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国槐槐角种胚细胞悬浮培养的动力学研究

陈红贤! 于笑笑! 王晨阳! 张 敏! 刘忠华

!北京林业大学 生物科学与技术学院" 北京
5,,,./

#

摘要! 对国槐
6"7*"$& ,&7"%-8&

槐角种胚细胞悬浮培养的动力学进行研究! 在优化细胞接种量的基础上! 分析测定

培养周期内不同培养阶段的槐角细胞生长和培养基中碳源% 氮源% 磷源的消耗! 以及细胞的鲜质量% 干质量和黄

酮产量的变化! 从而了解细胞生长% 营养消耗与次生代谢产物积累的基本规律! 为建立结构化动力学模型奠定基

础& 结果表明$

!

初始接种量为
6,-,,, 7

'

8

$5时! 最利于细胞的培养(

"

细胞的培养周期约为
#% (

! 经过
#% (

的培

养! 生物量和黄酮的产量达到最高! 分别为
'-%// 7

'

8

$5和
4/-4"" 97

'

8

$5

! 对细胞比生长速率和黄酮比合成速率进

行分析! 得出黄酮的积累和细胞的生长为部分生长偶联型! 在
"%5# (

呈负相关!

5#%// (

呈正相关(

#

基质中的碳

源% 氮源% 磷源都是在
,:" (

被迅速消耗! 到
!$ (

时消耗量达到总量的
.,-,,;

以上& 在氮源的吸收上! 铵态氮

"

<=

6

>

)先于硝态氮"

<?

/

$

)的吸收& 碳源% 氮源% 磷源的消耗与细胞生长和产物的积累密切相关& 图
5,

参
#4

关键词! 植物学( 国槐槐角种胚( 悬浮细胞( 黄酮( 动力学( 基质营养物质

中图分类号!

@%5.-/

(

A'6#

文献标志码!

B

文章编号!

$,'4#,%4"

"

$,!"

)

,$#,$%$#,.

C*3DE*F2 )G 6"7*"$& ,&7"%-8& D9HIJ) FDKK2 *3 L 2M2ND32*)3 FMKEMID 2J2ED9

O=P< =)37Q*L3R ST U*L)Q*L)R VB<W OXD3JL37R Y=B<W Z*3R 8[T YX)37XML

!

O)KKD7D )G \*)K)7*FLK @F*D3FD2 L3( ]DFX3)K)7JR \D*1*37 ^)ID2EIJ T3*_DI2*EJR \D*1*37 5,,,./R OX*3L

$

!"#$%&'$( \L2D( )3 EXD D2ELHK*2XD( FDKK 2M2ND32*)3 FMKEMID 2J2ED9 )G 6"7*"$& ,&7"%-8& D9HIJ)2R *E2 `*3DE*F2

aL2 *3_D2E*7LED(- ]XD 2M2ND32*)3 FDKK 2J2ED9 )G 69 ,&7"%-8& D9HIJ)2 *3GKMD3FD( HJ *3)FMKM9 2*bD aL2 2EM(*D(

a*EX L3LKJ2*2 (MI*37 FDKK FMKEMID )G `*3DE*F NLIL9DEDI2R 2MFX L2 FDKK 7I)aEXc F)32M9NE*)3 )G OR <R L3( dc L2 aDKK

L2 FXL37D2 *3 FDKK GID2X aD*7XER (IJ aD*7XER L3( GKL_)3)*( NI)(MFE*)3 LE _LI*)M2 2EL7D2 *3 EXD FMKEMID NI)FD(MID-

eD2MKE2 ID_DLKD( EXLE-

%

5

$

EXD NIDGDILHKD *3)FMKM9 2*bD G)I 2M2ND32*)3 FDKK NI)K*GDILE*)3 aL2 6,-,,, 7

&

8

&5

-

!

$

$

]XD FDKK 2M2ND32*)3 FMKEMID FJFKD KL2ED( LH)ME $% ( a*EX 9LQ*9M9 H*)9L22 *3 (IJ aD*7XE IDLFX*37 '-%// 7

&

8

&5

L3( GKL_)3)*( NI)(MFE*)3 LEEL*3*37 4/-4"" 97

&

8

&5

- ^KL_)3)*( NI)(MFE*)3 aL2 2D9*#L22)F*LED( a*EX FDKK 7I)aEX )G

EXD :9 ,&7"%-8& D9HIJ) HD*37 3D7LE*_DKJ IDKLED( GI)9 "&5$ ( L3( N)2*E*_DKJ IDKLED( GI)9 5$&// (-

!

