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三七细胞大量#发酵 ∃培养的研究
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, 82 干重
·
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均比悬浮培养高
。
接种量的增加

能明显地提高生长速率
、

皂贰产率以及细胞培养物产率
。
通气速率 )

4

89
9 6 较适合于三七细

胞的发酵培养
。
在发酵培养过程中 / : 值由 ,

4

( 逐渐降至 !
4

”
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没有出现回升
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是我国特有 的 名

贵中药
,

主产云南
。

三七主要有效成分为皂贰
。

近年来由于三七 医疗作用不断扩大
,

加之

人工栽培困难
,

因此有必要进行三七细胞大量#发酵∃培养及工业化生产 皂贰的研究
。

郑

光植等 # & (
,

( ∃“
一刃曾对三七的愈伤组织培养和细胞悬浮培养进行过一系列的研究

,

本文于 , 。年 弓月收到
, 同年 ( 月收到修改稿

。
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充分证实了三七培养细胞生产其主要次级代谢产物皂贰的全能性
,

但对三七细胞的大量

培养生产皂贰的沂究还未见报道
,

本文将为实现三七次级代谢产物皂贰的工业 化生产提

供依据
。

材 料 和 方 法

#一 ∃ 实验材料

供试材料为经筛选后的优良无性系 1!
,

继代培养 !) 至 ∀) 天转代一次
。

培养基为每

升附加  
,
∀ 一 ? ΛΙ/ 6

、

Υ = 0
4

≅ΙΙ 。
、

椰乳 ) 5 的 Φ < 培养基≅] ,

于  ∋ 士 Ρ℃ 下暗培养
。

#二 ∃ 培养方法

第一级为愈伤组织培养
,

第二级为细胞悬浮培养
,

第三级为细胞发酵培养
。

悬浮培养

和发酵培养的激素浓度均比愈伤组织培养的激素浓度降低一半
。

采用旋转式摇床进行悬

浮培养
,

转速为  ) ςΙ 6
,

振幅  
4

8, 6
, − )) 6 Ρ容积的三角瓶内装培养液 )) 6 Ρ,

选择生长

较好已培养  − 天的悬浮培养细胞接种到容积为 ) 升的搅拌式发酵罐 #日本丸菱
一
Φ ? ∴

− )。⊥ ≅Β7 型 ∃中进行发酵培养
,

工作体积为 !一 <7
,

通气量 。
4

∋一 0
4

89
9 6

,

表示为单位时间

#分 ∃和单位体积培养液中通人空气的体积数
。

搅拌速度为 ∋ ) ς / 6 , / : 值稳定在 −
4

( 土 )
4

 

#时间进程研究除外 ∃
。

发酵培养和悬浮培养的培养时间均为 !。天
。

#三 ∃ 生长速率
、

总皂贰含量
、

糖利用率
、

液膜容量传质系数以及 / : 值和搅拌速度的

测定
4

生长速率的测定 细胞培养物培养一段时间后
,

收获#! ) ) ) ς / 6 离心 ) 分钟然后

过滤∃
,

置于 −) ℃ 以下 冻干至恒重
,

文中所列结果均来自 ! 次或 斗次重复平均值
。

生长速

率分绝对生长速率和相 对生长速率两种
‘川

。

绝对生长速率计算公式为 Ε ⊥ #Θ
%

一 Θ
%

∃_

=
·

⎯ ,

表示单位体积和时间内的干重增加
,

单位为 2 干重
·

7 一‘ ·

天
一 , ; 相对生长速率 计

算公式为 Ε ⊥ =
一 ’Ρ∗ #Θ

%

_ Θ
;

