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　　摘要：烟草既是一种重要的经济作物，也可作为良好的试验材料。以ＢＹ－２烟草为材料，进行悬浮细胞培养体系
的构建。结果表明：不同激素和浓度配比处理对烟草愈伤组织诱导具有较大影响，愈伤组织最佳诱导配方为 ＭＳ＋
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为３％，且配方为ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ时，悬浮细胞增殖最快，分散性最好，生长呈现“Ｓ”形规律，
继代周期为８ｄ。
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　　烟草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）为茄科烟草属的一年生草本
植物，已成为当前生物学研究最为深入的模式植物材料，尤其

在植物分子生物学、基因组学等方面应用最为广泛。植物悬

浮细胞因具有均一性好、条件易控制、培养周期短、重复性好

等优点，已广泛应用于细胞学、发育生物学、遗传学等研究

中［１］。因此，建立稳定且活性高的烟草悬浮细胞作为试验材

料，是开展后期试验的重要保证之一。植物悬浮细胞的建立

受很多因素的影响，其中愈伤组织的成功获得和单细胞形成

是两个重要环节，同时激素种类及浓度、接种量、蔗糖浓度、转

速等也是关键影响因素［２－３］。本研究以烟草的幼嫩茎髓为试

验材料，进行愈伤组织诱导和继代培养，并进行悬浮细胞培

养，分析不同营养条件和培养条件对细胞悬浮系培养的影响，

从而建立烟草悬浮细胞系的培养方法。

１　材料与方法

１．１　材料
以烟草ＢＹ－２品种为试验材料，烟草种子由昆明学院杨

红玉教师惠赠。

１．２　方法
１．２．１　愈伤组织诱导及继代培养　将烟草幼茎切成１ｃｍ长
段，用７０％乙醇消毒 ３０ｓ后，再转入 ５％次氯酸钠中消毒
７ｍｉｎ，无菌水漂洗４～５次后用无菌滤纸吸干水分，切取茎
髓，转入９种愈伤组织诱导培养基中，基本配方为 ＭＳ＋
３０ｍｇ／Ｌ蔗糖 ＋１４ｍｇ／Ｌ琼脂，具体激素配比见表 １。于
２６℃ 暗培养３周，观察并记录愈伤组织的生长状况，统计出
愈率和鲜质量。计算公式：接种量＝接种后瓶质量（ｇ／皿）－
接种前瓶质量（ｇ／皿）；愈伤组织鲜质量＝收获量（ｇ／皿）－接

种量（ｇ／皿）；出愈率＝（诱导出愈伤组织外植体数／接种的外
植体总数）×１００％。

综合比较９种培养基上愈伤组织的生长速度、出愈率、鲜
质量、形状、分散性、颜色等指标，筛选出诱导愈伤组织生长的

最佳配方，并将其配方作为愈伤组织继代和悬浮培养的配方。

１．２．２　悬浮细胞系的建立
１．２．２．１　不同接种量对悬浮细胞生长的影响　选取白色疏
松的愈伤组织 １、２、３、４ｇ分别接种于 １５０ｍＬ液体培养基
（“１．２．１”节中的配方）中，于２６℃、１４０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡暗培
养８ｄ后测定细胞鲜质量，３次重复。
１．２．２．２　蔗糖浓度对悬浮细胞生长的影响　将“１．２．２．１”
节中最佳接种量培养１０ｄ后的２０ｍＬ悬浮细胞转接到含有
１０、２０、３０、４０、５０ｇ／Ｌ蔗糖的１３０ｍＬ新鲜液体培养基（“１．２．
１”节中的配方）中，３次重复，于２６℃、１４０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡暗
培养８ｄ后测定细胞鲜质量。
１．２．２．３　转速对悬浮细胞生长的影响　选用“１．２．２．１”节
和“１．２．２．２”节筛选出的最佳接种量和蔗糖浓度，制成液体
培养基，分别于１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床
上于２６℃振荡暗培养８ｄ后测定细胞鲜质量，３次重复。
１．２．３　悬浮细胞生长曲线、活性变化及 ｐＨ值变化　根据
“１．２．２．１”节、“１．２．２．２”节和“１．２．２．３”节筛选出的最佳结
果，将悬浮细胞于２６℃振荡培养１２ｄ，每隔２ｄ取样测定细
胞鲜质量、ｐＨ值和细胞活性，确定其生长周期。
１．２．４　数值测定
１．２．４．１　细胞鲜质量　根据李建安等介绍的方法［４］，具体操

作：取充分混匀悬浮细胞８ｍＬ，注入预先称质量的１０ｍＬ离
心管中，在３５００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，吸去上清液，室温下敞
口自然风干２４ｈ后称质量，减去空管质量即为８ｍＬ悬浮细
胞的鲜质量。

