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短期连续剪切对光生物反应器内海带配子体细胞生长及其恢复能力的

影响
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摘 要 以不同搅拌速率（$ W ?$$$2X05F）对海带（9+:#$+*#+ ;+4($#0+）配子体细胞施加短期（$ W 9$A）连续剪切，卸载剪切力之后

细胞静止恢复 !"Y#7，在此期间研究不同搅拌速率分别在连续剪切和恢复期间对细胞生长及其恢复能力的影响。研究结果表

明，连续剪切期间，&$2X05F 下细胞叶绿素浓度积累达到最大值 !Y"90EXZ；中高速搅拌速率（!%$ W ?$$$2X05F）下叶绿素浓度迅速

下降，胞内氮磷池释放，?$$$2X05F 下细胞损伤率为静止对照样的 ?K 倍。恢复期间，所有组别细胞均呈现较强的恢复能力。此

外，在连续剪切实验中，海带配子体细胞内叶绿素浓度比干重更能有效的表达生物量浓度，除细胞损伤率外，磷源释放可以作

为判别细胞受损的参考指标之一。
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大型海藻是琼脂、卡拉胶、褐藻胶等化工产品的

主要来源［?］，对于海洋药物的发展也具有重要意义，

其体内的类廿烷烯（-54(B=F(57B）类物质、次生代谢产

物卤代萜类具有典型的生理调节、抗菌、抗肿瘤的活

性［!］［"］。?&&# 年 U5 等首次开始研究光生物反应器

培养大型海藻细胞［M］，随后，关于光照强度、光照周



期、温度、营养元素和气体供给等与光生物反应器中

大型 海 藻 细 胞 和 组 织 生 长 的 关 系 都 已 相 继 报

道［! " #］。在细胞悬浮培养过程中，通常依靠机械搅

拌将气泡打碎，加强液体湍动，增加传质速率，调节

培养液 $% 值，有效提高藻类生长速度和生长密

度［&］；但搅拌同时会产生剪切力，大多数研究表明，

剪切力会造成细胞损伤，影响细胞形态、聚集状态、

代谢及细胞存活率等［’ " ((］。因此，剪切力是影响光

生物反应器悬浮培养的重要参数之一。大型海藻细

胞对剪切较为敏感，但敏感程度取决于大型海藻种

类。糖昆布（ !"#$%"&$" ’"(()"&$%"）雌性配子体细胞

抗剪切力很强，用匀质器在 #)))*+,-. 下搅拌 /) 0
1)2，仍能存活，并迅速生长［/］。但本实验室前期研

究表明，海带配子体细胞培养过程中，剪切力过大会

造成生物量的降低和叶绿素的外泄（实验数据未发

表）。因此，对于特定的细胞培养，摸索其可以耐受

的临界剪切力显得尤为重要，国内外尚未出现具体

的关于大型海藻细胞或组织光生物反应器悬浮培养

过程中的连续剪切力的研究。本文首次详尽地描述

了不同搅拌速率下，短期连续剪切对光生物反应器

培养大型海藻配子体细胞生物量，氮、磷营养物质吸

收，细胞受损率和细胞形态等方面的影响，以及卸载

剪切力后，细胞的恢复能力。

! 材料与方法

!"! 藻种、培养基及保藏方式

海带（!"#$%"&$" *"+,%$("）雌性配子体克隆系，由

中科院海洋所提供。

使用 3456 人工海水为基础培养基［(/］，并添加

维生 素（78(9%:;，78(/，8-<=-.）、限 制 性 营 养 元 素

（>?@1，>%/4@! ），它们的最终浓度分别为（,A+B）：

)C/D、)C)))(/D、)C)))(/D、E)、D，培养基用 )C//!, 滤

膜抽滤。

藻种保存于光照培养箱中，温度为 () F (G，光

照强度和光暗周期分别为 /)!H+,+2 和 (EI：&I。

剪切实验前，将细胞连同培养基用打碎机在

1)))*+,-. 下搅拌 /2，再静止培养恢复一个月后开始

