
第 30卷　第 2期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 30 N o. 2
2002年 4月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) A p r. 2002

长春花细胞大型生物反应器培养的初步研究
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　　[摘　要 ]　采用 70 L 环形通气搅拌生物反应器对长春花细胞的大规模悬浮培养进行了初步的研究, 2次培养

取得成功,培养周期 15 d,最大 PCV 值达 52% ,生物量鲜重 205. 6 göL。研究结果表明,“种子”细胞的接种时期和培

养基中的蔗糖质量浓度对培养细胞在 70 L 反应器中的生长影响很大。从所做的 2次成功培养分析,将培养基的蔗

糖质量浓度由 20 göL 提高到 25 göL ,按 15%的接种量接种正处于生长指数初期的细胞,在 70 L 反应器中培养的

长春花细胞长势最好,最大 PCV 值为 52% ,最终生物鲜重 205. 6 göL。
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　　长春花 (Ca tha ran thus roseus)是夹竹桃科长春

花属植物,中医临床以全草入药,有镇静安神、平肝

降压及抗恶性肿瘤的作用[1 ]。自 20世纪 50年代以

来,人们发现长春花中所含的多种次生代谢产物对

白血病、恶性淋巴肿瘤及其他癌症具有相对较好的

疗效[2 ] ,从而对其产生了浓厚的兴趣。至今为止,在

长春花细胞和组织培养物中共发现了 60 多种次生

代谢产物[3 ] ,使长春花成为研究吲哚生物碱合成的

模式植物[4 ]。由于原植物中的有效成分含量较低,人

们在细胞培养方面对长春花进行了大量的研究,使

之成为植物细胞工程学研究的模式系统[5 ]。随着对

长春花细胞培养实验室小试研究的不断深入,通过

植物细胞工程途径产业化的关键步骤——细胞大规

模培养的研究已逐渐上升到了科研的日程。本试验

与上海中医药大学中药研究所合作,在国内首次对

长春花细胞系进行了 70 L 较大规模的生物反应器

中试培养,培养获得了成功,这使我国对长春花植物

细胞工程的研究向产业化前进了一大步。利用我国

自行研制的生物反应器对植物细胞超过 50 L 的大

规模培养取得成功尚属首例。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　长春花C 20h i细胞系由上海中医药大学中药研

究所提供,该细胞系激素自养,在B 5 基本培养基中

即可快速生长[5 ]。

1. 2　方　法

1. 2. 1　细胞种源的准备　固体愈伤组织在盛有B 5

基本固体培养基 (琼脂 8 göL、蔗糖 20 göL、灭菌前

pH 5. 6)的 250 mL 三角瓶中继代保种,每 21 d 继代

1次。将固体愈伤组织接种于盛有液体B 5 基本培养

基 (蔗糖 20 göL、灭菌前 pH 5. 6)的 250 mL 三角瓶

中, 于转速 120 röm in 的摇床上进行暗培养, 温度

(25±1) ℃,进行液体悬浮细胞一级种源的准备。20

d 后同前继代一次,培养 15 d。将一级种源接种于盛

有液体B 5 基本培养基的 500, 1 000, 3 000, 5 000

mL 三角瓶中,接种量以新鲜培养基的 1ö8～ 1ö6为

宜,同前于转速 120 röm in 的摇床上进行暗培养,温

度 (25±1) ℃,进行液体悬浮细胞二级种源的准备,

培养 15 d 达到所需的种源量 (见附图 1)。

1. 2. 2　70 L 生物反应器的培养　70 L 生物反应器

由西北农林科技大学无公害农药研究服务中心与镇

江东方生物工程有限公司共同设计研制,工程体积

70 L ,工作体积 50 L ,采用环形通气与直径 50 cm 螺

旋型桨叶搅拌相结合 (见附图 2)。实验前经管路蒸

气灭菌 (121 ℃, 30 m in) , 反应器罐体蒸气空消

(121 ℃, 30 m in) , 加入B 5 基本培养基原位蒸气灭

菌 (121 ℃, 30 m in)。按培养体积 10%～ 15%的接种

量接入二级种源细胞,通气量 0. 15 L ö(L·m in) ,搅

拌速度 65 röm in,温度 (25±1) ℃暗培养,培养周期

330～ 370 h。

1. 2. 3　反应器中细胞生长测定　从接种时开始每
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24～ 48 h 取样 100 mL 培养液进行细胞生长的测

