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摘要 本文采用 自行设计研制的 升气升环流式生物反应器培养紫草细胞
,

培养周期
。

前 为

细胞生长培养
,

细胞生长呈正常的 型曲线
,

细胞增长到原细胞接人量的 倍 后 为紫草色素生

产培养
,

细胞增长到 倍 整个周期每升培养液可生产紫草色素
,

在反应器中
,

培养液 值

的变化与细胞生长呈正相关
,

与紫草色素的形成呈负相关
,

值变化规律可用于监测紫草细胞在生物

反应器的生长和色素形成
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植物是医药
、

香料
、

色素
、

调味剂
、

化妆品
、

农药等天然产物的重要 自然资源
,

植物细胞培

养是近 年来为进一步开发和利用植物界丰富的天然资源而发展起来的新技术 目前
,

应用 植

物细胞培养实现商业化大规模生产天然产物最重要 的技术之一是研制适用于植物细胞大规模培养

的生物反应器
。

本文报道应用 自制的 升气升环流式生物反应器研究紫草细胞生长规律及有 关

生理因子对紫草细胞生长及紫草素形成的影响
,

为应用生物反应器培养植物细胞调控和检测机制

提供依据
。

有关生物反应器的研制及冷模试验研究将另文报道

材料和方法

实验材料 紫草细 胞 是 从 广 西 全 县 采 集 的 紫 草 伍 胡 砂 入

叶诱导的愈伤组织
,

经多次二步法和平板培养筛选产生
。

在 固体培养中
,

该细胞系松散
,

用从固体培养的紫草细胞直接投人液体培养
,

分散状态好
,

细胞最大聚集半径小于
,

适用

于细胞悬浮培养及生物反应器细胞悬浮培养
。

升气升环流式生物反应器 反应器内外径比为
,

高径 比为
,

主要材料为不锈钢
,

用电热锅炉发生的蒸汽灭菌
。

空气采用三级过滤除菌
,

空调器控制培养室温度

培养液 细胞生长培养液为修改的
,

添加
一

, , 石 , “

。

细胞色素生产培养液为修改的
,

添加 石 , 石
。

摇瓶悬浮培养 紫草细胞摇瓶悬浮培养在旋转式摇床进行
,

三角瓶加人 培

养液
,

或 三角瓶加人 培养液
,

转速
,

振 幅
,

士 ℃暗培养

紫草细胞在生长培养液培养
,

在紫草色素生产培养液培养
。

生物反应器培养 采用两步法培养
,

第一步加人 紫草细胞生长培养液和经摇瓶培养一

代的紫草细胞
,

加人细胞量为
一

, 鲜重
,

相 当于细胞干重
一

协
,

培养
。

第二步

利用装设于反应器的滤网过滤
,

放出第一步加人的培养液
,

并用适量无菌水冲洗
,

除去残留反应

器中的紫草细胞生长培养液
,

再加人紫草色素生产培养液
,

并通过样品管调节反应器中细胞

量为 , 鲜重
,

相 当于细胞干重
一

勺
,

培养
。

反应器 内压为 一
,

通气流速为 一 ,

培养温度为 一 ℃
。

图表 中数据为三次实验的平均值
。

及电导率测定 用 和上海雷磁仪器厂 一 型电导率仪

测定

紫草细胞色素及培养液色素测定 收获的紫草细胞置低温干燥
,

称取一定量进行 色素测

定
。

培养液通过 目筛
,

滤液用 乙醚萃取至无色
,

蒸馏回收乙醚
,

用乙醇溶解定容
,

参照

方法川 测定紫草色素
,

在上海分析仪器厂 型分光光度计上进行
。

结果和讨论

对紫草细胞生长和色素形成的影响

在紫草细胞培养中
,

虽然 值随细胞生长周期及细胞色素的形成有规律地变化
,

摇瓶培养



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

热带亚热带植物学报 第 卷

过程 变化见图
, ,

但培养液的起始 值对紫草 细 胞 生 长 及 紫草 色 素 的形 成 均有影 响
,

其最适 的起 始值 灭 菌前 分别 是 和 表
, 。

在 紫草 细 胞 生 长和紫草色素形成中
,

培养液的最适 值不同
,

而且 值变化规律也不同
。

在紫草细胞生长培养液 中
,

值在细

胞生长前 急剧下降
,

此时细胞处于延迟生长期
,

第 天以后
,

值快速上升
,

细胞开始进

人对数生长期
,

细胞生长培养液 值的变化与紫草细胞生长呈正相关 图 在紫草色素生产

培养液中
,

随着细胞中紫草色素的增加
,

培养液中 值有规律地下降
,

值在前 下 降较

慢
,

第 天至 天下降较快
,

这时紫草色素形成处于对数期
,

紫草色素形成增长迅速
,

后
,

培养液 值开始平稳
,

紫草色素增长也处于平稳 紫草色素生产培养液 值与紫草细胞色素

增长呈负相关 图

了了‘︸,、︶

勺,

⋯

尸
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图 紫草悬浮培养细胞生长与培养液 和电导率变化曲线 图 紫草悬浮培养细胞生 长
,

