effects of germanium on the contents of intracellular 
reducing sugars(A), proteins(B) in suspension cultures of PLBs 
of D. huoshanense. 
 
2.5  锗对细胞氧化还原态和谷胱甘肽还原酶活性

的影响 
细胞内 GSH 和 GSSG 的含量反映了细胞的氧化

还原状态。锗诱导霍山石斛类原球茎细胞氧化还原

态变化与对照组具有相似的变化趋势。锗对细胞氧

化 还 原 态 和 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 活 性 影 响 显 著 

(P<0.05)，处理组相对于对照组 GSH 的含量显著提

高 (图 4A)，而 GSSG 的含量显著降低 (图 4B)；

GSH/GSSG 值的变化见图 4C，锗处理组一直高于对

照组；谷胱甘肽还原酶(GR) 活性 (图 4D) 分析表

明，锗处理组的 GR 活性明显高于对照组。 

3  讨论 

霍山石斛类原球茎转接到新的培养基中，细胞

生长快慢和代谢水平与其生理状态有关。在植物细

胞培养过程中，细胞活力与其继代周期、继代次数

以及培养过程中细胞褐变有关[6]。碳和氮是植物细 
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图 3  锗对 SOD(A)、CAT(B) 和 POD(C) 活性的影响 
Fig. 3  The effects of germanium on the activities of SOD 
(A), CAT (B) and POD (C) in suspension cultures of PLBs of 
D. huoshanense. 
 
胞生长的主要营养成分，它们的吸收和利用直接影

响细胞生长和产物合成。在霍山石斛类原球茎的悬

浮培养过程中，多糖的合成不仅与细胞的生长有关，

而且还与细胞内的还原糖浓度有关 [7]。培养基中的

碳被吸收到细胞内，一方面供应细胞生长，另一方

面用来合成多糖。蛋白质是植物生长发育的物质基

础，适当浓度的锗处理植物细胞可以加快蛋白质的

合成，从而为类原球茎的增殖分化提供了物质基础。 

 

 

 

 
图 4  锗对细胞内 GSH(A)、GSSG(B)、GSH/GSSG(C) 和
谷胱甘肽还原酶活性(D) 的影响 
Fig.4  The effects of germanium on the contents of GSH(A), 
GSSG(B), GSH/GSSG(C) and activity of glutathione 
reductase(D) in suspension cultures of PLBs of D. huoshanense. 



376    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech             March 25, 2010  Vol.26  No.3 

  

Journals.im.ac.cn 

添加适当浓度的二氧化锗可以提高细胞的生理活

性，促进碳氮的吸收和利用，从而促进类原球茎的

增殖和多糖的合成。 

植物在生长过程中会产生很多活性氧和自由

基，它们参与重要的生理生化反应，然而高浓度的

活性氧和自由基对细胞有毒害作用，引起细胞褐变

而死亡。植物体内有活性氧和自由基清除系统 SOD、

CAT 和 POD 等酶，这些酶协调作用，使活性氧和自

由基的产生与清除处于平衡状态。霍山石斛类原球

茎在培养过程中经常会发生褐变而抑制细胞生长。

与对照相比，适当浓度的二氧化锗可以提高霍山石

斛类原球茎细胞内 SOD 和 CAT 的活性，降低细胞

褐变，提高了类原球茎细胞的生理活性，促进类原

球茎的增殖和多糖的合成。 

细胞中谷胱甘肽氧化还原态的水平对细胞生长

和代谢物的合成具有重要影响[14]。Papanastaiou 等发

现，在咖啡愈伤组织培养过程中谷胱甘肽氧化还原

态的变化影响愈伤组织的增殖和体细胞胚胎的发生

发育[12]。Belmonte 等在研究云杉体胚发育过程中发

现 GSH 含量的提高促进体胚发育 [15]。另外，

GSH/GSSG 的值与基因表达有关[16]。本研究显示，

适当浓度的锗能够提高谷胱甘肽还原酶的活性，细

胞内 GSH 的含量高于对照组，在培养 12 d 时，GSH

含 量 达 到 最高 值 ， 是 同期 对 照 组的 1.5 倍 ；

GSH/GSSG 的比值在培养的第 6 天迅速提高，在培

养的 12 d 至 24 d 始终保持较高的比值，是对照组的

2.2 倍，与之相对应类原球茎增殖量和多糖积累量都

高于对照组，实验结果表明，适量的锗改变了细胞

的氧化还原态，而氧化还原态的变化可以促进细胞

生长和多糖合成。 
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代谢工程自 1991 年诞生以来，在改造植物、动物、微生物的代谢功能方面得到了广泛的应用。为了展现代谢工

程科研工作者取得的最新进展，促进我国代谢工程研究的进步和发展，本刊 2009 年第 9 期设立了“代谢工程与细胞工

厂”专栏，国内该领域著名学者对代谢工程的技术发展进行了总结，介绍了合成生物学等新理论和新技术，并发表了

一些最新的研究成果。此专栏出版后，推动了代谢工程领域国内外同行的交流，并因刊出周期短和内容质量高得到了

广大作者和专家的一致好评。代谢工程是一门快速发展的新兴学科，创新成果不断涌现，为及时、集中反映该领域的

最新研究进展，我刊编辑部计划于 2010 年 9 月继续出版“代谢工程”专刊。 

为缩短审稿时间、加快专刊稿件的出版速度，本刊将专门组织 6~10 人的专家评委会，严格按照《生物工程学报》评

审要求对稿件进行认真评审。对所收稿件进行快速处理，最终择优筛选出一定数量的稿件以专刊出版，具体安排如下： 

一、征文范围 

本专刊收录代谢工程领域所取得的最新研究成果和技术成果，包括研究论文和综述，但不限于此： 
1. 基因组学和基因组尺度的代谢网络模型；2. 代谢组学和代谢控制分析；3. 生物转运系统工程；4. 代谢途径工程；

5. 进化代谢工程；6. 生理功能工程；7. 系统生物技术和系统代谢工程；8. 菌株改造的新技术和新方法；9. 用于代谢

工程的遗传工具；10. 合成生物学技术 

二、投稿要求  

1. 投稿方式：通过《生物工程学报》投稿系统在线投稿, 详见主页(http://journals.im.ac.cn/cjbcn/ch/index.aspx) /投稿

须知/投稿方式。 
注意事项：投稿时，请在稿件标题栏注明“代谢工程专刊”字样，否则将以普通稿件进行处理。 
2. 稿件格式：参照《生物工程学报》论文格式, 详见主页/投稿须知/书写要求。 
3. 投稿文章应未在正式出版物上发表过，也不在其他刊物或会议的审稿过程中，不存在一稿多投现象；应保证投稿

文章的合法性 (无抄袭、剽窃、侵权等不良行为)。  

三、本专刊几个关键的时间 

1. 收稿截止日期：2010 年 4 月 30 日 
2. 决定是否录用日期：2010 年 6 月 20 日 
3. 录用后作者修回截止日期：2010 年 7 月 10 日 
4. 出版日期：2010 年 9 月 25 日 

四、特别说明 

1. 本专刊不是增刊，而是在 2010 年第 9 期《生物工程学报》正刊上刊出。 
2. 由主编邀请的专刊投稿文章免收审理费；录用后正式刊发的文章将请作者提交版权转让协议，并按照《生物工程

学报》相关规定收取版面费和支付作者稿酬，同时赠送样刊及单行本。 

五、联系方式 

电话：010-64807509  传真：010-64807327  E-mail: cjb@im.ac.cn  
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