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间歇浸没式生物反应器在大规模组织培养中的应用研究 

赵望锋lI2，王力华1 (1．中国科学院沈阳应用生态研究所，辽宁沈阳l10016；2．中国科学院研究生院，北京looo49) 

摘要 介绍了组织培养中4种间歇浸没式生物反应器，即叶轮驱动和蠕动泵驱动的间歇浸没式反应器及 2种气体驱动的间歇浸没 

式生物反应器及其研究进展；综述了农林业中实现商业化生产和正在研究的一些树种以及存在的问题。 
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Study on Temporary Immersion Bioreactor in Tissue Culture 

ZHAO Wang-feng et al (Shenyang Applied Ecology Institute ofChinese Academy ofScience，Shenyang，Liaoning 1l0ol 6) 

Abstract In this P印er，4 categories of Temporary Immersion Bioreactor were introduced，which were impeller pumps and rocker machines 

： driven bioreactor and pneumatic driven transfer of liquid medium tO temporary immersion and it's study progress．Positive effects was described． 

and the commerce application of this method in tree s mieropropagation and the existing problems were reviewed． 
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自20世纪 80年代中期开始，西方国家开始了大规模 

液体浸没组织培养的研究，到90年代中后期取得了突破性 

进展，为商业化生产苗木打下了坚实的基础。国内研究起 

步晚，且主要集中在次生代谢产物的生产上，而且目的在于 

降低成本。目前，实现苗木商业化生产的大规模组织培养研 

究尚未有报道。间歇浸没式繁殖效率高，成本低，在林木育 

种方面具有巨大的应用潜力。为此，笔者综述了间歇浸没式 

生物反应器在大规模组织培养中的应用研究。 

1 间歇式浸没式培养系统概述 

目前，常用的半固体培养劳动力密集，成本高；而液体 

培养虽然具有更多特点适应大规模生产【f1，降低成本，但是 

玻璃化畸形等生理问题比较严重。因此，2种方法都无法实 

现提高效率和降低成本的市场化要求。因此，改善培养工艺， 

建立新的培养方法体系，减少劳动力耗费，实现自动化培养 

是降低成本实现商业生产的一种趋势。 

最早使用微生物发酵罐来进行植物组织培养，但是由于 

成本以及植物的特点的限制而失败。针对植物组织培养的 

特点，经过 30年的简化和完善，出现了多种专用于植物组 

织培养生物反应器，如筏式生物反应器，喷雾式生物反应器 

等Ⅲ。其中间歇浸没培养应用最为广泛，包括完全浸没间歇 

培养和半浸没间歇培养。 

间歇浸没式生物反应器有多种类型，在这些生物反应 

器中比较成熟的，具有代表性的主要有以下几种。 

(1)APCS间歇完全浸没培养系统。最早的间歇式浸没 

系统出现在 1985年121，由Tisserat and Vanderc00k设计了植 

物自动培养系统，简称为APCS系统。整个系统有4个部分 

组成：营养液储存系统有 2个营养蓄水池组成；营养液驱动 

系统由2个叶轮推动器组成 ；植物培养系统是 1个大的玻 

璃培养腔；营养液运输系统由硅胶树脂管组成(图1 o整个 

系统在叶轮驱动下实现了液体的定期补充和排干，获得了 

与手工培养同样的效果，却没有了繁琐的更新操作。APCS 

系统培养的兰花芽尖的数量是半固体培养的芽尖数量的4 

倍，而且其中的植物生长更快更好。该系统培养明显减少了 
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图 1 APCS间歇完全浸没培养系统 

劳动消耗。 

(2)蠕动泵驱动间歇半浸没培养系统。20世纪 80年代 

末，Aitken-Christie等改进了APCS系统，形成了l套半自动 

培养系统 ，该系统使用了 1个巨大的聚碳酸酯培养容器 

(250mmx390mmx120mm)(图2)。在培养容器内，辐射松首 

先在固体培养基上培养 1个月，然后利用蠕动泵和定时器 

达到营养液的自动化间歇更新，最终实现了对辐射松的间 

歇半浸没培养。液体更新每次30--,40 ml，需6～7 h，每周2次； 

图 2 蠕动泵驱动间歇半浸没培养系统 
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在供给营养液的时候，注意保持气体供应，保证苗的需氧 