/

$

^I)9 ,&

" ( 2M7LIR <R L3( NX)2NXLED aDID LH2)IHD( fM*F`KJc LGEDI 5# ( EXDJ aDID 9)ID EXL3 .,; LH2)IHD(- BK2)R <=

6

>

aL2 ME*K*bD( GL2EDI EXL3 <?

/

&

- ]XM2R NI)K*GDILE*)3 L3( GKL_)3)*( NI)(MFE*)3 )G :9 ,&7"%-8& D9HIJ) FDKK2 aL2

FK)2DKJ IDKLED( E) EXD F)32M9NE*)3 )G 2M7LIR <R L3( NX)2NXLED- ]X*2 ID2DLIFX F)MK( NI)_*(D IDGDID3FD2 G)I EXD

2FLKD#MN FMKEMID )G :9 ,&7"%-8& D9HIJ)2 FDKK HJ H*)IDLFE)I-

'

OXR 5, G*7- #4 IDG-

(

)*+ ,-%.#( H)EL3Jc :"7*"$& ,&7"%-8& D9HIJ)c 2M2ND32*)3 FDKKc GKL_)3)*(2c `*3DE*F2c 9LEI*Q 3MEI*D3E

国槐
:"7*"$& ,&7"%-8&

属于豆科
8D7M9*3)2LD

槐属
:"7*"$&

植物" 主要分布在中国北部) 其果实即槐

角" 槐角中含有大量黄酮类物质" 黄酮类化合物是一类在自然界广泛分布的多酚类物质" 又称为黄酮

体* 黄碱素和类黄酮'
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) 研究表明'
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抗衰老! 抗疲劳! 抗菌抑菌和调节免疫! 防治血管硬化! 降血糖降血脂血清胆固醇等功能" 另外# 随着

食品工业的发展与消费观念的改变# 天然活性成分的保健食品成为现代人追逐的目标# 其中黄酮类化合

物以纯天然! 高活性! 见效快! 作用广泛等特点日益受到人们的关注$

#

%

" 目前# 关于大豆异黄酮的研究

报道较多# 其相关食品和保健品也逐步投入市场# 但其提取受大豆油脂和蛋白质的影响# 工艺复杂# 成

本偏高& 另一方面# 槐角中富含黄酮类化合物# 其质量分数大于
"$$ %

'

&%

!'

$

(

%

# 远远高于大豆中黄酮化

合物的质量分数(约为
("()*+, -%

'

&%

!'

$

,

%

)# 因此# 用槐角代替大豆来生产黄酮化合物更有价值" 槐角黄

酮类化合物主要包括槐角苷! 染料木素! 染料木苷! 槐属双苷等$

.!+

%

# 而槐角苷是槐角黄酮的主要成分#

占总提取物的
"./*0

和总生药的
"/"0

$

*

%

" 目前# 获取这些具有极高药用价值的黄酮产物# 通常是从槐角

中直接提取# 而槐角资源的缺乏限制了黄酮作为新型药剂的推广" 植物细胞悬浮培养技术因为能在人工

条件下合成这些天然产物# 解决了资源缺乏这一难题# 对大规模商业化生产黄酮化合物具有重大的现实

意义" 利用该技术从国槐中获得黄酮化合物的研究国内外文献报道较少# 因此# 笔者对国槐的细胞培养

技术进行了研究" 经过前期的研究# 本课题组已经成功诱导出槐角种胚愈伤组织# 筛选出最佳固体和液

体培养基# 获得了稳定的悬浮细胞系# 并检测出黄酮类化合物可以在愈伤组织中积累$

1$

%

" 愈伤组织中黄

酮的积累与初始接种量! 细胞生长! 基质中营养物质的含量等因素存在密切关系# 解析此关系将为细胞

由摇瓶培养放大到生物反应器培养提供重要的技术参数和理论依据" 生物反应器培养技术是细胞培养生

产次级代谢产物# 实现大规模工业化生产的关键技术之一$

11

%

# 因此# 本研究在槐角种胚细胞悬浮培养过

程中研究了细胞的生长! 黄酮的合成以及主要营养物质的消耗# 以便了解细胞在悬浮培养过程中的生长

规律及动态变化# 为提高黄酮的产量及细胞大规模培养提供理论依据"

1

材料与方法

!"!

