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主要营养成分对悬浮培养玫瑰茄细胞生长和
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摘　要　本文研究了培养基中碳源和氮源变化对悬浮培养玫瑰茄细胞生长和花青素合成的影响。 在 8

种不同的碳源中 , 麦芽糖有利于花青素的积累 , 而蔗糖和葡萄糖适合细胞生长 , 并有较高的花青素产

率。在 1%～ 10%蔗糖浓度范围内 , 4%浓度下细胞生长和花青素产率最高 , 而 6%浓度下细胞花青素

含量最高 , 高渗环境较有利于细胞花青素的积累。 13.5 mM 的氮源总量已足够维持玫瑰茄细胞生长和

花青素合成 , 氮源总量增加对细胞代谢有抑制作用。 NH+
4 对细胞有显著抑制作用。总量 13.5 mM ,

NO-3 与 NH+4 比例 25∶2 和 23∶4时细胞生长和花青素合成最佳。
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Abstract　Effects of different carbon and nitro gen source on cell g row th and anthocyanin production in suspen-

sion culture of Hibiscus sabdari f fa L.were studied.I n eight kinds of carbon source , maltose was more effective

toward fo rmalasing anthocyanin content , but cell biomass and total anthocyanin production y ield were highest in

the medium w ith sucrose and g lucose.I n the range of 1%～ 10% sucrose concentra tion , highest biomass and to-

tal anthocyanin yield were obtained in medium w ith 4% sucrose concentration , while highest anthocyanin con-

tent w as achieved in the medium with 6% sucrose concentration.High osmotic potential w as effective for accu-

mulation of anthocyanin.Different total nitrogen concentration and NO-3 to NH+
4 ratio showed strong influence

on cell g rowth and anthocyanin production.Total nitrogen concentration of 13 , 5 mM was enough for cell
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grow th and anthocyanin production , while increase of the to tal nitro gen concentration inhibited the cell

metabolism.NH+
4 w as a strong inhibito r.Under the following condition of the r atio of NO-3 to NH+4 (25∶2 , 23

∶4)and total nitrogen concentration 13.5 mM , resulted good cell g rowth and anthocyanin production.

