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溶氧水平对红豆杉细胞悬浮培养的影响研究
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紫杉醇（5,:’(）是源自红豆杉提取物的一种高度衍生化
的二萜类化合物，临床实验结果表明紫杉醇对于卵巢癌、乳

腺癌、胃肠道癌等具有明显的抗肿瘤活性［!］，因而受到世界

各国的广泛关注，并已被美国食品与药品管理局（9ED）批准
用于卵巢癌与乳腺癌的治疗［#］。到目前为止紫杉醇仍然主

要从树皮中提取，但由于红豆杉生长缓慢，天然资源非常有

限，加快其替代来源的研究势在必行。利用植物细胞悬浮培

养生产紫杉醇作为一种可行的选择，近年来取得了较大的进

展［%，8］。本文研究了摇瓶及#$0F反应器培养过程的溶氧水
平对细胞生长及紫杉醇合成的影响，可以作为红豆杉细胞培

养放大的基础。

! 材料与方法

!)! 细胞株
实验所用的红豆杉细胞来自3+4)&0"#$%$&#&5

!)" 培养基
（<G／F）：30HD$)1，*DD$)1，#，80E$)!，肌醇!$$，水解
乳蛋白!$$，其余同+I培养基［1］。另加蔗糖%$G／F。

!)# 培养条件

!$#$! 摇瓶培养条件：除特别注明外，在%$$<F摇瓶中装
入!1$<F培养基，!#$-／<=A，#1J培养。

!$#$" 反应器培养条件：采用进口全自动#$0F机械搅拌式
反应器，#1J，3$-／<=A培养。培养过程中的溶氧水平（EK
值以溶解氧的百分饱和度表示，L）由反应器通过自动调节
通气量（$M$1"$M8NN<）及搅拌转速（3$"2$-／<=A）实现。

!)% 分析方法

!$%$! 细胞团粒径分布的测定：培养物过!、#、%、8<<不锈
钢筛网，分别测定各个粒径分布的干重（6#）由此计算出各
粒径分布所占的重量百分比（7#）。
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!$%$" 细胞鲜、干重测定：培养物经砂芯漏斗真空抽滤，滤
饼洗涤、抽滤后称其鲜重，再经真空干燥后测干重。

!$%$# 紫杉醇含量的测定：取#$$<G干细胞用8<F甲醇超
声萃取%/（!/O%）。萃取液合并后1$$$-／<=A离心1<=A。
上清液用等体积4P4(%萃取%次，减压蒸干，重新溶于甲醇

中，$M###<滤膜过滤后，用反相PQF4测定紫杉醇含量
［3］。

" 结果与讨论

")! 摇瓶培养过程中溶氧水平对细胞生长及紫杉醇合成的
影响

"$!$! 摇瓶培养过程中细胞生长及紫杉醇合成的动态变
化：细胞经过8R的延迟期后进入对数生长期，并于第!3天
后进入减速生长期。干重于第#$天达到最大（!%M$G／F），以
后逐渐下降。紫杉醇在细胞生长进入减速期后开始合成，第

#8天达到最大，为%M2<G／F。继续延长培养时间，紫杉醇含
量迅速下降，至第%#天时仅为$M7<G／F。与96BB’0*6B’
等［"］的实验结果不同的是，在这里我们观察到紫杉醇的积累

与细胞的生长呈部分相关性，此结果与I-=A=N,S,A等［7］的结
果一致。

图! 摇瓶培养过程中细胞生长及紫杉醇合成动力学
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"$!$" 不同转速下细胞生长及紫杉醇合成：不同转速条件
下培养时，细胞团颗粒大小分布见表!，细胞生长及紫杉醇



积累见表!。
表"显示，粒径为"!!##的细胞占整个细胞的比例较

大，这与植物细胞有成团的趋向有一定关系。随着转速的增

加，细胞团的分布有向小粒径方向移动的趋势，说明转速的

增加使细胞的分散度提高。

表! 不同转速下细胞团粒径分布
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表5 转速对细胞生长及紫杉醇合成的影响
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当转速在61!"91/／#()时细胞生长随着摇瓶转速的增
加而增加，但转速大于"!1/／#()后生物量的变化不大，说明
较高的溶氧水平有利于细胞的生长。近年来关于植物细胞