紫草色素形成和 变化曲线
,

少 朋

,

正
,

『 七

表 对细胞生长的影响

少 括。

消毒前

消毒后

培养结束时
,

细胞 生长率

表 对紫草色紊形成的影响

消毒前

紫草色素产量

议 花
” ,

升气升环流式生物反应器中培养液 值变化规律大体与上述相 同 图
,

在生物反应

器中
,

‘

紫草细胞色素生产培养液 值在前 呈现升高
,

然后逐渐下降
,

这可能是反应器的

通气供氧和混合剪切作用及摇瓶的差异引起的

在植物细胞培养过程中
,

培养液中 值的变化通常是 由于培养液中氮源的消耗产生 的
。

当

植物细胞在以
一

为主要氮源的培养液中培养
,

培养液的 值随植物细胞生长上升
。

紫草细
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胞生长培养液是 以
一

为主要氮源的 修改培养液
,

上述结果与该报道一致
。

在紫草色素生产

培养液中
,

虽然修改的 培养液也是 以
一

为主要氮源的培养液
,

但是
,

培养液 值随紫草

细胞色素增加及紫草细胞增长而下降
,

这可能是色素生成过程伴随有酸性副产物生成以及紫草色

素的蔡醒环显酸性所致
,

这有待进一步研究
。

在生物反应器中
,

紫草细胞培养液 值与紫草细胞生长及紫草色素在细胞中形成相 关的规

律
,

可用于监测紫草细胞生物反应器大规模培养中紫草细胞生长及紫草色素生产动态
,

为生物反

应器扩大设计提供一个方便有效的检测依据
。

在紫草细胞培养 中
,

虽然培养液 的电导率变化与

紫草细胞增长相关 图
, ,

但在紫草色素生产培养液中
,

紫草细胞产生的紫草色素却直接干扰

培养液中电导率的测定
。
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图 升气升环流式反应器紫草细胞生长
,

培养液 和 电导率变化曲线
,

么 ‘月夕 括

通

图 升气升环流式反应器紫草细胞生长
,

紫草色素形成和 变化曲线
, , ,

通

紫草细胞生长及紫草色素的形成

在 升气升环流式生物反应器中
,

紫草细胞生长呈正常的 生长曲线
,

每升培养液 生

长期可获得 干重 细胞
,

对于每 升接人 干重 细胞 而 言
,

细 胞增 长 到 倍 图
。

在生物反应器 中
,

紫草细胞生长率 比摇床培养的紫草细胞略低
,

在摇床培养中
,

每升培养液

生长期可获 干重 细胞
,

对比每 升接人 干重 细胞
,

细胞增长到 倍 图
。

在反应器培养 中
,

紫草细胞延迟期为
,

在摇瓶培养中只有
,

延迟期过长可能是影 响

生物反应器中细胞产量的原因之一
。

增加紫草细胞在反应器中继代培养次数有可能缩短紫草细胞

在生物反应器中生长的延迟期
,

增加紫草细胞产量
。

维持生物反应器一定的内压水平是保持反应器内无菌状态的重要手段之一
。

在紫草细胞生

物反应器培养中
,

在不大于 内压下
,

紫草细胞生长 良好
。
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在紫草色素生产培养液中
,

紫草细胞生长与紫草色素的形成 同步 图
,

的生长期 中
,

生物反应器培养的紫草细胞增长到 倍
,

而在摇瓶培养的紫草细胞只增长到 倍 图
。

紫

草细胞在生物反应器的整个培养周期中增长了 倍
。

最近
,

陈士云等人应用英 国设计制造 的

升外循环气升式反应器培养新疆紫草细胞
,

整个培养周期干重增加 倍
。

但在反应器中紫草

色素产量只相 当于摇瓶培养的
,

紫草细胞在生物反应器中形成色素较慢
,

其色素形 成 曲线

不明显
,

其原因有待进一步研究
。
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