量，通气培养比不通气培养效果好[31。 

在此基础上，1991年，Simonton等设计了1套计算机控 

制泵实现液体间歇供应的系统，有4个培养容器，用带孑L聚 

丙烯作为支撑代替琼脂培养基，这样能够控制营养液的高 

度，使营养循环能够按照预定设计进行i4]。 

上述3种培养系统都是采用了外界机械动力作为驱动 

力，利用控制程序宴现营养液的间歇供给和排干，减少了劳 

动力耗费，降低了成本。但是由于营养周期长，操作复杂，污 

染和空间限制问题比较严重。 

(3)气泵驱动 RITA~间歇浸没式生物反应器。1993年， 

Al arcl等设计了一套间歇浸没控制系统iSl，该系统有2个容 

器组成，下面的是营养液储存容器，上面是培养容器。中间 

有管道相连，利用气压泵产生的气压作为动力，迫使培养液 

从营养液储存容器通过中心管道流入培养容器，与整个培 

养物的完全接触，同时引起气体流动，实现培养容器空气的 

图3 气泵驱动 RITA~间歇浸没式生物反应器 

C 

d 

也完成了气体更新，在含有多效唑的培养基中培养42 d 

后，明显提高了繁殖率，增加了干重和湿重；7周后获得了 

最大的繁殖率。1999年，大规模培养获得的菠萝苗比用传 

统方法获得的苗成本减少了20％。 

上述 4种间歇浸没式生物反应器是不同时期具有代表 

性的成果。前 2种由于污染和空间问题没有得到广泛应用， 

后2种采用了双瓶式，但原理上是一样的，利用气压实现间 

歇浸没，液体更换中保证无菌过滤，大大降低了污染率，在 
一 定程度上降低了成本，提高了效率，已经应用于多个具有 

医药学价值的树种、经济树种和林学应用树种的大规模育 

苗研究。 

2 间歇式浸没培养优势 

大部分树种的培养试验，都对间歇浸没培养和半固体 

培养、液体培养作了比较，认为应用于组织培养的中后期效 

果较好。以半固体培养基获得的小苗或者芽为培养材料，来 

进行芽分化增殖和驯化，其优势有：①在计算机程序的辅助 

下实现了营养液的自动化控制供应和排干，增加了技术含 

量，减小了劳动密度，节约了大量的劳动力，降低了成本；② 

间歇浸没，避免或者减少了液体培养中畸形苗和高度汗水 

态苗的比例；③利用液体培养基的自动供给，能够达到较为 
一 致的培养环境和培养状态；④与微生物反应器比较，在控 

更新。气体进入营养液储存器时，都经过 22 m的滤膜防止 

污染 。系统进 入市 场后 正式命 名 为 the Recipient for 

Automated Temporary Immersion svstern，简称为 RITA~(图3)。 

应用该系统通过多种培养方式对香蕉培养，发现间歇浸没 

培养的繁殖率最高，为其他培养方法的2～3倍，干重是其他 

培养方法的2～5倍，整个系统简单易用。1995年已经投入 

市场，实现了多个植物物种的大规模。但是系统容器体积 

小，构造复杂，价格较贵，这些都限制了这套培养控制系统 

在发展中国家的推广应用嘲。 

(4)BIT~间歇浸没式生物反应器。在 RITA设计的基础 

上，E alona等设计了2个容器分开的气体驱动间歇浸没 

生物反应器，称为，I’he TWin Flasks system，商品名为 BIT~rrJ 

(图4)。培养容器的大小可以改变，而且构造简单，价格便 

宜。2个容器通过玻璃管或者硅管连接，气体通过O．2岫 的 

滤膜除菌；使用了2个空气压缩机来实现营养液的供给和 

排干。使用该系统，以2 min／3 h的浸没频率供给营养，同时 

盘 

c 
一  

图4 BIT~间歇浸没式生物反应器 

制精度相似的情况下，剪切力降低；⑤污染减少；⑥根据培 

养苗发育需要，易于改变培养继成分，实现连续培养；⑦营 

养成分充分混合，便于营养的吸收和利用；⑧气体更新充 

分，氧气充足；⑨培养苗的质量提高，干重，湿重，繁殖率都 

明显提高，驯化成活率也高达9O％以上IS-L0]。 

间歇浸没培养的1个重要的特点就是使培养物与营养 

液和气体间歇大面积接触，既保证了合适的养分吸收，又能 

提供充分的氧气供应，保证了培养的生长速度和生长质量。 

培养过程中的其他参数，如浸没频率、容器体积、营养液体 

积和培养时间等也是影响培养物质量的因素。 

3 间歇式漫没培养参数的设置 

3．1 培养时间，浸没时间和浸没频率 不同物种对浸没时 

问和频率有不同的要求。由于每个物种的合适浸没频率不 

同。所以使用间歇浸没系统继代 1个物种前，必须首先测定 

他的合适间歇频率。1985年，Tisserat在培养兰花的时候发现， 

每天 l2个循环比每天 1、4、24个循环的培养效果要好 ； 

Zhu Li-Hua等在对苹果主根的培养中也发现，每天浸没 16 

次要比浸没8次的效果好 ⋯J。Alvard在对辐射松的间歇培 

养中发现，1周 2次的浸没频率比1周 1次和2周 1次的 

效果更好[61。因此 ，浸没时间是问歇式培养中的重要技术环 

节，对于系统功效是有决定意义的参数旧。 

窟 。霪  誊l 。 攀 事 诅  ̂}|I a ． b 等 
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不同物种对合适浸没时间的要求也不一样。Albarra对 

