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瑞香狼毒不定芽生长过程黄酮类和香豆素类成分累积研究 

黄嘉琦，赵  越，孙凤阳，胡  颖，由香玲* 
东北林业大学生命科学学院，黑龙江 哈尔滨  150040 

摘  要：目的  研究瑞香狼毒 Stellera chamaejasme 不定芽生长过程黄酮类和香豆素类成分的累积规律。方法  采用组织培

养筛选不定芽诱导和生长的最适培养基；分别通过分光光度法、高效液相色谱法分析不定芽生长过程总黄酮和 3 种香豆素类

成分伞形花内酯、瑞香素和东茛菪内酯的动态累积。结果  不定芽诱导最适培养基为 MS＋0.5 mg/L BA＋0.5 mg/L NAA，培

养 4 周后，平均每个顶芽诱导 35 个不定芽；不定芽生长最适培养基为 MS＋0.3 mg/L BA＋0.1 mg/L NAA，培养 4 周后，芽

平均株高为 2.3 cm；生长在最适培养基的不定芽，其总黄酮的累积量在第 5 周达到最高，为 0.218 g；3 种香豆素类成分的量

在整个不定芽生长中均表现随培养时间而增加，到第 5 周，质量分数均达到最高值，但均不及野生根中的量，而且质量分数

高低顺序也发生变化。结论  瑞香狼毒不定芽中黄酮类和香豆素类成分累积最高为培养后的第 5 周。 
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Accumulation of flavonoids and coumarins during adventitious bud growth 
in Stellera chamaejasme 

HUANG Jia-qi, ZHAO Yue, SUN Feng-yang, HU Ying, YOU Xiang-ling 
College of Life Science, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China 

Abstract: Objective  To investigate the accumulation of flavonoids and coumarins during the growth of adventitious buds in Stellera 
chamaejasme. Methods  The optimal culture media for the induction and the growth of adventitious buds were screened through 
tissue culturing. The dynamic accumulation of the total flavonoids and three components of coumarin (umbelliferone, daphnetin, and 
scopoletin) was analyzed by visible spectrophotometry and high-performance liquid chromatography methods, respectively. Results  
The optimal condition for the induction of adventitious bud proliferation was MS + 0.5 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA; After 4-week 
culture, the number of adventitious buds in every tip-bud was 35; The optimal condition for the growth of adventitious bud was MS + 
0.3 mg/L BA + 0.1 mg/L NAA; After 4-week culture, the average length of buds was 2.3 cm; The amount of total flavonoids increased 
to the highest of 0.218 g after 5-week culture of the adventitious buds; The amount of the three components of coumarin increased with 
culturing time increasing during the growth of adventitious buds, and increase to the highest at week 5. But the contents of the 
components were lower than those in the wild roots, and the descending order had changed. Conclusion  The accumulation of 
flavonoids and coumarins in adventitious buds of S. chamaejasme could reach to the highest at week 5 of culture. 
Key words: Stellera chamaejasme L.; adventitious buds; flavonoids; coumarins; accumulation 
 

瑞香狼毒 Stellera chamaejasme L. 为瑞香科狼毒

属多年生草本植物，民间称为红狼毒、断肠草等。主

要分布于河北、内蒙古、黑龙江等地[1]。狼毒作为中

药始载于《神农本草经》，其后《中药大辞典》中其

功效也有记载，主治水肿腹胀，痰、食、心腹疼痛，

慢性气管炎，咳嗽气喘，淋巴结、皮肤、骨等结核[2-3]。

现代医学研究发现其主要化学成分有黄酮类、香豆素

类、萜类、木脂素类和苯丙烯酸醇苷类等。其中黄酮

类成分有抗菌、抗病毒的作用；瑞香烷型二萜具有抗

肿瘤作用[4-8]。香豆素类化合物是瑞香科植物的特征

性成分，且大多具有较强生物活性[7,9]。 
目前，相关瑞香狼毒的研究主要集中在毒理和 
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药理及化学成分鉴定方面[10-14]。关于无性繁殖及其