定; 沉降体积 (PCV ) : 将取得样静置 30 m in,测定沉

降细胞所占总样的体积分数; 鲜重: 将测定 PCV 后

的样品真空抽滤 (通过定性滤纸)后称取细胞重量。

1. 2. 4　培养过程 pH 及溶氧监测　培养过程中随

时进行人工生长状况的监测,培养系统的 pH 及溶

氧参数由反应器控制系统自动监测,每 1 h 监测记

录 1次。pH 传感探头为梅特勒 (M ET TL ER )公司

制造,溶氧传感探头由中国科学院上海冶金所信茂

新技术公司制造。

2　结果与分析

本试验 2 次培养获得了成功: 第 1 次培养培养

基蔗糖质量浓度为 20 göL、接种细胞量为培养体积
的 9. 0% ; 第 2 次培养培养基蔗糖质量浓度为

25 göL ,接种细胞量为培养体积的 14. 5%。培养收

获的细胞见附图 3, 4,对 2 次培养的监测数据记录

见表 1。
表 1　长春花细胞 70 L 生物培养反映器 2次培养监测记录

T able 1　Stab ility of grow th of Catharan thus roseus cu lt ivated tw ice in 70 L bio reacto r

第 1次培养
F irst cu ltu re

第 2次培养
Second cu ltu re

时间öh
T im e

pH 值
pH value

溶氧
百分值ö%
D isso lved

oxygen

取样 PCV ö%
PCV

取样鲜重ö
(g·L - 1)

F resh
w eigh t

时间öh
T im e

pH 值
pH value

溶氧
百分值ö%
D isso lved

oxygen

取样 PCV ö%
PCV

取样鲜重ö
(g·L - 1)

F resh
w eigh t

0 5. 32 100 9. 0 32. 0 0 4. 76 100 14. 9 32. 9

12 5. 56 100 8. 5 31. 3 12 5. 96 100 14. 5 32. 7

43 5. 62 99. 3 7. 8 32. 1 36 6. 12 99. 1 13. 5 34. 6

77 5. 90 99. 6 9. 0 34. 0 60 6. 02 99. 4 14. 0 41. 8

119 5. 90 96. 6 10. 0 35. 3 84 6. 06 96. 6 14. 0 48. 1

168 6. 48 88. 7 17. 5 55. 0 111 6. 22 89. 7 17. 5 56. 4

212 6. 80 76. 1 25. 0 89. 0 135 6. 38 73. 1 18. 0 57. 1

246 7. 36 74. 4 27. 0 107. 7 160 6. 51 74. 0 24. 0 80. 4

267 7. 66 76. 0 32. 0 124. 9 184 6. 59 75. 3 26. 0 82. 4

291 7. 94 87. 1 32. 0 131. 6 207 6. 22 72. 1 28. 2 104. 9

312 8. 10 88. 8 40. 0 133. 0 231 6. 63 87. 1 34. 0 124. 0

334 8. 22 94. 0 37. 0 130. 7 255 6. 71 89. 0 36. 8 141. 1

279 6. 76 89. 5 40. 5 188. 0

302 6. 62 88. 9 44. 0 164. 7

325 6. 42 94. 0 52. 0 187. 1

347 6. 16 96. 7 52. 0 205. 6

370 6. 06 98. 2 52. 3 204. 8

　　从 2次培养的结果分析可得: ①细胞的接种时

期对细胞在 70 L 反应器中的生长影响很大。第 1次

反应器培养的接种细胞处于生长指数的中期,细胞

在反应器中生长到 267 h 达到指数末期,最大生物

量鲜重 133. 0 göL ,而第 2 次反应器培养的接种细

胞处于生长指数的初期, 细胞在反应器中生长到

347 h 达到指数末期,最大生物量鲜重 205. 6 göL。
从生长情况和最终生物产量上比较,第 2 次培养明

显好于第 1次,这可能是由于处于生长指数初期的

细胞具有较高的活力,而处于生长指数中期的细胞

活力相对降低的原因所致。

②初始细胞接种量对细胞在 70 L 反应器中的

最终产量可能造成较大的影响。第 1次反应器培养

的接种量为培养体积的 9. 0% ,达到生长指数末期

的 最 终 生 物 产 量 PCV 值 为 40% , 鲜 重 为

133. 0 göL ;第 2次反应器培养的接种量为培养体积

的14. 5% ,达到生长指数末期的 2 次培养监测数据

记录结果,由于 2次接种量的差异,造成培养细胞在

有限分裂生长代数中细胞增长基数的不同,从而导

致最终细胞生物产量的差异。

③培养基中的蔗糖质量浓度在不影响细胞正常

生长的范围内,相对高一些可以提高 70 L 反应器中

培养细胞的最终产量。第 1次反应器培养的培养基

蔗糖质量浓度为 20 göL , 最终生物产量 PCV 值为

40% ,鲜重为 133. 0 göL ; 第 2次反应器培养的培养

基蔗糖质量浓度为 25 göL , 最终生物产量 PCV 值

为 52. 3% ,鲜重达 205. 6 göL。分析造成 2次培养最

终生物产量差异的另一原因是,第 2 次培养的培养
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基蔗糖质量浓度较第 1 次培养高 5 göL , 为培养细

