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摘要  为提高怀牛膝(Achyranthes bidentata)悬浮培养细胞中牛膝多糖的含量, 以酵母提取物、榆黄蘑(Pleurotus citrino-

pileatus)及水杨酸作为诱导子, 分别在同一时期以不同浓度或在不同时期以相同浓度添加至细胞培养物中, 收获时测定细

胞生长量和牛膝多糖含量。结果显示, 在培养12天时添加2.5% (v/v)酵母诱导子, 细胞干重最大, 可达46.75 g·L–1, 多糖含

量为5.76 mg·g–1; 在培养9天时添加5 mgGE·L–1榆黄蘑诱导子, 收获时细胞中多糖含量可达6.56 mg·g–1, 细胞干重达28.3 

g·L–1; 1 mg·g–1水杨酸对牛膝多糖的诱导效果不如以上2种诱导子明显。 
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怀牛膝 (Achyranthes bidentata)隶属苋科牛膝

属, 其干燥根具有逐瘀通经、补肝肾、强筋骨、利尿

通淋和引血下行之功效(国家药典委员会, 2015)。牛

膝含有多种药用成分, 其中重要的一类即植物中普遍

存在的多糖类化合物, 具有多种生物学活性和功能(石

若夫, 2002; 崔倩倩等, 2015)。药理研究表明, 牛膝多

糖(Achyranthes bidentata polysaccharides, ABPS)在

抗肿瘤、抗衰老、免疫调节、降血糖和抗凝血等方

面功效显著 , 且具有分子量小和水溶性好等优点 , 

因此具有广阔的开发应用前景(时春娟等, 2006)。但

由于多糖具有结构复杂、质量标准难以控制、结构

测定及人工合成困难、天然含量低和不易分离等特

点, 给多糖研究和应用带来了诸多限制(李明军等, 

2008a)。 

通过植物细胞培养生产多糖可以解决以上问题。

目前已在人参(Panax ginseng)、三七(Panax notogin- 

seng)、黄芪(Astragalus membranaceus)、刺五加

(Acanthopanax senticosus) 和铁皮石斛 (Dendro- 

bium candidum)等多种植物中进行了相关研究(Liu 

and Zhong, 1997; Han and Zhong, 2003; 初旸 , 

2008; 杨慧等, 2009; 杨静和孙皓, 2014); 并且利用

生物反应器培养紫松果菊(Echinacea purpurea)细胞

生产免疫活性多糖已经获得成功(Vardar-Sukan and 

Sukan, 1992)。利用诱导子来提高代谢物的产量, 是

目前植物细胞培养中常用的方法(李文渊等, 2011; 

古绍彬等, 2013; 谢腾等, 2015)。诱导子可分为生物

诱导子与非生物诱导子两种。在怀牛膝细胞培养及多

糖相关研究 (李明军等 , 2008a, 2008b; 李萍等 , 

2015)的基础上, 我们进一步探究了诱导子对怀牛膝

悬浮培养细胞生长和多糖含量的影响, 以期提高怀牛

膝细胞生长量和多糖含量, 为通过细胞培养途径工厂

化生产牛膝多糖奠定技术基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验材料为怀牛膝(Achyranthes bidentata Bl.)悬浮

培养细胞。 

1.2  实验方法 

1.2.1  诱导子的制备 

酵母诱导子的制备: 采用Hahn和Albersheim (1978)

的方法醇沉提取。将10 g酵母提取物溶解于100 mL

双蒸水中, 加入无水乙醇至80% (v/v), 于4°C下静置

·技术方法· 
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3天, 沉淀。弃上清, 沉淀再溶解于100 mL双蒸水中, 

121°C高压灭菌20分钟。 

榆黄蘑(Pleurotus citrinopileatus Sing.)诱导子的

制备: 将榆黄蘑菌种在PDA固体斜面培养基上25°C

恒温培养10天, 培养基组成为马铃薯20%, 蔗糖2%, 

琼脂8%; 后转接到PDY液体培养基中置于25°C恒温

振荡培养7天, 培养基组成为马铃薯20%, 蔗糖2%, 

酵母提取物0.2%; 将菌球过滤, 称取3 g鲜重, 加15 

mL双蒸水研磨, 8 000 ×g离心, 取上清液, 121°C高

压灭菌20分钟(Komaraiah et al., 2002)。 

水杨酸(salicylic acid, SA)母液质量浓度为0.5 

mg·mL–1。 

 

