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位置 ，两者相芋 10 %以上的染色休是值得怀疑的 ， 因为

在人尖染色H; iJ ì 子lE化的匀后性(译者注 : Hil某些染缸

体个休之间的染色羌异'.tt ) 引起的大子 10% 的变化是

很少见的。 人染色体的预期位置是通过流式核型上其

它人染色体峰和1仓鼠标记染色体相比较计算出来的，

因为仓鼠标 i己染色体与正常人的 染 色休的{茸茸关系是

已知的。一个米源于人的峰也可根据这个峰是否出现

在用作杂交的企鼠亲本细胞 系的流式核型上来验证。

(3) 通过人和仓鼠的基因组 DNA 分别与来自杂

种细胞的染色休进行杂交 ， 可验证分选的染色体是荷

来源于人。 分选出来的染色休 DMA 结合于硝酸纤维

滤膜上， 用 3lp ;际 i己的 DNA 探针与之杂交， 或直接

同立于我片上 ， Jfj荧光标记的 DNA 探针与之杂交。

(4 )将所得的 DNA 克隆作基因图可判断i麦克降-是

否来 自重组的 DNA 文库。但该 法耗时且只涉及有关

染色体 DNA 顺序的很小一部分， 因之对有些染色体

的重排不敏感。

(5) 在杂交细胞中 ， 运用同功酶分析可以证明人

染色体的存在。

(6) 用分带、法也可判断「染色体峰是否同一。 f Fi用

l!:E ~主?美;去?口多胶;全 八万与口 1染色作 ;良难先带， 所以这种

IjtJ:凶 ，自放 (旦二 1;'jlf用。

有AJX町、币1 月1 时 ， 前 ?ZJ要同时用 IL种方注才能准确

地判断。例如对人仓鼠杂交%\ UV 20 HL15-3 3 来说 ，

同功酶分析表明存在 9 号 q~ 色休且无其它相似大小的

染色件， 而流式核型在ff，U坷的 9 号 tlf<最位置上却出现l两

个屹 p 用分带法证明这种杂交细胞系行在正常的手rr非

正常的 9 号染色休 $ 1等 G O JO O 个所 分选出的染色体

DNA 与标记的人和仓鼠 DNA :ìR ff分子杂交 ， 又表明

分选出的染色体大多数米源于仓鼠。所以 9 号染色体

的双l峰组成极为复杂 ， 不适宜克降 。

三、分遗

流式分选所需要的是， 通过流式细胞计筛选能产

生良好的i1íI式核型的经染色的染色体样品。 使用的仪

器是一种特殊设计的高速的双激光流式分送计号 ， 其速

度比一般流式分选计要快 20 倍。为了使克隆实验 具

有足够的 DNA，所选出的每种染色体至少要有 4 X 106 

条。 在高速分选计 1- 成纤维细胞染色体只需要学天即

可达到泣一要求 ， 而在一股份-选计上需要 9 个 工作

日。(待续)

