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摘要: 本文研究了不同K+/Na+
浓度比对罗汉果悬浮细胞生长和甜苷V合成的影响。结果表明, 合适的K+/Na+

浓

度比促进细胞生长和甜苷V生物合成。当K+/Na+
最佳浓度比为15:1时, 罗汉果悬浮细胞内K+

浓度、K+/Na+
、S(K, Na)

值均为最大, 此时细胞利用K+
效率最高, 细胞生长速率最快。此外, 胞外有机酸和胞内氨基酸的变化表明此浓

度比例下, 细胞可能通过降低TCA循环代谢强度, 以及增强EMP途径和MVA途径代谢强度, 从而促进萜类化合

物前体乙酰CoA向罗汉果甜苷V合成。
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广西著名特产罗汉果(Siraitia grosvenorii)是
葫芦科罗汉果属植物的成熟果实。罗汉果甜苷V 
(mogrosides V)是罗汉果的主要甜味成分, 它是一

种低卡路里的理想天然甜味剂, 其甜度是蔗糖的

350倍。由于植株的生长受到季节、地理环境条

件的限制, 影响其天然产物的稳定生产。而植物

细胞悬浮培养技术具有生长周期短、繁殖系数

大、便于工厂化生产等特点, 是植物细胞扩大培

养的有效手段之一; 添加诱导子作为一种能高效

便捷地刺激次生代谢产物积累的方法, 被广泛应

用于产物的大量合成。

目前, 植物细胞扩大培养和天然产物合成的

研究报道较多, 主要包括: (1)培养环境条件。如pH
对罗汉果细胞的生长有明显影响, pH为5.0时细胞

的增殖和活力均为最高, 但高于或低于该pH条件

下细胞的生长受到抑制(李佳瑞2017)。(2)营养碳

氮源。曾建红等(2012)发现碳源对S. grosvenorii悬
浮细胞的生长有明显影响, 4%的蔗糖浓度对于细

胞生长最为有利; 培养初期NH4NO3浓度在30~100 
mg·L-1之间时, 细胞生长较好且甜苷V含量较高。

(3)前体物质。植物细胞培养过程中前体物的添加

也是影响次级代谢物产量的重要条件, 如加入诱

导剂50 μmol·L-1茉莉酸甲酯(methyl jasmonate, 
MeJA)后, 甜苷V的合成量达到最大值, 但不利于

细胞的生长(李佳瑞2017)。
合适的盐浓度能有效地提高植物细胞生长量

和目的产物的合成(倪建伟等2015; 管兰芳和徐茂

军2009)。而培养液中盐浓度过高则会对细胞造成

胁迫, 从而显著影响细胞生长和代谢。在适应盐

胁迫过程中细胞对K+-Na+产生选择性吸收/外排

(白文波和李品芳2005)、Na+区室化等现象(闫道

良等2014), 从而导致细胞内超氧化物歧化酶(su-
peroxide dismutase, SOD)、过氧化物酶(peroxidase, 
POD)、过氧化氢酶(catalase, CAT)活性明显升高, 
活性氧(reactive oxygen species, ROS)浓度降低等

细胞生理活性响应(刘爱荣和赵可夫2005; 王东明

等2009)。另外, 细胞适应盐胁迫时, 脯氨酸合成代

谢显著增加, 起到逆境中渗透保护剂作用(刘爱荣

和赵可夫2005)。
目前, 罗汉果细胞培养研究主要涉及化学成

分、生药学、药理学、分离纯化等方面, 但涉及

到K+/Na+浓度比对罗汉果悬浮细胞生长和甜苷V
合成的影响方面的研究仍未有报道。为此, 本文

较系统研究了初始培养基中K+/Na+浓度比对罗汉

果悬浮细胞培养过程中生理代谢特性的影响, 发
现了促进罗汉果愈伤组织细胞悬浮培养生长和产

物罗汉果甜苷V的生物合成的盐浓度条件。

1  材料与方法

1.1  细胞系、培养基和培养方法

罗汉果[Siraitia grosvenorii (Swingle) C. Jeffe-
rey ex A. M. Lu et Z. Y. Zhang]种子由广西桂林莱

