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组织工程与细胞培养                                                               

水杨酸对霍山石斛类原球茎细胞生长及多糖合成的影响 

王博, 潘利华, 罗建平, 查学强 
合肥工业大学生物与食品工程学院, 合肥 230009 

摘  要: 本研究考察了水杨酸对霍山石斛类原球茎悬浮培养细胞生长、多糖合成、碳代谢的影响, 并研究了细胞生长、

多糖合成以及蔗糖消耗的动力学。结果表明, 水杨酸对霍山石斛类原球茎细胞生长有轻微的抑制作用, 但能够显著改善

类原球茎对碳源的利用, 提高胞内可溶性糖的含量, 从而促进多糖的合成, 其中以添加 100 μmol/L 浓度的水杨酸效果

最好, 培养 18 d 时, 多糖产量达到 3.129 g/L, 为对照的 1.63 倍。建立的培养动力学模型能较好地反映水杨酸调控霍山

石斛类原球茎悬浮培养过程中细胞生长、多糖合成和蔗糖消耗特性。 
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Effect of salicylic acid on cell growth and polysaccharide 
production in suspension cultures of protocorm-like bodies 
from Dendrobium huoshanense 
Bo Wang, Lihua Pan, Jianping Luo, and Xueqiang Zha 

School of Biotechnology and Food Engineering, Hefei University of Technology, Hefei 230009, China 

Abstract: Polysaccharides from Dendrobium huoshanense possess immunostimulating activity, antioxidant activity and anticataract 
activity. In order to produce the active polysaccharides from Dendrobium huoshanense through cell culture, we investigated the 
effects of salicylic acid on cell growth, accumulation of polysaccharides and utilization of carbon source in suspension cultures of 
protocorm-like bodies from Dendrobium huoshanense. Although salicylic acid slightly inhibited the cell growth, it was beneficial to 
the utilization of carbon source, thus leading to significant increase in the contents of polysaccharides. The highest polysaccharide 
production occurred on the medium supplied with 100 µmol/L salicylic acid. After 18 days of culture the production of 
polysaccharides reached 3.129 g/L, which was 1.63 times that of the control. Further, we established the kinetic models describing 
cell growth, polysaccharide production and carbon source utilization based on Logistic equation, Luedeking-Piret equation and 
Luedeking-Piret-Like equation. The calculated values from the kinetic models showed a good fit to the experimental values, 
suggesting that salicylic acid could be an effective compound to enhance the production of active polysaccharides from protcorm-like 
bodies from Dendrobium huoshanense. 

Keywords: Dendrobium huoshanense, protocorm-like bodies, salicylic acid, polysaccharides, kinetics 

霍山石斛(Dendrobium huoshanense C . Z . Tang et S . J . Cheng)为兰科石斛属多年生草本植物, 产于
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大别山安徽霍山及邻近地区 , 是名贵中药材 [1], 具

有滋阴消热、生津益胃、润肺止渴、清音明目等功

效。现代药理研究证明, 多糖是霍山石斛的主要活

性成分, 具有抗氧化、提高免疫功能以及显著的抗

白内障活性[2−4]。但是, 霍山石斛对生长条件要求十

分苛刻 , 繁殖能力低 , 生长周期长 , 加之生态环境

破坏和人工过度采掘 , 野生资源已濒临灭绝 [5], 因

此, 发掘霍山石斛资源成为当前植物资源学研究的

热点之一。霍山石斛类原球茎是霍山石斛的体细胞

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 [6], 可用来代替原药

材生产相关的活性物质。 

水杨酸(Salicylic acid, SA)是一种重要的能够激

活植物过敏反应和系统获得性抗性的内源信号分子, 

能够促进与植物防卫反应有关的次级代谢产物的高

水平合成[7]。也有实验表明, SA 对离子吸收、膜的

通透性以及一些重要代谢过程起调控作用 [8], 可以

促进玉米胞内可溶性糖向多糖的转化, 增加胞内多

糖的含量[9]。虽然 SA已经被用于提高红豆杉等许多

植物培养细胞生产药用次生代谢产物[10], 但在药用

植物培养细胞合成活性多糖方面尚未见报道。本研

究就 SA 对霍山石斛类原球茎悬浮培养细胞生长、

多糖合成、碳代谢的影响以及其动力学进行研究 , 

以期为霍山石斛类原球茎大量培养代替野生药材生

产活性多糖提供理论方法。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
霍山石斛类原球茎由本实验室诱导, 并在无激