Key words　Nutrient;Hibiscus sabdari f fa L.;suspension culture;anthocyanin

　　近年来随着世界各国对合成色素使用的广泛限制 , 天然色素的生产 、 使用逐渐受到人们的重

视。植物作为一个次生代谢产物的宝库 , 包括各种风味物质 、 天然色素 、 药物等等 , 一直是天然

色素生产的重要原料 。但是考虑到从植株原料直接提取色素的种种局限 , 如需大规模栽种植物 、

植物产量易受外界恶劣环境影响 、 目的产物含量低等等 , 从八十年代开始 , 植物细胞大规模培养

生产次级代谢物的技术逐渐发展起来
〔1 , 2〕

。我们应用这种技术 , 利用筛选出来的优良玫瑰茄细胞

株生产花青素 , 一种重要的天然色素。

玫瑰茄 (Hibiscus sabdari f fa L.), 又名山茄 , Roselle 等 , 是锦葵科木槿属一年生草本植物 , 主

要分布于世界热带 、 亚热带地区。玫瑰茄于本世纪初引入我国 , 目前在福建 、 云南 、两广等地区

有栽培 。玫瑰茄的成熟花萼呈紫红色 , 色素为花青素类 , 是一种很好的色素生产原料 。Esselen

和Sammy〔3 , 4〕首先研究了玫瑰茄色素实际应用的可能性。随后玫瑰茄逐渐作为花青素类色素合

适的生产原料而受到更多的重视。在国内 , 福建省亚热带植物研究所等单位开展了从玫瑰茄植物

原料中提取红色素的研究〔5 , 6 , 7〕。而我们则成功应用玫瑰茄细胞液体培养技术 , 以进一步提高原

料中花青素的含量 , 从而改进从植株中直接提取的制备方法。

玫瑰茄细胞培养系统的建立以及一些理化因子的影响已有另文报道〔8 , 9〕 。本文则主要研究了

摇瓶状态下 , 培养基中主要的营养成分对玫瑰茄细胞悬浮培养过程中细胞生长 、花青素形成的影

响 , 包括碳源的种类 、浓度 , 氮源的比例及浓度等。通过本研究建立维持玫瑰茄细胞高花青素产

率的营养环境 , 为该技术由摇瓶阶段转向反应器培养阶段提供参考依据。

1　材料与方法

1.1　实验材料

材料为福建产玫瑰茄的花萼愈伤组织 , 经本实验室从 1992年起筛选得到的高产花青素细胞

株〔8〕 。

1.2　培养方法

选用 Gamborg B5培养基组分
〔10〕
, 其中添加 1 mg/L 的 2 , 4-D 、 0.5 mg/L 的 KT 和 30 g/ L

的蔗糖 , pH 为 5.8 (灭菌前), 0.1 MPa 下灭菌 15 min 。玫瑰茄细胞的液体悬浮培养在 #O25

℃, 转速 130 r/min , 光照 1 600 lx 、 16 h/d的摇床上进行 。接种量为 40 g/ L湿细胞 (约为 1.35

g dw/L)。实验选用 250 mL 摇瓶 , 培养基装量为50 mL , 培养14 d后收获。各批实验独立进行 ,

实验结果均为 3次的平均值。

1.3　分析方法

1.3.1　细胞生长的测定　悬浮培养的玫瑰茄细胞收获后 , 经砂芯漏斗抽滤 、冼涤得湿细胞 , 于

60 ℃烘干至恒重 , 以细胞干重含量 (g dw/L)作为其生长的指标。收获时细胞干重除以接种时

细胞干重得到收获时细胞量增长倍数。

1.3.2　花青素的含量测定〔9〕　将 1 g 湿细胞用 10 mL 1%HCl甲醇 4 ℃静置抽提 24 h , 过滤得

清液 , 于波长 525 nm 处比色 。根据标准曲线计算 , 并以飞燕草素-3-葡萄糖苷表示细胞中花
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青素含量 (mg/g dW)。

1.3.3　培养液中主要营养成分的测定〔9〕　可溶性糖用蒽酮法测定。硝酸根和铵根离子分别用水

杨酸 —浓硫酸法和苯酚—次氯酸盐法测定。

2　结果与讨论

2.1　不同碳源对细胞生长和花青素合成的影响

适宜于培养植物细胞的碳源很多 , 包括常用糖类 (葡萄糖 、 蔗糖 、甘油等)和非常用糖类

(乳糖 、半乳糖 、淀粉等)。不同的培养细胞适合生长所需的碳源种类不同 , 产花青素的能力也依

赖于此 。为研究玫瑰茄细胞对不同碳源的适应能力 , 我们选择了三类共 8 种碳源:单糖 (葡萄

糖 , 果糖 、甘露醇), 双糖 (蔗糖 , 麦芽糖 , 乳糖), 多糖 (菊糖 , 右旋糖酐), 添加浓度均为 40

g/L 。8种碳源对液体悬浮培养的玫瑰茄细胞生长和花青素合成的影响见图 1 。

图 1　不同碳源对悬浮培养过程中玫瑰茄细胞量增

长(□)和花青素合成(◆)的影响

Fig.1　Effects of sugars on g row th index(□)and

anthocyanin production(◆)in suspension

culture of Hibiscus sabdarif fa L.

