
天然药物进展

发酵罐中人参细胞培养条件的研究

� � � � � � � � � � � � � 等 �日本东京北里大学药学系 �

衣

我们前已报道人参�� � � � � � �� �  � � �
�

�
�

� � � �� � 愈伤组织代号� � 一 � 能产生与栽培人参

根同样药理活性的皂试一人参贰
。

尽管� � 一 � 中的愈伤组织�� � � �主要是再 分

化的根 � 在生产皂试方面是最优的
,

不过据认为在

悬浮培养过程中所形成的大团块不利于 大规模 培

养
,

特别是在从悬浮培养转移到悬浮罐或发酵罐培

养的情况下
。

新分离到的代号 �� 一 � 及低级变异的人参愈伤

组织
,

曾就大规模悬浮培养时有关其生长的培养条

件和皂贰产生进行了检测
。

结果表明� � 一 � 愈伤组

织比� � 一 � 愈伤组织具有更高的皂贰生产率
。

原料和方法

�� 一 � � � 和� � � 愈伤组织的诱发 一 � � � �年

�� 月
,

取朝鲜产五年生人参根用�� � 乙醇和普通漂

白粉饱和水溶液加以表面消毒
,

然后用灭菌水漂洗

干净
。

用软木穿孔机除去园柱心 �直径 � � � � 后切

成 � 一 � � � 薄片
。

把薄片放在补充有 � ��� �
,

� 一 氯苯氧基酷 酸��  和。
�

��� � 动力 精 �� � 的

� � �  � � �� �和 � � � � � , � ��� � � �琼脂培养 基 �以下

简称� �� 上
。

将正在生长的愈伤组 织� � � 一 �� 移

植至该培养基上
,

放置暗处保持 ��
“

�
,

每相 隔四周

继代培养一次�� � 一 � � � 愈伤组织 �
。

在第 三次继

代培养后
,

把愈伤组织转移到含有�� �� 叫噪
·
�

�

丁酸 ��� � �和 �
�

�� �� � 的� �上
。

将愈伤组 织放

置暗处保持��
�

�
,

侮相隔四周继代培养一次
,

约经

一年直至获得茁壮生长
。

琼脂培养基中生长率及皂俄含量的测定一将愈

伤组织 �约 � 克� 转移于装有试验培养基�� � � �锥

形烧瓶中
,

一

暗处保持� �
�

�
、

培养四周后
,

测 定生长

率及皂俄含量
。

每次试验应用 � 一 �� 瓶样品
。

悬浮培养物生长率的测定一在装有 �� �� �试验

培养基的�。。。� �锥形瓶中接种琼脂培养基上的愈伤

组织
,

放在往复式振摇器 ��� 次� 分
,

冲程 � 。� 长�

上置暗处保持��
�

�
,

经培养四周后
,

收集愈伤组

织
,

测定生长率
,

每次测定用两瓶样品
。

碳和氮源的厕定一用 加有� � � �� �� �和。
�

�� �

碳 � � 的� �进行检查
,

合并检测葡萄搪和蔗糖作为

源
,

氮源是除去� � � � � � 和加入� � �
� 。

必要时每

种测定重复两次
。

发酵罐培养一琼脂培养基上的愈伤组织转移到

含有 � 升试验培养基的 � 升体积的发酵罐中
,

充气

率是 � 体积气 � 每体积培养基� 每 分 钟 �� � � �
,

转速是每分钟� �� 次
。

琼脂培养基上生长的愈伤组织也转移 到 含 有

�� �� �培养基的�� �� � �锥形烧瓶中
,

在往复式振摇

器上培养四周
。

该法培养的细胞用作含� �升试验培

养基的�� 升发酵罐的接种物
,

接种量为�� 克� 升 或

拐克 �升
,

充气率是。
�

�� � � �
。

三种类型的涡轮机

�圆盘式
、

角度圆盘式及锚 式� 分别 用� �� 和 �� 。

� � � 两种转速测定
。

皂试的提取和测定一用甲醇提取� 。克新鲜愈伤

组织混悬在水中
,

再用乙醚提取
。

水层用正丁醇提

取
,

减压蒸发正了醇层 �粗皂俄 �
。

把粗皂试定量

点在硅胶薄层层析板上
,

用正丁醇一醋酸乙醋一水

� � , � � � � 卜层液展开
,

喷�� �硫酸
,

加热显

色
。

用双波长 扫 描 器 �入� � � � 。� �� �
,

入� � � �

� ��� 。 � 测定每一斑点的人参贰含量
,

并计算总皂

俄
。

结果与讨论

在几种琼脂培养基上培 养新 分离到的 � � 一 �

� � 愈伤组织和 � �� 愈伤组织 �� �愈伤组织的衍

生物�
,

测定其生长率和皂试的含量
。

� � 一 � ���

比� � 具有更高的生长率和皂试含量
。

这个结果类

似于� � 一 � � � 与�� � �愈伤组织
,

在补充 � �� � 

�� �和 �
�

��� � � 的 � �上的培养物显示了生长 率

高和皂试量最高
。

当用含 � � �� ��  和。
�

���扭� 的� �作成

�� �� �悬浮液培养�� 一 � �� � �愈伤组织 时可 产

生最高的皂试含量
。

因此
,

