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人参细胞大量培养的研究 

周立刚 郑光植 

(中国科学院昆明植物研究所 昆明 650204) 

摘 要 人参细胞培养液的pH值在苦养过程中先迅速降低然后缓缓回升，后又趋 

于平稳．合成皂甙高峰在细胞生长对数期稍后出现。生产皂甙的最佳收获期 细胞 

悬浮培养为2o一25天，细胞发酵培养为15— 18天。细胞生长和皂甙累积要求有一个 

稳定而又适宜的pH值环境。发酵培养无论对细胞生长、培养规模 、还是皂甙含 量 

均是一种坡为理想的培养方式． 

燕■饵 人参，皂甙，悬浮培养，发酵培养 

人参 (P 口 s口”g)系五 加 科 

(Araliaceae)多年生草本植物，为名贵 

药材。不仅在临床医学上用于治疗多种疾 

病，而且在保健食品、保健化妆品中的应 

用也越来越广泛 随着人们生活承平的提 

高，对人参的需求量也越来越大。栽培人 

参需在特殊的气候稻土壤条件下， 5— 6 

年才能成为商品，加之痈虫害严重、产量 

低而不稳，市场价格波动 。人参的主要有 

效成分为皂甙，尚来人工合成。采用细胞大 

量培养的方法，不仅克服了化学合成的缺 

点，而且也克服了栽培中的不足 【1 ，并能 

在短斯内生产出数量多、质量优的人参制 

品。本文的细胞大量培 养包括达一定规模 

的细胞悬浮培葬和发酵培养。 

早在6O年代罗士韦从人参叶柄成功地 

诱导出愈伤绲织 1，以后 日本、中国大陆 

及台湾地区等开 展 了人参 组织 培养 的研 

究 “”1，探索人参鲴胞大量培养专业化 

生产皂甙韵途径，取得一定的进展 对 人 

参细胞大量培养过程中的动力学研究尚未 

戚 稿 日期 ；l090年 9月1 0日 

见报道。本文报道人参细胞大量培养的绔 

果，以促进工业化研究的进程。 

材料和方法 

实验材料 人参愈伤组织由栽培的人 

参根诱导，暗培养于附加2，4一DO．2ppra、 

KT 0．1ppm的MS【。 培养基上，培 养 温 

度为26±0．5℃，25天转代一次，经2O一3O 

魄继代培养后用于细胞大量培养的研究。 

墙养方法 细胞悬浮培养和发酵培养 

温度均为28±0。5℃。悬浮培养和发 酵培养 

的激素浓度比愈伤组织培养降低一半。培 

养基在灭菌前均将pH值调至5．8，发酵培 

养在实验过程中，可按要求 自动 调 节pH 

值。悬浮培 养采用旋转式摇床(上海跃进医 

疗器械一厂，TNZ-82型)，转速120~pm， 

振幅2．5~m，采用50Oml容 积的三角瓶， 

内装100ml培养液}发酵培养采用 日本丸 

菱公司生产的MD一500一】0L型机械搅拌式 

发酵罐，总容量为'tOL，工作容积4—6L， 
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通气量为0．6一O．8vvm，搅拌速度为5O一 

