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决明毛状根诱导及激素与诱导子对毛状根生长

和葸醌类化合物合成的影响

杨世海1，刘晓峰2，果德安3，郑俊华3

(1．吉林农业大学中药材学院，吉林长春130118；2．吉林亚泰(集团)股份有限公司，吉林长春130031；

3．北京大学药学院，北京100083)

摘 要：目的 研究激素与诱导子对决明毛状根生长和蒽醌类化合物合成的影响。方法 用发根农杆菌LBA9402

感染决明Cassia obtusifolia外植体，建立决明毛状根培养系统。结果NAA为决明毛状根培养的最适外源激素，培

养基中添加0．05％NAA可使毛状根中5种蒽醌类化合物总和提高4倍。黑曲霉诱导子对毛状根生长影响不大，

却明显促进蒽醌类化合物的形成，其中每50 mL培养基加入2．0 mL诱导子可使蒽醌类化合物总量增加2倍多。茉

莉酸(JA)对决明毛状根中蒽醌类化合物合成具有明显的促进作用，其中10 ttmol／L作用最强，蒽醌类化合物总量

比对照提高73％，JA对毛状根生长有抑制作用，但不太显著。结论 为进一步筛选适宜的决明毛状根培养系统并

调控次生代谢产物的研究奠定了基础。
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Effect of phytohormones and elicitors on growth and anthraquinone

production of Cassia obtusifolia hairy roots
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Abstract：Objective To study the effects of phytohormones and elicitors on the growth and

anthraquinone production of Cassia obtusifolia hairy roots．Methods Blades and petioles of C．obtusifolia

were infected with Agrobacterium rhizogenes LBA9402 and the in vitro culture system of the hairy root was

established．Results Hairy roots were induced by A．rhizogenes LBA9402．The results showed that the

addition of 0．5％NAA tO the hairy roots increased the content of five kinds of anthraquinones by four

times，and Aspergillus niger elicitor had no much effect and JA had slightly inhibitory effect on root

growth，but both of them significantly promoted the anthraquinone accumulation，the anthraquinone yield

increased more than two times with the treatment of 2．0 mL elicitor／50 mL medium and by 73％with the

treatment of 10／1mol／L jasmin acid(JA)，respectively．JA had little inhibitory effect on the growth of

fairy roots．Conclusion The fundation has been established for further oplimizing the proper cultural

system for C．obtusifolia hairy roots and regulating the secondary melabolite．
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发根农杆菌Agrobacterium rhizogenes感染植

物后能引起植物产生毛状根。发根农杆菌中含有致

使植物产生毛状根的Ri质粒，在vir区基因产物协

助下，Ri质粒中的T—DNA片段转移进植物核基因

组中，就导致了毛状根的大量出现[1]。由于毛状根培

养时生长迅速且不需添加外源激素，拥有亲本植株

的次级代谢途径，遗传的稳定性，处于分化状态等特

点，引起了人们的浓厚兴趣。用发根农杆菌诱导药用

植物产生毛状根，寻求建立适合生产次生代谢产物

的培养系统，已成为药用植物培养系统的一个研究

热点‘2～4|。

决明Cassia obtusifolia L．种子为常用中药，主

要含蒽醌类化合物。现代医学证明，决明子具有保肝

作用，能显著降低血浆胆固醇和甘油三酯的含量，降

血压，并能抑制血小板凝聚。许多蒽醌类化合物如大

黄素、大黄酸、大黄酚一1一甲醚、大黄酚一8一甲醚等都具
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有上皮生长因子受体酪氨酸蛋白激酶抑制剂活性[5j。

