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植物细胞固定化的生产技术

r , ， 田中 汲夫

利用细胞筛选阳最近宜的培养基 、 培养条件， 建

立，自用物质高产的 i区物j有养细胞系已在 前而 (细胞生

物学杂志 1986 ， 8 卷第三期 至 1988 年 10 卷第 一期)

iHn叙述过。但是为了工业化的稳定生产这些有用物

质 ， 尚应解决几个问题。

1 ) 生产性能低g 由于筛选增加了生产量， 但因

生民发育迟缓而生产性能低E

2 ) 生产的不隐定性: 在各种培养 中， 生产性能

了{交 !!JJ ;

3) ).;:坐在大 l"[J在养 iIJ l't(J 困难等号 。

IJI -f反复筛选jJ~ ;~:j r 生产性能， 以及随之大量珩

养技术的确立 (洁参考下 -'rî) , 利用细胞回宅化足iJî: ï与

并稳定生产性能的有力解决方法。

阴定化细胞的优点为 :

1) 高度保挎反应槽内的细胞(生物体催化剂〉盐 ，

能提高反应效率，

2) 固立化使反}Httt~b惚豆豆 ， 能够长r~~边注i亘 h' ;

3) 产物易子和作为催化剂的细胞分离 ;

可 ) 杭7飞写x:才1日li式丰î 11f Íì~:ìit)~运转， 易二F 控;I1IJ 丰t:t~

I-j:l 最i茧的环境条件、 基民?农l在等，能使生产稳定;

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



iis 细胞生物学杂志 i988 华

-.. 

L J 小细胞凶 I犬

u 膜的出i在化

、

-g
a 

vh -
4, 

1] 应 ij; :8: (1'0 H也 ‘ 兰'必须日在iJ，l.(I(j 门 f1UH~锹必备的

「

. . 

,/' 

，句/" _~?-r-，、町、、、

i 〕/| 1斗 ! 世 }..c咐r.uJ 收 男二 细胞
L一一一一L_.一一 I 寸 r ，

L 加I]:，j二|叫:.L it 封11 11包.ilt íi V 

物质 ~t :. I'" 的!f: 1'j )

1 1叫 ;i: It Ìi iU!(j 11革 il
I 3 ' 气 、

l 细胞 1， 1 : &~ r~n(;响

: j J:ff(J占作的 (1 ，ι
( 3 B I 

' ， 1 反应条 1'1 itj l东 ì ' l

:.' J高养 J，l ‘ pll 
l.:.植物橄来ifu\. 1i_

t二 基!员

细胞饵i ill;… τ
1 r ~ 高生产株(， 肉食 lttt略，\

t Ljm 反应时间短 ( bi o t阳sform atio l1 l

液体Ji(J'f ì;_) 生产性稳注.
,- ji ! _ y] 细胞 I"J 外分泌产物

. __一一 +

E二~lj 分I& Ei径 1 m rn 以』川封H l!rJ Ul

, 4 A ) 

归隐定化反应 1号仲的执~ Î 、l

( 4 B ) 

l二 |主I:.i:化臼1I!1t! (I(jl' ! i占 it

1 . : 反川 剧的川 发
巳 j!li气 1I ;\; (1'01杀 i-t

li[1 

f1i1 llrJ Ij I,I,jíL itir; d飞 ( i~ '\ 如 | 烧饭铅M被 )
Itl ilt,:õ ( 1 ,\ ) 

JL dJ 
i f l 
1 . 川 _ ! ← - iIX( I :~O- I OO I1l ;II C a C I ， 放1( 30分
」斗牛牛二二'

!
、」

1
、
川
'
'

"

;

气

，

、

1

·
、

. 

') r d:; JJII 基)JL:
r、 .
/ 、 /' 

，ι_.-<-一、

t 、 η '0 )

!此 J比}自且'

)'_.\( 

广一→!'.!]收尘尸物

自
.)I ~一刘鱼l'J，'í' 养 ;丛

J年纱、 J ... ~. 且:

国 1 用藻酸钊使植物t!tl)如|豆l定化才 !J固立正化细胞进1j物民生产的;说 .[1

5) 物质生卢大多利用处于稳定增殖期 的细胞，

由于国应化抑 ; liü ~t 'l乏发育， 因此性考虑尽可能模拟稳

定期等等。

采用固定比植物细胞来进行物质生产的研究沟数

尚少， 将来可能成为重要的技术。

本节简介一般细胞回起化方法后， 叙述几种物质

生产方拮与问隘的关键之处。

一、固定化方法

植物细胞体积约为微生物的十万倍， 而且易于成

为细胞回坎， 受机械的剌激弱 ， 另一方面‘ ， 固定比以

后要求具有复杂的生物活性， 固定化方法是在缓和条

件下固应化， 始终在包括法或l吸着法的限定情况下进

11'。

目前一;J;i:)斗h果酸 (al ginic acid )何来固定化， 但 是

角义JK (cmrngeenin) 、 r);Ul旨 、 J')iJl l'H踏和 l 骂王 !宋先;'， ( poly

ureth ane ) 也能将细胞在正常状态下固定化。也有因反

, J注 目 的和所用细胞种相适应的困ÍJ二:化方法 !(lftJ不同的

情况叫，但j予了用的几种方法必须确反凹半 f-t， tl1l胞的 ì，5

性。此外， 不论采用何种固定化的 细胞， 直径 rt

1mm 以下细小细胞团的液体应养细胞最为 ìili:豆 叶。

A . 藻酸钙固定化(图 1 ) [1 - 6)

将过滤收集或两i心分离获得 (1'J ~IH)j包 (约 2- 1 0 g 仰

茧， 细胞体积 2-10 ml )原封不动成;1;IJ )l且 细胞 ;lJ;i孚液

*l例如将 NAD +与 ~íiì晦反应(I~1l'j ' öl. f , J);~脂榕悦

胶促进反应 ， 而藻酸钊作为载休!l才有报道 不 进 fj 反
应。因此， 在各种反应进行上， 必须考~、 Ca + +对反应

的阻碍、 J疑胶对基质的|肢附等等[叫 。

.2 因为从大的细胞团块制成液体培养细胞难以进

行固定化，所以必须仅逃择细小的细胞团。依据这一
情况， 可将 50~100 mmol/L 氧化锦江!入培养基进行

纳代培养， 可获得纲小的细胞罔[14)。此外 ， 将纲!阳块

机械 j'(I?llI li{ ， "1 1l )jfú./,r;I'l: lj ", j": !tDI~ l'，' )tL l. ~'U :，! ， .j! 1 与;: '): 

用。
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(1- 5 gj lû ml )与藻胶制水溶液(3-5%WjV ， 10ml) 

桐混合， 均匀悬浮后用具有安全球的吸量管(koma

gome pìpctle)淌入 fi O-l 00 mmoljL氯化铝溶液(200-

500 ml ) 。 放宦 30-60 分钟 ， (疑胶化结 束即充分水洗

(例如13 % l.号:糖j在液 ) I江备用。这一方拱 可用宦任 3-

5 mm 的小珠。若黯更小的小珠可用细的注射计*~lU

备。 j~iJ备大最小珠的装置，可 参照 Brodelius[ 等的方

怯(图 2 ) [7] 。

藻酸钙凝胶*3 是 1 moljL. 磷 酸辑冲液( pH 队 5一

7 .0 )和拧楝酸缓冲液的蕴含物 ( 1 ií局对 1-2 ml) , 1 小

时左右可以溶化。 从而易于比较固定化细胞和游离细

胞川 的前性。为使凝胶稳定， 在 反 应 液巾可加入

5一20 mmol j L CaC120 

队角叉胶固定化[8]

将培养细胞( 5 克鲜重)悬浮于 5 克 3% (WjV)角

叉胶水溶液 (50 "C)， 直接 滴入 0.3 moljI二，ÇaC12 溶液

中 ， 静置 1 小时后水洗备用。此外， 将角叉脱和细胞

的混合物通过直径 1-2 mm小孔的聚四氟乙烯纤维

(teflon 泰氟降)制的板， 取出由于温度.下降而固亿的

圆柱状i疑胶 ， 也能在 CaC12 溶液中稳定化[7] 。 为，了大

量仿1J备均匀的小珠 (珠状凝胶) , 汗发了将细胞和角叉

脆的混合物滴入豆油和石腊油等疏水剂中的方法[2叫。

制备圆柱状凝胶和珠状i疑胶的方法， 也可共同使用琼

脂和琼脂糖( agarose) 。

(i 

C . 琼脂、 琼脂糖固定化[8]

