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继代周期和接种量对葡萄细胞培养的影响
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摘 要 在每种不同的继代周期和接种量条件下，葡萄细胞在连续 $# 次继代培养过程中的生物量、花青素含量、胞内糖、胞内

蛋白及胞内总磷均表现出不同程度的波动。不同接种量对培养不稳定性的影响比不同继代周期大；在所考察的条件中，G2 继

代周期与 $W"#B 接种量组合的继代条件下花青素合成相对稳定；花青素合成与胞内蔗糖或胞内总磷水平呈负相关。
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植物是自然界中最好的生物化工厂，已经有超

过 $## ### 种化合物从植物中分离鉴定，并且以每

年 J ### 种新化合物的速度逐年增长［$］，美国的医

药市场超过 !5 Y的药物来源于植物［!］，这些有生物

活性的物质大多是植物的次级代谢物质。与直接从

天然植株中提取相比，用植物细胞培养的方法生产



次生代谢物具有不可比拟的优势，如可以克服土地

资源有限的障碍，不受季节、气候和病虫害的限制，

可通过多种途径有效调控次生代谢途径，可选择性

地提高感兴趣的次生代谢物产量等［!，"］。

尽管植物细胞培养具有诱人的应用前景，但目

前该技术实现商业化应用的例子非常少［#，$］，其中

很重要的一个原因就是植物细胞培养过程中次生代

谢物生产的不稳定性问题［% & ’］。不稳定性是植物细

胞培 养 过 程 中 一 个 普 遍 存 在 的 现 象 和 制 约 因

素［(，)］，但目前其产生机制仍不十分明确。我们实

验室以生产花青素的葡萄细胞为模式体系，对花青

素合成的不稳定性研究已经开展了一些工作［#*］。

植物细胞在长期培养过程中，培养温度、光照、

继代周期、接种量等条件很难保持完全一致，而这些

培养条件的变化很可能就是加剧植物细胞培养过程

中次生代谢物不稳定生产的一个因素。本文在严格

保持培养过程中其它条件稳定的情况下，分别考察

了不同继代周期和不同接种量条件下，葡萄悬浮细

胞在连续 #* 次继代过程中初生及次生代谢指标的

变化情况。

! 材料和方法

!"! 细胞株及继代培养条件

葡萄（!"#"$ %"&"’()* +,）细胞株由加拿大 -./01234
52.637. 实验室提供［#*］，已在我们实验室继代培养 $
年。继代培养基为 8% 培养基［##］添加 "*9:+ 蔗糖、

