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黄芪培养系统的建立及皂苷合成的研究进展
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摘　要: 概述国内外运用生物工程技术生产黄芪的次生代谢物黄芪皂苷和黄芪培养系统的一些基础研究及今后的
展望。
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　　黄芪为中药上品 ,药用历史悠久 ,临床应用十分广泛 ,

具有补气固表 ,利尿脱毒 ,敛疮生肌 ,益气补中之功效 [1]。 现

代医药研究表明 ,黄芪在细胞培养、动物及人体内均有一定

的抗病毒感染作用 ,对抗体内干扰素系统有明显的刺激作

用 ,可促进抗体的体液免疫和细胞免疫。 目前随着保健药日

益畅销 ,黄芪的用药量越来越大 ,天然资源甚感贫乏 ,加之黄

芪栽培品种因病虫害的影响 ,品质和产量均有所下降。 因此

应用生物技术的方法生产黄芪的有效成分 ,作为植物资源开

发和生产、减少占地的一种新技术、新方法有较大的研究和

实用意义 ,是对药材生产的根本性改革。

黄芪的有效药用成分为黄芪皂苷 [2 ] ,如何提高培养物中

有效成分的质量和含量 ,扩大培养规模 ,最终工业化生产这

些物质 ,是这一研究领域的重点 ,笔者主要综述了黄芪组织、

细胞培养 ,毛状根培养和药用的一些基础研究。

1　愈伤组织诱导和培养

1. 1　外植体: 用于诱导黄芪愈伤组织的外植体为田间不同

龄黄芪植株的根、茎、叶、花药、花蕾、未成熟种子、及由胚发

育而来的子叶、胚轴等 ,其中嫩茎、幼叶及胚培养幼苗的各部

分均是理想的外植体 ,愈伤组织经过不同时间的培养诱导率

均为 100%。 李湘串等 [3]报道 ,未成熟种子及子叶外植体在
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同种培养基上启动时间最早 ,仅经过 2 d细胞开始膨大 , 5 d