植物细胞的大量培养技术*

森木

近年来 ， 用植物细胞培养来生产有用次生代谢产

物的研究十分活跃。但是， 多数处于实验室规模的阶

段， 工业生产规模的只有两例 ， 即最近作者等(三井石

j由化学)用 0.75 m3 培养罐培养紫草 (Lithospermwn

eryt l1 rorh iZOI1 )细胞和日东山工的用 2 m3 培养雄培养

高丽参细胞。此外， 从目前几乎没有报道有关以次生

代谢产物为口的的大量启养技术的详细研 究内 容 来

吾， 可以认为正式的大白培养技术尚未能确立。

本文系作者等将已进村的紫草细胞培养生产紫 草

宁为例 ， 以 J2.今为止的大 ht培养技术开发中所讨论的

几个基本项目为中心， 予以叙述 ， 以供今后建立大位

培养技术的研究作为主;二号。

1 . 培养基

大量培养是在液体熔养基巾将植物细胞进行悬浮

培养。植物细胞米源于从固体培养基上从植物外植体

'1:弟次郎

1之 :'J:， (l甘愈{万组织细胞。 这里必须注忌的是用于同休培

养的培养基大多采i孟子液体培养。 紫草细胞的固体培

养与液体培养可作为其巾的一例 。 用已911培养基进行

培养的情况见~l :1 、 图 2 [1 J 0 

可以看出，所有用于团体培养的培养基， 均肯~~

成次生代i射产物紫草宁 ， 而在液休培养qJ能生成紫草

宁的仅有 White 培养忌。因为在固体培养和液体培养

中细胞处于完全不同的环境， 所以 ill立大最培养技术

的第一步， 须开友在液体J白养 q ，生产次生代谢产物效

率最佳的培养基。

如作者等圣j~紫草宁生产一文 1: 1 (见细胞生物学杂

志、 Vo1 9 陆 1 p. 22→2 4)所说明 ， 详细总纠了 White

>> ::1王文译自山田 glf 三编有 植物细胞培养?二立

7岁， 1 34- 140 页，都~~讨:号 千工二/尹-1 7 千
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180 细胞生物学杂志 1988 年

用同一培养基的培养方式进行， 但在紫草细胞的培养

中， 增殖用 MG-5 培养基， 生产紫草宁用 M-9 培养

基。用这两种培养基组合的培养方式 ， ftp首先用 MG-

5 培养基进行紫草细胞的大量增殖， 随后采取换用

M-9 培养基生产紫草宁为主体的培养方式，获得了最

大的紫草宁的产率。实际上， 研讨这一培养方式的结

果， 根据在 MG-5 培养基中细胞增殖培养 9 天， 用

M-9 培养基紫草宁生产培养进行 1 4 天，紫草宁的产

量最高， 这一数值是仅用 M-9 培养基培养 23 天时的

3 .5 倍。

这一培养方式称为二段燃养。这一方式不限于用

紫草细胞培养生产紫草宁， 可以认为对以生产次生代

谢产物为目的的细胞培养均会有效。

3. 种细胞量和种细胞密度

培养中所用种细胞量多，培养容器内细胞密度亩 ，

则次生代谢产物的产量乡。 种细胞量多到什么程度为

好? 紫草细胞用于培养的种细胞慧和细胞收获量以及

紫革宁含有率的关系见图 3 。 此时 ， 培养基成分的浓

度对种细胞量的比例发生变化。
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种细胞密度和细胞收我量以及紫草宁
的含有率(培养 14 天)

。 细胞收获量 · 紫草宁含有率

4 6 8 10 
种细胞密度 (g. dry wt ./ /) 

。

图 3

细胞收获最与种细胞景里比例的增加， 培养器内

细胞密度相当高。但是， 细胞的紫草宁含有率在种细

胞量达 6 g DW/I 时为 11 % ， 在此 l、 l上紫草宁的生产

受到抑制， 含有率急剧下降， 这样， 与细胞的增殖相

比较， 次生代诗!产物的生产易受种细胞量的影响。 除

了随着种细胞密度增加， 培养液的粘度上列 ， 细胞供

贺不足z 培养基成分的浓度增加， 细胞吸收养分异常

等原因外，还有不了解之处。 为此而进行探讨， 据以

考虑对策， 从而开发出细胞密度的高效率培养方法是

有可能性的， 这是今后值得探讨的重要课题。

培养基成分的组成 ， 开发了生产紫草宁最适的 M-9 培

养基[21。用这一悄养基培养 1 4 天时 ， 紫草宁的获得率

为 1500 mg/ I 。

但是 ， 在 M-9 培养基中的细胞增殖率每二 周 为

3- 4 倍， 增殖率小是其缺点。此外， 正如紫革宁生

产一文中所述， 这种培养基的最大缺陷是不能用于细

H继代培养。 可是在开发 M-9 培养基中使我们了解细

胞增殖和次生代谢产物的生产是两个不同的现象， 可

分别采用最适的情养墓。 液体培养中紫草细胞的增殖

良好的系 LS 培养基， 研讨了其成分的组成 ， 开发了

细胞增殖最适的 MG-5 培养基[3 ] 0 MG-5 培养基的细

胞增殖率每 9 天增加 6 一 7 倍。

2. 培养方式

虽然细胞的增殖和汰生代谢产物的生产， 一般采
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图 4 k f.8 与絮革宁产量