!%*69:+ 水解酪蛋白、*;#69:+ <== 和 *;!69:+ >?
（@A %;’ B %;(），##%C灭菌 #% 630。悬浮细胞系每周

继代 # 次，继代时用 !%*6+ 三角瓶盛 %*6+ 继代培

养基，将培养 # 周的种子细胞经 %*!6 筛网过滤后，

称取 %;*9 湿细胞接种，然后置于 #**.:630 摇床上，

（!% D #）C黑暗培养。

!"# 继代周期对花青素合成稳定性的影响

取培养 ’E 左右的种子细胞，经 %*!6 筛网过滤

后，精确称取 !;**9 湿细胞接种至盛有 !*6+ 上述继

代培养基的 #**6+ 三角瓶中，置于 #**.:630 摇床上，

（!% D #）C 黑 暗 培 养，继 代 周 期 分 别 为 F;%、’ 和

’;%E。每次继代时接种 F 瓶细胞，其中 " 瓶用作一

个继代周期后的再继代，另 " 瓶用作一个继代周期

后的分析检测，一共考察 #* 次继代的培养情况。

!"$ 接种量对花青素合成稳定性的影响

取培养 ’E 的种子细胞，经 %*!6 筛网过滤后，分

别称取 #;F*、!;** 和 !;$*9 湿细胞，以 " 种不同的接

种密度接种至盛装 !*6+ 上述继代培养基的 #**6+

三角瓶中，置于 #**.:630 摇床上，（!% D #）C黑暗培

养，均以 ’E 为 # 个继代周期。每次继代时接种 F 瓶

细胞，其中 " 瓶用作 # 个继代周期后的再继代，另 "
瓶用作 # 个继代周期后的分析检测，一共考察 #* 次

继代的培养情况。

!"% 生物量测定

细胞培养达一个继代周期时，将细胞悬液真空

抽滤，用重蒸水冲洗除去培养基中残留的蔗糖，称取

抽滤后的鲜重（-.74G 57HH I739GJ，-5I）。留取一定

量的鲜细胞用于提取花青素和胞内初生代谢物的测

定，其它鲜细胞在 (*C烘箱中烘干过夜至恒重，称

量细胞干重（K.L 57HH I739GJ，K5I）。

!"& 花青素的提取和测定

提取和测量花青素时，将大约 *;#%9 鲜细胞按

其准确质量加入 !* 倍体积（"6+ 左右）的 %*M冰醋

酸，振荡混匀后室温条件下黑暗浸取 # G，浸取液经

过 *;!!!6 注射式滤器过滤。取 #6+ 花青素提取液

加入 "6+ N1OOP/307 缓冲液（</!AQR$·!A!R #$;’9:+
和无水柠檬酸 #F;’9:+，@A ";*）混合，于波长 %"%06
处测 +, 值（%*M冰醋酸 S N1OOP/307 缓冲液 T # S "，为

空白对照）。花青素含量以色度值（12H2. P/HU7，5V）

表示，单位鲜细胞重的色度值用 5V:9W-5I 表示，按

如下公式计算：5V:9W-5I T *;# X 吸光度 X 稀释倍

数［#!］，此处的稀释倍数为 (*。

!"’ 胞内糖、蛋白和磷的提取和测定

可溶性糖用酒精水浴法提取，蔗糖和果糖用间

苯二酚WA5H 法测定［#"］，葡萄糖用酶法测定［#"］；可溶

性蛋白超声提取后用 8./EY2.E 法测定［#$］；总磷提取

采用干法消化，用磷钼蓝法测定［#%］。

!"( 数据分析

数据采用 N31.242YJ Z[17H !*** 和 \Q\\ #";* 软件

进行统计分析。

# 结果和分析

#"! 不同继代周期和接种量对葡萄细胞生长和花

青素合成的影响

如图 # 和 ! 所示，对每一种继代条件而言，尽管

始终保持着培养条件的恒定不变，但葡萄细胞在 #*
代培养过程中的生物量和花青素合成均表现出不同

程度的波动。生物量生长波动最大超过 %*M（图 #=
和图 !=），花青素合成的波动最大超过 #**M（图 #8
和图 !8），花青素产量的波动最大超过 "**M（图 #5
和图 !5 ）。关于植物细胞培养生产次生代谢物的

不稳定性问题，在以往的文献中也曾有过一些类似
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的报道［!］。

从连续 "# 代培养的变化趋势看，葡萄细胞培养

生产花青素的不稳定具有长期累积效应，越到培养

后期波动相对越大。如图 " 中，$%&’ 继代周期在第

( 代 和 第 "# 代 花 青 素 产 量 由 "# 代 中 的 次 高 值

$&)*+,- 降低至最低值 ").*+,-；!’ 继代周期在第 (
代和第 "# 代花青素产量由 "# 代中的最高值 ))$

*+,-降低至最低值 /!)*+,-；!%&’ 继代周期在第 )
代和第 "# 代花青素产量由 "# 代中的最低值 ."&*+,
- 增加至最高值 )!0*+,-。又如图 /12 中，"%$3 接种