茵生物科技股份有限公司提供; 罗汉果胚性愈伤

组织由本实验室诱导筛选。
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细胞悬浮培养基: B5培养基+6-苄氨基嘌呤(6-
BA) 1.0 mg·L-1+萘乙酸(NAA) 0.5 mg·L-1+蔗糖30.0 
g·L-1+肌醇100.0 mg·L-1+聚乙烯吡咯烷酮2.0 g·L-1, 
pH为5.9~6.0, 于121°C蒸汽灭菌30 min。

细胞悬浮培养方法: 愈伤组织继代10次后, 选
择生长旺盛、结构较松散的愈伤组织, 按鲜重50 
g·L-1转接到装有100 mL培养基的250 mL三角瓶, 
每瓶接种量为5.0 g鲜细胞 ,  置于旋转摇床(110 
r·min-1和25°C下)进行暗培养。以初代罗汉果悬浮

细胞体系培养成熟罗汉果悬浮细胞过程中保持K+

含量不变(25 mmol·L-1), 培养初期加入硫酸钠, 使
初始培养基中K+:Na+分别控制5:1、10:1、15:1、
20:1、25:1的钾钠离子浓度比。

1.2  分析测定方法

1.2.1  细胞干重(dry cell weight, DCW)的测定

将培养液摇匀后倒入布氏漏斗中进行真空抽

滤 ,  用超纯水冲洗细胞3次 ,  至滤纸不再滴水为

止。收集抽滤后的细胞, 称量其鲜重, 于60°C烘至

恒重, 称其干重。

1.2.2  罗汉果甜苷V含量的测定

将悬浮培养细胞用去离子水冲洗3次, 放在

60°C烘干, 碾钵将其捣碎后先用1:10甲醇(色谱纯)
浸提, 放于110 r·min-1摇床上振荡3 h, 之后超声提

取30 min后, 取上清浓缩至1 mL, 0.22 μm滤膜过滤

后, 用高效液相色谱进行检测。高效液相色谱条

件: 流速1.0 mL·min-1、流动相0.03%磷酸二氢钾水

溶液:乙腈=77:23, 柱温30°C、检测波长203 nm。

1.2.3  细胞含水量、渗透压的测定

细胞含水量(tissue water content): 将培养液摇

匀后倒入布氏漏斗中进行真空抽滤, 用超纯水冲

洗细胞3次, 至滤纸不再滴水为止。收集抽滤后的

细胞, 称其鲜重, 于60°C烘干, 称其干重, 细胞含水

量(%)=(鲜重–干重)/鲜重×100。
培养液的渗透压(osmolarity)采用FM-8P全自

动冰点渗透压仪进行测定(王涛2016)。
1.2.4  细胞中脯氨酸含量的测定

脯氨酸含量的测定采用酸性茚三酮法(李合

生2000)。
1.2.5  金属离子浓度测定

将培养液离心保留上清备用。利用等离子体

发射光谱仪(型号: 177~785 nm/Vanan 710, Varian, 
美国)测定胞内和胞外的K+、Na+含量(刘爱荣等

2013), 计算K＋、Na＋和离子吸收选择性系数。

——单位干细胞中K+含量, mg·kg-1 (DCW)
——单位干细胞中Na+含量, mg·kg-1 (DCW)
——单位发酵液中K+含量, mg·kg-1 (broth)

——单位发酵液中Na +含量, mg·kg-1 (broth)
1.2.6  胞外有机酸浓度测定

将发酵液离心保留上清后, 采用高效液相色

谱法测定上清中不同有机酸的浓度(张建文2016), 
即胞外有机酸浓度。

1.2.7  胞内氨基酸浓度测定

称取干细胞粉末并参照王涛(2016)方法处理

得待测液, 利用气相色谱-质谱联用(GC-MS)的方法

测定待测液中氨基酸的浓度, 即胞内氨基酸浓度。

2  实验结果

2.1  K+/Na+浓度比对罗汉果悬浮细胞生长和罗汉

果甜苷V合成的影响

初始培养基中K+/Na+浓度比对于罗汉果悬浮

细胞生长和生产影响显著。细胞培养前6 d, 由于

细胞处于延滞期, 其生长和代谢缓慢, 因此各处理

间差别不明显。当细胞培养第6天进入指数生长

期后, 细胞生长(图1-A)和甜苷V的合成(图1-B)迅
速增加, 残糖含量(图1-C)迅速降低。培养至第15
天时, 15:1处理的细胞干重为11.67 g·L-1, 同时甜苷

