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植物细胞悬浮培养（cell suspension culture）
是一种在受到不断搅动或摇动的液体培养基里

培养单细胞及小细胞团的培养系统，是植物细胞

生长的微生物化. 高等植物是多细胞的有机体，
在整体水平上进行遗传操作比较困难，只有通过

离体培养使植物细胞或小块的组织在离体培养

条件下生长、发育和分化、再生为完整植株，使

细胞水平上的遗传操作传递到植物体的细胞内，

从而实现植物的品种改良. 植物的根、茎、叶、
下胚轴、子叶、叶柄等组织均能通过组织培养诱

导出愈伤组织，并且能够通过器官发生途径或胚

状体途径再生植株. 愈伤组织可以在液体振荡条
件下获得悬浮细胞，悬浮细胞在固体培养条件下

还可重新获得愈伤组织. 悬浮细胞由于其分散性
好，细胞形状及细胞团大小大致相同，而且生长

迅速，重复性好，易于控制，所以被广泛用于生

理学、细胞学、生物化学、发育生物学、遗传学、

分子生物学的研究. 因此，悬浮细胞培养已成为
植物生物技术中最有用的研究手段之一咱1暂.
1 悬浮培养的类型

悬浮培养依据其培养方式可分为两种类型，

即分批培养和连续培养.
分批培养（batch culture）是把细胞分散在一

定容积的培养基中进行培养，目的是获得细胞悬

浮培养物. 培养过程中只有气体和挥发性代谢产
物可以同外界空气交换. 当培养基中的主要营养
物质耗尽时，细胞的分裂和生长即行停止. 为了
使分批培养的细胞能不断增殖，必须进行继代培

养. 在分批培养中，由于细胞培养基的成分不断
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改变，虽然在短暂的指数生长期内细胞数目可以

加倍，但由于细胞缺乏一个稳态生长期，因此，

其代谢物和酶的浓度不能保持恒定. 所以它不是
一种理想的研究细胞生长和代谢的手段咱2暂.

连续培养（continuous culture）是利用特制的
培养容器进行大规模的细胞培养. 在连续培养
中，由于不断注入新鲜培养基，排掉用过的培养

基，在培养物的容积保持恒定的情况下，培养液

中的营养物质能够不断地得到补充. 连续培养是
植物细胞培养技术中的一项重要进展，它对于植

物细胞代谢调节机理、生长限制因子对细胞生长

影响以及大量生产细胞培养过程中次生物质的

形成等研究都有一定的意义咱2暂.
2 悬浮细胞培养的同步化

细胞分裂周期由分裂间期和分裂期组成，细

胞分裂的发生并不是人们设想的那样从某一点

同时开始步调一致地完成分裂周期的各个时期，

而是随机的. 因此，一个培养体系中的细胞由处
于不同分裂时期的细胞所组成，即是不同步的.
这对于细胞分裂和代谢机制的研究、大规模生产

次生代谢产物都是不利的. 为了使培养细胞同步
化，研究人员进行了物理方法和化学方法的各种

尝试.
物理方法：通过对细胞的物理特性即细胞或

细胞团的大小和生长环境的条件如光照、温度等

进行控制，实现细胞的同步化. 如按细胞团大小
进行选择并分别培养及低温休克的方法培养细

胞都可以使得细胞的生长达到同步化.
化学方法：使细胞受到某种营养饥饿或是用

某种因素抑制细胞分裂而达到细胞生长的同步

化，这也就是所谓的饥饿法和抑制法. 饥饿法：
这种方法是在培养过程中，先停止供应细胞分裂

所必需的一种营养物质或激素，使细胞停止在

G1或 G2期，经一段时间饥饿后，向培养基重新
加入这种限制因子，静止的细胞就会同步进入分

裂. 如在长春花细胞悬浮培养中，先使细胞受到
磷酸盐饥饿 4 d，然后转移到含磷酸盐的培养基
中，获得了细胞生长的同步化咱1暂. 抑制法：使用
DNA 合成抑制剂如 5鄄氨基尿嘧啶、羟基脲、胸
腺嘧啶脱氧核苷，使细胞内 DNA合成受到抑制，
细胞分裂只能停滞在 G1和 S期的边界上，当把
这些抑制剂去掉后，细胞即进入同步化分裂. 不
过用这种方法取得的同步性只能保持一个细胞

