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东北红豆杉细胞两液相培养中紫杉醇释放行为研究
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摘 要 在东北红豆杉细胞悬浮培养中，分别研究了稀土化合物（硫酸铈铵）、有机溶剂（油酸和邻苯二甲酸二丁

脂）和稀土化合物与有机溶剂的协同作用对紫杉醇释放的影响。在此基础上深入研究了在东北红豆杉细胞两液相

培养中，紫杉醇释放率随不同的有机溶剂（烷烃、有机酸、醇和脂）、有机溶剂的体积分数、有机溶剂的加入时间和有

机溶剂相毒性的变化规律。结果表明分别加入稀土化合物和有机溶剂都明显促进紫杉醇的释放，特别是有机溶剂

更显著促进紫杉醇的释放。但在东北红豆杉细胞两液相培养中，稀土化合物加入不能进一步促进紫杉醇的释放。

因此两液相培养中有机溶剂本身就是很好的产物释放剂。紫杉醇的释放率由对照组的#%3提高到&13以上。
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紫杉醇是目前最新的具有很好疗效的一种抗癌

药物，利用植物细胞培养是解决紫杉醇来源的一个

重要方法，越来越多研究者对其进行了研究［!!2］，

取得了一定的进展。

在红豆杉细胞悬浮培养过程中，虽然紫杉醇在

胞外培养液中的溶解度很低［#］，但紫杉醇仍大部分

储存在胞内，胞外培养液中的紫杉醇浓度远没有达

到饱和溶解度。因此采用植物细胞悬浮培养的产物

释放技术有助于紫杉醇更多释放到胞外，从而在一

定程度上提高紫杉醇产量。元英进和胡国武等［1］

利用稀土化合物对东北红豆杉细胞悬浮培养紫杉醇

释放影响进行了研究，取得了良好的效果。

针对其他植物细胞悬浮培养，一些研究者对采

用加树脂的两相培养产物释放进行研究［"!&］。对

于红豆杉细胞两液相培养，由于有机溶剂的萃取，打

破了紫杉醇在胞内和胞外的平衡。使得更多的紫杉

醇释放到胞外。然而这种释放行为的研究还未见报

道。对于其它植物细胞悬浮培养，一些研究者采用

氯仿、苯乙醇［5］和乙醚［/］等有机溶剂作为细胞渗透

剂，虽然这些有机溶剂可使细胞膜的通透性显著增

加，但细胞活性严重地受到影响。

本文研究稀土化合物对东北红豆杉细胞悬浮培

养及其两液相培养紫杉醇释放的影响。在此基础上

深入探索在红豆杉细胞两液相培养中，紫杉醇释放

率随不同的有机溶剂（烷烃、有机酸、醇和脂）、有机

溶剂体积分数、有机溶剂加入时间和相毒性的变化

规律。

! 材料与方法
细胞株系是东北红豆杉细胞。有关液体培养

基、有机溶剂、培养条件和分析方法（包括胞内、胞外

培养液和有机溶剂中的紫杉醇含量分析）见文献

［!%］。根据东北红豆杉细胞生长动力学研究［!!］，前

$天为生长延迟期，第2天进入生长对数期，到第!%
天结束。因此本文所有实验中，生产培养基第!%天
加入。第二段培养时间为"7，第!"天收获细胞并
进行紫杉醇含量分析。

" 结果和讨论

"#! 红豆杉细胞悬浮培养中紫杉醇的释放

"*!*! 稀土对紫杉醇释放的影响：在元英进和胡
国武等［1］研究基础上，进一步考察在东北红豆杉细

胞两段培养中，稀土化合物对紫杉醇释放的影响，所

加入的稀土化合物为硫酸铈铵，浓度为!%89／8:，



加入量为!"#（$%"#培养液），稀土化合物第!%
天随生产培养基一同加入。结果见表!。

表! 东北红豆杉细胞悬浮培养中硫酸铈
铵对紫杉醇释放率的影响
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在东北红豆杉细胞两段培养中，与对照组相比，

