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蛇足石杉离体培养产石杉碱甲的条件优化及动力学研究 

吉枝单，涂艺声*，陈  曼，叶丽婻 
江西师范大学生命科学学院，江西 南昌  330022 

摘  要：目的  以具有产石杉碱甲能力的蛇足石杉离体叶状体为研究对象，探究蛇足石杉离体培养物累积石杉碱甲的

影响因素及生产动态变化规律。方法  应用正交设计对蛇足石杉离体培养叶状体的植物生长物质浓度进行筛选，采用

HPLC 法对叶状体提取物中的目标成分进行定性定量检测，用 Logistic 模型拟合叶状体的生长曲线。结果  以白光为主

要光源，光照时间为 12 h/d，1/4 MS 固体培养基，为蛇足石杉叶状体产石杉碱甲的最佳条件，相对增殖率达到 3 174.5%，

石杉碱甲累积量为 72.45 μg/L；蛇足石杉离体叶状体增殖的生长曲线呈“S”形，继代周期以 50 d 左右为最适；60 d 后

生长进入稳定阶段，累积石杉碱甲量明显加快，直至 85 d 达到最大值 7.453 μg/g，即叶状体先快速增殖，后累积石杉

碱甲。结论  叶状体累积石杉碱甲与叶状体增殖呈非生长偶联型，叶状体增长规律符合 Logistic 生长模型，最大的比

生长速率（μmax）为 0.071·d−1。 
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Conditional optimization and kinetic research on producing huperzine A using 
Huperzia serrata in vitro 
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Abstract: Objective  To investigate the influence factors and dynamic varitation rule for the accumulation of huperzine A (Hup A) 

from thallus of Huperzia serrata, which could produce Hup A. Methods  The optimal concentration of plant growth substances for the 

growth of thallus of H. serrata were screened using orthogonal design method. The content of target extract from thallus of H. serrata 

were tested using HPLC. The kinetic curve of thallus growth was described using Logistic growth model. Results  The thallus of H. 

serrata could produce the most Hup A (72.45 μg/L) when cultured in 1/4 MS solid medium complemented with 12 h/d white light and 

the relative growth rate could reach 3 174.5%. According to the growth curve of thallus of H. serrata like “S” shape, the best successive 

generation date of callus culture of H. serrata was 50 d. The concentration of Hup A increased obviously after 60 d when the thallus 

reached the stable period and the maximal value of Hup A was 7.453 μg/g at 85 d, which meant that the rapid growth of thallus was 

priority to the accumulation of Hup A. Conclusion  The relational model between the accumulation of Hup A from thallus and its 

growth is non-growth conjugation. In addition, the growth law of thallus is consistent with Logistic growth model and the maximum 

specific growth rate (μmax) was 0.071 d−1. 
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从石杉科蕨类植物蛇足石杉里提取的石杉碱甲

作为一种可逆性乙酰胆碱酯酶（AchE）抑制剂，已

被证实对老年痴呆具有较好的治疗效果，而且被公

认是最有前途的天然抗老年痴呆症药物之一[1-2]。但

由于野生蛇足石杉资源有限，生长缓慢，且石杉碱

甲成分量少，其应用受到了很大限制。植物离体培

养作为一种新兴的实用生物技术，近几年在离体培

养药用植物产药效成分取得了可喜的成果[3]，例如 
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离体培养红豆杉产抗癌药物紫杉醇[4]，离体培养

夏日香薄荷产迷迭香酸[5]，杜仲细胞悬浮培养产

黄酮[6]。植物离体培养为避免整株植物的采伐、可

控和可重复性地生产有价值的次生代谢物提供了一

种很好的选择[7]；可以节省大量用于栽培植株的土

地，以便土地资源得到高效利用；离体培养周期短，

可以减少各种环境因素对产物的影响；可以通过控

制环境条件提高代谢物产量，并为研究产物的生产

动力学及代谢途径提供条件[8]。 

近年来，分离蛇足石杉的内生真菌，发酵培

养生产石杉碱甲或分离纯化石杉碱甲的研究比较

多[9-10]，但由于内生真菌离开宿主后石杉碱甲累积

不稳定，菌种代谢特性退化严重。包日双等[11]报道，

诱导蛇足石杉孢子体培养得到原叶体，并对原叶体

增殖培养得到蛇足石杉孢子体取得了一定的成功。

但有关提高蛇足石杉离体培养物生产石杉碱甲的最

适条件鲜见报道，本实验在之前研究基础上[12]，系

统开展了提高蛇足石杉离体叶状体生产石杉碱甲条

件优化研究，并对叶状体生长及代谢石杉碱甲的动

力学模型进行了探究，它将为深入探究叶状体代谢

石杉碱甲的生物合成途径及大规模培养蛇足石杉叶

状体生产石杉碱甲提供一定的技术基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  植物材料  由本实验室离体培养的有累积石