∃
,

单位为天
一‘。

该公式能部分地消除接种量对生长速率计

算的影响
。

以上两公式的 Ε 代表生产速率
,

Θ
%

为终产物干重 #2 ∃
,

Θ
,

为起始物干重 #2 ∃
,

= 为培养时间#天 ∃
, ⎯ 为培养体积 #7 ∃

。

 
4

细胞培养物总皂贰含量的测定 细胞培养物冻千后
,

磨碎
,

正丁醇冷浸  天
,

经超

声波破碎处理 ) 分钟
,

采用薄层层沂比色法旧侧定
,

皂贰含量乘以细胞培养物产率即得

皂贰产率
。

!
4

糖利用率 #> Ε 8∃ 的测定 细胞培养物收获时
,

取其滤液
,

按蕙酮法测定
‘,α ,

将所消

耗的糖量除以起始加人的糖量
,

并换算成百分数
,

即得糖利用率
。

∀
4

液膜容量传质系数#Υ≅
,
∃测定 参照田口久治# ∋ ∋ ∃门 方法

。

培养液 / : 值是通

过 /: 探头连接的 / : 控制仪 #日本丸菱 7Φ
一 ∀: Η 型∃直接测定 ; 搅拌速度 由搅拌速度控

制仪直接测定
。

结 果 与 讨 论

#一∃ 三七细胞发酵培养过程 / : 值变化和糖利用情况

为了解三七细胞发酵培养的生长动态
,

进行了三七细胞发酵培养时间进程的研究
,

由

于该发酵罐在运转过程中取样困难
,

仅对细胞培养过程中 娜 值变化和糖利用情况进行
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了侧定 #图 ∃
。

从图 Ρ 可以看出
,

在培养过程中培养液的困 值是逐渐降低的
,

培养开始

工
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图 Ρ 三七细胞发酵培 养过程中 /:

值变化和糖利用率
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时 / : 值为 −4 ( ,

当培养 , 至 ) 天时 / : 值降

低最为明显
,

当培 养  。天时
, / : 值降至 !

4 ,

当培养 ) 至 !) 天时
,
/ : 值降低很少

,

培养 !。

天的 / : 值为 !
4

 。 未见 / : 值 回 升的现

象
。

糖利用率在培养过程中是逐渐增加的
,

培养开始为 0
,

培养 ) 至  ) 天时增 加 最 为

明显
,

当培养  − 天时
,

糖利用率为 (&
4

)( 多
,

培养 !) 天的糖利用率为 ( &
4

!) 拓
。

从三七细

胞发酵培养过程中的 / : 值变化和糖利 用情

况可以粗略地估计细胞发酵培养较适宜的收

获期为培养  − 至 !) 天
。

故我们采用 !) 天

为三七细胞发酵培养的收获期
。

#二 ∃ 接种量对三七细胞发酵培 养 的 影

响

对于每一细胞系
,

它的生长有其最低密

χ
4

χ
4

次沉已
 !功即印

铃硬∀铸招

#∃拍

度效应
‘%∃&

,

因而三七细胞发酵培养应有其合适的接种量
。

接种量对三七细胞发酵培养影

响的研究 ∋表 () 表明 ∗ 随着接种量的增加
,

细胞培养物的产率和皂贰产率逐渐增加
,

但对

皂贰 含量影响不大
,

相对生长速率略为增加
,

这说明三七细胞发酵培养中细胞生长要求的

最低接种密度不大
,

在接种量为 ∃+ , − #. 干重
·

/ 一 ,

以上时
,

细胞均能较好地生长
,

只是随

接种量增加时
,

生物量有所增加
。

因此在今后的工业化和商业化生产中
,

增大接种量是行

之有效的方法
。

表 0

1 2 3 (4 % 5 664 7 8 9 : 上 ; : 7 < (< =

接种量对三七细胞发醉培养的影响

> < 2 ? ; 8了 : 64 ? = 4 8 2 8 ; : 4 < (8 < ? 4 :
6 ≅ 撼。 宋∃ . 口件 9 ? ” . 7 4 ((
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> < 2 8 ( 8 Α
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。
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。
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Γ