稀土化合物硫酸铈铵对紫杉醇释放率仍有明显的提

高，对紫杉醇总产量也有一定的提高。因此，硫酸铈

铵对细胞的通透性有进一步的提高，而且这种提高

有利于紫杉醇的合成，提高紫杉醇产量。

56!65 有机溶剂对紫杉醇释放的影响：有机溶剂
为油酸和邻苯二甲酸二丁脂，培养体系中有机溶剂

体积分数为%K%?（+／+），第!%天随生产培养基一
同加入。结果见表C。
在东北红豆杉细胞两段培养中，与对照组相比，

有机溶剂对紫杉醇释放率有更显著的提高；与加入

稀土化合物比较（见表!），有机溶剂对紫杉醇释放
率也有进一步提高。其主要原因是在两液相培养

中，由于有机溶剂的萃取，打破了紫杉醇在胞内外的

平衡，使紫杉醇大部分储存在有机溶剂中。从而进

一步促进了紫杉醇的合成，使得紫杉醇产量更高。

5>!>7 稀土化合物和有机溶剂的协同作用对紫杉
醇释放的影响：上面研究结果表明，单独加入稀土

化合物或有机溶剂都能促进紫杉醇释放，提高紫杉

醇产量。在此基础上考察稀土化合物和有机溶剂的

协同作用对紫杉醇释放的影响。稀土化合物为硫酸

铈铵，浓度为!%"3／"#，加入量为!"#（$%"#培
养液），有机溶剂为油酸和邻苯二甲酸二丁酯，培养

体系中有机溶剂体积分数为%K%?（+／+），第!%天
随生产培养基一同加入。结果见表D。

表5 东北红豆杉细胞两液相培养中有机溶剂对紫杉醇释放率的影响
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表7 稀土化合物和有机溶剂的协同作用对紫杉醇释放率的影响
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在东北红豆杉细胞两液相培养中，与没有加稀

土化合物两液相培养（见表C）相比，加入稀土化合
物对紫杉醇释放没有进一步的促进作用，对紫杉醇

合成速率和产量也没有进一步提高。因此在红豆杉

细胞悬浮培养中，由于采用两液相培养技术的有机

溶剂对促进紫杉醇释放强于采用加入稀土化合物技

术促进紫杉醇释放，所以在其两液相培养中，加入的

稀土化合物起不了作用，没有必要采用加入稀土化

合物的释放技术。

565 东北红豆杉细胞两液相培养中紫杉醇的释放

5656! 不同有机溶剂对紫杉醇释放的影响：两液相
培养中选择有机溶剂除了有机溶剂对产物有尽可能
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大的萃取的分配系数外［!"］，更重要的是有机溶剂与

细胞尽可能是生物相容的。研究表明#$%!值（!为
有机溶剂在辛醇和水两相体系中的分配系数）能很好

预测有机溶剂的生物相容性［!&］。一般来说，#$%!值
大于’的有机溶剂是疏水的，且基本是生物相容性
的。不同的有机溶剂其#$%!值由文献［!&，!(］查得。
因此确定的有机溶剂为十六烷、油酸、邻苯二甲

酸二丁脂和癸醇，其#$%!值分别为)*+，+*+，,*’和

’*"。培养体系中有机溶剂体积分数为"*"-，第!"
天随生产培养基一同加入，结果见表’和图!。

表! 不同的有机溶剂对紫杉醇释放率
和紫杉醇总产量的影响
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图! 紫杉醇释放率随有机
溶剂的#$%!变化规律
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在东北红豆杉细胞两液相培养中，不同的有机

溶剂对紫杉醇的释放有显著的影响。有机溶剂与生

物相容性越差，其#$%!值越小，紫杉醇释放率越大。
因此毒性越大的有机溶剂，对细胞膜作用越大，使得

细胞水含量越小（细胞水含量随有机溶剂的@$%!
值变化规律见图&）。从而使得代谢产物紫杉醇渗
透性增加，更多地释放到胞外。然而这种作用也影

响细胞的生长，使得细胞更易更快衰亡。图(表明
了在东北红豆杉细胞两液相培养中，细胞干重随有

机溶剂的#$%!值变化规律。

图& 细胞水含量随有机
溶剂的#$%!变化规律

J>%A& K77/461$7#$%!$7$3%05>41$#L/561$5
M06/34$56/56$72#0564/##1

图( 细胞干重随有机溶剂的#$%!变化规律

J>%A( K77/461$7#$%!$7$3%05>41$#L/561$54/##（<M6）

与对照组相比，在东北红豆杉细胞两液相培养中，所

有的有机溶剂都显著提高了紫杉醇的释放率。就是

毒性最小的十六烷，也使紫杉醇的释放率提高到

+’*,:。因此在植物细胞悬浮培养中，两液相培养
技术本身也是很有效的代谢产物释放技术。

67676 有机溶剂体积分数对紫杉醇释放的影响：
有机溶剂为油酸和邻苯二甲酸二丁脂，培养体系中

有机溶剂体积分数分别为"*"’、"*"-和"*")（"／

"），第!"天随生产培养基一同加入，结果见表,。
在东北红豆杉细胞两液相培养中，有机溶剂体

积分数对紫杉醇释放有一定的影响。随着有机溶剂

体积分数的增加，紫杉醇释放率有所增加。因此有

机溶剂体积分数的增加使得有机溶剂与细胞接触面

积增加，对细胞的作用增强，一方面与对照组相比，使

得细胞干重下降；另一方面细胞膜渗透性增强，紫杉

醇更易从胞内释放到胞外，从而提高紫杉醇释放率。

67678 有机溶剂加入时间对紫杉醇释放的影响：
有机溶剂为油酸和邻苯二甲酸二丁脂，培养体系中

有机溶剂体积分数为"*"-。结果见表-。
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表! 有机溶剂体积分数对紫杉醇释放率、紫杉醇总产量和细胞干重的影响