Uf7养 14 天)

4. 氧气的供给

培养的细胞吸收溶解在液体培养基 rl~ tf(J氧气 ， 因

此要获得细胞的增殖和次生代i射产物的生产 ， 培养基

的钱气溶解能力和氧气的浓度成为重要因素。氧气溶

解能力以氧气移动容量系数 (1勺，a ) 求出 ， 氧气浓度以

溶存氧气浓度 (DO)测定 !U :lf~。

烟草细胞珩养中，有1~道 il~ k r. a 在 10 h- 1 以上时

增殖率必1"二最大， 10 h - J r~下与 屿，a 成比例降低[' ]。

次生代谢产物的生产也受 kLa 的影响。作者等进行紫

草细胞培养生产紫萃宁 ， kr.a 于 10一15 h- J 时紫草宁生

产最大(罔 '1) ， DO 对紫革培养细胞的影响表示于图

5 , D。 在 6 ppm 以上时， 细胞收获量最高， 而紫草

宁生j'~: }-剖!!川~) DO 1'1二 5→8 . 5 ppm 时最高，比细胞 增

殖更易受 DO 的影响。

肉为 kr.a fn DO 随jffi入气体的氧气浓度、 通气量 、

搅拌忻 i兄而变化， 通过对这些条件的调节，而获得最

适的 krß 值和 DO 值。冥 中特别向加以注意的是搅拌。

与微生物相比较， 大而柔嫩的植物细胞由于易受搅拌

的剪断力破坏， 必须考虑采用对细胞的应力小而搅拌

有效的方法。特别是在机械搅拌情况下， 在考虑搅拌

速度的同时 ， PÎ.考虑搅拌叶翼的形状和按装的位置。

有关搅拌11-1-舆形状的研究也有一些[ 5.叫 结论是这一

课题必须按具体情况来进行研讨。

5. 培养装置

在植物驯的大琶培养的培养饿中 ， 通气搅拌罐和

空气提升刑培养S富有很大区别 。 采用这些培养德已有

一些研究， 但是结果是多种多样的， 究以哪种型式为

优， 尚难以判定。

例如从阳 rll进行 Cuclran ia tricuspidata Bureau 
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图 5 溶存氯气浓度和细胞收获蠢以
及紫革宁的产量
(培养 1 4 天〉

的高浓度常养结果， 通气搅拌罐比空气1~:]l)f.'l :t1飞养罐

为佳[ 7 ] 。 而 Wagner 等用鸡眼藤属植物 (Moriuda

citriforia )细胞培养生产惠阳 (ant hraquine ne) ， 在采

用的多种培养罐中 ， 以通气管式空气提升理培养镀为

最好。

在原理上是使保持培养浓保持所定的 kr.a 值与

DO 值，尽可能使细胞不受庇力 ， 维持总浮状态。但

是，要达到这一状况， 必PJ研究所培养植物种类和培

养细胞的大小、 峡固程度等种种不同的具休情况。

培养的经济性也是决定培养罐的重要因素。一般

空气提升型培养?，/#与通气搅拌备在相比较， 构造简单不

易发生杂商污染。 100 m3 以上的大型化地养是有可能

的， 1i=具有电费便宜的优点。 但是 ， 培养液 的 krß ，

DO 以及细胞的悬浮状态要全部保持最近值是困难的。

培养液起泡沫以及难以防止细胞附;旨在培养罐气液 界

雨的器且在是其缺点。

决定设计的培养槽与附属设备配置和管道按 排

后， 大最培养装置即告完成。作者等以紫草细胞培养

进行紫草宁的生产设备的流程图见图 6 0 

固 B 景革细胞培养生产紫草宁的流程
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这-设备出细 gb2 描已用 ({j第 一培养踵， 主与草宁生