V含量为0.42 mg·g-1 (DCW), 均为最高水平。比生

长速率(图1-D)、产物合成速率(图1-E)和蔗糖消耗

速率(图1-F)分别反映其生长、甜苷V合成和耗糖

的状态, 即10:1和15:1时比生长速率总体呈现上升

的趋势, 15:1时增加速率快于其他组别, 此时细胞

的最大比生长速率(μ)达到0.22 d-1; 而产物合成速

率(qp)在第12天之前均为增加趋势, 之后开始下降, 
且15:1时的下降趋势较缓。而K+/Na+浓度比超过

15:1时, 细胞的比生长速率、产物的合成速率和蔗

糖的代谢速率均呈现显著下降的趋势, 细胞生长和

甜苷V合成相对较慢。因此, 初始培养基中K+/Na+

浓度比15:1对细胞生长和产物甜苷V合成均最好。

2.2  K+/Na+浓度比对罗汉果悬浮细胞钾钠离子吸

收与运输的影响

如表1所示, 在K+浓度一致条件下, 通过调节
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图1  K+/Na+浓度比对罗汉果悬浮细胞生长和甜苷V合成的影响

Fig.1  Effect of K+/Na+ ratios on the growth and mogrosides V production in suspension culture of S. grosvenorii

培养液中的K+/Na+浓度比发现, 随着初始培养基中

K+/Na+浓度比的增加, 胞内Na+浓度一直下降, 而胞

内的K+含量先增加后降低。当K+/Na+比为15:1时
胞内K+含量最高, 为660 mg·kg-1 (DCW); 离子选择

性吸收系数S(K, Na)随着初始培养基中K+/Na+浓度比

的变化而变化, 与胞内K+浓度趋势一致, 在K+/Na+

比例为15:1时S(K, Na)值达最高, 为0.20。由上述结果

推测, K+/Na+浓度比为15:1时, 细胞吸收利用的K+

含量最高, 离子选择性吸收系数S(K, Na)最大, 更有利

于罗汉果悬浮细胞生长。
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2.3  K+/Na+浓度比对罗汉果悬浮细胞培养过程中

胞外有机酸和胞内氨基酸代谢的影响

为进一步考察不同K+/Na+浓度比对细胞代谢

的影响, 测定了悬浮培养过程中细胞代谢中间物

有机酸和氨基酸的变化。胞外有机酸可检测的主

要有苹果酸、延胡索酸、丙酸和甲酸(图2-A), 其
中延胡索酸和丙酸浓度在不同K+/Na+浓度比条件

下未有显著变化 ,  而苹果酸和甲酸变化较为明

显。苹果酸浓度在5:1~15:1处理条件下变化不大, 
但之后呈现显著上升趋势。而甲酸随K+/Na+浓度

比增加呈现先降低后增加的趋势, 且15:1时为最

低。胞内氨基酸的测定结果(图2-B)显示, K+/Na+比

例为15:1时, 胞内丙氨酸含量明显低于其他组别, 
而支链氨基酸如亮氨酸、异亮氨酸和缬氨酸的浓

度显著高于其他K+/Na+比例实验组。这些结果表

明K+/Na+浓度比为15:1时, 罗汉果悬浮细胞生长在

渗透胁迫下会积累有机酸、氨基酸等渗透调节物

质, 这些代谢中间物浓度的改变, 也反映了不同盐

浓度条件下的代谢途径变化。

2.4  K+/Na+浓度比对罗汉果悬浮细胞中脯氨酸、

细胞含水量和培养基渗透压影响

初始培养基中K+/Na+浓度比为15:1时, 脯氨酸

的浓度(图3-A)明显增加, 且增加幅度大于25:1处
理, 与此相对应胞外渗透压则逐渐降低(图3-B), 而
25:1组别时变化不显著; 同时, 发现15:1处理时细