60rpm 。 

生长逮率的测定 细胞培养物培养一 

段时间后，收获 (300rpm离心10min或过 

滤)，然后置于50"C眦下冰冻干燥至恒重， 

文中所列结果均来自 4次重复平均值。为 

了消除接种量对生长速率计算的影响，采 

用相对生长速率的计算公式 【’ 即R=T 

In (w ／w )，R代表生长速率(d )， 

w z为收获物干重(g)，W 为接种物干重 

(g)，T为培 养时阃(d)。为了观 察 细胞 

发酵培养的生长动态，于接种当天和以后 

每隔 3天停止通气一次，每次 5分钟，待 

细胞全部沉于罐底后用尺子测量沉下来的 

细胞厚度毫米数，根据发酵罐的总容量和 

高度换算成毫升数 (1ram厚 相 当 于 26．3 

m1)，以沉下来的细胞毫升数为指标来估 

价细胞的生长动态。 

总皂甙含量的测定 细胞培养物经冰 

冻干燥后，粉碎，甩正丁醇冷浸 2天，经 

超声波 (Soniprep 150型 超 声 波仪， 日 

本)处理10min，用大孔吸附树脂D1Ol 

(南开大学实验工厂)脱糖，采用比色法 。 

测定 。总皂甙 含量阻占收获细胞培养物干 

重为基础的百分数表示。皂甙产率 阻每升 

培养液中所 含皂甙的毫克数表示，为消除 

接种量对皂甙产率计算的影响，皂甙产率 

还以每克细胞接种物培养一段时间后所产 

生的皂甙毫克数来表示 

糖利用率的测定 (Usage ratio of 

。Ucrose URS)当细胞培养一定时间后， 

取培养液，按蒽酮法 I j测定 ，消耗糖量除 

咀加八的量即得糖剥甩率 (uRS)。 

培养液pH位的测定 悬浮培养 细 胞 

培养液的pH值，采用pH测定仪 (TOA 

Electronics Ltd．HM~20E~， 日本)测 

定。发酵培养液韵pll值是通 过pH电极连 

接的pH控制仪 (LM一4Hc型，日本丸菱) 

直接测定 

液膜容量传质系数的测定 (Oxygen 

transfer cocfficient Kla)参照 田口久治 

等 (1966)方法测定 】。 

结果与讨论 

1．培养液的液瞧容量传质系熬(Kla) 

与通气逮率(vvm)的关系 

液膜容量传质系数能够反映空气在液 

体中的溶解和传递速率。在大量培养lO天 

时，测定无细胞培养液和人 参细胞培养液 

的液膜容量传质系数与通气速率的关系， 

结果如图 1所 示。在某一通气量时，无细 

胞培养液的Kla值均要大于细胞培养液的 

Kla值，随着通气量的增加，无细胞培养 

液的 Kla值上升快于人参细胞培 养 液的 

Kta值，说观生气在细胞培养液中溶解和 

传递较慢 细胞培养液的粘性较大，细胞 

在培养过程中易聚集成团，这为今后的进 
一 步工业化大规模生产带来一些困难，也 

为今后研制出适台于植物细胞大量培 养的 

生物反应器提供了依据。 

2． 人参细胞悬浮培养和发酵培养的 

时间进程 

为了了解细胞悬浮培养和发酵培养的 

细胞生长动态和皂甙积累情况，瞳及确定 

较适宜的收获期，进行了人参细胞悬浮培 

养和发酵培养时间进程的研究。细胞悬浮 

培养的时间进程如图2所示 当悬浮培养2O 

天时 ，细胞干重达最大值为12．27gdw．／1 

pH值变化是先由 5．8降至 5．5，然后又 

回升至7．1，最后趋于平稳 皂甙产翠在细 

胞培养2O天时明显增加，当培养25天时达 

最高值。到生长后期，细胞干重稆鲜重坶 

有所降低，皂甙产率降低更为明显。培养 

后期测定出的皂甙产率低，主要原因可能 
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图1 培养液的液骥容量传质系数与通气速率的关系 

1． 无 胞培养．壶 2． 凡事-臆培养虚 

Fig 1 Interrelation of oxygen transfer coefficient (Kla) of 

culture broth with di fre~ent ae=atiom (vvm) 

1． Fres五medium 2． Cell culture broth of P．ginseng 
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图2 人参细胞悬浮培养的时间进程 

Fig．2 Time COurSe of P．ginseng cell suspension culcu~e 
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是 由于皂甙在生长后期转化为其它物质， 

