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摘要  为进一步优化怀牛膝(Achyranthes bidentata)细胞悬浮培养条件, 对接种量、继代周期、pH、光照及Cu2+等多种影

响因子的作用效果进行了研究, 以提高怀牛膝细胞生长量及牛膝多糖含量。结果显示, 接种量50 g·L–1、继代周期14天, 

pH5–6和光照培养可以使细胞保持良好的生长状态及多糖合成能力; 添加50 μmol·L–1 Cu2+, 细胞的干重最大, 可达

44.63 g·L–1, 多糖含量也最高, 为4.02 mg·g–1。 
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中药材牛膝为苋科植物牛膝 (Achyranthes bi-

dentata)的干燥根。性味苦、甘、酸, 平, 归肝、肾经, 

可用于经闭、腰膝酸痛、筋骨无力、淋证、水肿和头

痛等疾病治疗(国家药典委员会, 2015)。因以河南省

温县、武陟及博爱一带(古称怀庆府)为道地产区, 故

又称怀牛膝。牛膝含有多种化学成分, 如皂苷类、甾

酮类、糖类及氨基酸、生物碱和香豆素(付国辉等, 

2018)。牛膝多糖(Achyranthes bidentata polysac-

charides, ABPS)是具有免疫活性的小分子多糖, 与

一些已知多糖相比, 具有无抗原性、易溶于水、人体

易吸收和化学提取质量稳定等特点, 在抗肿瘤、降血

糖、降血脂和抑菌抗炎等方面效果显著(胡婷婷和张

振凌, 2016)。一方面其可作为药物治疗免疫功能低下

引发的疾病(如肿瘤和肝炎); 另一方面也可作为一种

免疫增强剂, 应用于保健品开发领域。 

植物细胞培养是在离体条件下, 将愈伤组织或

其它易分散的组织置于液体培养基中进行振荡培养, 

得到分散游离的悬浮细胞, 再通过继代培养使细胞增

殖, 从而获得大量细胞群体的一种技术。目前, 细胞

培养在人参(Panax ginseng)、三七(P. notoginseng)、 

红豆杉(Taxus chinensis)、雷公藤(Tripterygium wil- 

fordii)、白木香(Aquilaria sinensis)以及冬凌草(Rab-

dosia rubescens)等多种中药材中均有研究(李铁军

等, 2013; 王娟等, 2017; 孟婷和陈随清, 2017; 赵爽

等, 2017; 吴燕燕等, 2018; 王一惠等, 2018)。近些年

的研究主要集中在生产活性成分、遗传转化以及诱导

子等方面。迄今为止, 通过细胞培养生产代谢产物的

植物将近1 000种。许多学者对影响植物细胞生长和

代谢产物含量的因素(如培养基种类、组成、植物生

长调节剂、培养温度、光照、pH和诱导子)进行了探

索。调控培养条件是使现有细胞系获得最佳产物含

量的基本方法之一 (陈月华等 , 2016; 别振宇等 , 

2017)。在前期研究基础上(李明军等, 2008; 李萍等, 

2015, 2017), 我们进一步探讨了不同物理和化学因

子对怀牛膝悬浮细胞生长和多糖积累的影响, 以期为

利用细胞培养技术生产牛膝多糖提供参考。 

1  植物材料 

怀牛膝(Achyranthes bidentata Blume.)悬浮培养细胞。 

·技术方法· 
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2  培养基成分与培养条件 

悬浮培养细胞的培养基成分为B5培养基添加2 mg·L–1 

2,4-D、0.5 mg·L–1 6-BA、30 g·L–1葡萄糖和1 g·L–1水

解酪蛋白。培养条件为120 ×g振荡悬浮培养, 温度为

(252)°C (李萍等, 2015)。在此基础上进行以下实验。 

2.1  接种量和继代周期对怀牛膝细胞悬浮培养的

影响 

分别以接种量10、30、50、70和90 g·L–1接种怀牛膝

细胞于上述培养基中, 培养18天收获细胞, 测定细胞

干重(李明军等, 2008)和细胞中的多糖含量(张纯等, 

2003) (下同)。 

分别以7、14和21天为继代周期对细胞进行继代

培养, 2代后收获细胞。 

