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磷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
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摘 要 在确定了最适接种量和外植体细胞生理时间的基础上，研究了在不同起始磷浓度下，霍山石斛类原球茎生长、碳、氮

消耗和多糖积累的动力学特性。以生长 =#3的类原球茎为材料，在接种量为 7##CVS时，类原球茎生长的最佳起始磷浓度为
!WXEE’(VS，培养 =$3时，类原球茎鲜重达 "L$WXCVS。动力学分析表明，磷是霍山石斛类原球茎生长的限制性因素，胞内磷的积
累水平与细胞生长具有相关性，!WXEE’(VS 的磷酸盐有利于碳、氮等营养物质的吸收；而多糖积累的最佳起始磷浓度为
#W=7!EE’(VS，培养 =$ 3时，其产量为 !W!!CVS。
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霍山石斛（;%$4*(<#)= ")(&"+$%$&% K) \) >45C /:
I ) + ) K</5C）属于兰科石斛属，产于安徽霍山及邻近
地区，是名贵中草药，其含有活性多糖、生物碱等多

种化合物［7，!］，具有滋阴消热、生津益胃、润肺止咳等

功效。现代药理研究证明，石斛多糖具有增强机体

免疫功能［=］，显著提高机体杀伤肿瘤细胞的能



力［!］。由于霍山石斛对生长条件要求十分苛刻，自

然繁殖能力低，生长周期长，加上人工大量采集，野

生资源已濒临灭绝。类原球茎是霍山石斛体细胞

胚，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［"］。探索霍山石斛类原

球茎悬浮培养技术，以组织培养物代替原药材或生

产有关活性成分是解决霍山石斛资源短缺的方法之

一。影响类原球茎生长的因素很多，如温度、溶氧、

培养基组分等。磷是构成核酸、磷脂、#$%的主要成
分，在代谢产物合成和能量代谢中对细胞生长具有

调节作用［&］，不同的植物对磷的需求是不同的［’］。

本文重点考察了不同起始磷浓度下，霍山石斛类原

球茎生长、主要营养物质消耗和多糖积累的动力学

特性，目的是把握类原球茎悬浮培养细胞生长和生

理代谢的变化规律，为调控类原球茎生长和多糖合

成奠定基础。

! 材料和方法

!"! 实验材料
霍山石斛类原球茎由本实验室诱导保存，在无

激素固体()［*］培养基中继代培养，继代周期为 +,-，
生长培养基为改良的 ()培养基，其中微量元素、有
机元素减半，大量元素：./0+ +,112345、(6)0!·’780
9:"112345 和 ;<;38·8780 !:"112345，蔗糖浓度为

+=。
!"# 类原球茎悬浮培养条件
取生长 +, -的类原球茎接种于装有 &,15液体

培养基（>7 为 ":*）的 8",15 三角瓶中，接种量为
9,,645（鲜重），置于摇床上（99,?41@A），（8" B 8）C下
悬浮培养。光照周期为 9!D4-，日光灯，光强为 !,
E418，磷的浓度分别取：,、,:+98、,:&8"、9:8"、8:"和
":,112345，每隔 &-随机取样 9 次，+&- 收获类原球
茎。做细胞生理时间试验时，分别取 8,、+,、!, 和
",-的类原球茎进行培养；做接种量试验时，接种量
分别为：++:+、&&:’、9,,、9++:+、9&&:’645。
!"$ 分析方法
培养结束后，收获类原球茎，用滤纸吸干类原球

茎表面的水分后称重。提取多糖前，类原球茎先用

蒸馏水洗 8次，然后研碎用蒸馏水在 ", F &,C水浴
上提取 +次，收集水提液，加 G"=乙醇至 *,=浓度
过夜沉淀，最后收集沉淀。沉淀溶于蒸馏水中用

)<H<6I法脱蛋白，并用苯酚J硫酸测定多糖［G］。培养
基中的多糖提取方法同上，培养基中的残糖用蒽酮J
硫酸法测定［9,］，磷酸根离子用磷钼蓝法测定［99］，硝

酸根离子用水杨酸J浓硫酸法测定［98］（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）。

类原球茎生物量 K收获类原球茎的总鲜重4接
种时培养基体积（645），类原球茎的增值量 K收获类
原球茎的总鲜重 L接种时类原球茎的重量。类原球
茎生长速率 K 类原球茎鲜重增量4培养时间
［64（5·-）］，胞内多糖含量 K 胞内多糖产量4类原球
茎鲜重（1646），多糖总产量为多糖总提取量（645），
所有实验至少重复 8 F +次，实验数据以平均值附标
准偏差表示。

