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摘 要：通过物料衡算和线性规划方法建立了进行代谢流分析的数学模型，并首次应用于批式培

养过程 ’分析结果表明，细胞对葡萄糖等底物的代谢效率很低，细胞对谷氨酰胺等氨基酸浓度的变

化响应迟缓，在底物充裕的迟滞期及谷氨酰胺限制条件下的代谢效率高于对数生长期 ’另外限制

谷氨酰胺等氨基酸进入能量代谢，既可减少氨的积累，也会减少乳酸的生成 ’
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代谢流 的 分 析 在 微 生 物 培 养 中 应 用 比 较 广

泛［#］，它有助于理解细胞各代谢途径的特点，并提

供代谢调控或优化的信息 ’较直接及准确的方法是

通过同位素标记及核磁共振（(UV）来测定，但该方

法用于杂交瘤细胞时通常需要非均相的中空纤维

反应器，以获得较高的细胞密度［! W 2］，才能产生足

够的信号强度 ’此时，细胞的比生长速率很小，与一

般生产中所用的批式或连续培养条件下的情况不

相一致，因此获得的数据缺乏普遍性［1］’
另外一种方法不需要复杂的设备，相对比较简

单，通过测定胞外代谢物及菌体组成，根据物料平

衡和已知的代谢途径来计算［3］’由于动物细胞代谢

网络的复杂性，建立的质量平衡方程组常常不能得

到唯一解，因此有一定的局限性 ’ 可能的解决办法

有 . 种，一是合并反应，减少变量个数；二是通过共

谢物的测定来确定循环反应的流量；三是利用线性
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规划的方法来求取最优化解［!］"
近来应用上述两种代谢流分析的方法研究动

物细胞培养过程引起了人们的关注，目前已经研究

了杂交瘤细胞在中空纤维反应器中培养［#，$］以及连

续培养［%］中的行为，但尚缺乏对批式或补料培养过

程的分析 "为此，作者在改进前人工作的基础上，建

立利用物料衡算方法进行代谢流分析的模型，并应

用于杂交瘤细胞的批式培养过程 "

! 代谢流分析模型的建立

! "! 物料衡算关系的建立

细胞的代谢网络十分复杂 " 细胞消耗葡萄糖、

氨基酸、维生素等底物，用以合成细胞物质（蛋白

质、核酸、脂类、糖类等）、单抗产物，并生成生命活

动必需的能量 "从物料平衡的角度可以把这一复杂

问题简单表示为：

!&’( )!
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式中左边依次为葡萄糖的消耗量、*+ 种氨基酸的消

耗、维生素、无机盐以及某些血清组分的消耗；右边

依次为生成的细胞物质，单抗产物、副产物乳酸、氨

及二氧化碳 " 维生素、无机盐以及血清组分的消耗

量相对很少，物料衡算时通常忽略它们 "
根据式（-）的物料平衡，假设胞内代谢物的浓

度近似处于稳态［A，B］，通过培养过程中两次测定结

果之差就可求得细胞在此期间所消耗的底物量及

氨和乳酸生成量；然后根据总生物量和单抗的生成

量、细胞组成（蛋白质、核酸、脂类、糖类等）以及每

种大分子物质各自的组成，可计算出用于物质合成

所消耗的底物；各种底物的总消耗与用于物质合成

消耗量之差就是底物用于能量代谢的消耗（能量代

谢的结果是底物分解生成乳酸、氨及二氧化碳 "）
! "# 代谢网络的建立

底物进入能量代谢后经过极其复杂的网络进

行代谢，图 - 为简化代谢网络 " 网络中包括了所有

氨基酸的代谢，增加了磷酸戊糖循环支路，并合理

简化了苹果酸穿梭系统 "图中虚线所示流量可利用

上面的物料衡算直接计算得到，而实线所示流量却

不行，因为磷酸戊糖途径和苹果酸C丙酮酸穿梭循环

的存在给代谢网络增加了 * 个自由度，使得物料衡

算方程组的系数矩阵缺秩 "

! "$ 建立线性规划方法

根据 DE538197 等的研究结果［!］，采用最大能量

生成为目标函数的线性规划方法得到的结果与同

位素示踪的结果基本一致 " 经分析比较后，选择了

以最大 >.F? 生成的方法来求得代谢流分布的确

定解 "为此，得到了如下的线性规划问题：

目标函数：;3G（>.F?）, ;3G（#$ ) #A )
#B ) #-+ ) #-- ) #-#）

约束条件：

#* ) #-% , #- H #*-

A#* H ### ) $#-% , $##!

