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人参细胞悬浮培养的研究

1 .悬浮培养细胞的生长

丁碟祖柏k华吴逸杨静仪

〈山西生物研究所〉

人参细胞的悬浮培养，是在其他植物悬浮

培养的基础上发展起来的。首先用于悬浮培养

并获得成功的植物是烟草和万寿菊 (Muir ，

1953) 。此后有胡萝扒白云杉，金鱼草等。

Nickell (1956)第一次证明了植物细胞可以象微

生物一样进行培养，并本断生长。后来，他又

用微生物发酵技术研究了悬浮培养细胞生长的

动力学，生化组成和特殊的代ì~J产物的产生[叫。

Rose 等 (1972)研究了甘薯培养细胞代谢活力

的变化动态，氮和底糖的利用速度以及细胞中

氮和碳水合物的累积[9)0 Street 等从 1966 年开

始连续数年对假挪威械悬浮培养细胞进行了多

方面的研究[7，8 ， 6 ， 5)。但是有关人参细胞悬浮培

养的系统资料却很少。我国进行人参细胞悬浮

培养研究的有 Chang(张唯勤〉等(1979) (台湾

省) [4)、丁家宜等 (1981) [1)和丁穰祖等(198 1)

[2)。我们的前一个报告，观察了悬浮培养细胞

的形态结梅和繁殖。本文报道悬浮培养细胞的

生长和代谢活动的初步结果。

材料和方法

材料来源与培养条件同前文[2)。人参根、茎诱导的

愈伤组织、细胞，经二年继代培养，愈伤组织淡黄色。采

用 MS 培养基，附加 2 ， 4-D 0.5 毫克/升。每批培养

30-35 天.每五天取样一次。

方法 s

(1)培养细胞生长茸的计算， 以细胞鲜茧的增长

倍数表示。即接种时细胞鲜意与生长若干天后细胞鲜

重之比。

(2) 糖的测定，藤椅水解后生成葡萄糖， 用弗林

试剂进行定量测定。用公式

(空白毫全草工的变:耗搪挚〉不稀择倍数 x 0.1 
取样毫升数

计算，即可得到培养基内的含掂盘。

样品浓沽，丁古代最
底糖利用率= 1 一-~....!.__!:~号 ι

以i仪 I曰:糖含拭

(3) 二氧化碳的测定，利用 FQW-C02 红外线气

体分析仪，定期测量整瓶培养细胞生长过程巾 COz 释

放量。测定时，气体流量。 .3 升/分，打)f 记录仪约

20 分钟后，当指针达到基本恒应时，记取其数倍，位

个样品重复 4-6 次。计算公式 z

C02 PPM数×流ftl: x 60分钟。
C02 PPMj小时.克衅重= 细胞ílJy. 'E刊。

结果与饨论

悬浮培养细胞的生长动态

在人参细胞悬淫培养过程中，随着培养时

间的进展，细胞数量在不断改变。 这种改变有

一定的规律性。正如 Wilson 号:[10)1971 年描述
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罐赛时冈t天}