周期咱1暂.
3 细胞悬浮培养的培养基

在植物的组织培养中，MS（1 / 2 MS）培养基
和 B5液体培养基是研究人员常使用的基本培养
基. 基本培养基可以提供细胞生长所需的大量和
微量元素以及碳源，能用来培养生长快、易散碎

的愈伤组织，一般来说也同样可以用于该物种的

悬浮培养. 除基本培养基外，添加适当的外源激
素可以促使细胞启动细胞分裂、促使愈伤组织生

长以及根、芽的分化等. 用于组织培养的激素主
要分为两大类：生长素和细胞分裂素. 生长素类
激素萘乙酸（NAA）促进细胞的分裂和扩大，二氯
苯氧乙酸（2，4鄄D）能够十分有效的促进愈伤组织
的增殖. 细胞分裂素如激动素（KT，Kinetin）、6鄄
苄基嘌呤（6鄄BA）可以启动有丝分裂，诱导细胞的
增殖和愈伤组织的分化. 为了提高细胞的分散程
度，生长素和细胞分裂素的浓度和比例需要进行

一些调节. 以下是几种植物悬浮细胞的常用的培
养基组分：

拟南芥的悬浮细胞的培养，常利用 30 g / L
蔗糖，添加 0.2 mg / L NAA咱3暂或 1 mg / L 2，4鄄D咱4暂

的 Gamborg’s B5培养基. 添加激素 NAA 0.25耀
0.5 mg / L及 KT 0.05 mg / L的 Gamborg’s B5培养
基，最适于拟南芥悬浮细胞的生长咱5暂. 蔗糖浓度
对拟南芥悬浮细胞生长有明显的影响，以 30 g / L
蔗糖浓度表现最好咱6暂.

烟草的悬浮细胞培养可以利用 15 g / L蔗糖
浓度，添加 0.2 mg /L 2，4鄄D的 MS培养基咱7暂，也
可以以 LS为基本培养基，附加 15 g / L酵母膏和
3 g / L的蔗糖咱8暂. 最新的研究结果表明用 MS 培
养基，加入 30 g / L的蔗糖，200 mg / L KH2PO4，
2.5 mg / L 硫胺素，50 mg / L 肌醇和 0.2 mg / L
2，4鄄D也适于烟草悬浮细胞的生长咱9暂.

水稻的悬浮细胞培养基也有很多种. MS 培
养基加入 2 mg / L 2，4鄄D、0.1 mg / L 6鄄BA 和 5
mg / L VC咱10暂. N6培养基也可以作为水稻悬浮细胞
的基本成分，需要添加 1 mg/L 2，4鄄D，0.1 mg / L
KT咱11暂；而添加 NAA 1.5 mg / L和 KT 0.4 mg / L的
N6 培养基也可作为培养水稻悬浮细胞的最佳培
养基咱12暂.

马铃薯的悬浮细胞培养，可用 MS培养基添
加 3 mg /L NAA， 0.2 mg /L KT和 30 g /L蔗糖咱13暂.
而在培养基中加入 NH4NO3 可以防止细胞聚集成
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团. 组成为 MS 培养基添加 2 mg / L 2，4鄄D、1
mg /L NAA、250 mg /L CH（水解酪蛋白）、30 g / L
蔗糖的液体培养基也可以作为培养马铃薯悬浮

细胞的非常好的培养基咱14暂.
4 悬浮细胞的培养方法

一般色泽新鲜、生长旺盛、质地疏松且增殖

率高的淡黄色愈伤组织可以用来获得悬浮细胞

系. 处于这种状态下的愈伤组织生长迅速、易于
分散、在悬浮培养基中分散程度好，单细胞多，

细胞分裂旺盛，细胞体积较小，适合进行悬浮培

养以获得悬浮细胞系. 取愈伤组织 0.5耀1.0 g，在
无菌操作条件下，破碎成小块之后接种于装有液

体培养基的锥形瓶中，在 25依2 益散射光或黑暗
的培养室中，置于 120 r / min旋转式摇床上震荡
培养，悬浮细胞一般的生长周期为 1耀2周左右，
每 5耀7 d需要继代一次咱2暂.

