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摘　要　研究了丹参冠瘿组织悬浮培养过程的培养特性及细胞的生长和丹参酮的合成规律 ,并建立了丹参冠

瘿组织生长、底物消耗和产物积累的分相动力学模型 ,模型计算结果与实验值吻合较好.丹参冠瘿组织悬浮培

养系 ,由淡黄色、近圆形、d 5～10 mm的颗粒组成 ,培养液纯清 ;丹参冠瘿组织生长周期 T = 20～25 d ,3～7 d近似

为指数生长期 , 比生长速率μ= 0. 16 d - 1 , 7～13 d近似为恒速生长期 ,生长速率 d CXΠd t = 0. 69 g L - 1 d - 1 ;13～

21 d为减速生长期. d 21达最大生物质量浓度 CX, max = 10. 9 g L - 1 , 丹参酮积累质量浓度 Cp = 8. 4 mg L - 1 .

关键词　丹参 ;冠瘿组织培养 ;丹参酮

中国法分类号　Q944. 6 ¬ S567. 239. 01

STUDIES ON CHARACTERISTICS AND KINETICS OF

SALVIA MIL TIORRHIZA CROWN GALL TISSUE CULTURE

YING Peiqing 3 , XU Jianfeng
1

& SU Zhiguo
1

( Microgravity Laboratory , Institute of Mechanics , Chinese Academy of Sciences ,Beijing　100080)

(1 State Key Laboratory of Biochemical Engineering , Institute of Chemical Metallurgy , Chinese Academy of Sciences , Beijing　100080)

Abstract　The characteristics for Salvia miltiorrhiza crown gall tissue culture and kinetics of cell growth and

tanshinone synthesis were studied. A phase - segregated model was developed to describe the crown gall tissue

suspension culture system , in which the culture system was divided into biotic - phase and abiotic - phase. The

established suspension culture of crown gall tissue was characterized by pale yellow cellular aggregates of 5～10

mm in diameter and clear culture broth. The results showed that the growth cycle was 20～25 d. The exponen2
tial growth phase was from d 3 to d 7 with a specific growth rate of 0. 16 d- 1 ; the growth - constant phase was

from d 7 to d 13 with a growth rate of 0. 69 g L - 1 d - 1 ; the maximum biomass attained was 10. 90 g L - 1 at d

21 , while the tanshinone content reached its maximum 8. 4 mg L- 1 3 d later.
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丹参 ( Salvia miltiorrhiza)是治疗心血管系统疾病的重要中草药.以根入药 ,其化学成分有脂溶性的二萜醌

和水溶性的酚酸两大类.水溶部分为和脂溶部分均具多方面的药理活性 [1 ,2 ] .但由于丹参有效成份含量低和

生长周期长 ,因而给临床使用和质量控制带来一定的困难.植物细胞培养的发展 ,为解决其资源问题开辟了一

条新途径.其中冠瘿组织离体培养具有激素自主、增殖速度较常规细胞培养快等特点.而且 ,细胞以由细胞团

组成的颗粒状形式存在 ,具有人工固定化培养的优点 ,又免去人工载体的使用以及诱导固定化培养的复杂过

程 ;更重要的是由于冠瘿组织的细胞团中呈现一定程度的分化 ,往往可以刺激次生代谢途径中表达某些关键

酶的基因启动或者为次生代谢物提供一种分泌或存储的组织结构 ,通常比常规的悬浮培养细胞具有更高的
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且相对稳定的次生代谢物生产能力.张荫麟等人 [3 ]用根癌农杆菌 ( Agrobacterium tumefaciens C58 )感染丹参植株

将 Ti质粒的 T - DNA片段上含有的 tms基因和 tmr基因整合进入植物细胞的基因组 ,诱导冠瘿组织 (Crown gall

tissue)的发生.除菌后的冠瘿组织在无激素的MS培养基上生长良好.本文在此基础上 ,研究丹参冠瘿组织悬

浮培养的特性及培养过程的动力学.

1　材料和方法
1. 1　材料
经根癌农杆菌 ( Agrobacterium tumefaciens C58 )诱导产生并已达到稳定的丹参冠瘿组织培养系 ,由中国医学

科学院药用植物细胞研究所张荫麟研究员提供.

1. 2　培养方法
丹参冠瘿组织悬浮培养系的建立 :取培养 15 d左右的生长旺盛的丹参冠瘿组织转入 50 mL液体中培养 ,

培养基为不加激素的MS培养基 ,蔗糖含量 3 %.培养温度为 26℃,暗培养 ,摇床转速为 120 rΠmin.刚开始每隔 5

d换 1次培养基 ,待其生长稳定后每隔 15 d继代 1次 ,继代时将原培养基全部置换 ,加入 3倍体积的新鲜培养

基 ,再分装成 3个瓶.