后形成愈伤组织。我们的实验 (未发表 )表明外植体的取材时

期对诱导愈伤组织影响极大。春季取材的田间叶片愈伤组织

的诱导率可在 90%以上 ,而夏季以后取材的叶片愈伤组织

诱导率仅有 40%左右 ,并且愈伤组织生长缓慢。

1. 2　培养基: 黄芪愈伤组织培养中使用效果较好的培养基

有 B5 , M S, L等 ,目前使用最多的是 MS培养基 [4]。将 M S培

养基中的 MgSO4· H2O含量由 370降低到 74 mg /L ,可使

茎段愈伤组织的诱导率提高到 95%。 培养基中附加椰乳

( 0. 3% ) ,可使愈伤组织中皂苷的含量提高 1. 15倍。 张爱

娟 [4]报道 ,在培养基中加入有机锗 ,可提高茎段与叶片的愈

伤组织诱导率 ,而提高程度与培养基中 BA含量有关 ,试验

结果表明 ,在培养基中添加水解乳蛋白 ( LH 500 mg / L)对愈

伤组织生长有明显促进作用。

1. 3　植物激素:黄芪愈伤组织的诱导和培养必须在有激素

的培养基中进行 , NAA, IBA, IAA和 2, 4-D均可诱导外植

体产生愈伤组织 ,其中 2, 4-D( 1～ 2 mg /L )的效果最好 [4]。我

们的试验结果表明 , 3～ 6 mg /L的 IBA诱导愈伤组织的效

果与 2, 4-D的效果类似 ,所以可以用 IBA代替 2, 4-D,以消

除 2, 4-D对人体的毒副作用。 细胞分裂素和生长素配合使

用 ,对愈伤组织诱导和生长都有明显的促进作用。 GA3对愈

伤组织生长也有促进作用。

1. 4　培养条件:我们在实验过程中发现 25℃左右适于黄芪

正常生长和发育。 张爱娟 [4]等发现 ,光培养与暗培养对愈伤

组织的质地与生长差异比较大 ,暗培养下愈伤组织生长较

快 ,但积累的干物质较少。散光在 500 lx左右下诱导的愈伤

组织质量较好 ,其生长速度和芽的分化率都较高。

1. 5　皂苷含量分析:分析结果表明 ,黄芪愈伤组织具有合成

黄芪皂苷的能力 ,而且由根诱导的愈伤组织含粗皂苷相同 ,

而黄芪甲苷的含量高于其它外植的愈伤组织。在添加椰乳的

培养基中生长的愈伤组织中总皂苷的含量高达 8% [5 ] ,愈伤

组织中总皂苷的含量比天然皂苷的含量高 ,但总糖含量与天

然根中的含量相似。 另外 ,锗的加入有利于提高愈伤组织中

皂苷的含量 ,光培养下干物质比暗培养下多。

以上结果表明 ,黄芪愈伤组织可在不含 2, 4-D的培养基

上诱导和培养 ,愈伤组织具有合成皂苷的能力 ,皂苷的含量

高于天然黄芪根。 因此 ,用愈伤组织培养方法生长黄芪皂苷

在理论上是可行的 ,但是愈伤组织固体静止培养细胞增殖

慢 ,不适于大规模培养。

2　黄芪细胞悬浮培养及大量培养

试验表明 ,黄芪细胞悬浮培养比固体愈伤组织培养生长

速度提高近 70% ,皂苷含量略有下降而多糖量略微增加 ,氮

对黄芪细胞悬浮培养物中细胞生长的速度及皂苷的含量都

有影响 ;将 MS培养基中的 KNO3含量提高 1倍 ,同时去掉

N H4NO3 ,细胞的生长速度和皂苷产量比在正常 MS培养液

中提高 71. 5%和 151. 2%。黄芪细胞悬浮培养收获皂苷的最

佳时期为 20 d以后 ,悬浮细胞合成皂苷高峰在细胞生长对

数期稍后出现。 另外 ,在细胞悬浮培养中加入几种生物因子

如蜜环菌、菜豆腐皮镰孢菌等真菌菌丝体能够促进皂苷的合

成 ,是一些理想的生物诱导子。

黄芪细胞悬浮培养的结果为设计黄芪细胞工业化生产

黄芪皂苷提供了科学理论依据。

3　发根培养系统

80年代以来利用发根农杆菌培养大量毛状根在植物生

物技术中有较大发展 ,并已广泛应用于药用植物组织培养

中 [6～ 8, 9, 11～ 13] Ri(Agrobacterium rhizogenes)质粒不仅可以用

于植物基因载体 ,其转化产生发根在离体培养条件下还表现

出激素自养型快速生长的特点 ,而且经常保持原植株的次生

代谢物的合成能力。 胡之璧等 [6 ]研究了黄芪发状根培养系

统 ,发现叶片对 LBA9402较为敏感 ,感染率 21% ,比其它菌

株高。 在毛状根大量培养时 , M S中的 N H4NO3表现出对黄

芪毛状根生长的抑制作用 ,在无 N H4NO3的无激素 MS培养

基中 ,黄芪毛状根的生长量增加 20%以上。蔗糖对毛状根生

长的促进作用明显优于葡萄糖 , 3%蔗糖支持生长量是 3%

葡萄糖的 2倍多 ;当培养基的 pH为 6时 ,黄芪毛状根生长

量达到最大值 ,而大于或小于此值时 ,其生长量均受不同程

度的限制。与黑暗条件相比 ,在 1 000 lx连续光照下 ,黄芪毛

状根的生长受到一定的限制。在上述条件下 ,培养 26 d黄芪