1.2.2  诱导子的添加 

以50 g·L–1的接种量将怀牛膝细胞接种于添加30 

g·L–1葡萄糖的B5培养基中, 在振荡培养箱中120 ×g

悬浮培养, 培养温度为(25±2)°C。结合怀牛膝细胞生

长曲线(李萍等, 2015)及诱导子添加时间(Chen and 

Chen, 2000)的研究结果, 实验初步选定在怀牛膝细

胞接种12天时分别加入不同浓度的3种诱导子(酵母、

榆黄蘑和水杨酸), 接种18天时收获细胞, 测定细胞

干重和多糖含量, 以研究不同浓度的各种诱导子对细

胞生长和多糖含量的影响。 

酵母诱导子的添加浓度分别为0、0.5%、1.0%、

1.5%、2.0%、2.5%、5.0%和10.0% (v/v)。榆黄蘑诱

导子的浓度以单位mgGE·L–1 (glucose equivalent, 

葡萄糖当量)表示, 采用蒽酮硫酸法(张纯等, 2003)测

定提取液的糖含量, 其添加浓度分别为0、5、20、50

和100 mgGE·L–1。水杨酸的添加浓度分别为0、0.01、

0.05、0.1、1和5 mg·L–1。 

将上述实验获得的最适浓度的各种诱导子分别

于细胞接种0、3、6、9、12和15天时添加入培养基

中, 接种18天时收获细胞, 以研究不同诱导子的添加

时间对细胞生长和多糖含量的影响。 

 

1.2.3  细胞干重的测定 

细胞干重测定参照李明军等(2008a)的方法进行。取1 

mL摇匀的细胞悬液, 置于底部带3 mm深裂缝的Ep- 

pendorf管中, 2 325 ×g离心10分钟, 将得到的细胞 

 

 

置于60°C烘箱干燥至恒重, 称量得细胞干重(g·L–1)。 

 

1.2.4  多糖含量的测定 

取经40 μm筛过滤的细胞用重蒸水冲洗3次, 2 325 ×g

离心10分钟, 称取0.2 g加水研磨至匀浆状, 加入1 

mL 2 mol·L–1 NaOH溶液于75–80°C水浴30分钟, 离

心取上清液加入2倍体积的80%乙醇溶液沉淀过夜, 

离心得沉淀, 稀释后采用蒽酮-硫酸比色法(张纯等, 

2003)测定多糖含量。 

采用Excel和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。 

2  结果与讨论 

2.1  酵母诱导子对怀牛膝细胞生长和多糖含量的

影响 

2.1.1  酵母诱导子添加浓度   

不同浓度(0、0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、2.5%、

5.0%和10.0% (v/v))酵母诱导子作用下, 怀牛膝细胞

干重和多糖含量的测定结果见图1A。由图1A可知, 在

较低的酵母诱导子浓度范围内, 细胞干重和多糖含量

随其浓度的增加而有所升高, 在浓度为2.5%时均达

到最高, 分别为46.75 g·L–1和5.76 mg·g–1, 与其它浓

度相比差异显著; 酵母诱导子浓度超过2.5%, 细胞

均产生不同程度的褐化, 细胞干重和多糖含量随之下

降。因此, 酵母诱导子的最适浓度为2.5%。 

 

2.1.2  酵母诱导子添加时间   

将2.5% (v/v)酵母诱导子在不同时间(接种0、3、6、9、

12和15天)添加入培养基中, 接种18天怀牛膝细胞干

重和多糖含量的测定结果见图1B。由图1B可知, 在延

迟期(0和3天)和指数生长早期(6天)添加酵母诱导子, 

细胞干重与对照相比无显著差异, 多糖含量稍有提高; 

