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摘要: 在建立了稳定的甘草细胞搅拌式生物反应器放大培养体系的基础上, 本文研究了甘草细胞在搅拌式反应器中悬浮培

养的生长特性, 包括细胞生长、细胞膜的透性、培养体系的pH变化及甘草黄酮合成情况等, 并与摇瓶培养作比较。结果发

现, 同等条件下, 反应器中培养细胞生物量的积累低于摇瓶培养, 整个培养周期较摇瓶培养缩短。培养过程中同一时间段

反应器中的pH值略低于摇瓶中的pH, 细胞中H2O2的浓度是摇瓶中的1.8倍, 甘草黄酮的产量是摇瓶培养的1.5倍, 表明反应

器中机械搅拌与流体剪切的培养环境对细胞生长起到一定程度的抑制作用, 但刺激了细胞次生代谢产物甘草黄酮较高水

平的合成。
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Abstract: Based on the establishment of a stable Glycyrrhiza uralensis (licorice) cells amplification culture 
system in stirring bioreactor, the growth characteristics of cell suspension culture in stirring bioreactor were 
studied, including the cell growth, cell membrane permeability, the pH change of the culture system and licorice 
flavonoids synthesis, and compared with the shake flask culture. The results showed that cell biomass accumu-
lation in the bioreactor was less than that in shake flask under the same conditions, and the whole cultivation 
period was shortened. At the same time in the culture period, pH was slightly lower than that in the shake flask, 
the H2O2 concentration in cells was 1.8 times of that in shake flask, and the production of licorice flavonoids 
was 1.5 times of that in the shake flask. These indicated that the cultivation environment with mechanical agita-
tion and fluid shear in the bioreactor inhibited the cells growth at a certain level, but stimulated secondary me-
tabolites licorice flavonoids synthesis cell in higher levels.
Key words: Glycyrrhiza uralensis (licorice) cell; bioreactor; shake flask culture; growth characteristic

利用植物细胞大规模培养生产有用的次生代

谢产物是解决目前部分天然产物资源短缺的有效

途径之一, 在实现这项技术由实验室规模向生产

规模的过渡过程中, 进行生物反应器培养并逐级

放大是必不可少的关键环节。实际上目前很少有

植物细胞培养能够实现工业化生产, 主要原因一

是悬浮细胞中次生代谢产物的含量低, 二是在大

规模培养的过程中还有很多困难(Pan等2000)。植

物细胞由摇瓶培养进入反应器中放大培养, 要承

受由机械搅拌引起的高剪切力和搅拌与通气引起

的流体胁迫带来的伤害(Gong等2006), 这种伤害会

影响到植物细胞的生长和分裂, 严重的会对植物

细胞产生致命的损伤。

甘草, 豆科多年生草本或半灌木植物, 是世界

上最古老也是应用最广泛的中草药之一, 也是多

种中成药与配方制剂的主要成分, 同时也因为其

特有的甜味作为食品添加剂广泛应用在食品行业, 
国内外市场需求量很大(Zhang和Ye 2009)。近些

年来, 由于无序采挖、生态环境恶化造成甘草主

产区野生资源濒临枯竭(董静洲等2006)。栽培品

种收获期过长, 病虫害严重, 质量低下, 导致甘草

资源面临危机。本文在7.5 L搅拌式反应器中建立

甘草细胞悬浮培养体系的基础上, 探讨甘草悬浮

细胞的各种生理特性, 包括评价细胞生长、细胞
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活力、细胞膜的通透性、培养体系的pH变化及产

物合成的情况等, 并与摇瓶培养相对比, 为甘草细

胞反应器大规模培养生产天然活性成分的工业化

进程提供理论指导与实验依据。

材料与方法

1  实验材料

供试的甘草(Glycyrrhiza uralensis Fisch)品种

为‘乌拉尔甘草’, 种子购自内蒙古自治区鄂尔多斯

市达拉特旗。愈伤组织由幼嫩的甘草无菌苗下胚

轴和子叶诱导而来 ,  在固体MS培养基附加0.5 
mg·L-1 2,4-D、0.5 mg·L-1 NAA与0.5 mg·L-1 6-BA上

培养和继代。悬浮培养系统的建立: 取6 g分散性

强、生长状态良好的固体细胞置于250 mL三角瓶

中, 120 r·min-1震荡培养, 悬浮培养基为100 mL液
体MS培养基+30 g·L-1 蔗糖+0.5 mg·L-1 NAA+0.5 
mg·L-1 6-BA, 光照强度36 μmol·m-2·s-1, 光照时间16 
h·d-1, 培养温度25 ℃。