　　由图可知 , 果糖作为唯一碳源

对玫瑰茄细胞生长和花青素合成有

抑制作用 , 与 M i- zukami#＊-4

等人的报道相反〔11〕。蔗糖和葡萄糖

对细胞生长是适合的 , #＊4细胞量

分别增长 14.3 和 12.2 倍 , 葡萄糖

对玫瑰茄细胞生长也未表现出在某

些植物细胞培养过程中出现的抑制

效应;葡萄糖为碳源时细胞花青素

含量比用蔗糖时稍高 , 原因可能是

前者分子量小 , 培养基中的摩尔浓

度高 , 使得细胞生长在较高的渗透

压环境中 , 高渗环境虽对细胞生长

有一定负作用 , 但较有利于花青素

的合成〔12〕。玫瑰茄细胞也能利用乳

糖和麦芽糖 , 但细胞量增长倍数较

小;值得注意的是利用麦芽糖为唯

一碳源时细胞花青素含量达到最高

值 35.3 mg/g dW , 分别是蔗糖和葡萄糖时的 2.5和 2.2倍 , 但由于细胞量少 , 使得花青素总产

率仍然较低。玫瑰茄基本上不能利用甘露醇 , 右旋糖酐和菊糖 , 表明细胞缺乏应用糖醇和多糖的

酶系 , 细胞不能生长的同时 , 花青素的合成也缺乏足够的碳源支持 。由此 , 蔗糖和葡萄糖是最适

合玫瑰茄细胞生长和花青素合成的碳源 。从使用成本来考虑 , 以下实验均采用蔗糖作为唯一碳

源。

2.2　培养基中较佳蔗糖浓度的确定

不同种类 、 生长状态的植物细胞对蔗糖的需求有较大差别 , 而蔗糖浓度对细胞次级代谢产物

合成的影响也是显著的。花青素分子中含有糖配基 , 显示出其合成与蔗糖利用的密切联系。蔗糖

同时也作为培养基中渗透压的调节剂 , 对细胞生长和花青素的合成起着重要的作用 。本文研究了

培养基中一定浓度范围 (10 ～ 100 g/L)的蔗糖对玫瑰茄细胞生长和花青素合成的影响 , 结果如
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图 2所示 。

由图可见 , 在一定浓度范围内 , 玫瑰茄细胞生长 (0%～ 4%)和花青素合成 (0%～ 6%)随

蔗糖浓度的升高而增加 , 分别在 4%和 6%浓度下达到最大细胞量 14.3 g dW/ L。和最高细胞花

青素含量 21.8 mg/g dW , 最高花青素产率也在 4%蔗糖浓度下出现 , 为 260 mg/ L。这与蔗糖作

为唯一碳源参与细胞初级代谢和次级代谢是有关的。蔗糖浓度超过 4%时 , 玫瑰茄细胞的生长受

到抑制 , 可能与高糖带来的培养基高渗透压有关 。高渗对培养基中其他营养物质的吸收有抑制作

用;高渗造成细胞内含水量降低 , 可能也影响细胞内某些代谢功能的正常进行 。但是高渗对细胞

中花青素的积累还是有利的〔12〕 。图中 , 细胞的花青素含量在较高的蔗糖浓度下能够维持较高的

水平。由于液泡在花青素胞内积累中有重要作用 , 高渗导致液泡内液体外渗使培养基颜色变深 ,

并检测到花青素的存在 , 但也可能同时解除了末端产物花青素对合成途径的抑制。有关的机理尚

需更多的实验证实。培养基中蔗糖的利用率随着蔗糖浓度的升高而降低。

图 2　不同蔗糖浓度下 , 悬浮培养过程中玫瑰茄细胞生长(○)、 花青素含量(★)、

花青素产率 (△)和蔗糖利用率 (■)的影响

Fig.2　Effects o f different sucrose concentration on cell grow th(○), anthocyanin

content(★), total anthocyanin (△)and sucrose usage efficiency(■)in

suspension culture of Hibiscus sabdarif fa L.

　　实验表明玫瑰茄细胞和花青素合成所需的最佳蔗糖浓度是不同的。由于花青素的产率同时与

细胞量和细胞中花青素含量有关 , 故此 4%的蔗糖浓度是较佳的选择 。实验同时也为我们提供一

条思路 , 即通过二段式培养工艺 , 分别在细胞生长期和花青素合成期提供各自最佳的营养条件 ,

最终达到提高花青素产率的目的。有关二段式培养工艺的建立 , 以及营养变化时机的确定等工作

已在研究中。

2.3　硝酸根和铵根离子比例与氮源总量对细胞生长和花青素合成的影响

氮源对植物细胞的生长是不可缺少的。氮源组成和总量的变化对细胞的生长和次级代谢的进

行有不同作用。B5培养基中的氮源为硝酸盐 (25 mM)和铵盐 (2 mM)。本文研究硝酸根和铵

根离子的不同比例以及氮源总量对玫瑰茄细胞生长和花青素合成的影响。

B5培养基的基本氮源总量为 27 mM , NO-
3 与 NH+

4 的比例 25∶2。在研究氮源总量对细胞生
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长和花青素合成影响的实验中采用 1/2 , 1 , 2和 4倍 B5基本浓度;在维持每种氮源总量下 NO-3

与NH+
4 的比例分别调整为 27∶0 , 25∶2 , 23∶4 , 19∶8 , 11∶16 , 3∶24和 0∶27 , 以研究 NO-

3 与

NH+
4 的比例对细胞生长和花青素合成的影响 。实验中蔗糖浓度为 4%。实验结果如表 1所示。

表 1　不同 NO-3 与 NH+
4 的比例与氮源总量对悬浮培

养玫瑰茄细胞生长和花青素合成的影响

Table 1　Effects of total nitrogen concentration and NO-3

to NH+
4 ratio on g row th and anthocyanin production

in suspension cultures of Hibiscus sabdarif fa L.