1. 3　测定方法
1. 3. 1　细胞生长的测定　　以生物质量浓度为指标.将培养一定时间后过滤得到的细胞组织用滤纸吸干表

面的水分后 ,称重 ,记为湿重 mFW .再将细胞置于 60℃烘箱中烘至恒重 ,称重 ,记为干重 mDW .生物质量浓度 CX

= mDWΠV .所得结果为 3个平行试样的平均值.

1. 3. 2　丹参酮含量测定　　采用紫外分光光度法 [4 ] .

1. 3. 3　蔗糖含量的测定　　采用硫酸 - 苯酚法 [5 ] .

2　结果和讨论
2. 1　冠瘿组织悬浮培养系的特点
丹参冠瘿组织悬浮培养系主要由 d为 5～10 mm的黄色颗粒组成 ,颗粒基本呈圆形 ,培养液中单细胞及

小细胞团含量极少 ,因此培养液几乎是纯清的.我们所建立的丹参冠瘿组织悬浮培养系非常接近 Doran所描

述的植物细胞自身固定化培养.在 Doran的鸟茄细胞自身固定化培养中 ,颗粒尺寸较大 , dmax = 40 mm ,且颗粒

的大小可以随培养条件而改变 [6 ] .而丹参冠瘿组织 dmax = 30 mm ,在培养基中加入真菌诱导物时 ,可以明显减

小颗粒 d ,使颗粒大小集中在 5 mm左右.考察其内部组织结构可以看出 ,颗粒内部存在一定的组织分化结构 ,

即具有分生组织─拟分生组织 ,输导组织─维管组织结节及薄壁组织.因此颗粒内部应该存在物质传递的内

在机制 ,其生长受营养物质扩散限制的影响不太明显.丹参冠瘿组织悬浮培养 25 d后收获 ,可以检测到胞内

外均含有丹参酮 ,而在常规丹参愈伤组织悬浮培养中 [7 ] ,几乎不产生丹参酮.可见 ,丹参冠瘿组织悬浮培养明

显优于常规悬浮培养.

2. 2　冠瘿组织悬浮培养过程中的生长及丹参酮的生成规律
测定丹参冠瘿组织悬浮培养的细胞生长、丹参酮积累以及培养基中碳源 (蔗糖)消耗的时间进程 ,结果如

图 1所示.由图上可以看出 ,培养前 3 d为生长延迟期 ,之后细胞进入对数生长期. CX在 3～15 d内增长最快 ,

15 d后开始减慢 ,21 d左右 CX, max = 10. 9 g L - 1 ,其后又呈下降趋势.在指数生长期 ,丹参酮合成缓慢 ,在进入稳

定期后 ,合成明显加快 ,约有 10 %的丹参酮分泌到培养基中.胞内外总丹参酮含量随培养时间的变化 ,在 d 24

达到最大值 ,后由于死亡细胞释放的降解酶的作用而使丹参酮含量逐渐降低.培养基中蔗糖浓度随生物量的

增加逐渐下降 ,在 d 21左右 ,基本消耗完毕.

为了进一步考察丹参冠瘿组织的生长规律 ,计算了培养过程中的比生长速率μ=ΔCXΠ( CXΔt)及生长速

率 d CXΠd t≈ΔCXΠΔt ,结果如图 2 :
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图 1　丹参冠瘿组织悬浮培养的时间进程

Fig. 1　Time course of Salvia miltiorrhiza crown gall tissue culture

图 2　丹参冠瘿组织培养过程中细胞比生长速率及生长速率的变化

Fig. 2　Specific growth rate and growth rate of crown gall tissue culture

　　上图表明 ,丹参冠瘿组织生长大致可分为 3

个阶段 :在前 7 d左右近似为指数生长期 ,其比生

长速率μ= 0. 16 d - 1 ,倍增时间 t1Π2 = ln2Πμ= 4. 3

d. 7～13 d ,细胞近似恒速生长 ,其生长速率 d CXΠ

d t (0. 69 g L - 1 d - 1 ) ;13～21 d为减速生长期 ,生长

速率下降很快.而在常规丹参愈伤组织细胞悬浮

培养时 [7 ] ,指数生长期的比生长速率μ = 0. 11

d - 1 ,由此可见 ,丹参冠瘿组织的生长明显较常规

悬浮培养快.

在丹参冠瘿组织培养过程中 ,有一段恒速生

长期 ,因此我们可以利用糖源消耗速率方程来估

算这段时期的得率系数 YxΠs′值及细胞维持系数

kQ .