材料

国槐槐角愈伤组织来自国槐种胚的诱导$

1"

%

# 筛选生长快! 分散性好的槐角愈伤组织# 将其在
2(

固

体培养基上继代
(

次以上# 获得稳定的愈伤组织后将其转接到
2(

液体培养基中# 在液体培养基中进行

悬浮培养" 通过不断选择获得分散性较好的细胞悬浮物# 继代
,

次后转接到新的培养基中# 建立稳定的

悬浮细胞系"

!"#

培养条件

固体培养基为*

2( 3 1/$$ -%

'

4

!1

"5#"6 3 $/"$ -%

'

4

!1

,"27

# 蔗糖质量分数为
!$8

# 琼脂质量分数

为
,0

# 灭菌前
9: ,/,$

& 液体培养基为
2( ; "/<< -%

'

4

!1

"5#"6 ; </(< -%

'

4

!1

,"27 ; </<( -%

'

4

!1 萘乙酸

(

=77

)# 蔗糖质量分数为
!<0

# 灭菌前
9: ,/1.

$

1"!1!

%

" 培养基均以
1"1 #

高压灭菌
!< ->?

" 该悬浮体系

在温度为
"( #

# 转速为
''< @

'

->?

!'的摇床上全程暗培养#

"( A

继代
'

次"

!"$

不同接种量对悬浮细胞的处理

将获得的分散性好且同步生长的细胞以
"</<<

#

!</<<

#

#</<<

#

(</<<

#

,</<< %

'

4

!'作为初始接种量#

接种到装液量为
(</< -4 2(

液体培养基的
'<</< -4

三角瓶中培养#

", A

后收获# 以收获时细胞的鲜质

量# 干质量和黄酮含量为依据# 选择最佳接种量"

!"%

分析测定方法

'/#/'

细胞生物量和生长曲线的测定 以最佳接种量接种悬浮细胞到含
(</< -4 2(

液体培养基的
'<</<

-4

三角瓶中# 自接种之日起隔
! A

测定
'

次细胞的生物量* 取出摇瓶# 用纱布过滤
"

次后收集细胞#

滤液保存到干净的无菌瓶中备用" 细胞用去离子水冲洗
!

次后用滤纸吸干至接种时的状态# 测其鲜质量

(

%

)# 然后将材料放入烘箱中
.< #

恒温烘干
'< B

至恒量# 测其干质量(

%

)# 重复
!

次'测定!1

# 绘制细胞

的生长曲线"

1/#/"

黄酮质量分数的测定
!

标准品的处理" 黄酮类化合物质量分数的测定采用紫外分光光度法$

1"

%

#

槐角苷为标准品#

",1/( ?-

处测定吸光度
!

(

"

)# 以吸光度为横坐标# 槐角苷浓度为纵坐标绘制标准曲

线# 标准曲线方程为*

" C +/$*$ (# ; $/$*$ (

(

$

"

C$/**+ *

)"

#

样品吸光度的测定" 将烘干后的愈伤组织

研磨# 过
+$

目筛# 备用" 称取
$/1$ %

粉末# 加
#/$ -4

体积分数为
.$8

乙醇# 室温下超声提取
#$ ->?

"

提取后离心# 取上清液稀释
!$

倍后测定其在
",1/( ?-

处的吸光度# 重复
!

次'测定!1

" 总黄酮的质量分
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数
'(

!

(

!#

"

!

#以槐角苷计$ 计算公式如下%

! ) *""#+# &&&$

& 黄酮的产量"

'(

!

,

!#

#

) !&! "

干质量& 其中%

%

为稀释后的提取液中槐角苷的质量浓度"

'(

!

,

-.

#$

&

为所提取槐角苷溶液的体积"

',

#$

$

为精确称取

的供试材料的质量"

(

#$

!

为计算出的黄酮的质量分数"

'(

!

(

!#

#&

#/%0*

生长速率和比生长速率的计算 生长速率是用来确定培养物或生物生长速度的量度& 细胞培养过

程中大多数细胞都有指数生长期$ 在连续培养过程中指数生长期可能变成很长的时期& 对于此类细胞培

养$ 可以用生长速率
!

