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青篙中青篙素含量过低极大地制约 了其规模化生产

与临床应用
。

因此
,

利用基 因工程对青篙基 因组进行

敲人 �� � � �� �� � 和敲除 �� � � � � � � � � 成为青篙遗传

改良的两大方 向
,

其 目标是提高青篙素含量和促进

青篙的综合利用
,

前提条件是成熟而可靠 的载体 系

统
、

转化方法和再生技术的建立
。

为此
,

国内叶和春

研究小组建立 了青篙宿主
一

载体及其转化 系统 �� 〕
。

本研究为进一步开展这方面的研究奠定了基础
。
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稀土元素斓对掌叶大黄毛状根和非转化根生长及蕙醒产量的影响
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果德安
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摘 要
:
目的 研究不同浓度的稀 土元素斓 (L a3+) 对 3 种大黄根生物量和葱醒次生代谢产物产量的影响

。

方法

采用统计学分析方法
,

研究稀土元素 L
a3+
对两种掌叶大黄单克隆毛状根 D H S

。
、

D H
7a 和液体培养非转化根 N O R

生物量和 葱酪化合物合成的影响
。

结果 L a抖浓度对大黄根生物量积累有显著影响
,

培养基中 La3 +为 10 m g/L

时
,

对大黄根生长表现 出明显的抑制作用
;L a“+ 浓度对 3 种大黄根的葱醒产量有极显著影响

,

当培养基中 L
a3+ 1

.
0

m g/L 时
,

葱酿产量最高
;
经稀土离子处理的 3 种大黄根中芦荟大黄素和大黄酸显著高于大黄素

、

大黄酚和大黄素

甲醚
。

结论 培养基中添加适宜浓度的稀土离子 La3+ 对掌叶大黄单克隆毛状根的生物量积累和葱醒类化合物的

合成具有明显的促进作用
。

关键词
:
掌叶大黄 ; 毛状根 ;稀土元素 ; 蕙醒类化合物
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稀土是具有生理活性 的化学元素
,

稀土元素在

一定条件下
,

确有促进植物对养分的吸收
、

转化和利

用等营养生理作用[l]
。

有利于提高作物产量和改善

农作物品质
,

在农业上得到广泛应用
。

稀土可以提高

人参中总皂昔的含量
,

能使茶叶中氨基酸和儿茶素

的含量增加
,

咖啡碱的含量降低
。

苹果在喷施稀土

后
,

果实中花青昔的含量增加 2~ 3 倍
,

能提前 10 ~

20 d 着色川
。

稀土元素应用在细胞和组织培养中已

有报道
。

在培养基中附加低浓度稀土元素 E u3
+ 对大

黄愈伤组织生长具有明显的促进作用阁
。

黄连愈伤

组织培养中
,

低浓度的稀土元素 Y b 和 E
u 有促进

愈伤组织生长的作用闭
。

稀土元素斓在长春花细胞

培养的前指数期加入对植物细胞的生长及次生代谢

产物的积累都有促进作用圈
。

但有关稀土元素对 Ri

质粒转化根 (毛状根 ) 的作用未见报道
。

本实验以

离体培养掌叶大黄毛状根为材料
,

研究不同浓度的

稀土元素斓 (L as + ) 对毛状根生长和葱醒类化合物

含量的影响
。

1 材料与方法

1
.
1 稀土元素的配制及掌叶大黄转化根和非转化

根的培养
:L a20 3购 自国家稀土研究 中心

,

纯度大于

99
.
9 %

。

取适量溶 于 0
.
1 m ol /L 稀盐酸 中加热溶

解
,

挥干盐酸
,

用去离子水定容后用于配制含稀土离

子的液体培养基
。

两 种 单 克 隆 毛 状 根
,

编 号 分 别 为 D H S。 和

D H 7a
。

两种毛状根以 。
.
5 9 的接种量分别接种于含

不同浓度 La3+ 的 100 m L 液体培养基 中
。

培养基为

无机盐浓度均 为 1/2 的无激素 W P 液体培养 基
。

3
% 的蔗糖作为碳源

。

每种毛状根和非转化根均设 3

组重复
,

置于转速为 100
r/m in 的摇床上振荡培养

,

培养温度为 25 ℃
。

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 3 种掌叶大黄根培养物
。

先用镊子

取出根
,

挤净根中所含培养基
,

用分析天平称重
。

用

蒸馏水漂洗 1 m in ,

80
℃ 烘干

,

称重
。

1

.