2.2  pH与光照对怀牛膝细胞悬浮培养的影响 

将怀牛膝细胞分别接种于初始pH值为3、4、5、6、

7 和 8 的培养液中 , 置于光照 ( 光照强度为 36.0 

μmol·m–2·s–1, 光照时间为每天14小时)或黑暗下, 培

养18天收获细胞。 

2.3  Cu2+对怀牛膝细胞悬浮培养的影响 

在怀牛膝细胞接种12天时, 分别加入浓度为0、0.1、1、

5、10、30、50和100 μmol·L–1的Cu2+溶液(CuCl2·2H2O

母液浓度为1 mmol·L–1), 培养18天收获细胞。 

2.4  数据处理 

采用SPSS软件对实验数据进行统计分析, 采用LSD

法进行多重比较检验。 

3  结果与讨论 

3.1  接种量对细胞悬浮培养的影响 

以不同接种量(10、30、50、70和90 g·L–1)接种18天

后, 怀牛膝细胞干重和细胞中多糖含量的测定结果见

图1A, B。接种量为50 g·L–1时, 怀牛膝细胞干重及细胞

中多糖含量均最高, 分别为35.38 g·L–1和3.82 mg·g–1; 

其中, 细胞干重与其它接种量相比差异显著。接种量

过少, 达不到细胞生长所需的最低密度, 细胞生长量

降低, 多糖积累减少; 接种量过大, 单位培养空间内

营养有限, 通气量下降, 不利于细胞生长和多糖积

累。因此, 我们选择50 g·L–1作为怀牛膝细胞悬浮培

养适宜的接种量。 

3.2  继代周期对细胞悬浮培养的影响 

分别以7、14和21天为继代周期, 培养2代后怀牛膝细

胞干重和多糖含量的测定结果见图1C, D。继代周期

为14天的怀牛膝细胞生长最好, 细胞干重及细胞中

多糖含量均显著高于 7 和 21天的继代周期。7 天的

继代周期细胞干重和多糖含量均较低, 可能是由于细

胞生长还未完全启动, 此时继代对细胞生长不利。21

天的继代周期细胞干重和多糖含量也明显低于14天

的继代周期, 可能是因为细胞培养时间太长, 培养基

中营养消耗过多, 一部分细胞由于营养不足而死亡。

因此, 14天是怀牛膝细胞适宜的继代周期。 

3.3  pH和光照对细胞悬浮培养的影响 

将接种怀牛膝细胞的不同初始pH值(3、4、5、6、7

和8)培养基, 分别置于光照和黑暗下, 培养18天时细

胞干重和多糖含量的测定结果见图1E, F。在光照和

黑暗条件下, pH值为6时怀牛膝细胞的干重最大, 过

酸或过碱均不利于细胞的生长; 与黑暗下相比, 光照

下细胞的干重均较大。光照下, pH值为3、4、5和6的

培养基中怀牛膝多糖含量均较高, 但pH值为5时多糖

含量最高; 黑暗条件下, pH值为6时多糖含量最高; 

pH值为5和6时黑暗条件下细胞的多糖含量均较光照

下高。综上, 光照更有利于怀牛膝细胞的生长, 黑暗

则对细胞多糖的合成有利。对细胞生长及其多糖合成

均有利的pH值为5–6。培养18天后测定培养液的pH

值, 均在5.1–5.8之间, 说明怀牛膝细胞有自我调节

pH的能力。 

3.4  Cu2+对细胞悬浮培养的影响 

在Cu2+浓度(0、0.1、1、5、10、30、50和100 μmol·L1)

不同的培养基中, 培养18天时怀牛膝细胞干重和多糖

含量的测定结果见图1G, H。Cu2+浓度为50 μmol·L–1

时, 怀牛膝细胞的干重最大, 达44.63 g·L–1, 多糖含

量也最高, 为4.02 mg·g–1, 与其它Cu2+浓度的培养基

相比差异显著。其它各Cu2+浓度的培养基对细胞生长

的影响不大; 较高Cu2+浓度的培养基多糖含量比低浓 
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图1  不同因子对怀牛膝细胞悬浮培养的影响 

(A) 接种量对细胞生长量的影响; (B) 接种量对细胞中多糖积累的影响; (C) 继代周期对细胞生长量的影响; (D) 继代周期对细胞

中多糖积累的影响; (E) pH和光照对细胞生长量的影响; (F) pH和光照对细胞中多糖积累的影响; (G) 不同浓度Cu2+对细胞生长量

的影响; (H) 不同浓度Cu2+对细胞中多糖积累的影响。不同字母表示各处理间差异显著(P<0.05)。ABPS: 牛膝多糖 

 