实验。

!"# 实验装置与处理

搅拌式光生物反应器系统由培养罐、恒温系统、

照明系统、搅拌系统等部分组成。整个培养系统在

无菌环境中运行。圆柱形培养罐工作体积 D)),B，

高径比为 D J !。培养温度为 (1 F (G，光照强度为

!)!H+（,·2），光暗周期为 (EI J &I。搅拌系统由搅拌

器和置于瓶底的两端光滑圆柱搅拌子（长 1CDK,，

")C’K,）组成，按转速（*+,-.）不同分为八组 J )（对照

样）、’)、(/)、(D)、(&)、/#)、E))、()))，转子叶端线速

度（,+2）分别为：)C(ED、)C//)、)C/#D、)C11)、)C!’D、

(C)’’、(C&1/，每组有三个平行样。初始接种密度均

为 /)),A L:6+B。接种之后，所有组均静止培养，待

细胞生长进入对数生长期后（&M），再将搅拌速率调

至之前设定的各自速度，连续剪切 /CDM，期间每 )CD
天取样 ( 次；之后将各搅拌速度调至零，藻体静止恢

复 /1CDM，期间每 D 天取样 ( 次。

!"$ 实验参数的测定

!"$"! 细胞干重测定：均匀取一定体积藻样，!)))
*+,-.离心 D,-.，去离子水洗涤后，#)G烘干 /!I，称

其干重。培养前通过测定接种瓶中藻体干重密度

（L:6+B）确定接种量，并在连续剪切结束时再次测

定藻体干重密度。

!"$"# 叶绿素浓度的测定：采取测定叶绿素 N（KI;
N）浓度的方法来表征细胞量。均匀取一定体积藻

样，!)))*+,-. 离心 D,-.，去离子水洗涤并收集，用

’)O冰丙酮 !G下抽提 /!I，分别在 EE!，E!#，E1).,
下记录抽提液光吸收值，根据公式 PQRR*QS 方程计算

KI; N 的浓度［(1］。

!"$"$ 氮、磷浓度的测定：采用 :<;;<2 方法测定培

养液中硝酸根离子浓度［(!］。运用 @*-A-. 4*< 软件绘

制 ?@1
" 浓度标准曲线并得出线性方程；均匀取样

离心后，取上清液适当稀释，测定 //)., 处的 -. 值

代入线性方程计算得 ?@1
" 浓度。

采用抗坏血酸9酒石酸锑钾9钼酸铵方法测定磷

酸根离子浓度［(D］。运用 @*-A-. 4*< 软件绘制 4@!
1 "

浓度标准曲线并得出线性方程；均匀取样离心后，取

上清液适当稀释，显色反应 (D,-.，测定 &&D., 处的

-. 值代入线性方程计算得 4@!
1 " 浓度。

!"$"% 细胞损伤率的测定：采用 T*S$N. 8;UQ 染色法

测定细胞损伤率［(E］。配子体细胞受剪切力损伤后，

细胞膜通透性发生变化，染色剂可以进入细胞内将

其染成蓝色。均匀取出一定体积藻样，和相同体积

)C)!O T*S$N. V;UQ 染 料 反 应 /),-.（ 不 得 超 过

1),-.），显微镜（:W!( 奥林巴斯）下统计被染色细胞

（即损伤细胞）和总细胞数，计算存活率。所有试验

数据均为三次测定的平均值。

# 结果与讨论

#"! 连续剪切期间不同搅拌速率对叶绿素浓度的

影响

在相同的温度和光照条件下，海带配子体细胞
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中 !"# $ 的含量基本稳定，因此 !"# $ 的浓度可以有

效地表征相应组中细胞浓度的变化［%］。不同搅拌速

率对配子体细胞施加连续剪切 &’()，图 * 为不同搅

拌速率下细胞 !"# $ 浓度曲线。

图 * 连续剪切期间不同搅拌速率对

细胞叶绿素浓度的影响

+,-. * /001!2 30 $-,2$2,34 5611) 34 !342142 30
!1##7#$8 !"#3836"9## $ ,4 !342,47375 5"1$8 !37851

