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石蒜悬浮细胞系的建立及其生物碱累积的研究 
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摘  要：目的  研究由石蒜愈伤组织建立细胞悬浮培养体系的条件及其生物碱的累积。方法  以石蒜鳞茎为外植体进行愈伤

组织的诱导，筛选出优质的愈伤组织进行悬浮培养，考察了激素、接种量、肌醇和条件培养对石蒜悬浮细胞系建立的影响，

并利用 HPLC 检测石蒜悬浮细胞和培养基中生物碱的量。结果  石蒜悬浮细胞系培养的最佳条件为：MS 为基本液体培养基，

添加 2, 4-D 0.5 mg/L＋KT 0.1 mg/L，肌醇 300 mg/L，接种量 15%；对数期的培养基能明显缩短细胞系生长的延迟期；细胞

系和培养基中加兰他敏分别是石蒜鳞茎中的 4.18 和 0.69 倍。结论  利用石蒜愈伤组织建立了较好的细胞悬浮培养体系，且

石蒜悬浮细胞系是一种获取加兰他敏的较好途径。 
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Establishment of cell suspension culture system and its alkaloid accumulation 
of Lycoris radiata 
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Abstract: Objective  To investigate the culture conditions for the establishment of cell suspension culture system for Lycoris radiata 
callus and its alkaloid accumulation. Methods  Using the bulbs of L. radiata as explants for callus induction, calli with good quality 
were selected for suspension cultivation. The factors influencing the establishment of L. radiata cell suspension culture system, such 
as hormone, inoculum amount, inositol, and conditional culture, were investigated. The alkaloid content in cell suspension culture 
system of L. radiata was determined by HPLC. Results  The optimal medium for the cell suspension culture was MS + 0.5 mg/L 
2, 4-D + 0.1 mg/L KT + 300 mg/L inositol and the inoculum size was 15%. The lag phase of the cell suspension culture system could be 
evidently shortened by the medium of logarithmic growth. The galanthamine contents in the cell suspension culture system and the 
medium were 4.18 and 0.69 times of those in the bulbs of L. radiata, respectively. Conclusion  The cell suspension culture system of 
L. radiata is established and it is a feasible way to gain galanthamine. 
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石蒜 Lycoris radiata Herb. 又名红花石蒜、龙爪

花、老鸦蒜、螳螂花，是石蒜科（Amaryllidaceae）
石蒜属 Lycoris Herb. 的一种多年生草本植物，具有

很高的观赏价值和极高的药用价值。据《本草纲目》

等记载，石蒜具有解毒、祛痰、利尿、催吐等功效，

主治痈疮恶核、咽喉肿痛、水肿等[1]。石蒜中含有加

兰他敏、石蒜碱和力克拉敏等多种生物碱[2]，大多

具有很高的药用价值，其中加兰他敏是一种可逆的

胆碱酯酶抑制剂，可以用于阿尔兹海默病（AD，老

年性痴呆症的主要表现形式）、重症肌无力、肠麻痹

和骨髓灰质炎后遗症等的治疗[3-4]。 
现在加兰他敏作为抗AD药物已在25个国家上

市[5]，国内外对加兰他敏的合成途径的研究也较多。

Barton等[6]在 1962年首次利用化学合成的方法合成 
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了加兰他敏，但是关键步骤的收率极低，仅有 1.4%；

