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植物细胞的大量培养是利用植物细胞体系、通过现代生物工程手段，进行工 业 规 模 生 

产，以获得各种产品的一门新兴的跨学科技术[1]。 

早在1956年，美国的Routier和NickelK~就提出了从植物细胞培养物合成天然产物的专 

利，试图摆脱自然条件的限制，在人工控制条件下，利用植物细胞的大量培养，工业化生产 

各种药物。如今植物细胞的大量培养正发展成为--f]新兴的科研产业体系，培养 规 模 已 达 

20千升，以培养烟草和人参细胞(，]，大规模培养紫草细胞从中提取紫草素和培葵人 参 根 

以生产食品添加荆分别于1984年和1988~成功地进行了商品化生产[4 s]。本文对有关问题 进 

行综述和讨论，以期对我国开展这项工作有所裨益。 

一

、 研 究 历 史 

植物细胞大量培养的历史已有三十年了，大量培养技术已经成为一门精细的实验科学。 

有关植物细胞大量培养的具体实例和技术进展详见表 I。 

1959年Tulecke和Niekell首次采用大体积(20升)的硫酸瓶进行了蔷薇 (Rosa sp．)茎 

段的细胞大量培养[6] 1967年Kaul和Staba采用多升发酵罐对小阿米(Ammi visnaga)进行 

了细胞大量培养的研究[s]，并从细胞培养物中得到了第一个药用成分呋喃色酮 (visnagin)， 

呋哺色酮的含量 占细胞干重的0．31 ，并以晶体形式得到鉴定。 

率世纪七十年代，由于微生物发酵技术进展很快，各种各样的发酵装置如气升式发酵罐 

(Airlift~ermentor)，气袍柱式发酵罐 (Bubble column[ermenfor)等相继广 泛 地 在 

微生物发酵培养中得到应用[70 ，使得植物细胞大量培养的研究迅速地发展。在 日率，由 于 

具备了高度发达的微生物工业，一些植物学家和微生物学家都想厢类似的常规发酵技术来培 

养植物细胞以生产有用化台物。许多公司和各大学进行了广泛的合作[713，这时期， 日本 关 

于从植物细胞培养物来生产天然产物的专利不断出现[72]，如卡洛斯香烟 (Callus tobacco) 

和来自烟草培养细胞的磷酸二酯酶 (Phosphodiesterase)已出现在市场。 

1976年，在西德的Mttnich召开了第一届国际药用植物细胞与组织培养会议，而使植 物 

细胞大量培养的研究出现了新的里程碑 Zenk等对长春 花 (Catharanthus rosetts)进 行 

了细胞培养的研究[3I)，建立 了植物细胞次级代谢物含量测定的放射免疫技术 (RIA)[73]， 

和两步法培养技术[31]，并选育出稳定而高产的细胞袜。Wagner和 Vogelmann等 (1977， 

1978)以鸡眼藤 (Morinda citrifolia)和长春花为代表植物，首次对各种大量培养装置进 
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行TI~较研究(3o，")’研究的培养装置有摇瓶 (Shake flask)，平叶轮发 酵罐 (Flat bl一 

e tarbine reactot-)，Kaplan叶轮发酵罐(Draft tube reactor wlth Kaplan turbine) 