　　糖源消耗速率方程 : - d CSΠd t = (d CXΠd t)ΠYxΠs′+ kQ CX

当 d CXΠd t 为常数时 , -ΔCSΠΔt≈ - d CSΠd t对 CX 作图 ,由截矩可求得得率系数 YxΠs′;直线斜率即为维持

系数 kQ .回归结果为 :

　　　　YxΠs′= 0. 487 g g - 1 　　　　kQ = 0. 06 g g - 1 d - 1

2. 3　动力学模型的建立
2. 3. 1　分相模型概述　　在植物细胞培养尤其是致密颗粒型和高密度的植物细胞培养过程中 ,细胞所占的

体积可达总体积的 40 %～90 %之多 ,而植物细胞内部高达 90 %～95 %是水.而且在培养过程中 ,培养液所占

的体积往往随着细胞或组织所占体积的增大而减少.在现有的植物细胞培养动力学模型中 ,很少考虑到它们

之间的体积变化.因此 ,我们提出一个分相模型 ,并作基本假设如下 :

(1)整个反应体系可以分为生物相 (biotic - phase)和非生物相 (abiotic - phase) .生物相体积β和非生物相

体积α之和即总体积不变为 V ,则 V =α+β.

(2)由于生物相绝大部分为水 ,可以假想为细胞结构物质悬浮于其中 ,即以生物相计的细胞浓度为 ĈX .以

非生物相计的底物浓度即糖浓度为 CS .

(3)培养体系中总干重记为 m ,总体积为 V ,则 m = CX V .若用Ⅴ表示单位干重的湿体积 ,假定其为常数 ,

则生物相体积β= mⅤ,非生物相体积α= V - mⅤ.

2. 3. 2　速率方程和质量平衡方程　　以生物相浓度计的各步反应的速率方程为 :
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细胞生长速率 :　rX =μm CSΠ( kS + CS) ĈX (1) 　　　　

式中μm 为最大比生长速率 , kS为饱和常数.

细胞死亡速率 :　rL = kL X (2) 　　　　

式中 kL 为细胞的死亡速率常数.

细胞为维持本身代谢而消耗糖源速率 :　rQ = kQ ĈX (3) 　　　　

式中 kQ 即为细胞的维持系数.

由于产物部分分泌到胞外 ,故涉及到由胞内到胞外的产物浓度及分泌过程 ,为简化起见 ,将胞内外产物浓
度综合起来考虑 ,以培养物总体积计 ,丹参酮的生成速率为 :
　　　　rP = ad CXΠd t + b CX (4) 　　　　
由于植物细胞中同时含有分解产物的酶 ,当植物细胞死亡后释放出的酶可使产物分解 ,分解速率 rF 应与
产物浓度 CP 及死亡细胞浓度 CL 有关 (以培养物总体积计) :

　　　　rF = kF CP CL (5) 　　　　

在生物相中的质量平衡方程 :　d ( mⅤĈX)Πd t = mⅤ( rX - rL ) (6) 　　　　

展开后即为 :　d ĈXΠd t = rX - rL - (1Πm) (d mΠd t) ĈX (7) 　　　　

在非生物相中的质量平衡方程时 ,应将各步反应的速率都乘上βΠα进行转换.因此 ,非生物相中的质量
平衡方程为 :

　　　　d( ( V - mⅤ) ĈX)Πd t = - ( V - mⅤ) ( rXΠYxΠs + rQ) (βΠα) (8) 　　　　

展开后即为 :　d ĈXΠd t = - ( rXΠYxΠs + rQ) (βΠα) + (ⅤΠα) (d mΠd t) CS (9) 　　　　

以总体积计的丹参酮积累速率为 :　d CPΠd t = rP - rF (10) 　　　　
但最终模型中各组分浓度应该以培养系统总体积计 ,其浓度关系为 :

　　　　ĈX = VCXΠβ (11) 　　　　

而对于糖浓度 ,实际测得的就是非生物相中的浓度 ,故可直接以 CS 表示.故将各步反应速率方程中组分
浓度转化成以培养系统总体积计后 ,方程为 :
　　　　rX =μm CSΠ( kS + CS) CX ( VΠβ) (12) 　　　　
　　　　rL = kL CX ( VΠβ) (13) 　　　　
　　　　rQ = kQ CX ( VΠβ) (14) 　　　　
再将式 (11)代入式 (6)得 :
　　　　d CXΠd t = (βΠV) ( rX - rL ) (15) 　　　　
故最终得到本模型的一组方程式如下 :
　　　　d CXΠd t = (βΠV) ( rX - rL ) (15) 　　　　
　　　　d CSΠd t = - ( rXΠYxΠs + rQ) (βΠα) + (ⅤΠα) (d mΠd t) CS (9) 　　　　
　　　　d CPΠd t = rP - rF (10) 　　　　

全部的实验数据见表 1.最终得到的模型参数列于表 2中.
表 1　丹参冠瘿组织悬浮培养的动力学数据

Table 1　Kinetic data of Salvia miltiorrhiza crown gall tissue
culture
时间
Time
tΠd

生物量
Biomass

CXΠg L - 1

培养基糖浓度
Sugar mass conc.

