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植物细胞大量培养的工艺学 

(中国科学院 昆明植物研究所) 

植枷细胞大量培养的工艺 学 (Tech~olo一 

-gy)是研 完植物 细胞在生枷反应器内生长和次 

衄代谢物的合成规律，包括氧的吸收和传递、 

流变学特性、生物反应器的设计和放大、生长 

和产物合成动力学等，是一门新兴的跨学科技 

术 本文就植物细胞大量培 养过程的工艺学研 

究作一概逆 。 

一

、 氧气的传递和吸收以及对 

植物细胞培养的影响 

氧气从气相到细胞表面的传递是植物细胞 

大量培养的一个基本问题。培养过程中，细胞 

的生长常常受培养液(液相)中溶解氧的影响， 

只有对培养系统氧传递和利用有一个清楚的了 

解，才有可能设计出最适氧传递的生物反应器。 

向培养液提供氧气的方式常采用喷射空气 

和纯氧，气泡在上升过程中氧气溶 入 培 养 液 

中，然后传递到细胞，氧气的消耗过程即从气 

相到细胞可用图 1表示，整个氧气在传通过程 
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圈1 氧气从气沲剜细肥传递舶途径 
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中所遇到的阻力等于单个阻力之和，所遇阻力 

大小常常 与流体动力学、培养 基 组 成、流 变 

学、细胞浓度和代谢活性等有关。 

氧气从气泡到液相之间的传递包括气膜阻 

力和液膜阻力 ，由于气泡体积很小，气相 已得到 

充分的混合 ，气泡表面的氧浓度几乎和内部的 
一

致 ，馥气泡界面之间的阻力 (即气膜阻力) 

相对来说是很微小的，而氧气从气膜到液膜之 

问的传递被认为是整个传递过程中的一个重要 

环节，这主要是氧气在液相中溶解度很低，故氧 

气从气泡到液相之间的阻力主要是指环绕气海 

周围的液膜阻力。对于一个混台较充分的生物 

反应器 (或称发酵罐)，整个液相中氧气浓度是 

恒定的，不存在浓度梯度，因而氧传递阻力是很 

小的。但培养液常常是非牛顿型流体，要散到， 

分的混和是较困难的，眉此在发酵罐的设计过 

程中，充分的液相混和是很重要的一个方面。 

对于氧的吸收一面，环绕单一 细 胞 的 液 

膜，由于细胞体积小，当溶氧浓度高于临界氧  

浓度时，氧气的传递阻力是很小的，但对于太 

的细胞团， 由于体积远远大于单一细胞，故渡 

膜阻力可能很大。 

大多数情况下，氧气的消耗 (吸收)等于 

氧气的传递。氧气的传递和通气速率、混合程 

度、气液界面面积、培养液的流变学特性等有 

关，而氧的吸收却与发酵罐的类型、细胞生长 

速率、pH值、温度、营养组成以及细 胞 的 浓 

度等有关。 

体积氧传递系数 (kLa)能明显地影 响 缨 

胞的生长，关于体积 氧 传 递 系 数 的 测 定， 

Sobe rka进行了较详细的 描 述[1] Kate等 在 
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：15升和65升的通风管气升式反应器中培养烟草 

