
紫 茉 莉(Mirabilis jalapa L.)为 紫 茉 莉 科

(Nyctaginaceae)紫茉莉属的多年生草本植物，原产

热带美洲等地，我国各地均有栽培[1]。紫茉莉花卉

色彩鲜艳，可作为观赏花卉，同时还具有生物量大、

生长繁殖快、植株强健等优点。近年来，有研究表

明紫茉莉对石油污染土壤有较强的耐受性[2]。紫

茉莉在中低浓度石油污染土壤中生长状况良好，土

壤中石油污染浓度及多环芳烃含量均有明显的降

低[3]。因此，紫茉莉可作为修复石油污染土壤环境

的首选植物[1,4–5]。为探究污染的植物修复分子机制，

可通过提取紫茉莉分泌蛋白并研究其表达差异，发

掘其耐受性或降解污染物的特点功能分子。通过

建立供试植物的悬浮细胞培养体系，是获得其分泌

蛋白的常用研究手段[6]。分泌蛋白由于其自身特性，

含量通常较低，因此，建立高效稳定的悬浮体系，是

获得细胞分泌蛋白高效表达的必要条件[7]。影响植

物悬浮细胞培养的因素较多，包括激素水平、光照、

温度、pH、接种量、剪切力和蔗糖浓度等[8]。目前
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国内外对紫茉莉愈伤组织的研究较少，主要是以紫

茉莉幼苗不同部位作为外植体，研究不同激素组合

对愈伤组织诱导的影响[9]。而对紫茉莉的细胞悬浮

培养体系建立方面还未见报道。本研究以紫茉莉

无菌苗诱导的愈伤组织为材料，从细胞形态、继代

次数、培养基 pH 和蔗糖浓度等方面，研究紫茉莉悬

浮细胞系的特性及分泌蛋白的提取，以期建立紫茉

莉高效悬浮培养体系，为进一步研究紫茉莉悬浮细

胞产生的分泌蛋白奠定科学基础。

1 材料和方法

1.1 材料  
供试紫茉莉(Mirabilis jalapa L.)种子采自沈阳

农业大学植物园。按照白玉等[10]的方法诱导培养

紫茉莉愈伤组织。取紫茉莉种子若干，冲洗剥皮后，

用 75% 乙醇浸泡 8 min，0.1% 升汞消毒 10 min，

无菌水冲洗 4 次、浸泡 1 h，剥掉内层种皮，接种于

MS + NAA 0.1 mg L–1 培养基中，在 25℃，光照强度

为 12.5 ~ 25 μmol m–2s–1 的条件下培养，获得无菌

苗。将无菌苗叶片切成约 0.5 cm × 0.5 cm 的小块，

接种于 MS + 2,4-D 1 mg L–1 + NAA 1 mg L–1 + KT 
1.5 mg L–1 培养基上，在 25℃，光照强度为 12.5 ~  
25 μmol m–2s–1 条件下培养。以上试验培养基的蔗