2  反应器细胞种子液的制备

从已建立的稳定生长的甘草细胞摇瓶悬浮系

中挑选生长状态良好、分散均匀、悬浮细胞聚集

体的平均直径在1 mm左右的甘草悬浮细胞作为种

子细胞, 继代培养5~6 d, 准备接入反应器。

3  搅拌式反应器中甘草细胞放大培养

反应器培养在一个7.5 L的搅拌式反应器中进

行, 包括一个7.5 L的玻璃罐体、四个不锈钢挡板、

一个不锈钢加热底盘和六叶低剪切力平滑搅拌桨

(图1)。内有温度探测计和灵敏度较高的pH电极与

溶氧电极, 可实时输出反应器系统的温度、pH和

溶氧。反应器设置配套的在线控制系统, 可实现反

应体系的温度、搅拌速度和通气量等参数的在线

控制。设置搅拌速度80 rpm。对培养体系的通气

通过底部一个不锈钢六孔气体分布器实现, 气体流

速被控制在0.1 m3·m-3·min-1。反应器装液量为5 L, 
初始接种浓度为50 g (FW)·L-1, 光照时间为16 h·d-1, 
培养温度25 ℃, 每3 d取样1次, 每次取100 mL, 检测

样品的细胞生物量积累、甘草黄酮的合成、细胞中

和培养基中H2O2浓度、培养液的pH和细胞活力。

4  测定方法

细胞生物量的检测、次级代谢产物总黄酮的

提取与含量分析参考杨英(2007)的方法, 细胞活力

测定采用Evans Blue染色(Xu等2004)。细胞与培养

基中H2O2的测定分别参照Chong等(2005)方法。

5  数据分析

结果中的每个数据都是3次独立实验的平均

值, 平均标准偏差表示了样品的变异。在反应器

培养过程中, 每次取3个平行样, 误差线表示平均

标准偏差。

实验结果

1  反应器中甘草细胞的生长与体系pH变化

经过筛选的生长状态良好、分散性强的甘草

种子细胞被接入反应器后, 一个周期生长基本稳

定。结果(图2)表明, 在摇瓶和反应器中, 甘草细胞

都易于成聚集体或者小细胞团, 摇瓶中的细胞生

物量积累最大值比反应器中的高33%。反应器中

细胞生长周期明显比摇瓶培养的短。

由图3可以看出, 培养过程中pH的变化在摇瓶

中与在反应器中的差别不大, 在培养初期(0~3 d)均
表现为一个缓慢的下降, 中期(4~9 d)基本稳定, 培
养后期(9~24 d)的pH先上升后下降, 同一时间段内

图1  搅拌式生物反应器示意图

Fig.1  The schematic diagram of stirred bioreactor
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反应器中的pH略低于摇瓶中的, 这可能是与细胞