(Ⅳi~otia~a labacum)细 胞[2 ，当kLa值 从 

5—25h_。，测定终产物的浓度。kLa低 于5h一 

明显受氧供应 的 限 制，kna在 5一lOh 范 围 

内，随着kLa值的增加，生钫量 浓 度 呈 线 性 

增加。Smart和Fowler也 进 行 了类 似 的研 

究(3]，在 4升的气升式反应器 中培 养 长 春 花 

(Cathoranth“s r0s us)细胞，生物 量 浓 度 

和kLa的线性关系表明，kna可上升 至20h_。。 

盘La大子25h～，生物量浓度和次级代谢物 产率 

均 明显下降。 

培养液中通气水平和溶氧浓度也能影响细 

曙缸的生长。长春花细胞培养液 (3]通气速率从 

乱 25vvm上升至0．38vvm时，其相对生长速率 

从0。34d一 上升至0．41d一，当通气速 率 再 增 

伽 时，生长速率反而下降。Scragg及其同事报 

_道 【4)，在 7升气升式反应器中培养长春花细 

胞，流速大于0．3vvm时，细胞生长有所减慢。 

Npieler等 [5]在2O升的气升式生物反应 器 中 

．培 养毛地黄(Digitalis lanala)细胞，通过空气 

流速控稍 4种不同的氧溶水平，培养基中氧溶 

欲 度从1O％饱和度上升至3O 饱和度时，生长 

j童率从0．15d 升至0．20d_’，氧溶浓度继续升 

至4O 饱和度时，生长速率反而降 至0．17d_。。 

上 述结果表明，高的通气速 率 对 植 物 细 胞 

曲生长是不利的，会导致生物量的减少，这一 

现 象很可能是高通气速率导致反应器内流体动 

力学胁迫增加的结果，也可能是由于培养液中 

谘 氧水平较高，以致于代谢活力受阻。 

Pareileu s和Vinas研究表明 [6]，对细胞 

生 长来说氧是很重要的，但CO z的含量水平也 

伺样重要。Scragg等研究发现 [4]，植物细胞 

箭菲光 台地固定一定浓度的CO：，空气中混以 

2—4％CO：能略消除高通气速率(0．85vvm) 

对长春花细胞生长和次 级 代 谢 物 产 率 的 影 

响，同时还发现，低通气速 率 下 (如0．2-0．3 

wvm)，空气中添加一定量的co z剥细胞生长 

并没有什么影响。Martin等认 为 (7 ，高 通 

气 速率下，CO=和其它易挥发气体很容易从培 

养液中散发出来，从而导致细胞生长的减慢， 

而在低通气速率下，就不会出现这种情形。因 

此，对培养细胞来说 (尤其在较高 通 气 速 率 

下)，要求培养液充分混合的同时，C0 2和氧 

气的浓度只有达到某一平衡时，才会很好地生 

长，故反应器中有时还需要通入一定量的COt 

等气体成分。 

二、细胞培养过程的动力学 

和错生物细胞相比，植物细胞生长是很慢 

的 【8)。生长最快的细胞，其加倍时 间 约 为 

2O小时，一般生长较快的为30—6O小 时，面 生 

长较慢的细胞系加倍时间为IO0~BC或 更 长， 

如此低的生长速率，使得培养时间延 长 至2-4 

周，植物细胞培养物的正常产率一 般 为 每升 

8—3O克干 重。 

在成批培养中，Tabata(9]把细胞 生 长 

和产物合成动力学归纳为三种类型t (1)生 

长偶联型，即产物的合成与细胞的生长呈正相 

关，这种动力学通常与初生产物的合成有关’ 

(2)中间型，即产物仅在细胞生长下降时才 

能合成，细胞处于指数生长期时，次级产物含 

量下降，但细胞生长停止时，产物 台 成 也 停 

止} (3)非生长偶联型，即产物只有在生长 

停止时才能合成。以上三种动力学类型只不过 

是产物合成的理想模式，事实上，由于细胞培 

养系统较复杂，细胞生长和次级代谢物的合成 

很少符合 以上模式，特别是在较大的细胞群体 

中，由于各细胞所处的生理阶段不同，细胞生 

长和产物台成也许是群体中部分细胞代谢的结 

果。此外，不同环境条件对产物台成的动力学 

也有很大的影响。 

三、培养液的流变学特性 

植物细胞培养液的流 变 学 (Rheology) 

即研究植物细胞培养液流动和变形方 面 的科 

学 [i0]。目前，我们对植物细胞培养液这一非 

牛顿流体的认识是很肤浅的。由于植物细胞常 

趋于成团，随着细胞的生长，氧传递降低，其 

流变学特性是不同于单细胞微生物的。 

人们常常用粘度 (Viscosity)这一参数来 
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描述培养液的流变学特征。Kato等 [儿j测 定 

