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低，导致无扩增；酶量过高，使非特异性产物增加。当

酶用量为0．5 U时扩增产物较少，在1．O～2．0 U时

扩增条带逐渐清晰稳定；当酶用量达4．0 U时产物弥

散(图6)。因此，Taq聚合酶的用量为1．5 U最佳。

2．6 预变性时间及延伸时间SRAP扩增的影响：

本实验预变性和延伸时间对SRAP反应的影响进

行了考察，结果表明预变性时间和延伸时间对扩增

结果无太大影响，延伸时间在1～10 min，变性时间

在1～5 min扩增条带无太大差异。从缩短实验周期

和节约成本考虑，最终选择预变性2 min，延伸5

min(图7、8)。

3讨论

本实验最终以青牛胆DNA为材料，建立了重

复性好、分辨率高的SRAP反应体系，即在25肛L反

应体系中，模板DNA质量浓度为10 ng／t-L，2．5弘L

的10倍Buffer(M92+free)缓冲液，MgCl2 2．5

mmol／L，dNTPs为0．25 rnmol／L，引物1．0弘mol／

L，Taq酶1．5 U；扩增程序为：94℃预变性2 min、

94℃变性1 min、35℃复性1 min、72℃延伸1

min、5个循环；94℃变性1 min、50℃复性1 min、

72℃延伸5 min、35个循环。

对青牛胆SRAP扩增最为敏感的因素是

M92+，dNTPs，TaqDNA聚合酶浓度，而模板适宜

浓度范围较宽，5～70 ng均有良好扩增，引物浓度

要求也不高，这与武志朴等对小麦H3及任羽等[53对

辣椒的研究结果是一致的。扩增前5个循环退火温

度为50℃，保证反应稳定可重现性。

SRAP是对ORFs进行扩增，对基因相对较少

的着丝粒附近及端粒的扩增较少，如结合可扩增这

些区域的SSR标记，可获得覆盖整个基因组的连锁

图。在遗传多样性研究中，SRAP比AFLP更能反映

表型的多样性及进化史[6]，且比AFLP操作简单，省

去了酶切，连接等烦琐的步骤，在药用植物种质资源

评价等方面具有广泛的应用前景。

SRAP技术是基于PCR的一种分子标记方法，

是针对生物体基因组进行分析，亲缘关系越近的生

物基因相似性越大，故推断本实验优化所得的反应

条件对防己科青牛胆属及亲缘关系相近的其他植物

同样适用。
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柴胡愈伤组织生长和不定根诱导的研究
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摘要：目的探讨柴胡愈伤组织生长和其不定根诱导的适宜培养条件。方法 以无菌苗为外植体诱导获得愈伤

组织后，对不同种类和不同质量浓度的生长素进行实验，并对光和温度对柴胡愈伤组织生长和其不定根诱导的影

响进行了研究。结果 柴胡的愈伤组织适宜于在MS+NAA 4 mg／L+KT 0．2 mg／L培养基或MS+NAA 2 rag／

L+KT 0．2 mg／L培养基上继代培养。诱导其不定根时宜采用的培养基为MS+JBA 2 mg／L+KT 0。2 mg／L。25

℃条件下，黑暗培养既有利于柴胡愈伤组织的生长又有利于其不定根的诱导。结论 比较适宜于柴胡愈伤组织生

长的生长素为NAA，而有利于不定根诱导的生长素为IBA。温度对愈伤组织的生长影响非常明显，光照是其发根

的限制因素。
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柴胡Bupleurum chinense DC．为常用药用植