植物悬浮细胞系生长曲线呈典型的 S型. 在
一个生长周期中包括了延迟期、对数生长期、减

慢期和静止期这几个时期. 经过短暂的延迟期
后，细胞进入为期一周左右的对数生长期，在这

一时期细胞数量急剧增加，当生长进行到第 9 d
的时候达到峰值，之后细胞数量的变化不太明显

为减慢期，最后进入生长的静止期，大约 3 d后
由于瓶内培养液中的营养成分已在细胞代谢的

过程中被大量消耗，导致细胞数量呈现缓慢下降

的趋势，至第 13 d 时，培养液中的细胞数量与
最后一次继代后的细胞悬浮液中细胞数基本持

平咱15暂.
悬浮培养物继代的方法有多种，如吸取法、

静止法和瓶壁法等. 吸取法通过吸取培养瓶中不
同层次的培养物获得生长状态不同的悬浮细胞.
吸取中间培养物进行继代培养可以获得均一性

好的单细胞或细胞团的悬浮细胞系，但这些细胞

增殖较慢，因此在培养的初期不适宜使用此方

法. 而吸取底部培养物继代，细胞团较大，悬浮
细胞团生长较快，往往接种后 2耀3 d 就进入对数
生长期，容易产生较大的细胞团. 静止法相对于
吸取法来讲，接种的悬浮细胞团小，生长速度也

较快，接种后第 4耀5 d便进入生长期，细胞团数
目明显地多于吸取法，但悬浮培养物颗粒不如吸

取法均匀. 在植物细胞悬浮振荡培养过程中，植
物细胞也具有贴壁生长的现象，瓶壁法是利用植

物细胞培养这一现象的继代方法. 有人认为瓶壁

上的细胞生活力旺盛，还有人认为瓶壁细胞分散

性程度好，单细胞频率高，因此，瓶壁法可获得

高频率的、均一性好的单细胞悬浮细胞系咱16暂.
在悬浮细胞培养体系中，接种初期的细胞起

始密度对细胞的生长非常重要. 悬浮细胞的起始
密度一般在（0.5耀2.5）伊105 /mL. 只有当起始细胞
密度超过细胞生长的某一临界密度时培养细胞

才能生长咱2暂，但由于过多的细胞会消耗大量的养
分，因此选择既能使细胞达到最大的生长速率，

又不会引起养分浪费的适宜接种量是悬浮细胞

培养过程中一个重要的因素.
继代培养时不同稀释倍数对培养物的生物

量有很大影响，低稀释倍数（即高接种量）能获得

更大的生物量，而高稀释倍数（即低接种量）不利

于培养物生长. 当稀释倍数高至 1 / 20（2. 5 mL /
50 mL）时，悬浮细胞生物量增长十分缓慢，基本
处于生长停滞状态咱2暂. 在液体培养条件下，细胞
间仍然存在物质及信号的交换，起始培养的细胞

密度过低，即使前期有一定生长，但由于生长代

谢积累的有害物质，将会抑制细胞的进一步生

长，甚至会出现细胞死亡咱5暂. 所以，一个成功的
悬浮细胞培养体系必须满足 3个条件，即悬浮培
养物分散性良好，细胞团较小，一般在 30耀50个
细胞以下（在实际培养中很少有完全由单细胞组

