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谷氨酰胺（C(,?8;<=6，C(=）是动物细胞培养中一种很特殊

的必需氨基酸，常用培养基中其浓度在 %A" D 4 ;;’(EF 之间，

可作为细胞生长的主要能源和氮源，并参与合成嘌呤、嘧啶、

蛋白质和多肽。但谷氨酰胺的水解又是培养体系中主要毒

性副产物氨的重要来源，其水解途径有二：（!）非酶水解即化

学降解，生成氨和吡咯烷酮羧酸，这是个一级反应，其反应常

数和温度、酸碱度、血清浓度有关；（$）被谷氨酰胺酶所水解，

生成氨和谷氨酸。在批式培养中，一部分谷氨酰胺被细胞作

为能源消耗进入三羧酸循环，生成两分子氨，而参与生物量

合成的谷氨酰胺并不产生游离的氨。因此，研究谷氨酰胺的

化学降解规律及其在不同谷氨酰胺浓度的批次培养中对杂

交瘤细胞生长的影响，对于设计最佳的谷氨酰胺给料浓度和

方式，以减少氨的积累，具有重要意义。

! 材料与方法

!"! 细胞系、培养基及培养条件

本文所使用的是分泌 GHC 型抗 2:B（癌胚表面抗原）单

抗的鼠.鼠杂交瘤细胞 24%，由北京生物制品研究所提供。培

养基采用无糖无谷氨酰胺 IJ:J（C<KL’(），培养时添加葡萄糖

$% ;;’(EF，胎牛血清 "M（天津川页）。谷氨酰胺预先配成高

浓度溶液，实验时加入培养体系中，并注意使加入体系小于

体系总体积的 4M。实验在方瓶中进行，环境为 3" N，4M
2O$，每批 $ 个平行样，并做平行空白样。空白样的所有操作

与样品相同，只是不接入细胞。

!#$ 分析方法

葡萄糖、乳酸、谷氨酰胺的浓度均由 PQB.#%2 型生物传

感分析仪（山东省科学院生物研究所）直接测定，氨浓度用靛

酚蓝比色法测定，细胞计数采用 5R-S8= Q(,6 染色排除法。

$ 结果和讨论

$"! 谷氨酰胺化学降解实验

图 ! 描述了贮存（#N）和培养条件下谷氨酰胺的化学降

解曲线。文献报道谷氨酰胺化学降解符合一级动力学，即

3!E 3/ T U 4!（ 4 为降解速率常数），对实验数据进行指数拟

合得到较好的相关性，结果表明：#N下，4 为 %A%%%0 VU !，/!E$
约为 3$W；培养条件下，4 为 %A%%3$ VU ! 略小于文献值（C(8X6=
等［!］测得值为 %A%%#/ VU !），/!E$约为 0 W。

图 ! 谷氨酰胺化学降解曲线
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图 $ 细胞生长曲线
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$#$ 谷氨酰胺浓度梯度实验

常用培养基中谷氨酰胺的浓度为 %A" D 4 ;;’(EF，为考察

其化学降解对细胞培养的影响，进行了低浓度（!A! D #A!4
;;’(EF）和高浓度（0A3! D !0A"4 ;;’(EF）初始谷氨酰胺的梯度

实验。为消除葡萄糖代谢的影响，葡萄糖采用了足够高的浓

度 $% ;;’(EF。

$#$#! 细胞生长曲线：图 $ 是低浓度下典型的批次培养实验



的谷氨酰胺代谢曲线（含空白）和细胞生长曲线。从图中可

以看到，谷氨酰胺耗尽后约 ! " 细胞达到最大密度，随后即开

始死亡。以前的实验证实，常规谷氨酰胺浓度下，批次培养

结束时，各种氨基酸都有大量富余，说明低浓度下，谷氨酰胺

的耗尽是细胞开始死亡的直接原因，只是有一定的滞后期，

#$%&’()& 等［*］也观察到同样的现象。

!"!"! 谷氨酰胺化学降解的影响：由于培养液中谷氨酰胺

浓度的降低除了归因于细胞消耗外，化学降解也占了相当一

部分，实际被细胞所利用的谷氨酰胺 !"#$$ 的消耗速率可表示

为下式的形式：

%!
%& +

%!"#$$

%& , ’!

