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植物悬浮细胞培养的关键技术及存在问题
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摘 要: 介绍了建立良好植物悬浮细胞系的几个关键技术( 外植体的选择、胚性愈伤组织的甄别及合适的培

养条件) ，同时阐明了悬浮细胞系建立过程中存在的一些问题及相应的解决措施。
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植物悬浮细胞培养是将植物活体组织或离体组织培养物如愈伤组织、多芽体等转至合适的液体培养

基中，置于特定转速的摇床上进行振荡悬浮培养，经过周期的继代培养和筛选后形成稳定均一的悬浮细

胞系。一个良好的悬浮细胞系通常具备以下 3 个特征［1 － 2］: 1) 悬浮培养物易分散，细胞团相对较小，一般

由数十个以内的细胞聚合而成; 2) 细胞大小均一，形态一致，细胞颜色呈鲜艳的乳白色或淡黄色，培养基

清澈透亮; 3) 细胞快速生长，生长周期呈典型的“S”型。植物悬浮细胞具备的这些特征使其不仅是易于诱

导体细胞胚大量同步发生的理想材料，也是许多作物进行原生质体培养和体细胞杂交的重要材料，此外，

还可用来制造人工种子，筛选突变体以及生产次生代谢物质等［3 － 5］。可见，植物悬浮细胞培养体系的建立

是非常有应用前景和实用价值的生物工程手段之一。

1 植物细胞悬浮培养的发展

植物细胞悬浮培养最先是在草本植物上获得成功的，研究较多的是作为植物组织培养模式植物之一

的胡萝卜。早在 1958 年，美国的 STEWAＲD 等［6］以胡萝卜块根的韧皮部组织为外植体进行液体培养，建

立了胡萝卜细胞悬浮系，并经体细胞胚发生途径再生完整植株。周玲艳和秦华明［7］则以胡萝卜块根去除

韧皮部和木质部的切片为外植体诱导出了 4 种类型的愈伤组织，并指出只有浅黄色疏松易分散的Ⅰ型愈

伤组织可直接快速建立良好的悬浮细胞系。林阅兵［8］以胡萝卜整个肉质根小切段为外植体诱导出愈伤

组织，进而建立了胚性细胞悬浮系，并以悬浮细胞为材料进行原生质体分离培养和属间细胞融合的研究。
其他重要的草本模式植物如烟草［9］、拟南芥［10］等悬浮细胞培养体系的建立也相继获得成功和应用。

虽然双子叶植物的细胞培养取得了很大的进展，但是对于单子叶植物，尤其是具有重要农业价值的

禾谷类植物，经由离体组织培养获得再生植株相对比较困难。直到 1980 年 VASIL 等［11］报道以珍珠粟未

成熟合子胚为起始材料建立了胚性悬浮细胞系，并将其用于原生质体的分离和培养，成功获得了第 1 例

禾谷类原生质体再生植株。在此基础上，研究者们先后报道了水稻［12］、谷子［13］、玉米［14］、大麦［15］、小

麦［16］和香蕉［17］等单子叶农作物胚性细胞悬浮培养体系的建立和植株再生，并以胚性悬浮细胞为材料进

行了遗传转化操作［18 － 19］，或作为原生质体的分离材料进行原生质体培养和体细胞杂交等研究［20 － 22］，从
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而为此类农作物进行遗传改良和体细胞杂交等生物工程的应用开辟了新的可行途径。
木本植物，尤其是高大乔木的细胞悬浮培养及植株再生也存在较大的难度。在我国，直到 20 世纪 90

年代才有相关研究的报道。王影等［23］以小叶杨水培苗的嫩茎为外植体，诱导出愈伤组织细胞无性系，并

建立了胚性悬浮细胞系，最终经体胚发生途径获得了完整的植株。赖钟雄和陈振光［24］采用来源于龙眼幼

胚的胚性愈伤组织为材料，建立了龙眼的胚性悬浮细胞系，并研究了细胞悬浮培养的影响因素及继代保

持的方法，最后同样经体胚发生途径获得了再生植株。杨远媛等［25］则采用游离核时期的油松胚珠为外植

体诱导出愈伤组织并建立了生长快速、均一稳定的悬浮细胞系。此外，在许多其他乔木中也相继建立了

胚性细胞悬浮培养及其植株再生体系，如荔枝［26］、棉花［27］、橡胶树［28］等。为木本植物通过生物技术育种

方式进行品种改良和创造新的种质提供了良好的受体系统。

2 植物悬浮细胞培养的关键技术

2． 1 外植体的选择 外植体的年龄及其生理状态在诱导胚性愈伤组织中往往起着决定性的作用。选择

合适的外植体以及适当的外植体发育时期，是诱导和长期保持植物胚性愈伤组织的关键所在［29］。通常能

最有效诱导胚性愈伤组织形成的是处于某一特定发育阶段的未成熟的分生组织，而不同的植物，外植体

的选择差异较大。一般来说，禾本科植物所用的外植体大多为种子、幼胚、幼穗等，草本植物大多使用根、
茎尖、嫩叶、叶柄等，木本植物使用较多的是嫩茎、下胚轴、未成熟花药、内珠被等。只有选择合适的外植

