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长鞭红景天细胞悬浮培养体系优化研究 
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摘  要：目的  优化长鞭红景天 Rhodiola fastigiata 细胞悬浮培养体系及生长条件。方法  研究基本培养基、激素、碳源、

氮源等因素对长鞭红景天细胞生长和红景天苷产量的影响，建立高产红景天苷的细胞悬浮培养体系。结果  MS 培养基＋BA 
5.0 mg/L＋2, 4-D 0.1 mg/L＋蔗糖 30 g/L 为长鞭红景天细胞悬浮培养的最适培养条件。结论  对培养条件进行优化，为利用

长鞭红景天细胞大规模生产天然活性成分奠定基础，为缓解野生长鞭红景天资源的匮乏提供可行途径。 
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Optimization of cell suspension culture system of Rhodiola fastigiata  
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Abstract: Objective  To optimize the cell suspension culture system and growth conditions of Rhodiola fastigiata. Methods  The 
effects of basic medium and hormone as well as its concentration, carbon, and nitrogen sources on the growth of R. fastigiata and the 
yield of salidroside were investigated and the cell suspension culture system of R. fastigiata with high yield was established. Results 
MS + BA 5.0 mg/L + 2, 4-D 0.1 mg/L + sucrose 30 g/L was the optimal medium for obtaining cell suspension culture of R. fastigiata with 
high yield. Conclusion  Optimization of the culture conditions could lay a good foundation for producing natural active components 
through a large-scale production of R. fastigiata cells and provide a feasible way for alleviating the shortage of its natural resources. 
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长鞭红景天 Rhodiola fastigiata S. H. Fu 为景天

科（Crassulaceae）红景天属 Rhodiola L.植物，其根

及根茎主要含有红景天苷等次生代谢产物，具有抗

疲劳、抗衰老、抗缺氧、抗微波辐射及抗肿瘤等功

效，是极具开发前景的环境适应药物之一[1-3]，亦是

我国传统名贵药材珍品。由于受到需求递增、生态

环境日渐退化双重因素的影响，红景天野生资源正

日益稀竭，部分物种几近灭绝。为探寻新的资源补

偿途径，本研究以植物细胞培养技术为手段，以野

生长鞭红景天植株的茎、叶为外植体，首先开展了

颗粒状愈伤组织高产无性系和悬浮培养高产细胞系

的筛选工作，并进一步考察培养基构成对长鞭红景

天细胞生长、目标产物生产的影响。 
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京普析通用仪器有限责任公司）。AE—100 型电子

天平。HPLC（Beckman）：110B 溶液输送系统，

166 紫外检测器，406 数据交换器。 
                                         

收稿日期：2012-04-16 

基金项目：教育部重点项目“长鞭红景天悬浮细胞体系对高原典型环境因子应答基因的筛选”（211176）；西藏自治区科技厅项目“长鞭红景天

悬浮细胞体系的抗逆性研究” 

作者简介：王  莉（1972—），女，副教授，研究方向为药用植物次生代谢机制及生物技术的研究。Tel: (029)33755247  E-mail: xzmywl@163.com 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 43 卷 第 11 期 2012 年 11 月 

   

• 2273 •

2  方法 
2.1  细胞悬浮培养体系的建立 

以长鞭红景天实生苗幼茎作为外植体诱导产生

愈伤组织，生长旺盛的愈伤组织继代培养 20 d 后转

入附加有 3.0 mg/L 6-BA、0.1 mg/L 2, 4-D 及 3%蔗

糖的 MS 液体培养基中，建立细胞悬浮培养体系。

该培养体系主要由淡绿色细胞团组成，最大粒径为

4 mm。细胞悬浮培养系每隔 10 d 继代 1 次。培养

基初始 pH 5～8。培养室内光周期为 15 h/d，培养温

度为（25±1）℃，摇床转速为 109 r/min。 
2.2  细胞生物量的测定 

收获的小细胞团用 5 倍体积的蒸馏水充分洗涤

3 次，抽干表面水分，称其鲜质量，后于 60 ℃烘箱

中烘至恒质量，放入干燥器内冷却，称其干质量。 
2.3  红景天苷的提取及测定 

长鞭红景天愈伤组织颗粒 60 ℃烘干至恒质

量，粉碎（过 40 目筛）。75%乙醇浸提 12 h，后于

90 ℃ 水浴中回流提取 40 min，加入 5 倍红景天体

积 75% 乙醇。提取液用 4 层纱布滤过。滤液减压

蒸馏（70 ℃，7 kPa）除去大部分乙醇，上 AB-8
树脂柱，20%乙醇洗脱，洗脱体积流量为 5 mL/min，
收集洗脱液再经二次减压蒸馏（70 ℃，7 kPa）除

