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摘要：为解决青钱柳资源稀缺问题以及为采用生物反应器规模化生产青钱柳多糖，采用单因素
和正交试验研究了几种大量营养素对青钱柳悬浮细胞生长及多糖质量分数的影响。单因素试验
结果表明：添加４０ｇ／Ｌ蔗糖有利于悬浮细胞的生长，而５０ｇ／Ｌ蔗糖时多糖质量分数最高；

ＮＯ３－：ＮＨ４＋为５０︰１０、总氮３０ｍｍｏｌ／Ｌ、磷酸盐１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｍｇ２＋２ｍｍｏｌ／Ｌ时细胞干重
和多糖质量分数均最高；４ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｃａ２＋适合细胞的生长，但２ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｃａ２＋更有利于多糖的合
成。正交试验结果表明：利于细胞生长的大量营养素组合为４０ｇ／Ｌ蔗糖＋３０ｍｍｏｌ／Ｌ总氮＋２
ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋＋４ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｃａ２＋；而适于细胞多糖含量提高的组合为４０ｇ／Ｌ的蔗糖＋３０ｍｍｏｌ／

Ｌ总氮＋３ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｍｇ２＋＋３ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｃａ２＋。
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　　青钱柳［Ｃｙｃｌｏｃａｒｙａｐａｌｉｕｒｕｓ（Ｂａｔａｌ．）Ｉｌｊｉｎ－
ｓｋａｊａ］系胡桃科青钱柳属植物，是我国重点保护的

濒危植物之一［１］。民间将其叶制成保健茶饮已有

２００余年历史，是良好的保健食品资源。近代药理
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学研究表明，青钱柳多糖具有降血糖、降血压、降血
脂、增强免疫、抗肿瘤、抗氧化、抑菌等多种生物功
能［２－７］。青钱柳属极难生根树种，其种子具有深度
休眠性，自然萌发率仅为０．１％～０．２％，目前国内
外尚未建立有效的青钱柳组培快繁体系［８］，现有的
青钱柳资源又非常少，这严重影响了青钱柳的开发
利用。植物细胞悬浮培养具有细胞分散性好、生长
迅速、易于控制等诸多优点，通过青钱柳细胞悬浮
培养大规模生产其活性成分是对青钱柳资源的保

护与利用具有重要意义。作者考察了培养基中几
种大量营养成分对青钱柳悬浮细胞生长及多糖合

成的影响，为通过细胞大量培养技术生产多糖提供
参考。

１．１　试验材料
青钱柳悬浮细胞系：取２ｇ继代３０次后的青钱

柳愈伤组织（由作者所在实验室诱导保存）接种于
装有４０ｍＬ培养基的１００ｍＬ三角瓶中，置于转速
为１１５ｒ／ｍｉｎ的摇床上，２５℃黑暗条件下进行振荡
培养，每５～７ｄ继代一次，继代方法为：在上一代细
胞培养液中以１：２的比例加入新鲜培养基。培养
基为 ＭＳ［９］＋ＫＴ　１ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．３ｍｇ／Ｌ＋３％蔗糖。继代２０次后得到分散
度高、传代较为稳定的青钱柳悬浮细胞系。

１．２　青钱柳悬浮细胞生长及多糖合成曲线的绘制
取生长良好的青钱柳悬浮细胞接种于装有４０

ｍＬ　ＭＳ液体培养基的１００ｍＬ三角瓶中，接种量为

８％（以鲜质量计）。置于转速为１１５ｒ／ｍｉｎ的摇床
上，（２５±１）℃弱光条件下进行振荡培养。ＭＳ培
养基中含蔗糖３０ｇ、ＫＴ１ｍｇ／Ｌ，２，４－Ｄ　０．５ｍｇ／Ｌ、

ＮＡＡ　０．３ｍｇ／Ｌ，ｐＨ 为５．８。每隔两天随机取３
瓶培养物测定细胞生物量及多糖含量。

１．３　不同蔗糖、氮源、磷酸盐、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 浓度及

ＮＯ３－∶ＮＨ４＋比例对细胞生长及多糖质量分数的
影响

在探讨蔗糖质量浓度对悬浮细胞生长和多糖

含量影响时，将悬浮细胞接入蔗糖质量浓度分别为

１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０ｇ／Ｌ的培养基中进行悬浮
培养；探讨 ＮＯ３－ ∶ＮＨ４＋比例对悬浮细胞生长和
多糖含量影响时，保持总氮浓度为 ＭＳ培养基的氮