量在第 ( 代和第 "# 代花青素产量由 "# 代中的最高

值 !&)*+,- 降低至最低值 "(.*+,-；/%03 接种量在

第 ( 代和第 "# 代花青素产量由 "# 代中的最高值

""&)*+,- 降低至最低值 /)$*+,-。

图 " 葡萄细胞在不同继代周期连续培养过程中的生长和花青素合成

4536" *788 39:;<= >?’ >?<=:2@>?5? >22ABA8><5:? A?’79 ’5CC797?< DAE2A8<A97 2@287D 5? DA227DD5F7 DAE2A8<A97D :C ! % "#$#%&’(
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图 / 葡萄细胞在不同接种量连续培养过程中的生长和花青素合成
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为了比较不同继代条件对葡萄细胞花青素合

成的影响，我们引入了不稳定系数!来表征连续 "#
代培养过程中花青素合成的不稳定情况：

! L !
)

$ L "

（)$M" N )$ ）/

)$")
（"）

由公式（"）所示，!不仅考虑了相邻样本即样本

间顺序差异的影响，而且还考虑到了样本的总体情

况，能全面反映连续培养过程中次生代谢物合成的

不稳定情况。各继代条件在 "# 代培养中花青素含

量的不稳定系数如表 " 所示，当接种量不变时，不同

继代周期的不稳定系数几乎相同（!分别为 #%$&、

#%$( 和 #%$/）；而当继代周期不变时，不同接种量的

不稳定系数却有很大变化，且接种量低于或高于

/%#3，! 值 均 较 小（ 分 别 由 #%$( 减 小 至 #%00 和

#%&0），即不稳定程度较低，其中以 "%$#3 为最好。

由此可见，接种量对不稳定的影响比继代周期大；!’
继代周期和 "%$#3 接种量的继代条件下花青素合成

相对较稳定。

表 ! 各继代条件在 !" 代培养中花青素含量的不稳定系数

#$%&’ ! ()*+$%,&,+- ./’00,.,’)+* /0 $)+1/.-$),) ./)+’)+ 2)3’4 3,00’4’)+ *2%.2&+24’
./)3,+,/)* ,) !" *2..’**,5’ *2%.2&+24’* /0 ! 6 "#$#%&’(

OAE2A8<A97
2:?’5<5:?

（$%&’，/%#3） （!’，/%#3） （!%&’，/%#3） （!’，"%$3） （!’，/%03）

! #%$& #%$( #%$/ #%00 #%&0
（$%&’，/%#3）B7>?D $%&’1DAE2A8<A97 2@287 >?’ /%#315?:2A8AB D5K7，>?’ D: :?6
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变异系数是标准偏差与平均值的比值。变异系

数越大，表明不稳定程度越大［!"］。表 # 分别对不同

继代周期和接种量条件下每代培养时细胞中花青素

含量的变异系数进行了比较，每代培养分别对 $ 个

不同继代周期或 $ 个不同接种量（每个条件 $ 个平

行）的 % 个数值求变异系数，每代培养的变异系数可

以表示不同的继代周期或不同的接种量之间花青素

合成的不稳定程度。如表 # 所示，在 !" 代培养过程

中，不同继代周期比不同接种量的变异系数相对大

些。不同继代周期 !" 代培养的变异系数总和是

!&%，不同接种量 !" 代培养的变异系数总和是 !&’。

结合表 ! 的结果，这是由于在考察不同继代周期影

响时所采用的接种量均是 #&" (，而该接种量是在所

考察的 $ 个接种量中对不稳定性影响最大的一个，

正是由于以这样一个极为不稳定的因素，所以造成

了整体不同继代周期的变异系数比不同接种量的变

异系数大。这也说明葡萄细胞培养过程中，不同接

种量对花青素生物合成的不稳定性有显著影响。

表 ! 所有继代周期和接种量在各代培养中花青素含量的变异系数

"#$%& ! ’#()#*)+, -+&..)-)&,*/ +. #,*0+-1#,), -+,*&,* 2,3&( #%% *0& /2$-2%*2(& -1-%&/
#,3 ),+-2%24 /)5&/ ), 67 /2--&//)8& /2$-2%*2(&/ +. ! 9 "#$#%&’(