在 50 "C 的 4 %琼脂溶液(5 g)或 40 0C的 4一10 %琼

脂糖溶液(5 g ) 中，将 5 克细胞充分 悬 浮后 冷却到

20 0C ，获得凝胶。 与上述在用角叉胶情况下同样的方

法制备均匀的小珠戎圆柱状凝胶。

D. 尿烧(氨基甲醺Z菌) .预聚物 ( prepolymer)

固定化[叫。

细胞在尿炕 · 预聚物〈东洋橡胶 工业制 ， pU-3 :1 

克〉中的悬浮液(3.5ml ， 细胞 1 . 5 克鲜重)和冷水充分

混合， 静置 30 分钟 ， 确认凝胶化结束后，从容器中取

出 ， 用剪刀等切成小断片， 7Ki先后备用 。

E. 吸附法固定化

将 2 ， 6-二甲基 盼(2 ， 6-dimethyl phenol)聚合获

获得聚亚苯基氧化物(polyphen)也ne oxide ， 系多 孔

性聚合物，孔径 250μm， 表 面积 60 0 m 2j g)10 g 悬浮

于 5 %戊二隆(1 00 ml) ， 搅拌 48 小时。活性化结束

后，加入 2 ，←二 硝基脐(2 ， 4-d initrophenyl hydra

zine)到检查不出戊二酶为止，进行水洗。将活性化的载

体用含 0. 75 moljL CaCI 2 的 50 mmoljL 磷酸缓冲液

(pH5.7 ， 300ml) 平衡后， 用 6g 载体加入 50 ml 的

细胞悬浮液(约 103个jml) ， 在 20"C下搅拌 30 分钟 ，

重复两次，此后在 4"C下静置 48 小时。 :悔固着细胞的

载体悬浮于 50 mmoljL 磷酸缓冲液(pH 5 .7 ， 500 ml) 

巾，除去未吸附的细胞， !I\复 5 次后备用。反应柱运

转 270 小时， 载体的性状和柱的流速并无变化。

飞 F. 奠他固定方法

将培养细胞用尿炕泡沫吸附的方法[l月， 以及用含

有伴刀豆球蛋白 A(Con A ) 缓冲液温润膨胀微软 体

f 1 ir. (microcarrier, Cytodex 1, Farmacia Fine .Chemi-

【严~ 和l 备 小J.;I<用的

直径 lmm的可L

图 2 藻.钙耀肢的大量制备

f ( ~ 

引自 P . Brodelius and K. mosbach 1982. 
Adv. Appl. microbiol.. 28, 7. 

此外， 用六亚甲基二胶(hexamethylene diamine) 

和戊二睦( glutaraldehyde )处理凝肢， 虽笆]主 ~I~胶

的机械强度， 但会使植物细胞的活性受损， 因而是不

适宜的@

cals, Sweden ) 1J&附原生质体的方法也 有 报道I叫。 另

一方面，用丙烯戳胶(acryl amide )[ 8] 和 光 架 桥性树

脂[ 16]在包括固定化的情况下， 未获良好结果。

二、固定化细胞生存能力的证实

A. 直接观察

细胞固 定 化 凝 胶用 刀 片切成薄 片 〈厚 0.2-

0.3 mm ) ， 直接在显微镜下观察细胞内有无原生质体

流动， 原生质体分离的再 现性能，或者 用伊 芬 蓝

"期望最后的藻酸钙浓度为 3 % 0 ì农皮在 2 % 以
下则凝胶的强度不够。藻酸 钙 与朋胶( gelatin~混合
后 " 可诚用戊二隆架桥， 提芮凝肢的强度 ， 以避免细
胞活性受到损失而失败问。

" 以下将未固定化的细胞称为 ììH离细胞，
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( Evan's bl ue)等染色以判断细胞的 死活。

C实19ij : 原生质体分离的证实J[8]

将恢)披切j-'，-ti:入 i'~' ，tj 渗 浴: 液〔例如 0 . 6一- 1 . 0 molj L 

甘油航(glyCl-To)划或山梨醇溶液J ， 确认原生质体分离

以后 ， 返回京馆水中证实恢复了膨Æ。 镜校附加入盼

藏红花溶液 ， 很容易观察到原生质体的分离。

B. 呼吸活性的证实[.山叫

J庭胶 i刀)i~ 0 . 5一 1 . 0 mm 小片， 用筑电极能直 lt

汲'J定呼吸活性。 ;IìU备小片时要使凝胶的大小一致是困

难的， 因而对氧的扩散阻力不同， 定景:狈I!定生存的细

胞数也有困难。

C. 细胞增殖的证实[ 8 ， 14 ]

最简单的证实细胞生存的方法是观察凝胶中细胞

的分裂和细胞的增殖。 游离细胞增殖所用的培养基中

加入凝胶 (细胞景 19j25 ml 培养基 ) ， 通常进行振荡

培养。用琼脂和 f!~脂J憾固定的情况下， ，' 其生长情况与

游离细胞的大致相同。用藻酸特和聚尿炕固定时则证

迟生长发育[ 14 ]。用角叉胶的情况下， 因固定时的rælOC'