浓度６０ｍｍｏｌ／Ｌ，设置 ＮＯ３－ ∶ＮＨ４＋比例分别为

０∶６０、１０∶５０、２０∶４０、３０∶３０、４０∶２０、５０∶１０、

６０∶０；探讨总氮源浓度对细胞生长及多糖含量的
影响时，在最佳的 ＮＯ３－︰ ＮＨ４＋条件下设置所用
的培养基总氮源浓度分别为为ＭＳ培养基中总源浓
度的０、１／４、１／２、１、３／２、２倍（即分别为０、１５、３０、

６０、９０Ｃ、１２０ｍｍｏｌ／Ｌ）；探讨磷酸盐浓度对细胞生
长及多糖含量的影响时，所用的磷酸盐浓度分别为

ＭＳ培养基的其浓度的０、１／４、１／２、１、３／２、２、３倍
（即分别为０、０．３１、０．６３、１．２５、１．８８、２．５０、３．７５
ｍｍｏｌ／Ｌ）；探讨Ｃａ２＋浓度对细胞生长及多糖含量的
影响时，所用的Ｃａ２＋ 浓度分别为０、１．０、２．０、３．０、

４．０、５．０、６．０ｍｍｏｌ／Ｌ；探讨 Ｍｇ２＋浓度对细胞生长及
多糖含量的影响时，所用的 Ｍｇ２＋浓度分别为０、０．５、

１．０、２．０、４．０、６．０ｍｍｏｌ／Ｌ。所采用的培养条件均与
上述１．２相同，培养１０ｄ后收获细胞进行测定。

１．４　几种大量营养素的优化试验
综合单因素试验的结果，选取蔗糖、总氮源、

Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋浓度４个影响较大的因子，分别记为Ａ、

Ｂ、Ｃ、Ｄ，采用Ｌ９（３４）正交试验设计研究其对悬浮细
胞生长及多糖合成的影响，按照正交设计方案将生
长良好的青钱柳悬浮细胞接种于不同的培养基中，
培养１０ｄ后收获细胞，测定细胞干重及多糖含量。
各因素和水平见表１。

表１　因素水平表

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ

水平

因 素

Ａ
蔗糖质量
浓度／（ｇ／Ｌ）

Ｂ
总氮浓度／
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｃ
Ｍｇ２＋浓度／
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｄ
Ｃａ２＋浓度／
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

１　 ３０　 １５　 １　 ２

２　 ４０　 ３０　 ２　 ３

３　 ５０　 ４５　 ３　 ４

１．５　细胞生长量的测定
将培养一定天数的悬浮细胞液用布氏漏斗真

空抽滤，得到的细胞用蒸馏水充分洗涤，抽干后的
细胞于５５℃烘箱中烘至恒重后称其干重ＤＷ。细
胞生长量以每升培养液中细胞的干质量净增长量

表示，即：净增干质量＝收获细胞的干质量－接种
细胞干质量。

１．６　多糖质量分数测定
准确称取０．２ｇ干燥后的细胞，加５ｍＬ蒸馏水
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９０℃水浴提取３ｈ后４　０００　ｇ离心１５ｍｉｎ，取１ｍＬ
上清液加４ｍＬ 体积分数９５％乙醇醇沉过夜，

４　０００　ｇ离心２０ｍｉｎ，挥干乙醇后加蒸馏水溶解沉淀
物得多糖溶液。多糖含量采用苯酚－硫酸法测定：
取１ｍＬ稀释至适当倍数的多糖溶液，加蒸馏水至２
ｍＬ，然后加入苯酚溶液（体积分数５％）１ｍＬ，再加
入５ｍＬ浓硫酸、振荡、室温下静置３０ｍｉｎ，然后用
紫外可见分光光度计在４９０ｎｍ处测定其吸光值。
以葡萄糖为标准品制作标准曲线，将烘干至恒重的
分析纯葡萄糖配成１００μｇ／ｍＬ的标准溶液，准确移
取０．０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２ｍＬ标准溶液于
各试管中，用蒸馏水补足到２ｍＬ，各试管加入１ｍＬ
体积分数５％苯酚溶液，混匀后快速加入５．０ｍｌ浓
硫酸，振荡混匀后室温静置３０ｍｉｎ，在４９０ｎｍ处测
其吸光度。以葡萄糖浓度作横坐标，吸光度为纵坐
标绘 制 标 准 曲 线，得 回 归 曲 线 方 程 为：ｙ＝
０．０１６　１ｘ－０．００３　８，Ｒ２＝０．９９９　８，浓度在０～６０