药用成分合成的机制研究还很少。实际上，因瑞香

狼毒具剧毒能使大量人畜死亡，而被视为毒草成为

草地重点防除的对象；而随着我国大面积退化草地

的恢复与重建，瑞香狼毒作为一种宝贵的中药资源

将变得短缺[15]。通过人工技术对其进行无性繁殖，

不管对解决上述资源问题，还是对其药用活性物质

的调控及其机制的研究都具有重要意义。有关于其

无性繁殖方面的文献报道仅见于福科等[15]的研究，

以茎尖为外植体建立了瑞香狼毒的再生体系。本实

验主要研究了瑞香狼毒不定芽的无性快繁及其过程

中有效物质（黄酮类和香豆素类物质）的累积规律，

为其优良品种的进一步无性扩大栽培，及其药用活

性物质合成调控等方面的研究奠定基础。 
1  材料 

实验中所用的瑞香狼毒采自大庆市杜尔伯特蒙

贝子草原，经东北林业大学园林学院王菲副教授鉴

定为瑞香狼毒 Stellera chamaejasme L. 的种子。 
2  方法 
2.1  瑞香狼毒芽无性繁殖体系的建立 

将采集的瑞香狼毒种子反复清洗、流水冲洗 24 
h 后进行消毒处理：先后用 75%的乙醇、17%次氯

酸钠溶液分别浸泡 10 s、10 min，无菌水冲洗 4～5
次后接种于装有木本植物培养基（woody plant 
medium，WPM）、MS、1/2 MS 无激素培养基的 50 
mL 三角瓶中，每瓶接 14 粒种子，每个处理各接 10
瓶。置于培养室的箱子避光培养，使种子萌发。 
2.2  瑞香狼毒不定芽的诱导及其增殖 
2.2.1  不定芽的诱导  选取 MS 固体培养基光下培

养 15 d 高 1 cm 左右、生长状态良好的瑞香狼毒幼

苗用作芽繁殖的材料。将顶芽切下接入添加有 20 
g/L 蔗糖、及 BA（0～1.0 mg/L）和 NAA（0～0.5 
mg/L）的 MS 培养基中诱导不定芽。装有 30 mL 培