在指数生长中、后期(9、12天)添加, 多糖含量明显升

高, 细胞干重也有较大提高; 接种12天添加, 细胞干

重和多糖含量均达到最大值, 与其它添加时间相比差

异显著; 在缓慢生长期早期(15天)添加, 细胞干重与

对照相比有一定提高, 多糖含量与对照相比无显著差

异。因此, 酵母诱导子的最适添加时间为接种后12天。 
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图1  不同诱导子对怀牛膝细胞生长和多糖含量的影响 
(A) 酵母诱导子浓度; (B) 酵母诱导子添加时间; (C) 真菌诱导子浓度; (D) 真菌诱导子添加时间; (E) 水杨酸浓度; (F) 水杨酸添加

时间。不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。ABPS: 牛膝多糖; SA: 水杨酸 
Figure 1  Effect of different elicitors on the cell growth and polysaccharides contents of Achyranthes bidentata  
(A) Concentration of yeast elicitor; (B) Addition day of yeast elicitor; (C) Concentration of fungal elicitor; (D) Addition day of fungal 
elicitor; (E) Concentration of salicylic acid; (F) Addition day of salicylic acid. Different lowercase letters indicate significant differ-
ences at P<0.05. ABPS: Achyranthes bidentata polysaccharides; SA: Salicylic acid 
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2.2  榆黄蘑真菌诱导子对怀牛膝细胞生长和多糖

含量的影响 

2.2.1  榆黄蘑真菌诱导子添加浓度   
将不同浓度(0、5、20、50和100 mgGE·L–1)的榆黄蘑

诱导子添加于培养基中。接种3天后, 20和50 mgGE· 
L–1浓度下的细胞即呈现不同程度的褐化, 以50 mg 
GE·L–1处理最为严重。接种18天细胞干重及多糖含量

的测定结果见图1C。 
由图1C可知, 榆黄蘑诱导子浓度为5 mgGE·L–1

时, 细胞干重及多糖含量均比其它浓度及对照高, 且
差异达显著水平, 分别为20.35 g·L–1和5.80 mg·g–1; 
浓度为10和20 mgGE·L–1时与对照相比无显著差异; 
浓度为50 mgGE·L–1时细胞褐化严重, 细胞干重及多