产) f! 如 ~ i ;"， jf枪 ， '/1 悦 ji ; ;f~ IJ的 !'IH !l0ì立止号古柏J含千f !::L

成~革宁细胞的i 巳过器所组成 。

(周荣仁 i手 ， }i'ij 郑校)
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人胃癌细胞在丁酸铀的诱导下膜分子运动与

膜相关骨架的关系

牛奇t英 赵孟莲 方家栋 梁云燕 石 永远 王代材

(北京市肿瘤防治研究所细胞生物学室 )

丁酸是一种短链脂肪酸， 对培养的哺乳类

细胞的形态、 生民速度和某些基因的表达有影

响。 丁酸制在 0.5--3 mmol /L 时对培 养 的肿

瘤细胞会产生可逆性的生长抑制作用 [l] ， 也可

以引起或促进新蛋白质的生物合成[Z]，抑制细

胞内 DNA 合成[3] ， 诱导纤到!~粘连蛋由的产

生[仆。丁酸纳对细胞的一些生物学效应已经进

行了广泛的Ui 究 。 本文用荧光碎灭后的光复现

(Fluorescenc巳 Recovery A f ter P hotobleaching , 
FRAP)方法研究细胞膜的运 动 ， 用 免 疫荧光

方法测定细胞表面纤 ffl~ *I~ 连蛋白 ( Fibronec一

t in , FN ) 及 115 色反应研究细胞骨架微丝， 以探

讨丁酸讷对人胃癌细胞 ( MGc 8 0-3) 的 质 膜 与

细胞骨架之间的相关性。

材 料 和方法

-、细胞及细胞培养

人胃低分化中ii液腺癌细胞系 (MGc 80-3 ， 山 东师

范大学建株) ， 培养子含 1 5 %小牛 的L 清的 Eagl e 培养

液 q~l 。 接种细胞子小培养 瓶 内 ， 何 瓶 4 . 5 万 / 1 . 5 毫

升。 24 小时后分三组处理s 第一组换含有 2 mmol/ L 

丁酸的 (BDH)的培养 液 持续处理， 第二 组以含

2 mmol/L 丁酸铀的培养液处理 4 8 小时 ， 再换为正常

培养液继续培养， 第三组为空白对照组。 以上三组均

隔日换液 ， 自 力口药之日起每天从三组 111各取三}促进行

细胞计数， 以绘出细胞生长曲线。

二、丁酸销对细胞微丝及纤维粘连蛋白的影 响

1. 微丝骨架的显示

在盖玻片上生长的 MGc 80-3 细胞在含有

2 mmol/L丁酸呐培养液中培养 ， 2 4 小时及 4 8 小时分

别取出 ， 按 Pana 方法 [ 5 J用考马斯蓝 R 250( coomassia 

Blue R 25 0 )染色并略加改良[6] 。

2 . 纤维粘连蛋白的显示

在进行显示微丝实验的同时， 取出另一部分细胞

分别用 3 . 5% 福尔马林固定 30 分钟， 用 PBS 液洗涤

后 ，加纤维粘连蛋白抗1(1且清与细胞保温 ( 3 ï OC)45 分 ，经

PBS i-夜洗， 稍干后再与二级荧光抗体避光保温(3 7 "C)

4 5 分 ， 最后用 PBS 液充分洗去细胞上 游离的荧光物

质 ， .9 : 1 甘油/PBS 封片， 荧光显微镜下观察。
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