糖浓度均为 30 g L–1，琼脂为 7 g L–1，pH 调至 5.8。

1.2 紫茉莉悬浮细胞培养

选取分散性较好、质地较疏松的愈伤组织，接

种在 MS + 2,4-D 1 mg L–1 + KT 0.5 mg L–1 的液体

培养基中进行培养，每个 150 mL 的三角瓶中加入

液体培养基 40 mL，投入约 2 g 的愈伤组织，培养

温度为 25℃，摇床转速为 110 r min–1。培养初期每    
5 d 继代 1 次，每次继代时，将培养瓶静置几分钟后，

倒掉 2/3 原培养液，然后更换新培养瓶，加入新的

培养液。连续继代 3 ~ 4 次后，每隔 12 d 继代 1 次，

所建立的细胞悬浮系生长迅速，分散性和均一性较

好，颜色呈淡黄色，逐渐获得稳定的悬浮细胞系。

1.3 不同pH和蔗糖浓度下的悬浮细胞培养

蔗糖设置 5 个梯度浓度 , 分别为 10、 20、 30、 40
和 50 g L–1， pH 设置 3 个梯度范围 , 分别为 5.0 ~ 5.4、

5.5 ~ 5.9、6.0 ~ 6.4，配制成不同蔗糖浓度、pH 的

液体培养基，对紫茉莉悬浮细胞进行培养。连续培

养 12 d 后测定悬浮细胞增值系数，并观察生长状

况，筛选合适的蔗糖浓度和 pH。

1.4 悬浮细胞增殖系数的计算

对悬浮培养初期(0 d)及连续培养 12 d 后的培

养基进行取样，过滤出愈伤组织，再用干滤纸吸干，

称重。每次实验 3 次重复，计算细胞的增值系数 , 
增值系数 = (接种 12 d 后的愈伤组织质量 – 接种时

的愈伤组织质量) / 接种时的愈伤组织质量。

1.5 悬浮细胞生长曲线的测定

从稳定的紫茉莉悬浮细胞系中取 5 mL 悬浮

培养物，接入新鲜液体培养基中振荡培养，每隔 2 d
取样 1 次，过滤出愈伤组织，再用滤纸吸干水分，称

重，连续培养 12 d，每次实验 3 次重复。

1.6 细胞计数

从稳定的紫茉莉悬浮细胞系中取 5 mL 悬浮培

养物，接入新鲜液体培养基中振荡培养，每隔 2 d 取

1 mL悬浮细胞液，滴于载玻片上，在显微镜下观察，

采用血球计数板法对悬浮细胞计数，3 次重复，结

果取平均值。

1.7 分泌蛋白的提取检测

收集继代培养 10 d 的悬浮细胞培养液 1 L，

滤去愈伤组织，将滤液进行冻干浓缩后，在 4℃    
17000 ×g 下离心 25 min，转移上清液；加入 4 倍体

积的预冷 TCA-丙酮溶液(含 10% TCA、0.07% β-
巯基乙醇)，充分混合后于 –20℃放置过夜，再在 4℃ 
17000 ×g 下离心 20 min，弃上清，沉淀加入预冷的

80% 丙酮溶液(含 0.07% β-巯基乙醇)充分混合，相

同条件离心后弃上清；重复 2 次，收集沉淀。沉淀

物吹干后在 –80℃保存，双向电泳检测。

2 结果和分析

2.1 愈伤组织的诱导及悬浮细胞系的建立

将分散性好、质地疏松的紫茉莉愈伤组织(图1: 
A)接入液体培养基后，新的愈伤组织不断生长，每

隔 5 d 继代 1 次，在培养初期有褐化现象，经过 3 ~ 
4 次继代以后悬浮细胞迅速增殖，细胞状态良好，分

裂旺盛，分散性和均一性均良好，颜色呈淡黄色(图
1: B)。
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2.2 继代次数对细胞形态的影响

在紫茉莉愈伤组织悬浮继代培养的初期，体

系中悬浮细胞的形态、大小及数量随继代次数而

变化。在第一次继代培养时，体系中大部分为成团

的愈伤组织，颗粒较大，较混浊，在倒置显微镜下观

察，细胞多数成团，聚拢紧密，保持较旺盛的分裂能

力(图 2: A)。当继代次数为 2 ~ 3 次时，体系中的细

胞团颗粒大小、分散性及均一性较好，悬浮液颜色

呈淡黄色，比较粘稠，在倒置显微镜下观察，分裂的

细胞团增多，每个细胞团大多由 10 ~ 20 个单细胞

组成(图 2: B)。随着继代次数的逐渐增加，悬浮系

的颗粒分布更加均匀，体系中的由 3 ~ 5 个单细胞

组成的小细胞团及单细胞数量也随之增多，大多呈

球形或椭球形(图 2: C， D)。

2.3 pH和蔗糖浓度对细胞生长的影响

通过比较不同 pH 和蔗糖浓度对悬浮细胞增

值系数的影响，选择合适的培养基 pH 和蔗糖浓度。

图 1 紫茉莉的愈伤组织(A)和悬浮细胞(B) 

Fig. 1 Calli (A) and suspension cells (B) of Mirabilis jalapa

图 2 继代次数对悬浮系中细胞团的影响。A: 继代 1 次； B: 继代 2 ~ 3 次； C,D: 继代 4 次以上。

Fig. 2 Effect of subculture times on suspension cell group. A: 1 times; B: 2 – 3 times; C,D: Over 4 times.