# 结果

#"! 接种量和类原球茎细胞生理时间的确定
接种量的大小影响细胞的生长，细胞的生长需

要一定的密度，当接种量低于某一临界值时，细胞就

难以生长［9+］。另外，相对高的接种量是高密度培养

所必需的。表 9表明了接种量对霍山石斛类原球茎
生长的影响。当接种量在 ++:+ F 9,,645之间时，类
原球茎的增殖量和生长速率随着接种量的增大而增

大，当接种量超过 9++:+645 时，类原球茎的增殖量
又开始下降，生长速率反而降低。尽管接种量小，比

生长速率大，但类原球茎产率低，在相同的培养时间

内，类原球茎的增殖量小，要达到最大细胞鲜重，时

间会延长，从工业化角度来讲，培养周期的延长是非

常不利的，而过大的接种量也不利于类原球茎的生

长。综合考虑接种量对类原球茎培养的影响，接种量

为 9,,645最适合，以下实验均取接种量为 9,,645。

表 ! 接种量对霍山石斛类原球茎生长的影响
%&’() ! %*) )++),- .+ /0.,1(12 3)04/-/)4 .0 56.7-*

.+ 86.-.,.629(/:) ’.3/)4 .+ ! ; "#$%"&’(’%(

MA2NO3O1 -IAP@Q@IP4
（645）

MAN?I<PI @A
NI33 1<PP4（645） !4-

L 9 R?2SQD ?<QI T
［64（5·-）］

++:+ 9’*:! B 9:& ,:,", B ,:,,9 &:* B ,:,*
&&:’ +!!:& B G:8 ,:,!* B ,:,,+ G:& B ,:8,
9,,:, +&":, B +:& ,:,!8 B ,:,,9 9,:8 B ,:98
9++:+ ++’:! B +:8 ,:,+" B ,:,,9 G:+ B ,:9,
9&&:’ +,":, B &:8 ,:,8G B ,:,,8 *:" B ,:9*

细胞生理时间不同，其生理状态不同，良好的生

理状态是保持细胞生长旺盛和代谢产物合成的基

础［9!］。从表 8可知，8, F !,- 的类原球茎可以保持
良好的生长状态，其中 +,- 为最好，类原球茎增殖
量、生长速率，比生长速率均最大，所以用培养 +,-
的类原球茎进行继代是比较理想的。
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表 ! 细胞生理时间对霍山石斛类原球茎生长的影响
"#$%& ! "’& &((&)* +( )&%% ,’-./+%+0/)#% */1& +2 03+4*’

+( ,3+*+)+315%/6& $+7/&. +( ! 8 "#$%"&’(’%(

!"## $%&’()#)*(+,#
-(."/0

12+3",’" (2 +"##
.,’’/（*/4） !/0

5 6 73)8-% 3,-"/
［*/（4·0）］

9: ;;;<= > ?<= :<:;@ > :<::6 @<9 > :<:=
;: ;?;<; > ;<; :<:A9 > :<::6 6:<6 > :<6:
A: ;9?<; > 9<: :<:;@ > :<::; @<6 > :<A9
B: 9C:<6 > ?<= :<:;; > :<::9 =<C > :<9C

!9! 磷对霍山石斛类原球茎生长的影响
图 6表示了磷对类原球茎生长的影响，不同磷

浓度下，细胞生长都经过延滞期，且磷浓度越低，延

滞期越长，在无磷的情况下，类原球茎的生长明显受

到抑制。随着磷浓度的增大，生物量，细胞生长速率

开始增大，当磷浓度增大到 B<:..)#/4时，细胞生长
速率不再增大；当磷浓度低于 :<?9B..)#/4时，类原
球茎生长缓慢，说明磷是霍山石斛类原球茎生长的

限制性因素。由表 ; 可知，起始磷酸盐的浓度为
9<B..)#/4时，类原球茎的生长速率、生物量、细胞
得率都最大，培养 ;? 0时，鲜重为 A@?<B*/4。

图 9 培养过程中胞外磷（D）和胞内磷（E）的变化
F(*G 9 H(2"-(+’ )I "J-3,+"##K#,3（D）,20 (2-3,+"##K#,3（E）$%)’$%)3K’ #"L"#’ (2 ’K’$"20"0 +K#-K3"’ )I $3)-)+)3.M#(N" O)0("’

)I ! G "#$%"&’(’%( ,- 0(II"3"2- (2(-(,# $%)’$%,-" +)2+"2-3,-()2’