"#$%&! ’((&)*+,(-,%./&*01)(0#)*1,2,(,03#21)+,%-&2*+,20&%&#+&4&0)&2*#3&#25*,*#%40,5.)*1,2,(*#6,%#25)&%%（57*）

!"#$%&’()*+(,*’)"-／（!／!）
.&#&,/&0&(*&-’,1&

"+’,2"#3／4
5"’,#’,2"#0("6$*’)"-／（%1／7） 3&##（68’）／（1／7）

3"-’("# 9:;:<9;9 =;>:<:;=9 ?@;><?;=

:;:9 @:;A<=;? @;AB<:;@C ?D;D<?;9

E#&)*,*)6 :;:> @=;:<?;B ?=;:D<?;?= ?D;?<:;@

:;:D @A;C<=;: ?A;A@<?;=? ?>;><:;B

F)G$’H#0I’I,#,’&
:;:9 @?;=<=;? D;9=<?;:? ?B;B<?;:

:;:> @A;=<?;@ ??;AC<:;B> ?B;A<?;=

表8 有机溶剂的加入时间对紫杉醇释放率、细胞干重和紫杉醇总产量的影响
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在东北红豆杉细胞两液相培养中，有机溶剂加

入时间对紫醇释放有一定的影响。有机溶剂第?天
加入时紫杉醇释放率比第B天或第?:天加入时紫
杉醇释放率稍大些，这与有机溶剂加入时间对细胞

培养所产生的毒性变化规律一致。有机溶剂第?天
加入时对细胞产生的毒性影响比有机溶剂在细胞生

长对数期中期至末期对细胞产生的毒性影响大，因

此有机溶剂第?天加入的紫杉醇释放率大于有机溶
剂在细胞生长对数期中期至末期加入时的紫杉醇释

放率。但由于与对照组相比有机溶剂促使紫杉醇释

放率提高已很大，因此有机溶剂不同加入时间对紫

杉醇释放率影响不是很大。

9:9:; 有机溶剂相毒性对紫杉醇释放的影响：所

谓有机溶剂相毒性指的是在培养体系中，有机溶剂

萃取培养基中微量组分，使培养基中微量组分浓度

下降而影响细胞生长和产物生产［?9］。减少有机溶

剂相毒性一个重要方法是将有机溶剂进行预处理，

即将有机溶剂与相应培养基充分混合，静止分相分

离出有机溶剂（分离出的培养基不用）再加入培养液

中，从而减少有机溶剂萃取培养基中微量组分。

有机溶剂为油酸和邻苯二甲酸二丁脂，培养体

系中有机溶剂体积分数为:J:>，第?:天随生产培
养基一同加入。结果见表B。
在东北红豆杉细胞两液相培养中，有机溶剂相

毒性对紫杉醇释放有一定的影响。未经预处理的有

机溶剂体系中，其紫杉醇释放率稍高于经预处理的

表< 有机溶剂相毒性对紫杉醇释放率、紫杉醇总产量和细胞干重的影响
"#$%&< ’((&)*+,(4=#+&*,61)1*>,(,03#21)+,%-&2*+,20&%&#+&4&0)&2*#3&#25*,*#%40,5.)*1,2,(*#6,%#25)&%%（57*）

.&#&,/&0&(*&-’,1&"+’,2"#3／4 5"’,#’,2"#0("6$*’)"-／（%1／7） 3&##（68’）／（1／7）

3"-’("# 9:;:<9;9 =;>:<:;=9 ?@;><?;=

E#&)*,*)6
K)’I"$’0(&’(&,’%&-’ @9;D<=;? ?:;B?<:;D> ?>;:<?;:

L(&’(&,’%&-’ @=;:<?;B ?=;:D<?;?= ?D;?<:;@

F)G$’H#0I’I,#,’&
K)’I"$’0(&’(&,’%&-’ @C;A<=;? D;99<:;@? ?C;A<?;:

L(&’(&,’%&-’ @A;=<?;@ ??;AC<:;B> ?B;A<?;9
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有机溶剂体系中紫杉醇释放率。这就表明未经预处

理的有机溶剂因萃取培养液中的微量组分而影响细

胞的生长，从而也使得细胞膜的渗透性增强，提高紫

杉醇释放率。

! 结 论
在东北红豆杉细胞悬浮培养中，两液相培养技

术本身是很有效的代谢产物释放技术。有机溶剂的

!"#!值越小，紫杉醇释放率越大。随着有机溶剂体
积分数的增加，紫杉醇释放率有所增加。有机溶剂

第$天加入紫杉醇释放率最大，有机溶剂在细胞生
长对数期中期至末期加入时的紫杉醇释放率有所下

降。未经预处理的有机溶剂体系中，其紫杉醇释放率

稍高于经预处理的有机溶剂体系中紫杉醇释放率。
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