CSΠg L - 1

丹参酮含量
Tanshinone mass conc.

CPΠmg L - 1

0 1. 08 30. 00 0. 347
3 1. 71 28. 50 0. 557
6 2. 90 26. 60 1. 076
9 4. 80 21. 60 1. 906
12 7. 01 16. 10 3. 070
15 9. 04 10. 10 4. 656
18 10. 29 2. 80 6. 303
21 10. 90 0. 58 7. 849
24 10. 54 0. 23 8. 300
27 10. 19 0. 20 7. 956
30 9. 85 0. 20 7. 447

表 2　模型参数
Table 2　Model parameters

参数
Parameters

数值
Values

单位
Units

来源
Sources

μm 0. 21 d - 1 拟合 (calculat)

kS 10. 09 g L - 1 实验 (test)

YXΠS 0. 487 g g - 1 实验 (test)

kQ 0. 06 g g - 1 d - 1 实验 (test)

kL 0. 011 g g - 1 d - 1 实验 (test)

a 0. 0658 mg g - 1 实验 (test)

b 0. 0765 mg g - 1 d - 1 实验 (test)

k F 0. 0543 L g - 1 d - 1 拟合 (calculat)
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2. 3. 3　模型的验证　　利用四阶龙格 - 库塔法 [8 ]计算模型的计算结果如下 :

图 3　模型计算结果与实验值的比较

Fig. 3　Comparison of calculated result with tested result

　　图 3表明 ,模型计算结果与实验点吻合较好 ,该模型揭示了丹参冠瘿组织生长、基质消耗和丹参酮积

累的规律.在 3～18 d细胞生长较快 ,培养基中蔗糖浓度迅速下降.产物积累量随生物量的增加而增加.在 21 d

左右生物量达到最大值 ,而此时丹参酮含量继续上升 ,在 24 d达到最大后 ,由于细胞死亡释放出的降解酶的

作用而使丹参酮含量降低.

符号说明

a、b 系数 rP 丹参酮积累速率 ,mg L - 1 d - 1

CX 、̂CX
分别以总体积和生物相
体积计的生物量 ,g L - 1 rQ

细胞为维持本身代
谢而消耗糖源速率 ,g L - 1 d - 1

CS、CS
分别以总体积和非生物相体
积计的培养液中糖浓度 ,g L - 1 rS 底物 (糖)消耗速率 , g L - 1 d - 1

V 培养总体积 ,L CP 以总体积计的丹参酮浓度 ,mg L - 1

YXΠS 表观得率系数 ,g g - 1 kS 饱和常数 ,g L - 1

YxΠs′ 得率系数 ,g g - 1 kL 细胞的死亡速率常数 ,g g - 1 d - 1

α 非生物相体积 ,L kQ 细胞的维持系数 , g g - 1 d - 1

β 生物相体积 ,L m 培养体系中总干重 ,g

μ 细胞的最大比生长速率 ,d - 1 rL 细胞死亡速率 ,g L - 1 d - 1

ν 单位干重的湿体积 ,L g - 1

参考文献
1　张白嘉 ,刘榴.丹参水溶部分药理研究进展.中草药. 1996 , 27 (10) : 634～636

2　杨保津 ,丹参的活性成分.中成药研究. 1986 , 3 :36～41

3　Zhang YL (张荫麟) , Song J Y(宋经元) , Zhao BH(赵保华) , Liu HL (刘慧灵) . Crown gall tissue culture and production of tanshi2
none in Salvia miltiorrhiza . Chinese Journal of Biotechnology (生物工程学报) . 1995 , 11 (2) :150～152

4　沙世炎.中草药有效成分分析法 (上册) .北京 : 人民卫生出版社 , 1982

5　Dubois M , Gilles KA , Hamilton J K, Rebers PA , Smith F. Colorimetric method for determination of sugars and related substances. Anal

Chem . 1956 , 28 (3) :350～35

6　Ita Ananta , Ahkam SM , Doran PM. Oxygen transfer and culture characteristics of self - immobilized Solanum aviculare aggregates. Bio2
technol Bioeng. 1995 ,47 :541～549

7　Tao LL (陶璐璐) , Yuan JM(袁静明) ,Xu JT(徐锦堂) . Immobilization of callus tissue cells of Salvia miltiorrhiza and the characteris2
tics of its products. Chinese Journal of Biotechnology (生物工程学报) . 1990 , 6 (3) :218～223

8　王统 ,张尧弼.数值分析及其程序应用手册.上海 : 上海科学出版社 , 1988

284　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　应 用 与 环 境 生 物 学 报　　　　　　　　　　　　　　　　　5卷

© 1994-2008 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net