!

#1'+1(!!'+!(

表示单位时间细胞数量的增加' 用比生长速率
"

!

##+'

!

1'+1(!#+

'

!

!'+!(

表示单位质量的细胞在单位时间内所增加的细胞质量$ 其中
'

是细胞量$

(

是时间& 细胞的生

长速率可看做是绝对生长速度$ 比生长速率可看成是相对生长速度& 同理$ 黄酮的合成速率为
!

)

#1*+

1(!!*+!(

和比合成速率为
"

*

##+'

!

1*+1(!#+'

!

!*+!(

$ 其中
'

是细胞量$

*

是黄酮产量$

(

是时间& 细胞

悬浮培养过程中产物积累和细胞生长之间的关系可表述为产物比合成速率和细胞比生长速率之间的关

系
2 "

*

##"

!

$$

$

%

为与生长相关的产物生成系数$

&

为与生长非相关的产物生成系数&

.0%0%

基质中营养物质的测定 收集摇瓶中的培养液$ 碳源含量的测定采用蒽酮试剂法测定(

.%

)

' 硝酸盐

采用水杨酸比色法测定(

.3

)

' 铵根离子采用水杨酸
%

次氯酸盐光度法测定' 磷酸根采用钼蓝比色法测定(

.$

)

&

!

结果与分析

!"#

接种量对槐角细胞培养的影响

!0.0.

接种量对细胞生长鲜质量的影响 由图
.

可知% 在一定范围内$ 随着细胞接种量的增加$ 收获时

细胞的鲜质量逐渐增加$ 在接种量为
%&0&&

$

3&0&&

$

$&0&& (

!

,

!.时$ 收获时细胞鲜质量较大$

3&0&& (

!

,

!.

时最大为
%0$4 (

$ 接种量为
$&0&& (

!

,

!. 时$ 鲜质量开始下降& 对其进行显著性分析发现接种量为

%&0&&

$

3&0&&

$

$&0&& (

!

,

!.时细胞鲜质量显著大于接种量为
!&0&&

$

*&0&& (

!

,

!.

$ 而
%&0&&

$

3&0&&

$

$&0&&

(

!

,

!.之间差异并不显著& 但是$ 细胞鲜质量的增长倍数并没有随着接种量的增大而增加$ 当接种量为

%&0&& (

!

,

!.时$ 细胞鲜质量增长倍数达到最大的
!0.*

倍$ 接种量为
3&0&& (

!

,

!.时$ 细胞鲜质量增长倍

数也达到
.045

倍& 而当接种量为
$&0&& (

!

,

!.时$ 细胞鲜质量增长倍数反而下降$ 为
.0%6

倍& 为了以较

小的接种量获得较大的生物量$ 使接种细胞达到最大的利用率$

%&0&&

$

3&0&& (

!

,

!#的接种量为最佳接

种量&

!0#0!

接种量对细胞生长干质量的影响 分析图
!

可知% 在一定范围内$ 随着细胞接种量的增加$ 收获

时细胞的干质量逐渐增加$ 在接种量为
$&0&& (

!

,

!#时$ 收获时细胞干质量达到最大值$ 为
&0!4 (

& 然

后$ 对其干质量进行显著性分析$ 发现当接种量为
3&0&&

$

$&0&& (

!

,

!#时$ 其干质量显著高于接种量为

!&0&&

$

*&0&& (

!

,

!#

' 接种量为
%&0&& (

!

,

!# 时$ 干质量显著高于接种量为
!&0&& (

!

,

!#

' 但是接种量为

%&0&&

$

3&0&&

$

$&0&& (

!

,

!#时$ 其干质量无显著性差异& 综合考虑$ 为了使接种细胞达到最大的利用率$

%&0&&

$

3&0&& (

!

,

!#的接种量较好&

!0#0*

接种量对细胞黄酮质量分数的影响 由图
*

可以知道% 接种量不同$ 最后的黄酮化合物质量分数

不同$ 接种量为
*&0&& (

!

,

!#时$ 黄酮化合物质量分数最高$ 为
60*3 '(

!

(

!#

& 对它进行方差分析得出$ 接

种量为
!&0&&

$

*&0&&

$

%&0&& (

!

,

!# 时 $ 黄酮化合物质量分数较高 $ 无显著性差异 ' 而接种量为

3&0&&

$

$&0&& (

!

