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怀槐细胞悬浮培养的结构化动力学模型

!"#$%"$#& ’()&"(% *+,&- +. !""#$%" "&’()*+%+ /&--0 ()
!$01&)0(+) /$-"$#&

罗 凯>，!，查学强>，罗建平>"

QRS T<1>，!，UV9 W,/LX1<=D> <=3 QRS +1<=LY1=D>"

> 合肥工业大学生物与食品工程学院，合肥 !"$$$J
! 重庆三峡学院生物系，重庆 #$#$$$
> 30"((, (- .#(/%0"$(,(12 +$4 5((4 6$1#$%%*#$1，7%-%# 8$#9%*&#/2 (- :%0"$(,(12，7%-%# !"$$$J，!"#$+

! ;%<+*/=%$/ (- .#(,(12，!"($1>#$1 :"*%% ?(*1%& 8$#9%*&#/2，!"($1>#$1 #$#$$$，!"#$+

摘 要 为探明怀槐细胞生长、异黄酮染料木素合成与底物消耗间的关系，建立了怀槐细胞悬浮培养的结构化动力学模型。

模型预测分析了胞内外的蔗糖代谢、胞内结构组分变化、胞内中间组分的变化、细胞呼吸损失以及胞内外异黄酮染料木素的

合成情况。模型各参数灵敏度的分析表明 @5>、@5!和 @: 是最为灵敏的参数，其调节 >$Z时，目标函数变化的最大比例分别达

>![7Z、#[8>Z和 ![I#Z，其它参数对目标函数变化的影响均小于 $[IZ。该模型预测值与实验值具有较好的吻合性。
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利用植物细胞直接生产次生代谢产物是现代植