成的植物细胞悬浮系）；悬浮系的均一性要好，

细胞形状和细胞团大小大致相同，悬浮系外观为

大小均一的小颗粒，培养基清澈透亮，细胞色泽

呈鲜艳的乳白或淡黄色；悬浮细胞生长迅速，其

生长量一般 2耀3 d甚至更短时间便可增加一倍咱5暂.
5 悬浮培养中细胞生长量的计算和活性

的鉴定

5.1 细胞生长量的计算

细胞计数：利用 5豫铬酸或 0.25豫果胶酶使
悬浮细胞团分散. 然后用血球计数板进行计数.
也可以取悬浮细胞液用中性红进行染色，然后置

于细胞计数器上，用显微镜进行观察计数.
细胞密实体积（PCV）：将体积已知、均匀分

散的悬浮液放入一个 15 mL的离心管中，2 000
r / min下离心，用每毫升培养液中细胞总体积的
毫升数表示细胞的密实体积.

细胞鲜重：细胞培养物过滤，洗去培养基后

真空抽滤，然后称重.
细胞干重：一般将细胞于 60 益干燥 12 h后
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称重. 以每毫升培养物或 106个细胞的重量表示.
培养液中可溶性糖含量的测定：一般采用蒽

酮法来测定培养基中可溶性糖的变化咱17暂. 糖在植
物的生长过程中，主要起到了提供碳源的作用.
培养基中的糖在浓硫酸作用下，可经脱水反应生

成糠醛或羟甲基糠醛，生成的糠醛或羟甲基糠醛

可与蒽酮反应生成蓝绿色糠醛衍生物，在一定范

围内可以用颜色深浅代表含糖量（成正比例）.
悬浮细胞增殖倍数与继代指数的测算咱6暂：
悬浮细胞在生长过程中，可以利用公式来计

算细胞的增殖倍数与继代指数，即：

增殖倍数 =继代后悬浮细胞密度 /接种时悬
浮细胞密度

继代指数 =继代后悬浮细胞密度/超始悬浮
细胞（母液）密度. 即继代指数=增殖倍数伊稀释
倍数.

在悬浮细胞制备与保持时，要维持悬浮细胞

正常稳定生长，应当使每个继代周期的继代指数

达到或接近 1，细胞密度以单位体积悬浮细胞生
物量（鲜重）表示，稀释倍数以接种量（体积）/继
代培养悬浮细胞总体积来表示.
5.2 悬浮细胞活性的测定

TTC（氯化三苯基四氮唑）法咱18暂：该法利用活
细胞呼吸所产生的 NADH2和 NADPH2催化渗透
到细胞内的 TTC，使其还原生成红色的 TTF（三
苯基甲腙），通过观察其显色反应和提取 TTF分
别定性和定量衡量细胞的活性.

相差显微术法：在显微镜下，观察细胞质环

流和细胞核存在与否判断细胞的活力. 具有活力
的细胞往往有细胞核和正常的环流.

FDA（荧光素双醋酸酯）法：FDA本身不具有
极性，不能发出荧光，可以自由出入细胞膜. 在
活细胞中，FDA被酯酶裂解，释放出有极性的荧
光素. 荧光素不能自由穿越质膜，只能在活细胞
中积累. 当以紫外光照射时，活细胞中的荧光
素可以发出绿色荧光，以此可以区别活细胞和

死细胞.
伊凡蓝法：当以伊凡蓝（Evan’s blue）的稀薄

溶液（0.025%）对细胞进行处理时，只有受损的细
胞能够摄取伊凡蓝，因此凡染蓝色的细胞往往是

不具有活力的细胞.
此外在某些特定的情况下，还需要对悬浮细

胞进行细胞悬浮液 pH值的测定以及 SOD（超氧
化物歧化酶）和 CAT（过氧化氢酶）的活性测定等.