赵倩等：紫茉莉悬浮细胞培养体系的建立
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由表 1 可知，当培养基 pH 为 5.5 ~ 5.9 时，紫茉莉悬

浮细胞的增值系数最大，细胞生长最旺盛，pH 高

于或低于这一范围时，都不利于悬浮细胞生长。悬

浮细胞的增值系数随蔗糖浓度的增加而增加，当蔗

糖浓度达到 30 g L–1 时，增殖系数达到最大，而当蔗

糖浓度继续增大时，悬浮细胞增值系数却减小，蔗

糖浓度达到 50 g L–1，增值系数急剧减小，说明细胞

生长反而受到高浓度蔗糖的抑制。因此，当 pH 为

5.5 ~ 5.9，蔗糖浓度为 30 g L–1 时，更适合悬浮细胞

的生长。在这个条件下，紫茉莉悬浮细胞更旺盛，

不易褐化。

表 1 pH 和蔗糖浓度对悬浮细胞增殖系数的影响

Table 1 Effects of pH and sucrose on multiplication coefficient of 

suspension cells

蔗糖(g L–1)

Sucrose

pH

5.0 ~ 5.4 5.5 ~ 5.9 6.0 ~ 6.4

10 1.7 1.8 1.6

20 2.0 2.6 1.7

30 3.7 4.7 3.5

40 3.2 4.2 3.1

50 1.8 2.2 1.6

2.4 细胞生长曲线

通过细胞计数绘制紫茉莉悬浮细胞的生长曲

线。从图 3 可见，紫茉莉悬浮细胞系的生长曲线大

致呈 S 型。紫茉莉悬浮细胞的整个生长周期可分

为停滞期、对数生长期、平台期等 3 个特征时期。

在 0 ~ 4 d 细胞数目增长不明显，生长缓慢，此时为

停滞期；在 4 ~ 10 d 进入对数生长期，悬浮细胞状

态良好，具有较高的生活力，细胞数目急剧增加；在

10 ~ 12 d 进入平台期，细胞数量达到峰值之后增长

减缓，这可能是由于随着培养时间的延长，培养基

中的营养成分被大量消耗，细胞活性下降，代谢产

物严重积累，大量衰败的细胞聚集在瓶壁上，不利

于悬浮细胞系的生长。因此，紫茉莉细胞在悬浮培

养的过程中最佳继代培养时间是 10 d。

2.5 不同接种量对细胞生长的影响

悬浮细胞的起始密度对于建立稳定的体系

有重要影响，过高或过低均不利于建立稳定的再

生体系，对细胞培养周期也有影响。分别从稳定

的 40 mL 悬浮培养液中分别吸取 2.5 mL、5 mL、            
7.5 mL、10 mL 的悬浮细胞进行培养，从图 4 可见，

接种量为 2.5 mL (即起始密度过低)时，悬浮细胞生

物量增长十分缓慢，在 0 ~ 8 d 基本处于停滞状态，

小细胞团和单细胞很难增殖，8 d 过后悬浮细胞才

开始生长起来。悬浮细胞的生长量随着接种量的

增加而增加，达到最大生物量所需的时间也随之缩

短，当接种量为 5 mL 时，在 10 ~ 12 d 即达到最大

的生物量；当接种量为 7.5 mL 时，在 8 ~ 10 d 悬浮

细胞的生物量已接近峰值。而接种量为 10 mL (即
起始密度过高)时，悬浮细胞在 0 ~ 4 d 快速增殖，悬

浮培养体系能迅速获得较大的生物量，此时生物量

呈对数增长趋势，4 d 之后，由于体系中的养份被

消耗，细胞系营养不足而导致细胞增长缓慢，生物

量变化不明显，且容易出现褐化。因此，本试验中

当紫茉莉悬浮细胞体系的培养液体积为 40 mL 时，

以 7.5 mL 的接种量为宜。

2.6 分泌蛋白的提取检测

从继代培养 10 d 的 1 L 悬浮细胞培养液中提

图 3 悬浮细胞的生长曲线

Fig. 3 Growth curve of suspension cells of Mirabilis jalapa

图 4 接种量对悬浮细胞生物量的影响

Fig. 4 Effects of subculture quantity on growth of suspension cells
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取分泌蛋白，最终可获得(0.42 ± 0.15) g 的分泌蛋