要高 ， 生长发育也不大好[8] 0 J 

此外， 在生民发育过度时， ~ITI}自从1疑胶中逸 1:1:1域

有i疑胶被破坏。 应当避免这样的凝胶被破坏， 一般情

况下为维持物质生产旺盛的细胞稳足增殖期， 对细胞

的生长发育进行抑制 ， 实际上多用植物激素[ 3 ] 以及磷

酸、 硫酸根离子来控制。 从培养基 E扫除去植物激

素[5 ] 、 氨态骂、 维生素，进 而也开发了 将磷酸与

2-N-1I弓琳代 乙炕磺酸 [2-(N - morpholìno ) ethane 

sulfonic acid ] 百换的单纯反应液， 胡萝7 卡的 培养细胞

在 24 天期间保持了呼吸活性[ ']。

三、固定化细胞的新生 (de novo)合成

新生合成是从廉价的基质〈例如照糖) 获得附加价

俏商的产物是有经济价值的。 但是， 一般随着细胞的

地殖而作用周延长 ，其至对基质的利用率不高。由于用

细胞l?il~ì::化时是以币的细胞密度来保持高活性的， 若

能扪1;I，IJ细胞增殖来J是;河反应效率贝rJ可充分弥补新生合

成，所具有的缺点。此外， 若凝胶向外部分泌生产物的

同时达J!IJ细胞活性的稳定化，则连续反应~P成为可能。

在新生合成的情况下， 保持多个不同酶系统的活

性， 特别是辅酶等再生系统的活性， 是很重要的。

A. 长春花 ( Catharathus roseus )固定化细胞生

严阿玛碱( ajmalicine )和固定化方法的讨论[8] 。

将含有 10 - 6mol/L 2 ， 4-D 、 1 0 - 6moljL NAA 的 LS

培养基(pH 6 ， 0)液体培养的长春花细胞， 以藻酸钙、

琼脂糖、 琼脂、 角叉股作为固相载体。 回定化细胞

(细胞频: O. 5 gj 1. 0 g ì疑胶)移入不 合激素的 培养基

(1 0 ml ) ， 培养两刑日训iJt ~I JJ j!~础。:J~二J&~' ， 与游离细

胞相比， 用琼脂为游离细胞的 88 % ， 角叉胶为游离细

胞的 66% ， 同定化细胞的生产性较差。但是， 用琼腊

梅固定化的细胞差不多没有变化， 在藻酸钙固定化的

情况下具有促进的效果为游离细胞 的 140 % 。 此外，

采用这一实验系统检查从前体物质色胶( tryptamine )

和开环马钱子苦 (Secologanin )合成阿玛碱的情况， 也

有同样的倾向。

由于明白了固定化细胞也能保持新生合成 的活

性，使物质生产超过游离细胞也就有了可能。

实际上，鸡眼藤值物 ( Marinda citrifolia) 固定化

细胞培养大约三星期，显示出惠酶( anthraquinone)的

产量平均超过游离细胞 10 倍。

B. .衣章 ( Lavandμla vera) 固定化增殖细胞生

产绿色色素[6]