去大部分乙醇，冷冻干燥，得浅棕色固体，待用。

HPLC 法[4]测定红景天苷量。 
2.4  基本培养基的选择 

  选择 MS、White、H、B5、N6 5 种有代表性且

组分差异较大的培养基。处理方法为首先配制上述

5 种液体培养基，分别添加 3.0 mg/L BA，0.5 mg/L 
NAA 和 30 g/L 蔗糖，以 50 mL 分装于 100 mL 的三

角瓶中，初始 pH 5.8，灭菌待用。取生长良好、大

小均一的悬浮培养细胞颗粒，弃旧液，无菌蒸馏水

清洗 2 次，各组不同培养液清洗 3 次，弃清洗液，

以接种量为（5.00±0.02）g （干质量）接种于对应

各培养液中。摇床转速为 109 r/min，（25±1）℃，

弱光条件下培养 15 d，收获细胞。测定细胞生物量

及红景天苷量。每组每个样品设 3 个平行试验。 
2.5  培养基的优化   
2.5.1  蔗糖量  对照组 MS 液体培养基中蔗糖量设

为 30 g/L，实验组中的蔗糖量分别为 10、20、40、
50 g/L。处理方法为首先配制不同碳源量的 MS 液

体培养基，以 50 mL 分装于 100 mL 的三角瓶中，

初始 pH 5.8，灭菌待用。 
2.5.2  氮元素量  NO3

− / NH4
+分别设为 0/1、1/0、

2/1、1/2、1/1，共 5 个处理。以 MS 为基本液体

培养基，设其总氮量为对照、试验组氮源总浓度

（包括 NH4
+和 NO3

−）分别为对照组的 1/4、1/2
和 2 倍。 

处理方法为首先配制不同总氮量或 NH4
+/NO3

−

的 MS 液体培养基，以 50 mL 分装于 100 mL 的三

角瓶中，初始 pH 5.8，灭菌待用。其他细胞培养过

程及条件同“2.4”项下操作。 
2.5.3   植物激素配比  植物激素配比方案见表 1。
首先配制液体 MS 基本培养基，按处理方案调整其

植物激素量，以 50 mL 分装于 100 mL 的三角瓶中，

初始 pH 5.8，灭菌待用。其他细胞培养过程及条件

同“2.4”项下操作。 
表 1  植物激素配比方案 

Table 1  Design of plant hormone ratios 

激素浓度 / (mg·L−1) 
水  平 

NAA BA 2, 4-D 

1 0.0  0.0 0.0 

2 0.1  5.0 0.1 

3 0.5 15.0 0.5 

4 2.5 30.0 2.0 

3  结果与分析 
3.1  基本培养基筛选 

不同种类的基本培养基对细胞的生长和次生代

谢产物的形成有很大的影响 [5]，因此选择 MS、
White、H、B5、N6 5 种组分差异较大的培养基进行

试验，每组每个样品设 3 个平行。结果见图 1。可

知，基本培养基的种类对长鞭红景天悬浮细胞生物

量有明显的调控作用，且各处理间有一定差异性。

方差分析得知 MS 培养基有利于长鞭红景天悬浮

细胞生物量的大幅增加；B5 对细胞生物量的影响

也明显强于 N6 和 H 培养基；在 White 培养基中，

细胞生物量最低，且与其他各组差异达到了极显

著水平。在红景天苷的生物合成诱导上，各组之

间也有差异性。其中 MS 培养基的作用力最高，与

其他各种间差异极显著。其次为 H 和 N6 培养基。

最不利于长鞭红景天悬浮细胞生产红景天苷的基

本培养基为 White 培养基。结果表明基本培养基

MS 较利于长鞭红景天悬浮培养细胞生长及次生

代谢物的产生。 
3.2  培养基碳源和氮源的优化 

培养基的营养成分一方面要满足植物细胞的生

物量增长，另一方面要使细胞能合成和积累次生代 
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a～d 表示在 0.05 水平差异显著  A～D 表示在 0.01 水平差异显著，下同 
a—d-significant difference at 0.05 level 
A—D-significant defference at 0.01 level, same as below 

图 1  不同类型基本培养基对悬浮培养细胞生长 
及红景天苷形成的影响 

Fig. 1  Effects of various media on growth of suspension- 
cultured cells and form of salidroside 