物细胞培养工程（:(<=; 0/(( 0,(;,6/ /=D1=//61=D）的一个

重要应用领域。但次生代谢产物产率低的问题严重

限制了这一技术的发展和应用。除细胞系生产不稳

定、生产能力低外，细胞培养过程的复杂性使得产物

合成的动力学过程不易控制到最优状态也是原因之

一。采用数学模型对动力学进行描述有助于认识细

胞培养过程中影响产物合成的各参数的贡献及相互

关系，为优化培养过程提供依据并可适时监控。描

述细胞培养动力学采用的模型主要有 ^’=’3 模型、

*-@’(4 模 型、Q/,3/C1=DL:16/;［>］ 模 型 及 结 构 化 模

型［! _ #］等。前 " 种模型由于形式过于简单而不能描



述细胞内多组分的变化及其相互作用的关系，或由

于形式过于复杂导致待测、不可测参数较多等原因，

常常不能获得理想的结果。而结构化数学模型考虑

了培养细胞组分的多样性及细胞与环境之间的生理

生长关系，能够对动力学过程的各参数的综合效应

进行预测，在不同植物中，基于结构化数学模型的培

养策略都较好实现了对整个培养体系的优化操作，

提高产物的合成［!，"］。

怀槐（!""#$%" "&’()*+%+ #$%&’ () *+,-.）是我国

珍贵的野生药用植物，具有祛风湿、消炎、镇痛、健

胃、止血等作用［/］。对怀槐化学成分和生物活性的

研究 表 明，染 料 木 素（01，!，/2三 羟 基 异 黄 酮，

3(4-5)(-4）等异黄酮具有显著的保肝、抗氧化和抗辐

射损伤作用［6 7 89］。但由于怀槐生长缓慢，尚未人工

栽培，野生资源十分有限，为保护和可持续利用怀槐

野生药用资源，以植物细胞培养为手段，我们已经开

展了怀槐细胞培养方面的研究，并证明怀槐细胞具

有染料木素等异黄酮合成的能力，且生产的异黄酮

具有显著的减轻小鼠 ::;0 肝炎的作用［/，88］。本研

究在前期基础上，以怀槐细胞悬浮培养过程中蔗糖

代谢为依据，建立较为合理的结构化动力学模型来

描述怀槐细胞培养的过程，为实现利用怀槐细胞工

业化生产染料木素等异黄酮的过程调控提供理论指

导，到目前为止国内外尚无这方面的报道。

! 材料与方法

!"! 细胞摇瓶悬浮培养

悬浮培养用怀槐愈伤组织按文献方法进行继代

培养［8<］。取生长 <8= 的怀槐愈伤组织接种于盛有

"9.> 液体培养基的 <!9.> 三角瓶中，接种量为 693
?@A>，并于转速为 889&A.-4 水平恒温（<! B <）C旋转

摇床上悬浮暗培养，在培养 8!= 的周期内考察动力

学过程。每个处理 D E ! 个重复。

!"# 组分分析方法

!"#"! 碳源分析：培养基碳源为蔗糖。培养基中可

溶性糖的提取：收集悬浮培养细胞滤过的培养液，记

录其体积，09C下减压浓缩，并用 ==F<G 洗涤并定容

至 89.>，加 !.> H!I 乙醇。静置过夜，于 8< 999
&A.-4下离心。上清液于 09C下减压蒸干，用 ==F<G
洗涤并定容至 <!.>，待测。细胞内可溶性糖的提