１．２．４．２　细胞活性测定　按照孔琼等介绍的方法［５］进行。

即将０．２ｇ细胞加入３ｍＬ０．６％ ＴＴＣ溶液（用５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ
值 ７．５磷酸缓冲液配制，内含０．０５％ Ｔｗｅｅｎ－２０），２６℃暗培
养２４ｈ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，细胞转入大试管中后加入
９５％乙醇５ｍＬ，８０℃水浴 ２０ｍｉｎ，冷却后 ３５００ｒ／ｍｉｎ离心
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１０ｍｉｎ，取上清液于４８５ｎｍ进行比色。

２　结果与分析

２．１　烟草ＢＹ－２愈伤组织诱导
为了研究不同激素组合对烟草 ＢＹ－２愈伤组织诱导的

影响，分别对不同诱导培养基中愈伤组织的生长情况进行观

察分析。结果显示，８种激素配比的培养基均可诱导烟草茎
髓长出愈伤组织，但愈伤组织产生的数量和性状之间存在明

显差异（表１）。其中配方１、２和３中茎髓培养第３天时，茎
髓边缘开始膨胀变大；７ｄ时，切口两端开始愈伤化，边缘产

生肉眼可见的乳白色颗粒状愈伤组织；２１ｄ后，出现结构疏
松、生长旺盛的白色愈伤组织。但配方３中的愈伤组织获得
量和颜色质地显著高于配方１、２中的诱导结果，出愈率高达
９３．３％。而配方４未明显获得愈伤组织。配方５和７中获得
的愈伤组织生长缓慢，伴有褐化现象。配方６、８和９中的愈
伤组织生长缓慢，质地致密。因此，在诱导烟草 ＢＹ－２愈伤
组织过程中，激素２，４－Ｄ和６－ＢＡ配合使用比 ＮＡＡ、２，４－
Ｄ和６－ＢＡ混合使用更能有效地促进愈伤组织产生和生长，
且配方３（ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ）为诱导
烟草ＢＹ－２愈伤组织生长的最佳配方。

表１　不同植物激素组合对烟草ＢＹ－２愈伤组织的诱导情况

组别
ＮＡＡ含量
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ含量
（ｍｇ／Ｌ）

２，４－Ｄ含量
（ｍｇ／Ｌ）

出愈率

（％）
鲜质量

（ｇ） 愈伤组织生长情况

１ ０ ０．３ １ ８３．３ ３．２４０２±０．０２８９ｂ 白色疏松，生长缓慢

２ ０ ０．５ ２ ８３．３ ２．７１５４±０．５４１８ｃ 白色疏松，生长缓慢

３ ０ １．０ ３ ９３．３ ４．７２１０±０．０５２２ａ 白色疏松，生长速度快

４ ０．１ ０．３ ２ ７６．６ １．７３４６±０．７７２０ｄ 无明显愈伤组织

５ ０．１ ０．５ ３ ８０．０ １．２３８１±０．０５８９ｅｆ 褐化

６ ０．１ １．０ １ ６６．７ １．０３４０±０．００８６ｅｆ 黄褐色，质地致密，生长缓慢

７ ０．３ ０．３ ３ ６０．０ １．０２０３±０．０１２９ｆ 褐化严重

８ ０．３ ０．５ １ ５０．０ １．１４０５±０．０６３５ｅｆ 黄褐色，质地致密

９ ０．３ １．０ ２ ５６．７ １．１４６３±０．０６９１ｅｆ 褐色，致密，生长量少，速度慢

　　注：采用最小显著差数法（ＬＳＤ）评价差异显著性，表中数值为“平均值±标准误”，不同小写字母表示在０．０５水平差异显著。表２同。

２．２　悬浮细胞系构建
２．２．１　不同接种量对悬浮细胞生长的影响　初始接种量对
悬浮细胞系的生长有着明显影响，细胞需要达到一定的起始

密度才能进行生长，但浓度过大又需要消耗大量的养分。因

此，选择适宜的接种量是悬浮细胞培养过程中一个重要的因

素。不同接种量对烟草悬浮细胞生长量具有较大影响。由图

１可见，在１５０ｍＬ液体培养基中，当初始接种量为１、２ｇ时，
烟草悬浮细胞生长速度较慢，显著低于３ｇ和４ｇ的初始接种
量；初始接种量为３ｇ时，悬浮细胞生长速度快，第８天后，
８ｍＬ细胞鲜质量高达（０．７２７３±０．００３８）ｇ。

２．２．２　蔗糖浓度对悬浮细胞生长的影响　碳源是植物组织
培养中的必需营养因子，同时也参与了渗透压的平衡调节，因

此起着十分重要的作用。蔗糖浓度对烟草悬浮细胞鲜质量增

加的影响如图２所示。当蔗糖浓度为１％、２％时，烟草细胞
增殖不明显且差异不显著；而蔗糖浓度为３％、４％、５％时，细
胞增殖较快，且差异显著，尤其是浓度为３％时，细胞增殖最
快，显著高于其他处理。