养基的 100 mL 三角玻璃瓶中，每瓶接 4 个芽、每

个处理接 15 瓶，于培养室中光培养。 
2.2.2  培养基对不定芽增殖的影响  选取同一种培

养条件下培养、状态一致的不定芽（1.5 cm）种作

为接种材料。根据“2.2.1”项中实验结果，确定的

最佳植物生长调节剂组合，添加于 WPM、MS、1/2 
MS（20 g/L 蔗糖）3 种固体培养基作为培养条件。

考察培养基种类对不定芽增殖的影响。装有 30 mL
培养基的 100 mL 三角瓶中，每个处理接 15 瓶，于

培养室中光培养。 

2.2.3  繁殖芽的快速生长  为了使诱导的不定芽进

一步生长，将其接种于“2.2.2”项确定的含 20 g/L
蔗糖 MS 培养基中，使其快速生长。每瓶接 4 个芽，

于培养室中培养。 
2.2.4  培养条件及数据分析方法  本实验中所用的

培养基都是首先调节 pH 为 5.8～6.0，经过高温、高

压灭菌锅灭菌（121 ℃、1～1.5 Pa，15 min）后使

用。组织培养室的温度为（23±2）℃，光照周期为

16/8 h （光照/黑暗），光照强度为 20 ～ 30 
μmol·lx/(m2·s)。 

本实验数据分析主要采用 Excel、SPSS 统计分

析软件完成。 
2.3  瑞香狼毒芽快繁过程中药用物质的累积 

将不定芽接种于“2.2.2”项中确定的不定芽的

最佳生长条件下进行培养，每隔 7 d 取材，称量鲜

质量，置于干燥箱 120 ℃杀青后，60 ℃烘干 48 h，
称定干质量后用研钵研碎收藏，用于分析芽生长过

程中生物量及其药用物质——香豆素类及黄酮类物

质的累积规律。 
2.4  总黄酮量积累分析 
2.4.1  标准曲线的绘制  主要参考郑宝江[16]的总黄

酮的测定方法。本实验所用的芦丁对照品购自中国

药品生物制品检定所，批号 100080-200707。首先将

对照品溶液于波长 400～600 nm 测定 A 值，确定最

大吸收波长为 550 nm。然后在该波长下，以吸光度

（A）值为纵坐标，质量分数为横坐标绘制标准曲线。 
2.4.2  总量黄酮的检测  采用超声波法对其总黄酮

进行提取。将不定芽接种于“2.2.2”项中确定的培

养条件进行培养，每隔 7 d 取材，称量鲜质量后置

于 120 ℃杀青后置 60 ℃烘干 48 h 用研钵研碎，精

密称定 0.2 g 干样粉末放入 10 mL 离心管中，加入

50%的乙醇溶液 5 mL，密封好后置于超声波反应器

中提取 90 min。精密吸取供试品溶液 2 mL，按标准

曲线制备项下的方法测定 A 值，从标准曲线上读出

供试品中总黄酮的量，计算得样品中总黄酮量。 
2.5  3 种香豆素类物质累积分析 
2.5.1  供试品溶液的制备  称取 2.0 g 瑞香狼毒苗

干样品，加入 10 mL，95%乙醇，80 ℃加热回流 1 h，
重复 3 次。每次取上清液滤过、浓缩，用分析纯甲

醇定容至 2 mL，摇匀，经过 0.45 μm 微孔滤膜滤过，

滤液作为样品溶液备用。 
2.5.2  色谱条件  C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 
μm），柱温 35 ℃，流动相 A 为乙腈，B 为冰乙酸溶
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液，梯度洗脱，0～10 min，9%A；10～20 min，12%A；

20～30 min，13%A；30 min，21%A。体积流量 1.0 
mL/min，进样量 20 μL，检测波长 327 nm，采用外标

法定量测定。色谱图见图 1。 

 
1-瑞香素  2-伞形花内酯  3-东莨菪内酯 

1-daphnetin  2-umbelliferone   3-scopletin 

图 1  对照品 (A) 和样品中 3 种香豆素类物质 (B) 的 
HPLC 图谱 

Fig. 1  HPLC chromatograms of three coumarin components 
in reference substances (A) and adventitious buds (B) 

2.5.3  标准曲线的绘制  精密称取 3 种香豆素伞形

花内酯、瑞香素、东茛菪内酯对照品（质量分数均

大于 98%）0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg，置 2 mL
量瓶中用甲醇溶解并稀释至刻度制成对照品溶液。

在色谱条件下建立吸收峰面积和 3 种香豆素伞形花

内酯、瑞香素、东茛菪内酯量的回归方程（表 1）。 

表 1  3 种香豆素类物质的回归方程 
Table 1  Standard curves of three components of coumarin 

香豆素类物质 回归方程 r 线性范围 / (mg·L−1)

瑞香素 Y＝7×107－15 086  0.999 2    0～0.06 

伞形花内酯 Y＝2×108－93 869  0.999 5 0.02～0.10 

东茛菪内酯 Y＝1×108－32 570  0.999 7    0～0.06 
 
2.5.4  精密度试验   称取同瑞香狼毒样品粉末 1
份，按“2.5.1”项下方法制备供试品溶液，在“2.5.2”
项色谱柱条件下，连续测定 6 次样品中伞形花内酯、

