
第七章 植物细胞工程制药 

7.4植物细胞培养的基本技术 

 

一、课程目标 

1）知识学习目标 

  掌握药用植物细胞培养的原理和基本方法及药物生产的控制 

2）思政育人 

矛盾对立统一的哲学思考——辩证思维  

本节通过介绍植物激素的两重性，理解事物事物的发展变化是由于矛盾运动造成的,矛

盾是指事物自身所包含的既相互排斥又相互依存,既对立又统一的关系。马克思主义认为任

何事物都是作为矛盾统一体而存在的,矛盾是事物发展的源泉和动力。 

二、思政案例 

课程思政教学实例一：辩证思维 

植物生长激素具有两重性：既能促进植物生长，也能抑制生长；既能促进发芽，也能防

止落花落果，也能疏花疏果。生长素所发挥的作用，因浓度、植物细胞的成熟情况不同而有

较大的差异。事物的发展变化是由于矛盾运动造成的,矛盾是指事物自身所包含的既相互排

斥又相互依存,既对立又统一的关系。马克思主义认为任何事物都是作为矛盾统一体而存在

的,矛盾是事物发展的源泉和动力。 

三、课程组织 

导入：通过前面的学习，我们已经了解了植物细胞的形态和生理特性，那么，利用植物细胞

生产有药用价值的次级代谢产物，就需要培养植物细胞，如何培养植物细胞呢?下面我们介

绍第四节，植物细胞培养的基本技术。植物细胞培养的基本技术包括植物材料的准备、培养

基的制备、选择培养方法等。 

 

知识点 1 讲解：植物材料的准备 

 



首先来看植物材料的准备，用于植物组织培养的外植体，必须是无菌的。为什么要无菌 

呢，同学们想一想，我们选取的外植体，如果是来自温室或者是生长在大田里植物，它们的 

种子、幼苗、器官、组织等等，这些材料可能带有很多微生物，我们培养外植体的时候用的 

培养基营养非常丰富，微生物会非常喜欢，它们在培养基中会大量繁殖，从而抑制我们要培 

养的外植体的生长。因此培养前必须对外植体进行严格的灭菌处理。 

那么如何对外植体进行灭菌呢，我们可以选择一些表面灭菌剂对植物组织进行处理。用于

植物组织培养的表面灭菌剂很多。原则上应该尽可能选择那些灭菌后容易除去或容易分解的

试剂。灭菌剂的选择和处理时间的长短，取决于所用材料对试剂的敏感性，敏感的外植体的

灭菌时间不宜过长；而不敏感的材料，灭菌的时间应该适当延长。常用的灭菌剂有次氯酸钙、

次氯酸钠和氯化汞。 

这张表中列举了经常使用的灭菌剂的灭菌效果。次氯酸钙国内一般用市售的工业用漂白 

粉，因为工业用漂白粉中有效氯含量不稳定，所以经常使用过滤后的过饱和溶液。这种溶液 

特别适用于草本植物和柔软组织的灭菌处理， 灭菌时间一般为 5~30min。氯化汞灭菌效果 

最好，但去除也最困难，并且灭菌时间不宜过长，以免损伤或杀死植物细胞。氯化汞作为休 

眠种子的灭菌剂最为理想， 适用浓度为 0.1%， 灭菌时间一般为 2~10min， 用于有较厚种

皮的休眠种子灭菌时， 可以延长到 20min 或更长时间。 

这张表中列出了不同植物组织(器官)的灭菌时间和顺序。在每年的 6 月至 9 月，气候温 

暖潮湿，是各种霉菌繁殖的高峰季节，灭菌处理更要特别严格，要尽可能降低微生物的污染 

机会。 

知识点 2 讲解：培养基及其组成 

植物材料灭菌后，就可以进行培养了。下面需要确定用和什么培养基来进行培养，那么 

培养基是由什么组成的呢，接下来我们介绍培养基及其组成。培养基实际上是植物离体器官、 

组织或细胞等的“无菌土壤”，它的特点是营养成分是可以调控的。植物组织和细胞培养所 

用的培养基种类比较多，但通常都含有无机盐、碳源、有机氮源、植物生长激素、维生素等

化学成分。应用最广的是 MS 培养基和 LS 培养基。在植物细胞培养所用到的培养基中，一

些必需营养物质如氮、磷、钾、钙、镁等，它们的加入与否、浓度的高低、各组分的相对浓

度等都会对培养结果产生重大影响，甚至起到关键性的作用。我们接下来一一进行介绍。 

 