从图 * 可以看出，不同搅拌速率所产生的剪切

力对细胞叶绿素浓度的影响存在很大差别。在一定

搅拌速率，一定搅拌时间内（:;8<=,4 连续搅拌 &’()，

*&;8<=,4 连续搅拌 *’()，*(;8<=,4 连续搅拌 *)），细

胞叶绿素浓度增长率大约是静止对照样的 & > ? 倍，

:;8<=,4 下细胞叶绿素浓度积累达到最大值 &’@A
=-<B；但搅拌速率过大（*C; > *;;;8<=,4）或搅拌时间

过长（*&;8<=,4 连续搅拌 *’() 之后，*(;8<=,4 连续搅

拌 *) 之后），叶绿素浓度会呈现负增长，且负增长率

随搅拌速率的增加而增大。分析其原因，适当的剪

切力有利于形成体系的悬浮状态，促进细胞均匀吸

收光强、营养物质和气体，从而促进细胞叶绿素浓度

快速增长，而过度的剪切力会造成细胞物理损伤和

叶绿素外泄或降解，造成细胞内叶绿素浓度的下降。

D1E$F,［*;］对杜氏盐藻（!"#$%&’%%$ ($%&#$）受剪切力作

用的研究表明，细胞在受压状态下，光合体系尺寸会

变小，从而引起叶绿素浓度减小。

!"! 连续剪切期间不同搅拌速率对氮、磷营养物质

吸收的影响

本实验所用人工海水中 GH@
I 、JH?

@ I 是唯一的

无机氮、磷源，是非常重要的限制性营养源。G 元素

参与合成氨基酸和光合色素（如 !"# $，藻蓝蛋白

等），直接影响生物量和光合作用速率［*%］；J 元素参

与 KLJ、GKM（J）D 和核酸的合成，用于细胞能量传

递和遗传物质的合成［*C］。细胞生长和氮、磷源吸收

密切相关，图 &、图 @ 为分别为连续剪切期间不同搅

拌速率对氮、磷源吸收的影响。

从图 & 可以看出，连续剪切期间，:; > *C;8<=,4
下，氮源吸收较对照样迅速增加，说明该范围内连续

剪切力可以有效促进氮源吸收，但不同搅拌速率间

无明显差异；&%; > *;;;8<=,4 下连续搅拌 *’()，细胞

出现略微氮释放现象，*’() 之后，氮源吸收迅速增

加。分析其原因，在配子体细胞体内存在可储存一

定量氮的氮池，当细胞处在高压、高剪切、低营养等

恶劣情况下，体内的氮就会被释放，供细胞应对恶劣

条件所用［*:，&;］。由此可见，突然产生的高剪切力（搅

拌速率大于 &%;8<=,4 所产生的剪切力）环境对配子

体细胞而言不利，但 *’() 之后，细胞可以逐渐适应

该环境，恢复正常氮吸收状态。

图 & 连续剪切期间不同搅拌速率对氮源吸收的影响

+,-. & /001!2 30 $-,2$2,34 5611) 34 4,28$21
!34!1428$2,34 ,4 !342,47375 5"1$8 !37851

图 @ 连续剪切期间不同搅拌速率对磷源吸收的影响

+,-. @ /001!2 30 $-,2$2,34 5611) 34 6"356"$21
!34!1428$2,34 ,4 !342,47375 5"1$8 !37851