3 葱醒化合物的 H P L C 检测

1
.
3
.
1 总葱醒类化合物的提取

:
将称好干重的毛状

根
,

用研钵研成粉末
,

分别装人 5 m L 试管 中
,

每个

试管 中加人 2 m L 丙酮
一

甲醇 (1
:
1) 混合液

,

超声

振荡 5 m in 后置于 4 ℃ 冰箱中过夜
。

用注射器吸取

每管中上清液
,

通过滤膜滤于 1
.
5 E pPe n dor f管中

,

通风扇 中挥干溶剂后准确加人 2 m L 甲醇
,

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

m g
、

大黄 酸 4
.
9 m g

、

大 黄素 2
.
4 m g

、

大黄 酚 4
.
1

m g
、

大黄素甲醚 2
.
9 m g

,

共同溶于丙酮
一

甲醇 (1
:

l) 的溶液中
,

定容于 25 m L 量瓶作为标准储备液
,

取 1 m L 该储备液定于 25 m L 量瓶作为测试对照

品溶液
。

1

.

3

.

3 H P L C 色谱条件
:T SP P 100 高效液相色谱

仪
,

T s P U V l o o 紫外 检测器
,

p h
e n o

m
e n e x

O D S

一

3

色谱柱
,

流动相为 甲醇
一

1
% 高氯酸 (85

:
巧)

,

体积

流量 1 m L /m in
,

检测波长为 254 nm
。

1

.

3

.

4 测定与分析
:
在上述色谱条件下

,

用 H PI 无

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
、

大黄素甲醚的含量
。

1

.

4 统计分析
:
用 SP SS S

.
0 软件进行数据处理和

统计分析
。

2 结果

L a3+对大黄根生物量及葱醒产量积累的影响

2
.
1 L a3+ 对 大黄根生物量的影响

:
两种大黄单克

隆毛状根和非转化根在附加有不同浓度 L a , + 的液

体培养基 中培养 40 d 后收获
,

称其鲜重
,

结果见

表 1
。

对其进行方差分析结果表明
,

在所使用的 L
a3+

浓度范围内
,

3 种大黄根生物量的积累 (鲜重) 存在

显著差异
,

此外
,

不同大黄根对鲜重 的积 累影 响很

大
,

它们之 间存在显著的差异
,

进一 步分析结果表

明
,

D H 7a 鲜重积累量最高
,

显著高于非转化根
,

但

与 D H 5c 差异不显著
,

结果见表 2
。

L
a 3 + 质量浓度在 。~ 1

.
0 m g / L 内

,

对大黄鲜重

积累量影响不大
,

它们之间没有显著差异
,

但是
,

当
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表 4 不 同 L 扩
+
浓度对大黄根中慈酿产t 的影响

T able 4 Effeet of L a3+ different eoncentration on

anthraq
uinone yield in tw o hairy elone

s

of R
.
Palm atu耐 P la n t

L a 3+

根类型
墓配产量/( 沁

·

瓶 一 ’
)

/(
m g

·

L
一 ’

) 芦荟大黄素 大黄酸 大黄酚 大黄素甲醚
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�
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1
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工

8
0
.

......