和气升式发酵罐 (Airlift fermentor)~；，他们分析了摇瓶培养 (即悬浮培 养)不足的 原因 

是通气不佳，规模太小，另外霏外界振苗既浪费过多的机械能，又使搅拌不彻底，形成所谓的 

“三层分布”，研究结果表盟：气升式发酵罐是植物细胞大量培养最有效的装置，它具有明 

确限定的流动特性，低切变速率和充足氧气供应的综合效应，该装置的结构较其它装置更为 

简单，并易于消毒和清洗 

近十年来，植物细胞大量培养的研究进展更快[7s)，现从以下几个方面来讨论 这一对 期 

的进展情况。 

(1)一些植物细胞的大量培养已经或即将商品化生产。早 在1977年 Noguchi等[2 就 

曾用20千升的搅拌式发酵罐 (STR)来大量培养烟草细胞，后来Hashimoto等[42]又在20千 

升的发酵罐中连续化培养烟草细胞， 目的在 于如何工业亿直用，他们对培养系统的通气、搅 

拌方式、培养条件及烟草细胞系的稳定性等进行了详细的研究。 

Fujita等 (1982)(41]报道了采用两步法培养紫草细胞 获得更多的次生代澍产 物 紫草 

素 他们首先使紫草细胞在LS培养基上大量增殖，培养一段时间后，转入 到White培 养 基 

上，细胞生长减慢，但能大量垃生产紫草索。后来，他们将培养基进行改进，生长培养基为 

MG一5，生产培养基为M一9，通过这样蚵两步法培养，紫草素的产量为用原来两步法培 养 

所得产量的13倍，结果表明：两步法培养是一种最有效的培养方式。1983年，日本的三井石 

油化学工业公司 (Mitsui Petrochemical Industries Ltd．)正式宣布紫草素作为染料和 

药物进行工业化生产(763。1984年以 “生物口红”的商品正式投放市场[4]。紫草素已成 为 第 
一 个通过细胞大量培养方法获得的商品，这对各国该领域灼科学工作者是一个极大的鼓舞， 

同时也说明采用植物细胞大量培养技术生产次级代谢产物的道路是可行的。 

此外，从毛地黄 (Digitalis lanata)细胞培养物通过生物转化生产 地 高 辛 (Digoxi— 

n)[77)和黄莲(Coptis japonica)细胞培养生产黄莲碱 (Coptisine)[78j均实现了工业化生 

产。 

最近，日本日东电气工业公司 (Nitro Electric Industrial Co．1id．)已商品化大量 

培养人参根以生产人参食品[5]，他们培养的人参根，没有附加任何生长因子，已采用30升、 

2千升和20千升的发酵罐米分级培养 培养物中人参皂甙的含量和组成 与栽培的人参根几乎 

． 
完全一致 培养物中人参皂甙的产量为每升500毫克。1988年日本灼龟甲曼公司开始销售加入 

人参细胞培养物抽挺物的萄葡酒，以 “曼 氏长寿泉”曲商品正式投放市场而成为第一个组织 

培养食品。 一 

(2)相当种类的植物如 ：长 春 花 、三 分 三 (Aaisodus acutangulus)、彩 叶 紫 苏 

(Co'leas blumei)等细胞大量培养已达到中试水平、见表 1。 

(3)由于大量培养的植物种类增加，获得的新成分也不断增加，郑光植 (1982)[79)， 

Staba(1982)[80]和Misawa (1985)[81)等综述对此都进行了详细阐明。 

(4)大量培养技术也得到了进一步的改进。[82] 