素固体 MS 培养基中于 25oC±1oC 黑暗中继代保存, 

继代周期为 30 d[11]。 

1.2  类原球茎的悬浮培养 
悬浮培养用培养基为改良的MS培养基, 其中微量

元素、有机元素减半, 大量元素包括 30 mmol/L KNO3、

1.5 mmol/L MgSO4·7H2O、4.5 mmol/L CaCl2·2H2O、

2.5 mmol/L KH2PO4和 35 g/L蔗糖, pH 5.8。取继代

培养 30 d 的类原球茎接种于装有 60 mL 培养基的

250 mL三角瓶中, 分别添加终浓度为 0、50、100、

150 μmol/L 由 0.1%乙醇助溶的 SA, 置于摇床上 

(110±5) r/min, 25oC±1oC 避光培养。接种量为   

100 g/L(鲜重)。每 6 d随机取样进行分析, 培养 30 d。 

1.3  细胞生长的测定 
取样后 , 真空抽滤分别收集类原球茎和培养

液。类原球茎用蒸馏水冲洗 2 次, 滤纸吸干其表面

的水分后, 称重为鲜重; 取一定量鲜重类原球茎置

于 60oC烘箱中烘至衡重, 在干燥器中冷却后称取干

重。细胞生长量以单位体积类原球茎的鲜重或干重

(g/L)表示。 

1.4  多糖、蔗糖、葡萄糖和果糖提取及测定 
胞内糖提取时, 取 10 g 新鲜类原球茎研碎后, 

用蒸馏水在 50oC~60oC 水浴浸提 6 h 后再超声波助

提 10 min, 提取 3 次, 收集并合并水提液, 5000×g

离心 15 min, 取上清液。量取 50 mL上清液并加入

95%乙醇至 80%浓度后于 4oC沉淀 5 d, 5000×g离心

15 min, 分别收集沉淀和上清液。沉淀重新溶于蒸馏

水中, 用 Savage 法脱蛋白得到胞内多糖。上清液经

减压蒸馏除乙醇后, 用于胞内葡萄糖、果糖、蔗糖

含量的测定。胞外糖提取时, 取一定量的细胞培养

液, 5000×g离心 15 min, 取上清液, 按上法分别获

得胞外多糖和胞外葡萄糖、果糖、蔗糖测定液。 

胞内和胞外多糖含量的测定采用苯酚-硫酸法[12], 

以 g/L 表示。胞内和胞外蔗糖、葡萄糖、果糖含量

的测定采用 Halhoul 等[13]和张友杰[14]建立的方法。

提取液在室温下用蒽酮试剂测定果糖含量, 在稀碱

条件下用蒽酮试剂测定蔗糖含量, 用葡萄糖氧化酶

法测定葡萄糖含量[15]。胞内蔗糖、葡萄糖、果糖含

量以 mg/g鲜重表示, 胞外蔗糖、葡萄糖、果糖含量

以 g/L表示。 

所有细胞培养实验重复 3~5 次, 每个重复检测

2~3次, 实验结果以平均值附标准差表示。 

2  结果与分析 

2.1  SA 对类原球茎悬浮培养细胞生长和多糖合

成的影响 
SA 对类原球茎悬浮培养细胞生长的影响见图

1。结果表明, 类原球茎细胞鲜重随着培养时间的延

长而增加; 培养初期(0~6 d)生长缓慢, 第 6 天至第

24 天加速生长, 继续培养则增长缓慢进入稳定期。

类原球茎细胞干重亦随着培养时间的延长而增加 , 

第 24 天时 SA 终浓度分别为 50、100、150 μmol/L

的处理样分别达到最大值 22.6、21.9和 20.8 g DW/L 

(分别为对照组干重的 96.58%、93.59%和 88.89%), 
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继续培养则干重减少。图 1 结果还表明, 类原球茎