糖含量均较低。因此, 榆黄蘑诱导子的最适浓度为5 
mgGE·L–1。 

 
2.2.2  榆黄蘑真菌诱导子添加时间   
将浓度为5 mgGE·L–1榆黄蘑诱导子在不同时间(接种

0、3、6、9、12和15天)添加入培养基中, 接种18天
细胞干重和多糖含量的测定结果见图1D。 

由图1D可知, 在接种9天添加榆黄蘑诱导子, 细
胞干重及多糖含量均达到最大值, 分别为28.3 g·L–1

和6.56 mg·g–1, 与其它添加时间相比均达到显著差

异; 在接种3、6和12天添加, 细胞干重和多糖含量与

对照比均有显著提高; 在接种0和15天添加, 多糖含

量与对照相比均无显著差异。因此, 榆黄蘑诱导子的

最适添加时间为接种后9天。 

2.3  水杨酸对怀牛膝细胞生长和多糖含量的影响 

2.3.1  水杨酸添加浓度 
用不同浓度(0、0.01、0.05、0.1、1和5 mg·L–1)水杨

酸处理后, 怀牛膝细胞干重和多糖含量的测定结果见

图1E。 
由图1E可知, 水杨酸浓度较低时, 对细胞干重和

多糖含量影响不大, 与对照相比无显著差异; 浓度为

0.1 mg·g–1时, 细胞干重达到最大, 为27.85 g·L–1, 与
浓度为1 mg·g–1时无显著差异, 但与其它浓度相比均

有显著差异; 水杨酸处理浓度为1 mg·g–1时, 细胞中

多糖含量最大, 达3.54 mg·g–1; 水杨酸浓度过高时, 
两者均下降。因此, 水杨酸的最适浓度为1 mg·g–1。 

2.3.2  水杨酸添加时间 
将1 mg·g–1水杨酸在不同时间(接种0、3、6、9、12
和15天)添加于培养基中, 接种18天细胞干重和多糖

含量的测定结果见图1F。图1F显示, 在接种0、3和6
天添加水杨酸, 细胞干重和多糖含量均没有太大的变

化, 与对照相比无显著差异; 接种12天添加, 细胞干

重最大, 但与9天及15天差异不显著, 多糖含量也最

大, 与9天相比差异不显著, 但与其它浓度及对照相

比均差异显著。因此, 水杨酸的最适添加时间为接种

后12天。 

2.4  讨论 

本研究首次探讨了不同诱导子对怀牛膝细胞生长和

多糖含量的影响。结果表明, 酵母提取物、榆黄蘑及

水杨酸均对怀牛膝细胞生长和多糖含量有明显影响。

相比较而言, 榆黄蘑真菌诱导子可显著提高多糖含

量, 但细胞生长量不及酵母诱导子。水杨酸对牛膝多

糖的诱导效果不如以上2种诱导子明显。诱导子可诱

导植物细胞的胁迫反应, 直接影响代谢产物的含量

(谢腾等, 2015)。在短叶红豆杉(Taxus brevifolia)细胞

悬浮培养过程中加入各种诱导子, 可促使紫杉醇从细

胞中分泌出来, 并可以进行连续培养(张玲华和郭勇, 
2006)。但诱导子通常会影响细胞的正常生长。有学

者在红豆杉(Taxus chinensis)细胞培养过程中首先

添加壳聚糖诱导子, 使其产生适应, 这样就保证了细

胞的生存力和渗透性; 然后加入Ag+和茉莉酸甲酯2
种诱导子, 结果表明已经适应壳聚糖的细胞中紫杉醇

含量比未经过这一适应过程的细胞中紫杉醇含量高

4.6倍, 释放到胞外的能力也提高3.2倍(Zhang et al., 
2007)。 

酵母诱导子的有效成分是糖类化合物, 可提高多

种药用植物代谢产物的含量(Funk et al., 1987)。如酵

母提取物浓度为2 g·L–1时, 雷公藤(Tripterygium wil-
fordii)甲素含量为对照的1.48倍(李琰等, 2015)。利用

100 mg·L–1酵母提取物与50 g·L–1山梨糖醇共同诱导, 
可使丹参(Salvia miltiorrhiza)毛状根总丹参酮含量提

高10倍, 丹参酮含量提高9倍(Shi et al., 2007)。酵母

诱导子的添加浓度和添加时间对肉苁蓉(Cistanche 
deserticola)细胞的生长和苯乙醇苷合成都有很大影

响, 以在培养18天、添加浓度为0.8 μg·mL–1诱导效果

最好(魏涛等, 2005)。本研究表明, 在怀牛膝细胞培养
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12天时添加2.5% (v/v)的酵母诱导子, 细胞生长和多

糖含量均有显著提高, 分别可达46.75 g·L–1和5.76 
mg·g–1。  

真菌诱导子的有效成分为其细胞壁酶解后的多

糖类物质, 其可刺激细胞代谢产物的形成(姜发军, 
2004)。欧洲夹竹桃(Nerium oleander)细胞培养过程

中, 采用10 g·L–1曲霉菌诱导, 欧夹竹桃甙含量可达

到对照的8.8倍(Ibrahim et al., 2007)。魔芋(Amo- 
rphophallus rivieri)内生菌菌丝提取物抑制了丹参毛

状根的生长和酚酸类成分的积累, 促进了丹参酮的积

累(张顺仓等, 2011)。东北红豆杉(Taxus cuspidata)
内生真菌Fusarium mairei可明显提高细胞紫杉醇产

量和释放率, 对细胞生长短暂抑制后又可使其恢复至

正常水平(李永成和陶文沂, 2008)。黑曲霉诱导子对

北柴胡(Bupleurum chinese)毛状根生长有抑制作用, 
对柴胡皂苷合成则有一定的促进作用 (孙晶等 , 
2015)。铁皮石斛在培养14天时加入浓度为250 mL· 
L–1的小菇属MF24真菌诱导子, 培养2天后, 多糖含