瑞香素、东茛菪内酯峰面积值。3 种物质峰面积值

的 RSD 分别为 1.3%、1.4%、1.4%。 
2.5.5  稳定性试验  称取瑞香狼毒不定芽干样品

2.0 g，按上述方法制备供试品溶液，在室温下保存，

分别于 0、2、4、6、8 h 测定 3 种香豆素物质的峰

面积值。伞形花内酯、瑞香素、东茛菪内酯峰面积

的 RSD 分别为 1.38%、1.25%和 1.40%。表明供试

品溶液在 8 h 内稳定性良好。 
2.5.6  重复性试验 称取同瑞香狼毒样品粉末 5 份，

按“2.5.1”项下方法分别制得 5 份供试品溶液，分

别测定伞形花内酯、瑞香素、东茛菪内酯峰面积值，

计算伞形花内酯、瑞香素、东茛菪内酯的峰面积

RSD，分别为 1.76%、1.88%、1.75%，表明样品处

理过程和测定方法均有良好的重复性。 
2.5.7  加样回收率试验  精密称取已测定的狼毒不

定芽样品 3 组，每组 5 份，分别精密加入浓度已知溶

液的对照品，制备样品溶液，进行测定。计算得伞形

花内酯、瑞香素、东茛菪内酯的加样回收率分别为

98.5%、98.3%、97.9%，RSD 为 0.62%、0.61%、0.61%。 
3  结果与分析 
3.1  瑞香狼毒芽无性繁殖体系的建立 
3.1.1  无菌条件下种子萌发  瑞香狼毒种子消毒后

在 MS、1/2 MS、WPM 固体培养基（含 20 g/L 蔗糖）

中暗培养 15 d 后，统计发芽情况。结果显示，3 种

培养基中种子的发芽率分别为 0、14.2%和 78.6%。

由此可见，种子无菌发芽的最佳培养基为 WPM 固

体培养基。 
3.1.2  瑞香狼毒不定芽的诱导  无菌幼苗的顶芽接

种于含有不同质量浓度 BA、NAA 的 MS 培养基（含

20 g/L 蔗糖）中，4 周后对不定芽的诱导情况进行

统计，结果见表 2。 
不同质量浓度的两种植物生长调节剂组合对不

定芽的诱导作用差异显著。在 0.1 mg/L BA＋0.01 
mg/L NAA 条件下顶芽的诱导率（37.5%）最低，且

外植体逐渐变枯小（图 2-A），生成的不定芽较少（表

2）；顶芽在 0.3 mg/L BA＋0.1 mg/L NAA、0.5 mg/L 
BA＋0.5 mg/L NAA 条件下不定芽诱导率都为

100%，但是诱导芽的数量和芽的生长却差异很大。

前者不定芽的数量较少但是芽的生长却最长，平均

为 2.3 cm；后者数量最多为 35 个（表 2，图 2-B、
D）。而且顶芽在 0.5 mg/L BA＋0.5 mg/L NAA 条件

下培养 3 周，产生大量的愈伤组织（图 2-C），继而

从上面产生大量的不定芽（图 2-D）。当 BA 提高到

1.0 mg/L，NAA 为 0.5 mg/L 时，顶芽大量愈伤化，

仅产生少量不定芽（图 2-E）。 因此，利用顶芽进行

不定芽诱导增殖的最佳条件为 0.5 mg/L BA＋0.5 
mg/L NAA，而不定芽最佳伸长生长的条件为 0.3 
mg/L BA＋0.1 mg/L NAA。 
3.1.3  培养基对不定芽增殖的影响  根据确定的

诱导不定芽的最佳植物生长调节剂为0.5 mg/L BA＋

0.5 mg/L NAA。利用上述诱导的不定芽为材料，

考察了 WPM、MS、1/2 MS 对不定芽增殖的影响。 
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表 2  不同植物生长调节剂组合对狼毒不定芽的诱导作用 
Table 2  Effects of various combinations of plant growth regulators on induction of adventitious buds in S. chamaejasme 

BA / (mg·L−1) NAA / (mg·L−1) 不定芽诱导率 / % 平均不定芽数/外植体个数 平均不定芽高度 / cm 
0.1 0.01   37.6±0.20 c    2.5± 0.42 d 0.5±0.10 c 
0.5 0.10 100.0±0 a    5.7± 0.51 c 1.2±0.10 b 
1.0 0.50    60.0±0.12 b    5.6± 0.33 c 0.6±0.05 c 
0.3 0.10 100.0±0 a    7.6±33.00 b  2.3±0.11 a 
0.5 0.50 100.0±0 a   35.0± 0.57 a 0.5±0.06 c 

数值运用 Duncans 多重比较分析，不同字母表示差异显著（P＜0.05），下表同 
Defferent letters within each column mean significant difference (P < 0.05) indicated by Duncan’s multiple range test, same as below 

