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细胞培养生产人参寡糖素降低成本的途径 

里堑  ．塑 垫!、，／甘烦远。 彭 
r——————～  ———一 一r 

( 中国科学院昆明植物研究所，昆明 650204) ( 兰州大学生物 

摘要 在人参 (Panaxginseng)细胞悬浮培养 中，以无离子水代替重 

糖素产率分别降低 2．3％和 2．9％。用 白糖代替蔗糖 ，细胞生长速 率和寡糖素产率分别降低 j_74％ 

和 1 23％，综合上述两方面结果，以无离子水和白糖分别替代原搏养基中的重蒸馏水和蔗糖组成 

替代培养基，用替代培养基培养人参培养细胞，其生长速率可选 0．5o9gpw ／L d，寡糖素产率可 

达 1 443g，／L，和原培养基相地，仅分别降低 1．74％和 1．23％，但每吨培养基的成本可以降低近 

2800元。用替代培养基培养细胞不改变细胞生长的时间进程，用于嘉糖素制备的细胞最佳收获期 

在 20d左右。 
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Abstract In cell suspension culture of Panax ginseng C．A M ey，when non ionic water was used 

instead of double distilled water，cell growth rate and oligosaccharin yield were decreased about 

2．3％ and 2．9％ against controlled，respectively、when defined sugar was used instead of sucrose， 

cell growth rate and oliogsaccharin yield were d~creased about 1．74％ and I．23％ aga inst 

controlled 、respoctively As a result，substitutive medium involving non ionic water and defined 

s~ogar was used instead of original medium in involving redistilled  water and sucrose W hen cells 

were suspe nded in the substitutive．cell growth rate and oligosaccharin yield were 0．509 gDW ／L d 

and 1 443g／L-respectively，which were slightly decreased by 1 74％ and 1．23％ as compared with 

control in cell suspe nsion culture，while the cost of medium could be largely reduced about 3000 

yuan／ t medium Time co urse of cell suspe nsion culture in substitutlye medium was been 

unchanged，an appropriate period for oligosaecharin preparation from P ginseng cultured cells was 

about 20 day 

Key words Panax g~nseng，Cell culture，Oligosaecharin，Cost red uction 
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定的培养系统外 降低细胞培养中的生产成本是⋯十重要方面 (朱莳华等，1979)。细胞培养中的生 产成 

