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双曲正切等激励函数，并首创用反正切激励函数训

练本模式，条件相同时，训练结果以反正切函数最

好，收敛最快，精度最高(表2)，可能是函数斜率较

小，压缩坐标轴，从而摆脱误差函数的平坦区，避免

大部分的局部极小值，使算法的收敛速度变快，但有

时易发生振荡。

表2激励函数的比较

Table 2 Comparison of excitation functions

4．5训练方式：训练网络时先采用累计误差校正算

法，即用全部样本都依次输入后计算总的平均误差，

校正各连接权值，达到一定精度阈值后，再用标准误

差校正算法处理，即每输入单一样本修改一次权值。

可以保证网络计算速度与输出精度统一均衡。

4．6针对神经网络的过拟台现象：由于中药指纹图

谱中普遍存在预测样本数与特征数量比低于模式识

别的分类要求，此外个别离散数据的存在，网络中不

适当的误差精度要求和训练样本设计不合理，均易

造成对训练样本的预测能力高于对未知样本的预测

能力，则产生过拟合现象。本研究应用刘平等提出逼

近度理论“1来减少过拟合现象发生，确定最优学习

次数及对应的权、阈值参数(图3)。

5结语

多种识别算法结合，较为有效地避免了单一算

法的不足，将其应用于中药指纹图谱的模式识别中，

l一训练集样本平均误差2一控制集样本平均误差3一逼近度

1一mean relative error of trainlng set 2-HleaN relative eTroT

of control set 3-approximation degree

圈3 ANN逼近度优化

Fig-3 ANN OptImization by approximation degree

有助于缓解中药色谱指纹图谱客观性和判别主观的

矛盾。未来如能制定保证诸如采样的普遍、代表性，

制备方法的科学、完善和系统的中药指纹图谱规范

要求，结合谱效关系，信息采集、分析自动化等技术，

必将极大促进中药现代化的进程。
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不同培养基对掌叶大黄毛状根克隆系质量的影响
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摘要：目的研究培养基优化和毛状根克隆系对掌叶大黄毛状根生物量和蒽醌产量的影响。方法选取4个单

克隆掌叶太黄毛状根和4种基本培养基，采用统计分析方法。研究影响大黄毛状根生物量积累和5种葸醌类化台

物的产量的因素。结果不同克隆间大黄毛状根生物量积累存在显著差异．以单克隆毛状根DH7a最高；培养基种

类对毛状根生物量的影响存在极显著差异，以WP培养基中毛状根生物量最高；大黄毛状根中的5种游离蒽醌中

以大黄酚和大黄隶甲醚为主i不同壳隆问5种游离蒽醌总产量存在显著差异，以DHTa最高，并且DH7a与Bs培养

基的组合，5种葸醌产量最高{克隆和培养基之间互作分析显示克隆DH5a、DH5d与WP培养基．克隆DH7a与B5

培养基对于游离蒽醌产最来说是优势组合，而克隆DH5c在4种培养基上5种游离蒽醌产量差异不显著。结论本

研究为利用掌叶大黄毛状根培养系统大规模生产蒽醌类化合物提供依据。
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Effect of various media on quality of hairy root clones of Rheum palmatum
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Abstract：Objective To study the effect of optimized media and clones on growth and anthraquinone

yield in hairy root cultures of Rheum palmatum．Methods The four monoclones and four media were

optimized statistically for studying the effect on the biomass accumulation and five anthraquinones yield in

hairy root cultures of R．palmatum．Results Significant differences in biomass were shown among

various clones and media．in which monoelone DH7a was the highest and WP medium was the best．

Chrysophanol and physeion were predominant among five free anthraquinones in hairy root cultures of R．

palmatum．Notable differences of total five free anthraauinones yield were observed among different

clones，in which DHTa was the highest．Reciprocity analysis showed that the highest yield of five free

anthraouinones iS in the combinations of DH7a with B5 medium．DH5a less and DH5a the least with WP

medium，DH7a and B5 medium were predominent for the yield of above five free anthraquinones with

exception of DH5c which has no significant difference in four media．Conclusion The study lays the

foundation for mass production of anthraauinone by hairy root culture of R．palmatum．