 
A、B、E-分别为顶芽在 0.1 mg/L BA＋0.01 mg/L NAA、0.3 mg/L BA＋0.1 mg/L NAA、1.0 mg/L BA＋0.5 mg/L NAA 条件下培养 4 周诱导的不

定芽； C、D-分别为顶芽培养在 0.5 mg/L BA＋0.5 mg/L NAA 条件下培养 3 周和 4 周诱导的愈伤组织及不定芽； F-为不定芽在 0.3 mg/L BA＋0.1 
mg/L NAA 条件下培养 3 周的伸长生长 
A, B, E-adventitious buds induced under 0.1 mg/L BA + 0.01 mg/L NAA, 0.3 mg/L BA + 0.1 mg/L NAA, and 1.0 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA, 
respectively; C, D-calli and adventitious buds induced under 0.5 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA for 3 and 4 weeks culture, respectively; F-elongation growth 
of adventitious buds under 0.3 mg/L BA + 0.1 mg/L NAA for 3 weeks culture 

图 2  无菌幼苗的顶芽在含有 BA 和 NAA 的 MS 培养基中诱导的不定芽 
Fig. 2  Adventitious buds from tip-buds of sterile seedling induced in MS media with BA and NAA 

培养 4 周后的结果见表 3。从表 3 中可以看出，3
种培养基对不定芽的诱导率都为 100%，且诱导的

不定芽平均高度相差不大，都约为 0.5～0.6 cm。

但诱导的不定芽的个数相差明显，MS＋0.5 mg/L 
BA＋0.5 mg/L NAA 条件下，诱导的不定芽个数最

多，为 35 个。 
3.2  瑞香狼毒不定芽生长过程中生物量的累积   

将不定芽在确定的不定芽生长最佳条件（MS＋

0.3 mg/L BA＋0.1 mg/L NAA）下培养 6 周，每周取

材所得不定芽的鲜质量和干质量的结果见图 3。从

图 3 中可以看出，在培养的前 3 周不定芽的鲜质量

和干质量都快速增加，到 4 周达到最高，以后基本

变化不大。主要是由于培养基的营养成分有限，限

制了芽的进一步生物生长。因此，本实验条件下，

不定芽的最大生物量于培养 4 周达到最大，培养周

期为 4 周。 

表 3  在添加 0.5 mg/L BA＋0.5 mg/L NAA 的 3 种培养基条件下培养 4 周不定芽的增殖 
Table 3  Propagation of adventitious buds cultured in three kinds of media with 0.5 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA for 4 weeks 

  培养基类型 不定芽诱导率 / % 不定芽数/外植体个数 不定芽平均高度 / cm 
 WPM 100 3.0±0.57 c 0.5±0.02 

MS 100 35.0±0.57 a 0.5±0.06 
  1/2 MS 100 16.0±0.12 b 0.6±0.10 

   
A B C

D E F
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3.3  瑞香狼毒芽生长周期过程中药用物质累积量 
3.3.1  总黄酮的积累分析  根据“2.4.1”项的方法，

绘制黄酮标准曲线方程为 Y＝0.448 6X＋0.001 4，r＝
0.997；在 0.2～1.0 mg 有良好的线性关系。根据上

述标准曲线测定了不定芽在生长过程中总黄酮的量

及总黄酮的累积量，结果见图 4。随着不定芽的生

长，3 周时间内，总黄酮的量是逐渐增加；3 周以后，

总黄酮量基本持平。而总黄酮的累积量则在第 5 周

达到最大，以后变化不大。总黄酮量和累积量没有

同时达到最大，主要是由于干物质的累积在第 4 周

还有较大的生长。 
3.3.2  香豆素类物质累积分析  根据标准曲线测定

了不定芽在生长过程中 3 种香豆素类物质的量，结

果见表 4。不定芽在整个取材的 6 周时间内，3 种物

质的量有很大差异。其中，东茛菪内酯量在整个生

长过程中都很低，且变化不大；与野生根中的量相

差一个数量级还多。瑞香素在培养前 4 周量变化都

不大，在第 4 周到第 5 周时间内持续增高，到第 5
周以后基本持平；能达到野生根量的 50%左右。而

伞形花内酯的量变化最显著。在接种后前 3 周量变

化不大，但其累积在第 3 周以后到第 4 周一周时间

内急速增高，以后基本持平；到最后能达到野生根 

 
图 3  不定芽培养 6 周的生物量 

Fig. 3  Biological growth of adventitious buds 
cultured for 6 weeks 

 

