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霍山石斛类原球茎二步法培养细胞生长和多糖合成的动力学研究
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摘 要 磷是调控类原球茎细胞生长和多糖积累的有效因素。为了获得较高的多糖产量，根据霍山石斛类原球茎生长和多

糖积累的动力学特性，提出了二步培养方式，采用了补料策略，研究了其培养过程的动力学特性，并建立了相关模型。结果表

明，采用二步法培养，生物量从 !9U%H VOWR 提高到 XXU!H VOWR，多糖产量从 #U9:HWR 提高到 YU!!HWR，多糖含量从 :UXZ提高到

##ULZ。建立的模型基本反映了类原球茎生长和多糖积累的动力学机制。
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霍山石斛（;%$4*(<#)= ")(&"+$%$&% K) \) + ) 3@2-H）
属于兰科石斛属，是名贵中草药，产于安徽霍山及临

近地区，其含有水溶性活性多糖、生物碱等化学成

分［#］，具有滋阴、清热、生津、润肺、止咳、清音明目等

功效［!］。现代药理研究证明，石斛的药用活性强弱

与多糖含量高低相关，石斛多糖具有调节机体免疫

功能［"］、显著提高机体杀伤肿瘤细胞的能力［X］。查

学强等［Y］观察到霍山石斛类原球茎总多糖能显著促

进小鼠脾细胞产生干扰素 P]*M!和腹腔巨噬细胞产

生肿瘤坏死因子 ?*]M"。由于霍山石斛自然繁殖能

力很低，在自然条件下生长非常缓慢、生长周期长，

加上人工大量采集，其自然资源已濒临灭绝。类原



球茎是霍山石斛的体细胞胚胎，由分化的细胞构成，

可由植株的不同部位诱导产生，具有和植株同样的

物质代谢和形态发育潜能［!］。类原球茎在液体培养

中呈分散的颗粒状，容易实现规模化生产［"］，多糖主

要存在类原球茎细胞内，用类原球茎合成多糖比细

胞培养合成多糖产量更稳定，而且可以用类原球茎

来代替原药材［#］。

细胞培养的动力学研究可以提供细胞生长、营

养成分消耗、产物积累等相关信息，对培养过程的优

化、代谢产物的调控和扩大培养必不可少。我们在

前期的工作中，对固体培养和悬浮培养［$］，对培养基

组成［%&］、生长调节剂［%%］以及金属离子［%’］的作用进

行了研究。本工作在此基础上，确定了以最佳生长

培养基为基本培养基，提出了二步培养策略，通过改

变磷酸盐的浓度来调控培养基中碳源流向和多糖的

合成，提高多糖含量和产量，并建立了相关动力学模

型。根据模型进一步了解悬浮培养过程中类原球茎

增殖和多糖积累的内在规律，为扩大培养与调控多

糖合成提供新的方法和理论依据。

! 材料和方法

!" ! 实验材料

霍山石斛类原球茎由本实验室诱导保存，在无

激素固体 () 培养基中继代培养，继代周期为 *&+，

液体培养基为改良的 () 培养基，其中微量元素、有

机元素减半，大量元素：,-.* *&//0123、(4).5·"6’.
%78//0123、,6’9.5 ’78//0123 和 :;:1’·’ 6’. 578//0123，