谢产物。一般来说，增加培养基的 N、P 和 K 的质

量浓度能促进细胞的生长，而适当增加糖的质量浓

度则有利于次生代谢产物的合成[6]。 
3.2.1  碳源优化  在植物细胞培养中，细胞的生长

受培养基中碳源的制约[7]。碳源的形式和质量浓度对

愈伤组织细胞的生长和次生代谢产物的量有明显影

响[8]。一般采用蔗糖、果糖和葡萄糖作为碳源。研究

表明，蔗糖是植物细胞培养中适宜使用的碳源[7-8]。

故本实验选用蔗糖为基本碳源，考察培养基中初始

蔗糖浓度对长鞭红景天细胞生长及次生代谢能力的

影响，结果见图 2、3。 
由图 2 可知，悬浮培养长鞭红景天细胞的生物

量随着初始蔗糖质量浓度的增加而增加，当培养液

中蔗糖的初始质量浓度达到 30 g/L 时，生物量达到 

 
图 2  蔗糖质量浓度对悬浮细胞生物量的影响 

Fig. 2  Effects of sucrose concentration on biomass 
of suspension-cultured cells 

 

图 3  蔗糖质量浓度对悬浮培养细胞红景天苷累积的影响 
Fig. 3  Effects of sucrose contentration on salidroside  

   accumulation of suspension-cultured cells 

最大，且与其他各处理间差异达极显著水平。进一

步增加蔗糖的质量浓度时，细胞生长开始受到抑制。

由此可知，30 g/L 的蔗糖添加量是维持长鞭红景天

细胞大量增殖的最适质量浓度。 
由图 3 可知，悬浮培养的长鞭红景天细胞红景

天苷累积量与蔗糖质量浓度成正相关（r＝0.998 5），
即当蔗糖初始质量浓度增大时，细胞合成红景天苷

的累积量上升，以 50 mg/L 初始蔗糖质量浓度为最

高，但增长速度开始减缓，与 40 mg/L 的诱导之间

未达到极显著差异。当碳源质量浓度进一步增大时，

外界环境就会对颗粒型愈伤组织的生长产生负面效

应，如渗透压增大，影响细胞的分化，细胞失水引

发质壁分离现象，酶钝化失活等。在长鞭红景天悬

浮培养细胞的次生代谢产物合成方面，碳源也能表

现出一定的调节作用，如酶生物合成的诱导作用，

以及分解代谢物的阻遏作用等[9]。 
3.2.2  氮源优化  氮元素不仅是植物细胞的重要

组成元素，也是一些次级代谢产物的组成元素，如

生物碱。虽然，红景天苷中不直接含有 N 元素，但

因其为苯丙氨酸的衍生物，故氮素供应的形式以及

作用质量浓度从理论上讲都可以影响红景天苷的代

谢。早期研究表明，培养基中氮元素量的减少往往

刺激次生代谢物产量增加 [10]；氮源的形式、

NH4
+/NO3

−的比值和量与植物细胞生长和次生代谢

累积关系密切[11]。不同的植物细胞对氮源的要求不

同[12-13]。本实验研究了长鞭红景天细胞悬浮培养的

MS 培养基中 NH4
+/NO3

−的添加量，以及 NH4
+/NO3

−

与细胞生物量和生产能力的相关性。结果见图 4、5。 
由图 4、5 可知，在仅含有铵盐或硝酸盐的 MS 
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图 4  不同 NH4

+/NO3
−比值对悬浮培养细胞生物量的影响 

Fig. 4  Effects of various NH4
+/NO3

− ratios on biomass 
    of suspension-cultured cells 

 
图 5  不同 NH4

+/NO3
−比值对悬浮培养细胞红景天苷 

累积的影响 
Fig. 5  Effects of various NH4

+/NO3
− ratios on salidroside 

accumulation of suspension-cultured cells 

液体培养基中，细胞的最大生物量相对最小，次生

代谢产物累积量也最低；在 NH4
+盐与 NO3

−盐混合

存在的培养体系中，对细胞生物量的提高和次生代

谢产物红景天苷的累积都有刺激作用，当

NH4
+/NO3

−为 1∶2 时，生长量和红景天苷的量均为

最大。 
进一步调控培养基中总氮量水平，分析其对长

鞭红景天细胞悬浮培养体系性状的影响，结果见图

6、7。当 MS 总氮量（1N）水平不变（NH4NO3为

1 650 mg/L，KNO3为 1 900 mg/L）时，长鞭红景天

颗粒型愈伤组织的生物量最大；当总氮量减少为原

量的 1/2（NH4NO3为 8 25 mg/L，KNO3为 850 mg/L）、
1/4（NH4NO3 为 412.5 mg/L，KNO3 为 425 mg/L），
或增大为原量的 2 倍（NH4NO3为 3 350 mg/L，KNO3