体，才能获得良好的胚性愈伤组织，才能更快速地建立高效的植物细胞悬浮培养体系［4］。
2． 2 胚性愈伤组织的甄别 一般植物外植体经诱导后通常可产生 3 种类型的愈伤组织: 1) 质地柔软、含
水量高、不规则或棉絮状的白色愈伤组织，这种类型的愈伤组织为典型的非胚性愈伤组织，在继代培养过

程中极易褐化死亡［30］，或经长期继代后仍不发生明显变化［31］，不适用于悬浮培养; 2 ) 质地坚硬、块状、颜
色鲜黄的愈伤组织，经过较长时期的继代培养后，可转变为易碎、透明的胚性愈伤组织［32］，这类愈伤组织

在进行悬浮培养后往往需经较长时间的继代筛选才有可能建立均一稳定的细胞系; 3) 质地疏松易碎、小
颗粒状、颜色呈白色或黄色的愈伤组织，在继代培养过程中表现为分裂能力强，增殖速度快，且具有较强

的胚胎发生能力，这种类型的愈伤组织为典型的胚性愈伤组织，最适合用于启动悬浮培养并且能快速建

立稳定悬浮细胞系的愈伤组织［33］。
胚性和非胚性愈伤组织除了存在上述外形上的差异外，在细胞形态上也表现出明显的不同。一般来

说，非胚性愈伤组织的细胞特征为细胞较大、外形不规则、高度液泡化、细胞结构松散、胞间隙大、细胞核

小或不明显［34］; 而胚性愈伤组织则表现为细胞较小、近圆形，具有较高的核质比，液泡小，细胞质浓厚，且

单个的胚性细胞团常常围以加厚的外壁，将其与非胚性组织明显分开［35］。这种细胞形态上的差异为甄别

和挑选出良好的胚性愈伤组织进行悬浮培养提供了相对可靠的细胞学依据。
2． 3 合适的培养条件 在获得良好的胚性愈伤组织进行细胞悬浮培养时，培养基的基本成分及外源激

素是影响悬浮细胞系建立成败的关键性因素。通常大多使用 MS 作为基本培养基，并附加特定的植物外

源激素［23 － 27］，主要是生长素类( 如萘乙酸、2，4 － 二氯苯氧乙酸等) 和细胞分裂素类( 如 6 － 苄氨基嘌呤、
激动素等) ，也有采用 N6 和 B5 基本培养基并附加合适的外源激素的［12，36］。基本培养基的作用主要是为

细胞生长提供必需的大量元素、微量元素及碳源，在没有特殊需求的情况下，同一物种可通用多种基本培

养基，如烟草、水稻和拟南芥等。生长素类植物激素主要起促进细胞扩大和增殖的作用，细胞分裂素类则

在促进细胞发生有丝分裂，诱导细胞分化等方面起重要作用，两者必须通过实验摸索和优化后确定合适

的浓度和恰当的比例配合使用，才能更好地促进悬浮细胞的分散和快速生长［2］。
选定合适的培养基后，愈伤组织的起始接种密度对悬浮细胞的生长也有较大的影响。化青报等［3］指

出，在进行植物细胞悬浮培养时，起始接种密度必须达到一定的有效密度才能维持细胞的正常分裂和生

长。如果接种密度过低，悬浮细胞表现为生长滞后缓慢，甚至极易褐化死亡。接种密度过高，培养基中的

养分被迅速消耗，细胞生长发育受限且更快进入老化阶段，需更频繁的继代操作以进行培养基的更换，造

成人力和物资的浪费。只有采取合适的接种密度，才能既充分利用培养基中的营养物质，又使细胞的分

裂和生长达到相对理想的状态。
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适宜的继代培养周期对维持悬浮细胞的正常生长亦起着重要作用。诸葛强和阙国宁［38］对杉木悬浮

细胞系的研究结果表明，杉木悬浮细胞系的继代周期不能超过 10 d，否则会导致细胞褐化甚至死亡。周

春江等［39］在对草莓悬浮细胞系的建立研究中指出，太短的继代周期会造成细胞生长速度减慢，而继代周

期过长，悬浮细胞由于培养基中的养分消耗殆尽，而进入饥饿状态，表现为细胞内含物变少、液泡变大。
此外，继代更新液体培养基时保留一定比例的旧培养液能使细胞更快恢复生长，这是因为悬浮培养的细