杉碱甲能力的蛇足石杉叶状体[12]。该叶状体的外植

体取自庐山多年生野生蛇足石杉植株，该蛇足石杉

植株由中国科学院庐山植物园詹远怀研究员鉴定并

提供。 

1.1.2  主要试剂和仪器  石杉碱甲对照品购自中国

食品药品检定研究院（批号 100243-201202），

KQ3200DE 型数控超声波清洗仪；岛津 LC-20AT 高

效液相色谱仪。 

1.2  方法 

1.2.1  叶状体离体增殖优化条件设计  取本实验室

已经成功诱导的叶状体进行增殖培养条件优化。叶

状体增殖培养主要在用 1/2 MS 基本培养基的基础

上用正交试验方法对 ZT（0、1.0、2.0 mg/L）、IAA

（0、0.5、1.0 mg/L）、NAA（0、0.5、1.0 mg/L）进

行筛选；基础培养基 MS、1/2 MS（1/2 的大量元素

浓度）、1/4 MS（1/4 的大量元素浓度）；红光、蓝

光、白光；不同光照时间（12、15 h/d）对叶状体

的影响。每瓶接种约 0.5 g，各处理重复 4 次，培养

基 pH 值为 5.8～6.2；培养温度（22±2）℃，光照

强度 30 μmol/(m2·s)。 

1.2.2  叶状体离体培养增殖量的测定  采用通过测

定相对增殖率进行对比，可以消除因接种量的差别

而产生的影响。 

相对增殖率＝(收获量－接种量)/接种量 

叶状体增长量＝鲜质量/培养基体积 

1.2.3  石杉碱甲的提取  叶状体收获后称定质量，

55 ℃下烘干至恒定质量，研成粉末，精确称取干粉

1.0 g 于离心管中，加入 10 mL 2%酒石酸溶液密封，

55 ℃水浴锅浸泡 24 h，100 MHz 下超声 30 min，

离心收集上清液，重复 3 次。上清液 pH 调至 5～6，

氯仿萃取 5 次，将氯仿液收集自然风干，色谱级甲

醇洗脱，定容于 0.5 mL，0.45 μm 滤头滤过，用作

高效液相色谱（HPLC）检测。 

1.2.4  石杉碱甲的检测  岛津 LC-20AT 高效液相

色谱仪进行检测，色谱柱：依利特 C18（200 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇-0.08 mol/L 醋酸铵

（pH 6.12）（3∶7）；体积流量 0.8 mL/min；检测波

长 308 nm；柱温 25 ℃；进样量 20 μL。 

1.2.5  数据处理与统计分析  数据采用 SPSS 软件

进行数据统计，邓肯氏新复极差法分析；Origin 8.0

软件作图进行曲线拟合。 

2  结果与分析 

2.1  外源激素对蛇足石杉离体培养叶状体增殖的

影响 

在已经建立的无菌离体叶状体基础上，进一步

探索叶状体增殖培养中外源激素的作用，本实验设

计了 L9(3
4) 正交试验。正交试验数据统计及分析

见表 1。 

方差分析结果显示激素 ZT、IAA、NAA 对蛇

足石杉离体叶状体培养增殖没有促进作用，显示为

抑制其增殖。说明蛇足石杉离体培养叶状体增殖不

需要添加外源激素 ZT、IAA、NAA，叶状体可能有

合成内源激素的能力。 

2.2  培养基离子量对蛇足石杉离体培养叶状体增

殖的影响 

大量元素是植物生长必须的营养元素，对细胞

的生长代谢具有至关重要的作用，不同植物生长对

离子的需求不一样。本研究通过在 MS、1/2 MS、

1/4 MS 培养基上培养的数据进行处理，结果见图 1。 

分析结果显示培养基中大量元素离子的浓度对

叶状体增殖有极显著差异（P＜0.01）。 
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表 1  L9(34) 正交试验设计表 