蔗糖浓度为 *&423。

!"# 类原球茎悬浮培养条件

取生长 *&+ 的类原球茎接种于装有 !&/3 液体

培养基（<6 为 87#）的 ’8&/3 三角瓶中，接种量为

%&&423（鲜重），置于摇床上（%%&=2/>?），’8 @ ’A下悬

浮培 养。 光 照 周 期 为 %5B2+，日 光 灯，光 强 约 为

#&!/012（/’·C）。做补料培养研究时，第一步培养基

为生长培养基，培养时间为 ’5+，第 ’5 天一次性加入

合成培养基，培养基体积保持不变，第二步培养时间

为 ’5+，每隔 !+ 取样进行分析。

!"$ 分析方法

收获类原球茎，用蒸馏水洗 ’ 次，然后用滤纸吸

干类原球茎表面的水分后称重，记为鲜重，把类原球

茎置于 !&A烘箱中烘至衡重记为干重。提取多糖

前，研碎类原球茎后，用蒸馏水在 8& D !&A水浴上

提取 * 次，收集 水 提 液，加 $8E 乙 醇 至 乙 醇 浓 度

#&E过夜沉淀，最后收集沉淀。沉淀溶于蒸馏水中

用 C;F;4G 法脱蛋白，并用苯酚H硫酸法测定多糖［%*］。

培养基中的多糖提取方法同上，培养基中的残糖用

蒽酮H硫 酸 法 测 定［%5］，磷 酸 根 离 子 用 磷 钼 蓝 法 测

定［%8］，（考虑到培养过程中水分的蒸发对测定的影

响，在测定培养基中的各种成分时，保持培养基的体

积为接种时的体积）。

类原球茎生物量 I 收获类原球茎的总干重2接
种时培养基体积（423），类原球茎增量 I 类原球茎总

干重H接种时类原球茎干重（423），多糖总产量为多

糖总提取量（423），多糖含量 I 胞内多糖提取量2类
原球茎干重（E），单位时间类原球茎增量 I 类原球

茎增量2培养时间（423·+），单位时间多糖产量 I 多

糖总产量2培养时间（423·+），J:2) I 类原球茎增量的

质量（干重）2消耗蔗糖的质量（424），J92) I 生成多糖

的质量2消耗蔗糖的质量（424）。所有实验至少重复

’ D * 次，实验数据以平均值附标准偏差表示。

# 结果与分析

#"! 霍山石斛类原球茎悬浮培养的动力学特性

为了进一步了解霍山石斛类原球茎细胞生长和

多糖积累的相互关系，分别用 *&423 和 8&423 的蔗

糖，磷酸盐浓度为 ’78//0123 的培养基考察了霍山

石斛类原球茎悬浮培养的动力学过程。图 %、图 ’、

图 * 分别表示了在霍山石斛类原球茎悬浮培养过程

中，细胞生长、多糖积累和碳源的消耗情况。由图 %
可知，在 *&423 的蔗糖浓度下，类原球茎在 ! D ’5+
之间生长较快，’5+ 后开始减慢，*&+ 左右生物量最

大，干重为 ’#7"4 KL23，然后进入稳定期；而在8&423
的蔗糖浓度下，类原球茎增殖缓慢，培养 *&+ 时，生

物量只有 ’%7"4 KL23。由图 ’ 可知，在 *&423 的蔗

糖浓度下，在快速生长初期，多糖合成速度较快，’%
D ’5+ 左右多糖产量达到最大，之后开始下降，培养

*&+ 时，多糖产量为 %7#!423，多糖含量为 !75E。这

是由于培养基中的蔗糖浓度降低到一定值时，不能

同时满足类原球茎细胞生长和多糖合成，细胞内的

多糖降解速度大于合成速度，而导致多糖产量降低。

在 8&423 的蔗糖浓度下，和生长相对应，多糖合成速

度也较慢，由于培养基中的碳源能同时满足类原球

茎的生长和多糖合成，使细胞内多糖不断积累，最终

多糖产量和多糖含量都较高，培养 *&+ 时，分别为

’75!423 和 %%7*E。图 * 表示了不同蔗糖浓度下碳

源消耗情况，在 *&423 的蔗糖浓度下，培养 *&+ 时，

碳源已被耗尽，而在 8&423 浓度下，碳源未被耗尽

（碳的利用率只有 58E左右）。多糖合成是伴随着
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类原球茎细胞的生长而进行的，细胞内多糖的积累

不仅与类原球茎的生长有关，而且与培养基中的碳

源浓度有关。相对高的生物量是高多糖产量的基

础，提高培养基中的碳源浓度虽然有助于细胞内多

糖的积累，但不利于类原球茎的增殖，从碳源的利用

角度来讲也是不经济的。在保持蔗糖浓度不变的情

况下，通过改变磷酸盐浓度也可调控类原球茎的增

殖和多糖的积累［!"］。根据霍山石斛类原球茎细胞

生长和多糖积累的特性，采用二步法培养，第一步用

适合类原球茎增殖的培养基，即在 #$%&’ 的蔗糖浓

度下获得较高的生物量，第二步只改变培养基中磷

酸盐的浓度来调控细胞生长和多糖合成，即蔗糖浓

度为 #$%&’，磷酸盐浓度为 $(#!)**+,&’，使类原球茎

增殖和多糖积累协调进行。

图 ! 霍山石斛类原球茎悬浮培养过程中细胞生长动态

-.%/! 0.123.45 +6 42,, %7+839 .1 5:5;215.+1 4:,3:725
+6 ;7+3+4+7*<,.=2 >+?.25 67+* ! / "#$%"&’(’%(