胞在生长过程中能分泌某些有促进细胞分裂作用的特殊物质，使得旧培养液中通常含有这些物质［40］。但

由于旧培养液营养成分已消耗殆尽，甚至往往含有一些有害物质，因此，在更换培养基时，旧培养液所占

的比例必须适度，最多不能超过总体积的一半。黄纯农等［41］在大麦胚性悬浮细胞系建立的研究中表明，

当旧培养液所占比例小于总体积的十分之一时，细胞容易褐化，难于恢复生长; 而保留太多的旧培养液

时，细胞易呈饥饿状态而变得不致密，影响其后的生长和分化能力。

3 植物悬浮细胞培养存在的主要问题

褐化是植物细胞悬浮培养过程中普遍存在的主要问题之一，采取有效措施控制褐化是成功建立植物

悬浮细胞系的关键［42］。陈正华［43］指出影响植物组织培养物褐变的因素有外植体基因型和生理状态、培
养基及其附加成分、培养条件( 温度、光照) 等，目前对其尚无确切有效的防治措施。虽然在实验中无法完

全消除褐化现象，但是采取适当的方法，可使其在一定程度上得到抑制，并有可能将其带来的不良影响降

至最低［44］。目前防止褐变最常规的手段是在培养基中添加抗褐化剂，如抗坏血酸、半胱氨酸、脱落酸、柠
檬酸、活性碳、硫代硫酸钠、硝酸银、水解酪蛋白等。不同的植物和外植体往往适用不同的抗褐化剂。黄

浩等［45］认为，适宜作红豆杉悬浮细胞的抗褐变剂有活性碳、水解酪蛋白和植酸，而使用维生素 C、半胱氨

酸和脱落酸等效果不佳。
随着继代培养时间的延长，植物悬浮细胞会产生一定的遗传变异，以及胚胎发生能力逐渐下降甚至

完全丧失等问题［46 － 47］，这是目前植物，尤其是单子叶植物细胞悬浮培养中存在的主要问题，也是建立并

维持悬浮细胞来源的原生质体培养植株再生体系的瓶颈所在。例如，在笔者实验室对橡胶树的原生质体

分离和培养过程中，只有用 3 ～ 18 个月龄的胚性细胞系才能得到具有再生能力的原生质体，1． 5 年龄以上

的悬浮细胞系分离的原生质体要么再生频率很低，要么只能诱导出畸形的体细胞胚，很难进一步发育成

完整植株。类似的现象在水稻、玉米、小麦和香蕉等作物中也普遍存在。目前，研究者常用的防止悬浮细

胞系在继代过程发生遗传变异和保持悬浮细胞系胚胎发生能力的方法主要有 2 种: 1) 最简单直观的方法

是快速建立悬浮细胞系并使用新近建立的悬浮细胞系进行相关的研究。MIKSCHOFSKY 等［48］报道了在

使用胡萝卜悬浮细胞系进行转基因生物制药时，长期继代的悬浮细胞其产量明显下降，而使用新近建立

的悬浮细胞系能获得持续高效的生物药产量。2) 进行悬浮细胞系的超低温保存［47］。WANG 等［49］报道了

采用玻璃化法对葡萄的胚性悬浮细胞系进行超低温保存的研究，结果表明，经冻存和解冻后的细胞在继

代培养 2 次后即可恢复生长，且其生长速度和胚性能力与未冻存的细胞无明显差异。KOBAYASHI 等［50］

则采用逐步冷冻法对烟草的悬浮细胞进行超低温保存，细胞在经解冻后培养 7 d 即可恢复生长，而且冻存

细胞的形态和生长状态与对照细胞没有任何差异。

4 结 论

植物悬浮细胞系建立的关键技术主要有以下几点: 外植体的选择、胚性愈伤组织的甄别及合适的培

养条件( 包括培养基成分、起始悬浮培养的细胞密度和继代培养周期等) 。植物悬浮细胞在培养过程中普

遍存在褐化、遗传变异及胚性下降甚至丧失等问题，采取适当的措施能使这些问题得到一定的控制。但

是要想从根本上杜绝这些问题的发生，还得从其产生的分子机理及生理生化上进行更深入的研究。
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Key Technologies and Their Problems in Plant Cell Suspension Culture

DAI Xuemei，HUA Yuwei，LI Zhe，HUANG Tiandai，SUN Aihua，

ZHOU Quannan，HUANG Huasun
( Ｒubber Ｒesearch Institute，CATAS / Key Laboratory of Biology and Genetic Ｒesources of Ｒubber Tree，

Ministry of Agriculture /State Center for Ｒubber Tree Breeding，Danzhou 571737，China)

Abstract: Several key technologies for establishing an efficient plant cell suspension are described，including se-
lection of explants，identification of embryogenic callus and proper culture condition． Some problems and their
solutions in plant cell suspension culture are also demonstrated to provide reference for the related research work．
Key words: cell suspension culture，explant，embryogenic callus，culture condition．
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