图 6 不同起始磷浓度下类原球茎生长动态
F(*G 6 H(2"-(+’ )I *3)8-% (2 ’K’$"20"0 +K#-K3"’ )I $3)-)+)3.M#(N"
O)0("’ )I ! G "#$%"&’(’%( ,- 0(II"3"2- (2(-(,# $%)’$%,-" +)2+"2-3,-()2’

!9: 培养基中磷的消耗和胞内磷的积累
图 9表示了不同起始磷浓度下，基质中磷的消

耗和胞内磷的变化。不同起始浓度的磷酸盐在不同

时间内被消耗，磷浓度在 :<;69 P 9<B..)#/4 之间
时，胞内磷的含量与基质中磷的浓度成正比，胞内游

离磷的含量在培养 ?0后达最高，然后开始下降。磷
在细胞内是分室存在的，其中 6:Q P 6BQ构成核
酸、磷脂、DRS等结构性物质，而 CBQ P @:Q以磷酸
根的形式存在于细胞质中供细胞的生理代谢所

需［?］。细胞内磷的积累水平对植物细胞生长及培养

周期有重要的调节作用，不同的植物细胞，不同时期

的细胞，胞内磷酸盐的积累水平不同［=］，而胞内磷水

平的不同是引起细胞生理状态发生变化的重要原

因。!K3-(’等在研究罂粟细胞培养过程中发现，接种
细胞中的磷积累水平的不同是导致不同批次罂粟细

胞生长速率存在差异的重要原因［6B］。从不同磷浓

度下胞内磷积累情况可以看出，类原球茎的生长与

胞内磷的浓度有一定的关系。在培养初期，由于胞

内磷快速增加，此时细胞迅速通过延滞期后快速生

长。在细胞快速生长期内，胞内磷维持在较高水平，

而在细胞生长后期，随着胞内磷水平的下降，细胞生

长趋缓。在一定范围内，胞内磷浓度越高，类原球茎

生长越快，胞内磷浓度越低，类原球茎生长就越慢，

当胞内磷的浓度低于一定水平时，类原球茎就停止

生长。

!9; 胞外磷对碳、氮吸收的影响
图 ;表示了不同起始磷浓度下，培养基中主要

营养物质碳、氮的消耗动态。磷对碳、氮的吸收和利

用有很大影响［6?］，在无磷的情况下，碳的利用率只

有 A=Q、氮的利用率为 ?:Q，随着磷浓度的增大，

B6?姜绍通等：磷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



图 ! 不同起始磷浓度下碳（"）、氮源（#）的消耗动态
$%&’ ! (%)*+%,- ./ -0&12（"）1)3 )%+21+*（#）,.)-045+%.) %) -0-5*)3*3 ,06+02*- ./ 52.+.,.2476%8* 9.3%*- ./ ! ’ "#$%"&’(’%(

1+ 3%//*2*)+ %)%+%16 5:.-5:1+* ,.),*)+21+%.)-

碳、氮的利用速率也增大，而当磷浓度为 ;<=44.6>?
时，碳、氮的利用率达 @AB和 @CB，并与细胞生长相
对应，说明随着磷浓度的增大，细胞生长速度加快，

胞外营养成分的吸收利用速率也提高。

!"# 磷对多糖合成的影响
图 D、图 =和图 C描述了不同起始磷浓度下，细

胞内多糖和基质中多糖含量及多糖产率的动态变

化。在培养初期（E F ;D3），不同磷浓度下，随着类原
球茎的生长，胞内和基质中的多糖含量以及多糖产

率都不断增加，由此可知，多糖的合成是伴随着类原

球茎的生长而进行的，多糖合成与类原球茎的生长

相关。当培养到后期，多糖含量又都开始下降，这是

由于在培养初期，细胞生长较快，多糖合成也相应加

快，当进入培养后期时，细胞生长趋缓，多糖含量下

降，这可能和培养基中碳源浓度的快速降低相关，因

图 D 不同起始磷浓度下胞内多糖含量的变化
$%&’D (%)*+%,- ./ 1,,04061+%.) ./ 5.6G-1,,:12%3*- %) ,*66 %)
-0-5*)3*3 ,06+02*- ./ 52.+.,.2476%8* 9.3%*- ./ ! ’ "#$%"&’(’%(

1+ 3%//*2*)+ %)%+%16 5:.-5:1+* ,.),*)+21+%.)-

为在培养初期时，培养基中的碳一方面供应细胞生

长，另一方面多余的碳源用来合成多糖，而当进入培

图 = 不同起始磷浓度下培养基中多糖含量的变化
$%&’ = (%)*+%,- ./ 5.6G-1,,:12%3*- ,.)+*)+ %) 4*3%04 %)