首先来看第一种营养成分，无机盐，基本培养基是由各种浓度的无机盐溶液组成的，

这些无机盐又分为大量元素和微量元素。大量元素是指使用浓度大于 30mg/L 的无机元素，



包括 N、S、P、K、Mg、Ca、Cl 和 Na，而微量元素是指浓度低于 30mg/L 的无机元素，如

Fe、 

B、Mn、Ⅰ和 Mo，以及极微量的 Cu 和 Zn。我们知道磷是磷脂的组成成分，也是原生质、

细胞核和生物膜的重要组成成分。植物对磷的消耗很快，但机体自身可以产生磷满足需要。

培养基中的磷通常以磷酸盐的形式添加。大多数培养基中的无机氮都是以铵盐和硝酸盐的形

式提供的。有些培养基是添加其中一种，有些是两种同时添加。同时添加时要注意两种形态

氮的比例对组织的细胞分裂和分化有显著影响。比如较高水平的硝酸盐有利于细胞增殖和胚

性愈伤组织的诱导，而较高水平的铵盐能促进器官分化和体细胞胚的形成。镁离子、钾离子

和钙离子对细胞的代谢来说是不可缺少的。如镁离子是物质转运过程中的必需因子之一，参

与多种酶的辅酶和激活子的合成。钾离子和钙离子，具有抑制某些酶活性的作用，如抑制糖

酵解中的丙酮酸激酶的活性。但有时钙离子也能起到保持某些酶的活性或稳定性的作用，例

如 NAD-激酶、蛋白激酶、α-淀粉酶。微量元素的作用是参与辅因子的形成， 并可以诱导

酶的合成，如镍在烟草、水稻和大豆细胞悬浮培养中诱导脲酶的合成。硼对膜的功能、通透

性等都有十分重要的作用。 

 

下面我们介绍第二种营养成分，碳源。植物细胞培养物通常都是异养细胞。因此，人

们经常使用糖类、肌醇作为碳源，有时也用甘油等物质代替。有些培养物还可通过同化二氧

化碳来获得所需的能量，也就是所谓的光自养培养物。在某些情况下，培养基固化剂，例如

琼脂也可作为补充能量和碳源使用。此外，在愈伤组织的诱导和培养中，某些天然提取物，

如 10%的椰子乳、0.5%的酵母提取物或 5%~10%的番茄汁也可以作为碳源。 

 