从图 @ 可以更加明显的看出，:; > *C;8<=,4 下，

磷源 吸 收 较 对 照 样 稍 有 增 加 或 几 乎 持 平；&%; >
*;;;8<=,4 下，;’( ) 之后出现明显的磷释放现象，以

*;;;8<=,4 最为明显，&%; 和 A;;8<=,4 在 *) 之后呈现

磷吸收趋势。再次证明，&%; > *;;;8<=,4 产生的高

剪切力对细胞生长不利。

%@:黄 娜等：短期连续剪切对光生物反应器内海带配子体细胞生长及其恢复能力的影响



图 ! 受剪切力损伤细胞团镜检照片

"#$% ! &#’()*’)+#’ ,)(+-).)$/ )0 ’1.. ’.2,+
#342(15 6/ *-17( *8(1**

!"# 连续剪切期间不同搅拌速率对细胞损伤率和

生理形态的影响

过度的剪切力会造成细胞损伤，破坏细胞壁结

构，改变细胞膜通透性，从图 ! 可以看出，过度剪切

后，部分细胞形态改变，膨胀变大，叶绿素等内容物

外泄。

表 9 为不同搅拌速率下各取样时间测得的细胞

损伤率。从表中可以看出，静止对照样的平均细胞

损伤率 : ;<，可认为是细胞正常生理代谢损伤或死

亡；=>(?,#3 连续搅拌 @A;5，细胞损伤率仍可维持在

B<之内，可认为其剪切力造成的附加损伤率很小；

9@> C 9B>(?,#3 连续搅拌 95 之内，细胞损伤率几乎

可以维持在 B< 之内，但随后其损伤率相继增大；

@D> C 9>>>(?,#3 下，损伤率从开始即迅速增大，且随

搅拌速率增大而增加，9>>>(?,#3 连续搅拌 @A;5，细

胞损伤率已达静止对照样的 9B 倍。细胞损伤测定

从显微方面再次证明，即使在短时间内，高速搅拌也

会对细胞造成较大损伤。E(2F［99］在优化昆虫细胞培

养参数的研究中发现，搅拌速度大于 @D>(?,#3 所产

生的漩涡和高水平的气泡捕获是造成细胞损伤的主

要原因。

表 $ 不同搅拌速率对细胞损伤率的影响

%&’() $ *++),- .+ &/0-&-0.1 23))4 .1 ,)(( 015678 7&-0.
E)38#32)2* 7$#878#)3

8#,1?5G$#878#)3 *+115?（(?,#3） > >A; 9 9A; @ @A;

E)38().（>） HAB;< HA9;< HA>B< !A>D< @AI;< HA;!<
=> @A!B< !AH!< HAB!< !AI;< IA=;< BA>D<
9@> !A>!< ;A!I< ;AD9< DAH!< 99A!B< 9HAI9<
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图 ; 为各搅拌速度下连续剪切 @A;5 后细胞叶

绿素浓度，细胞干重，培养基内氮、磷源浓度以及细

胞损伤率的比较。首先可以看出，细胞损伤率随搅

拌速度变化曲线类似于 J 型曲线，当搅拌速度 :
=>(?,#3 时，损伤率低于 B<；当搅拌速度从 @D>(?,#3
增加到 9>>>(?,#3，损伤率增加不超过 9><；损伤率