6 悬浮细胞系的应用

依据悬浮细胞系的特点，它的应用主要有以

下几点：

1）选择突变体. 离体的单倍体细胞可以提供
一种突变体选择系统，在很小的空间就可以操作

大量潜在的植株. 通过单细胞的培养，可以在细
胞水平上筛选出合乎需要的突变细胞系，然后再

生成具备理想特性的植株. 如：王小军等咱19暂对八
倍体小黑麦进行了耐盐细胞系的筛选，他们将八

倍体小黑麦成对的单倍体和双倍体细胞系，在

1%、1.5%和 2% NaCl水平上逐级筛选，最后获
得了耐 2% NaCl的稳定的耐盐系. 林定波等咱20暂

曾以羟脯氨酸作为选择压，筛选得了抗寒的柑橘

植株. 迄今在经过诱变处理和未经诱变处理的选
择实验中，都已经分离出了大量的突变细胞系.

2）生产天然的植物成分. 悬浮培养物的某
些次生化合物含量往往比植物体高出 2耀5倍. 人
们通过植物细胞的离体培养来生产这些化合物，

或是利用培养细胞对外供的前体化合物或中间

产物进行生物转化. 长春花的细胞和愈伤组织培
养物能合成高浓度的利血平和阿吗灵咱2暂. 洋紫苏
的悬浮培养物能累积一种数量可高达细胞干重

的 15%的生物碱. 悬浮细胞中的这种生物碱的浓
度比植株中的含量高出 5倍咱2暂. 生物转化是利用
细胞培养物给细胞提供一般情况下植物所不具

备的底物化合物，或者提供植物天然产物的中间

体，以期提高天然化合物产量.
3）原生质体分离、培养与杂交. 悬浮细胞

是分离原生质体较理想的材料. 将悬浮细胞放入
含有纤维素酶、果胶酶以及 CaCl2、KH2PO4、甘
露醇的酶混合液中，置于摇床上进行消化，而后

进行过滤离心即可获得原生质体咱21暂. 据报道，较
为松散的悬浮细胞系能分离到较多有活力的原

生质体，进而能得到较多的原生质体植株. 原生
质体经过诱导可形成愈伤组织，分化培养愈伤组

织就可得到再生植株了咱22暂. 原生质体的融合又称
体细胞杂交，是将分离得到的不同亲本的原生质

体，在人工控制下，像性细胞受精作用那样互相

融合成一体. 这种方法可以培育出人们所期望
的、性状优异的新品种，对于植物的遗传改良具

有重要的意义咱2暂.
4）细胞生物学研究的工具. 目前，人们利

用悬浮细胞进行多方面的细胞生物学方面的研
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究. 如：可以在烟草悬浮细胞中表达一种可以避
免移植排斥的 IgG抗体，研究这种抗体在悬浮细
胞中的亚细胞定位和糖基化咱9暂. 刘璞等利用烟草
悬浮细胞，研究表明了 cAMP参与了烟草悬浮细
胞的 ABA信号转导咱23暂. 费一楠等利用烟草的悬
浮细胞证实了细胞核及核骨架中存在有肌动蛋

白和肌球蛋白咱24暂. 拟南芥和烟草的悬浮细胞曾被
用于研究矿物质等其它物质对其生长的影响咱5袁7暂，
细胞程序化死亡的机制咱4暂等. Eugenia等利用马
铃薯悬浮细胞系研究在病原菌的激发下细胞内

的多蛋白桥连因子 StMBF1的磷酸化，从而对研
究马铃薯防御机制具有一定的参考价值咱13暂. 有报
道提出用轮枝胞或镰刀菌处理拟南芥悬浮细胞，

研究悬浮细胞在病原菌的激发下，活性氧的产生

情况、离子电流的变化、细胞骨架和核仁的改变

等早期生理应答反应咱25~27暂. Leone等曾利用马铃
薯悬浮细胞研究在低水势胁迫下，压力调节相关

基因表达的动态变化咱28暂. 拟南芥悬浮细胞也曾被
用于研究其在高温胁迫下基因的表达情况咱29暂，而
低温可以诱导磷脂酶途径的活化进而引起拟南

芥基因的变化咱30暂.
总之，悬浮细胞在研究植物遗传转化、体细

胞胚胎发生、人工诱变、生物反应器等方面有巨

大的应用潜力和前景，因此基于悬浮细胞培养进

行细胞和分子生物学的研究，已成为人们研究的

热点.
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