为 3 800 mg/L）时，细胞生物量反而较原氮素水平低。

但是，在 1/2 水平的总氮量条件下，能刺激长鞭红景 

 

图 6  总氮量对悬浮培养细胞生物量的影响 
Fig. 6  Effects of total nitrogen on biomass 

            of suspension-cultured cells 

 
图 7  总氮量对悬浮培养细胞红景天苷累积的影响 

Fig. 7  Effects of total nitrogen on salidroside accumulation 
 of suspension-cultured cells 

天细胞红景天苷的累积，然而，在更低水平（1/4 N）

或高水平条件下（2 N）则未表现出诱导效应。 
3.3  激素筛选 

本实验考察了常用生长素 NAA、2, 4-D 与 BA
不同组合对长鞭红景天颗粒型愈伤组织悬浮培养体

系的影响。结果见图 8。 
根据长鞭红景天愈伤组织诱导培养基中 BA 与

NAA 的质量浓度，先固定 NAA 质量浓度在 0.5 
mg/L，考察外源 BA 质量浓度对颗粒型愈伤组织悬

浮培养体系的影响，结果见图 8-A。 
当外源 BA 质量浓度在 5 mg/L 时，颗粒型愈伤

组织的生物量最大，且低质量浓度条件下，生物量

更高，随着 BA 质量浓度的进一步增大，悬浮培养

的细胞生长被抑制。但当 BA 质量浓度高达 30 mg/L
时，细胞生长被明显抑制，其生物量仅为最高值的

1/2 左右，同时，细胞的一些外表特征也发生改变，

高水平 BA 条件下，组织颗粒小，由绿色转向褐色，  
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图 8  外源植物激素水平对悬浮培养细胞生长 
及红景天苷累积的影响 

Fig. 8  Effects of phytohormone levels on biomass and 
salidroside accumulation of suspension-cultured cells 