-0-5*)3*3 ,06+02*- ./ 52.+.,.2476%8* 9.3%*- ./ ! ’ "#$%"&’(’%(
1+ 3%//*2*)+ %)%+%16 5:.-5:1+* ,.),*)+21+%.)-

图 C 不同起始磷浓度下类原球茎培养过程中多糖产率变化
$%&’ C (%)*+%,- ./ 5.6G-1,,:12%3*- G%*63 %) -0-5*)3*3
,06+02*- ./ 52.+.,.2476%8* 9.3%*- ./ ! ’ "#$%"&’(’%(

1+ 3%//*2*)+ %)%+%16 5:.-5:1+* ,.),*)+21+%.)-

养后期时，培养基中的碳源被耗尽，胞内可溶性单糖

得不到补充，此时胞内多糖开始降解，提供碳源维持

细胞后续生长。由图 C 和表 ! 可知，磷浓度为
;<=44.6>?时，多糖收获在 HA3最佳，培养 !C3时，多

CHC )"*’(%( +$#,’&- $. /*$0(1"’$-$23 生物工程学报 ;EEC，I.6<;;，J.<D



糖产量最低，多糖的得率系数 !!"#也最小；磷浓度在

$%&’())*+",时，多糖收获在 (-. 最佳，培养 &/.时，
多糖产量较高，多糖的得率系数 !!"#较大。因为在

磷浓度为 (%0))*+",时，类原球茎生长较快，需要大
量碳源供给细胞生长，碳源消耗也快，到培养后期

时，培养基中的碳源被耗尽，没有足够的碳源来合成

多糖，相反胞内的多糖被快速降解，最终多糖的得率

系数较小；而磷浓度为 $%&’())*+",时，类原球茎生
长较慢，碳源消耗也较慢，因而有足够的碳源来合成

多糖，同时胞内多糖降解较慢，最终的多糖得率系数

也较大。

表 ! 磷对类原球茎生长和多糖合成的影响
"#$%& ! ’((&)* +( ,-,*,#% ./+0./#*& %&1&%0 +- )&%% 23+4*/ #-5 .+%60#))/#3,5& 06-*/&0,0 ,- 070.&-5&5 )7%*73&0 +( ! 8 "#$%"&’(’%(

12"（))*+",） !".
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! 讨论
通过以上研究可知，磷对霍山石斛类原球茎生

长和多糖合成有显著的影响，当起始磷酸盐浓度为

(%0))*+", 时，类原球茎生长最快，其生物量也最
大，但不利于多糖的积累，而当起始磷酸盐浓度为

$%&’())*+",时，最有利于多糖的积累，其多糖产量
最高，但不利于细胞生长。胞内磷的积累水平与类

原球茎的生长相关，胞内磷的积累水平越高，细胞生

长越快，反之越慢。多糖是初级代谢产物，与次级代

谢产物有很大不同，多糖合成主要在细胞生长的初

期，而后多糖含量开始下降。原因是培养基中碳源

在培养后期被耗尽，使类原球茎合成多糖时无足够

的碳源来维持［’H］。多糖作为一种能源储备物质，在

缺乏碳源时会被分解为单糖，以解能量燃眉之需，所

以当培养基中的碳源被耗尽时，多糖就被分解为单

糖，以供细胞生长和其它生理代谢之用［’G］。多糖的

合成不仅与类原球茎的生长有关，而且与培养基中

碳、磷浓度有关。在 (%0))*+",磷浓度下，类原球茎
生长快，培养周期短，生物量最大，培养基中的碳、氮

等营养物质消耗快，利用率高，使流向合成多糖的碳

源减少，最终多糖产量低，即 !!"#小；在 $%&’())*+",
磷浓度下，类原球茎生长慢，最终生物量小，碳、氮等

营养物质消耗慢，利用率也低，培养基中有足够的碳

源合成多糖，虽然单位时间内多糖合成少，但最终多

糖产量最高，即 !!"#大。由此可知，磷可以调节类原

球茎的生长和多糖的积累，通过调节培养基中磷酸

盐的浓度来调节碳、氮等营养物质的利用以及碳源

的流向并控制细胞生长和多糖合成。相对高的生物

量是获得高多糖产量的基础，所以可以在较高磷浓

度下获得较大的生物量，然后调控磷的浓度，使类原

球茎生长和多糖合成协调进行，以期达到最大多糖

产量。
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