细胞鲜重与干重在培养 24 d前的变化趋势基本一致; 

随 SA浓度的增加, 细胞的生长量出现下降趋势, 但

差异不显著(P > 0.05)。 

 
图 1  水杨酸对类原球茎悬浮培养细胞生长的影响 
Fig. 1  Effects of salicylic acid on cell growth in suspension 
cultures of protocorm-like bodies from D. huoshanense. –□–, 
–■–: 0 μmol/L; –○–, –●–: 50 μmol/L; –△–, –▲–: 100 μmol/L; 
–▽–, –▼–: 150 μmol/L; blank symbols stand for cell fresh 
weight; black symbols stand for cell dry weight. 
 

SA 对霍山石斛类原球茎悬浮培养细胞的胞内
多糖以及总多糖的影响如图 2所示。SA处理样与对
照样的胞内多糖以及总多糖的变化趋势相同。培养

初期, 各处理样胞内多糖含量增加较慢, 第 6 天后
随着细胞的加速增长, 胞内多糖快速合成, 第 18 天
时胞内多糖含量达到最高值, 之后开始下降。SA对
霍山石斛类原球茎悬浮培养细胞总多糖合成量具有

显著影响(P < 0.05); SA浓度为 0~100 μmol/L时, 多
糖合成量随着 SA浓度增大而显著增加; 与 SA终浓
度分别为 50 μmol/L 和 100 μmol/L 的处理样相比, 
150 μmol/L的 SA处理样多糖的含量出现下降趋势; 
浓度为 100 μmol/L 的 SA 对促进多糖合成最显著, 
培养至 18 d时多糖总产量达到最大值 3.129 g/L, 是
对照组的 1.63 倍。图 2 结果还显示, 有少量胞内多
糖分泌到培养基中, 分泌至胞外的多糖含量为相应
胞内多糖的 2.5%~3.5%。 

2.2  SA 对细胞内外蔗糖、葡萄糖和果糖利用与转

化的影响 
2.2.1  SA对胞外蔗糖、葡萄糖和果糖利用与转化的

影响 

图 3结果显示, SA对培养基中蔗糖、葡萄糖和

果糖生物转化变化影响趋势同对照组基本一致, 类

原球茎转入新培养基培养至第 12天期间, 表现出随

着蔗糖的消耗 , 葡萄糖和果糖得到了一定的积累 , 

第 12 天后培养基中葡萄糖和果糖含量则随着蔗糖

的继续消耗而快速降低。图 3A表明, 因细胞生长和

产物合成的需要, 培养前 18 d 蔗糖被迅速消耗, 培

养至第 30 天培养基中蔗糖基本消耗殆尽, 此时, 对

照组和 SA终浓度分别为 50、100、150 µmol/L的处

理组蔗糖含量从 35 g/L 分别下降到 1.3、0.6、0 和

0.8 g/L; SA处理能够提高类原球茎对蔗糖的利用速

率, 100 µmol/L SA处理样的蔗糖消耗速率最大。 

 
图 2  水杨酸对类原球茎悬浮培养细胞多糖合成的影响 
Fig. 2  Effects of salicylic acid on polysaccharide production 
in suspension cultures of protocorm-like bodies from D. 
huoshanense. –□–, –■–: 0 μmol/L; –○–, –●–: 50 μmol/L; –△–, 
–▲–: 100 μmol/L; –▽–, –▼–: 150 μmol/L; blank symbols 
stand for intracellular polysaccharide; black symbols stand for 
total polysaccharide. 
 