,

!#时$ 黄酮质量分数降低$ 且显著低于接种量为
!&0&&

$

*&0&&

$

%&0&& (

!

,

!#

& 所以$ 从

黄酮质量分数来说$ 接种量为
!&0&&

$

*&0&&

$

%&0&& (

!

,

!#较好& 综合以上
*

个方面$ 选择接种量为
%&0&&

(

!

,

!#

$ 收获生物量和黄酮化合物质量分数都较高&

!"!

槐角细胞悬浮培养过程中细胞生长和黄酮积累的动力学分析

!0!0#

细胞生长曲线和黄酮化合物合成曲线 测定细胞的干质量和黄酮的产量$ 绘制生长和合成曲线$

如图
%

& 槐角细胞悬浮培养的周期约为
!5 1

$ 在
#

个培养周期内细胞分为延滞期* 对数生长期* 稳定期

和衰亡期&

&7$ 1

这一阶段$ 细胞处于延滞期$ 生长缓慢$ 原因可能是细胞在继代过程中转入新的培养

液中时$ 新培养基中的渗透压较高$ 盐浓度也较高$ 而悬浮细胞不能迅速适应$ 所以此时次生代谢产物

含量会比较高'

$7!5 1

为细胞快速生长期$ 细胞生长迅速$

!5 1

细胞干质量达到最大
605** (

!

,

!#

'

!5 1

以后$ 细胞进入稳定期& 稳定期较短$ 很快进入衰亡期$ 生物量逐渐下降$ 细胞开始死亡& 在
$7!5 1

这个时期黄酮化合物的产量随着细胞干质量的增加也不断升高$

!5 1

达到最大
3*03$$ '(

!

,

!#

&

!5%
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图
#

不同接种量对细胞鲜质量

的影响

$%&'() # *++),- .+ /%++)()0- %0.,'1'2 3%4)

.0 ,)11 5)- 5)%&6-

图
"

不同接种量对细胞干质

量的影响

$%&'() " *++),- .+ /%++)()0- %0.,'1'2

3%4) .0 ,)11 /(7 5)%&6-

图
!

不同接种量对黄酮质量

分数的影响

$%&'() ! *++),- .+ /%++)()0- %0.,'1'2

3%4) .0 +189.0.%/3 ,.0-)0-

":":"

细胞比生长速率和黄酮比合成速率 国槐槐角细胞悬浮培养过程中生长速率和比生长速率如图
;

所示! 由图
;

可知" 在
#

个培养周期内国槐槐角细胞的生长速率和比生长速率变化趋势相同#

<=> /

细

胞的生长速率和比生长速率较低$ 到对数生长期# 生长速率和比生长速率有
"

个峰值# 从第
>

天开始#

生长速率和比生长速率迅速增加#

#" /

时达到第
#

个峰值# 生长速率和比生长速率分别为
<:!;> &

%

?

!#

&

/

!#和
<:<>@ /

!#

' 然后在
#; /

生长速率和比生长速率有所下降' 之后又开始逐渐上升' 在
"A /

时上升到

第
"

个高峰' 生长速率和比生长速率分别为
<:!@B &

&

?

!#

&

/

!#和
<:<AA /

!#

' 之后生长速率和比生长速率则

迅速下降(

图
A

细胞生长和黄酮化合物合成曲线

$%&'() A C(.5-6 ,'(9)3 .+ !"#$"%& '&#"()*+ )2D(7. ,811'3

80/ +189.0.%/3 E(./',-%.0

图
;

细胞生长速率和比生长速率

$%&'() ; F7082%, ,680&)3 .+ ,)11 &(.5-6 (8-) 80/ 3E),%+%,

&(.5-6 (8-)

国槐槐角细胞悬浮培养过程中黄酮的合成速率和比合成速率如图
>

所示( 分析图
>

可知" 黄酮化合

物的合成速率与比合成速率的变化趋势与细胞生长规律不完全一致( 在细胞生长较快的第
>=#"

天' 黄

酮合成速率和比合成速率反而呈下降趋势' 可能是因为细胞经过延缓期适应了培养基的环境' 次生代谢

产物生成减少甚至不合成( 在细胞生长最快的第
#"

天黄酮合成速率和比合成速率达到最低点' 合成速

率和比合成速率为
<:!;B 2&

&

?