其中，! 为体系中实际的谷氨酰胺浓度；!"#$$ 为细胞实际利

用的谷氨酰胺浓度；’ 为一级降解速率常数；& 为时间。

由此可求得各浓度下扣除化学降解部分后的谷氨酰胺

消耗曲线，亦即被细胞利用的谷氨酰胺消耗曲线（图未列

出）。将上式对 & 积分即可得到培养过程中细胞实际利用的

谷氨酰胺量，进而可以计算出谷氨酰胺的实际利用率以及细

胞代谢中氨对谷氨酰胺的实际得率（即扣除降解所产生的

氨），结果如图 - 所示。

图 - ./0 利用率和 1#- 得率与 ./0 初始浓度的关系
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可以看到，当初始浓度低于 ? 997/@A 时，谷氨酰胺的利

用率大于 !BC，且初始浓度越低，利用率越高；随着初始浓度

的升高，谷氨酰胺利用率逐渐降低，当大于 DB 997/@A 后，利

用率急剧降低。与此同时，低浓度下（ E F 997/@A），氨对谷氨

酰胺的实际得率随谷氨酰胺初始浓度的增加而增加，但初始

浓度为 *GH? I JG-D 997/@A 时该得率基本 保 持 不 变（约 为

BG-H），当初始浓度继续上升至 DJGK? 997/@A 时，该得率又有

明显增加（由 D3 D 997/@A 时的 BGDFK 上升至 DJGK? 997/@A 时

的 BG??*）。已知谷氨酰胺的代谢途径只有 F 种：（D）水解；

（*）不完全氧化供能；（-）完全氧化供能；（F）合成细胞体及产

物。其中，途径（F）几乎不产生氨，其它 - 种途径 D 分子的谷

氨酰胺生成 D 分子或 * 分子的氨。从图 - 分析可知，在较低

的谷氨酰胺浓度下，谷氨酰胺更多地被用于生物量的合成；

而较高的谷氨酰胺浓度下，其更多的参与供能代谢。

!"!"# 谷氨酰胺比消耗速率：图 F 是不同浓度下，细胞增殖

期的谷氨酰胺比消耗速率曲线。从曲线看，谷氨酰胺比消耗

速率先迅速上升，到达一个最高点后再逐渐下降，在达到最

大细胞密度之前开始维持在一定的值。这表明，细胞在培养

初期对谷氨酰胺有一个迅速的大量摄入的过程，这一现象与

./&>L(0 等报道的细胞在延迟期需要消耗大量的谷氨酰胺相

符。但 ./&>L(0 认为谷氨酰胺的代谢与细胞生长不相关，而

前述结果表明，细胞所消耗的谷氨酰胺一部分参与生物量合

成，一部分参与能量代谢。图 ? 显示谷氨酰胺比消耗速率随

细胞比生长速率的变化而变化，也支持了这一观点。

图 F ./0>(//比消耗速率时变曲线

2$%3F M:’<( 78 5"( =N(>$8$> ./0 >70=:9$0% ’&5( <(’=:= 5$9(

谷氨酰胺平均比消耗速率与其初始浓度的关系如图 H
所示。可以看到，当谷氨酰胺初始浓度小于 FGD? 997/@A 时，

其比消耗速率逐渐上升，这与其他研究者的结论是一致的。

O:’7L&P& 等指出［-］，在 B I * 997/@A 的范围里，谷氨酰胺和其

比消耗速率之间的浓度可被简单总结为线性关系；而 Q(70%
等［F］则将这一范围扩大到 B I ? 997/@A。

图 ? ./0 比消耗速率与细胞比生长速率的关系

2$%3? RN(>$8$> ./0 >70=:9$0% ’&5( <(’=:= =N(>$8$> >(// %’7P5" ’&5(

图 H 谷氨酰胺平均比消耗速率与 ./0 初始浓度的关系

2$%3H S(&0 ./0 =N(>$8$> >70=:9$0% ’&5( <(’=:= $0$5$&/ ./0 >70>(05’&5$70

当谷氨酰胺浓度继续增大时，其比消耗速率反而迅速下

降。这可能有两方面原因：一是体系中高浓度的谷氨酰胺本

身对细胞生长有一定的抑制作用，二是高浓度下化学降解的

谷氨酰胺的量多，产生的铵离子量相应较大，对细胞生长有
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负面影响。

! 结 论

由上述分析可知，为了提高谷氨酰胺的实际利用率，可

在不明显影响 !"# 细胞生长和死亡速率的情况下，采用尽量

低的初始浓度，并以补料方式使其维持在较低浓度，从而减

少培养体系中氨的积累。简单的批次培养中，为了得到更高

的细胞密度和活力指数则可以适当提高谷氨酰胺的浓度，使

副产物的积累在细胞的耐受程度以内即可。不过，这要以牺

牲谷氨酰胺的利用率为代价。
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