另一方面可 能是由于细胞破 裂，部分皂甙 

释放到培养液中 (因为培养液中能够检测 

出 少量的皂甙)。从以上结果可 以看出， 

当培养液中糖利用率和pH值趋于稳定时， 

细胞培养物产率和皂甙产率趋于最大值， 

因此在大量培养过程中，当细胞培养物干 

重和皂甙产率不易测定时，糖利用率和pH 

值可作为细胞培养进程的间接指标。人参 

细 胞悬浮培养最佳收获掰为20—25天 作 

为发酵培养或下一级悬浮 培 养 的 “接 种 

子”，要求细胞处于对数生长后期，最佳 

转接期为l5—20天。Tabata【“ 曾把细 

胞培养的产物一生长模型分为三个类型，人 

参细胞的产物生长模型类似于第 2种类型 

即产物形成进程落后于细胞生长进程。 

细胞发酵培养的时间 进 程 如 图 3所 

示。由于人参细胞发酵培养难于取样，取 

样后又影响细胞的正常生长动态，故以沉 

下来的细胞毫升数为指标来估价细胞的生 

长动态。培养液体积为 6升，培养过程 中 

pH值稳定为5．8±0．2。培养细胞的 对 数 

生长期出现在第 9至l2天，培养l5至18天 

时，细胞沉降体积趋于最大值，由于细胞 

沉降体积与细胞干重几乎呈正相关 】， 

故培养l5— 18天时细胞培养物干重趋于最 

大值。从悬浮培养的时间进程来看，皂甙 

形成进程稍落后于细胞生长。从而粗略估 

计人参细胞发酵培养较适宜的收获期为18 

天。 

o j 6 9 '2 15 1B 

暗井对问 Period 0f cul1u Tt ·y 

图3人参细胞发酵培养过程中生长 (沉降体积)的动态 

Fig 3 Growth (packed ceil volume) Kinetics of 
． 

ginseng cclls in ferm entation culture 

3． pH值的变化对蜘臆 发酵培 养的 

影响 

将一处理为培养过程中pH值任 其 变 

化 ，另一处理为培养液的pH值稳定在5．8 

±0．2，接种量基本保持 一致。结果如表 I 

所示。pH值稳定在5．8±0．2时，更有利于 

人参细胞生长和皂甙 率的提高，而在培 

养过程中不调节pH 值任其变化时，生长 
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裹l pH值构变化对人参纽艟发酵培养构影响 

Table l Effeets of pH changing on fermentation culture of P ．gins eng cells 

瞬显变慢，皂甙含量降低。以上结果说明， 

人参细胞生长和皂甙积累要求有一个适宜 

而又稳 定 的pH值环境。 

4． 细胞培养方式的比较 

植物细胞大量培养一般分为悬浮和发 

酵培养。发酵培养由于具有内搅拌和内通 

气装置，培养体积大大增加，加之对各种 

理化参数能进行自动调节，因而能适应工 

业化和商业规模生产 的 需 要 对 发酵培 

养、悬浮培养和静止液体培养 (印培养液 

处于静止状态)这三种培养 方 式 进 行 

较，结果如表 2所示。 

裹2 人参细胞悬浮培养与发酵培养的比较 

Table 2 Compafision between suspension culture and 

fermentation culture of P ．gins erie cells 

培养方式 培养时间 工作体积(总体积) 相对生长逮率 皂甙含量 皂甙产蛊 

Patterns Period of W orking Volume Relative Content of Yi eld of sap0nin 

of culture (TOtal Volume) grOwth rate Saponin AbsOlute RelatiVe 

culture (day S) ml(m1) (d-*) ( mg／1)(mg／gin oc) 
— — — — — — — — — — — — — 一 — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — ⋯  一 ‘

— — — — ～ — — — — — — —

— — 一 — — — —  

静止液 津 2o I O0 negatiVe 3．22I 90．1 8 24．2 

Statle tlquid (s0o) 

正常悬殍 20 100 0．095 3．291 8l8．64 2：9．8 

ar 一 (5oo) 

发 酵培养 15 4000 0．1 38 5．544 411．3 4 39．6 

Fermentation (10000) 