Table 1  Orthogonal design L9(34) for optimization of biomass 

因素 
试验号 

ZT/(mg·L−1) IAA/(mg·L−1) NAA/(mg·L−1) 空白 
平均相对增殖率/% 

1 1(0.0) 1(0.0) 1(0.0) 1 2 510.30±175.01a 

2 1(0.0) 2(0.5) 2(0.5) 2 1 605.70±312.02 bc 

3 1(0.0) 3(1.0) 3(1.0) 3 1 759.30±254.36 b 

4 2(1.0) 1(0.0) 2(0.5) 3 1 526.10±338.47 bcd 

5 2(1.0) 2(0.5) 3(1.0) 1 1 481.80±285.04 bcd 

6 2(1.0) 3(1.0) 1(0.0) 2 1 530.00±327.74 bcd 

7 3(2.0) 1(0.0) 3(1.0) 2 1 355.40±265.20 bcd 

8 3(2.0) 2(0.5) 1(0.0) 3 1 269.90±189.81 cd 

9 3(2.0) 3(1.0) 2(0.5) 1 1 152.30± 55.40 d 

K1 5 875.3 5 391.8 5 310.2   

K2 4 537.9 4 357.4 4 284.1   

K3 3 777.6 4 441.6 4 596.5   

SS 751 893.1 219 994.5 184 426.7   

MS 375 946.6 109 997.3 92 213.35   

F 8.698 451 2.545 058 2.133 583   

显著性 无 无 无   

a、b、c、d表示Duncan法在0.05水平上差异显著 
a, b, c, and d mean significant difference at 0.05 level of Duncan’s new multiple range test 

 

        
 

图 1  培养基大量元素浓度对蛇足石杉叶状体生长的影响 

Fig. 1  Effects of concentration for major elements in 
medium on growth of thallus of H. serrata  

1/2 MS 基本培养基对叶状体相对增殖率最好，

平均为 2 086.5%。而 MS 基本培养基对叶状体相对

增殖率最低，说明离体状态下蛇足石杉叶状体的生

长对矿物养分的离子量需求较低，这为大规模培养

的生产成本降低亦奠定了良好的基础。由于几种培

养基生长的叶状体提取物在 HPLC 检测下，结果只

有 1/4 MS 中生长的叶状体检测到目标产物，石杉碱

甲质量分数为 1.18 μg/g。故此选择 1/4 MS 为蛇足

石杉叶状体离体培养的基本培养基。 

2.3  不同光质对蛇足石杉离体培养叶状体增殖的影响 

在以白光为光源，不同光照强度及白光与蓝白

光组合对比实验基础上，探讨不同光质对蛇足石杉

离体培养叶状体增殖与累积有效成分石杉碱甲的影

响，研究分别设计相同光照强度 [30 μmol/(m2·s）]

红光、蓝光、白光作光源培养叶状体，培养 70 d 收

获。分别测定它们的相对增殖率及统计石杉碱甲量，

结果见图 2。由图 2 可知，白光培养的蛇足石杉叶

状体生长量及石杉碱甲累积量均最高，相对增殖率

达到 1 547.65%，石杉碱甲质量分数达到 1.94 μg/g。 

2.4  光照时间对蛇足石杉离体培养叶状体增殖及

累积石杉碱甲的影响 

前期试验表明，光照培养比黑暗培养蛇足石杉 

 

图 2  不同光质对蛇足石杉离体培养叶状体增殖和石杉碱甲

量的影响 

Fig. 2  Effect of different light qualities on thalus growth 

rate and Hup A concent in in vitro cultures of H. serrata 
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叶状体增殖与累积石杉碱甲有利。为了解光照时间长

短对蛇足石杉叶状体的培养效应，本实验在最佳培养

条件下，分别接种 3 个株系（紫外诱导筛选出的不同

株系，编号为 UZ20、UZ8、UZ5）形态均匀，生长旺

盛的叶状体，以 12、15 h/d 时间为光照处理，培养 70 

d 收获叶状体，测定相对增长率和石杉碱甲量，结果

见图 3。由图 3 可以看出，12 h/d 光照时间的叶状体

累积石杉碱甲的能力优于15 h/d光照的叶状体。12 h/d

的光照对蛇足石杉叶状体累积石杉碱甲更适宜。 

2.5  蛇足石杉离体培养动力学特征 

在上述优化条件下，接种生长 45 d 形态均匀的旺

盛叶状体。由于转代对培养物有一定的影响，接种的

培养物在 20 d 内处于滞生阶段，20 d 后可以看到叶状

体有增长趋势，因此本实验从 20 d 后，每隔 10 d 对

叶状体进行一次收获，直至 60 d，以后每隔 5 d 收获

一次直到 90 d 为止。检测了叶状体的增殖及石杉碱甲

的量随培养时间的变化动态，结果见图 4。蛇足石杉

离体培养叶状体提取物及石杉碱甲对照品的HPLC图

谱见图 5，石杉碱甲对照品出峰时间为 11.243 min，  

‘  

 