胞吸水能力比25:1处理的强, 使得细胞含水量(图
3-C)保持在一定的水平, 未大幅度变化。由此推

测, K+/Na+浓度比为15:1时能产生较多的脯氨酸, 
而脯氨酸可作为细胞的有效渗透调节物质, 能够

增强吸收, 缓和脱水, 维持细胞的正常生长。

3  讨论

盐胁迫对于植物细胞来说是一种常见的逆境

因子, 生物量往往是植物细胞响应盐胁迫的综合

表现。本试验中, K+/Na+浓度比为15:1时, 罗汉果

悬浮细胞生长量最高, 生长速率最快, 但比例太高

或者太低均不利促进细胞生长(图1-A), 这表明最

佳的细胞生长状态需要适当的盐分刺激。这与彩

表1  K+/Na+浓度比对罗汉果悬浮细胞钾钠离子吸收与运输的影响

Table 1  Effect of K+/Na+ ratios on absorption and transportation of K+ and Na+ in suspension culture of S. grosvenorii

K+/Na+浓度比 K+
发酵液/mg·kg-1 (broth) Na+

发酵液/mg·kg-1 (broth) K+
细胞/mg·kg-1 (DCW) Na+

细胞/mg·kg-1 (DCW) S(K, Na)

5:1 720 88 580 633 0.11
10:1 700 60 630 304 0.18
15:1 670 40 660 198 0.20
20:1 800 15 500 167 0.06
25:1 840 15 460 125 0.07

 

图2  K+/Na+浓度比对罗汉果悬浮细胞培养过程中胞外有机酸和胞内氨基酸代谢的影响

Fig.2  Effect of K+/Na+ ratios on extracellular organic acids and intracellular amino acids in suspension culture of S. grosvenorii
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叶草(刘爱荣等2013)、唐古特白刺悬浮细胞(倪建

伟等2015)、马蔺(白文波和李品芳2005)等在盐胁

迫的生长状态相似。对于大多数植物来说, 在含

有盐分的介质中, 植物正常生长必需满足两个条

件。(1)生长及功能代谢所必需的矿质元素。Na+

是造成植物盐害的重要离子, 而K+是植物生长发

育所必需的大量元素和重要的渗透调节组分(白文

波和李品芳2005), 故盐胁迫下植物细胞的生长与

体内离子代谢, 特别是K+和Na+代谢, 是影响细胞

生长的主要问题之一。本研究中发现在K+/Na+浓

度比为15:1时S(K, Na)值最大, 胞内K+含量最高, 细胞

生长量最高, 这也一定程度上表明K+作为必需元

素能够促进罗汉果细胞的生长(表1)。(2)渗透的适

应性。在有机渗透调节物质中, 随着初期培养基

中K+/Na+浓度比的增加, 游离脯氨酸含量呈上升趋

势(图3-A), 苹果酸、甲酸、延胡索酸和丙酸呈现

出一定的变化(图2-A)。有报道称, 低浓度盐溶液

中, 盐生植物有机酸含量很低, 而高浓度盐溶液则

大量积累有机酸, 因此推测有机酸是在植物平衡

无机阳离子和控制细胞pH值中起着重要作用

(Parida和Das 2004)。胞内Na+升高造成的胁迫会

引起脯氨酸的积累, 而脯氨酸作为一种渗透保护

物质(Parida和Jha 2013), 能够增强吸收、缓和脱水

胁迫、保持膨胀压, 从而改善细胞水分状态, 使细

胞能够维持一个稳定的渗透环境, 保证细胞的正

常生长。

在本试验中随着K+/Na+浓度比的增加, 胞外

苹果酸浓度呈现上升趋势, 但其在5:1~15:1区间变

化不大; 而甲酸浓度则是先降低后增加, 且15:1时
为最低(图2-A)。根据罗汉果甜苷V的合成代谢途

径(赵欢等2015)可知, 罗汉果甜苷V属于葫芦烷型

四环三萜类物质, 其生物合成的前体物质是异戊

烯二磷酸(isopentenyl diphosphate, IPP)和3,3-二甲

基烯丙基焦磷酸 (dimethylal lyl  d iphosphate , 
DMAPP), 两者是通过甲羟戊酸(mevalonate path-
way, MVA)和甲基赤藓糖醇磷酸化(deoxyxylulose 