固定化细胞的反应速度增加. 1疑胶中的细胞高密

度是重要因素， 并且必须考虑到基质和氧气的扩散的

情况， 特别是凝胶近表面的细胞密度高。在含有 L

半脱氨酸(1-2 mmoljL)培养基中筛选出来的生产绿

色色素的蒸衣草细胞株， 细胞在用藻酸钙固定化后，

若一直培养在生产色素j古养基中则完全不产生色紊。

而用比较低的密度 (细胞鲜重 1 gjlO rnl 1疑 胶)固 定化

以后， 通常到养三星期， 凝胶巾的细胞 密 度约 9 gj 

10 rnl l疑胶 ) , 用这样固定化的细胞其色亲生产量平均

超过游离细胞生产量 30-50 % 。

因 3.A 和 C 为蒸衣萃细胞固定化后不久的藻酸钙

凝肢， B 和 D 是培养三星期后的凝肢，在图片七能够

清楚的观察到1疑胶近表面的细胞 增殖。图 4* A 为不

合半脱氨酸的培养基(坐长发育培养基) 培养同定化的

亲衣京细胞 ， B 是在含有半脱氨酸培养基(生产色素培

养基)培养的固定化细胞， 仅后者生产出绿色的色素。

这里所讲的绿色色京的生产[0]和在活性聚亚苯基

氧化物( Polyphenylene Oxide ) 中 固定化的澳 州 茄

(Solanum aviculare ) 生产筒类糖脊 (Steroid gluco

side)[I IJ ，都是特定的细胞株， 将产物分泌到培养基

中。但在一般情况下， 细胞内积聚的产物要多一些。

因此在柱形反应器进行连续生产的情况下， 须事先筛

选能分泌目的物质的细胞株。用有机溶剂或界面活性

剂处理细胞使生产物的膜透性增高也是必要的。 关于

· 译者注s 图 3 与图 4 原文系采用彩色照片制成
的图版， 译文中予以省赂。
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提高膜通透性的t:\H信将于下节 D J安内叙述。

四、 依据生物化学的转化进行物质生产

新生合成有用物质的生产， 从基质的价格考虑是

最经济的， 由于细胞的必要刑殉 |天l i日/十二产须有佼长时

间的倾向。在有用产物生产附性的最高i时 期， 加入市I

f本物质 ， 能在短期内获得大4萃的 n 的产物， 则前体物

质价格高"点也是经济的生产方法。 平时义只代谢系统

的「部分反应进行生物化学转化(biotransforrnation)的

情况下 ， H阿克新生合成的全部生物合成活性不高， 作

为 目标的一部分反应活性高也是好的。此外， 除原产

目标化合物的植物种外， 也可使用具有必安的反应商

活性的多种细胞和l' 0 

但是， 在确íi二转化系统之后 ， 屯耍的事情是: 在

筛选活性市的细胞株和设计反应条件〈基质种 类等)

时， 新生合成的情况不能改变。 首先， 以毛地黄细胞

在游离细胞中转化的研究为例 ， 予以说明。 Ij

A. 毛地黄细胞从毛地黄毒苦 ( digi toxin) (句地高

辛 (digoxin )转化的经化反应

用 四事I'~J也黄的共 ]0 个细胞株， 培养基1. 1-1加入

1_2 mg 卡院内陆 (eardanolide ， 50 % 乙醉溶液 1 mgj 

rnl ) ， 迫踪转化反应， 只听果说明于下。

1) 内于物种不同 ， 加入的卡炕内陆 的代谢亦不
相同。 .... 