了烟草培养液的表观粘度作为生长进 程 的 指 

标 ，当细胞浓度低于7gl 时，培养液的 粘 性 

基本保特恒定。当细胞浓度高于此值时，培养 

液的粘性也相应增加，但增加 幅 度 很 小 (由 

10．9上升至2．2mPa。s)，这表明牯性的变化 主 

要是培养细胞术身，而非分泌到培养液中的任 

． 何物质引起，故培养液表现的非牛顿特性，是 

一 种假牯性流体。Scragg等 [】2]也观察到长春 

花 (Catharanth“s roseus)细胞在培 养 过 程 

中，其牯性 电是不断增加的。 

Tanaka等 [】3]研究了长春花、烟草和柘 

树 (Cudrania tricuspidata)培养液的相对 粘 

度与细胞年龄以及形态学的关系，发现所有的 

培养液，其细胞浓度大于1 ogl 时，其流体是 

假塑性的 (pseudop1astic)，粘性大小依赖 于 

细胞年龄、形态和细胞团的大小。在相同物质 

浓度下，大细胞团的培养液表观粘性 (直径大 

于2000am)明显大于 小 细 胞 团 (直 径 小 于 

500um)的表观牯性。为了研究粘度对氧气传 递 

的影响，Tanaka等 [13J还采用了颗粒状琼脂组 

成的假细胞(pseudocel1)培养液，测定不同浓度 

下的kLa值，一般认为假细胞液的流变学特性与 

细胞培养液是近似的 他们采用了四种不同的 

生物反应器 ，即两种机械搅拌式(Stirred tank) 

和两 种 气 动 式 (Pneamatieally—agita ted) 

反应器。在搅拌式反应器中，随着假细胞浓度 

的增 加，kLa值是降低的，且随着浓度的增加， 

降低效果更为明显，当表观牯度小于30mPa．s 

时，假细胞培养液的kca降低不明显 。而在 气 

动式反应器，表观牯度 在 4至8mPa．s2_阃， 

kLa值就会降低，当反应器内生物量水平较 高 

时，培养液得不到充分的混合，且气泡在培养 

液中不能分散，导致氧气传递的减慢，Tana— 

ka等 [】4j观察到，细胞密度为20gl 时，气动 

式反应器的非搅拌区域会不断增加，但对于搅 

幸f：式反应器，即使在这些高生物量 的 浓 度 永 

平，也能够得以充分的搅动。很明显，如果不 

{等虑切变力是细胞培养的一个限制因子的话， 

在 高细胞密度下，搅拌式生物反应器的氧气供 

应能力要优越于气动式生物反器。 

四 生物反应器的设计和放大 

在过去的三十年里，人们采用了各种不同 

类型的生物反应器，如机械搅 拌 式 (Stirred 

tar．k reactor)、气泡柱式(Air babble column 

reactor)、气升式 (Ai r 1ift reactor)、膜 

式 (Membrane reactor)反应器等 [8)来 培 

养植物细胞。不论是哪种生物反应器，都希望 

细胞能迅速生长，且 台成次级代谢产物达到最 

佳状态，这也是适合于植物细胞大量培养生钫 

反应器设计和放大的总原则。 

早期使用的生物反应器大多数是根据微生 

物的培养系统而设计的。对微生物来说，反应 

器的设计总偏向于提高切变力和氧 的 传 递 速 

率。由于植物细胞与微生物细胞差别较大，一 

般地说，植物细胞的耐切变能力较弱，生物活 

性和代谢活动也较低，因而对氧的要求也低。 

对某一细胞系，其大量培养较台适的生物反应 

器的选择，主要依靠于细胞的切变力耐受性， 

多数植物细胞能够成功地在气动式反应器中生 

长，主要是由于该设备具有较低切变力的流体 

动力学特性。 

关于 植 物 细 胞 切 变 力 耐 受 性 研 究， 

Scragg等 Q5 3采用搅拌式反应器比较 了 长 春 

花、向 日葵 (Helianth“s us) 、 苦 术 

(Pierasma guassiodes)细胞，切变速率 保 

持在73—167S一 (搅拌速度为440-1000rpm)， 

经 5小 时后 ，观察到有20—30 的细胞被破坏 

Hooker等 [163研究了切变速率列烟草细 胞 生 

括力的影响，切变速率 保 持 在298S (对 应 

200rpm)以下，对培养细胞生活率没有不利 的 

影响，高切变速率 (598—1193S )能明显地 争 

低细胞的生活力，且降低程度随切变率的增加 

而增加，转速为800rpm (达最高切变速率)， 

124~~后，细胞生活力不到原来的10％，处于静 

止相的细胞，由于体积较大，对 切变力的敏感 

性也大。不同的细胞系，其切变力的耐受性是 

不相同的，如烟草、长春花、胡萝 h(Do“c“ 

carota)等，转速150—200rpm也见不到细胞解 
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体的现象 。而柘树的培养细胞 [I4]，叶轮转速 