在反应器中受到流体剪切伤害, 部分细胞内含物

的外泄有关。

2  反应器中甘草细胞的活力变化

细胞膜的透性分析采用Evans Blue染色法, 完
整的植物细胞膜是不能渗入如Evans Blue的大分

子物质, 当细胞遇到伤害细胞膜有损伤后大分子

物质就能逐渐渗入。进入细胞内的Evans Blue的
量反映了细胞受伤害的程度, Evans Blue的吸收值

越大, 代表细胞死亡越多, 细胞活力越小。由图4
可以看出, 在摇瓶培养的整个过程中, 细胞活力没

有明显的变化。而在反应器培养过程中, 细胞活

力在前8 d变化较大, 而后趋于稳定。在培养的初

期(0~3 d), 细胞活力明显下降, Evans Blue的最大

吸收值(第3天)达到初始值的6倍。这说明细胞在

接入反应器后立即受到流体胁迫和剪切伤害, 部
分细胞出现细胞膜的损伤导致活力下降。之后, 
Evans Blue吸收值下降, 细胞活力有所回升, 与初

始培养时细胞的活力基本平衡, 后面的培养过程

中细胞活力基本无变化, 同一培养时间段对比摇

瓶培养细胞活力均表现为下降。

3  反应器中甘草细胞的黄酮产量变化

在受流体胁迫和剪切作用情况下, 反应器中

培养的甘草细胞黄酮的合成情况见图5。可以看

出, 次级代谢产物甘草黄酮在反应器培养过程中

的合成量较摇瓶培养有明显的提高。甘草黄酮积

累的最大值(120.7 mg·L-1)出现在反应器培养的第

18天, 是摇瓶培养(78.5 mg·L-1)的1.5倍。第18天以

后黄酮的含量出现降低, 这种下降可能是因为部

分黄酮类化合物发生了酶解。

4  反应器中甘草细胞的H2O2浓度变化

图6表明, 在摇瓶培养的第3天, 细胞中的H2O2 

浓度下降, 然后开始缓慢上升。这种变化的趋势

与在反应器中基本类似, 反应器中H2O2浓度经过

前3 d的短暂下降后上升的相对变化更大, 到培养

的第18天达到最高值, 与黄酮变化类似。由此可

以看出, 细胞中黄酮积累的最大值与H2O2最大浓

度之间有一个明显的对应关系。

讨　　论

实现了甘草细胞悬浮培养从摇瓶到反应器的

图2  甘草细胞在摇瓶和反应器中生物量的变化

Fig.2  Changes in biomass of licorice cell in the stirred
bioreactor and shake flask

图3  甘草细胞在摇瓶和反应器中pH的变化

Fig.3  Changes in pH of licorice cell in the stirred
bioreactor and shake flask

图4  甘草细胞在摇瓶与反应器中的活力变化

Fig.4  Changes in cell activity of licorice cell in the stirred 
bioreactor and shake flask
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放大, 并以摇瓶培养为对照, 对甘草细胞在反应器

中悬浮培养的特性进行分析。结果发现, 相同培

养条件下, 反应器中培养的细胞生物量的积累低

于摇瓶培养, 整个培养周期较摇瓶培养缩短。培

养过程中同一时间段反应器中的pH值略低于摇瓶

中的pH, 细胞中H2O2的浓度是摇瓶中的1.8倍。

Mur等(2005)报道过烟草细胞在被病原菌诱导时会

出现一个双向的氧迸发, 这种氧迸发模式分别在

中国红豆杉和龙眼细胞悬浮培养过程中也报道过

(Han和Yuan 2004; Zhao等2005)。另一方面, 相同

培养条件下, 反应器中细胞次级代谢产物甘草黄

酮的产量是摇瓶培养的1.5倍, 这种现象与其他文

献报道的其他植物细胞体外培养合成次级代谢产

物的情况是相似的(Trejo-Tapia等2005; Luna-Palen-
cia等2005)。这些结果表明, 在反应器培养条件下, 
机械搅拌与通气引起的高剪切力与流体剪切对部

分细胞产生了伤害, 破坏了细胞的膜结构, 使细胞

的生长受到一定程度的抑制, 但刺激了细胞中氧

的迸发与次生代谢产物甘草黄酮较高水平的合

成。H2O2在植物次级代谢产物合成的过程中起着

很重要的作用, 这一点与很多早期的研究报道一

致(Chen和Huang 2000; Alvarez等1998)。
植物细胞培养的反应器主要有搅拌式、气升

式、鼓泡式和转鼓式几种。选择和开发新型反应

器要依据能否长时间维持无菌状态, 维持发酵液

均匀混合, 控制反应器内的温度和pH, 保持稳定的

供氧, 以及反应器放大的难易程度等等。搅拌式

反应器通过搅拌和通气控制溶氧, 混合效果好, 供
氧能力强, 适应性广, 在植物细胞大规模培养中广

泛应用, 但搅拌产生的剪切力会对植物细胞产生

伤害, 直接影响细胞生长, 可以通过调整搅拌桨样

式、桨叶大小、搅拌速率等减小搅拌产生的剪切

力, 降低对细胞的伤害。植物细胞生长周期长, 要
求反应器有在相对长的时间里保持良好的防污染

的能力, 搅拌式生物反应器的搅拌轴因为长时间

使用会出现封不严的问题。在这一点上, 气升式

反应器有明显的优势, 它没有搅拌装置, 整个系统

封闭, 容易保持反应器内无菌状态, 但气升式反应

器容易发泡, 起泡是初始培养基中高浓度的糖以

及培养后期细胞释放的蛋白质所致。将气升式反

应器与低速搅拌相结合, 可以加强混合有利于氧

传递同时细胞所受剪切力相对降低, 这样的新型

植物细胞培养反应器可以有很广泛的应用前景。
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