!#

&

/

!#和
<:<>@ " #<

!!

/

!#

( 而在
#; /

之后黄酮合成速率和比合成速率和细

胞生长规律比较相似' 逐渐上升' 可能是因为细胞迅速生长' 基数增大' 次生代谢产物合成逐渐增加'

黄酮合成速率和比合成速率也逐渐增大' 在
"A /

达到最高值' 分别为
#:>>" 2&

&

?

!#

&

/

!#和
<:#G""#<

!!

/

!#

'

之后迅速下降(

":":!

细胞生长和黄酮化合物积累的关系 由图
;

和图
>

可知" 细胞的比生长速率和黄酮化合物的比合

成速率变化规律不完全相同' 可以分为
"

个时期" 第
#

个时期为
>=#" /

)图
@8

*' 第
"

个时期为
#"=!! /

)图
@D

*( 图
@8

表明" 在
>=#" /

黄酮的比合成速率)

!

#

*随着槐角细胞比生长速率)

!

,

*的增加而减少' 在

此期间它们之间关系可以用以下公式表示"

!

#

#!#<:>!! <!

,

$<:@A! ;

)

-

"

#<:@G> G

*( 从式可知" 黄酮的积

陈红贤等" 国槐槐角种胚细胞悬浮培养的动力学研究
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累和槐角细胞的生长呈负相关! 图
'(

表明" 在
#!)** +

黄酮的比合成速率#

!

!

$随着槐角细胞比生长速

率#

!

"

$的增加而增加% 在此期间它们之间关系可以用以下公式表示"

!

!

!*,&*! *!

"

"&,&!! #

#

#

!

!&,-." /

$&

从式可知" 黄酮的积累和槐角细胞的生长呈正相关&

图
$

黄酮合成速率和比合成速率

012345 $ 6789:1; ;<9825= >? ?@9A>8>1+= =78B<5=1=

49B5 98+ =C5;1?1; =78B<5=1= 49B5

图
'

产物比合成速率和细胞比生长速率的关系

012345 ' D5@9B1>8=<1C (5BE558 ?@9A>8>1+= =C5;1?1; =78B<5=1= 49B5 98+ ;5@@ =C5;1?1;

24>EB< 49B5 >? $%!&%'( )(!%*+,( 5:(47> 18 =3=C58=1>8 ;3@B345

!"#

槐角细胞悬浮培养过程中对营养物质消耗的动态变化

!,*,F

碳源的消耗 碳源在国槐槐角细胞悬浮培养过程中的动态变化如图
/

所示& 在
&)$ +

消耗迅速%

$ +

时已经消耗了总糖的
$/,*/G

% 为细胞快速增长做好了准备%

F! +

时消耗达
/",""G

%

F! +

以后糖的

消耗量减少% 但质量浓度继续下降% 细胞迅速生长&

** +

糖的质量浓度为
F,/"* 2

'

H

#F

% 整个过程共消耗

了总糖的
-*,""G

!

!,*,!

氮源的消耗 槐角细胞悬浮培养液中的硝态氮和铵态氮质量浓度的动态变化如图
-

所示! 铵态氮

和硝态氮的消耗并不同步% 在
")$ +

铵态氮被迅速利用%

$ +

已消耗
/!,*'G

% 而硝态氮消耗量较低% 为

FF,./G

!

$ +

之后铵态氮质量浓度较低时% 硝态氮质量浓度迅速下降%

F! +

时消耗达
-.,''G

% 基质中的

大部分氮源被消耗% 而此时细胞生长速率达到第
F

个高峰% 与氮源的消耗相符合% 但是铵态氮的吸收先

于硝态氮!

F! +

之后铵态氮和硝态氮继续小幅下降% 细胞不断生长! 基质中硝态氮和铵态氮分别在
F/

+

和
!' +

基本消耗殆尽% 细胞生长达到最大值! 因此% 可以推断% 氮素是影响国槐种胚细胞增殖的一个

重要原因!