Figure 1  Effect of different factors on the cell suspension culture of Achyranthes bidentata  

(A) Effect of inoculum concentrations on the cell growth; (B) Effect of inoculum concentrations on the contents of ABPS; (C) 

Effect of subculture cycle on the cell growth; (D) Effect of subculture cycle on the contents of ABPS; (E) Effect of pH and light on 

the cell growth; (F) Effect of pH and light on contents of ABPS; (G) Effect of Cu2+ concentration on the cell growth; (H) Effect of 

Cu2+ concentration on the contents of ABPS. The different letters indicate significant differences at the 0.05 level. ABPS: 

Achyranthes bidentata polysaccharides 

 

度Cu2+的培养基高, 但二者(含较高和低浓度Cu2+的

培养基)与未添加Cu2+的对照相比均差异显著。因此, 

适宜怀牛膝细胞培养的Cu2+浓度为50 μmol·L–1。 

3.5  讨论 

为进一步提高怀牛膝细胞的生长量及细胞中的多糖

含量, 我们基于前期的研究着重从接种量、继代周期、

光照、pH和铜离子等方面对怀牛膝细胞的培养条件进

行优化。结果表明, 适宜的接种量、继代周期和铜离

子浓度可显著提高怀牛膝细胞的生长量和多糖含量。

较低的pH值和适当的光照对细胞生长及多糖积累均

有一定的促进作用。 

接种量是影响悬浮培养细胞生长的生物学因子

之一。悬浮培养细胞生长受密度效应的制约, 细胞分

裂的启动需要达到最低的起始密度(Ozeki and Ko-

mamine, 1985)。巴西橡胶树(Hevea brasiliensis)的

最适初始接种量为1.2 g·50 mL–1 (栾林莉等, 2019)。

金银花(Lonicera japonica)细胞的最适接种量为60 

g·L–1 (祖恩凡等, 2019)。玉竹(Polygonatum odora-

tum)根状茎愈伤组织细胞悬浮培养的最佳接种量为

80 g·L–1 (王争艳等, 2017)。红花(Carthamus tincto-

rius)的最适宜接种量为0.02 g·mL–1 (郭丹丹等 , 

2016)。本研究中, 怀牛膝以10 g·L–1的接种量接种时

细胞几乎不分裂, 50 g·L–1的接种量对细胞生长和多
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糖含量的提高最为有利。在高细胞接种密度下, 细胞

生长会迅速启动。Zhang和Zhong (1997)在对人参细

胞培养中, 成功运用高密度培养实现了积累代谢产物

的目的。但接种密度过高, 单位培养空间内通气量会

下降, 营养不足, 有害物质积累, 进而对细胞生长和

代谢产物合成产生不利影响, 引起密度抑制效应。因

此, 选择合适的接种量, 对提高细胞生长量和代谢产

物的含量均有重要意义。 

适宜的继代周期对维持悬浮细胞的正常生长也

起着关键作用。长春花(Catharanthus roseus)发根培

养中, 分别以14、21和28天为继代周期, 结果表明, 

14天的继代周期细胞生长快并且洛柯辛碱的产量最

高, 表现出与细胞生长很强的相关性(Rijhwani and 

Shanks, 1998)。巴西橡胶树的最适继代周期为7–8

天(栾林莉等, 2019)。本研究中, 怀牛膝细胞最适继代

周期为14天。此外, 对草莓(Fragaria × ananassa)的

研究表明, 接种对数期的细胞可较快地再次进入旺盛

期, 而接种缓慢生长期的细胞进入下一个快速生长期

的时间加长; 对继代周期过长的草莓细胞观察发现, 

细胞内含物少, 液泡变大, 表明悬浮细胞处于极度

“饥饿”状态, 培养基中的营养成分已消耗殆尽(周春

江等, 2002)。Huntley和Murray (1999)研究表明, 植

物细胞的分裂与细胞周期依赖性激酶A (cyclin-de-

pendent kinases A, CDKA)有关。CDKA受外源信号

生长素、细胞分裂素、赤霉素、脱落酸和糖等的影响, 

在细胞周期调控中起作用。随后, Harashima等(2007)