∋ %∃
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.竹 Γ

片∗Ο Π兰二
∋三 ) Θ坛 与通气速率的关系

Θ( 2 能够反映气体 ∋主要是氧气 )在液体中的溶解和传递速率
。

在发酵培养 %∃ 天时
,

测定无细胞培养液和三七细胞培养液的液膜容量传质系数与通气速率的关系
,

结果如图

Φ 所示
。

在某一通气速率时
,

无细胞培养液的 Θ(
2
值均要大于细胞培养液的 Θ( 2

值
。

造成

以上结果的主要原因是由于细胞培养液的粘性较大
〔9% 。

细胞培养液的粘性大
,

加之在培

养过程中细胞易聚集成团
,

这为今后的进一步工业化生产带来一些困难
,

也为今后研制出

适合于三七细胞大量培养的发酵罐提供了依据
。
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∋ 四) 通气量变化对三七细胞发酵培养的影响

通气是影响值物细胞发酵培养以生产次

级代谢产物的一个重要因素
,

不同的细胞系

要求的通气量不同
, Λ2 = 2 Σ 2 在研究三角 叶

薯裁 ∋ Τ
, : ∗ ‘。 , 。2 ‘4 (∗ ∃ %‘4 2

) 细胞在恒化 发

酵罐中处于 指 数 生 长所 需 通 气 量 为 ∃+ −

Ν Ν = “Φ& 。
在通气量分别为 :

+

9Ν Ν = 和 ∃
+

# Ν Ν
=

的情况下
,

我们进行了三七细胞发酵培养的

比较研究
,

结果如表 Φ 所示
。

当培养开始时
,

接种量尽量保持一致
,

分别为 Φ
+

− # ∃. 干重
·

/
一 ,

∋ :
+

9Ν Ν = ) 和 Φ
+

− Ε − . 千重
·

/
一‘

∋ ∃
+

斗Ν Ν = )
。

研究结果表明 ∗ 当通气速率为 ∃
+

# Ν Ν
= 时

,

细

胞培养物产率 ∋ Ε
+

% # . 干重
·

/ 一

()
、

绝对生长

速率 ∋ ∃
+

% . Φ . 干重
·

/ 一‘

) 和相对生长 速 率

∋ ∃
+

∃ # % 天
一‘

)
、

以及皂 贰 产 率 ∋ . , Υ
+

# = ς
·

/ 一‘)
,

均要比通气速率为 ∃
+

9ΝΝ = 时差
。

通气

速率不同
,

对细胞培养物中的皂贰含量影响

不大
。

总之
,

通气速率为 ∃
+

9Ν
Ν = 时

,

较适合

于三七细胞的发酵培养
。

∋ 五 ) 三七细胞悬浮培养与发酵培养的比较
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通气速率 Μ 4 ? 2 8;: ?2 8 4 ∋ Ν Ν = 》

图 Φ 培养液的 Θ (2 与 通气速率的关系

( 。
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三七细胞培养液
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表 Φ 通气且变化对三七细胞发醉培养 的影响
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表 − 三七细胞悬浮培养与发醉培养的比较
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植物细胞大量培养一般分为悬浮培养和发酵培养
。

发酵培养由于具有内搅拌和内通

气装置
,

培养规模大大增加
,

因而能适应工业规模生产的需要
。

我们将三七细胞悬浮培

养
、

静止液体培养 #即培养液在摇瓶中处于静止状态 ∃和发酵培养在相 同条件下进行比较

#表 ! ∃
。

发酵培养的细胞培养物产率 #!
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对生长速率#)
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∃均要比悬浮培养好
,

相对生长速率是悬浮培养的  
4

! 倍
,

皂贰含

量比悬浮培养高  !
4

 务
,

静止液体培养结果最差
,

这主要是由于培养细胞缺氧的缘故
。

以上研究表明
,

发酵培养无论对三七细胞生长还是对皂贰积累均是一种较为理想的

培养方式
,

而且能扩大规模培养
,

三七细胞发酵培养工业化生产人参皂贰是可行的
。
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