Key words：Rheum palmatum L．；hairy root；monoclone；media；anthraquinones

大黄是我国特产的传统中药。优质大黄只产于

我国以青海为中心的甘肃、陕西、四川、西藏一带。大

黄为蓼科植物掌叶大黄Rheum palmatum L．、唐古

特大黄R．tanguticum Maxim．ex Balf．和药用大

黄R．officinale Baill．的干燥根及根茎口]。近年来，

由于过度采挖和垦荒，某些正品大黄在许多地区已

处于野外灭绝状态[2]。通过生物技术手段生产蒽醌

类化合物，开辟了大黄资源开发利用的新途径。

通过发根农杆菌感染植物，将其所含的Ri质粒

上的一段DNA(T DNA)转移并整合到植物基因

组中，诱导出毛状根，并建立毛状根培养系统。与植

物细胞悬浮培养系统相比，植物毛状根具有生长迅

速，合成次生代谢产物能力强和遗传稳定等优点o]。

毛状根的生长及次生代谢产物的产量主要是由毛状

根的遗传特性和培养条件决定的。故筛选高产单克

隆品系和优化培养条件在利用植物毛状根生产次生

代谢产物过程中显得尤为重要。

本实验是在成功诱导掌叶大黄毛状根的基础

上，研究培养基和毛状根克隆系对掌叶大黄毛状根

生长及蒽醌类化合物合成的影响，为进一步筛选并

建立适宜的掌叶大黄毛状根培养体系，用于生产蒽

醌类化合物奠定了基础。

1材料与方法

1．1单克隆掌叶大黄毛状根培养：4种单克隆掌叶

大黄毛状根，分别编号为DH5a、DH5c、DH5d和

DH7a，其中前3种由发根农杆菌Agrobacterium

rhizogenes LBA9402诱导产生，后一种由发根农杆

菌A．rhizogenes R1 601诱导产生。每种毛状根切取

2 cm长根尖(25 mg)，分别接种于含100 ml，液体

培养基的250 mL三角瓶中。所用培养基为无机盐

均为1／2的无激素WP、N6、MS、B5 4种培养基。每

种毛状根均设3组重复，置于转速为100 r／min的

摇床上振荡培养，培养温度为25 C。

1．2掌叶大黄毛状根和非转化根生物量的测定：培

养40 d后，收获4种掌叶大黄毛状根培养物。先用

镊子取出根，挤净根中所含培养基，用分析天平称鲜

重。用蒸馏水漂洗1 rain，80℃烘干，称于重。

1．3蒽醌类化合物的HPLC检测[43

1．3．1 总蒽醌类化合物的提取：将称好干重的毛状

根，用研钵研成粉末，分别装入5 mL试管中，每个

试管中加入2 mL丙酮一甲醇(1：1)混合液，超声振

荡5 min后置于4℃冰箱中过夜。吸取每管上清液，

通过滤膜滤过1．5 Eppendorf管中，挥干溶剂后准

确加入2 mL甲醇，用于液相色谱测试。

1．3．2对照品溶液配制：分别称取芦荟大黄素2．5

mg、大黄酸4．9 mg、大黄素2．4 mg、大黄酚4．1

mg、大黄素甲醚2．9 mg，共同溶于丙酮一甲醇(1：1)

的溶液中，用量瓶定容至25 mL作为标准储备液，

取1 mI。该储备液定容于25 mL量瓶作为测试对照

品溶液。
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1．3．3 HPLC色谱条件：TSP P100高效液相色谱

仪，TSP Uvloo紫外检测器，Phenomenex ODS一3

色谱柱，流动相为甲醇一1％高氯酸(85：15)，体积流

量：l mL／min，检测波长为254 nm。

1．3．4测定与分析：在上述色谱条件下，用HPI，C

测定各样品的峰面积，根据回归方程计算芦荟大黄

素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚的量。

1．4统计分析：用SPSS 8．0软件进行数据处理和

统计分析。

2结果

2．1单克隆大黄毛状根生物量分析：在培养过程中

观察发现，4种单克隆大黄毛状根在4种培养基里

的生长表现和生物量积累明显不同。在WP培养基

里多数毛状根生长较快，根粗并呈白色。而在B5培

养基里毛状根生长较慢，根细并为暗黄色。4种单克

隆太黄毛状根在4种培养基里培养40 d后的生物

量见表l。

寝1不同培养基单克陛大黄毛状根生物■鲜重(千重)

Table 1 Blomass accumulation of hairy root m∞o—

clones of置．palmatum on various media

in fresh weight(Dry weight)

【)Hh 5鸲3 0(☆146 6)2 717 4(O．OSII)2．S2Z 2(O，054 8j 5 813 4(0159”

DHSc 3 836 0(O．098 4)1 252 2(O 028 7)1160 4(O．026 4)6．192 7(0143 0)

DH钳4 210 7(0116 4)1 568 9(0．059 2】4，0231(0 084 6)5 5951(0156 0)

Dtl7a 4 994 2(01171)3．554 6(0 076 O】4 613 4(0 089 9)7．465 6(0．230 2)