咖啡在间歇浸没式培养中的循环特征作了深入的研究，发 

现 15 min／4 h的浸没时间会导致9O％的高度含水苗，而且 

生理结构不完整；而 l min／4 h的浸没则能够形成大量鱼雷胚， 

无高度含水态，75％的苗能够长成植物；三叶胶的最佳浸没 

时间应当更少 。Charybdis的最佳浸没时间是 5 mint24 hl· ；而 

对于山药的最佳时间则是 10 min／6 h[15]。DamianO等在对野 

生梨和梨的间歇培养中发现，对于野生梨的最佳浸没时间 

是30 min／d，而梨最好是60 min／dtl61。此外，某些物种对一定 

范围的浸没频率的改变并不敏感。Roels使用双瓶式间歇浸 

没系统培养车前草时发现，繁殖率在浸没时间(4、l2、22 

min)和频率(每3、5、7 h)方面没有显著差异Is]。Kongban等对 

鲜 白头(Charybdis numidica)研究中也发现 ，芽再生率在 5 

min／24h和5min／12 h 2种频率下，变化不显著 。 

对培养效果影响较大的因素，除了间歇频率和浸没时 

间外，培养时间也是一个重要因素。对车前草继代培养 6 

代，繁殖系数显著降低 ；对菠萝继代培养7周时繁殖率最 

大，但苗活力降低嘲。这说明，培养时间不是越长越好，繁殖 

率不是越大越好，要同时兼顾培养苗的质量。 

3．2 空间和通风 培养容器的空间显著影响间歇浸没培 

养的效率，为减少人工继代的次数，提高效率，一般采用较 

大培养容器，几个月甚至 lO个月以上唧才转移 1次。与常规 

培养相比，间歇式培养营养供应充足，生长速度和繁殖系数 

都明显增加 ，常用固体培养容器的体积无法满足间歇培 

养中组培苗对空间的要求，因此间歇培养一定要增加培养 

体积。采用较大空间，有利于进行通风处理，这样能够改善 

培养瓶内的气体成分，提高培养苗质量和繁殖系数㈣。 

Escalona等发现培养液的体积对繁殖率、湿重、于重等 

也有明显影响 ·。当由于培养物生长而导致拥挤后，培养物 

质量也急剧恶化I3J。 

此外培养瓶、培养基的体积对繁殖系数也有较大影响。 

因此，在间歇浸没培养中应该适当扩大培养体积，增加空气 

流通，减少环境对培养物的限制，提高培养物质量和数量。 

3．3 激素调节 激素的灵活运用能够大幅度提高苗木的 

繁殖率。限制商业化生产的关键因素是单位产品成本高，而 

降低成本必须提高繁殖系数和驯化成活率。在菠萝的商业 

化生产中，就采用了多效唑(pb)增加腋芽的繁殖率[61。而在 

金丝猴属植物培养中，则用赛本隆提高繁殖率，再使用其他 

激素提高生根率和驯化成活率 。对碟兰球茎培养则使用 

了含有不同激素组合的3种培养基[211。不同培养阶段，使用 

含不同激素培养基培养最终达到较高的繁殖率是降低成本 

的一个重要途径。此外光强，二氧化碳浓度也是重要因素[22／。 

4 间歇浸没培养的遗传稳定性和生理研究 

4．1 遗传稳定性研究 间歇式浸没培养具有相对较高的繁 

殖系数，一般为半固体培养的2倍以上，为了更好地估计培 

养物的遗传稳定性，Chakrabarty等对系统中的培养物和温 

室培养物的基因组进行了RAPD分析，结果显示遗传性比 

较稳定【 ol。Feuser对静态培养和间歇浸没培养的菠萝苗进行 

了同功酶和RAPD分析，也没有监测到显著差异1231。由此可 