２．２．３　转速对悬浮细胞生长的影响　不同的转速对悬浮细
胞的分散性、长势和贴壁现象具有较大的影响。在最佳接种

量和蔗糖浓度下，转速对悬浮细胞生长也有不同的影响，过高

或过低均不利于细胞生长。当转速为 ｌ１０～１２０ｒ／ｍｉｎ时，细
胞生长缓慢，细胞鲜质量增加不明显，细胞分散性差，容易在

短时间内形成较大的细胞团；转速为１３０～１４０ｒ／ｍｉｎ时，细胞
生长较快，分散性好，且１４０ｒ／ｍｉｎ时细胞生长最快，培养８ｄ
后８ｍＬ细胞鲜质量高达（０．６３９５±０．００９４）ｇ，鲜质量高于
其他处理；而当转速高达 １５０ｒ／ｍｉｎ时，细胞增长量有所下
降，且易出现污染问题，贴壁死细胞较多（表２）。因此适宜烟
草悬浮细胞培养的转速为１４０ｒ／ｍｉｎ，有利于细胞生长。
２．２．４　烟草ＢＹ－２悬浮细胞系的生长曲线、ｐＨ值及活性变
化　在优化后的培养条件下，测定了烟草悬浮细胞培养过程
中细胞鲜质量和 ｐＨ值变化，并绘制了其生长曲线。在培养
过程中，细胞生长量近“Ｓ”形规律，鲜质量变化趋势明显，且
与活性变化密切相关，而培养液中ｐＨ值呈下降趋势（图３和
图４）。延迟期（１～２ｄ）和对数期（３～１０ｄ）明显，且在对数
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表２　转速对悬浮细胞鲜质量的影响

转速

（ｒ／ｍｉｎ）
８ｍＬ细胞鲜质量

（ｇ） 生长情况

１１０ ０．３３６７±０．０００５ｄ 生长速度慢，分散性差，易形成较大细胞团

１２０ ０．３５１５±０．００４３ｃｄ 生长速度较慢，分散性较差，易形成细胞团

１３０ ０．４５４５±０．００１５ｂ 生长速度较快，分散性较好

１４０ ０．６３９５±０．００９４ａ 生长速度快，分散性好

１５０ ０．３６３８±０．００６０ｃ 生长速度较慢，分散性好，易污染，但死细胞较多

期时，细胞增殖明显，当培养到１０ｄ时，细胞鲜质量达到最大
值。根据不同培养时间下细胞活性测定结果，发现细胞活性

变化与生长量变化相似，且在培养８ｄ时达到最高值，活性最
好。因此结合细胞生长量变化，烟草悬浮细胞的继代周期为

８ｄ。

３　结论与讨论

在植物悬浮细胞培养过程中，激素是愈伤组织诱导和悬

浮细胞构建的关键因素之一，不同激素种类和浓度配比后，其

相互作用可影响其形态建成方向［４－６］。研究发现添加一定浓

度的２，４－Ｄ和６－ＢＡ对愈伤组织诱导具有很大的促进作
用，且２，４－Ｄ是禾谷类植物产生愈伤组织所必需的生长物
质［７－８］。本研究在烟草愈伤组织诱导过程中也发现２，４－Ｄ
和６－ＢＡ配比后的重要作用，且最佳诱导配比为３．０ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ。因此，合适的激素种类和浓度配
比是愈伤组织获取和改善状态的重要前提。

初始接种量和蔗糖的多少对悬浮细胞系建立也起着重要

作用。大多数悬浮细胞的生长具有群聚效应，细胞密度过低

或过高都不利于悬浮细胞系的建立，而合适的密度才能促进

细胞快速生长，细胞分散性好［９］。在小麦悬浮细胞系建立过

程中发现，初始接种量为０．５～１．５ｇ（每４００ｍＬ培养液）时，

细胞增殖倍数随着接种量的增加而增加，且接种量为１．５ｇ
时达到最大值，此时细胞系分散性好，颜色鲜艳，如接种量增

加，细胞增殖倍数呈下降趋势，培养液颜色浑浊［１０］。同样的

现象也在草莓悬浮细胞系建立试验中发现［１１］。蔗糖浓度过

低，培养物不仅得不到碳源补充，还会发生营养物质外渗，而

过高则会出现生理性缺水，两种情况最终都会导致细胞死

亡［１２］。大量试验结果表明，一般悬浮细胞的培养过程中蔗糖

浓度一般为２０～３０ｇ／Ｌ。因此，烟草悬浮细胞系构建的最佳
初始接种量为３ｇ／１５０ｍＬ，蔗糖浓度为３０ｇ／Ｌ。

前人在研究烟草悬浮细胞系构建过程中发现，不同转速

对细胞长势、分散性和贴壁现象具有较大影响［１３］。同样的现

象也表现于本试验中，当转速较低（１１０～１２０ｒ／ｍｉｎ）时，悬浮
培养基中的氧含量较低，细胞生长速度较慢，机械力较小，分

散性较差，易结成团；而当转速较高（１５０ｒ／ｍｉｎ）时，可能易发
生机械损伤，死细胞较多。因此合适的转速也是悬浮细胞成

功构建的关键因子。
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