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紫菜细胞悬浮培养¹

何培民º 王素娟

(
_

匕海水产大学养殖系
,

200 09 0 )

收稿 日期 一99 1 年 6 月 20 日

关键词 条斑紫菜
,

离体细胞
,

悬浮培养
,

气升式反应器

城 提要 用晦解技术获得条斑紫菜离体细胞并对其进行细胞悬浮培养研究
; 对藻休

不 同部位 的细 胞分化发育方式
,

不 同慈浮器具培养效果及 不 同起始培养的 细胞 密度

进行 了探 索
。

结果表明
:
用气升式生物反应器培养细胞效果最佳

,

起始培养的细 胞密

度可达 I X I 护 细胞 / m l ,

细胞存活 率达 85 %
。

我国在生物技术应用于紫菜育苗上的研究

工作 已取得了较大的进展
,

特别是王素娟等»

( 19 9 0 年 ) 研究的条斑紫菜体细胞快速育苗技

术初步进入实用 阶段
。

为 了使该项技术进一步

完善
,

迫切需要建立大规模细胞培养技术
。

目前

国外 已广泛应用气升式反应器来培养植物细胞

而且也开始研究用 它来进行动物细胞
、

昆虫细

胞的培养以及微生物发酵
,

但在我国这项工作

还处于起步阶段
。

气升式生物反应器剪切力小
,

结构简便
,

造价低
,

用其来培养细胞以获得大量

苗种
,

将是紫菜体细胞育苗技术今后的研究方

向
。

本实验就是在以前工作的基础上
,

用条斑紫

菜离体 细胞为 材料进行细胞悬浮培养
,

通过气

升式生物反应器建立紫菜细胞悬浮培养系统
,

为海藻大规模细胞培养打下基础
。

村海区
,

采集日期为 19 91 年 3 月 8 日
。

采集的

紫菜经阴干后放入塑料薄膜袋 中用低温冰箱保

存备用
。

1
.

2 细胞分离与收集

方法同文献〔J〕
。

卜
,

1
.

3 悬浮培养

1
.

3
.

1 MS 系统 用磁力搅拌器 (MS) 搅

拌悬浮培养
,

容器为 I L 的三角瓶
。

1
.

3
.

Z Es 系统 用电动搅拌器 (ES )搅拌

悬浮培养
,

容器为 5一 10 L 的圆柱形玻璃缸 (直

径为 2 0 e m
,

高为 30一 6 0 e m )
。

1
.

3
.

3 A L 系统 用气升式生物反应器 充

1 材料与方法

! 种藻来源

本实验用的条斑紫菜采集于江苏启东海丰

海洋科学
,
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抱子囊
、

精子囊
。

因此
,

可选择藻体的 C 区和 D 区部位为酶

解细胞材料
。

2
.

2 不同悬浮培养器具的比较

分别用 Ms 系统
、

ES 系统进行搅拌悬浮培

养
,

AL 系统进行充气悬浮培养紫菜离体细胞
,

其结果见表 l
。
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气悬浮培养
,

其容器为
:

A L a

系统 Z L 的长圆柱形玻璃缸 (直径为

1 0 e m
,

高为 5 0 e m )
。

A L b 系统 自制的 20 L 长方柱水箱 (边长

为 2 0 e m
,

高为 7 0 e m )
。

A Lc 系统 华东化工学院堤供的 g L 长圆

柱形生物反应器 (直径为 1 4 c m
,

高为 76 c m )
。

1
.

4 培养条件

培 养基 为 1
.

0 2 0 一 1
.

0 3 0 比 重 的 M ES

液 [l1
,

温度 20 ℃
,

光源为荧光灯
,

光强 为 1 50 0

~ 3 0 0 0 L u x ,

光照周期为 1 2 L : 1 2 D
。

2 结果与讨论

2
.

1 种藻筛选

在挑选种藻时尽量选取易于细胞苗形成的

藻体部位
。

1 2 16 吸d )

口月

图 1 藻体 5 个区的划分

Fj g
.

1 众吻10 ” of 5 s ec ti on s in 由司」」

如图 1 所示
,

可把藻体大致分为 5 个区
。

A

区的细胞为长条形
。

B 区的细胞液泡化
。

A 区和

B 区的细胞都已老化
,

细胞很少分裂
。

C 区细胞

易分裂为细胞团
,

少数细胞可分裂为不规则的

单细胞苗
。

D 区细胞易于形成单细胞苗及细胞

团
。

E 区细胞则易于形成单细胞苗
,

果抱子或果

图 2 细胞生长及细胞团数和细胞数的变化
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.
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,
3

.

细胞数
‘

从表 1 看出
,

气升式生物反应器是较理想

的悬浮培养工具
,

其细胞存活率高
,

细胞苗生长

快
。

如细胞培养 16 d 后
,

其细胞苗的长度为

2 3 0件m ;
而在 MS 系统中

,

苗长只有 s o o n 飞
。

这是

因为气升式生物反应器剪切力小
,

细胞存活率

高
,

同时含氧量高
。

2
.

3 气升式生物反应器

先后试用了 3 种不同的生物反应器
,

其结

果见表 2
。

从表 2 可看出
,

具有圆底且带有导流管的

A L
。

的混和效果最好
,

且气量只有 0
.

15 ~ 0
.