对不同单克隆大黄毛状根在4种培养基里生物

量积累进行方差分析(表2)，发现不同单克隆大黄

毛状根生物量积累存在显著差异，不同培养基对大

黄毛状根生物量存在极显著差异，对其进一步分析

结果表明，不同单克隆大黄毛状根生物量存在显著

差异，以克隆DH7a最高，显著高于DH5c，但与

DHSa、DH5d差异不显著。培养基之间对大黄毛状

根生物量的积累影响非常大，WP培养基大黄毛状

根生物量积累最高，极显著地高于MS、N6和B5培

养基。因此，可以认为WP培养基最有利于大黄毛

状根的生长。

表2大黄毛状根生物■鲜重方差分析

Table 2 Variance analysis of biomass accumulation

of hairy roots of月．palmatum

2．2单克隆大黄毛状根中蒽醌类化合物产量分析：4

种单克隆大黄毛状根在4种培养基里培养40 d后收

获，提取总蒽醌类化合物，用HPLC测定5种蒽醌产

量，结果见表3。对其进行方差分析，结果见表4。

表3单克隆大黄毛状撮中s种游离慧醒娄化台物产量

Table 3 Yield of five free anthraquinones in hairy

root monoclones of R．palmatum

产量／(pg·瓶-1)

毛状根1再面i了再云云吾i—i孬磊—买ii_买j鬲r买j丽

表4大黄慧慝类化台糟产量方差分析

Table 4 Variance analysis of anthraqalnone yield

of晨．palmatum

*表示在5％水平上差异极显著；**表乐在1％水平上差异极

显著

。significant difference at level of 5％I**significant

difference at level oi 1％

可见大黄毛状根的蒽醌种类、不同单克隆以及

培养基与克隆之间互作对蒽醌产量存在极显著差

异，而培养基之间却无明显的差异，说明对大黄蒽醌

类化合物而言，培养基的影响不大。进一步分析结果

表明，大黄根中的5种游离蒽醌产量以大黄素甲醚

为最高，极显著地高于大黄素、大黄酸和芦荟大黄

索；以芦荟大黄素最低，仅是大黄素甲醚的1／10，与

太黄酚差异不显著。

不同克隆之间5种游离蒽醌总量也存在显著差
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异，DH7a和DH5a显著地高于DH5c和DH5d。

由于克隆与培养基之间存在互作，对其进一步

分析结果表明，4种单克隆大黄毛状根在不同培养

基上蒽醌产量差异显著。以DH7a在B5培养基上蒽

醌产量最高，DH5a在WP培养基上次之，以DH5d

在B5培养基上产量最低。

3讨论

研究表明，不同毛状根无性系具有不同的生长

速率及次生代谢产物量，这是由于毛状根起源于单

细胞，这些细胞在大小、结构、遗传、生理生化特征上

各不相同，其代谢状态和合成次生代谢物的能力也

不同，因此不同毛状根克隆系之间存在很大差

异口“]。本实验诱导产生的4个单克隆毛状根株系

中，其生物量积累和5种游离蒽醌总量存在显著差

异，以克隆DH7a生长速率快，且蒽醌化合物含量

高，因此，要提高蒽醌化合物含量，必须对毛状根细

胞系进一步筛选，以获得生长速度快和蒽醌化合物

含量高的细胞系。

各种培养基由于所含组分及其比例不同，对毛

状根生长及次生代谢产物的形成有不同的影

响E9,103。不同培养基的无机元素浓度差异很大，一般

分为高盐、高硝酸钾、中盐和低盐4种类型，对植物

细胞生长和次生代谢产物的形成必然会有较大的差

异。培养基中硝态氮和铵态氮之间的比例也会影响

毛状根生长和次生代谢产物的合成口“。本实验中，

WP培养基最有利于掌叶大黄毛状根生物量积累，

显著优于MS、N6和B5培养基。对培养基优化的研

究有待进一步深入，应采用统计分析方法对培养基

中各种成分进行多因素多水平的筛选。
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半夏药材中蛋白质IEF电泳图谱的研究

黄必胜，碌科力’，曹艳

(湖北中医学院，湖北武汉430061)

摘要：目的通过对半夏及其近缘植物的蛋白质电泳图谱比较，研究半夏药材的电泳鉴别方法。方法应用等电

聚焦(isoetectrofocusing，IEF)技术，对不同产地半夏及其近缘植物块茎进行比较。结果半夏具有稳定的IEF电

泳图谱，显示具有8条特征蛋白质带．并测定了其等电点(PI)值，半夏与其几种近缘植物的IEF谱有明显的区别。

结论半夏IEF电泳图谱可作为半夏药材的鉴别依据，半夏特征蛋白质的PI值为半夏的鉴定和蛋白质分离纯化

提供了参数。
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