人 参l细 胞 发 酵 培 养 的 生 长 速 率 

(O．138d )和皂甙含量(5．544 )均比悬 

浮培养好 ，由于悬浮培养的接种密度较大 ， 

从而使培养物的皂甙产率 (818．64mg／1) 

的绝对筐高于发酵培养。但着 采用能消除 

接种量影响的相对皂甙产率计 算方法，即 

皂甙产率 以每克细胞接种物培 养一段时间 

后所产生的人 参皂甙毫克数来表示，发酵 
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培养的皂甙产率为每克接种量439．8mg， 

而 悬 浮 培 养 的 皂甙产率为每克接种量 

21 9．8rag， 故发酵培养的皂甙产率明显优 

于悬浮培养。静止液体培养的结果最差， 

这主要是由于培 养细胞缺氧的缘故，对 以 

上三种培养方式的培养细胞镜捡 结 果 表 

明，液体静止培养的细胞不成团，细胞碎 

片很多，这亦说职细胞的死亡大于生长。 

小 结 

通过对人参细胞大量培 养 的 研 究表 

明，人参细胞的发 酵培养无论 就 细 胞 生 

长 、培养规模，还是皂甙含量和产率均是 
一 种较为理想的培养方式，井有可能应用 

于工业化生产皂甙产品。大量培养中获得 

的一些工艺学指标，也可 为研制适合于植 

物细 胞大规模培养的生物反应器提供一些 

重要 参数。 

参考l文献 

[1)郑光植 ：云南植物研究，增刊 It 

125— 134(1988)。 

(2]罗士韦；植物生理学通讯，(2)； 

26— 2r (19645 。 

【3] Furuya，T，et a1．，J．Nat． 

Prod．，47(1 5I 7O一 75(I984)． 

[4]丁家宜等：南京药学院学报 ，(2)： 

6l一 67 (1 981) 。 

[5]Chang，W ． C．， Natural Set— 

ence Council Monthly R．O．C．， 

7： 147— 154(1979)． 

[6]Murashige， T．and Skoog，P．， 

Physio1． Plant， 15(3)： 473— 

497(19625． 

(7]Singer，S R Canadian Jour— 

nal of Botany，64(I)l 233— 237 

(1986)． 

[8]章观德等l药学学报，15(85l 175 

— 18O (1980)。 

[9]袁静明编著：凝胶层析 法 及 其 应 

用，科学出敝社，北京，PP．1 2l一 

122 (1975)。 

(10]田口久治，and Humphrey， A． 

E．，化学工 学，30(10)l 869—875 

(t966) ． 

(1 13 Tabata， M．，In：。Plant Tis 

BUe Culutre and its Bioteehno- 

logical AP plicatiori (W ． 

Barz，E．Reinhard， M ．H ．Zcnk 

eds．) Springer—Verlag， Berlin， 

Heidelberg， N ew Y∞ k， PP．3—  

16 (19775 ． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


V0I．3 N O．1 

A STUDY 0N MASS CULTURE 0F PANAX 

GINSENG CELLS 

Zhou Ligang， Zheng O uangzhi 

( “ ming InstitutF d，Botany，Aeademia Siniea，K ins 650204) 

Ab str act 

The pH value of P ． gins eng cell cultore broth went down at first。 

then went up slowly and was in stable at last in mass ceil culture． The 

curve of saponin foxm ation lagged slightly behind the grow th curve
． A n 

appropriate period of culture was 20— 25 dayS for the cell suspension 

eultufe cand l5— 18 days for the cell fermentation eulture to prodUCe 

saponins． An appropriate and fixed pH ValUC cnvironmcnt w as necessary 

for the cell growth and saponin formation
． 

Fermentation CuIture was a 

better way to cell growth，culture seafe and saponin content of P
．
ginseng． 

Kev words Pana ginseng， Saponin， Suspension eulture， Fermentation
， 

culture 
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