2) 由于给予的基质构造不同 E例如毛地黄~，苦 ，

毛地黄毒苦自己基(digitoxj ge~n) ，自-甲基毛 地黄毒存

(ß-rnethyl digitoxin)等J . 代谢方向 (配糖化， 控化 ，

乙献:化或者分解) 以及反应的程度均有不同。

3 ) 从相同植物种诱导的细胞株， 也可获得代谢

活性不同的细胞株 (1 2 日- j:圣化活性和 脱甲基化活性的

有无)。

因此 ， 为使日标反应 (在这一恬况下系 12 日-后化

反应)有效的进行， 选怪了基j员 〈自-甲挂毛地黄毒昔 ) , 

从有希望的植物种希腊毛 地 1i-( Digita li s lanta L )诱

导愈伤组织， 并须筛选出主反应活性市， 副反应If!î性

低， 而且反应时间短的细胞株。

B. 毛地黄游离细胞控化活性的稳定化

控制生物化学反应的因素之一是基质 的添加时

期， 毛地黄细胞于增殖的恒定期显示高的经化反应活

性， 大瓶发酵培养的恒定期极短， 容易发生细胞的自

溶 ，因而目的物 自-甲基毛地黄毒音生产量低下。为此 ，

延长恒定期成为重要问题。 在毛地茧'细胞添加适当景

的糖 I~~ 抑制JpH (ì<J 1 -.升从而抑制细胞的自浴 ，特别是添

加糖使 pH 保挎在 6 .1-6 . 5 ， 可有效地保持毛地黄细

胞的活性(促进瓷化反应) 。

因此 ， 反复利用游离细胞进行反应， 连续运转是

困难的， 因而须试用同定化细胞使活性稳定。

C . 毛地黄细胞固定化使 12 自-控化反应活性稳定

化

毛j也如细胞用藻酸钙同定化后， 分tltJ;''i养进行转

化反应。在 61 天期间内每两天按 40 mgj l ( 最 初 两次

为 20 mgjl)的比例添加基质 自-甲基毛地黄毒音 ， 经过

61 天固定化凝胶崩解使反应中止。但是在这一期间，

12 萨瓷 化 反应是稳定 的(图 5 ) [I l。加 入基质共

1120 rng , !t成 自一甲基地高辛共 443 . 5 mg , 回收未反

应的基质 53 1. 5 rng , 在被消耗的基质中约 75%转化

为 12 月-瓷化物。罔定化细胞的控化反应速度 约为游.

离细胞的一半，活性的持续时间延长 到 60 天 ， 在经

济上是补足而有余的。在毛地黄细胞生成的 自-甲基地

高辛分泌到培养基申有利于连续反应。

但是，除了向细胞外分泌生产物的细胞外， 是不

i句 培养基甲分泌产物的。 必须改变细胞膜的通透性，

连续反应才成为可能。 此外， 在转化反应中 ， 提高膜

' X才基质的通透性，对提高反应的效京也是极为重要的。

1. 2.. .. : . '0 

1.0 

0.5 

己a

~ 0 . 6 、.

皑
告主
持E
理!!! 0.4 

0.21-

, . . 
" 

20 40 6() 
反应时间{曰}

图 5 固定化的毛地黄细胞从自-甲基毛地黄

霉苦向自-甲基地高辛的转化

E引向 A. W . Alfermann 等。 Planta

~edica ， 40 , 221( 1980) J 

A-.... ß-甲基毛地黄毒音加在培养基中的总量
.-. 米反应的 自-甲基毛地黄毒沓的数量

e-. ' 生成的 自-甲基地高辛的数量
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一物生细胞

利用固定化植物细胞生广J向用物质的试验很多，

用烧瓶小规模的进行分批培养[1 ， 3 忡 018] ， 有用物质工业

化生产必须较大量的细胞培养， 期望使用各种型式的

发醉雄(反应梢)。考虑到固定化细胞与游离细胞相比具

有较大的弹性 ， 利用构造较简单的发酵罐是有可能的。

数最少的连续反应也可考虑采用柱形反应器 (图

7 )[3 011 ， 19]和 中空纤维反应器的方法。

A. 柱形反应器用于支皂配基 ( gitoxigenin ) 5各瓷

化反应中通气方法的讨论

图 7 所示的柱<?离 210 mm ，直径 3 4 mm ) 巾装入藻

酸铅固定化的胡萝卡细胞，加满含有 1 5 mmoljL 煎糖、

5 mmoljL 硝酸饵 ， 40 mmol jL 氮化饵 ， 0 .1 mmoljL硫

酸钱 ， 5 mmol j L 2-(N-1吗 l淋代)乙:烧;硝酸 [2- ( N-mor

pholino)ethane sulfonic acid ] , 20 mmoljL 氯化钙 ，

0.1 mgjl 微量元素溶液 (储备液) ， 5 mgj l 斐皂配基

、 { pH 5 .0)的溶液。与反应液交换 24 小时，测定支皂

配基的转化率。用空气提升泵从柱上方向下通气， 与

五、反应器

120 

回 6 从有机湾剂连续提取生成物的再循环

型柱形反应器

[51 1当 P. Brodelius and K . Mosback , 
198 3, Ad v . App1. Microbiol , 28 , 1:3] 

丁一

~-山 ，以î lï忡， 0 ) 
f.-I_:j川川 、 . . 
i 川 i / ~~巳1 '. 1皮切
LFL二l 的氯 fli};!

ii
‘ 

圈 7 柱形反应器

[号 | 自 1. A. Yeliky and A . Jones 1981 , 
Biotechnol. Lett . 3, 552 . 

" 但是， 在氯仿饱和的培养液中， 朱观 察到呼

吸活性和经化反应的活性。低浓 度乙醇(0 . 5%)稍促

进经化反应。另一方面， 表面 活性 剂(0.01 % ，

0.05 % )有的无效果 (如 Tween 20) ， 有的也许有阻碍

的作用 [51 (如十二炕基磺酸呐， 十六皖基三 甲基澳化

钱).