仅60rpmT也会解体，由于搅拌不足，在培养 

过程中不得不增加空气流 速 (达1．5vvm)o 

其 它对切变力较敏感的细胞系 有 甜 菜 (Beta 
，vulgarls) 雷公藤．<Triptergi"m ∞ Idorl1) 

西洋参 (ponax quUnque／olium) [17)等。 

因此，我们应根据细胞抗切变能力的不同设计 

出不同类型的生物反应器 

对于机械搅拌式生物反应器，其叶轮 (搅 

：拌器)的结构和类型也直接影响其应用性。如 

长春花细胞，涡轮状叶轮转；~ 128rpm也会导 

致细胞的解体，而采用平叶轮搅拌器，即使转速 

达到200rpm，也不会导致细胞的 解 体 (183。 

采 角烟草细胞，培养的结果也十分相似，采用 

填轮状叶轮不得不在50rpm以下操作，而平 叶 

轮在150rpm下，细胞也不会破 裂 [19]。有 人 

发现，采甩螺旋状叶轮搅 拌 器 (Spiral type 

impeller)效果更好，已经在植物细胞培养 应 

用中取得了很大的成功(5．20]。近年来，有人把 

切 变力耐受性作为细胞系筛选的一项指标。以 

上 表明，设计合理的搅拌装置，会使搅拌式反 

直器培养植物细胞的应用更为广泛。 

在生物反应器设计方面，大多数研究主要 

着 重于反应器的构造与植物细胞生 长 的 关 系 

上，很少有关于反应器构造如何有利于次级代 

谢 物生产的报道。Waguer~Vogelman培养鸡 

跟藤( orinda eilri／ n)细胞以生产蒽醌， 

首 先进行了不同类型的生物反应器与次级代谢 

物 生产之阈的研究 i9]，他们采用的反应 器 有 

翔 种。平叶轮搅拌式、圆盘状叶 轮 搅 拌 式 、 

嚣aplan内循环气升式 、普通内循环气升 式 反 

茁器。蒽醌产量与产率在气升式反 应 器 中最 

高，高产率和产量是因为气升式反应器能够在 

砥 切变力条件下，保持静止期老化细施的生活 

力。Alfermann等∞l：发现，毛地黄 <Digit~ls 

tanata)细胞在搅拌式反应器中不能进 行B一甲 

基毛地黄毒甙 (~-methyIdigitoxin)向地高辛 

(digoxin)的生物转化，而在气升式反 器 中 

却可以畈_手lJ进行，但搅拌式反应器对生物量的 

积 累会更有利，细胞培养物产量比气 升 式 高 

40 。彩叶紫苏 (Coleus 6lume1)生产迷迭香 

酸的研究也取得了类似绚结果[龆]。 

要大规模工业化生产次级代谢产物，生物 

反应器的比j璧f放大越来越显得重要了 放大日 

标是在太规模培养中能够获得小规模条件 髓 

产物产率，伍放大过程中，常常由于将理和化 

学条件的改变商引超产物产率的棒低。·由于袋 

养体税加大，培养液愈难接近其理想的l蔬体穰 

型，整个体系实l际上是非均相的，反应器内沿 

轴向、径向都会有浓度分布、反应时间分布以 

及温度分布等， -如果我们对遗 些分布规律不 

解，就无珐知道实际的生物转化速率，也就谈 

不上生物反应器的设计和放大。 

SehieI等[23】用平叶轮搅拌反应器来 培 养 

长春花细胞，，规模从25L、70L、300L、500L 

750L直至放大到500,OL，结果发现，：放大进程 

中细胞生长并宋减慢，但次级产物产率却璃蓝 

减步了。截生物细胞堵养中，通常 以相 同l饷 

kLa值为依据进行规模放大，植 物 纲 胞 培养 

中，腺考虑kLa外还应考虑合适 的搅 拌 强赛 

(切变速率)等。总之，生铸反应嚣晌放大， 

要求植物细胞培养专家和机械工程舜似盏持密 

切的合诈，充分了解失型反应嚣肉流体流氆～ 

传热 传质摸垫。进荇大量的冷模 和 热{辏：实 