!,*,*

磷源的消耗 当把细胞接种到新的培养基后(图
F"

$% 细胞开始大量吸收磷酸根离子& 在迟滞期

")$ +

内消耗了
/",'/G

的磷% 进入快速生长期以后%

$)F! +

磷的消耗量还是较大% 第
F! +

磷的消耗量

达
-!,-$G

% 细胞生长速率也达到最大& 之后磷消耗量逐渐减少% 到
!% +

时磷已经被消耗殆尽% 细胞生

长速率开始下降% 可见磷源的含量与细胞悬浮培养密切相关&

!,*,%

基质中营养物质的消耗与细胞生长! 黄酮积累的关系 由图
/)F"

可知" 细胞对基质中的碳源)

氮源) 磷源的消耗过程大体相似! 分析细胞培养过程中营养物质的动态变化与细胞生长和黄酮积累的关

系发现"

")$ +

% 细胞迅速吸收营养物质% 营养物质消耗量最大% 质量浓度迅速下降% 但是吸收的营养

物质储存在细胞中为细胞快速生长做准备% 所以细胞生长缓慢% 同时处于此时期的细胞产生次生代谢产

物% 所以细胞的比生长速率较低而黄酮的比合成速率较高*

$)F! +

这些营养物质浓度仍然下降较快%

但幅度较前
$ +

小% 到
F! +

基本消耗量都达到
/",""G

以上% 延滞期营养物质的大量储存和细胞对基质

中营养物质的继续吸收为细胞生长提供了充足的营养物质% 所以
$)F! +

细胞迅速生长% 比生长速率升

高% 在
F! +

达到一个高峰% 同时由于营养物质充分% 足够满足细胞快速生长% 很少甚至不会产生次生

代谢产物% 所以
$)F! +

黄酮的比合成速率下降% 在
F! +

时达到最低点*

F!)F. +

营养物质基本被消耗

掉
/"G

% 所以细胞对基质营养的吸收量迅速下降% 这一变化可能会暂时破坏细胞生长的平衡% 进而产生

一些次生代谢产物% 所以同
F! +

相比细胞比生长速率有所下降% 黄酮比合成速率开始上升*

F.)!% +

在

!'$
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基质营养物质质量浓度较低的情况下细胞主要依靠自身存储的营养物质来供细胞生长! 且自身存储的物

质可以满足细胞的生长进而逐渐恢复稳定! 所以细胞的比生长速率又开始继续上升! 细胞数量迅速增

加! 但是在满足细胞生长的基础上细胞开始对营养物质有所竞争! 加上上一阶段次生代谢产物的产生会

诱导更多的产物合成! 所以黄酮的比合成速率也继续上升!

"# $

比生长速率和比合成速率同时达到最

大! 但是其细胞生长速率小于
%" $

的第
%

个高峰! 可能是因为营养物质不如
%" $

充分"

"# $

之后! 基

质中的营养物质基本被耗尽! 细胞中储存的也被消耗殆尽! 营养物质的严重缺乏导致了细胞的比生长速

率和黄酮的比合成速率迅速下降#

!

结论与讨论

悬浮细胞分裂增殖前需要一个最低的临界密度! 可能是因为$ 细胞分裂启动前! 需要细胞内一种称

为条件因子的物质达到一定的内源水平%

%&

&

# 可通过添加条件培养基或者增加细胞接种量来达到这个内源

水平# 细胞要维持分裂和生长! 其内源代谢物质必须达到一定的阀值! 在高密度细胞群和培养基营养充

足的情况下! 易于达到这个阀值%

%'

&

# 如果接种量太低! 则细胞悬浮液质量浓度过低! 使得细胞间的物质

交换不充分! 不利于细胞的生长" 细胞悬浮液的质量浓度过高! 使得细胞密度过高! 单个细胞会因营养

吸收不足而死亡! 因此! 对于细胞的悬浮培养! 选择合适的接种量至关重要%

%(

&

# 将继代培养后同步化生

长的悬浮细胞以不同接种量接种于新鲜液体培养基中! 测定细胞生长和黄酮合成的情况可为大规模细胞

培养的研究奠定基础# 本研究得出槐角种胚细胞悬浮培养的最佳接种量为
#)*)) +

'

,

!%

! 过低或过高都不

利于细胞的生长和次生代谢产物的积累#

-./.01

%

")

&等曾报道过低接种量会严重抑制细胞的增殖! 与本研

究结果一致#

槐角细胞悬浮培养的周期约为
"& $

! 在一个培养周期内细胞分为延滞期( 快速生长期( 稳定期和衰

亡期)

)23 $

为延滞期!

32"& $

为快速生长期!