本大部分是 由有机碳源和电费构成 (郑光植等，1982)。迄争为止，植物组织培养 中采用的有机碳源都是 

分析纯蔗糖，用量大，价格高；配制培养基的水质大都采用重蒸馏水，植物组织培养 中除通气、搅拌、温 

度调节等所需电费不易降低外，其它电费成本主要是用于制备重蒸馏水 (罗士韦等，1988)。前文已筛选 

到一株细胞生长和寡塘素产率均较高的优良细胞株系 (罗建平等， 1994)，本文在此基础上对培养基 中有 

机碳源和水质进行 了研究，试图降低细胞培养中的生产成本，为细胞大规模培养工业化生产人参寡塘素提 

供依据。 

材料与方法 

细胞材料 

愈伤组织无性系是经过筛选的高产细胞系 (罗建平等，1994)，继代培养基为 MS基本 培养基，附加 

1．5mg／L的 2．4一D和 0 5mg／L的 KT (罗建平等， 1993)。26±1℃，暗培养。愈伤组织每 30d转代 1 

改。 

细胞悬浮培养 

取生 长 4周的新鲜 愈伤组织于培养皿 中，用接种铲压平压散，等份接种于 250mL的三角瓶 中，内装 

50mL培养基，26±1℃，120r／min的旋转式摇床暗中振荡培养，根据生长 曲线， 培养 3周收 获细胞。 

培养基 同上，擞素浓度为 O 25rag／L的 2，4一D和 0．08mg／L的 KT。剩余的愈伤组织冰冻干燥 至恒重 

后计算平均细胞接种量。细胞平均接种量为 75ragDW ／瓶左右。 

细胞生长速率的计算和寡糖 素含量的测定 

本文每一试验的试验处理均重复 3～5次，取其平均产量计算生产速率。收获的细胞冰冻干燥 至恒 

重，减去细胞接种量后为增加的细胞干重 (g／L)。细胞生长速率以每升培养基每天增加的细胞干重克数 

表示 (gDW ／L．d) 冰冻干燥的人参细胞用蒸馏水寝泡，充分匀浆 3次，沉淀用乙醇和氯仿 一甲醇 (1： 

1)依次提取 3次，最后用丙酮洗涤，干燥得细胞壁粗提物。取细胞壁粗提物按谢启昆等 (1986)的方法 

制备寡塘素。用苯酚一浓硫酸比色法测定寡塘素含量，以干重细胞的百分比表示 (％Dw)，同时计算寡糖 

素产率，以每升培养基培养 3周增加的干重细胞所获得的寡糖素克数表示 (g／L)。用于细胞生长速率及 

寡糖素含量测定细胞干重总量均在 50g以上。 

结果和讨论 

人参细胞培养中的水质 ● 

植物细胞工程实现工业化生产，需要成吨的水来配制培养液。采用重燕馏水配制培养液必然大大增加 

生产成本，因此寻找成本低，容易得到且适合的重蒸馏水代用水是个关键问题。本文试验了不同水质对培 

养细胞生长和寡塘素产章的影响。结果如表 1所示，用 自来水和泉水配制培养液培养细胞时，细胞生长速。 

率和寡塘素产率分别比用重蒸馏水配制培养液低 25 9％，11．7％和 47 7％，31 7％，不可取，而且 自来水或 

泉水在配制培养基之前必须预处理，否则培养掖经灭菌后有许多沉淀存在。用无离子水和普通蒸馏水配制 

培养液，细胞生长和寡塘素产率与用重蒸馏水配制培养掖的差别不是太大。由于无离子水比普通蒸馏水更 

易大量制备，因此可用无离子水代替重蒸馏水来配制培养液，而细胞长速率和寡塘素产率只分别比用重蒸 

馏水降低 2 3％和 2．9％。虽然一些报道表明，对人参细胞的生长， 自来水、井水和燕馏水配制培养基与 

用重蒸馏水配制培养基的效果差不多 (Hahn等， I98I；Tabata，1977)，但由于不同的蒸馏水特别是不 

同的 自来水和井水的电阻率不 同，水质相差很大，不能相互比较 (罗士韦等． 1988)。 
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表 1不同水质对悬浮细胞生长和寡奠蠢产率的影响 

Ta'ale 1 The influerice ofdifferent water quality on cell growth rate and oligosaccharin yield ofsuspension cells 

人参细胞培养中的有机碳源 

比较不同的有机碳源对细胞生长和寡糖素产率的影响表 明，红糖和市售葡萄塘的效果远比蔗糖差，白 

糖和可溶性淀粉的效果也不如蔗糖好，在植物细胞培养中有机碳源均为分析纯蔗塘，用量大 (30kg／t)， 

如果能减少蔗塘用量也可降低成本。从图 1可看出，对人参细胞的生长，25g／L的蔗糖效果和 30g／L 

蔗糖一样，寡塘素产率也无明显差别，但蔗塘用量仅减少 58／L，对成本降低没有多大贡献a 

L 
≥ 

皂 

琶 

言 
量 

Concentration ofearboa。∞ (|／L) 

圈 I不同碳源浓度对细胞生长速事和寡糖素产事的影响 

Fig I Theinfluences on different concentration ofcarbon sourcece ll growth rate and oligosacchariay ld 

白糖和蔗塘的主要成分都是甘蔗塘，只是纯度不同，在浓度均为 30g／L时，白塘效果不如蔗糖 (表 

2)可能是白塘中徽 杂质如重金属、氯化物等抑制了细胞生长 (罗士韦等，1988)，不同白糖浓度试验 

结果表明．降低 白糖浓度可以减少微量杂质对细胞生长的抑制 (图 1)，当浓度降至 208／L时，细胞生长 

速率最大为 425．3mgDW ／L·d，寡糖素产率达 1．227g／L，仅比 25g／L蔗糖组低 2．9％，因此在人参细 

胞培养 中可用 白糖代替蔗糖，可溶性淀粉在细胞内和培养液中易以淀粉粒形式存在，而且比蔗塘贵，不宜 

作为蔗糖的代用品 (罗士韦等，1988)。 
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寰 2不同碗潭对绸胞生长和寡糖素产率的影响 

]'able 2 Theinfluence ofdifferent carbon sOur on cell growth rBte andoligosaccharinsyieldof suspension c~lls 

褰 鲁代墙彝基对培养细胞生长速率和寡糖蠹产率的影响 

Table TheeombiⅡation e~fects。f刚 tjtu0 medium 0n cell growth rate ando地 osaccha衄 yield 

成 本 

Cost 

原培莽基 瞽代培养基 

ort na]medium Substitutive medium 

重蒸馏水 蔗糖 无离子水 

Red[stilled water Sucrose Non-ionic water 

白糖 

Rel'med sugar 

譬代培养基的组合效果 

用无离子永代替重蒸馏永，白糖代替分析纯蔗糖，配制培养基，试验结果表明 (表 3)，在代替培养 · 

基中培养细胞，细胞生长速率只比对照组降低约 1．74％，寡糖素产率也只比对照组降低约 1 23％ (因寡 

糖素无市场售价，无法计算其寡糖素降低的价值)。比较原培养基和代替培养基中细胞生长的动态，从时 

间进程曲线 (图2)上可看出，替代培养基不改变细胞生长的动态过程，而且细胞生长速率和寡糖素产率 

之间还具有正相关性 (罗建平等，1994)。细胞生长早期，随细胞千重的增加，寡糖素产率也增加l到 3 

周左右，细胞千重增加最多，分别为 ll 459 gDW／L和 I1．342 gDw／L(比对照组低 l O3％)，寡糖素 

产率也达最高，分别是 l_546 g／L和 1．524g／L (比对照组低 1．38％)，细胞生长后期，千重增加缓慢， 

且总的细胞千重稍有下降，而且细胞壁加厚，寡糖寨产率随之下降。 
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Culture I~riodfd) 