图 ) 霍山石斛类原球茎悬浮培养过程中多糖积累动态

-.%/) 0.123.45 +6 @44:*:,@3.+1 +6 ;+,A5@449@7.?25 .1 5:5;215.+1
4:,3:725 +6 ;7+3+4+7*<,.=2 >+?.25 67+* ! / "#$%"&’(’%(

!"! 两步法培养的动力学模型建立

!"!"# 模型的假设条件：

第一步培养：

（!）细胞生长动力学：蔗糖为唯一限制性底物，

蔗糖浓度影响类原球茎细胞的生长速率。（)）蔗糖

消耗主要用于细胞生长、细胞维持和多糖合成。（#）

图 # 霍山石斛类原球茎悬浮培养过程中碳源消耗

-.%/# B92 ?2;,23.+1 +6 4@7>+1 5+:742 .1 *2?.:* .1
5:5;215.+1 4:,3:725 +6 ;7+3+4+7*<,.=2 >+?.25

67+* ! / "#$%"&’(’%(

多糖合成动力学：多糖的合成为生长偶联型，多糖大

部分存在细胞内，只有少数分泌到培养基中，为了简

化起见，将胞内外多糖综合起来考虑。在细胞快速

生长期，多糖合成速度大于降解速度，多糖不断增

加，当培养基中碳源浓度降低到一定值时，多糖的合

成速度变慢，细胞内多糖降解速度大于合成速度，多

糖不断减少。

第二步培养：

蔗糖不是限制性因素，而磷是限制性因素［!C］，

磷限制着类原球茎细胞的生长，类原球茎细胞的生

长速率与细胞内游离的磷酸盐浓度有关［!D］，磷酸盐

的消耗主要用于类原球茎细胞的生长。培养基中的

蔗糖足以维持类原球茎细胞生长和多糖的合成。

根据以上假设，得出动力学模型为：

第一步培养：

)*
)+ E!*! ! F *

*( )
*

* （!）

!*! 为最大比生长速率；* 为生物量；** 为最大生物

量。

),
)+ E"!

)*
)+ F#! * （)）

F )-
)+ E !

.G&H

)*
)+ I ** I !

.J&H

)*
)+ （#）

, 为多糖产量；"!，#! 为系数；.G&H 为类原球茎对碳

源的得率系数；.J&H 为多糖对碳源的得率系数；/ 为

细胞维持系数。第二步培养：

)*
)+ E!/)

*［-,］

0- I［-,］
（K）

!/) 为最大比生长速率；0% 为饱和常数；-, 为磷酸盐

浓度。

)1
)+ E")