图 4  生长过程中不定芽总黄酮量及累积量变化 
Fig. 4  Changes of flavonoids content and accumulation 

during growth of adventitious buds 

表 4  生长过程中不定芽 3 种瑞香狼毒物质的质量分数 
Table 4  Content changes of three coumarin components in adventitious buds during their growth 

 

中该成分量的 50%左右。综合不定芽在生长过程中

3 种香豆素类物质的累积变化规律，确定其最佳的

培养时间是 5 周进行收获。 
4  讨论 

本研究主要建立了瑞香狼毒不定芽的快繁殖体

系，以及初步探讨了不定芽在生长过程中 2 类有效

物质——总黄酮和 3 种香豆素类物质的累积规律。

在培养到第 5 周的时间里，伞形花内酯能达到野生

根中量的 50%左右，瑞香素能达到 80%左右，而东

茛菪内酯的量却极低，低于野生根中的十分之一。

胡爽[17]也利用 HPLC 分析了 10 个不同地域瑞香狼

毒根中 3 种物质的量，其范围分别是伞形花内酯

0.364～0.924 mg/L，瑞香素 0.008～0.033 mg/L，
东茛菪内酯 0.012～0.035 mg/L。由此可见瑞香狼

毒野生根中瑞香素和东茛菪内酯的量相对较低，且

两者基本处于同一个数量级，而本研究中不定芽生

长过程中的东茛菪内酯的量却极低，但是其他两种

物质瑞香素和伞形花内酯的能在短时间内快速积

累。出现这种现象可能与培养过程中植物激素的

使用有关。大量的研究显示，许多植物激素影响

培养时间 / 周 伞形花内酯 / (mg·g−1) 瑞香素 / (mg·g−1) 东茛菪内酯 / (mg·g−1)

1 0.033 4±0.000 82 a 0.005 0±0.000 34 a 0.003 2±0.000 23 a 

2 0.061 1±0.000 94 b 0.005 9±0.000 42 a 0.004 1±0.000 36 b 

3 0.069 1±0.000 86 c 0.006 0±0.000 53 a 0.004 3±0.000 33 b 

4 0.203 2±0.008 99 d 0.006 2±0.000 58 a 0.004 4±0.000 39 b 

5 0.222 1±0.002 44 e 0.008 1±0.001 21 b 0.004 7±0.000 40 b 

6 0.222 5±0.009 62 e 0.008 2±0.000 99 b 0.004 7±0.000 40 b 

野生根 0.452 5 ±0.022 54  0.010 1 ±0.001 22  0.057 4±0.004 61 

 

质量分数
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其次生代谢成分的合成，如茉莉酸、茉莉酸甲酯、

水杨酸、乙烯等植物激素通常可以诱导次生代谢物

质的合成[18]。生长素类物质对次生代谢物质合成的

影响因为植物的种类不同而不同。在人参毛状根的

培养过程中，徐立新[19]比较了 IBA、NAA 和 2, 4-D 3
种物质对人参总皂苷及 Rb1的影响，发现 NAA 要优

于其他两种植物生长调节剂。而在东北红豆杉细胞

培养中使用了 NAA 和 BA 不同浓度组合，结果发现，

仅有 6-BA 作用的细胞内紫杉醇大量积累[20]。上述研

究对机制的揭示主要集中在信号传导方面。本研究

中培养材料与栽培株相比，植物激素是否、如何影

响香豆素类物质的合成仍需进一步研究。本研究为

瑞香狼毒无性大量扩繁、生产有效物质，及其有效

物质累积调控机制的揭示奠定了重要基础。 
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