量最高(5.92%), 与平均值(4.59%)相比提高了29.0% 
(杨慧等, 2009)。以上研究表明, 真菌诱导子的选择还

处于探索阶段, 并无很强的针对性。本研究选择榆黄

蘑作为诱导子, 一是考虑到其细胞壁水解产物主要成

分为多糖, 对怀牛膝细胞中多糖的合成可能起到诱导

作用; 二是其药食兼用, 比霉菌等致病菌作为诱导子

在安全性上有保证。本研究结果显示, 榆黄蘑真菌诱

导子对怀牛膝多糖含量影响比较显著, 以5 mgGE· 
L–1浓度在接种9天添加, 收获时多糖含量可达6.56 
mg·g–1, 但此时细胞干重仅为28.3 g·L–1。综合两方面

考虑, 酵母诱导子的诱导效果好于榆黄蘑真菌诱导

子。另外, 真菌诱导子在细胞培养中的应用, 除了其

在生物技术上的用途, 还可以用来揭示微生物与植物

之间的相互作用及植物防御反应的信号传递途径等

(房慧勇等, 2014), 但还有待于进行深入研究。 
水杨酸是一种广泛存在于植物体内的酚类物质, 

参与许多生理过程, 同时在植物抗病反应中发挥重要

作用(于放, 2005)。添加0.1 mg·L–1 SA, 可使野葛

(Pueraria lobata)细胞葛根素产量提高12.61% (张春

荣和李玲 , 2003)。SA还可以显著提高茜草(Rubia 
cordifolia)细胞中蒽醌的产量(Bulgakov et al., 2002)。
加入10.0 mg·L–1水杨酸可使黄芪多糖的含量达到对

照组的2.04倍(杨静和孙皓, 2014)。我们在怀牛膝细

胞培养的12天添加1 mg·g–1的SA可以显著提高细胞

的生长量和多糖含量。在SA诱导丹参细胞Sal B合成的

研究中, 发现H2O2是介导Sal B合成积累的信号分子, 
SA处理可有效诱导细胞中H2O2产生及PAL和TAT活
性升高(陈红艳等, 2012)。Wang等(2004)对SA作用机

理的研究做了大胆的设想, 假设有SA受体存在, 建立

了一种可以推断诱导子诱导效应的模型, 且模型推断

出的最佳浓度与实验所得结果一致, 只是该模型还有

一定的局限性, 更加完善的模型还有待进一步研究。 
本研究就诱导子的添加时间对代谢产物含量的

影响也进行了探讨, 结果表明, 在指数生长期的中后

期(9–12天)添加各种诱导子, 怀牛膝细胞生长量和多

糖含量均较高。这与对长春花(Catharanthurs rose- 
us)、肉苁蓉和喜树(Camptotheca acuminata)等的研

究结果一致 (姜发军 , 2004; 魏涛等 , 2005; 于放 , 
2005)。其原因可能是, 在细胞生长迟缓期及指数生

长期早期, 还没有足够的前体可用于合成代谢需要的

各种酶; 而在指数生长期的中后期, 各种代谢活动旺

盛, 对诱导子比较敏感, 因此代谢产物含量明显升

高, 细胞生长量也出现较大增长; 在缓慢生长期早

期, 细胞的各种代谢水平都有不同程度的下降, 即使

加入诱导子, 也仅能维持细胞的正常生长, 对代谢产

物的合成影响很小。 
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Abstract  To enhance the polysaccharides content of Achyranthes bidentata suspension cell, yeast extract, Pleurotus 

citrinopileatus and salicylic acid were added at different concentrations or at different times as the elicitor. With 2.5% (v/v) 

yeast elicitor added at 12 days, the cell dry weight was the greatest, reaching 46.75 g·L–1; polysaccharides content was 

less, 5.76 mg·g–1. With 5 mgGE·L–1 fungal elicitor added after culture for 9 days, polysaccharides content could reach 

6.56 mg·g–1; with cell dry weight 28.3 g·L–1. With 1 mg·g–1 SA elicitation, the effect was a little inferior to the above two 

effects. 
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