在烟草(Nicotiana tabacum)细胞培养的研究中发现, 

细胞循环生长过程中, 添加生长素(如2,4-D)对CDKA

的积累和细胞生长非常必要。因此, 在大规模植物细

胞培养中, 可考虑添加合适的外源物质, 以缩短其继

代周期。 

培养液的pH值是影响细胞生长的一个重要参数。

徐志荣等(2019)对南方红豆杉(Taxus mairei)进行了

研究, 发现其细胞培养基最佳初始pH值为5.8。红花

细胞生长的最适pH值为5.5–6.0 (郭丹丹等, 2016)。

栀子(Gardenia jasminoides)悬浮细胞生长的最适pH

值为6; 栀子多糖的合成以pH值为5时最高(石若夫, 

2002)。莪术(Curcuma zedoaria)细胞对培养液pH的

适应能力较强, pH值在5–8之间均可保持良好的生长

状态, 但pH5更有利于细胞的生长, pH7–8则有利于

多糖的合成(罗红梅, 2003)。本研究发现, 怀牛膝细胞

生长与多糖合成的最佳pH值在5–6之间。pH值的升降

直接影响细胞质膜的电位, 进而影响其通透性, 并且

最终影响细胞的生长。Santarem等 (1997)对大豆

(Glycine max)和豌豆(Pisum sativum)的研究表明, 

pH值水平影响生长素的吸收。多数2, 4-D在相对较低

的pH下是关联的, 经由被动扩散更容易被植物细胞

吸收, 因此利于细胞的快速生长。 

光是植物进行光合作用的能量来源。对于离体生

长的植物, 在糖作为培养基成分之一的条件下, 光照

也为某些特定的光化学代谢反应产物的合成提供能

量, 以维持细胞的正常生长。因此, 光照对于完整植

株的生长或是细胞培养均是一种重要的因素。有研究

表明, 光照有利于半夏(Pinellia ternata)细胞的生长

(范美华等, 2004)。本研究中, 光照有利于怀牛膝细胞

的生长, 但黑暗对于多糖含量的提高有利。廖斌等

(2019)发现黑暗有利于龙眼(Dimocarpus longan)胚

性悬浮细胞的生长及细胞内柯里拉京的积累。红豆杉

细胞培养中, 黑暗条件下仅有阿玛碱的合成被诱导, 

其它代谢物(如蛇根碱和酚醛树脂)的合成均被抑制

(Pestchanker et al., 1996)。黑暗对紫草细胞中乙酰

基紫草素的积累也有一定的促进作用(Gaisser and 

Heide, 1996)。由此可见, 不同代谢产物的合成对光

照的要求有差异, 应根据目的产物的不同选择有利的

光照条件。 

铜离子作为一种非生物诱导子, 对一些代谢产物

的合成具有促进作用。有研究表明, Cu2+浓度为24 

µmol·L–1时有利于人参细胞的生长及其多糖的合成

(Zhong and Wang, 1996)。30 μmol·L–1 CuCl2对红豆

杉细胞中紫杉醇的合成影响作用最大 (李家儒等 , 

1999)。提高Cu2+浓度, 芸薹属植物细胞中的吲哚类

植保素的产量大幅提高(Rouxel et al., 1991)。我们的

研究发现, 50 µmol·L–1 Cu2+对怀牛膝细胞的生长及

其多糖积累比较有利。Morimoto等(1989)推测适宜的

Cu2+浓度可能提高线粒体活性, 因线粒体电子传递链

末端氧化酶是铜酶(cyta:2Cu:cyta3), 但具体分子机

制尚不清楚, 需进一步探索。 
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Optimization of Cell Suspension Culture Conditions of  
Achyranthes bidentata 
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Abstract  To optimize the suspension culture conditions of Achyranthes bidentata cells, effect of different factors like 

inoculum concentrations, subculture cycles, pH, light and Cu2+ on cell growth and polysaccharides contents was studied. 

The results showed that, cells grew well with a good ability for polysaccharides synthesis under 50 g·L–1 inoculum con-

centration, 14 d subculture cycle, pH5–6 and light. In the presence of 50 μmol·L–1 Cu2+, the cell dry weight could be the 

maximum with 44.63 g·L–1, and polysaccharides contents reached the peak at 4.02 mg·g–1. 
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