D. 有机溶剂处理促进细胞膜的通遗性

改变膜透性的一种方法是在培养基中加入有机溶

剂。 固定化的长春花细胞从色胶和开环钱子背进行合

成阿|吗碱反应 ， 反应液中溶解微量的氯仿， 可促进阿

ni)碱的分泌 (图 6 )。固定化 胡 萝 卡细 胞在有 25-

50 %饱和的氯仿存在下， 可促进毛地黄毒昔配基的

5 自-控化反应"。

再有一个方法是预先将膜iilJ.透性高的细胞 ( perm

eabi1ized cell )固定化 (或固定化后进行处理) ，用以进

行反应的方法[15 ， 口] 。

1) 将细胞悬浮于 10%二甲基l风 (50 ll1lPol j L 1磷阪

仰缓冲液 ， pH 7. 5, l. fi mmoljL 氧化馁， 28 mmol j L 

α-疏基乙醉) I=~ 3 0 分钟 ， 7J(洗后罔定。

2) 细胞悬 浮液和等量 的乙 隧振 荡处理 1 分钟

后 ， 不经水洗flD阴定化用 于反段， 或 固 定化后在

50 mmoljL 磷酸仰缓冲液 (pH 7 . S ， ";{有 1. 5 rnmol j L 

氯化娱) 巾 ， 用?盯在乙陇悬浮振荡 10 分钟后 ， 南极用

于反应。

的将水洗的细胞 (鲜军 2 剖， 在什 有 5 mmol j L 

乙酸和 10 0 I!gj ml 的多黑赖氨酸 ( polylysine) 或 100

11gj ml 的细胞色京 C 和 500 μgjml t自精蛋白硫酸 的水

分 (最终量 10 ml) 中悬浮 ， 22"(; -F处理 3 0 分钟 ， 水洗

后罔定化。 用经溶J(n 卵磷脂 (1ysolecithin 250 μgjml ) 

处理而除去乙酸的水溶液中进行同样的处理。

在长春花细胞经第 ] )项处理的膜通透性最高， 并

且有持续效果。 脱的通透性处于被促进状态的持续时

间 ， 固定化细胞 (半寿期 2-4 天) 比游离细胞(学寿期

叹气口

、守

、t

、问

" 
、

，

H
M飞
1

‘
F

数小时)要长。

随着一有机溶剂处理日益重要， 开发 itiV备氨基甲酸

乙醋 (尿;皖〉预聚物 ( urethane prepolymer) 这样疏水性

高凝j院的可行的固定化方法， 今后是很有希望的。
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单纯的从柱下法:iill气情况相比较 . 后者 (转化 率 75--

8 0 % ) 比前者 (转化率 60-65 % )的转化率高。这一柱

形反!_d ;m rJI J ， I ， j丘比 ~IIIJj包 (1 ~ 3 大 JVJfnj ~ì l 'j (}i (.巳反川。

桩形反应格足易受杂j~î感染的复杂装置 ， J~ 能民

用进行连续运转必须进一步改良。

阳定化细胞1'r.:多数情况下具有与游离细胞-Irl 同的

代谢生产洁性 . 而且其前性具有较稳定 的倾向。 因

此. 同定化细胞技术可考虑作为今后物质生产极为有

力的手段[2 1 ]。但是现阶段在反应活性的稳定性和反复

利用性方面 ， 还存在一些不足之处。

首先， 固定化细胞大多在抑制生长发育的条件下

利用的， 当然有降低细胞活性反应的倾向。 因此每隔

一定时期应移入生长发育培养基以保持高活性 的状态

(再活性化)等等，成为必须的工作[叫。

其次 ， 用细胞的变异处理和培养(反应)条件的改

良等以增强反应活性， 采用的基质和分泌的促进， 植

物细胞的适应， 以及各种适于反应的固体化载体和固

定化方法的开发 ， 适于固定化细胞培养的反应器的设

计等等， 为使固定化植物细胞能广泛反应的应用， 要

解决的问题还很多。

固定化植物细胞的研究还仅只是一个开端 ， 本节
就这一领域的研究作了一些基础的介绍 ， 甚感荣幸。

(本文译自山田康之编著2 植物细胞培养?二工

7岁， 122-1 34 页。满载社号-千工二/ 尹-1 7 -1 夕 1 98 ~ , 

周荣仁i子 ， )司郑校 )
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