对剪切力非常敏感的观念有所改变［8］，我们所用的细胞经过

长期的诱导及驯化后其抗剪切能力较强，细胞生长并未因剪

切力增强而受到很大影响。紫杉醇含量在转速为"!1/／#()
时达到最大，为4A1#*／=。继续增大转速紫杉醇含量下降，
至"91/／#()分时仅为"A5#*／=（表!）。由于紫杉醇的积累
主要集中在细胞生长后期（图"），因此紫杉醇含量随转速的
显著变化可能有以下两个原因：

（"）细胞在生长后期时对剪切力较为敏感，过高的剪切
力虽未造成细胞的死亡或破裂，却使细胞的生理状态发生了

变化，阻碍了紫杉醇的合成。不同转速下细胞粒径的变化与

细胞生理状态的关系及对紫杉醇合成的影响有待进一步研

究。

（!）由于细胞在生长后期对氧的需求降低，造成溶氧水
平显著增加，而后期过高的溶氧水平对紫杉醇积累不利。

58!89 改变培养基装量的细胞生长及紫杉醇合成的影响：
在311#=摇瓶中装入51#=培养基，培养"4.后，合并部分
摇瓶，使摇瓶中培养基分别为51、"11、"51#=，其余条件均相

同，再培养"1.后收获细胞，结果（见图!）显示：随着摇瓶中
培养基装量的提高，细胞干重并无明显变化，说明后期供氧

的降低对细胞的生长影响不大，这一点可由第"6天后细胞
开始进入减速生长期得到解释。与生物量的变化不同的是，

增加培养基装量对紫杉醇的产量有明显的促进作用。说明

在细胞生长进入减速期后低供氧量有助于紫杉醇在细胞内

的积累。

图! 摇瓶培养后期培养基装量对细胞生长

及紫杉醇合成的影响
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在摇瓶研究的基础上，我们进行了!1=反应器培养过
程的溶氧水平控制研究。

575 反应器培养过程的溶氧控制

5858! 不同溶氧水平下细胞紫杉醇合成：当;J值大于

!1K时细胞干重显著增加。紫杉醇含量及比紫杉醇含量均
在;J为41K时达到最大，分别为3A6#*／=及1A33#*／*。

;J为61K时紫杉醇含量与;J为41K时接近，细胞干重有
一定增加。;J为!1K及91K时紫杉醇含量均较低（表3）。

表9 反应器培养过程中不同溶氧

水平下生物量及紫杉醇含量
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58585 两段式溶氧控制及其优化研究：反应器培养过程中
前期控制;J为61K，第"4天后改变不同的溶氧水平，结果
见表4。在细胞培养后期控制不同的溶氧水平时生物量差
别不大，但不同的溶氧水平却对紫杉醇的合成有显著影响。

;J在!1K!41K时紫杉醇含量明显高于;J在61K!
91K的水平，紫杉醇含量分别达到:A!#*／=及6A:#*／=。
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表! 培养后期溶氧控制对细胞生长

及紫杉醇合成的影响
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/0 1120 32/ 0245

60 1125 423 0257

40 1128 921 02/4
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溶氧控制影响紫杉醇合成的原因还不清楚，但我们观察

到当培养后期处于高溶氧水平（!"值为70#）时，培养液呈
现出棕红色，与H=;DFC(@I=A等［10］观察到的结果一致，说明
细胞培养后期的高溶氧可能会导致代谢途径转向酚类物质

的合成从而不利于紫杉醇的合成。后期控制低溶氧水平对

紫杉醇合成的促进作用可能是因为低溶氧所造成的部分缺

氧胁迫在一定程度上促进／启动了紫杉醇的合成，从而提高

了紫杉醇的含量，其确切原因有待进一步研究。
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