……
�08月了左工,�n�内七11门QI�81匀

La

3 +

提高到 10 m g /L 时
,

显著降低大黄根生物量的

积累
,

说 明高浓度 的 La3+ 对大黄根生长有抑制作

用
。

同一浓度下 3 种大黄根鲜重的平均值见表 3
。

表 1 不 同 L 扩
+
浓度对大黄根生物. 的影响 (n ~ 3)

T able 1 E ffeet of differe ot co
neentration of L a3+

on biom ass of R
.
Palm atum root (n = 3)

D H 5e

La3+/(m g
·

L
一 1

)

D H 5
e

鲜重/g

D H 7a N O R

汽bOA
工
O
��匕叮
口叮才‘J丹j7
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1111
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1
.
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0
.
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0 5
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0 1
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D H 7 a

表 2 不同大黄根鲜皿比较分析

T able 2 Fresh w eight eom l, a r i so n o f t w o h a ir y e l o n e s

o f R
.

P a l m a t um
r o o t

显著水平

N O R

10.0

1.00

0 10

0.05

0.01

0.00

10 。

0 0

1

.

0 0

0

.

1 0

0

.

0
5

0

.

0
1

0

.

0 0

1
0

.

0 0

1

.

0 0
; : ;

大黄素

3.49

3
.31

3.01

3
.73

4.71

0.92

1。

6
5

5

.

8
5

5

.

0 7

2

.

6 4

2

.

3 0

1

.

5 6

2
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4 6
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8 1

4 1 8
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1 5
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表 3 L扩+浓度对大黄根鲜盆比较分析

Table 3 E ffectof La3+ differentconeentration

on fresh weigh of R
.
Palm atum root

显著水平
L a3+ / (m g

·

L
一 1

) 鲜重/g

尸ao
,沙,工n甘dq口�11OU�X

S
C甘

……
内jQ乙,11110八

一.上,11111
1.

0
.

0 5

0
.

0 1

0 1 0

0
.

0 0

l
,

0 0

1
0

.

0 0

0

.

0 5 0

.

0 1

S D

:

0

.

8
4 4

2. 2 L

a

3+ 对大黄根葱酿积累量的影响
:
两种大黄

单克隆毛状根和非转化根在附加有不 同浓度 La“十

的液体培养基中培养 40 d 后收获
,

提取总葱酿类化

合物
,

用 H P L C 测定 5种葱酿产量
,

结果见表 4
。

方差分析结果表 明
,

葱醒种类
、

根的种类
、

L
a 升

浓度与根种类之间的互作以及葱酿种类与根种类之

间的互作对蕙醒产量均有显著影响
,

而 L a
3+浓度与

葱醒种类之间的互作对葱醒产量影响不大
。

当培养基 中 L a3
+质量浓度为 1

.
0 m g/L 时

,

葱

醒产量最高
,

显著高 于 0
.
0 1 、

0

.

0 5

、

1 0

、

0 m g
/

L
,

以

培养基 中不含 L a3+ 葱醒产 量最低
,

预示着适量 的

L a3+更有利于大黄根葱醒产量的提高
。

同一浓度下

3 种大黄根葱醒产量 的平均值见表 5
。

在含有 L a
“+ 的培养基中

,

蕙酿种类对葱酿产量

表 S L扩+ 浓度对大黄根慈醒产t 影响 比较分析

Ta 加
e 5 E ffect e om Pa ri

son of L a3+ d ifferen t

con een tra tion o n anthraq uin on e yield

of R
.
P alm

a
tu m

ro ot

L a3+ 葱醒产量 显著水平

/ (m g
·

L
一 ‘

) / (
拌g

·

瓶一 ‘
) o

·

0 5 0

.

0 1

1

.

0 0
8

.

0 4
a

A

0

.

1
0

7

.

2
0

a

A B

0

.

0 1
5

.

0 0
b A B C

0

.

0
5

4

.

3
0

b B C

1 0

.

0 0
3

.

7 0
b C

0

.

0 0
3

.