### H ##$ ) #-% , ##!

#$ H #% , #**

#% ) #-$ H #A H #! , #*A ) #*%

#A H #B , #*! H #*B

#-+ H #B , ##$

#-- H #-+ , ##-

#-* H #-- , ##+

#-$ ) #-# H #-* , +
#! H #B ) #-# , ##%

#A"+；#!"+；#-%"+
求解该问题可得到杂交瘤细胞各代谢流的分

布，见图 - "

图 ! 杂交瘤细胞代谢网络示意图

%&’"! ()*+,-.&/0 1.23 4)* 5-67 -1 89,6&:-0+ ;)..
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! 细胞株、材料与方法

使用分泌抗 !"# 单抗杂交瘤细胞株 !$%&采用

’("( 培养基添加 $)胎牛血清，!*+ 培养箱中批式

培养 &生物量以细胞计数结果和细胞体积来计算，

氨基酸以 !,- 柱进行 ./0! 分析，葡萄糖使用酶试

剂盒，乳酸、氨采用分光光度法分析，详见文献［1］&

" 结果与讨论

" #$ 细胞生长与底物代谢

细胞生长如图 + 所示，从图 2 中可以看到批式

培养中谷氨酰胺耗尽是培养结束的直接原因 & 图3
表明，在谷氨酰胺耗尽后其它必需氨基酸的代谢出

现了第二个峰值（4$ 5），这体现细胞在谷氨酰胺的

不足的条件下通过增加消耗其它必需氨基酸来进

行补偿 & 非必需氨基酸的代谢曲线示于图 $ 中，负

值表示生成 &其中持续生成的主要是丙氨酸和半胱

氨酸 &

图 ! 细胞生长曲线

%&’#! ()** ’+,-./ &0 12.3/ 34*.4+)

图 " 葡萄糖及谷氨酰胺代谢曲线

%&’#" 5).21,*&67 ,8 9*3 : 9*0

" #! 批式培养代谢流分布的总体特点

表 , 列出了计算得到的部分代谢流量（以各时

期葡萄糖消耗为 ,%%）&可总结出如下特点：

图 ; 部分必需氨基酸代谢曲线

%&’#; 5).21,*&67 ,8 <2+. ,8 )66)0.&2* 27&0, 23&=

图 > 非必需氨基酸代谢曲线

%&’#> 5).21,*&67 ,8 0,0?)66)0.&2* 27&0, 23&=

,）比较 !+ 和 !,$可知，葡萄糖主要是经糖酵解

途径代谢，而经磷酸戊糖途径代谢的比例几乎为 %，

这和 (6789:; 等,2 !<=(> 的实验结果较一致［2］&
+）细胞对氨基酸浓度的变化响应迟缓 &细胞从

接种前较低的谷氨酰胺浓度环境中进入接种后谷

氨酰胺浓度较高的环境中后，并没有立刻增加对谷

氨酰胺的消耗，而是经过了一段适应后才快速消耗

谷氨酰胺 & 这表现在培养开始的迟滞期!，谷氨酰

胺消耗量仅是葡萄糖的 ++)；随着培养的进行，在

指数生长期"、#，其消耗量才逐渐增大至葡萄糖

的 ?%)左右（比较 !, 和 !22）&同样，从图 3 中也可

以看到，当谷氨酰胺耗尽后（约 3% 5），其它必需氨基

酸的消耗并没有立刻增加，而是经过了 ,% @ +% 5 的

延迟后才逐渐出现了第二个峰值，见图 , &
这些特点意味着杂交瘤细胞对氨基酸浓度变

化的响应相当迟缓，其它研究者也有类似发现［,%］&
这可能解释了最近关于谷氨酰胺代谢存在多稳态

的报道［,,］，为实现细胞高效率代谢提供了可能的帮

助 &
2）丙酮酸主要来自葡萄糖，大部分生成乳酸 &

如表 + 所示，来自 A!# 循环的丙酮酸（!,3）比例在

培养过程中变化较大 & 它受到两个因素的影响，一

是细胞响应谷氨酰胺浓度变化的迟滞现象，如前所

述，接种后尽管谷氨酰胺浓度较高，在迟滞期!来
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自 !"# 循环的丙酮酸只有 $$%，低于指数生长期