取：称取新鲜材料 <3，迅速在液氮中研碎，转入 89
.> 刻度试管内，加 !.> 69I乙醇。69C水浴并不断

搅拌 09.-4。8<999&A.-4 离心 89.-4，取上清液，沉淀

加入 69I乙醇，重复提取 < 次，合并上清液，减压蒸

干，用 ==F<G 洗涤并定容至 <!.>。过滤，取滤液测

定。参见文献方法［8<］对样品中蔗糖、葡萄糖和果糖

进行定量。

!"#"# 细胞培养物分析：

细胞干质：将细胞置于 "9C恒温烘箱中烘至恒

重，即为细胞干质。

细胞结构物质与胞内可溶性碳源分析：取一定

量鲜细胞，加水研磨，于 D999&A.-4 下离心，上清液用

于测定胞内可溶性碳源，将离心管下部不溶物质置

于 "9C恒温烘箱中烘至恒重，即为细胞结构物质干

质。

!"#"$ 异黄酮染料木素的分析：胞内染料木素测

定：干燥之后的细胞充分研磨粉碎后于 !9.> 乙醇

（H!I）中冷浸 <0J，经超声波处理 D9.-4 后过滤。重

复提取 < 次，合并滤液，!9C减压蒸干后，用 899.>
乙酸乙酯2水（! K8，, K ,）混合溶液萃取 D 次，乙酸乙

酯部 分 减 压 蒸 干，再 以 甲 醇 溶 解 定 容 至 !.>，经

9L0!!. 孔径滤膜过滤后，于 M+)(&5 高效液相色谱仪

（包括 !8! 型泵、N4，检测波长 <"94.，灵敏度为 DL9
ON?P，Q2<06/ 检测器）上测定异黄酮染料木素含量。

色谱柱为美国 *(&RS 公司的 T$&U5%J(&! PVO#:86 柱

（0L".. - ’ = ’ W <!9..，!!.），流动相为甲醇2水2乙酸

（体积比 89 K89 K 8）溶液，柱温 <!C，进样体积 <9!>，

流速 8L9.>A.-4。染料木素标准品购自 P-3.+ 公司。

测定数据用 MP: 色谱工作站（中科院大连化物所）

处理，按外标法计算培养细胞中染料木素含量，染料

木素产率为每升培养基收获的细胞中染料木素的积

累量，以 .3A> 表示。异黄酮染料木素的标准曲线为

- X "LD/ W 890 . 7 8L0! W 890（ ( X 9LHHH<）［88］。

胞外 染 料 木 素 测 定：取 一 定 量 的 培 养 液，用

899.>乙酸乙酯2水（! K 8，, K ,）混合溶液萃取 D 次，

其余步骤同胞内染料木素分析方法。

# 结果与讨论

#"! 怀槐细胞悬浮培养的结构模型

#"!"! 模型理论分析：怀槐细胞悬浮培养时，采用

的碳源为蔗糖，研究证明，在培养过程中，培养基中

蔗糖主要是在胞外蔗糖酶的作用下分解为葡萄糖

（Y(）和果糖（?(）后被细胞吸收利用的。Y( 和 ?( 进

入细胞后，参与合成细胞物质、维持细胞活动及合成

产物三条代谢途径（图 8）。细胞物质可分为结构物

质与中间物质，因此根据植物细胞培养结构化模型

的特点，通过对细胞代谢过程的简化，可以建立怀槐

细胞培养的结构化动力学模型。图 8 中"描述的是

胞外蔗糖（P(）在胞外蔗糖酶的作用下降解为 Y( 和

?( 的过程；#、$是细胞吸收 Y( 和 ?( 的过程，以米
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氏方程描述。其中［!"］为胞内可溶性碳源（!"）的总

浓度；!、"分别描述的是 !" 用于维持细胞活动的

呼吸消耗和细胞结构物质（#"）的内源呼吸消耗，两

者总和为细胞因呼吸消耗造成的质量损失［$"］。前

者以米氏方程描述，内源呼吸是由细胞结构物质产

生，用一级反应描述。#、$分别描述的是合成结构

物质（#"）和中间物质（%"）的过程。#" 指不溶于水的

细胞组分，如细胞壁和细胞膜等结构。%" 主要包含

大量酶类及中间物等，其合成与自身含量有关，为

自催化反应，速度常数为 !&’。%是指合成次生代谢

产物染料木素 (" 的过程，速度常数为 !)，产物抑制

常数为 !*，"。&描述的是部分产物 (" 渗漏到培养

基中，形成胞外产物 (+ 的过程 ,透过细胞膜的渗漏

系数为 ! -，传递过程以扩散方程描述。

图 ’ 基于糖代谢的怀槐细胞悬浮培养结构

化动力学模型示意图

."/, ’ #0123021+ *45+- 46 72/81 *+08&4-"7* "9 #$$%!&$
$’()*+,&, 3+-- 727)+97"49 32-021+

!"#"! 模型的建立：由物料平衡可知培养体系的任

一组分 : 的生成速率为：

!
"

! ; ’
)!，- ; ’

. ·
/
/0 .［"1-( )］ - ; ’，⋯，+ （’）

以［"1-& ］与［"1-*］分别表示胞内与胞外 - 组分各自基

于生物相体积!（培养细胞）和非生物相体积"（培

养基）的浓度，令：

［1-& ］;!
［"1-& ］

. （<）

［1-* ］;"
［"1-* ］

. （=）

［1-& ］与［1-*］分别表示 - 组分以总体积 . 计的胞内

与胞外浓度。则（<），（=）式转化为

/
/0［1-& ］; !.!

"

! ; ’
)!，-& （>）

/
/0［1-* ］; ".!

"

! ; ’
)!，-* （?）

将组分 #+、@+、.+、!"、%"、#"、$"、(" 与 (+ 各自的生成

速率#!，- 的表达式分别代入（>）、（?）式，可得到以下

微分方程组：

5
50［#+］; A !$

!
. ·

［#+］

!’$ ". B［#+］
（C）

5
50［.+］; !$

!
. ·
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!’$ ". B［#+］

A !’(’ !. ·
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5
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!
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!
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5
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3
!
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5
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!
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B !(<
!
. ·
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3
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A !)
!
. ·

［!"］

!’)
"
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（’G）

5
50［#"］; !2<

3
!

［!"］·［%"］A !/［#"］ （’’）

5
50［("］; ’ A［("］

![ ]
’"

·!"
3
!

［!"］·［%"］）

A !’［(+］!
"

［("］） （’<）

5
50［$"］; !)

!
. ·

［!"］

!’)
"
. B［!"］

B !/［#"］ （’=）

5
50［(+］; !’ !"