5 0
b C

S D

:

0
5 5

有显著影响
,

大黄酸
、

芦荟大黄素显著高于大黄酚
、

大黄素和大黄素甲醚
,

说明 L
a“+
更有利于大黄酸和

芦荟大黄素的积累
。

所有 L
a“十
浓度下 3 种大黄根中

各蕙酿产量的平均值见表 6 。

3 讨论

在本实验浓度范 围内
,

L
a

3+ 对 3 种掌叶大黄根

生物量积累有显著影响
。

L
a , + 质量浓度提高到 10

m g /L 时
,

对大 黄根生 长表 现出明显 的抑 制作用
;

L a3 +对 3种掌叶大黄根的葱酿产量有极显著影响
,

当培养基中 L
a3+ 质量浓度为 1

.
0 m g /L 时

,

葱醒产

量最高
;经稀 土斓元素离子处理的 3种大黄根 中芦

荟大黄素和大黄酸显著高于大黄素
、

大黄酚和大黄

素甲醚
。

稀土元素的作用效果与植物激素有相似之处
,
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表 6 慈醒种类对慈配产 , 影响比较分析

Table 6 E ffeet eom Parison of different

on anthr叫
uinone yield of R . P

eoneentration

alm atum root

显著水平
慈醒种类

蕙醒产量

大黄酸

芦荟大黄素

大黄酚

大黄素

大黄素甲醚

/ (拌g

7

6
.

4
.

3
.

3
.

瓶 一 ’
)

9 l

9 5

5 5

2 9

6 3

S D
:
0
.
5 0

有人认为
,

植物激素的促进作用与 Ca Z+
一

C
a

M 系统

有密切关系
,

稀土具有类似钙的化学性质
,

被认为是

超级钙 (Su perealeium )
,

低浓度稀土能激活依赖 于

C aM 的各种酶的活性
,

高浓度抑制这些酶的活性
。

由此认为稀土的促进作用可能与 C
aM 有关 〔

ejo 稀戈
可能是同细胞膜外侧的受体结合

,

然后通过信号转

导的途径
,

对植物的生长作出调控川
。

稀土对掌叶大黄毛状根生长表现的促进作用
,

其实质是影响了体内的生理机制
,

提高 了有关酶的

含量和活力
,

进而提升了体内能量代谢和物质代谢

水平
。

研究表明
,

稀土可以对植物体内生长激素的形

成和激活起催化作用
。

因此
,

在大黄毛状根中也可能

是通过促进生长激素 (如赤霉素
、

细胞分裂素) 的

合成及运输
,

使之有足量的生 长激素去解与 D N A

(基因 ) 结合的组蛋白
,

释放出活动 自由
、

具有表达

功能的基因
,

从 而促进 m R N A 的转录 (合成 )和酶

蛋 白的合成[8j
。
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不 同产地丹参水溶性成分和脂溶性成分指纹图谱测定及相关性研究

金樟照
,

祝 明
,

张文婷
,

戚雁飞

(浙江省药品检验所
,

浙江 杭州 310004)

摘 要
:
目的 分析不同产地丹参水溶性成分和脂溶性成分指纹图谱的变化情况

,

研究丹参脂溶性成分含量与水

溶性成分含量之间的相关性
。

方法 采用 H P LC 法测定不同产地丹参水溶性成分
、

脂溶性成分的指纹图谱以及主

要成分的含量
,

运用 SP S S 统计软件分析丹参成分变化情况
。

结果 丹参脂溶性成分和水溶性成分指纹图谱随产

地不 同而变化
,

丹参脂溶性成分含量与水溶性成分含量高低无内在关系
。

结论 建议制订丹参丹酚酸类成分含量
,

作为适用于丹参类注射液用 的丹参药材标准
,

以区别于供复方丹参片等制剂用的丹参
。

关健词
:
丹参 ;丹参类注射液

;
丹酚酸 B ;丹参酮 皿A ; 指纹图谱
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