2009 年，Magnus 等[7]又报道了另一种合成加兰他敏

的方法，总收率达 63%。2007 年，刘涛等[8]以力可

拉敏为原料催化脱氢半合成加兰他敏，2009 年王立

升等[9]优化了加兰他敏中间体的合成工艺并提高了

反应收率。多年来，加兰他敏的化学合成已经取得

了长足的进步，但其化学合成的工艺复杂、条件苛

刻、成本高企，易造成环境污染等，目前尚不能满

足工业化生产的要求[8]。随着社会老龄化的加剧，

对加兰他敏的需求日益增大。传统的获取加兰他敏

等生物碱的方法都是从野外石蒜科的植物中提取，

但是石蒜科植物主要以自然分球繁殖为主，繁殖率

低，加之生态环境的制约，野生资源远不能满足市

场需求，且传统的依靠野外材料提取加兰他敏的方

法给自然生态和野生石蒜资源带来了较大的破坏。 
植物组织培养方法生产次生代谢产物不受季

节、产地等的限制，是解决植物资源短缺的有效途

径之一。且植物细胞悬浮培养不受环境限制，繁殖

速度快，细胞团均一性较好，操作方便，且与动物

细胞培养相比，植物细胞悬浮培养不会发生恶性变

异[10]。由于这些优势，植物细胞悬浮培养常用于研

究次生代谢产物、遗传转化、原生质体的分离与融

合等研究[11-12]。于寒松等[13]在荞麦的悬浮细胞系的

研究也表明，悬浮细胞系中黄酮高于野外材料。目

前，石蒜组织培养、快速繁殖的研究较多[14-15]，但

是石蒜细胞悬浮培养的研究尚未见报道。因此，本

实验通过建立石蒜细胞悬浮培养体系，为间接的保

护自然生态环境和利用石蒜细胞大规模生产加兰他

敏等次生代谢产物提供理论基础。 
1  材料与试剂 

石蒜 Lycoris radiata Herb. 采自安徽农业大学校

园，由安徽农业大学生命科学学院叶爱华讲师鉴定。

加兰他敏、力可拉敏、石蒜碱对照品均购于株洲大有

生物技术有限公司（质量分数≥98%）。甲醇、乙腈（色

谱级，美国 Tedia 公司）。三乙胺、三氯甲烷、冰乙酸、

盐酸等其他药品均为国产分析纯。植物生长调节剂：

6-苄氨基嘌呤（6-BA）、2, 4-二氯苯氧乙酸（2, 4-D）、

激动素（KT）均为分析纯，购自 Sigma 公司。 
2  方法 
2.1  石蒜愈伤组织的诱导与增殖[15] 

以石蒜鳞茎诱导愈伤组织，诱导的培养基为

2, 4-D 1 mg/L＋6-BA 1 mg/L 的 MS 培养基。形成的

愈伤组织转接到 2, 4-D 0.5 mg/L＋KT 0.5 mg/L 的

MS 培养上暗培养条件下继代 8～10 次，待愈伤组

织疏松，呈淡黄色即可用于悬浮细培养的研究。 
2.2  悬浮培养系的建立 

将疏松的愈伤组织夹碎转接到不同处理的 MS
液体培养基中，每个培养瓶装 50 mL 培养基，pH 
5.8～6.0，105 r/min 条件下的摇床暗培养，每组重

复 3 次。 
2.2.1  植物激素配比  以 MS 液体培养基为基本培

养基，2, 4-D/KT 的配比分别为 0.1∶0.1、0.1∶0.25、
0.1∶0.5、0.5∶0.1、0.5∶0.25 和 0.5∶0.5（mg/L）。 
2.2.2  接种量  选择固体培养基上疏松的愈伤组

织分别按 1%、5%、10%、15%、20%转入 MS 液

体培养基，激素组合为 2, 4-D 0.5 mg/L 和 KT 0.1 
mg/L。 
2.2.3  肌醇  对照组 MS 液体培养基中肌醇量设为

100 mg/L，实验组肌醇量为 0、200、300、400 mg/L。 
2.2.4  条件培养  在细胞系继代培养的时候，倒去

原培养液的 2/3，然后在培养基中分别添加等量的

延迟期、指数期、静止期的培养液。 
2.2.5  石蒜悬浮细胞系再生[14-15]  挑选悬浮培养中

大小一致的细胞团接种到继代培养基培养，然后转

接到分化培养基（MS＋2, 4-D 1 mg/L＋6-BA 2 
mg/L）上，细胞团可分化出小鳞茎，将诱导出的小

鳞茎转接到生根培养基（MS＋NAA 3 mg/L）上，

小鳞茎可分化出根，经过炼苗种植到沙质土壤中，

培养出活的小植株。 
2.3  悬浮细胞生长的测定 

将细胞培养物在真空泵下抽滤，再用去离子水

洗涤 2～3 次，滤纸吸干表面水分，即为细胞培养物

的鲜质量，增长率＝（实验后的鲜质量－初始鲜质

量）/初始鲜质量。将细胞培养物置于 80 ℃烘箱中

烘 2 h，60 ℃干燥至恒质量，冷却称质量为干质量，

重复 3 次。 
2.4  TTC 法测定细胞活力[16] 