μｇ／ｍＬ之间呈现良好的线性关系。多糖含量可通
过标准方程计算而得。

１．７　数据统计与分析
每次实验重复两次以上，实验结果用 表示，采

用ＤＰＳ６．５５统计软件进行方差分析，并用Ｄｕｎｃａｎ
新复极差法进行多重比较。

２．１　青钱柳悬浮细胞生长及多糖合成曲线
由图１可以看出，青钱柳悬浮细胞的生长曲线

基本呈Ｓ型，其中０～６ｄ为生长延滞期，而６～１０ｄ
细胞生物量急速增长，为细胞生长的指数增长期，
培养１２ｄ时生物量达到最大值，约为１８ｇ／Ｌ，约比
接种时的细胞生物量增长了近５倍；但随后细胞生
物量有所下降，培养至１８ｄ开始出现褐化。与生物
量相比，多糖的合成则在延滞期呈缓慢增长状态，
在生长指数期内快速增加，培养至１０ｄ时多糖含量
达到最高，约为３０ｍｇ／ｇ；之后多糖含量急剧下降。
因此，为了获得最高的多糖产量，宜在培养１０ｄ收
获细胞进行多糖的提取和制备。

２．２　蔗糖质量浓度对青钱柳细胞生长及多糖质量
分数的影响

蔗糖作为碳源不仅为细胞生长提供了能源和

碳骨架，而且其质量浓度对植物悬浮细胞的影响还

体现在其通过调节渗透压而对植物细胞的生长状

态起到一定的作用［１０］。由表２可知，在蔗糖质量浓
度低于４０ｇ／Ｌ时，随着蔗糖质量浓度的升高对细胞
生长起促进作用；当蔗糖质量浓度为４０ｇ／Ｌ时，最
有利于悬浮细胞的生长，其净增干重达到１５．４９ｇ；
而当质量浓度超过４０ｇ／Ｌ时，细胞生长受到抑制。
当蔗糖质量浓度为１０ｇ／Ｌ时净增干重只有３．１６ｇ，
而蔗糖质量浓度为７０ｇ／Ｌ时为６．８３ｇ，可见过低或
过高的蔗糖质量浓度都会严重抑制悬浮细胞的生

长。而蔗糖质量浓度对多糖含量的影响也与其对
细胞生长的作用一致，其含量也随着蔗糖质量浓度
的提高呈先升高后下降的变化，在５０ｇ／Ｌ蔗糖培养
时，细胞的多糖含量最高；但结合生物量和多糖产
率水平，为了获得最高的多糖产量，应选择蔗糖质
量浓度４０ｇ／Ｌ进行细胞悬浮培养。

图１　青钱柳细胞悬浮培养过程中生长及多糖合成变化曲线
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｔｉｍｅ－ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ａｎｄ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｃｏｎ－

ｔｅｎｔ　ｉｎ　Ｃ．ｐａｌｉｕｒｕｓ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｕｌｔｕｒｅ
表２　不同蔗糖质量浓度下细胞生物量和多糖质量分数

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓｕｃｒｏｓｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｂｉｏｍａｓｓ　ａｎｄ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ

蔗糖质量浓度／
（ｇ／Ｌ）

净增干重／ｇ
多糖质量分数／
（ｍｇ／ｇ）

１０　 ３．１６±０．２７ｅＥ　 ８．００±１．３０ｄＣ

２０　 ８．９１±０．４４ｃＣ　 １５．６０±１．５７ｃｄＢＣ

３０　 １４．７４±０．５６ａＡＢ　 １８．６９±２．５２ｂｃＡＢＣ

４０　 １５．４９±０．３３ａＡ　 ２８．０９±１．３７ａｂＡＢ

５０　 １３．２７±０．０５ｂＢ　 ３０．９５±０．７７ａＡ

６０　 ９．７７±０．６６ｃＣ　 ２７．３５±２．７０ａｂＡＢ

７０　 ６．８３±０．４８ｄＤ　 ７．６２±０．３２ｄＣ

　注：不同小写字母表示处理间在０．０５水平差异显著；不同
大写字母表示在０．０１水平差异极显著；下同。
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ＳＨＡＮＧＧＵＡＮ　Ｘｉｎ－ｃｈｅｎ，ｅｔ　ａｌ：Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｍａｃｒｏｎｕｔｒｉｅｎｔ　ｏｎ　Ｇｒｏｗｔｈ　ａｎｄ　Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　Ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ
Ｃｙｃｌｏｃａｒｙａｐａｌｉｕｒｕｓ　Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　Ｃｅｌｌｓ

２．３　不同氮源浓度及ｃ（ＮＯ３－）∶ｃ（ＮＨ４＋）比例对
细胞生长及多糖质量分数的影响

当氮源只有铵态氮时，细胞基本无法生长，随
着ｃ（ＮＯ３－）∶ｃ（ＮＨ４＋）比值升高，细胞生长受到明
显促进作用，当ｃ（ＮＯ３－）∶ｃ（ＮＨ４＋）为５０︰１０
时，细胞生物量达到最高。ｃ（ＮＯ３－）∶ｃ（ＮＨ４＋）对
多糖积累的作用与对细胞生长的作用一致，也是呈
先促进后抑制的效应，在ｃ（ＮＯ３－）∶ｃ（ＮＨ４＋）为

５０︰１０时多糖质量分数最高。表４为不同总氮浓
度对悬浮细胞生长和多糖质量分数的影响。当培
养基中未添加任何形式的氮源时，细胞的生长受到
较为严重的抑制，净增干重仅为６．８４ｇ。在所研究
的浓度范围内，细胞生物量随着总氮源浓度的升高
呈先增大后减小的趋势，且不同处理间存在极显著
差异，适合细胞生物量增长的氮源浓度是１／２倍的

ＭＳ氮源浓度，即３０ｍｍｏｌ／Ｌ的氮源浓度。不同氮
源浓度对多糖积累的影响与细胞生长的影响一致，适
合多糖积累氮源浓度也是１／２倍的 ＭＳ氮源浓度，且
与其他处理间存在极显著差异。
表３　不同ｃ（ＮＯ３－）∶ｃ（ＮＨ４＋）条件下悬浮细胞生物量和

多糖质量分数

Ｔａｂ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ＮＯ３－ｔｏ　ＮＨ４＋ ｏｎ　ｔｈｅ　ｂｉｏｍａｓｓ

ａｎｄ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ

ｃ（ＮＯ３－）∶
ｃ（ＮＨ４＋）

净增干重／ｇ
多糖质量分数／
（ｍｇ／ｇ）

０︰６０　 ０．２７±０．３４ｅＤ　 １０．７４±１．２５ｇＦ

１０︰５０　 １．０６±０．３３ｅＤ　 １２．８４±０．９６ｆＦ

２０︰４０　 ３．２２±０．６５ｄＣ　 １５．４６±０．２９ｅＥ

３０︰３０　 ６．８９±０．１８ｃＢ　 ２０．６１±０．２１ｄＤ

４０︰２０　 １３．０７±０．５３ｂＡ　 ２６．８３±０．２２ｂＢ

５０︰１０　 １４．５７±０．５７ａＡ　 ３０．８１±０．５５ａＡ

６０︰０ １３．９２±０．１１ａｂＡ　 ２３．７０±０．３１ｃＣ

表４　不同总氮浓度下细胞生物量和多糖质量分数

Ｔａｂ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｏｔａｌ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｂｉｏｍａｓｓ

ａｎｄ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ

氮源浓度／

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
净增干重／ｇ

多糖质量分数／

（ｍｇ／ｇ）

０ ６．８４±０．２８ｆＦ　 ２．５３±０．０２ｂＢ

１５　 １２．８１±０．０９ｂＢ　 ２．５０±０．１４ｂｃＢ

续表４

氮源浓度／

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
净增干重／ｇ

多糖质量分数／

（ｍｇ／ｇ）

３０　 １４．６７±０．２７ａＡ　 ３．９７±０．１０ａＡ

６０　 １１．８１±０．１５ｃＣ　 ２．３７±０．０４ｂｃＢ

９０　 １０．３６±０．１３ｄＤ　 ２．２８±０．２９ｂｃＢ

１２０　 ８．３７±０．２３ｅＥ　 ２．１４±０．０５ｃＢ

２．４　磷酸盐浓度对细胞生长及多糖质量分数的
影响

磷是构成核酸、磷脂、ＡＴＰ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，特别是在糖代谢中具有重要作用［１１］。由表５可
见，缺磷时，细胞的生长受到严重抑制，培养１０ｄ时
其生物量仅为４．９１ｇ，随着磷酸盐浓度的升高，细
胞的生长及多糖的质量分数均呈先增大后减小的

趋势，且基本保持同步的增加性。当磷酸盐浓度为

ＭＳ标准磷酸盐浓度１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ时，净增干重和
多糖质量分数均达到最大值，分别为１７．１０ｇ、

３０．２２ｍｇ／ｇ。
表５　不同磷酸盐浓度下细胞生生物量和多糖质量分数

Ｔａｂ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｂｉｏｍａｓｓ　ａｎｄ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ

磷酸盐浓度／

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
净增干重／ｇ

多糖质量分数／

（ｍｇ／ｇ）

０ ４．９１±０．４５ｅＤ　 １８．８６±０．５３ｄＤ

０．３１　 ７．７５±０．３６ｄＣ　 ２２．８９±０．２６ｃＣ

０．６３　 １４．１２±０．４３ｃＢ　 ２６．５３±０．９９ｂＢ

１．２５　 １７．１０±０．０７ａＡ　 ３０．２２±０．９６ａＡ

１．８８　 １５．８８±０．６５ｂＡＢ　 ２８．９７±０．１２ａＡＢ

２．５　 １５．７４±０．８１ｂＡＢ　 ２３．０８±１．４９ｃＣ

３．７５　 １５．７２±０．１６ｂＡＢ　 ２２．５２±０．６８ｃＣ

２．５　Ｃａ２＋浓度对细胞生长及多糖质量分数的影响
由表６可知，当培养基中不添加钙时，细胞的

生长及多糖的合成都受到抑制，与其他处理间存在
显著差异，而当Ｃａ２＋浓度处于１～６ｍｍｏｌ／Ｌ的范
围内时，细胞生物量先增大后减小，但各处理间差
异不显著，Ｃａ２＋浓度在４ｍｍｏｌ／Ｌ时，生物量最大，

在２ｍｍｏｌ／Ｌ时，多糖质量分数最大。综合考虑细
胞生物量及多糖质量人分数，Ｃａ２＋浓度在２ｍｍｏｌ／





上官新晨，等：大量营养素对青钱柳悬浮细胞生长及多糖质量分数的影响

Ｌ时多糖产量最大。
表６　不同Ｃａ２＋浓度下细胞生物量和多糖质量分数

Ｔａｂ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｃａ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｂｉｏｍａｓｓ　ａｎｄ　ｐｏｌｙ－
ｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ

Ｃａ２＋浓度／

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
净增干重／ｇ

多糖质量分数／

（ｍｇ／ｇ）

０ １１．３１±０．５５ｃＢ　 １４．３３±０．４９ｄＣ

１　 １３．２３±０．８３ｂｃＡＢ　 ２０．７５±１．８０ｃＢ

２　 １３．３３±０．９３ｂｃＡＢ　 ３０．３８±０．５７ａＡ

３　 １３．４３±０．５２ｂＡＢ　 ２５．８２±１．０８ｂＡ

４　 １５．５６±１．４０ａＡ　 ２５．８９±２．１０ｂＡ

５　 １３．６７±０．７５ａｂＡＢ　 １９．２０±１．１２ｃＢＣ

６　 １３．５７±０．５４ａｂＡＢ　 １８．９７±０．２９ｃＢＣ

２．６　Ｍｇ２＋浓度对细胞生长及多糖合成的影响
由表７可见，当 Ｍｇ２＋浓度在１～６ｍｍｏｌ／Ｌ范

围内，细胞干重维持在一个较高水平，各个处理间
的差异不显著，细胞生物量及多糖含量均随着

Ｍｇ２＋浓度的升高呈先增大后减小的趋势，２ｍｍｏｌ／

Ｌ时细胞干重和多糖质量分数均达到最大值。此
外，试验中发现在未添加 Ｍｇ２＋的培养条件下细胞
褐化严重，生长也受到一定抑制作用。
表７　不同 Ｍｇ２＋浓度下细胞生物量和多糖质量分数