验，使得植物细胞大量培养工业和蔼韭化生 

次级声物蔓为广泛和实用。 。 。 s 

五、大量培养系统 

植物细胞培养系坑一般可特为批式培彝系 

统、连绥亿培养系统以及固榍化播势霜麓辱．． 

根据不同培养物 物合成动力 两域选择幂商 

的培养系统， 获得最大产率。 

1．批式培养系统。 出于植物次缓 f譬谢 

物的合成是与细胞生长和分裂联系在一起的。 

早期细胞大量培养系统多为批式培养 (即成批 

培养)，由于批武培养常常是 夺铩 者 韵 折 

衷，要求细庭担长和鼬生产物产率疆得最麦酿 

成功，事实上邀两个指标是银难孵 旮 整 越 

的。．后来逐步发展成为饲喂批式和多步批式培 

养系统。通过补加生长限制物质控瓤生长遗睾 
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或需要添加直接或问接的前体时，可采用饲喂 

批式培养 以提高产率。Schiel等[24]采 用 批 式 

培养方法培养烟草细胞以生产内桂酰胺的过程 

中补加磷，使内桂酰胺的产率为400mg／L，面 

对照产率仅为160mg／L。当细胞生长和扶级产 

物合戚所需培养基不同时，常常采用两步或多 

步成批培养。第一步是采用生长培养基，迅速 

进行生物量的生产，第二步采用生产培养基， 

怩进产物的合 成。如 紫草 (Lithos perraum 

erythrorhizon)细胞培养 以 生 产 紫 草 宁 色 

素[25j、烟草细胞培养以生产香烟[26)、彩叶紫苏 

细胞培养以生产迷迭香酸[22]等均基于两 步 培 

养工艺。 

2．崖续培养系统 连续培养中细 胞 能 

在较恒定条件下生长，能连续地提供生物量， 

徂连续化培养不太合适于次级代谢物的合成。 

Tal等报道(27 ，三角叶薯蓣 (Dl'oscoYeo deI— 

lcqdea)在低稀释速率下进 行恒 化 培 养 时， 

仅产 生 少 量 的 薯 蓣 皂 甙 配 基。Reinhard 

和A1fermann(2&"综合了连续培养和批式培 养 

系统，先将毛地黄细胞在气升式反应器中连续 

化靖养，然后培养物移入男一批式气升式反应 

器孛 成功地进行了B一甲基毛地黄毒甙向地高 

辛的生物转化。由于连续化培养系统要求的工 

艺更为复杂， 目前还难于放大。 

3．固相化培养系统 同相化培养 系 统仅 

适合于产物分泌到 细胞外的情 形。人 们 已 采 

用多种固相办法[29)，如胶粒固定、网格 和 泡 

辣固定、中空纤雏固定以及细胞表面固定等。 

由于槛翻细胞的次级产物大多存在于液泡内， 

但为了使固相化培养得到更为广泛的应用，A 

们正在寻找促进产物释放的有效途径，如采用 

电刺激法、化学试荆法等。 

六、展望 
’ 由于次级代谢物常常是多基因产物，是多 

步酶促合戚的结果，因此在今后的几年，运用 

基因工程手段让细菌生产次级代谢产 物 的设 

想 似乎不大可能实现，次级代谢产物分子量 

虽较低，但结构复杂，给人工合成 带 来 了 困 
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难，且产率低。因此，植物细胞大量培养有其孵 

显的工业；f巳应用潜力，它与栽培相比有许多优 

点：30 ，其商业化规模的成功，主要依靠它与现 

存工艺生产成本的比较，以及它是否在工业但 

生产中有其优越性。可以预料，随着纽胞大量 

培养工艺学研究的探入，会有更多更适合干植 

物细胞大量培养的生物反应器、培葬系统授凡 

工业化生产． ‘ 
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