［("］A［(+( )］ （’>）

5
50［5］;$*8H

［#+］
I*H B［4*］ （’?）

其中［#+］、［@+］、［.+］、［!"］、［%"］、［#"］、［$"］、［("］、

［(+］、"和!可以直接通过实验测定。同时有：

（’）令 J 为细胞干质浓度（/KL），则［%"］可以通

过［%"］; J" A［!"］A［#"］A［("］来求得。

（<）呼吸损失［$"］可以通过质量平衡求得：［$"］
;（［#+］B［.+］B［@+］B J B［(+］）0 ; G A（［#+］B［.+］
B［@+］B J B［(+］）0

（=）根据实验有 . ;"B!。

!"#"$ 模型参数求解和优化：采用非线性最优化

(4M+-- 共轭方向法和 $29/+NO2008 法相结合对微分方

程组进行联立参数估计（参数求解方框图如图 <），

并得到了结构化模型的曲线（图 =）。

参数求解目标函数为：

$ ; !
+

- ; ’!
’

& ; ’

［1-，& ］38-3P-80+ A［1-，& ］( )*+8721+
< K# ’
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式中 ! 为状态变量的个数，" 为相互比较的状态点

数。

模型求解和参数估计采用 !"#$"% 软件编程运

行，模型拟合得到的最终目标函数!& ’()’*+，此时

培养基中蔗糖的初始浓度为 *’,-.，各参数见表 /。

选用 /0,-. 的蔗糖初始浓度时，经过计算得到的参

数最大变化比例小于 01。

图 2 建模后各参数模型曲线与实验值对比图

34,5 2 6789":4;7< %=#>==< =?9=:48=<#"$ @"$A=; "<B C"$CA$"#4<, @"$A=; %D ;#:AC#A:= 87B=$

!"#"$ 模型的灵敏度分析：状态对参数的灵敏度定

义为状态变量对参数的变化率。通过灵敏度分析可

以得知哪些参数是模型的敏感参数，从而可以在参

数估计时倍加注意。将模型方程组表示为：

#
#$ % & &（%，’） （/E）

式中 % &［(/，(*，⋯，(/’］)，’ &［ */，**，⋯，*/0］，&
为函数形式。在时刻 $，状态 (+ 对参数 *, 的灵敏度

为：

!+,（ $）& "
(+

"*,
， + & /，⋯，/0 （/+）

灵敏度函数!+,（ $）的值反映了在时刻 $ 参数的

不精确性对状态变量的影响大小。经过灵敏度分

析，发现模型对参数 *%/、*9和 *%*最为灵敏。将参数

*%/、*9和 *%*的数值分别改变 F /’1，目标函数变化

的最大比例分别达 /*(G1、H(E/1和 *(0H1，而其

他参 数 的 变 化 造 成 的 目 标 函 数 变 化 比 例 小 于

图 * 模型参数求解与优化流程图

34,5 * 6"$CA$"#47< B4",:"8 7I 87B=$ 9":"8=#=:;

’(01，由此可见这些主要参数对于模型对细胞生

长和代谢行为的描述至关重要，应尽量提高它们的

估计精度；这同时也反映了经过参数的优化求解，

模型能合理地描述怀槐细胞的动力学行为。

’EE -.+!/0/ 1234!56 27 8+2$/9.!262:; 生物工程学报 *’’+，J7$(*2，K7(H



表 ! 结构化动力学模型参数

"#$%& ! "’& (#)#*&+&) ,- +’& .+)/0+/)& *,1&%
!"#"$%&%# ’"()% !"#"$%&%# ’"()%
! (（*+ ,） ,,-./ 0$ #（12+ ,） 3-,4

!"（12+ , * + ,） ,5-/3 0$ ),（12+ ,） .-,6
!7,（12+ , * + ,） /-58 0$ )3（12+ ,） .-,3
!73（12+ , * + ,） /-39 0$ :（12+ ,） 5-43

!*（*+ ,） .-.; 0<（21+ ,* + ,） .-,;
!$ "（12+ ,） 3-84 0#（12+ , * + ,） .-.6
!$ <（12+ ,） .-,3 0),（12+ , * + ,） ,,-46