2.2.2  SA对胞内蔗糖、葡萄糖和果糖利用与转化的

影响 

胞内蔗糖、葡萄糖和果糖是供给细胞生长代谢

最主要的碳源。SA对细胞内蔗糖、葡萄糖和果糖主
要碳源的变化曲线(图 4)显示, SA对胞内蔗糖、葡萄
糖和果糖含量变化影响趋势与对照组相同; 表现为
随着蔗糖的积累, 葡萄糖和果糖也得到了相应的积
累; 与对照组相比, SA 对胞内蔗糖、葡萄糖和果糖
的终浓度没有显著影响(P>0.05)。图 4A表明, 类原球
茎细胞悬浮培养前期胞内蔗糖含量迅速升高, 12 d时
达到最高值, 继续培养则迅速下降。图 4B 和图 4C
表明, 胞内葡萄糖和胞内果糖含量随着培养时间的
延长逐渐增加, 第 18 天时均达到最大, 继续培养则
开始下降。 

2.3  类原球茎悬浮培养动力学模型的建立与验证 
根据图 1~4 的曲线变化规律可知, 蔗糖的消耗

主要用于类原球茎细胞生长、细胞维持和多糖合 



王博等: 水杨酸对霍山石斛类原球茎细胞生长及多糖合成的影响 1065 

 

Journals.im.ac.cn 

 

图 3  水杨酸对培养基中糖转化的影响 
Fig. 3  Effects of salicylic acid on contents of sugars in 
medium in suspension of protocorm-like bodies from        
D. huoshanense. (A) Sucrose. (B) Glucose. (C) Fructose. 
 
 

成, 类原球茎的细胞生长与多糖合成呈部分偶联。
因此, 选用 Logistic 方程、Luedeking-Piret 方程和
Luedeking-Piret-Like 方程分别描述类原球茎细胞生
长、多糖合成以及碳源的消耗过程[16]: 

 

图 4  水杨酸对胞内糖转化的影响 
Fig. 4  Effects of salicylic acid on contents of intracellular 
sugars in suspension of protocorm-like bodies from         
D. huoshanense. (A) Sucrose. (B) Glucose. (C) Fructose. 
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( / ) ( / )

1 1 pS X
s X

X S P S

dCdC dC
m C

dt Y dt Y dt
= − −     (3) 

式中  CX－干重, g DW/L 

CXm－最大干重量, g DW/L 

µm－最大比生长速率, d−1 

Cp－多糖产量, g/L 

Cs－蔗糖浓度, g/L 

Y(P/X)－多糖对类原球茎的得率系数, g/g 

Y(X/S)－类原球茎对碳源的得率系数, g/g 

Y(P/S)－多糖对碳源的得率系数, g/g 

ms－细胞维持系数, g/(g·d) 

mp－经验系数, g/(g·d) 

t－培养时间, d 

根据最小二乘法原理, 用Matlab软件处理图 1、

图 2和图 3的实验数据, 得出添加不同浓度 SA时的

模型参数(表 1)。从表 1 可以看出, µm随 SA浓度的

增大而减少 , 但 SA 的添加对µm 的影响不显著

(P>0.05); SA的添加对 Y(P/X)、Y(X/S)和 Y(P/S)的影响显

著(P<0.05), 提高了 Y(P/X)和 Y(P/S)而降低了 Y(X/S)。由

此可见, 添加的 SA 调节了霍山石斛类原球茎的细

胞生长和代谢途径, 促进了碳源向多糖的转化, 增

加了多糖的合成量。 

表 1  水杨酸对霍山石斛类原球茎悬浮培养动力学模型参数的影响 
Table 1  Effects of salicylic acid on kinetic model parameters of suspension of protocorm-like bodies from D. huoshanense 

Salicylic acid (μmol/L) μm (d−1) Y(P/X) (g/g) Y(X/S) (g/g) Y(P/S) (g/g) mp [g/(g·d)] ms [g/(g·d)] 

0 0.1294 0.1271 0.7612 0.0812 0.0007 0.009 

50 0.1276 0.2117 0.7225 0.1106 0.0012 0.008 

100 0.1260 0.2525 0.6951 0.1426 0.0010 0.006 

150 0.1240 0.1685 0.6648 0.1089 0.0008 0.004 

表 2  实验值与模型值的对比 
Table 2  Comparison between the experimental value and calculated value 

Experimental value of Cx /Calculated
value of Cx 

                                                          