增幅最明显的区域为搅拌速度 => C @D>(?,#3，说明

海带配子体细胞对剪切力较为敏感，但对中高速搅

拌产生的剪切力仍存在一定的耐受性。其次，细胞

叶绿素浓度下降幅度同细胞损伤率增长幅度极其相

似（搅拌速度 K =>(?,#3），由此证明，细胞叶绿素浓度

的下降幅度可以较为准确的表征细胞受损伤程度，

=>(?,#3 时的叶绿素增长可以归结为剪切程度在一

定范围内的正面效果；而不同搅拌速度下细胞干重

（数据未给出）未表现明显差别，可能因为连续剪切

造成部分细胞损坏或死亡，但该部分在干重测定中

不能被体现，加之短期内细胞干重增量不明显，会造

成较大误差。因此，在短期剪切期间，以细胞叶绿素

浓度作为生物量的指标较为合适。再者，连续剪切

过程中，磷释放比氮释放现象明显，可能因为正常状

态下氮池储存存在快速吸收和同化吸收两种方式，

快速吸收一般发生在细胞进入新环境生长初期（数

小时至几天），而同化吸收则反映了细胞内部氨基酸

合成对氮源的需求，而且氮的吸收速率总体符合米

氏曲线，而磷吸收速率基本符合一次曲线［@9］。因

此，磷池存储量较大，相应地在恶劣条件下磷释放现

象亦会更加明显。由此可见，除叶绿素等生物量指

标外，氮、磷源吸收也可以作为连续剪切作用下配子

体细胞受损情况的另一指标，其中，磷源释放程度更

为有效的表达细胞受损情况。

!"9 卸载剪切力后配子体细胞的恢复情况

连续剪切 @A;5 后，卸载全部剪切力，所有组均

在静止状态下恢复 @HA;5。图 I 为不同搅拌速度下，

连续剪切和恢复期间叶绿素曲线全图。在 =>(?,#3
下，在恢复初期由于忽然撤除有利于细胞悬浮和均

匀摄取光照及营养物质的条件，细胞生长速度比连

BH= !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 @>>D，L).A@H，M)A;



图 ! 连续剪切 "#!$ 后各检测指标之间的比较

%&’( ! )*+,-.&/*0 *1 20$&3-4*./ -145.
"#! $-6/’3*04&07*7/ -’&4-4&*0

续剪切期间稍显趋缓，但最终仍获得最大叶绿素浓

度 8#!9+’:;；<"= > <?=.:+&0 下，在连续剪切后期叶

绿素浓度已见负增长的情况下，忽然卸载剪切力，细

胞生长迅速恢复，叶绿素浓度分别在恢复 = > !#!$
和 !#! > <<#!$ 期 间 出 现 增 长 最 高 峰；"@= > <===
.:+&0下，卸载剪切力后，细胞生长不能立刻恢复，在

经历 = > A#!$ 的停滞期后，叶绿素浓度逐渐增大，并

在 <<#! > <@#!$ 期间呈现最大比生长速率。恢复进

入 <@#!$ 后，随着营养物质消耗殆尽，细胞生长速度

渐缓。由此可见，卸载剪切力后细胞具有较强的恢

复能力，高搅拌速度下细胞恢复稍有延滞，但仍可达

到较大的比生长速率。B3.-’’［""］对长春花和向日葵

（!"#$%&’()* %&&))*）在不同搅拌速度下悬浮培养的

研究表明，某些细胞系的剪切耐受力是可以在剪切

力条件下培养获得的。

图 9 不同搅拌速度下连续剪切和恢复期间的叶绿素曲线

%&’( 9 )*04504 37.C5 *1 35DD7D-. 3ED*.*,E6DD - &0 3*04&07*7/
-’&4-4&*0 -0$ .53*C5.6 3*7./5/ 70$5. $&115.504 -’&4-4&*0 /,55$/