!、"的比例 & 影响丙酮酸来源变化的另一个因素

显然是谷氨酰胺的浓度 &在谷氨酰胺浓度较低的时

期#、$、%，谷氨酰胺及其它氨基酸参与能量代谢

的流量大大减少，使得葡萄糖生成丙酮酸的比例增

加 &由于氨基酸进入能量代谢要转氨或脱氨，因而

限制谷氨酰胺等氨基酸的浓度可减少氨的有害积

累 &
表 ! 批式培养中各时期部分代谢流分布

"#$%! &’(#$)*+,- .*/0 1+,(2+$/(+)3 ). 4#2+)/, 52)6(7 87#,’, +3 $#(97 9/*(/2’

时期&
’ ( $) *

时期!
$) ( )+ *

时期"
)+ ( ,+ *

时期#
,+ ( +- *

时期$
+- ( ./ *

时期%
./ ( /$ *

!$ $’’ $’’ $’’ $’’ $’’ $’’

!) 0- 0. 0. 01 00 $’)

!. $-0 $/. $/’ $/. $0$ )’+

!1 )/ - $, ). +$ ++

!- ’ ’ ’ ’ ’ ’

!$’ +1 -, 0, ,0 +. -$

!$) ./ /, 0/ +$ +- /)

!$+ )) 1- .0 $/ $ $+

!$. ’ ’ ’ ’ ’ ’

!). $1’ ),. )$+ $-, $+0 $-,

!)1 $, $’ $$ . , ’

!)/ ) $) )- ) . ),

!,, )) -) 11 )) . $

!,+ )’ 1$ 1’ $/ $ $

!,- $ $ $ $ ’ ’

表 : 批式培养中丙酮酸代谢的来源和去向的比例

"#$%: ;<2/2#(’ -’(#$)*+,- .*/0 1+,(2+$/(+)3 +3 $#(97 9/*(/2’

时间区间 & ! " # $ %

来自 !"# 循环 !$+ 2 % $$ )- ). 0 $ -

生成乳酸 !). 2 % /’ 0, 0’ /. -- /’

生成乙酰 "3# !1 2 % $+ , . $) )$ )’

约 /’% ( 0’%的丙酮酸生成了乳酸 &值得注意

的是，这一比例和来自 !"# 循环的丙酮酸比例呈现

相似的变化规律 &作者认为，由于额外进入 !"# 的

碳以苹果酸穿梭的方式在胞液中生成丙酮酸（!$+）

的同 时 产 生 4#56，造 成 胞 液 中 较 高 的 4#56 2
4#57 比例，从而促使丙酮酸快速生成乳酸以再生

4#57 ；在增加乳酸生成的同时，丙酮酸生成乙酰辅

酶 # 的比例则明显减少，使得碳源的利用效率下

降 &因此，限制谷氨酰胺浓度，减少必需氨基酸进入

能量代谢的意义不仅在于可以减少氨的积累，同时

还能够减少乳酸的积累，提高碳源利用效率 &
同时，丙酮酸生成乙酰辅酶 # 的比例相当低，

尤其在指数生长期 &这是杂交瘤细胞的一个普遍特

点，设法增强丙酮酸脱羧酶系的活力是提高底物利

用效率的一个可能的方法 &

= 结 论

在合理简化代谢网络的基础上，利用物料衡算

和线性规划方法可以得到杂交瘤细胞代谢网络中

的流量分布 & 代谢流分析结果表明，在批式培养中

杂交瘤细胞的代谢效率很低 &葡萄糖主要经糖酵解

途径代谢，大部分谷氨酰胺进入能量代谢；/’%以上

的丙酮酸低效转化为乳酸 &细胞对谷氨酰胺等氨基

酸浓度的变化响应迟缓，在底物充裕的迟滞期表现

出与在谷氨酰胺限制条件下相似的高代谢效率 &另
外限制谷氨酰胺等氨基酸进入能量代谢，可同时减

少氨和乳酸的积累 &
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