见，间歇培养虽然大大提高了繁殖系数，但并没有使变异程 

度增加、遗传稳定。 

4．2 生理学基础研究 在应用间歇式漫没培养系统的过 

程中，通过优化培养参数，可以大幅度提高繁殖率，生长速 

度和驯化成活率，为了深入了解间歇式浸没系统继代培养 

优势的原因，必须从生理发育的角度进行深入研究。 

(1)离子浓度与生长发育的关系。Alvard等对咖啡组培 

苗进行 15 min／4 h浸没培养时发现：9O％的培养物超度含 

水，与正常鱼雷形胚相比，高鲜重，高水含量，低水势，高钾 

浓度，而且没有规则的上皮细胞；但是当浸没频率降到 

1 min／4 h，能够形成完整的鱼雷型胚，培养苗没有高度含水 

态，约有 75％的苗能够转化为植物『l31。Agnieszka认为，常规 

继代培养更换培养基，引起培养基 DH值变化，离子浓度失 

衡，导致培养物和环境之间的 K离子等流动，影响生长1241。 

(2)通风对培养苗的生理影响。在对菠萝培养中发现， 

增加通气，改善环境气体质量，能够增加营养物质的吸收， 

提高叶绿素含量，加强小苗的蒸发作用和呼吸作用，改善光 

合自养能力 ，一方面提高了生长速度，另一方面形成了一 

种近似自然的环境，间接驯化，提高了驯化成活率。 

5 商品化研究状况 

2O世纪 8O年代后期，间歇浸没试验就已经广泛开展， 

到 1999年，将改进的双瓶式系统应用于菠萝商业繁殖 ，经 

过 l5年的研究，充分证明了间歇式浸没培养的良好效果， 

优化了多个物种的浸没频率、培养体积、营养液体积等培养 

参数(表 ，1)。 

裹 1 进行间歇漫没培养试验的树种 

物 最 分类 备注 

桉树 

瓠瓜木 
茶 

香蕉 

BIT● 2rain／3 h 

RITA~ 10rain／4h 小苗 
RITA~ 3min，3 h 芽 

RITA~ 1—2min／6h芽 
RITA~ 20min／2 h 芽 

金丝猴属 RITA~ 15d：5min／3h苗 
5miI1，24h 

1999 rn经济作物 成本降低 
2003闭 20％，已经实 

2005阎 现商业健|育苗 

2005~-81林业树种 成功繁殖 
20041：~1观赏，医疗44％{螂黼 染 

200 韧经济作物 

1993[~经济作物 
2002[~ 

2004t9]医疗树种 
2003m 

Charybdis TIS 5 min／12 节点芽 2005t 医疗树种 成功繁殖了 
numidica 或者 24 h 2003[' 9000株 

柑橘 TIS 1mird4h 体胚 1997tm经济树种促进体胚正 
常发育 

紫薇科 RITA~ 3mird3 h 节点芽 2004【删 医疗树种 

梨树 BITe 30 minM 苗 2002t]~经济树种 
苹果 气球式 615 mird6h茎节 2003o~经济树种 9o％生根成 

反应器 2005o]J 活 
橡胶 RITA~ 1 rain／12h 小苗 2001m 经技树种 

咖啡 Tls 1mird4 h 体胚 20051 31经济植物 生产晶胚 

注：TIS多是实验者自己改进的BITe系统。 

在多个物种的微繁中，与半固体培养，液体培养相比 

较，间歇式浸没培养能够更好的提高繁殖系数，减少劳动力 

耗费，提高培养苗质量，增加驯化成活率，最终降低劳动成 