2.4.1  TTC 标准曲线的制作  精确称取氯化三苯

基四氮唑（TTC）0.5 g，用少量水溶解，定容至 100 
mL 即为浓度 0.5%的 TTC 溶液。取 0.5% TTC 溶液

0.2 mL 至 100 mL 量瓶，加入少量 Na2SO4 粉末，溶

液变成红色，用醋酸乙酯定容至刻度线，摇匀。分

别取 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 mL 溶液到 10 mL
量瓶中，用醋酸乙酯定容至刻度线。以醋酸乙酯为

参比，在 485 nm 分别记录上述溶液的吸光度（A）
值，绘制标准曲线。 
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2.4.2  悬浮细胞系活力的测定  称取鲜质量悬浮细

胞系 0.5 g，放入烧杯中，加入 5 mL 0.5% TTC 溶液

和 5 mL 磷酸缓冲液，摇匀后让溶液完全浸没细胞，

放在 37 ℃水浴锅中，盖好水浴锅盖让其保持黑暗

条件 1 h，1 h 后在每个样品中加入 2 mL 1 mol/L 
H2SO4 终止反应。空白在加入 TTC 溶液和磷酸缓冲

液时先加 H2SO4。取出细胞，用滤纸吸干后放入研

钵中，加 2 mL 醋酸乙酯和少量的石英砂充分研磨，

将溶液转移至 10 mL 量瓶中，重复 2 次，最后加醋

酸乙酯至容量瓶刻度线，摇匀。以空白为对照，利

用分光光度计在 485 nm 测量样品的 A 值，测出的

数值根据上述 TTC 标准曲线算出还原 TTC 的量。 
2.5  生物碱的测定 
2.5.1  石蒜悬浮细胞生物碱的测定  将烘干的细胞培

养物研磨成粉末过 40 目筛，精密称取 1 g 粉末，加入

75%乙醇 10 mL，320 W 微波炉处理 1 min，浸提 1 h
后滤液减压浓缩至干，将浓缩物用 10 mL 1 mol/L HCl
溶解，用无水碳酸钠调 pH 至 9.5 左右，用三氯甲烷萃

取 3 次，合并萃取液，减压浓缩至干，用甲醇溶解浓

缩物，溶液经微孔滤膜滤过即为待测生物碱样品。 
  将新鲜的鳞茎洗净，用剪刀剪成片状，放入 60 

℃烘箱烘干，将烘干后的鳞茎片用粉碎机粉碎、过

筛即可，提取过程同上。 
2.5.2  培养基中生物碱的测定  培养基经过滤后用

无水碳酸钠调 pH 至 9.5 左右，用三氯甲烷萃取 3
次合并萃取液，减压浓缩至干，用甲醇溶解浓缩物，

溶液经微孔滤膜滤过即为待测生物碱样品。 
2.6  石蒜主要生物碱的分析 
2.6.1  色谱条件：Agilent 1200 高效液相色谱仪，色

谱柱为 ZORBAX ODS-C18（150 mm×4.6 mm，5 

μm，Agilent 公司），洗脱条件参见文献方法[17]，柱

温 25 ℃，进样量为 10 μL，体积流量 1.0 mL/min，
检测波长为 234 nm。 
2.6.2  标准曲线的绘制  以加兰他敏（Y1）、力克拉敏

（Y2）和石蒜碱（Y3）为对照品，参照文献方法[17]绘

制标准曲线，得线性回归方程为 Y1＝0.034 2 X1－

0.878 1，r1＝0.999 5；Y2＝0.045 8 X2＋0.173 8，r2＝

0.999 5；Y3＝0.070 2 X3＋1.595 8，r3＝0.999 6。 
2.7  数据处理   

实验数据采用 v.7.55 版 DPS 统计软件和

Microsoft Excel 2007 软件处理分析。 
3  结果与分析 
3.1  激素对石蒜悬浮细胞生长的影响 

激素对石蒜悬浮细胞系的影响较大（表 1），
在低浓度的激素（2, 4-D 0.1 mg/L＋KT 0.1 mg/L）
的条件下，悬浮细胞分裂较慢，细胞活力较低。当