Ｔａｂ．７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｍｇ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｂｉｏｍａｓｓ　ａｎｄ　ｐｏｌ－

ｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ

Ｍｇ２＋浓度／

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
净增干重／ｇ

多糖质量分数／

（ｍｇ／ｇ）

０ １１．４６±０．４２ｂＢ　 ２３．６１±１．８１ｄＤＥ

０．５　 １４．０４±０．５６ａＡ　 ２７．７６±０．３９ｃＢＣ

１．０　 １４．１０±０．２０ａＡ　 ３０．１８±０．７０ｂＡＢ

２　 １５．２８±１．４８ａＡ　 ３３．１５±１．１０ａＡ

４　 １４．５７±０．２２ａＡ　 ２５．９０±１．７１ｃＣＤ

６　 １３．８７±０．１４ａＡＢ　 ２０．４１±０．３３ｅＥ

２．７　营养素的正交优化试验
从表８极差分析结果可以看出，４种大量营养

素对悬浮细胞生长影响的主次顺序为Ｃ＞Ａ＞Ｄ＞
Ｂ，即：Ｍｇ２＋＞蔗糖＞Ｃａ２＋＞总氮；对多糖含量影响
的主次顺序为：Ａ＞Ｂ＞Ｄ＞Ｃ，即：蔗糖＞总氮＞
Ｃａ２＋＞Ｍｇ２＋。根据极差分析结果可知有利于悬浮
细胞生长的较佳组合为Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ３，由于该组合在
处理中没有出现，对其进行３次重复的验证试验，

得到悬浮细胞净增干重分别为：２０．９８、２１．８５、

２１．５２ｇ，均要高于正交表中所有试验结果，因此在

４０ｇ／Ｌ的蔗糖、３０ｍｍｏｌ／Ｌ总氮、２ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｍｇ２＋

和４ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｃａ２＋的条件下悬浮细胞生长最佳；而
有利于提高多糖含量的最佳组合为：Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２，该
组合也未在处理中出现，做３次重复验证试验，测
得多糖含量为：３６．８６、３７．９５、３７．０３ｍｇ／ｇ，均要高
于其他处理的结果，因此在４０ｇ／Ｌ 的蔗糖、３０
ｍｍｏｌ／Ｌ总氮、３ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｍｇ２＋和３ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｃａ２＋

的条件下有利于细胞多糖积累。

　　在悬浮培养条件下，培养液的营养成分对细胞
的生长影响较大。不同培养基中所含的营养元素
的种类和含量不相同，对不同的植物细胞的作用是
不相同的，对植物细胞的生物合成的作用也是不一
致的。
植物组织培养中广泛使用的碳源主要有蔗糖

和葡萄糖等。前人在青钱柳的组织培养中，大多以

３％蔗糖作为碳源［８，１２］，作者发现青钱柳细胞悬浮培
养时添加４０ｇ／Ｌ的蔗糖更利于细胞生长，而添加

５０ｇ／Ｌ蔗糖时细胞多糖含量最高，但此时细胞生长
受到抑制，综合考虑细胞生物量及多糖含量，以４０
ｇ／Ｌ蔗糖多糖产量最高。
氮源的浓度和硝铵比对细胞生长和代谢产物

的形成有着重要影响［１３］。作者研究表明适当提高
硝铵比有利于青钱柳悬浮细胞生长及多糖合成；而
降低 ＭＳ培养基总氮源浓度至原浓度的１／２时，既
有利于细胞的生长又有利于多糖的积累，可能是氮
浓度越高时，氮越旺盛，所需碳骨架量愈大，多糖的
合成将会减小［１４］。