盟 1 人苦苦培养细胞的生长也接

的刀口;1:ι 在..-卡fk 二周期内. ;;jj! Jl包数量的改变

基本上324号 s )[;!1;1纹。人参细胞也不例外。

在我们的实验;在作下，人参悬浮培养细胞生长

的各个时期大作为 z延迟期 3-5 天，对数生长

期 7-10 天，直线期约 7 天，减慢期 5一7 天，

生民 25--30 天之后，进入静止期〈图1) 。延迟

期细险很少分裂。对数生民期和直线生民期，

细胞数 [J 迅边用力i]，单位时间细脏的;l~1 民速度

达到鼓{Srl丰"战i呈现，细胞生长速度逐渐减慢。

进入拍 II二期，细胞停止生长。因此，在静止期

到来之前，必须进行继代培养，或者将其收获。

影响培养细胞生长曲线的因东是多方面的，如

植物种类、取材部位、士\'i11:细胞品系、继{-'<;培

养频率、接种密度、培养基组成及培养方式等。

就人参而言，来源于茎愈币1组织!而培养细胞与

来源于根愈伤组织的培养细胞比较，前者延迟

期较短，后者延;8期略民 F;5;浮培养细胞与j 1J.1 

体培养细胞比较， tk l毛 rHl线虽然都是 S)后， f旦

团体培养细胞的各个时期均延长。在一个生长

周期内，罔体培养比悬浮培养时间延长 10 天左

右。悬浮培养细胞的生长周期姐，细胞增民速

度快(参看图 1 )。实践证明，悬浮培养是提高

细胞生长量的有效方式。

二、悬浮培葬细胞在生长周期中

代谢活力的变化

(1) ~、糖的手11m 蔚糖的利用可以反映细

胞的产量。以根、茎培养细胞为材料，比较了

两者细胞生长量与j羔糖利用的关系〈见表 1 )。

载 1 人'最浮培鼻细胞对穰植的利用

取材邓小tz i 培养时间仰 ; 丁 ! " ?-r 20 ! 25 1 30 

根的的 i 阳增旭〈倍数) I ω ( 川 l 山 ! 6.88 i 7.00 I 丸69
时 (雨雨雨J「ZJl王豆丁马马「币;二了豆豆-77LiJ

-Ei二 EH垣亟三「ωi 川三王:τE丁:FEE
E… ffJT! 山上 t\!:桥的出芝巳斗 1ω iωoωo l6川 l 川7 7川
表 1 表 :V.j ，随着IJIjt二fJ才. f:'îJ 的延长，细胞数量不断 改变对人参悬浮细胞的生长无明显彤l响。

增加，培养)，i; I}ò: lí~;榕的含虽越来越少。 l摆糖的

利用卒 tj细胞的增民量成正相关。特别是当培

养到jJ)jf13)J:入对款!LL三期和直线生长期 (10-20

天)时，照粉的利用迅速增加，培养基糖的含量

迅速干 It'}: 0 无论米源于茎还是根的培养细胞，

其细胞生长远与且在榕的利用情况是一致的。茎

细胞生 i计犬 ， L在糖利用快。根细胞生长较慢，

煎黯利用迷度相应也馁。

(2) 培养液中 pH 的变化 随着培养时间

的加;三、细胞敖泣的增加，培养液 pH 值略有

下降，即由 pH 5 ， 6 降至 pH 5 , 40 pH 的这种

(3) 悬浮培养细胞的生长量与 COz 释放

量的关系 我们利用 COz 气体分析仪，测量了

在生民过程中人参细胞 COz 的释放置。(见表

2 )。随着培养时间的延长，人参细胞鲜重不断

增加。每克细胞每小时COz 释放量，最初低 ， 10

天左右高，以后又逐渐下降。这种现象可能与

培养细胞的生长特点及培养空间的限制布关。

接种后，当细胞处于延迟期的时候，代谢活动比

较缓慢， COz 释放量较少。培养十天左右，细

胞处于对数生长转向直线生长阶段，代谢活动

非常旺盛，呼吸作用很强，但这时细胞数量的
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襄 2 悬浮培臻、固体培葬 CO2 郭放量的比寝

培养方式 培养时间叨 5 10 I 15 I 20 35 

细胞增长量(倍数) i 川 l 川 I 5ι.4ω0 l 川5 1η7.13 3 
悬浮倍养

C∞O乌2 PP.I\阳岛M州/μ叫

固体培养
细胞增长量〈倍数〉 i 1.53 i 1.92 3.59 I ω I 11.80 

C02 PPMj小时·克鲜重 , 4.50 I 10.20 , 丸44 I 1.曰 I 1.37 

增加并不明显.如以单位克鲜重，单位时间

COz 释放量计算，显然 C01 PPM数较高。以后，

随着细胞数量的迅速增加，平均每克细胞每小

时 CO2 释放量逐渐减少。悬浮培养与固体培养

的结果趋势是一致的。

从原糖的利用和 CO: 的释放量与人参悬浮

培养细胞的生长曲线;时照分析，可以看出，在

一个生长周期内，前两者下降，后者上升。 jlJ

某一点时，后者的上升速度减慢，甚至停止。

显然，要进一步提高人参细胞的生长量，需要

及时补充养料和新鲜空气。因此，就有进一步

进行半连续培养和连续培养研究的必耍。
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用改良的组妹染色单体分化染色法对自链肾细胞增殖

动力学和化学药品诱发姐妹染色单体交换频率的初步研究来

-t尿 李渝成 用政

(武汉大学生物系〉

自 Latt [l J首先使用 Hoechst 33258 对←澳

脱氧尿音 (BrdU)掺入的人淋巴细胞姐妹染色

单体分化染色 (SCD) 以来，一些 SCD 永久制片

法巳陆续有报道(%卜"lo 我们采用一种改良的

SCD 法， 即硫董-UV-Giemsa 法， 对离体短

期培养的白链 (HypophthaZmichthys moZitrix) 

肾细胞增殖动力学和坦裂霉素 C (MMC) 、敌枯

双(N ，N-甲撑←双 :2-氨基寸， 3 ， 4-唾二哇)在白

链肾细胞所诱发的姐妹染色单体交换(SCE) 频

率进行了初步研究。

材料与方法

自链取自武汉市水产科学研究所，为一斤左右(一

冬龄〉的鱼。

.本工作是在余先觉教授指导下进行的。
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