毛状根的生长达到最大值 ,即干重 16 g /L。 另外郑志仁 [6]等

设计了不同体积 ( 3, 5和 10 L )的通气培养装置进行黄芪毛

状根大规模培养 , 3周后 ,证明 5 L的装置接种量 30 g鲜重

时 ,毛状根的生长量为 10 g / L,与 Toiv onen等 [10]在气生式

发酵罐中培养长春花毛状根的产量相近 ,对干燥根与毛状根

中皂苷含量的分析表明 ,毛状根中粗皂苷的含量是干燥根中

的 2. 6倍。

毛状根培养为大规模生产黄芪皂苷提供了一条新的可

行途径 ,它和自然根具相同有效成分 ,但还应进一步提高培

养物中有效成分的含量。

4　黄芪组织和细胞培养的基础研究

黄芪组织和细胞培养的基础研究主要是形态发生和植

株再生 ,这些研究主要用于快速繁殖和育种。

4. 1　不定芽的诱导: 李湘串 [3]等发现未成熟种子、叶柄及未

成熟子叶的愈伤组织不经转换培养基均可分化出芽 ,在不定

芽长至 1～ 3片真叶时转入生根培养基中生根 ,可形成完整

植株。

4. 2　胚状体的诱导: 与诱导愈伤组织相比 ,诱导胚状体的培

养基中不含细胞分裂素 ,在含有 2, 4-D 2. 0 mg / L的培养基

中加入 BA 0. 1 mg /L能明显降低胚状体的发生频率 ,水解

乳蛋白 ( LH)、 AgNO3能促进胚状体的发生。

黄芪胚状体可在含 2, 4-D的培养基中形成并发育为成

熟的胚状体 ,但若不及时移出则又重新愈伤组织化 ,并分化

出更多的胚状体。 胚状体的发生是不同步的 ,在同一块愈伤

上可同时见到球形期、心形期、鱼雷形期和子叶期的胚状体。

成熟的胚状体在无 2, 4-D的培养基上可萌发长成绿色

小植株 ,但胚状体萌发成植株的频率仍很低 ,为此 ,如何控制

培养条件 ,使愈伤组织上形成大量正常、健壮、同步的胚状
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体 ,进而提高再生植株的频率 ,是今后一个研究重点。

目前仍需解决的问题如下: 1)生产培养基的开发 ,目前

使用的培养基多为培养生长而设计的 ,对次生代谢物的合成

不一定合适。 2)发展高产细胞株的选择技术 ,以缩短选择高

产细胞株的时间。 3)在发根培养系统中 ,皂苷含量有待提高。

4)在诱导技术方面 ,寻找最佳诱导或刺激有效成分合成的方

法。 5)在育种方面 ,要积极开展花药培养、原生质体培养、细

胞融合和转基因操作等方面的研究 ,以育出高产黄芪皂苷的

黄芪新品系 ,丰富药用黄芪皂苷的种质资源。 6)在快速繁殖

方面 ,现在已经能够大量繁殖试管苗 ,关键问题是要改进试

管苗移栽技术 ,提高试管苗的移栽成活率 ,这也是利用基因

工程、细胞融合等技术培育新品种的必要基础。

随着各国对生物技术的投入增加以及人们对植物细胞

的生理基础和遗传特征的深入了解 ,黄芪皂苷大规模工业化

生产将成为现实。
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摘　要 :总结了自 90年代以来植物药有效成分的国际专利 (还包括了海洋生物、动物和昆虫来源的有效成分 ) ,并

对这些信息进行了整理和分析 ,以图表和化学结构的方式给出结果 ,同时对专利中的化合物类型分布、治疗领域分

布以及相对分子量分布情况等相关问题作了简要讨论。
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　　开发生产创新药物是一个国家医药创新能力和水平的体

现 ,也是适应知识产权保护和医药产品市场国际化、发展民族

医药产业的需要。 我国传统中草药和各类有特色的民族药用

的天然药物资源十分丰富 ,从中寻找先导化合物或药物并实

现产业化 ,是我国新药开发工作的重要任务。作为新药研究和

开发的一个重要环节 ,申请化合物专利保护是必需的。 同时 ,

从国际专利中吸取相关信息 ,对我们进行药物研究和开发也

具有相当大的参考价值。我们可以从资源、化学和生物活性上

借鉴这些十分有价值的应用性成果 ,在不侵犯知识产权的前

提下 ,对这些研究成果加以利用。这些专利信息即使不能直接

加以利用 ,也会对我们拓宽思路、提供灵感以及把握信息等方

面大有好处。为此笔者对手中掌握的 90年代以后的国际专利

加以整理 ,把有关植物、海洋生物、动物、昆虫中活性成分的结

构、生物活性及其来源等加以归纳 ,而来源于微生物的活性成

分专利由于数量过多 ,加之我国药物科技工作者涉及得不广

泛而暂排除在外 (表 1,图 1)。
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