分别在 � 升发酵罐中用

相同培养基 � � � �� �� �和 �
�

���也� � 悬浮 培

养� � 一 � �� � 和� � 一 � � � �愈伤组 织
,

然后

珍份

奋

一 �� 一



比较生长率和皂贰量
,

结含果� � 一 � � � �愈伤 组

织几乎与� � 一 � ��� � 产生同样的干品 重 量 �每

�� 。克鲜品重量� 和皂贰含量
,

但是 生长率则 较

低
。

用悬浮在含有 � � �二 �� 人和 �
�

���也� 液态

� �中的愈伤组织检查碳
、

氮源的影响
。

结果表明

在最初两周中
,

含�
�

� �葡萄糖 � �蔗搪的培 养基

最有利于生长
。

若不加入 � �蔗糖
,

培养两周后加

入蔗糖可提高生长率
,

也可增加千品重量
。

基于这

些结果 认为要获得高生长率添加 � �蔗糖是最好

的
。

显然高浓度的矿物盐或� � 己离子可抑制愈伤

组织迅速生长
。

因此
,

通过除去� �
·

。� � � 而 加人

� � � 。改良� �� 经发现改良� � 比普通� �或不加

� � � 。的��得到更高的生长率和 干 品 重 量
。

与

� � � � � � �尹� �。培养基比较改良��也得较 高的

生长率
,

但 千品重量类似
。

虽然培养基含不同浓度

�� � 。 �试验� � � �浓度范围� � � � � � � � � � � ��
,

但是生长率是类似的
。

因此
,

仅含� � � � � � � � � � ��

�即除去� � ‘� � 。的� � � 作为氮源的 培养 基用

在下述 �� 升发酵罐培养中
。

基于上述培养条件 �碳和氮源� 对摇瓶悬浮培

养有影响这一结果
,

用几种培养基在�� 升发酵罐中

进行了� � 一 � � � � 愈伤组织的悬浮培养
,

还测定

了生长率
,

千品重量和总皂贰含量
。

对于生长率和

皂试含量
,

减去� � 。� � 。的� � 与普通� � 相似
。

用减去� � � � � � 加人。
�
��葡萄 糖 和 � � 蔗 糖 的

� �培养两周后
,

又加入 � �蔗糖比仅 含 �
� 蔗 糖

的普通M S得到较高的生长率和较高的干品重量(克

/升)
,

而皂贰的相对含量仅有轻微下降
。

在三种涡轮机类型中
,

角度圆盘式可最大程度

增加生长率和干品重量
,

但皂试含量最低
。

当搅动

速度增加到15orpm 时
,

生长率和干品重量下 降
,

而皂试含量增加
,

与100rp m 搅动速度时皂试 产量

(m g/1) 相似
。

在30 升发酵罐培养中
,

生长率和干品重量并非

随着皂贰含量的增加而增高
。

这表明每次培养的皂

试产量大致相等
。

发酵罐培养是无法与摇瓶悬浮培

养相比拟的
。

因此需要进一步检查细胞在发酵罐中

的培养条件
。

由于目前已可能通过连接发酵罐和大容槽之间

的管道和阀门来传送愈伤组织
,

所以生产高产量皂

贰能力的 P g 一 3 愈伤组织比P g 一 1 变异愈伤 组织

更适合于大规模培养
。

从 P g 一 3 愈伤组织 中反 复

选择细胞品系及为大量培养所需的新装置 工程 正

在发展之中
。
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克服地高辛超量用药的途径

美国医生已报道成功地运用一种新方法治疗地高辛毒性
。

他们研制了特异的地高辛抗体来逆转有生命

危险的地高辛中毒
。

这种新技术包括使用从免疫羊中分离获得的地高辛抗体碎片 (即F a b碎片)
。

文献报道
,

这 种 抗 休

对地高辛具有高度的亲和性和特异性
。

在一项中心研究中
,

曾对26 名用地高辛 (或洋地黄试) 过量中毒而具有生命危险的患者静 脉 注 射F a

b碎片
,

他们对标准的治疗难以奏效
。

所有患者有严重心律不齐
,

某些病例还有高血钾
。

全 部患者 最 初

都有效
。

随后有5人死亡 (4 人治因疗前症状持续过长
,

1 人供给F a b碎片不足)
,

其它21 人毒性迅 速 扭

转并完全恢复
。

作者认为
,

有许多病例的效果是激动人心的
。

例如
,

有一两岁半的儿童偶然 服 用了loln g

地高辛
,

在这期间并没有发现有不良反应
。

作者相信
,

这部分是由于应用抗体小碎片降低了免疫原性
。

作者相信
,

如果深人研究证实没有副作用的话
,

这种治疗方法就可扩展用于一些无生命危险的过量用

药严重的病例
。

D
o

li
e r t y 曾指出

,

在对新抗体治疗增添适应症之前
,

重要的是考虑到突然
、

完全撤药可能出现 的 危

险
。

他认为
,

最终有可能通过测定抗体滴度以消除地高辛的毒性作用而同时保留地高辛的治疗作用
。
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