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摘要：以悬浮培养的玫瑰茄（!"#"$%&$ $’#(’)"**’）细胞为材料，分别探讨了胞外过氧化物酶活

力与培养细胞生物量、胞外蛋白浓度与培养细胞生物量之间的相关关系。结果表明，胞外过

氧化物酶与培养细胞生物量之间相关性较差，而胞外蛋白浓度与培养细胞生物量之间却具有

高度相关性，因此通过胞外蛋白浓度的测量，可以对培养细胞的生物量作出快速的推算。
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在植物细胞悬浮培养过程中，如何快速、准确地测定培养细胞的生物量一直是一个难

题。这是因为植物细胞的体积比微生物细胞约大一千倍；且在悬浮培养条件下，大多数植

物细胞以大小不等的细胞团存在，因此利用浊度法来估测植物细胞的生物量就会产生不可

接受的偏差。直接取样测定细胞鲜重、干重或细胞压积，然后再推算出整个培养体积的生

物量，这些方法会受到取样代表性和不能在线检测的局限，而且误差也较大。植物细胞的

营养元素大多为电解质，且营养物质的吸收消耗与细胞的生物量之间存在着较为紧密的相

关关系，因此发展出了利用测定细胞培养液的电导率来表征细胞生物量的电导法（R1=B2N
@99> 等，!((!）。利用电导法来估测培养细胞的生物量具有一定的准确度，且可实现在线检
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测，但电导法有时受到有机营养物及代谢废物的干扰。本研究以分散性较好的玫瑰茄

（!"#"$%&$ $’#(’)"**’）细胞株为模式系统，尝试从植物细胞的生化代谢角度出发，找到其它

更为简便的测算方法。

! 材料与方法
!"! 供试材料与培养条件

以华南理工大学生物工程研究室培养多年的玫瑰茄（!"#"$%&$ $’#(’)"**’）白色细胞株

为实验材料。将固体培养基上的愈伤组织转入 !### $% 三角瓶（含 &## $% ’( 培养基）制

作种子瓶，然后在相同的液体培养基中传代 ! ) * 次，使细胞更适应液体培养环境，以保

证实验结果的准确可靠。试验采用 !## $% 的三角瓶，装液量为 (# $%，培养液 +, 值调至

("-，分装后经 !*!.灭菌 !( $/0，植物生长调节剂为 &"(!$12 3 % *，& 4 5 和 *"6!$12 3 % 78。

接种量为每瓶 ( $% 种子液，即每瓶 !"( 9 鲜细胞，蔗糖浓度为 *:、6:、&:、(:，摇床

转速 !6#; 3 +$，光暗比为 !< =-，培养周期为 !& >，每 * > 取样测定一次（侯学文等，!??-）。

!"* 生物量的测定：取样后用布氏漏斗抽滤，用蒸馏水洗涤两次并抽干，在万分之一的

光电分析天平上称重，此定为鲜重。

!"6 培养液中过氧化物酶的测定：参照廖兆周（!?--）的方法。

!"& 培养液中蛋白质的测定：参照 ’;@>A1;>（!?B<）的方法。

* 实验结果与讨论

*"! 在不同蔗糖浓度下，悬浮培养玫瑰茄细胞的生长曲线及其方程

蔗糖在植物细胞培养中，既作为能源物质，又是构架物质，可见蔗糖在维持植物细胞

的生长方面具有不可缺少的作用；但蔗糖也是一具基质抑制效应的物质，即超过一定浓度

后，反而对细胞的生长具有抑制作用。由图 ! 可以看出，蔗糖对玫瑰茄细胞的生长随着浓

度不同而表现出不同的影响，在 *:至 &:浓度范围内，蔗糖是作为限制性基质而存在，

因此在此浓度范围内，玫瑰茄细胞的生长随蔗糖浓度的增加而增加；而在 &:浓度以上，

蔗糖就表现出基质抑制效应。

图 ! 不同蔗糖浓度下，悬浮培养玫瑰茄细胞的生长曲线
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细胞在对数生长期的比生长速率可以很好地反映细胞的生长状况，细胞比生长速率的