)*+ ! # $ ’ , - . / % !" 012
34 *5 04 "&#! "&"/ "&!/ "&!$ "&#" "&!$ "&#, "&!. "&## "&$! !&%
34 *5 60 "&!, "&"% "&!’ "&!, "&!/ "&!’ "&!! "&!’ "&!$ "&!- !&’

)*+：71891:;1<= >128=< +
34 *5 04：?@<A@;A*> 9*=55A9A=>;7 *5 71891:;1<= 9B9:=+
34 *5 60：?@<A@;A*> 9*=55A9A=>;7 *5 A>*91:12 7AC=+

!:! 花青素合成与胞内糖、蛋白及总磷的关系

以 .D 继代周期和 #&"( 接种量的培养条件为

例，在连续 !" 代培养过程中，图 $E 是 !" 代培养过

程中的花青素产量的变化情况，F G H 是蔗糖、果糖、

葡萄糖、可溶性蛋白及总磷变化情况。从变化趋势

可以看出，在葡萄细胞长期培养过程中，伴随着花青

素产量的波动，各种糖、蛋白和总磷也表现出不同程

度的波动。但是简单的从趋势变化中很难总结出彼

此间内在的联系和规律，为此我们用 0I00 软件的相

关分析研究其中的内在联系。

图 $ 葡萄细胞连续培养过程中初生代谢与次生代谢情况

HA(+$ I<A2@<B @>D 7=9*>D@<B 2=;@8*:A;=7 @99121:@;A*> A> 7199=77A?= 71891:;1<=7 *5 ! + "#$#%&’(

如表 $ 所示，葡萄细胞连续培养过程中，胞内蔗

糖、果糖、葡萄糖、蛋白以及总磷与花青素产量有不

同的相关性，比较突出的是蔗糖和总磷。如在 -&,D
继代周期和 #&"( 接种量、.&,D 继代周期和 #&"( 接

种量组合的继代条件下，花青素产量与总磷含量在

"&", 水平上呈负相关；在 .D 继代周期和 #&"( 接种

量、.D 继代周期和 #&’( 接种量组合的继代条件下，

花青素产量与蔗糖含量在 "&", 水平上呈负相关；在

.D 继代周期和 !&-( 接种量组合的继代条件下，花青

素产量与蔗糖和总磷含量在 "&", 水平上并呈负

相关。
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表 ! 葡萄细胞培养花青素产量与蔗糖、果糖、葡萄糖、蛋白及总磷的相关性
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,’1$&%. 9%$$’+1)-%.：,’1$&%. 相关系数；!-8:（6;)1-+’5）：双尾显著性概率；! ! C 7374 水平上显著。