图 3  不同光照时间对叶状体累积石杉碱甲量的影响 

Fig. 3  Effect of different light time on thallus accumulation 

Hup A content in in vitro cultures of H. serrata 

样品提取物的目标物出峰时间为 11.303 min，可见，

目标物出峰时间在高效液相允许的误差范围内，叶

状体提取物中出峰指纹多说明次生代谢生物碱类物

质种类多，成分比较复杂，诱导转化为目标产物的

空间很大。由图 4 可知，培养 30 d 的叶状体开始快

速增殖，60 d 后增长量开始减慢，75 d 后叶状体基

本不增长，叶状体生长进入稳定期，叶状体的相对

增殖量达到 127.3 g/L。60 d 后石杉碱甲的累积量开

始迅速增加，85 d 达到最大量 7.57 μg/g，以后呈快

速下降趋势，可能代谢物发生降解或转化。 

由图4-A可以看出叶状体增殖及石杉碱甲量的动

态变化，即蛇足石杉叶状体的生长曲线呈“S”型，

石杉碱甲的动态累积曲线呈倒“V”形。采用 Logistic

方程来反映蛇足石杉叶状体生长模型，参考文献的处

理方法[6]，求出最大生长速率（μmax）为 0.071 d−1，其

相关性系数为 0.98。表明该模型可以较好的模拟该生

长条件下的蛇足石杉离体培养叶状体的生长规律。根

据图4可以看出蛇足石杉叶状体累积石杉碱甲的能力

与叶状体增殖不成正相关的关系，表明产物石杉碱甲

的合成累积与叶状体的增殖属非生长偶联型[13]。将相

关参数带入动力学模型中，绘制曲线得图 4-B，比较

图 4-B 中点与曲线可以看出，理论值与实验值相当吻

合，令人满意，说明离体叶状体生长特征符合 Logistic

理论动力学模型，它为大规模培养离体叶状体生产石

杉碱甲的工艺设计奠定了理论基础。 

3  讨论 

提高植物离体培养中次生代谢物产量的方法很

多[14]，目前本研究主要从化学因素（激素及培养基

种类）和物理因素（光质、光照时间）对叶状体进行

培养优选。植物生长激素对蕨类植物组织培养过程起

着重要的作用，如水蕨营养叶作为外植体进行愈伤组 

 
 

A-蛇足石杉叶状体离体培养生长与石杉碱甲累积曲线  B-Logistic 理论方程与实验值拟合曲线 

A-time-course of H. serrata thallus in vitro culture  B-theory of Logistic equation and experimental value of curve fitting 

图 4  动力学模型计算与实验值的比较 

Fig. 4  Comparison on actual value and predicted ones by kinetic models 
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图 5  石杉碱甲对照品 (A) 及蛇足石杉离体叶状体培养物提取物 (B) 的 HPLC 

Fig. 5  HPLC of Huperzine A reference subslances (A) and thallus extract of in vitro culture (B) of H. serrata  

织诱导的最佳激素组合为 NAA 0.5 mg/L＋6-BA 1.0 

mg/L[15]。但本研究结果显示外源激素（ZT、IAA、

NAA）抑制叶状体的增殖，本实验室已对叶状体增殖

过程的内源激素水平变化进行了研究，将在另篇文章

中报道。蕨类植物离体培养的培养基有多种，如 MS、

1/2 MS、KP，有研究发现以高盐度培养基会抑制某些

蕨类植物的分化与增殖[16]，本研究显示 1/4 MS 培养

基对蛇足石杉叶状体增殖合成石杉碱甲最有利。光是

植物生长不可缺少的因素，有研究报道蓝光最有利于

白桦愈伤组织中三萜的积累[17]，蓝光促进花色素的形

成，白光促进葡萄中白藜芦醇的量[18]，对不同光质、

光照时间培养叶状体的结果显示：12 h/d 的白光光照

培养下的叶状体增殖及石杉碱甲量最高。 

在培养条件优化的基础上，探索了叶状体增殖及

合成石杉碱甲的动力学模型，其生长曲线符合

Logistic“S”曲线模型，石杉碱甲的合成与叶状体的

增殖呈非偶联型，研究的结论可以在分批培养蛇足石

杉叶状体生产石杉碱甲的应用中，提高对数期（30～

60 d）叶状体的增殖率，在稳定期（80 d 左右）结束

培养，以获得最高的石杉碱甲产量，超过 85 d 石杉碱

甲的量就有所降低。这和 Ishiuchi 等[19]提出离体培养

中石杉碱甲降低是转化为其他物质现象相符合，但本

研究的培养物 85 d 石杉碱甲迅速下降，属目标产物降

解还是转化，其机制有待进一步探明。蛇足石杉离体

细胞的培养动力学模型，通过模型的回归拟合，获得

了反映蛇足石杉细胞培养的动力学参数，这对于培养

过程优化、代谢产物的调控和扩大培养起着重要作用。 
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