20

L / L
.

M
,

为其它两种的 10 ~ 30 %
,

具有进行高

密度细胞培养的潜力
。

气升式生物反应器
,

不仅适合于植物 细胞

培养
,

而且由于其剪切力小
,

混和均匀
,

动物细

胞
、

昆虫细胞及微生物发酵也倾向于用气升式

生物反应器
。
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2
.

4 细胞生长及倍增时I’@

用 AL
。

反应器培养紫菜细胞 的三次实验

中
,

细胞起始培养密度均为 l x l护 细胞 / m l ,

培

养 16 d 后
,

细胞存活率均在 70 一 85 %范围内
,

其结果如图 2 所示
。

从图 2 可看出
,

紫菜细胞的倍增时间为 7

一 8d
。

细胞一般在第 凌天开始陆续分裂
,

第 8

表 1 不同悬浮培养器具的比较

几b
.

I C劝n , p a d so诩 of di 至企er e n t too ls 牙佣 su sp饥
5 1呱 山!t姗

e

天细胞团数达 1
.

5一 3
.

2 X I创 个 / ml
,

为起始培

养细胞数的 15 一 32 %
,

且细胞苗数达 1
.

6 X I。‘

棵 / m l
。

培养 1 2一 z 6 d
,

细 胞团数可达 2 一 6 只

1 04 个 /而
,

细胞苗数可达 1 ~ 3 x l04 棵 / Inl
,

最

长的细胞苗可达 1 3如m
,

细胞苗中的细胞可达

4 0 多个
。

器器具具 转速或气量量 含氧量量 存活率率 细胞团率率 细胞苗数数 苗长长

(((((((m g / L ))) (% ))) (%))) (棵/ 间))) (p tn )))

MMMSSS 1 5 0~ 2 0 0 r Pmmm 9
.

444 2 5 ~ 7 666 5 7
.

777 9 X 1 0 333 5 000

EEESSS 8 0~ 2 0 0 rPmmm 8 777 2 5 ~ 4 333 6 8
.

5555555

AAA LLL 0
.

1 5一 1
.

S L / L
.

MMM 10 ~ 1 111 5 0 ~ 8 555 7 1
.

555 3 X 1 0 刁刁 1 3 000

表 2 不同气升式生物反应器的比较

Ta b
.

Z C 伽们 p a r iso怂 诚 di ffer en e t . irlift 『ea c 它留s

类类型型 底部形状状 容量量 径高比比 导流管管 气量量 悬浮效果果 存活率率

(((((((L ))))))) (L / L M ))))) (% )))

人人几几 平底底 222 1 :555 无无 l~ 1
.

555 十十 5 0 ~ 8 555

AAA 玩玩 漏斗形底底 2 000 l
:
3

.

555 无
‘‘

0 5 ~ 0
.

777 + 十十 5 0 ~ 8 000

AAA ‘‘ 圆底底 999 l
:
6

.

888 有有 0
.

] 5 ~ 0
.

2 000 + + +++ 5 0 ~ 8 000

表 3 不同细胞密度培养的比较

Ta b
.

3 〔匀翻”p a d s

哪 诫 山趾份e耐 忱l肠 d即
sity

卜气
细细胞密度度 光照强度度 细胞大小小 存活率率 细胞团数数 细胞苗数数 苗长长

(((细胞/耐))) (lux ))) (p m ))) (% ))) (个 / m l))) (棵/而))) (p m )))

111 又 1 0 555 1 1 0 0~ 4 5 0 000 1 4 ro 2000 8 555 4 5 X 1 0‘‘ 5 X 10 333 5 000

SSS X 1 0 sss 5 0 0~ 4 5 0 000 1 0 ~ 1 666 7 444 3
.

S X 10 刁刁 2 5 X 1 0 ,, 4 000

III X 1 0 666 3 0 0~ 4 5 0 000 1 0~ 1222 2 333 3
.

3 X 1 0 ‘‘ 5 X 1 0 333 3 000

2
.

5 不同细胞密度培养的比较

共设 I X 1 0 5 , 5 X 1 0
5

和 I X 1 0 6 细胞 / m 一3

个细胞密度组
,

用 A La 生物反应器培养
,

结果见

表 3
。

从表 3 可看出
,

l x l护细胞 /ml 组效果最

好
,

其次为 5 X I护 细胞 / m l组
,

而 1 X l护 细胞 /

m l最差
。

随着细胞密度增大
,

细胞存活率降低
,

同时细胞苗的生长较慢
。

如培养 1 0d 时
,

l x l0
5

细胞/ m l 组 的苗最长可达 50 林m
,

而 I X I。“细

胞 / m l组 的苗最长只为 30 卿
1 ;
第 16 天 时

,

前者

苗最长可达 2 0 00 m
,

而后者只为 5 0林m
。

综上所述
,

用气升式生物反应器 培养紫菜

细胞效果最好
,

其细胞存活率可达 85 %
,

起始培

养的细胞密度可达
·

l x 1 05 细胞 / ml
,

细胞倍增

时间为 7 ~ s d
。

随着研究的深入
,

可 以在极小

海洋科学
,
1 9 9 2 年 9 月

,
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的育苗室培育出大量的细胞苗种
,

为紫菜体细 〔叼

胞育苗技术提供了可能
。

C7〕
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