)*
)+ F#) * （L）
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!$ （%）

%&$’ 为类原球茎对磷的得率系数；!&，"& 为系数。

!"!"! 数学模型中参数的确定：根据摇瓶中培养的

实验数据，采用多元最小二乘法回归模型中的参数，

结果如表 #。

表 # 模型参数

$%&’( # )*+(’ ,%-%.(/(-0
’()(*+,+)- .(/0+- 123,-

#*# 45#6& 7! #

!# 45&8 9$（:·7）

"# 454## 9$（9·7）

%;$< 45=> 9$9
%’$< 4548% 9$9
) 454?@ 9$（9·7）

#*& 454@& 7! #

A- 454@8 **B/$:
!& 45&# 9$（:·7）

"& 4544>6 9$（9·7）

%;$’ @4=5? 9$**B/

!"!"1 模型求解：根据数学模型，第一步培养求解

的初始条件和积分时间区域为；(（4）" %5&9$:；(*

" &>5=9$:；"（4）" @4 9$:；"’ " &5?**B/$:；’（4）"
45@69$:；4! $!&67。

第一步求解所得公式

( "
(4 *45#6& $

# !
(4

(*
（# ! *45#6& $ ）

（4! $ ! &67） （=）

’ "
45&8(4 *45#6& $

# !
(4

(*
（# ! *45#6& $ ）

! 454&8(*/2 # !
(4

(*
（# ! *45#6& $[ ]） （>）

" " "4 C
(4

4 D=> C
’4

4 D48%

! 6D@#
(4 *45#6& $

# !
(4

(*
（# ! *45#6& $ ）

! 4D@=@/2 # !
(4

(*
（# ! *45#6& $[ ]） （8）

由第一步培养动力学数学模型的计算结果得出

第二步培养动力学模型的初始条件和积分时间区域

为：( " &?589$:；’ " &5&69$:；"’4 " 45@#&**B/$:；

&6! $!6>7。

第二步求解公式只能用四阶 E029+FA0,,+ 法数

值积分进行求解，求解公式用微分方程的形式表达：

!(
!$ " 4D4@&

(［"’］

4 D4@8 C［"’］
（&6! $ ! 6>7）（#4）

!’
!$ " 4D&# !(

!$ ! 4D4>6( （##）

!"’

!$ " ! #
@4= D?

!(
!$ （#&）

!"!"2 模型验证：由数学模型得到的 G，<，<’，’
计算值与对应的实验值进行比较，其最大相对误差、

各参数的计算值与对应的实验值的比值作为目标函

数的数学期望和标准偏差见表 &。表 & 表明各参数

模型值与实验值能较好地吻合，因此模型能较好地

描述霍山石斛类原球茎二步培养过程的动力学。

表 ! 模型值与实验值的比较

$%&’( ! 3*.,%-40*5 &(/6((5 .*+(’ ,-(+47/4*5
%5+ (8,(-4.(5/%’ +%/%

’()(*+,+)-
H(I3*0*

)+/(,3J+ +))B)$K

;(/L0/(,+7 J(/0+$+IM+)3*+2,(/ J(/0+
H(,N+*(,3L(/
+IM+L,+7 J(/0+

<,(27()7
J()3(2L+

G #=5% #54## 4544%&
< #>56 #54&@ 4544=#
<’ #65? 458>? 4544?6
’ #?5@ #544% 4544?>

!"!"9 类原球茎细胞生长和多糖积累的变化规律：

图 6 表示了细胞生长和多糖积累的模型值与实验值

的比较，生长模型的最大相对误差为 #=5%K，平均

误差为 ?5>K，多糖积累的动力学模型最大相对误

差为 #?5@K，平均误差为 ?58K。模型值与实验值

吻合较好，模型基本描绘了二步法培养类原球茎细

胞生长和多糖积累的基本规律，第一步培养类原球

茎增殖较快，第二步培养类原球茎增殖较慢，但多糖

积累较多。通过二步培养，类原球茎的生物量达

665&9 OP$:，多 糖 产 量 达 ?5&&9$:，多 糖 含 量 为

##58K，单位时间类原球茎增量和多糖产量分别为

45=89 OP$（:·7）和 45#9$（:·7），而原药材、固体培

养［8］和一步法液体培养的多糖含量分别为 @56?K、

@586K和 %56K，刘咏等［##］在优化的培养基中添加

激素使类原球茎的多糖含量达到 >5@K。一步法培

养，单位时间类原球茎增量和多糖产量分别为 45=%9
OP$（:·7）和 454?#9$（:·7）。可见，利用二步法培

养，类原球茎的多糖含量显著提高，单位时间类原球

茎增量不明显，但单位时间多糖产量显著提高。

!"!": 模型实用性考察：在第二步培养中，改变培

养基中磷酸盐浓度，对模型的适用性进行了考察。

磷酸盐浓度取 &5?**B/$: 时，最终生物量为 ?@5&9
OP$:，多糖产量为 65&9$:，多糖含量为 =5?K。从图

? 可以看出，在这个条件下，实验值与模型值拟合良

好，由此可知，通过改变磷酸盐的浓度可以实现对类

原球茎细胞生长和多糖合成的有效调控。
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图 ! 模型计算值与实验值的比较（生物量 "，多糖 #）
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图 ; 模型计算值与实验值的比较（生物量 "，多糖 #）
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! 讨论