图 2瞽代培养基和原培养基中细胞生长及寡锗素 

生产的动志曲鲅 

Fig 2 The time course ofce]l suspension culture in 

original medium and sulost Jttttive medium 

2％左右，但是培养基成本降低 了约 2800元 ／t左右。 

细胞培养 中的成本分析 

根据表 3结果，替代培养基对细胞生长速率和 

寡糖速产率有轻微的影响，但是采用替代培养基， 

培养基的成本 可大大降低。表 4是培养基中水质和 

有机碳源的成本分析。 

重蒸馏水 需以蒸 馏水 (2000元 ／t)为 原料 ， 

经垒玻璃 电热纯水蒸馏器制备，每生产 1吨重蒸馏 

水约 需 600小时 ，耗 电约 300度，成本 约 75元 

(按上海玻璃 一厂 出品的 l810A 型 自动纯水蒸馏 

器，每度电 0．25元计算)。无离子水以 自来水为原 

料，离子交换树 脂制备，每吨无离子水约需 l6小 

时 (按上海医疗器械二厂出品的 70型离子交换纯 

水器计算)。上海华震科技贸易公司出品的 DH 型 

离子交换纯水装置，其生产成本低于蒸馏水，而蒸 

馏水的市售价为 l00元 ／t，无 离子水的成本顶 多 

为 l00元 ／t。因此， 用无离 子水替代重蒸馏水 ， 

不仅满足细胞大规模培养用水，而且能降低电费成 

本 2075 O0元 ／t水。 分析纯蔗糖 30．00元 ／k譬， 

一 吨培养基成本是 900．O0元，而 白糖市价为 3．40 

元 ／kg’用量比蔗糖少 l／3(图 1)，配制一吨培 

养基成本是 68 00元， 细胞大规模培养时，仅 白糖 

替代分析纯蔗糖，成本就可降低 832．00元／t培养 

基。 

综台以上结果和分析，虽然用替代培养基培养 

人参细 胞时，生长速率和 寡锖素产率 下降 1％一 

小 结 

药用植物组织培养在工业生产上应用的实现．主要取决于该药用于产品的社会需求量及其生产成本。 

一 些抗癌或治疗心血管等病很有效的药物，由于资}写i扭为乏匮，市场价格昂贵，即使生产成本很高，也能 

实现工业化生产。但一般来说只有生产成本低，工业化生产才能盈利，也才能 实现工业化生产 (朱蔚华 

等，1979)。细胞大规模培养生产人参寡糖素中培养成本降低应从两方面着手，一方面是通过筛选和优化 

获得稳定的高产率的细胞株系，这方面工作已在 前文报道 (罗建平等，1994)，另一方面就是采用替代培 

养基。本文结果表 明人参细胞培养的培养基可以采用代用成分，使细胞培养 中的成本大幅度降低，从而更 

适应工业他和商业化规模生产的可行性。 
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Acta Botan[ca Yunnanlca 

f L}L}， 十字苣苔属一新记录种 

科 腊666303) ：J-q (中国科学院西双版纳热带植物目、云南勐腊 ，7口 ．，厂 

sTAuRANTHERA，A NEw  REcoRD FRoM  cH A 

ZHU Hua．W ANG H ong．L1 Bao—G ui 

大花十字苣苔 (新拟) 

Stauranthera grandiflora Benth Scroh Ind：57(1835)-- Sphalmate ut“grandifolia”：C B．Clarke in 

A et C．DC Monogr Phanerog 5：190(1 883)．and in Hook FI．Brit．India 4：371 r1884)；B．L．Burtt in J 

Aronold．Arbor 65(1)：13l(1984) 

模式 (Type)：马来半岛，按榔屿(Penang)，Wal~ch 6395(K)． 

— — G ∞Ⅲ  ̂ ?grand'flotus Benth．in Wall Cat．6395(1832)nomen nudum． 

分布：印度(尼科巴岛)；孟加拉国(吉大港)，泰国，缅甸(密支那)，马来西亚(挟榔屿)，印度尼西亚(苏门菩 

腊)、中国(云南勐腊)，该种为中国分布新记录 

检查标本： 

I~(China)：云南(Yunnan)，西双版纳，勐腊朴蚌，朱华、壬洪 910808(HITBC)，海拔 800 n2。勐加 

拉国 (Ban adesh)： 吉大港 (Chittagong)， C．B．Clarke 19838(K)， 19536(K)，同地， Wanger 490 

(K)。 缅甸 (Burma)： 密支那 (Myitkyina)， Mckee 6243(K)， Moulmein， Parish s．n． (无号 ) 

(K)。本 属约 l0种， 分布于亚洲 南部 至东南部， 我国原 记录 一种 (Stauranthera“mbrosa (Grift．) 

Clarke，产云南南部+广西西南 部和海南 
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