ＭＳ培养基中的 Ｍｇ２＋浓度大约为１．５ｍｍｏｌ／

Ｌ，Ｃａ２＋浓度大约为３ｍｍｏｌ／Ｌ，作者发现２ｍｍｏｌ／Ｌ
的 Ｍｇ２利于青钱柳悬浮细胞的生长，３ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｍｇ２ 利于多糖含量提高，而４ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｃａ２ 利于细
胞的生长，由此可知，适当的提高 Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋的浓
度可以促进青钱柳悬浮细胞的生长及多糖积累。
总之，不同植物细胞对碳源、氮源、磷酸盐及钙、镁
等营养元素的需求量是不同的，通过对培养基中某
些成分的优化对细胞生物量的增加及目的产物含

量的提高具有重要意义。
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表８　正交试验结果及极差分析

Ｔａｂ．８　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ａｎｄ　ｒａｎｇｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

处理号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 净增干重／ｇ
多糖质量分数／
（ｍｇ／ｇ）

１　 １　 １　 １　 １　 ５．２１　 ４．９９　 １５．１６　 １７．０６

２　 １　 ２　 ２　 ２　 １６．４４　 １５．９７　 ２８．７５　 ２７．１９

３　 １　 ３　 ３　 ３　 １５．７２　 １５．５５　 ２０．３９　 ２３．２５

４　 ２　 １　 ２　 ３　 １９．９６　 ２０．５０　 ２７．４６　 ３２．７６

５　 ２　 ２　 ３　 １　 １８．８８　 １５．１８　 ３６．９８　 ３３．０４

６　 ２　 ３　 １　 ２　 １４．０５　 １６．３０　 ２９．８４　 ３０．２５

７　 ３　 １　 ３　 ２　 １３．０４　 １４．５１　 ２９．１６　 ３４．６０

８　 ３　 ２　 １　 ３　 １３．０８　 １１．６４　 ３２．６３　 ２９．２３

９　 ３　 ３　 ２　 １　 １１．７２　 １２．０１　 ２４．７４　 ２６．０３

均值 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ　 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ

Ｋ１ １２．３１　 １３．０３　 １０．８８　 １１．３３　 ２１．９７　 ２６．０３　 ２５．７０　 ２５．５０

Ｋ２ １７．４７　 １５．２０　 １６．１０　 １５．０５　 ３１．７３　 ３１．３０　 ２７．８３　 ２９．９７

Ｋ３ １２．６７　 １４．２２　 １５．４８　 １６．０７　 ２９．４０　 ２５．７５　 ２９．５７　 ２７．６２

极差Ｒ　 ５．１６　 ２．１６　 ５．２２　 ４．７４　 ９．７５　 ５．５５　 ３．８７　 ４．０４
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会 议 信 息

会议名称（中文）：第十二届全国水产青年学术年会
所属学科：动植物微生物学，水产学
开始日期：２０１２－０８－２６　　　　　结束日期：２０１２－０８－２８
所在国家：中华人民共和国 　　　　所在城市：辽宁省 大连市
主办单位：中国水产学会 　　　　　承办单位：大连海洋大学
全文截稿日期：２０１２－０７－２０　　　联系人：梁殿超 　　　联系电话：０４１１－８４７６２６７０
Ｅ－ＭＡＩＬ：ｌｉａｎｇｄｉａｎｃｈａｏ＠ｄｌｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ
通讯地址：大连市沙河口区黑石礁街５２号（大连海洋大学）　　邮政编码：１１６０２３
会议网站：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｆｉｓｈ．ｏｒｇ．ｃｎ／ｃｓｆ／ｓｈｏｗＩｎｆｏ．ａｓｐ？ｉｄ＝７４４
会议背景介绍：为加强全国水产青年科技工作者之间的交流，促进青年水产科技工作者的成长，我会定于

２０１２年８月２６～２８日在大连召开第十二届全国水产青年学术年会。请各单位尤其是各分支机构委员认真组织
本单位青年科技工作者（４５周岁以下）参会交流。
征文范围及要求：大会将分四个专题进行学术交流，每个专题将设专题主报告
专题一，包括以下领域：生物技术、遗传育种、生理
专题二，包括以下领域：水产食品、海洋生物活性物质、水产加工、质量安全
专题三，包括以下领域：水产养殖、病害、营养与饲料
专题四，包括以下领域：资源、环境生态、渔机、渔具渔法、渔业经济与信息、渔业管理
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