!)3（12+ , * + ,） 4-63

2 结论

一个导致植物细胞大规模悬浮培养技术工业化

进程缓慢的重要原因之一就是缺乏对培养过程的透

彻合理的动力学研究。尽管近年植物细胞悬浮培养

的建模工作已取得了很多成就，但由于植物细胞种

类不同，相应的生长特性也不尽相同，因此建立的数

学模型也就各具特色。本研究以细胞利用培养基中

蔗糖为切入点建立的结构化动力学模型，可以直观

的分析怀槐细胞培养过程中细胞生长、次生代谢产

物合成与培养基底物消耗间的动态变化关系，这为

实现怀槐细胞工业化生产异黄酮的过程调控奠定了

可供参考的理论基础。

符号说明：
［!"#$ ］ 胞内 组 分 基 于 生 物 相 体 积!的 浓 度，

1 2+ ,

［!"#% ］ 胞外组分基于非生物相体积!的浓度，

1 2+ ,

［"#$ ］，［"#% ］：分别为以总体积 ’ 计的组分的胞内与胞

外浓度，1 2+ ,

［"$］： 胞内可溶性碳源浓度，1 2+ ,

［&$］： 胞内中间物质浓度，1 2+ ,

［’%］： 胞外果糖浓度，1 2+ ,

［(%］： 胞外葡萄糖浓度，1 2+ ,

!$= "，!$=),，

!$=)3 ，!$= #：

分别为胞外蔗糖水解，胞外果糖吸收、胞

外葡萄糖吸收和细胞呼吸反应的米氏常

数，1 2+ ,

!$=<： 产物抑制常数，1 2 + ,

!"，!), ，!)3 ：分别为胞外蔗糖、果糖与葡萄糖的反应

速度常数，1 2+ , *+ ,

!7, ： >? 的自催化速度常数，1 2+ , *+ ,

!73 ： 结构物质的合成速度常数，1 2+ , *+ ,

!*： 内源呼吸常数，*+ ,

! (： 次生代谢产物的渗漏系数，*+ ,

!<： 次生 代 谢 产 物 的 合 成 速 度 常 数，1 2+ ,

*+ ,

! #： 维持呼吸的速度常数，2+ , *+ ,

［!%］： 胞外次生代谢产物浓度，1 2+ ,

［!?］： 胞内次生代谢产物浓度，，1 2+ ,

［@?］： 细胞呼吸造成的质量损失，1 2+ ,

)A，B： 组分 B 的生成速率，1 2+ , *+ ,

［C%］： 胞外蔗糖浓度，1 2+ ,

［C?］： 胞内结构组分浓度，1 2+ ,

*： 培养天数，*

"： 参数优化的目标函数

D： 细胞干质浓度，1 2+ ,

!： 非生物相体积，2

"： 生物相体积，2
#$":： 最大比生长速率，*+ ,

!$:： 细胞生长米氏常数，1 2+ ,

3454346748（参考文献）

［ , ］ E%? FG（梅 兴 国），E"H IJ（毛 一 兵），2) EJ（鲁 明 波）=
!#H1#%KK HL A?L%&?M $H*%(K HN <("L& M%(( K)K<%LK?HL M)(&)#%= +,-)./0
,1 2-3/. 4,*/.$5/0 6%7%/)53（武汉植物研究），,664，!9（K)<）：9;
+ 94-

［ 3 ］ F) OP（许建峰），F?% O（谢键），2? Q（李宁），%* /0 = C&#)M&)#%*
$H*%( NH# MH$<"M& M"(()K "11#%1"&% K)K<%LK?HL M)(&)#% HN )3,8$,0/
7/53/0$.%.7$7 = +,-)./0 ,1 9/0$/. :.$;%)7$*< ,1 =%53.,0,><（大连理

工大学学报），,666，2:（,）：8; + 89=
［ ; ］ G)(?A RE’， SH<<%L SOGT， S%?BL%L OO= U K&#)M&)#% $H*%(

*%KM#?7?L1 M"#7HL "L* <VHK<V"&% (?$?&%* 1#HW&V HN "/*3)/.*3-7
),7%-7 <("L& M%(( K)K<%LK?HLK ?L 7"&MV "L* MV%$HK&"& M)(&)#%=
4$,*%53.,0,>< /.8 4$,%.>$.%%)$.>，,66;，;!（4）：44, + 49.=