质地紧实。当 BA 质量浓度为 5～15 mg/L 时，有利

于红景天苷的累积，但是在未添加 BA 或高质量浓

度 BA 环境下对红景天苷的生物合成亦同样表现出

抑制作用。这可能是因一定质量浓度的 BA 可促进

愈伤组织的形态调控，促进分化，促进其次生代谢。

为此，选用 5 mg/L 为最适质量浓度。 
在考察外源 NAA 质量浓度的试验中（图 8-B），

发现其对长鞭红景天悬浮培养体系颗粒型愈伤组织

细胞生长的影响亦表现出“低质量浓度促进，高质

量浓度抑制”的现象。低质量浓度下细胞增殖快，

高质量浓度时，因生长素的“双重作用”而产生抑

制效应，使得生物量下降。对比 NAA 各质量浓度

下的红景天苷量，发现 NAA 为 0.1 mg/L 时，红景

天苷量最高，并随着外源 NAA 质量浓度增大而呈

现下降的趋势。 
当 BA 固定在 5 mg/L 时，悬浮培养体系中细胞 

的生长速率与高质量浓度的 2, 4-D 呈负相关，即在

高质量浓度条件下，不利于细胞干质量的提高。当

2, 4-D 处于低质量浓度范围时，对细胞的增殖效应

更明显，其中，以 2, 4-D 为 0.1 mg/L 为最大值。但

是，在对红景天苷积累量的考察中发现，添加质量

浓度的提高可显著刺激细胞次生代谢产物的合成。 
各因素对细胞生长量及红景天苷累积效应的方

差分析显示 BA 对红景天生物合成影响效应高于

NAA 和 2, 4-D（表 2、3）。这可能是 BA 在细胞分

化阶段的调控作用所致。 
综上所述，将长鞭红景天颗粒型愈伤组织悬浮培

养体系的植物生长调节剂组合或激素配比设计为 BA 
5 mg/L＋2, 4-D 0.1 mg/L，可使筛选出的长鞭红景天颗

粒型愈伤组织细胞系既有较高水平的生物量，也保持

一定的次生代谢产物的合成能力，以便于开展其次生

代谢的调控因子研究，以及关键酶性质的研究。 
4  讨论 

1998 年 Crawford 等[14]提出 NO3
−既可以作为植

物生长的营养物质又可以作为氮同化的最初信号，

并参与内源信号的调节，如诱导有机酸的代谢，诱

导氮代谢关键酶硝酸还原酶基因、亚硝酸还原酶基

因，以及胞质谷氨酰胺合成酶基因转录本的变化。

所以，在低水平 NO3
−培养条件下，不利于 N 素的

吸收和转化，从而反馈到细胞的生长和次生代谢产

物生物合成水平的提高上。同时，在低水平 NO3
−

的条件下提高 NH4
+的量，将会导致高质量浓度的

NH4
+-N 在胞内富积，导致胞内 NH3 中毒，影响其

生物和代谢。Phillips 和 Endress 等[15-16]相继提出了

培养基中磷元素和氮元素量的减少往往可刺激次生

代谢产物的产量增加。 
在植物细胞培养中，外源植物激素的种类和质

量浓度对细胞的生长、分化和次生代谢产物的合成

起着十分重要的作用。在外源激素组合中，生长素

的影响通常较大[17]。如不同类型的生长素对次生

代谢物的合成有着不同的影响，而且这种影响随着

次生代谢产物的种类不同而有很大的变化。 
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表 2  植物激素水平对悬浮培养细胞生物量影响的方差分析 
Table 2  Variance analysis on effects of phytohormone levels on biomass in suspension-cultured cells 

处 理 方差来源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值 
组间 3 55.549 4 18.516 5 18.26** 0.000 6 
组内 8 8.116 5 1.014 6   

BA 

总计 11 63.665 9    
组间 3 71.513 6 23.837 9 66.13** ＜0.000 1 
组内 8 2.883 7 0.360 5   

NAA 

总计 11 74.397 3    
组间 3 102.190 3 34.063 4 70.41** ＜0.000 1 2, 4-D 
组内 8 3.870 3 0.483 8   

 总计 11 106.060 6    

表 3  植物激素水平对悬浮培养细胞红景天苷累积效应的方差分析 
Table 3  Variance analysis on effects of phytohormone levels on salidroside accumulation in suspension-cultured cells 

处理 方差来源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值 
组间 3 21.490 9 7.163 6 25.07 0.000 2 
组内 8 2.286 4 0.285 8   

BA 

总计 11 23.777 3    
组间 3 3.022 3 1.007 4 4.87 0.032 7 
组内 8 1.655 8 0.206 9   

NAA 

总计 11 4.678 1    
组间 3 9.408 9 3.136 3 15.66 0.001 0 
组内 8 1.602 5 0.200 3   

2, 4-D 

总计 11 11.011 4    
 

Teyssendier dela serve B[18]指出，生长素的作用

是使细胞脱分化、抑制细胞的衰老进程，并使大量

的原生代谢产物用于次生代谢物质的生产中。

Endress[16]指出细胞分裂素能导致植物组织培养细

胞的生理年龄差异，引起细胞间化学梯度，刺激次

生代谢物质的积累。其作用机制是能捕获细胞内自

由基或降低细胞内自由基的水平，保证细胞膜的完

整性，间接地影响重要氨基酸的运输。细胞分裂素

的复壮作用，可以使 RNA 酶和蛋白酶失活，并促

进蛋白质的生物合成，同时也影响到某些特定酶的

表达[19-20]。 
建立良好的细胞悬浮培养体系是进行大规模细

胞培养的必要准备。单因素变化法考察了基本培养

基、初始蔗糖质量浓度、氮源质量浓度及氮源组成

等对长鞭红景天悬浮培养细胞体系的生物量和红景

天苷合成能力的影响。确定了 MS 为长鞭红景天细

胞悬浮培养体系生长及生产的基本培养基。碳源质

量浓度方面，利于颗粒型愈伤组织生物量增加的蔗

糖质量浓度以 30%为最优，而对于红景天苷的累积

而言，则可在较高质量浓度条件下得到诱导表达。 
当 MS 总氮质量浓度维持原水平时，颗粒型愈

伤组织生物量相对最高，但是有利于红景天苷生物

累积的总氮水平则为原 MS 的 1/2。在氮素形式上，

颗粒型愈伤组织生长和生产都要求 NH4
+/NO3

−为

1∶2 时可达到最高水平。 
有研究表明外源 2, 4-D 有利于愈伤组织的

诱导[21]，但在对次生代谢物的合成上往往有抑制

作用 [17]。如司徒琳莉等 [22]在东北红豆杉细胞培

养研究中表明，培养基添加一定质量浓度的 2, 
4-D 可以显著提高细胞的生长速率，增加生物量，

另添适当质量浓度的 BA 和 KT 则可以提高紫杉

醇的积累。植物激素水平对颗粒型愈伤组织生长

和红景天苷的合成的影响效应存有差异，方差分

析得知，BA 对红景天苷的累积效应较 NAA 和

2, 4-D 更强，而在生物量的累积方面则以 2, 4-D
的效果明显。 

长鞭红景天悬浮细胞培养体系的建立，为进一

步进行高产细胞株选育、次生代谢途径及逆境因子
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研究奠定了基础，同时为利用生物工程技术获取药

用植物的有效成分，缓解天然资源压力提供新的研

究思路。 
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