白。经双向电泳检测，这些分泌蛋白获得了较好的

分离。

3 讨论

植物悬浮细胞的形态、大小及数量均受继代培

养次数影响[8]。经过多次继代培养，细胞悬浮液通

常由浑浊逐渐变澄清，愈伤组织由较大颗粒逐渐变

小，细胞形状也由不规则变为规则的球形、椭球形。

此时的悬浮细胞生长更旺盛，均一性好，能够建立

稳定的悬浮细胞体系。

培养基中适宜的 pH 值和蔗糖浓度有利于悬

浮细胞的生长。一般认为 pH 能影响悬浮细胞的质

膜透性、细胞呼吸代谢、多胺代谢和蛋白质合成等，

以及生长调节物质进出细胞及其在胞内的存在方

式[11]，因而间接影响培养物生长、分化和物质积累。

蔗糖是植物细胞生长和代谢最适的碳源，适当增加

蔗糖浓度可以增加细胞活力，为细胞的生长和代谢

提供能量，促进细胞增殖和生长。同时，蔗糖是一

种渗透调节剂，对细胞的代谢有重要影响。但当蔗

糖浓度过高时，反而会抑制细胞生长，这可能是由

于高浓度的蔗糖会导致培养液渗透压增大，使细胞

失水引发质壁分离以及酶钝化失活等，从而影响细

胞生长[12]。

在细胞悬浮培养的初期，悬浮体系中营养物

质充足，细胞数目稳定增长。继续培养，随着营养

图 5 紫茉莉悬浮细胞分泌蛋白 2-DE 图谱

Fig. 5 2-DE map of secretory proteins from Mirabilis jalapa suspension 

cells
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物质的消耗，以及细胞在新陈代谢过程中分泌一些

有毒物质到培养液中，致使部分细胞开始衰老死

亡[13–14]。悬浮细胞初始接种量是悬浮培养中的一

个重要指标，与悬浮细胞的生长状况联系紧密。初

始密度过高或过低不仅会影响细胞培养周期，而且

易使悬浮细胞发生褐化现象[15]，不利于稳定细胞体

系的建立。悬浮细胞需要达到一定的初始密度才

能进行生长分裂，可能是由于细胞分裂的启动，需

要细胞内某种条件因子达到一定的内源水平。在

液体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时，来自相邻细胞的信号分

子的量不能在短时间达到细胞生长的需求，因此抑

制了细胞的进一步增殖[16]。初始密度较高时，虽然

细胞间物质及信号交换容易达到细胞分裂所需的

内源水平，使细胞生长迅速启动，表现为细胞迟滞

期缩短，但悬浮细胞的初始密度过高，细胞生长又

会迅速消耗培养基中的大量养分，进而导致细胞过

早衰老死亡。因此，选择既能使细胞生长获得最大

的增长速率，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。

紫茉莉作为一种修复石油污染土壤的首选植

物，提取其分泌蛋白、研究其耐胁迫的分子机制有

重要意义。本研究结果与 Kim[6]和陈莉[17]等的相一

致，证实长势良好、质地均一的悬浮细胞体系，可用

于分泌蛋白的表达提取。因此，通过建立紫茉莉的

细胞悬浮体系，并在细胞体系中进行有机污染物胁

迫处理，可以获得紫茉莉的分泌型功能蛋白的差异

表达，有助于揭示污染土壤生物修复植物紫茉莉耐

受石油污染物及与根际微生物互作降解污染物的

分子机制。本研究通过对紫茉莉愈伤组织进行液

体悬浮培养，利用细胞计数、观察细胞形态、计算细

胞生长周期、确定接种量等手段，成功建立了紫茉

莉悬浮细胞培养体系。这些研究为提取悬浮细胞

分泌蛋白、研究胁迫机制奠定了基础。
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