定义为细胞在单位时间内的增长量，写成公式为：!! "
#·

$#
$%

对上式积分得：&’# !! % ( )*，其中 # 为生物量（+ , -），% 为时间（$），!为比生长速

率（$. "），)* 为积分常数，其生物学意义为接种量的自然对数。

根据图 " 中的数据，利用最小二乘法求得不同蔗糖浓度下，玫瑰茄细胞的生长曲线方

程及比生长速率如下：

（"）/0蔗糖：&’# ! *1/2*3% ( /133"2，!/0 ! *1/2*3，4 ! *15655
（/）70蔗糖：&’# ! *1/386% ( /192*7，!70 ! *1/386，4 ! *15629
（7）80蔗糖：&’# ! *1/558% ( /189*5，!80 ! *1/558，4 ! *1568/
（8）20蔗糖：&’# ! *1/6"6% ( /179*7，!20 ! *1/6"6，4 ! *1557/

/1/ 胞外过氧化物酶活力与细胞生物量的关系

过氧化物酶起着清除细胞代谢过程中产生的有害过氧化物的作用。研究表明，过氧化

物酶与细胞壁的组成成分纤维素和木质素的合成，以及与组成细胞膜成分的固醇合成有关

（-:;<=4%，"569）。这些物质均为植物细胞不可缺少的组分，显然过氧化物酶活力也就可能

与细胞的生物量之间建立起一定联系，实验结果如图 / 所示：

图 / 玫瑰茄细胞悬浮培养过程中，胞外过氧化物酶活力与细胞生物量的关系
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由图 / 可以看出，在整个细胞培养周期中，胞外过氧化物酶的活力增加并不与细胞生

物量的增长完全同步。特别在对数生长后期至培养末期，在细胞生物量继续增加的时候，

过氧化物酶活力却表现出下降趋势；而在对数生长前、中期，胞外过氧化物酶活力积累与

细胞生物量存在一定的正相关关系。计算表明，二者之间线性关系并不十分显著（4 K
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!"#$），因此如用过氧化物酶进行生物量的测算会出现较大误差。

%"& 胞外蛋白浓度与细胞生物量的关系

植物细胞在培养过程中不仅吸收营养物质，而且还向培养液中分泌蛋白质、有机酸

等；如果假定培养细胞在对数增长过程中，单个细胞分泌的蛋白量维持在大致相同的范围

内，这样从理论上就可建立起胞外蛋白浓度与细胞生物量之间的关系。为了考查这种理论

假设的可行性，设计了不同蔗糖浓度下胞外蛋白浓度与细胞生物量相关性的实验，实验结

果如图 & 所示：

图 & 玫瑰茄细胞悬浮培养过程中，胞外过蛋白质浓度与细胞生物量的关系
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由图 & 可以看出，在接种后 % 9，由于细胞尚未开始生长，检测不到培养液中有蛋白

存在。但在 < 9 后，随着细胞生长的启动，胞外蛋白浓度也随着细胞的生长而增加，显示

出了十分良好的相关性。利用最小二乘法求得胞外蛋白浓度与培养细胞生物量的线性方程

如下：

（=）%>蔗糖：? @ ="<=A=B C %D"A!， - @ !"D##=
（%）&>蔗糖：? @ ="#A=EB C D"=!， - @ !"DE!#
（&）<>蔗糖：? @ ="#=$=B C %!"$=， - @ !"D$#E
（<）$>蔗糖：? @ ="<<%!B C #"=A， - @ !"DAE&

由此可见，在不同蔗糖浓度下，胞外蛋白浓度与细胞生物量之间均具有良好的相关

性，说明我们的前述假设具有实际可行性；利用考马斯亮兰法测定蛋白浓度简便、快速，

一旦建立起胞外蛋白浓度与细胞生物量之间的相关方程，我们只需要测定发酵液中蛋白浓

度便可快速地推算出细胞生物量，因而本法是大规模植物细胞发酵中检测细胞生物量的一

个比较理想的方法。

#!$< 期 侯学文等：一个快速测定悬浮培养植物细胞生物量的方法的建立



! 讨论

在植物细胞培养过程中，培养细胞的生物量一直是一个值得关注的指标，获得该指标

的方法有：（"）直接法：在培养过程中部分取样测定细胞鲜种、干重、细胞压积，然后再

推算出整个培养体系的细胞生物量；（#）物理法：利用细胞生物量与某些物理指标的联系

进行估测，如浊度法、电导法；（!）生化代谢法：利用细胞生化代谢物与细胞生物量之间

建立起的联系来进行估测，如本文所探讨的过氧化物酶活力法和胞外蛋白浓度法。各种方

法均有其优缺点，相比而言，本文所建立的胞外蛋白浓度法，不论是从其测定的简便性，

还是准确度来看，都不失为一个较好的方法。
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