本。间歇浸没式生物反应器相对更适合于芽繁殖和继代培 

养，劳动力耗费仅为固体培养的一半【l21，成本能降低20％川。 

现有的间歇式浸没培养技术主要应用于花卉及具有较 

大林业价值和经济医疗植物的大规模半自动商业化生产[231。 

对于林业树种的应用还比较少，目前只有桉树⋯】等几个树 

种实现了大规模问歇浸没繁殖。此外，还有很多具有较高经 

济价值花卉品种，经济作物也使用间歇浸没技术进行成功 

规模繁殖。 
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6 讨 论 

间歇式漫没生物反应器的大规模培养大大提高了培养 

繁殖效率，降低了劳动成本，有良好的商业应用前景，然而 

该方法仍然存在不少问题。 

(1)并不适用于所有物种。不同物种对浸没要求不同， 

大部分在间歇浸没培养中生长良好，但是也有少量物种在 

持续浸没中生长较佳。Feuser对马铃薯的培养发现，间歇式 

浸没培养物质量较好，但芽生长速度、繁殖率小于持续半浸 

没，因此成本相对较高123]。通过调节漫没频率和浸没程度可 

改善培养效果。 

(2)污染限制了推广。在前期的试验中，采用较大营养 

液容器，利用蠕动泵或其他动力机械供营养，但最后因污染 

无法控制而失败 。现在多采用双瓶式培养，进出营养液都 

通过严格无菌过滤，培养过程仍然没有脱离无菌环境，大规 

模应用受到污染限制，在桉树的 RITA培养中污染率甚至 

达到了100％Il8J。用化学药物等微生物抑制剂杀菌剂代替高 

温灭菌，降低对无菌条件的要求是降低成本的重要因素， 

Vitrofural和 ppm 2种污染抑制剂 得到 了广 泛应 用[221。 

Vitrofural(G4)和 Plant Preservative Mixture(PPM )加入培 

养基中能够明显的抑制污染 ，但不抑制甚至促进了植物生 

长发育。试验证实，G4能够明显提高培养苗的质量，代替高 

温灭菌，节省劳动力 。ppMTM在多种植物的微繁中也得到 

了应用『31]。山东农业大学孙仲序等对葡萄开展了开放试验， 

发现使用抑生剂能够代替高温处理和无菌操作台，在不影 

响植物生长得条件下，把污染控制在 l0％以内D2-a3l。Hvoslef． 

Eide等在研究中发现，pH值可以作为植物培养是否污染的 

指示参数，他认为生物反应器中污染物能够快速消耗营养 

液中的NH ，引起pH值明显升高[341。 

(3)自动化程度相对较低。现在，为了进一步的减小间 

歇式培养的劳动成本，研究重心越来越偏向于自动化程度 

的最大化『蜩。 

(4)多应用于培养中后期。多数研究主要利用固体培养 

苗来进行间歇培养，但是对于细胞和体胚的培养还比较少， 

反应器需要进一步完善，精密化。2005年，Kathrine等对体 

胚徽繁生物器进行了设计试验，主要是完善容器内的徽环 

境调控，促进细胞发育I341。 

在现有研究基础上，采用效果较好的污染抑制药品，把 

大规模间歇浸没培养与开放培养自动化结合起来，简化培 

养过程，会进一步提高林业用苗产量，降低单株成本，提高 

和拓宽组培养林业苗木的竞争力和市场化前景。 
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