图3  K+/Na+浓度比对罗汉果悬浮细胞内脯氨酸、细胞含水量和胞外渗透压的影响

Fig.3  Effect of K+/Na+ ratios on the proline content, tissue water content and osmolarity in suspension culture of S. grosvenorii
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phosphate pathway, MEP)两条途径形成, MVA途径

发生在胞质中, MEP途径发生在质体中(赵欢等

2015)。苹果酸和甲酸的变化也在一定程度上表

明, 随着K+/Na+浓度比增加, 胞内代谢流向TCA循

环和氨基酸代谢方向的乙酰辅酶A通量的减少, 往
合成甜苷V方向的MVA途径中乙酰辅酶A通量增

加。另外, 从中间代谢产物氨基酸的结果来看, K+/
Na+浓度比为15:1时亮氨酸、异亮氨酸和缬氨酸的

含量均显著增加, 这主要与辅酶A的合成速率提高

有关, 而丙氨酸含量下降, 主要与参与转氨作用的

丙酮酸减少有关, 氨基酸的共同作用可能导致乙

酰辅酶A含量增加, 从而促进代谢往MVA途径迁

移。因此, 通过对代谢物的测定分析, 初始培养基

中K+/Na+浓度比为15:1时, 能够呈现出TCA循环弱

化, 以及EMP途径和MVA途径代谢强化的表现, 促
进乙酰CoA往萜类化合物合成方向转化。

综上所述, 初始培养基中K+/Na+浓度比对罗

汉果细胞的生长和甜苷V生物合成有重要的影

响。当初始培养基中K+/Na+浓度比为15:1时, 罗汉

果悬浮细胞生物量最大, 甜苷V产量最高, 底物蔗

糖的代谢速率最快。这可能是因为一定程度盐胁

迫条件下金属离子、游离氨基酸、游离有机酸等

的共同作用的结果。盐胁迫会使代谢通路发生改

变, 当初始培养基中K+/Na+浓度比为15:1时, 有机

酸和氨基酸的共同作用使得TCA循环代谢强度减

弱, 但可增强EMP途径和MVA途径代谢, 从而促进

乙酰CoA往萜类化合物合成方向转化。
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Physiologically affects of ratio of K+ to Na+ on cell growth and 
mogrosides V biosynthesis in Siraitia grosvenorii cells cultivated in 
suspension culture
CHEN Yu-Xia1, WANG Ze-Jian1, XIAO Ci-Ying1, ZHUANG Ying-Ping1,2, SONG Yun-Fei3, 
GUO Mei-Jin1,2,*
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Abstract: The effect of K+/Na+ ratios on the cell growth and mogrosides V production in suspended Siraitia 
grosvenorii cells culture were investigated in this paper. The results showed that an appropriate ratio of K+ to 
Na+ could significantly improve the cell growth as well as mogrosides V biosynthesis. Under the optimal condi-
tion of at 15:1, the intracellular K+

cell, K
+/Na+ ratio and S(K, Na) were observed at their maximum values, simultane-

ously, the highest K+ uptaken rate and cell growth rate were also obtained. Moreover, through the extracellular 
organic acid and amino acid profiles it was inferred that at the level of K+/Na+ ratio of 15:1, the decrease of 
TCA metabolic flux as well as the increases of EMP metabolic flux and MVA metabolic flux could lead to the 
precursor acetyl CoA utilization for mogrosides V production.
Key words: Siraitia grosvenorii; suspension culture; K+/Na+ concentration ratio; mogrosides V biosynthesis
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