Experimental value of CP /Calculated 
value of CP 

                                                           

Experimental value of CS /Calculated
value of CS 

                                                        
Salicylic acid 

(μmol/L) Mathematical 
expected value Standard variance Mathematical 

expected value Standard variance Mathematical 
expected value Standard variance

0 1.018 0.0051 0.988 0.0061 0.982 0.0041 

50 0.986 0.0061 1.036 0.0078 0.989 0.0069 

100 0.991 0.0039 1.022 0.0029 1.008 0.0058 

150 1.026 0.0049 1.019 0.0059 1.031 0.0072 

 
随机选取霍山石斛类原球茎悬浮培养过程中测

定的 CX、CP、CS与对应模型值比值的数学期望和标

准偏差进行模型验证, 结果见表 2。由表 2可知, CX、

CP、CS 的实验值与模型值吻合较好。因此 , 建立

的模型组能够较好地描述 SA 对霍山石斛类原球

茎悬浮培养过程中细胞生长、多糖合成和碳源利

用的特性。  

3  讨论 

类原球茎转入新培养基, 培养至第 6 天期间, 

细胞生长量增加很少, 这一时期被认为是细胞分裂

的准备期。因此, 细胞生长所需的营养物质在这段

时间得到快速积累, 同时培养基中碳源等营养物质

被快速消耗。在植物细胞的培养过程中, 通过调节

SA 的水平可以激活细胞内 SA 信号蛋白, 从而改变

细胞生长和代谢合成[17]。SA对紫杉醇生物合成诱导

作用的研究表明, 一方面, 适量的 SA可提高紫杉醇

合成代谢中某些酶的活力, 进而提高紫杉醇的合成

速率; 另一方面, 过量的 SA 可导致细胞活力下降, 

甚至细胞死亡, 细胞活力过低导致紫杉醇合成速率

下降[18]。在霍山石斛类原球茎培养过程中, 随着 SA

浓度的增加 , 类原球茎生长受到一定程度的抑制 , 

多糖的合成也表现出先增加后降低的现象, 说明 SA

促进多糖的合成有一个适合的作用浓度。 

蔗糖是植物细胞“库”代谢的主要基质[19], 通

常也是大多数植物细胞生长的最适碳源, 它的吸收
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和利用直接影响细胞生长和产物合成。外源蔗糖吸

附于细胞表面, 一方面在细胞壁结合蔗糖酶的作用

下水解成葡萄糖和果糖, 通过主动运输转运至细胞

质供给细胞生长 [20]; 另一方面在渗透扩散作用下 , 

蔗糖经过胞间连丝通过被动运输进入细胞, 经可溶

性蔗糖酶等作用转化成葡萄糖和果糖, 满足产物合

成所需 [21]; 同时 , 部分蔗糖可通过蔗糖转运蛋白

主动运输至胞内 , 进一步代谢供细胞生长和产物

合成所需[22]。研究表明, 多糖的合成不仅取决于细

胞对外源蔗糖的吸收利用 , 也取决于多糖降解速

率。在玉米中, SA 不仅加速还原糖向多糖的转化, 

而且可以抑制多糖水解酶系活性, 从而提高细胞内

多糖含量[9]。霍山石斛多糖主要由葡萄糖、甘露糖

和半乳糖组成[2,3], 在霍山石斛类原球茎悬浮培养过

程中, 多糖的合成与细胞内的葡萄糖和果糖等还原

糖浓度呈正相关[23], 说明 SA 促进的多糖合成与其

促进的蔗糖吸收与分解作用有关。 

细胞培养动力学研究能提供细胞生长、营养物

质利用、产物积累状况等相关信息, 对于培养过程

控制、优化与放大必不可少。本研究建立的霍山石

斛类原球茎悬浮培养过程中细胞生长、多糖合成以

及蔗糖利用的动力学模型能较好地反映 SA 对类原

球茎细胞生长、多糖合成和碳源消耗的过程, 为 SA

调控类原球茎生长、代谢的过程和扩大培养提供了

基础。 
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