霍山石斛类原球茎悬浮培养过程中，类原球茎

的增殖和多糖的积累受多种因素影响，包括培养基

组成、培养条件等。磷是霍山石斛类原球茎细胞生

长和多糖合成的有效调控因素，通过改变培养基中

的磷酸盐浓度来调控类原球茎的增殖和多糖的积

累，可以在适合类原球茎细胞生长的蔗糖浓度下，使

碳源更多地流向多糖合成，利用二步法培养，多糖产

量为 ;<==& >?，多糖含量达 @@<AB，明显高出其它方

法。建立的模型基本反映了霍山石斛类原球茎细胞

生长和多糖积累的变化规律，该模型的建立为调控

类原球茎增殖和多糖积累协调进行提供了方法。

符号说明

! C 生物量（&>?）

!*@—第一步培养最大比生长速率（6C @）

!*=—为第二步培养最大比生长速率（6C @）

!*—为第一步培养的最大生物量（&>?）

"—为蔗糖浓度（&>?）

!@!="@"=—为系数（&>?·6）

"D—磷酸盐浓度（**)2>?）

#(>E—类原球茎对碳源的得率系数（&>&）

$E—为饱和常数（**)2>?）

#D>E—多糖得率系数（&>&）

#(>D—类原球茎对磷的得率系数（&>**)2）

%—为细胞的维持系数（&>&·6）

&—时间（6）
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癌症“自愈”之谜

所谓癌症“自愈”（自动康复），对癌症患者来说，自然是最大的安慰和鼓舞了，也打破了“癌症”的绝症之称，“自愈”现象其

实是一个复杂的生物学问题。所谓“自愈”，即指通过患者机体的“卫士们”同癌细胞及其诱因进行一番激烈的斗争而获得胜

利。它们不仅存在于免疫系统细胞内，而且在非免疫系统中的肿瘤细胞和部分正常上皮细胞内也有它们的存在，它们的联合

激活更有利于战胜癌症。美国癌症协会曾发布一项调研结果，称在美国约有 8I^癌症患者的病症会自然消退，尔后极少复

发。美国一家医院的临床统计称，已有 8III 例以上的癌症患者自行康复，这确实令人称奇。

有几个事实值得注意：（8）患癌症的同时又发生炎症和非特异性免疫反应而使癌症自行消退，可以说“因祸得福”。这似乎

和患者癌症自行消退之前受过细菌感染，发过高烧有一定的直接关系，如从肠道瘤患者体内得到致病链球菌，如丹毒链球菌

（10%"?0&*=2"6 "%=6(?"0(6）和粘质沙雷氏菌（1"%%,0(, *,%2"62"#6），并从其培养液中得到滤过液，将其研制成“混合液制剂”，用它对肠

道瘤患者体内进行治疗，使患者很快恢复了健康，其治癌机制值得深入探究。（J）精神状态和机体免疫力强弱对癌症发病和

自行消退起重要作用。不良的心理刺激和情绪好比一种“促癌剂”，如果充满与癌症斗争的信心，生存率会显著提高。这种精

神疗法的关键可能在于调动了患者体内的各种抗癌因素，增强了机体的免疫力和战斗力。（=）人体内存在抗癌系统，这个系

统需要深入研究和揭示。在美国和日本已有研究人员发现人体本身存在一种系统，用以抵抗食品和环境中有毒化学物质的

致癌作用。过去认为，在某些动物体内可能存在这种系统，经历了 JI 年的研究之后发现这个系统在许多动物体内普遍存在，

其体内抗癌系统作用的发挥，最重要一点在于，依赖于一种预防性酶———被称为二相酶（1Q$02 J 2%YEF20）数量的显著增加，正

因为有了这些酶而消除了有害的化学致癌物质，调节了人体抗癌系统功能的“开关”，产生了有效的防癌效果；同时，该酶还有

效中和有害物质破坏 R_A 和引发癌症的能力。因此，可使外源引发癌症的物质不知不觉地消失在萌芽之中，而使自己得到

“自我健康”。（<）癌症“自愈”不仅在成人患者中有之，还曾有过在胎儿期患癌症“自愈”的奇迹。在英国，一位小女孩在母亲子

宫内就患上神经系统癌———神经母细胞瘤。当时医生认为根本不可能活着生下来。然而，她在子宫中孕育生长时，肿瘤竟然

越来越小，最后彻底消失了。诞生后一切正常，已健康长到 ; 岁了。人们关注的是，$）癌细胞是否恢复或转化为正常细胞；O）

为何在胎儿期癌症能自然消失呢？是胎儿本身存在的抗癌系统，还是与母亲天然的免疫系统有关呢？这些都需要进一步探

究。

总之，这个生命科学之谜还有待各领域研究人员通力合作，用先进的科学技术和辩证唯物观点去不懈地探索。

（柯 为）
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