! 讨论

植物细胞培养生产次生代谢产物的不稳定性是

制约其商业化应用的瓶颈之一。在我们以前的研究

中发现，葡萄细胞在连续 AA 次继代培养过程中，不

同产量细胞株的花青素生物合成能力均表现出大幅

度的波动［@7］，如其中细胞株 D 在 AA 代中花青素含

量的 最 高 值 为 B3?=9EF8;(9G，而 最 低 含 量 仅 为

736?9EF8;(9G，两 者 相 差 @> 倍 之 多；E%8’+-’. 和

H-$1&"I1 等也报道了葡萄和胡萝卜细胞长期连续培

养过程中花青素合成能力的不稳定现象［@2，@>］。本文

结果与上述报道一致，葡萄细胞在不同继代周期和

不同接种量条件下连续 @7 代培养过程中的生物量、

花青素生物合成以及胞内 9、J、, 等初级代谢指标

均表现出不同程度的波动（图 @ K 图 A）。

植物细胞在长期培养过程中，继代条件很难保

持完全一致，比如培养温度、光照、继代周期、接种量

等。本文结果证实了继代周期和接种量的确是影响

葡萄细胞培养不稳定性程度的一个因素，相对于继

代周期而言，接种量对葡萄细胞培养生产花青素不

稳定性的影响更大（表 @），其中（>5，@3278）继代条件

下花青素生物合成相对稳定。针对特定的植物细胞

培养体系，通过对上述诸如培养温度、光照、继代周

期、接种量、细胞种龄、剪切力等培养条件进行系统

考察，可以优化出提高次生代谢物产量及保持次生

代谢物稳定生产的最适培养条件，这对保证植物细

胞培养次生代谢物的持续稳定高产具有重要意义，

是实现植物细胞培养工业化生产的基础。

同时，通过对葡萄细胞培养过程中花青素产量

及胞内一系列生理生化指标进行相关分析表明，花

青素生产同胞内蔗糖或胞内总磷呈负相关（表 A）。

曾有研究表明，培养基中磷酸盐浓度直接影响 ,DL

活性［@?，@=］；培养基中蔗糖浓度是通过调解渗透压来

改变单位细胞花青素含量［67，6@］。植物细胞培养过

程中，外源营养元素会在一定程度上对胞内这些物

质的含量产生一定的影响。在进一步的研究过程

中，我们可以系统考察培养基中蔗糖和磷酸盐含量

同胞内蔗糖及胞内总磷含量的关系，开发相应的培

养工艺通过控制培养基中蔗糖及磷酸盐浓度来控制

胞内蔗糖及胞内总磷含量，进而达到调控葡萄细胞

花青素生产的目的。通过这种调控，一方面可以使

花青素的产量提高，另一方面也可以达到稳定生产

的目的。目前，这方面的研究正在进一步深入当中。
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生物技术手段生产抗疟药———青蒿素

中药材青蒿（=2"!8*(*# #..’# O7）中提取的青蒿素（65$#(-/-1-1）是杀死疟疾寄生虫的高效药物之一，目前

供不应求。

疟疾（36=65-6）是寄生虫（疟原虫，;$#(8+1*’8 5#$,*6#2’8）引发的疾病，是热带地区国家最为流行、也是危

害最大的疾病。全球每年有 [ 亿人患疟疾，其中 !Fc在非洲。

美国加州伯克利分校的一个研究小组运用基因工程技术，将青蒿植物合成青蒿酸有关的酶基因，先是

转入大肠杆菌获得一些中间产物，再经多步骤反应获得青蒿酸（6/$#(-/-1-% 6%-<），再经化学方法改造后制成青

蒿素衍生物，步骤较繁；后改为用酿酒酵母为受体菌转入该酶基因后获得有效表达，“工程酵母”直接制造青

蒿酸，再经化学法进行改造，能获取活性青蒿素衍生物，这项研究成果有望大幅度降低青蒿素生产成本，为

扩大规模生产、缓解该药物短缺开辟了新的途径。推测一下，如果使用毕赤酵母做基因工程受体菌的话，或

许酶基因表达产物会更高一些呢！然而值得注意的是，已发现疟原虫对传统的青蒿素产生了抗药性，尽管

此“素”治疗疟疾已有 SF d [F 年的历史，取得了显著效果，但抗药性或耐药性问题的出现，又提出了一个重要

的研究课题：一是通过基因工程技术建构“工程生物”用来研发青蒿素以解决抗药性问题，是否奏效应通过

实践继续观察；二是研制以青蒿素为基础的含有多种成分的抗疟疾复合药物，据报道，这种复合青蒿素的抗

疟疾效果可达 !Gc。中国研制的“抗疟药物复品”即“科泰复”抗疟药已进入商品阶段，临床试验结果表明，

该抗疟药是目前国际上最好的抗疟药之一，对疟疾治愈率达 !!c，深受非洲国家的欢迎。

（柯 为）
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