［ 8 ］ 2? X，I)"L IO，R) OX， %* /0 = U K&#)M&)#%* A?L%&?M $H*%( NH#
K)K<%LK?HL M)(&)#%K HN MV?L%LK?K Y"# = $"?#%? ?L*)M%* 7Z "L
H(?1HK"MMV"#?*% N#H$ ’-7/)$-? ,@<7A,)-? = 4$,*%53.,0,>< B%**%)7，
3..;，<=（,5）：,;;/ + ,;8; =

［ / ］ [V"L1 OQ，C) RR= >K&?$"&?HL HN ?L&#"M%(()("# <VHK<V"&% MHL&%L& ?L
<("L& M%(( M)(&)#%K )K?L1 "L %:&%L*%* A"($"L N?(&%# = +,-)./0 ,1
4$,75$%.5% /.8 4$,%.>$.%%)$.>，3..3，:;（,）：9 + ,8-

［ 5 ］ G(?MA(?K @，E?((K D，C?&&HL D %* /0 = !H(ZK"MMV"#?*% <#H*)M&?HL 7Z
<("L& M%((K ?L K)K<%LK?HL：%:<%#?$%L&K "L* $"&V%$"&?M"( $H*%(?L1=
4$,*%53.,0,>< /.8 4$,%.>$.%%)$.>，,669，=9（5）：4;3 + 48.-

［ 4 ］ 2)H O!（罗建平），2)H 0（罗凯），XV%L FI（陈晓艳），%* /0 =
\<&?$?]"&?HL HN $%*?)$ NH# ?KHN("YHL% <#H*)M&?HL ?L C//5!$/
/?-)%.7$7 K)K<%LK?HL M%((K 7"K%* HL L%)#"( L%&WH#AK "L* "MM%(%#"&?L1
1%L%&?M "(1H#?&V$= "3$.%7% +,-)./0 ,1 4$,*%53.,0,><（生物工程学

报），3..8，<>（/）：4/6 + 45;=
［ 9 ］ ’%L1%#HYKA? U^，0HY"(%LAH EI，U#7)]HY UG %* /0 = TV% ?LN()%LM%

HN V%<"&H<#H&%M&H#K HN <("L& H#?1?L HL <#%*L?KH(HL% %NN%M&K ?L
%:<%#?$%L&"( &H:?M V%<"&?&?K= 6/7*$* 6%7-)7<，,669，2;：6, + 6/-

［ 6 ］ !"("1?L" E’，J%]*%&AH GQ，EH?K%B%LAH 2^ = J?H(H1?M"( "M&?Y?&Z HN
%:&#"M& HN C//5!$/ /?-)%.7$7 @)<# = %& E":?$= WHH* ?L MH##%M&?HL HN
?##"*?"&?HL *"$"1% HN ()L1 K)#N"M&"L& ?L #"&K= 6/7*$* 6%7-)7<，3...，

2?：49 + 93-
［,.］ G)H _，@?$7"MV G，EH?L? S，%* /0 = >C@ "L* M%(( M)(&)#% K&)*?%K

HL N#%% #"*?M"(‘KM"Y%L1?L1 "L* "L&?H:?*"L& "M&?Y?&?%K HN ?KHN("YHLH?*K=
=,@$5,0,><，3..3，!9:：,4, + ,9.-

［,,］ 2)H O!（罗 建 平），CV%L GD（沈 国 栋），O?"L1 CT（姜 绍 通）=
UL"(ZK?K "L* V%<"&H<#H&%M&?Y% N)LM&?HL HN ?KHN("YHL%K N#H$ M"(()K
M)(&)#%K HN C//5!$/ /?-)%.7$7 = "3$.%7% ’,,8 D5$%.5%（食品科学），

3..;，<;：,;6 + ,83=
［,3］ [V" F_，2)H O!， O?"L1 CT，R"L1 I= X"#7HL "L* L?&#H1%L

$%&"7H(?K$ ?L K)K<%LK?HL M)(&)#% HN <#H&HMH#$‘(?A% 7H*?%K HN
9%.8),E$-? 3-,73/.%.7% = F0/.* 4$,7<7*%?7，3..4，!;!（,）：53 +
59-

,55罗 凯等：怀槐细胞悬浮培养的结构化动力学模型