"& $

以后! 细胞进入稳定期! 稳定期较短! 此后很快进

入衰亡期* 经过
"& $

的培养! 生物量和黄酮的产量均达到最高* 分析槐角细胞生长与黄酮积累的动力

学关系! 在
32%" $

黄酮的比生成速率+

!

!

,随着槐角细胞比生长速率+

!

"

,的增加而减少! 黄酮的积累和槐

角细胞的生长呈负相关" 而在
%"2!! $

黄酮的比生成速率+

!

!

,随着槐角细胞比生长速率+

!

"

,的增加而增

加! 黄酮的积累和槐角细胞的生长呈正相关* 因此! 国槐槐角细胞生长和黄酮积累为部分生长偶联型*

悬浮培养过程中! 细胞主要靠基质中的营养物质来满足自身的生长和产物的合成* 其中碳源主要由

蔗糖提供! 在细胞培养中糖类具有重要作用! 既为细胞生长提供能量! 也为初级- 次级代谢物合成提供

碳支架! 同时对渗透压的调节有重要作用%

%%

&

" 硝态氮和铵态氮是细胞生长代谢的主要氮来源! 调节培养

基中总氮浓度或改变铵态氮和硝态氮的比例都可显著影响细胞培养过程中细胞的生长和次生代谢物的合

成 %

"%!""

&

" 磷源是植物细胞内重要的营养成分之一 ! 参与核苷酸 ( 脱氧核糖核酸+

456

,( 核糖核酸

图
'

培养过程中碳源的动态消耗

变化

78+9:; ' <=.0+; 1> ?9+.: @10A;0A? 80 A=;

B;$89B $9:80+ A=; @;CC ?9?D;0?810

@9CA9:; @E@C;

图
(

培养过程中氮源的动态消

耗变化

78+9:; ( <=.0+; 1> 08A:1+;0 @10A;0A? 80

A=; B;$89B $9:80+ A=; @;CC

?9?D;0?810 @9CA9:; @E@C;

图
%)

培养过程中磷源的动态

消耗变化

78+9:; %) <=.0+; 1> D=1?D=.A; @10A;0A?

80 A=; B;$89B $9:80+ A=;

@;CC ?9?D;0?810 @9CA9:; @E@C;
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"和蛋白质等的形成# 它的消耗量可以从一个侧面反映出细胞的生长情况$ 因此# 研究这几种营养

物质在培养过程中的动态消耗有重要意义$ 在一个培养周期内# 分析槐角细胞和黄酮的比生长速率与基

质中主要营养成分的变化# 对槐角细胞悬浮培养的生长状况进行较为全面的分析# 发现营养成分的消耗

与细胞增殖和产物积累的各个阶段是吻合的%

&*$ +

# 细胞处在接种初期# 而接种的细胞处于继代培养

后期# 细胞因营养不足而处于一种 &饥饿' 状态# 因此# 当细胞转入新的培养基以后# 必将通过主动吸

收和扩散等途径快速吸收营养物质(

!,

)

# 所以这个时期# 基质中的营养物质迅速下降*

$*!% +

# 随着细胞

的快速生长和黄酮的积累# 基质中的营养物质基本被消耗*

!% +

之后# 基质中营养物质不足# 细胞的增

殖和黄酮的合成速率也都开始下降$ 由此可以推断# 培养液中营养成分的不足限制了细胞的细胞增长和

产物积累# 基质中碳源氮源磷源的含量与细胞增长和产物积累密切相关# 而且铵态氮的吸收先于硝态

氮$ 这与前人的研究(

!%!!-

)

% 在植物细胞生产次生代谢物的过程中# 细胞对培养液营养成分的消耗动态直

接影响细胞的生长和次生代谢物的合成相一致$ 该结果为进一步提高槐角细胞中黄酮的产量提供了营养

成分依据% 可以在国槐种胚细胞培养过程中采用分批添加营养成分的方法来提高黄酮的产量# 如在细胞

培养的
.! +

添加蔗糖+ 硝酸盐#

$ +

时添加铵盐和磷酸盐# 以补充培养基中的营养成分# 保持黄酮化合

物以较高的速率积累$

本研究结果为提高槐角种胚悬浮细胞中黄酮的积累和后续建立结构化动力模型提供了理论依据# 同

时为细胞由摇瓶培养放大到生物反应器培养提供了技术参数$

%
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