物，其根具有重要的药用价值，除了作为中医处方用

药外，已经开发了多种中成药，如柴胡滴丸、柴胡舒肝

丸、柴胡口服液等，用药量逐年增长。组织培养技术，

特别是大规模工业化培养技术，对解决药用植物资源

紧张的现状具有重要意义[1]。将组织培养技术和中药

材GAP栽培技术结合起来，对中药材资源的可持续

利用非常重要。药用植物大规模不定根培养技术的工

业化，已经在韩国高丽参上取得了成功，培养的规模

已经达到了20 t[引，这些技术对我国许多药材的培

养，特别是根类药材具有重要的参考意义。为此，本实

验室对柴胡不定根的培养进行了尝试。

1材料与方法

1．1材料：柴胡B．chinense DC．种子采自中国医

学科学院药用植物研究所，经本院高文远教授鉴定。

1．2 柴胡愈伤组织的诱导和继代培样：选取饱满的

柴胡种子，流水冲洗4 h，用1％次氯酸钠消毒10

rain，无菌水清洗后，接种于MS无植物生长调节剂

的固体培养基上，20℃黑暗培养，20 d后获得无菌

苗。待无菌苗生长到3～5 cm时，接种到MS+

2，4-D 2 mg／L+KT 0．2 mg／L的固体培养基上诱

导愈伤组织，30 d左右获得柴胡的愈伤组织。愈伤

组织在相同的培养基上每25 d左右进行继代培养。

这些愈伤组织用于本实验研究。

1．3不同生长素对柴胡愈伤组织生长和不定根诱

导的影响研究：共采用12种含有不同生长素的培养

基。编号为B1～B12，见表1。培养在培养皿中进行，

培养皿直径9．5 cm，高4．5 cm。培养室温度为23

℃，黑暗培养，培养时间为25 d，检测柴胡愈伤组织

的生长速率，并统计愈伤组织中发出的不定根的数

量。每种处理重复10次。

1．4 培养的物理环境对柴胡愈伤组织生长和不定根

诱导的影响研究：主要实验温度和光照对柴胡愈伤组，

织生长和不定根诱导的影响。采用的培养基为MS+

表1培养基中的不同植物生长调节剂实验

Table 1 Experiments of various plant growth

regulators in MS media

培养基中的不同植物生长调节剂／(mg·L_1)

MS+1 NAA+O．2 KT

MS+2 NAA+O．2 KT

MS+4 NAA+0．2 KT

MS+8 NAA+0．2 KT

MS+1 IAA+0．2 KT

MS+2 IAA+0．2 KT

MS+4 IAA+0．2 KT

MS+8 IAA+0．2 KT

MS+1 IBA+0．2 KT

MS+2 IBA+0．2 KT

MS+4 IBA+0．2 KT

MS+8 IBA+0．2 KT

NAA 4 mg／L+KT 0．2 mg／L固体培养基。培养在

培养皿中进行，培养皿直径9．5 cm，高4．5 cm。设下

列5种处理：A黑暗25 oC；B日光25℃；C紫色光

13℃；D蓝色光20 oC；E蓝色光25℃。培养时间为

25 d，检测柴胡愈伤组织的生长速率，并统计愈伤组

织中发出的不定根的数量。每种处理重复10次。

2结果与分析

2．1 不同生长素对柴胡愈伤组织生长和不定根诱

导的影响：图1显示了不同生长素对柴胡愈伤组织

生长的影响，图2显示了不同生长素对柴胡不定根

诱导的影响。

从图1中可以看出，NAA比较适合于柴胡愈伤
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B1～B12：对应于表1中的不同培乔基

B1一B12：Different media according to table 1

图2不同生长素对柴胡不定根诱导的影响 ．

Fig．2 Effects of various plant growth regulators on

adventitious root induction in B．chinense

组织的生长，IAA和IBA的效果相差不多。从各种

培养基来看，MS+NAA 4 mg／L+KT 0．2 mg／L

培养基最适宜于愈伤组织的生长，其次为MS+

NAA 2 mg／L+KT 0．2 mg／L培养基，另外3种培

养基MS+IAA 4 mg／L+KT 0．2 mg／L，MS+IAA

8 mg／L+KT 0．2 mg／L，MS+IBA 8 mg／L+KT

0．2 mg／L的效果也不错。但从愈伤组织的外观来

看，NAA条件下生长的愈伤组织状况较好。

从图2中可以看出，IBA比较适合于不定根的

诱导，诱导出的不定根状况较好，颜色黄白，生长迅

速。其次为IAA，较高质量浓度的IAA对柴胡不定

根的诱导效果较好。而NAA不适于不定根的诱导。

比较适宜于柴胡诱导不定根的培养基为：MS+IBA

2 mg／L+KT 0．2 mg／L，MS+IBA 1 mg／L+KT

0．2 rng／L和MS+IAA 8 mg／L+KT 0．2 mg／L。

因此，比较适宜于柴胡愈伤组织生长的生长素

为NAA，而有利于不定根诱导的生长素为IBA。柴

胡的愈伤组织适宜于在MS+NAA 4 mg／L+KT

0．2 mg／L培养基或MS+NAA 2 mg／L+KT 0．2

mg／L培养基上继代培养。诱导其不定根时宜采用

的培养基为MS+IBA 2 mg／L+KT 0．2 mg／L，

MS+IBA 1 mg／L+KT 0．2 mg／L或MS+IAA 8

mg／L+KT 0．2 mg／L。

2．2培养的物理环境对柴胡愈伤组织生长和不定

根诱导的影响：图3显示了培养的物理环境对柴胡

愈伤组织生长和不定根诱导的影响。可以看出，温度

对愈伤组织的生长影响非常明显，而黑暗和不同光

照条件对愈伤组织的生长影响不大，如25℃条件

下，无论是黑暗，还是普通光照射或者蓝光照射，愈

伤组织的生长都很好。而在13℃和20℃条件下生

长的愈伤组织明显生长慢，长势不好。20～25℃的

温度环境比较适宜于柴胡愈伤组织的生长。

对于柴胡不定根的诱导来说，光照是其发根的

限制因素，而温度的影响相对较小。在25。C条件下，

A B C D E
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A一暗培养25℃B一臼光F培养25℃C一蓝光F培养13℃