2, 4-D 0.5 mg/L 和 KT 0.1 mg/L 的条件下，细胞增殖

较快，细胞活力较强，且均一性较好。当激素浓度

都达到 0.5 mg/L 时，细胞增殖较慢，细胞团比较紧

密，培养基颜色较深。说明高浓度的激素对悬浮细

胞系的生长有抑制作用。 
3.2  接种量对石蒜悬浮细胞的影响 

植物细胞悬浮培养生长的启动需要有一个最低

的起始密度，即临界值，当接种量大于临界值时细

胞增殖才比较明显，而当接种量较小时，细胞容易

自溶[18]，细胞分裂困难，生长较慢。当石蒜愈伤组

织接种量为 1%时（图 1），细胞适应期比较长，悬

浮细胞到了第 8 天才有比较快的增殖速度，并且增

殖较小，只有 104.4%。随着接种量的增加，细胞

增长率提高，当接种量为 15%时，细胞增长率可达 

表 1  不同激素浓度对石蒜悬浮细胞生长的影响 
Table 1  Effects of hormones at different concentration on suspension cell growth of L. radiata 

激素 

2,4-D / (mg·L−1) KT / (mg·L−1) 
悬浮愈伤增长率 / % 细胞活力 (TTC 还原量) / (μg·g−1·h−1) 

0.1 0.10  99.20±18.45 c 3 559.55±243.15 c 

0.1 0.25 118.73±14.29 c 4 506.82±389.66 b 

0.1 0.50 152.80±15.51 b 4 411.51±126.82 b 

0.5 0.10 213.33±12.73 a 5 319.61±708.09 a 

0.5 0.25 200.33±17.02 a 3 435.07±191.44 c 

0.5 0.50 149.53±22.31 b 3 090.78±186.76 c 

同列中用不同小写字母表示在 0.05 水平上差异显著，下同 
Different lowercase letters in the same column mean significant difference at 0.05 level, same as below 
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图 1  接种量对石蒜悬浮细胞生长的影响  
Fig. 1  Effects of inoculums on suspension cell growth of L. radiata 

233.33%，培养周期大约为 10 d，生长曲线呈 S 型。

当接种量继续增加时，虽然细胞的适应期减短，但

是细胞的增长率下降，而且细胞和培养基颜色变深，

细胞活力下降。可能是随着细胞密度的增加，营养

物质消耗速度加快，营养物质成为影响细胞生长的

重要因素。 
3.3  肌醇对石蒜悬浮细胞的影响 

肌醇对生物体的生长发育有重要的作用，它能

促进细胞的新陈代谢及生长和分化[19]。在实验中发

现，石蒜悬浮细胞系在低浓度的肌醇中细胞增长较

慢，300 mg/L 肌醇的生长条件下，细胞增长率较高，

细胞活力较好，细胞分散度较好（表 2）。随着肌醇

浓度的增加，细胞增长率减慢，细胞成块状较多，

活力下降。范美华等[20]在半夏的悬浮细胞系的研究

表明，高质量浓度的肌醇会抑制悬浮细胞的增殖，

这与本实验研究结果相同。 

表 2  肌醇对石蒜悬浮细胞生长的影响 
Table 2  Effects of inositol on suspension cell growth of L. radiata 

肌醇 / (mg·L−1) 
悬浮愈伤增 

长率 / % 

细胞活力 (TTC 还 

原量) / (μg·g−1·h−1) 