第三种营养成分，植物生长调节剂。植物激素是指植物代谢过程中自身形成的植物生

长调节剂， 在极低浓度(<1Pmol/L) 时即能调节植物的生长和发育过程， 并能从合成部位转 

运到作用部位而发挥作用。植物激素是天然产生的调节物质。到目前为止，已经发现植物组 

织中可以形成 6 种植物激素，即生长素、分裂素、赤霉素、脱落酸、乙烯和油菜素内酯。 

那么什么是植物生长调节剂呢，植物生长调节剂既包括刚刚提到的植物激素，也包括人 

工合成的具有生理活性的化合物。植物组织和细胞培养物的生长过程，主要取决于生长素和 

细胞分裂素的比例。高浓度生长素和低浓度分裂素刺激细胞分裂，而低浓度生长素和高浓度

分裂素则刺激细胞生长。但过量的赤霉素和酚类化合物能掩盖上述现象。对于正常生长的植 

物来说，它们自身也合成一定量的内源激素，来保证植物各组织、器官的正常分化、生长。 



但对于植物培养细胞来说，除了极个别植物组织能够合成足够量内源植物激素外，绝大多数 

植物组织和细胞培养基中，必须加入一定量的植物生长调节剂。 

思政融入：植物生长激素具有两重性：既能促进植物生长，也能抑制生长；既能促进发

芽，也能防止落花落果，也能疏花疏果。生长素所发挥的作用，因浓度、植物细胞的成熟情

况不同而有较大的差异。事物的发展变化是由于矛盾运动造成的,矛盾是指事物自身所包含

的既相互排斥又相互依存,既对立又统一的关系。马克思主义认为任何事物都是作为矛盾统

一体而存在的,矛盾是事物发展的源泉和动力。 

第四种营养成分，有机氮源。植物组织和细胞培养实验中使用较多的有机氮源为蛋白质 

水解产物(如谷氨酰胺)或各种氨基酸。有机氮源对细胞的早期生长有利，氨基酸的加入主要 

是为了代替或增加氮源的供应，但需要注意的是苏氨酸、甘氨酸和缬氨酸可以灭活谷氨酸合 

成酶的活性，从而降低氮的利用；与此相反，精氨酸通常具有补偿这种灭活作用的能力。第 

五种营养成分，维生素。植物细胞通常是维生素自养型的，但大多数情况下，自身合成的量 

都不能满足植物细胞的需要。所以大多数培养基，除了必须加入的 B 族维生素(如 B1、B6 

和泛酸)外，通常还需要加入一定量的生物素和肌醇。 

知识点 2 讲解：培养方法 

好植物材料和培养基后，下面就可以进行植物组织培养了，那么植物组织培养的方 

法有哪些，如何进行选择呢，接下来我们介绍植物组织培养的方法。植物组织培养的方法很 

多，可以采用不同的分类方法进行分类。如按照培养对象，可以分为原生质体培养、单倍体 

细胞培养；按培养方式可分为悬浮细胞培养和固定化细胞培养；按培养基类型可以分为固体 

培养和液体培养。无论是固体培养还是液体培养都必须控制温度，一般温度保持在 25 士 1

℃。 

大多数植物材料的培养都需要光照。 

液体培养系统又包括小规模的悬浮培养和大规模的成批培养、半连续和连续培养。下面 

主要讨论植物细胞大规模培养系统，即成批培养、半连续和连续培养，并简要介绍固定化培 

养法。第一种培养方法，成批培养法，将培养基一次性地加入反应器中，接种、培养一定时 

间后收获细胞的操作方式称为成批培养法。由于植物细胞培养中，次级代谢产物的大量累积 

往往发生在细胞生长的稳定期，所以人们据此设计了植物细胞的两步培养法，也就是用两个 

生物反应器，第一个反应器用于细胞生物量的累积，第二个反应器用于次级代谢产物的生产。 

日本科学家使用这种方法成功地开发出了世界上第一个植物细胞工程商品一紫草宁，他们 



通过提高第二个反应器中 Ca2+浓度的方法，大幅度增加了培养液中的紫草素含量，从而实 

现了生物工程法大规模(工业化)生产紫草素。 

第二种培养方法，半连续培养法。在反应器中投料和接种培养一段时间后，将部分培养 

液和新鲜培养液进行交换的培养方法称为半连续培养法。半连续培养可以认为是一种具有定 

时进出装置的成批培养系统。每间隔一天或两天收获一部分培养物(最多可达 50%)，然后再

加入新鲜培养基，通过调整收获细胞的数量和次数来保持细胞重量的恒定。 

 

第三种培养方法，连续培养法。连续培养法是利用连续培养反应器，在投料和接种培养 

一段时间后，以一定速度连续采集细胞和培养液，并以同样速度供给新鲜培养液以使细胞生 

长环境长期维持恒定的方法。一般来说，由于连续培养法培养时间长，所以细胞的生产能力 

要比成批培养法高，但从另一方面讲，因为细胞生长缓慢，培养时间长，要维持系统的无菌 

状态，技术条件要求就比较苛刻。因此，在培养特定细胞或生产次级代谢产物时，人们又设 

计出了二阶段连续培养法。也就是在第一罐中投入适于细胞增长的培养基(即生长培养基) 

并连续加入该培养基，而在第二罐中投入适于产生次级代谢产物产生的培养基(即生产培养 

基)。两罐间通过管道连接，第一罐培养液不断流入第二罐，同时第二罐培养液不断放出。 

可以大大提高细胞生长速度。如用这种方法生产烟草细胞，在第一罐中加入适合细胞增殖的 

培养基，第二罐中加入低氮源培养基，可以使细胞生长速度达到 63L/h。 

第四种培养方法，固定化培养法。固定化培养采用的固定化反应器有网状多孔板、尼龙 

网套和中孔纤维膜等多种类型。将细胞固定在尼龙网套内，或固定在中孔纤维反应器的膜表 

面，或固定在网状多孔板上，放入培养液中进行培养，或连续流入新鲜培养液，进行连续培 

养及连续收集培养产物。固定化培养法的突出优点是细胞位置固定，容易获得高密度细胞群 

体，有利于细胞组织化，容易控制培养条件，能够获得较高含量的次级代谢产物。有人将辣 

椒细胞固定在聚氨基甲酸乙酯泡沫中，生命力维持在 23 天以上，辣椒素产量较悬浮培养细 

胞提高了 1000 倍。 

 

知识总结:一下这一节的内容，这一节我们介绍了三部分内容，第一部分，植物材 

料的准备；第二部分，我们介绍了培养基及其组成，重点介绍了培养基中的无机盐，碳源， 

植物生长调节剂，有机氮源，维生素对培养过程的影响，最后一部分，我们介绍了培养方法 

的选择，重点介绍了成批培养法，半连续培养法，连续培养法和固定化培养法。