! 结论

通过对海带配子体细胞进行短期连续剪切及卸

载剪切后恢复能力的研究，得出以下结论：

（<）海带配子体对连续剪切力较为敏感。连续

剪切 "#!$ 后，细胞损伤率随搅拌速度的增加呈 B 型

曲线，其中，F=.:+&0（叶端线速度为 =#<9!+:/）左右为

临界转速。一般而言，剪切力对配子体细胞有害，但

适度的剪切力和连续剪切时间可以加强传质，过大

的剪切强度或过长的剪切时间均会造成细胞叶绿素

浓度负增长、胞内氮、磷池释放、细胞损伤率上升、细

胞显微形态变化等负面影响。

（"）海带配子体具有很强的剪切损伤后的恢复

能力。<"= > <?=.:+&0 下，卸载剪切力后细胞立即呈

现出较强的叶绿素增长的恢复能力；"@= > <===.:+&0
下，细胞在卸载剪切力 A#!$ 后恢复叶绿素增长。

（8）在连续剪切实验中，海带配子体细胞出现大

量细胞损伤或死亡，因此叶绿素浓度比干重更能有

效的表达生物量浓度，除细胞损伤率外，磷源释放可

以作为判别细胞受损的参考指标之一。

一般而言，剪切力对海带配子体有害，但适度的

剪切对细胞的损伤较小，同时可以强化传质，因此培

养过程中，可以采用间歇剪切培养方式（即剪切G恢
复交替进行），为被剪切的细胞提供恢复时间。该法

也可用于其他对剪切力敏感的植物细胞培养。但对

于特定的培养细胞，需寻找临界搅拌速率、允许的连

续搅拌时间和足够的恢复时间。
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癌症发生与控制研究

癌症发生与发展同各类因素密切相关，也因人而异。但应有这样的信念：癌症是可防的，也是可治的。"M=（世界卫生组

织）癌症专家认为，JBc的癌症是可以预防的，至少 IdK 的癌症也是可以治愈的。还有两点需引起注意：（I）预防癌症的关键在

于提高自我防癌意识，改变影响自我健康的不良生活习惯和致癌的环境因素，如有害的化学农药等；（A）预防癌症还要与预防

其他慢性病如心血管病、糖尿病等结合起来，这样更有利于防癌。此外，还要有均衡的饮食习惯和持之以恒的健体运动，这

样，才有利于增强自我抗癌能力和遏止癌症的发生与发展。因此，绝不要因染有癌症而失去信心，同时还应看到有“癌症自

愈”的奇迹（本刊 AK（I）：!J，ABB\）。另一方面，也应看到问题的复杂性，因为个体的差异、癌症类型及其生态性各有不同，需要

有针对性地做深入探究。

从 :^P 分子学而言，癌症的发生与否也面临两种可能：一是 :^P 因故受到损伤，致使细胞处于休止周期，这个时期很关

键，若能有效修复的话，则可重新进入细胞周期，使细胞完全正常化。二是 :^P 损伤过度，不能进行修复，则导致细胞凋亡，不

能重新进入细胞周期，这就不可避免地导致肿瘤发生。因此研究者将从 :^P 分子水平探究细胞 :^P 损伤的修复及细胞正常

化。

从蛋白质而言，一种有丝分裂酶不仅参与正常细胞分裂，也会加速癌细胞复制。利用磷酸盐催化反应可促进细胞分裂，

因此控制磷酸盐的作用对该酶的活动有重要意义。其关键在于控制该酶的活动性，以利于正常细胞分裂和限制其细胞分裂

异化，避免癌细胞的发生。有研究者在人体血液中发现两种蛋白质对癌症扩散机制起重要作用，即“上皮粘蛋白 I”（大蛋白

质）和“半乳糖结合蛋白 K”（小蛋白质）。前者在癌细胞周围形成保护罩，阻止癌细胞扩散；后者则会攻击“上皮粘蛋白 I”，破坏

保护罩，使癌细胞在体内蔓延。这就需要有效保护前者，千方百计地清除后者，使癌细胞难以扩散，相对有利于癌症的治疗。

癌细胞一旦附着到血管壁上（这是癌细胞扩散的关键一步），细胞表面的“大蛋白”则阻止癌细胞附着在血管壁上；而“小蛋白”

会攻击“大蛋白”，使癌细胞大面积暴露，这样癌细胞可以附着到血管壁上，并最终穿透血管壁，蔓延到机体其他部位，导致癌

细胞扩散。显然，这种血液中的“小蛋白”是癌细胞扩散的祸根，目前正在进一步探究其促使癌细胞扩散的机制。

此外，英国牛津大学研究者对实验鼠的研究发现，感冒病毒、牛痘病毒能有效清除肿瘤，有望进入临床验证。“以毒攻毒”

治病在我国已有悠久历史。对寄生性病毒不论是 ‘^P 型还是 :^P 型，将其用于研制药剂、疫苗、基因工程分子载体或 :^P 重

组体等，其安全性始终备受关注，其他需关注的方面还有其治病（含癌症）效力、分子生态的复杂性以及回复突变几率等。

（柯 为）
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