氮源比例
NO -

3 /NH+
4

氮源总量 (倍基本浓度)

1/ 2(13.5 mM) 1(27 mM) 2(54 mM)4(108 mM)

27∶0 a

b

7.76

9.5

12.09

10.3

12.35

10.4

8.44

8.1

25∶2 a

b

17.64

19.5

14.09

17.8

9.09

15.3

7.52

7.5

23∶4 a

b

12.82

25.7

9.98

14.2

8.50

11.7

6.24

6.4

19∶8 a

b

11.04

16.3

8.76

12.4

6.22

9.3

4.33

3.1

11∶16 a

b

8.35

10.2

5.6

7.62

4.84

3.8

3.02

2.4

3∶24 a

b

5.32

5.1

4.08

3.3

2.58

1.4

2.11

0.8

0∶27 a

b

2.52

2.5

3.12

1.4

1.88

0.8

1.06

0.5

　　a:细胞量(g dW/ L), 　b:花青素含量 (mg/g dW)

　　实验结果表明在 1/2 基本氮源浓度

下 , 25∶2 、 23∶4 、 19∶8三种比例的培养

基比较有利于细胞生长和花青素合成 ,

最高细胞量为 17.64 g dW/L (25∶2),

最高花青素含量为 25.7mg/g dW (23∶

4)。由此可见 NO
-
3 离子和 NH

+
4 离子的

比例对玫瑰茄细胞生长和花青素合成有

重要的作用。NO-3 离子对细胞生长是必

需的 , 但对花青素合成有一定抑制作用;

NH
+
4 离子对细胞生长有较强的抑制作

用 , 但在一定范围内提高 NH
+
4 离子的浓

度 (NO
-
3 离子浓度相应降低)会促进细

胞内花青素的积累。对应每一种比例 ,

1/2基本氮源浓度 (13.5 mM)都已足

够维持玫瑰茄细胞生长和花青素合成的

需要 。除了在以 NO-
3 离子为唯一氮源的

培养基中之外 , 提高氮源总量相应提高

了 NH+
4 离子的浓度 , 对细胞生长有明显

抑制作用 , 花青素含量也降低 。在以

NH+
4 离子为唯一氮源的培养基中 , 玫瑰

茄细胞基本上不能生长 , 甚至死亡。在

其他植物种类如 Aralia cordata , Euphorbia m il lii 等的培养过程中也有类似报道〔13〕。

参 考 文 献

1　Reinf riede Ilker.Food Technology , 1987 , 41:70～ 72

2　Anonymous.Food Technology , 1986 , 40:122～ 129

3　Esselen W B , G M Sammy.Food Prod.Dev., 1973 , 7(1):80～ 82

4　Esselen W B , G M Sammy.Food Prod.Dev., 1975 , 9(8):37～ 40

5　曾华庭 , 徐　雄.亚热带植物通讯 , 1983 , 1:30～ 34

6　曾华庭 , 董焰生 , 杨聚成.食品与发酵工业 , 1984 , 5:27～ 32

7　曾华庭 , 董焰生 , 杨聚成.食品与发酵工业 , 1984 , 6:31～ 34

8　张玉墀 , 阮　茜.华南理工大学学报(自然科学版), 1993 , 21:70～ 73

9　阮　茜 , 郑穗平 , 郭　勇.第七届全国生物化工学术会议论文集.北京:化学工业出版社, 1996.588～ 591

10　O L Gamborg , R A Miller , K Ojima.E xp.Cel l.Res., 1968 , 50:151～ 158

11　Mizukami H , Nakamura M , Tomi ta K , et al.Plant Tissue Cul ture Let ters , 1991 , 8:14

12　Chi Ba Do , Francois Comier.P lant Cel l Reports , 1990 , 9:143～ 146

13　Kazuo sakamoto , Kumiko Iida , Kimiko saw amura , et al.Phytochem istry , 1993 , 33:357～ 360

74 广　西　植　物 18 卷　