D一蓝光下培养20℃ E一蓝光下培养25℃

A—dark 25℃ B—white light 25℃ C—blue light 13℃

D—blue light 20℃ E—blue light 25℃

图3 物理环境对柴胡愈伤组织生长和不定根诱导的影响

Fig．3 Effects of physical environment on callus growth

and adventitious roots induction in B．chinense

黑暗培养最有利于柴胡不定根的发生。在蓝光条件

下，13℃有利于发根，其次为20℃，最后是25℃。

说明在相同的光照条件下，低温有利于柴胡不定根

的发出。

以上结果表明，25℃条件下，黑暗培养既有利

于胡愈伤组织的生长，又有利于其不定根的诱导。

3讨论

本实验对柴胡的愈伤组织和不定根诱导进行了

初步研究，探索出了柴胡愈伤组织生长的最佳条件，

并发现了影响柴胡不定根诱导主要因素。不同的生

长素对柴胡愈伤组织和不定根诱导的影响不同，而

温度和光照条件同样对二者具有非常重要的影响。

这些结果为进一步柴胡不定根的培养打下了良好的

工作基础。我国的组织培养在雪莲、石斛等药用植物

上已经出现了一些工业化的实例[3]。但不定根的培

养较少，这方面做得最成功的是韩国对高丽参不定

根的培养[4’5]。此外，在其他药用植物组织培养上的

研究也很深入，并力求通过组织培养技术产生一些

大田和野生药用植物无法比拟的新材料[6’7]。这些经

验都值得借鉴。我国是世界上使用和出口药用植物

资源最多的国家，大力开发组织培养技术，并与目前

正在开展的GAP标准化栽培相结合，对真正实现

国家倡导的药用植物资源的可持续利用具有非常重

要的意义。
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RP—HPLC法测定何首乌和夜交藤中二苯乙烯苷

和葸醌类成分

苏建，袁志芳，张兰桐+，王春英，吕春艳，刘伟娜

(河北医科大学药学院药物分析教研室，河北石家庄050017)

何首乌Radix Pdygoni Multiflori为蓼科植物

何首乌Polygonum multiflorum Thunb．的干燥块

根。性微温，味苦、甘、涩。《中国药典>>2005年版一部

记载具有润肠通便之功效。何首乌中的主要有效成

分之一为蒽醌类口](anthraquinone，AQ)，包括大黄

素(emodin，EM)、大黄酸(rhein)、大黄酚(chryso—

phanol，CH)、大黄素甲醚(physcion，PH)等；何首乌

中另一种有效成分为二苯乙烯苷(stilbene

glycoside)类[2]。夜交藤Caulis et Folium Polygoni

Multiflori，YJT叉名首乌藤，为蓼科植物何首乌的

干燥藤茎或带叶藤茎，有养心、安神、通络、祛风止痛

等功效口]，用于治疗失眠、劳伤、多汗、血虚身痛。何

首乌与夜交藤虽为同一植物的不同部位，但功效却

不尽相同。二苯乙烯苷和蒽醌类衍生物均为何首乌

中的有效成分。《中国药典>>2005年版中记载了何首

乌中二苯乙烯苷的测定，但并未记载关于何首乌中

蒽醌类成分的测定方法。本实验采用RP—HPLC法

分别测定了何首乌、制首乌和夜交藤中二苯乙烯苷

和蒽醌类衍生物的量，并且对3种药材中二苯乙烯

苷和蒽醌类衍生物的量进行了比较，为探讨其药效

物质基础与作用机制，开发新的药物制剂提供了

依据。

1仪器与试药

Waters高效液相色谱仪，Waters色谱工作站。

大黄素(批号：0756—9908)、大黄酸(批号：0757—

200206)、大黄酚(批号：110796—200309)、大黄素甲

醚(批号：758—9803)、二苯乙烯苷(批号：0844—

200003)对照品购于中国药品生物制品检定所，甲

醇、乙腈均为迪马公司的色谱纯，水为自制重蒸水。

何首乌、制首乌和夜交藤购于河北省安国市药

材公司、河北乐仁堂药店和石家庄市饮片厂，经河北

医科大学药学院聂凤提教授鉴定。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱：Dikma(迪马)C，。柱(250

mm×4．6 1Tim，5t-tm)；流动相：甲醇一乙腈一1％甲酸

(15：10：75)，检测波长为320 BITI，柱温30℃，体

积流量1．0 mL／min。理论板数按二苯乙烯苷计算

不低于2 500，分离度大于2L．0。流动相：甲醇一乙腈一

1％磷酸(70：10：15)，检测波长为254 nm，柱温30

℃，体积流量1．0 mL／min。理论板数按大黄素、大

黄酸、大黄酚和大黄素甲醚计算不低于2 500，分离

度大于2．0

2．2对照品溶液的制备：精密称取二苯乙烯苷、大

黄素、大黄酸、大黄酚和大黄素甲醚对照品适量，分

别加甲醇溶解并稀释制成160、90．0、100、100、100

lag／mL的溶液，即得。

2．3二苯乙烯苷定量用供试品溶液的制备：取何首

乌、制首乌细粉0．2 g，或者夜交藤细粉1．0 g，精密

称定，加50％乙醇25 mL，称定质量，超声处理15

min，放冷，再次称定质量，用50％乙醇补足减失的

质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2．4蒽醌类成分定量用供试品溶液的制备[4巧]：将
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