胞的生长提供了更多的物质能量。这与摇瓶中的细

胞培养研究结果相一致[6 ]。

④通过培养体系的 pH 值及溶氧监测, 可以间

接了解培养反应器中的细胞生长情况。从笔者所做

的 2 次培养来看, 处于指数生长期的培养体系 pH

值为 6. 1～ 7. 0,高于 7. 0后细胞开始衰老且表观颜

色逐渐变黄。随着培养细胞的加速生长,培养体系的

溶氧水平逐渐降低,这可能与细胞分裂旺盛时消耗

较多的氧气有关,当细胞开始衰老生长减慢的同时,

培养体系的溶氧水平也随之逐渐升高。

图 1～ 4　长春花细胞 70 L 生物反应器的培养

1. 一级种源和二级种源; 2. 70 L 生物反应器; 3. 培养 1周后收获细胞; 4. 1次培养收获的鲜细胞;

F igs. 1- 4　Cultivation of Catharan thus roseus cells cu lt ivated in 70 L bio reacto r

1. Seed of Catharan thus roseus cells fo r the batch cu ltu re; 2. 70 L stirred tank b io reacter; 3. H arvesting after one

batch cu ltu re period; 4. F resh cell of one batch cu ltu re harvest

3　结　论

总结所做的 2 次成功培养可知,和摇瓶培养[5 ]

相比, 70 L 反应器中培养细胞的诱导期较长, 在不

影响细胞正常生长的范围内培养基的蔗糖质量浓度

较高,有利于长春花细胞的生长,这一结果与摇瓶中

的细胞生长类似[6 ]。在 70 L 反应器中培养长春花细

胞,将培养基的蔗糖质量浓度提高到 25 göL , 按培

养体积 15%左右的接种量,接种正处于生长指数初

期的细胞比较合适,反应器中培养的细胞生长快且

最终生物产量高。
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Abstract: Ca tha ran thus roseus cells w as successfu lly cu lt iva ted in a 70 L st irred tank b io reacto r. T he

batch cu ltu re period is 15 days, the m ax im al PCV is 52% , and the m ax im al b iom ass is 205. 6 göL in fresh.

F rom ou r study, w e draw the conclu sion that the grow th phase of“seeds”cell can great ly affects cell

grow th of cu ltu res. H igh concen tra t ion of in it ia l sucro se increased b iom ass accum u lat ion. T he su itab le in2
ocu lum of Ca tha ran thus roseus cells is 15% at in it ia l exponen t ia l grow ing p rocess.

Key words: Ca tha ran thus roseus; la rgescale cu ltu re; b io reacto r

西北农林科技大学 2000年科技论文数位居全国高校第 38名

据 2001年 12月中国科技信息研究所 2000年度中国科技论文统计与分析年度报告报道,我校 2000年

科技论文数位居全国高校第 38名,在全国农业高校中位居榜首,详见下表。

附表　2000年我国高校科技论文数前 50名

名次 高等学校 论文数 名次 高等学校 论文数

1 浙江大学 3 168 27 国防科技大学 969

2 华中科技大学 3 144 28 北京航空航天大学 935

3 清华大学 2 967 29 西北工业大学 914

4 北京大学 2 754 30 苏州大学 879

5 上海交通大学 2 586 31 石油大学 841

6 西安交通大学 2 078 32 大连理工大学 827

7 四川大学 2 062 33 武汉理工大学 798

8 哈尔滨工业大学 2 017 34 重庆大学 798

9 复旦大学 1 973 35 郑州大学 742

10 武汉大学 1 943 36 东北大学 734

11 中南大学 1 849 37 中国医科大学 710

12 第四军医大学 1 759 38 西北农林科技大学 706

13 同济大学 1 701 39 中山大学 704

14 吉林大学 1 579 40 中国地质大学 645

15 山东大学 1 499 41 中国农业大学 643

16 天津大学 1 458 42 南京医科大学 632

17 中山医科大学 1 444 43 北京理工大学 623

18 第二军医大学 1 394 44 北京科技大学 610

19 华南理工大学 1 284 45 南开大学 578

20 上海第二医科大学 1 272 46 中国矿业大学 561

21 中国科技大学 1 264 47 南京理工大学 555

22 东南大学 1 222 48 华东理工大学 551

23 第三军医大学 1 209 49 上海大学 547

24 南京大学 1 169 50 北京交通大学 507

25 第一军医大学 1 130 50 北京师范大学 507

26 首都医科大学 988
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