总之，近 }卜年米，植物细胞大量培养的研究取得 二，很大灼进展，相当数量的 植 物 种 类 

已实现了工业化生产，部分已实现了商品化或正要进行商品化生产。需要进一步研究的是如 

何产生社会和经济效益，将科学研究迅速转化为生产力。 

‘珏 ： 
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二、植物细胞大量培养技术性问题的讨论 

植物细胞大量培养是从实验室的操作程序过渡到工业化生产的必经过程， 大量培养必须 

考虑生产的全过程，包括大量培养的后处理等，以下就几个主要问题作一简单的讨论。 

1．植物细胞生长慢，代谢低。植物细胞的生长受很多因索的影响，就细璁本身而言， 

在大量培养装置中生长不快，主要有两方面的原因i一是植物细胞加倍时阿长，悬浮培养细 

胞加倍时间为20～6叫、时，已报道的发酵罐中加倍时间最快的是生长在富含氮源培养基中的 

烟草细胞，加倍时间为12／J~时[29)I二是植物细胞在发酵罐中生长时经常聚成团块，很难在培 

养液中达到高细胞密度，目前尚无理想的方法来解决聚集成团的问题。故细胞生长速度慢， 

必然生长周期长，不仅增加了成本，还增加了污染的可能性，是大量培养中的一大问题。 

2．所需的次生物质含量不高。据报道[83]有近二十种植物细胞培养物，其次生物 质 含 

量超过原植物．但在大多数情况下，培养细胞的次生物质形成量不高，其原因常被认为是培 

养组胞的形态分化受到抑制，其化学特性也随之丧失[7们。不少报道观察到从愈伤组织分化 出 

的器官或苗 ，次生钫质的含量和类型与原植物一致[ ，但也有不少次生物质如人参皂 甙、紫 

草素、蛇根碱的含量报道是以细胞培养物为基础的。总之，提高所需物质的含量是进行细胞 

大量培养生产次生物质的关键， 目前解决的办法是不断筛选 高产细胞株和进行次生物质代谢 

词控的研究。 

3．大量培养的技术。植物细胞大量培养技术是通向工业化和商业化生产的技术难关之 

(1)植物细胞不耐受切变力。我们 目前使用的植物细胞大量培养装置大多是用 来 培 养 

微生物的发酵罐，用它们来培养植物细胞还存在许多问题。这主要是 由于植物细胞和微生物 

细胞在生理和生产上还存在许多差异 (见表 2)。 

裘2 植朝细胞与微生物的区别 

其中主要的是植物细胞抗切变能力很低。这就要求我们努力研制和改进适应于植物细胞培养 

的培养装置 <发酵罐)， 目前气升式发酵罐被认为最适合子植物细胞培养。 

(2)通气与细胞生长 堵养基的通气使培养物甲的各成分受到空气的机械或化 学 的柞 

塌，在培养系统中，通气依赖亍堵养基昀搅动。过高的通气量可能影响细施的生长和次缓代 
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谢物的形威(8s)，气泡和培养基混在一起，在生物量增加时，培养液的流动逐渐受阻，混合 

不到的区域遂辫I膏辩，形虐一个毒相系统而使生长变慢。 

(3)灌豫绚誓。泡沫是檀材细胞和微生物大量培养时所遇到的共同闾题。由于植物细胞 
在生长后期分泌大量的多糖和蛋白质，使培养物发牯，细胞被气泡、蛋白质和多塘混合的泡 

沫所包围， 逐渐在培养物顶上形成一层覆盖物并越积越厚。泡沫还会留存于培养液和气体接 

触的界面，特别是分积于各种探头出入FI的表面，在大量培养时出现 逃液现象 。目前尚 

无理想的方式来防止泡沫的形成。消泡剂的应用是否利于植物细胞的生长还无定论，已报遘 

聚丙二醇作蒲泡剂时会降低植物细胞的生长(8 

(4)接种量。对于每一细胞系都有其合适的接种量C89")。接种量决定于植物细胞培养物 

开始生长所需时间，植物细胞的生长有其最低密度效应，如果接种量低于某一临界值，接种 

后细胞生长将会很慢。接种量一般在10~30％，高的达5O ，准备足晦的接种材料是成本核 

算中一个不可忽视的项 目(88]。 

(5)大量培养的后处理，这个问题随着植物细胞大量培养技术的成熟 而 逶 步 得 到 重 

． 视。从已知的植物细胞大量培养的技术来看，它比传统的方法复杂，有各种各样的枝节细目 

需要考虑。后处理的具体内容主要包括：培养装置的清洗，维修}次级代谢 物 的提 取、分 

离。在植物细胞培养过程申，次级代谢物有的分泌到培养液中，有的贮存在细胞内的渡泡或 

其它细胞器中。因此，后处理应根据具体情况而定，目前主要采取有机溶 剂 抽 提 这一古老 

方法。超临界提取 (Supercritical eXtraction) 则刚刚出现，它可能在今后的次级代谢物 

提取中起重要作用。总而言之，后处理是整个生产沆程中的一个重要部分，它所消耗的代价 

可能高达占垒部工程的6O "C89~。 

三、植物细胞大量培养的研究展望 
^  

产生植物次级代谢产物的细胞大量培养的研究，经过无数学者几十年的辛勤劳动，不断 

探索，人们已见到它的美好前景。 

植物细胞大量培养的 目标是朝向工业上的应用，该领域包括：提高次生物质产量，改进 

筛选方法，设计新型的适合于植物细胞生长的发酵罐和如何使培养系统按比例放大，以及应 

用细胞周相化技术和有关的一些技术等。 

国际上生产次生物质的研究已取得显著成绩，我国这个领域虽比较薄弱，但已逐渐开展 

起来(53，60，9o，9l，9卫]。由于该项研究投资量大，国外有财力雄厚的公司支持，国内还不可能有 

类似的公司，故应采取相应的弥补措施，如国家科学管理部门应积极支持该项研究，各大学 

和研究所进行联合攻关等。基于我国资源丰富，贵重、稀少而又有应用价值的药物、香料、 

调料种类很多，因而开展此项研究具有 良好的条件。由于植物细胞大量培养不是任何材料都 ^ 

适宜的，所以作为今后工作的重点，应是研究本国的资源，寻找适宜作大量细胞 培 养 的 对 

象，包括次生物质的贵重性，细胞在培养条件下的生长与发育、次生物质的生产以及该物质 

是否能分潞到细胞外等。 

总而言之，未来的十年，我们将会看到几个属于植物细胞大量培养的工业式制造技术用 

于生产，生产那些高值的，具有很大经济效益的产器。同时，植物细胞大量培养将成为类似 

于微生物发酵工业一样的高科技产业。 
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