0 158.13±22.62c 2 157.13±328.87d 

100  191.16±20.21bc 4 613.39±568.79c 

200 204.40±17.11b 5 706.98±360.96b 

300 243.16±21.19a 7 335.71±827.08a 

400  188.04±14.37bc 6 054.85±685.05b 

添加延迟期和静止期培养液的细胞生长周期也

较对照组缩短。因此推断，细胞分泌的这类条件因

子随着悬浮细胞系的生长而增加，在对数期达到最

大值，而静止期效果减弱，可能是条件因子分解或

者抑制条件因子的物质分泌造成的。因此在细胞系

继代的时候，添加对数期的培养液有利于石蒜细胞

系下个周期的生长。 
3.4  条件培养对石蒜悬浮细胞系生长的影响 

在培养基中添加不同生长时期的培养液，细

胞的生长周期发生了明显的变化（图 2），对数期

的培养基能明显缩短细胞延迟期，细胞很快的进

入对数期，细胞系的生长周期由原来的 10 d 减少

到 7 d，周期减短 30%，但是对细胞的最大增殖影

响不大。 
 

 
图 2  条件培养对石蒜细胞系生长的影响 

Fig. 2  Effects of conditional culture on suspension cell growth 
of L. radiata 

3.5  不同材料中生物碱量的比较 
加兰他敏是一种胆碱酯酶的抑制剂，是治疗阿

尔兹海默病的重要药物，是石蒜中的一种重要利用

资源。HPLC 检测结果表明（表 3），与野外鳞茎相

似，悬浮细胞系中含有加兰他敏、力克拉敏和石蒜

碱等有效生物碱成分。其中加兰他敏质量分数可达

5.85 mg/g，是野外鳞茎的 4.18 倍，培养基中也有石

蒜类生物碱的存在。因此，利用石蒜悬浮培养细胞

系来获得加兰他敏是一种好的方法。 
3.6  石蒜悬浮细胞系再生 

悬浮培养系的愈伤组织在分化培养基上可诱导 

表 3  不同材料中生物碱量的比较 
Table 3  Comparison on alkaloid contents in different materials 

加兰他敏 力克拉敏 石蒜碱 
材料 

平均值 / (mg·g−1) RSD / % 平均值 / (mg·g−1) RSD / % 平均值 / (mg·mL−1) RSD / % 
野外鳞茎 1.40 9.3 3.20 8.1 0.153 3.3 
悬浮细胞系 5.85 3.4 0.51 7.8 0.029 13.1 
培养基 0.97 6.2 0.11 7.3 0.017 2.3 
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出小鳞茎，诱导率可达 46.21%，而小鳞茎转在生根

培养基上的出根率可高达 100%，说明所建立的悬

浮细胞系是胚性的。由于自然状态下石蒜属植物分

球繁殖系数和结实率很低，所以建立高效的石蒜再

生体系能够有效的解决植物的繁育问题。悬浮细胞

系的再生见图 3。 

 
A-悬浮细胞系固体培养  B-细胞分化出芽  C-小鳞茎分化出根  D-小植株 

A-suspension cell in solid culture  B-budding from cell differentiation  C-rooting from small bulbs differentiation  D-plantlets 

图 3  悬浮细胞分化成植株图 
Fig. 3  Suspension cell differentiation of plants 

4  讨论 
为充分利用悬浮培养体系生产其药用的次生代

谢产物，必须优化其悬浮培养体系。本实验研究了

影响石蒜悬浮培养的几种重要因素，建立了较好的

悬浮细胞系。 
悬浮培养体系的建立过程中，由于用于接种的

悬浮培养材料是由单细胞和细胞团所组成，植物细

胞在悬浮培养过程中具有群聚效应，细胞密度太低， 
细胞生长缓慢；细胞密度过高，细胞生长速度过快，

细胞液泡变大，容易积累有害物质，不利于悬浮细

胞系的生长和次生代谢产物的合成[21-22]，因此在悬

浮培养过程中，初始接种量的多少直接关系到悬浮

细胞的生长以及悬浮细胞系的建立。本实验中接种

量 15%时，细胞增长率最大。 
在植物细胞过程中，植物生长调节剂的种类和

质量浓度对细胞的生长、分化以及次生代谢产物的

合成都会产生重要影响。在植物细胞悬浮培养过程

中，根据不同的材料，添加适宜的激素种类和浓度，

不仅能够有效的促进植物细胞的增殖分化，也有利

于促进植物次生代谢产物的合成。本实验室的前期

研究结果表明，2, 4-D 和 KT 两种激素对愈伤组织的

培养最佳。在石蒜细胞的悬浮培养中，2, 4-D 0.5 
mg/L和KT 0.1 mg/L是悬浮培养系的最佳激素组合。 

条件培养是动物细胞培养中常用的一种方法，

De Ropp 1954 年在植物细胞培养中加以利用。在植

物细胞的培养过程中，细胞会向培养基中分泌一类

称为条件因子的物质（Conditioning Factors，CFs），
其对细胞的生长分裂有很大的促进作用。在悬浮培

养过程中，保持条件培养基与新鲜培养基适当的比

例是重要因素之一。在悬浮培养基中添加对数期的

培养液有利于石蒜细胞的生长。在植物的悬浮培养

过程中，添加合适的条件培养基，如酵母提取液等，

能够促进细胞的生长发育。 
对比石蒜的悬浮细胞系和野外鳞茎中生物碱的

量，结果显示悬浮细胞系的加兰他敏量远高于野外

材料，所以石蒜悬浮细胞培养体系建立，为进一步

研究石蒜次生代谢途径和石蒜次生代谢产物的大规

模生产奠定基础，同时有利于高产植株的选育。 
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