本研究选用发根农杆菌LBA9402菌株诱导决

明外植体，产生毛状根，建立毛状根离体培养体系，并

研究不同激素与诱导子对决明毛状根生长及蒽醌类

化合物合成的影响，为进一步筛选适宜的决明毛状根

培养系统并调控次生代谢产物的研究奠定了基础。

1材料与方法

1．1 无菌外植体的制备：决明种子采自河南邓州，

经北京大学药学院陈虎彪教授鉴定为C．obtusifolia

L．。决明种子用0．1％HgCl：浸12 min，用无菌水冲

洗3次，用灭过菌的滤纸吸干种子表面水分，置MSo

(不添加任何激素)琼脂培养基上，25℃光照培养，

2 d后种子伸出胚根，4 d后种子伸出子叶，待子叶完

全张开后，剪下子叶切成小块，作为遗传转化用的外

植体。

1．2 激素与诱导子：本实验采用的3种生长素为

2，4一D(2，4-二氯苯氧乙酸)、IAA(吲哚乙酸)和

NAA(萘乙酸)，分别取0．1、0．5、1．0 mg／mI。3种

质量浓度进行试验；所用真菌为黑曲霉Aspergillus

niger，每50 mL培养基按1．0、1．5、2．0、2．5 mL诱

导子加入到培养基中；所用茉莉酸(jasmonic acid，

JA)浓度为0．1、1．0、10．0、100．0 pmol／L。

1．3发根农杆菌的活化：发根农杆菌LBA9402在

附加50 mg／L卡那霉素(Kanamycin)的YMB琼脂

培养基上划板培养。挑取单菌落接种于YMB液体

培养基中，25℃，150 r／min振荡培养，过夜。

1．4 毛状根的诱导：将外植体置于MS。琼脂培养

基上，25℃，每天光照16 h，预培养2～3 d后，用于

转化。将外植体浸于已活化的菌液中20～30 min，

用灭过菌的滤纸吸干外植体表面菌液，置于MS。琼

脂培养基上，25 0C，慢射光下培养。共培养3～5 d

后，转移到附加25 mg／L卡那霉素、200 mg／L头孢

霉素的MS。琼脂培养基上(抗性培养基)除农杆菌，

一般在接种10 d后，外植体上即有不定根长出，待

根长到1．5 cm以上时，剪下转移到上述抗性培养基

继续培养杀菌，每2周一次，直至完全除菌。取完全

除菌的毛状根转移到MS。液体培养基中，建立毛状

根离体培养体系。

1．5 Ri质粒转化根的鉴定：采用Southern blotting

杂交技术，用32P标记的Ri质粒T—DNA上的rolC

做探针，与决明毛状根DNA杂交，结果表明，由发

根农杆菌LBA9402诱导的毛状根DNA有明显的

杂交信号，而来源于未转化植物材料的DNA则无

杂交信号，证明Ri质粒上的T—DNA已转移并整合

到决明细胞核基因组中。

1．6决明毛状根生物量的测定：收获决明毛状根培

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 min，80℃烘干，称

干重。

1．7 真菌诱导子的制备：黑曲霉接种于马铃薯葡萄

糖液体培养基中(每升培养基中含葡萄糖2 g，20％马

铃薯浸汁100 mL)，于普通摇床上110 r／rain、25℃、

暗培养6 d收获。悬浮培养的菌球抽滤，加入10倍体

积的蒸馏水，匀浆，匀浆液于高压灭菌锅(121℃)中

处理20 min，抽滤，滤液即为真菌诱导子。采用苯酚一

硫酸法测定其总糖质量，以葡萄糖为对照品。

1．8蒽醌类化合物的测定

1．8．1 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。用注射器吸取每

管中上清液，通过滤膜滤于1．5 Eppendorf管中，通

风橱中挥干溶剂后准确加入2 mL甲醇，液相色谱

测试。

1．8．2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对照品，将它们共同溶于丙

酮一甲醇(1；1)的溶液中，定容成25 mL作为对照

品储备液，取1 mL该储备液定容于25 mL量瓶中

作为测试对照品溶液。

1．8．3 HPLC色谱条件：TSP PlOO高效液相色谱

仪，TSP UVl00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1 mL／min，检测波长为254 nm。

1．8．4标准工作曲线的绘制：精密称取对照品，各

约2．50 mg分别置于10 mL量瓶中，加乙腈定容，

即为对照品液。分别取对照液适量，混合，用乙腈定

容至一定体积，得到9种质量浓度的系列对照品溶

液，用以测定标准工作曲线。

对各对照品分别求得标准工作曲线，其中x为

质量浓度(／-g／mL)，Y为峰面积，，．为相关系数。

芦荟大黄素：y一31．377 86 X一1．411 11，r=

0．999 6，线性范围0．63～50．60 pg／mL。大黄酸：

Y一23．961 57 X一27．973 33，r一0．998 7，线性范

围0．70～56．00 pg／mL。大黄素：y一20．316 95 x一

11．073 49，r一0．997 0，线性范围0．25～49．00肛g／

mL。大黄酚：Y一32．541 91 X一0．873 36，r=

0．999 8，线性范围0．22～43．00 pg／mL。大黄素甲
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醚：Y一22．705 38 X一2．756 62，r一0．999 8，线性

范围0．29～57．60}tg／mL。

1．8．5测定与分析：在上述色谱条件下，用HPLC

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。

2结果

2．1决明毛状根的生长曲线：决明毛状根在接种后

第5～20天为对数生长期，20 d后毛状根逐渐成熟，

35 d毛状根完全老化；在第20～35天毛状根向培养

基中释放大量的游离蒽醌化合物(图1)。据此将毛

状根的周期选为35 d较为合适。在MS。(无激素的

MS)液体培养基中建立起的决明毛状根离体培养体

系，每隔一个月继代培养1次。决明毛状根在MS液

体培养基中悬浮培养情况见图2。

图1离体培养决明毛状根的生长动态

Fig．1 Time course of hairy root growth of

C．obtusifolia in MS liquid medium

图2 MS液体培养基中悬浮培养的决明毛状根

Fig．2 Hairy root of C．obtusifo“a

in MS liquid medium

2．2 不同激素对毛状根生长和游离蒽醌化合物合

成的影响：本实验采用3种激素(2，4-D、IAA、

NAA)，取3种不同的质量浓度，以期找到适合决明

毛状根生长和蒽醌类化合物合成的激素种类和质量

浓度，结果见表1。2，4一D对决明毛状根生长及蒽醌

类化合物合成均不利，NAA虽对毛状根生长有抑

制作用，却明显促进蒽醌类化合物的合成。其中0．5

mg／L的NAA可使毛状根中蒽醌类化合物的质量

浓度提高4倍。而IAA虽对毛状根生长有促进作

用，但对蒽醌类化合物合成的促进作用不明显。因此

综合生物量和次生产物合成两方面，确定NAA为

决明毛状根培养最适外源激素。

2．3 真菌诱导子对毛状根生长和游离蒽醌化合物

合成的影响：本实验选用黑曲霉作为真菌诱导子，取

4种不同的量加到培养基中，考察真菌诱导子对毛

状根生长和游离蒽醌化合物合成的影响，结果见表

2。黑曲霉诱导子对毛状根生长影响不大，却明显促

进蒽醌类化合物的形成，其中每50 mL培养基加入

2．0 mL诱导子可使蒽醌类化合物总量增加2倍多。

表1不同种类激素对决明毛状根生长及葸醌

化合物合成的影响

Table 1 Effect of different phytohormones on growth

and anthraquinone production of hairy root

of C．obtusifolia

表2黑曲霉诱导子对决明毛状根生长

及蒽醌化合物合成的影响

Table 2 Effect of A．niger elicitor concentration

on growth and anthraquinone production

of hairy root of C．obtusifolia

2．4茉莉酸对毛状根生长和游离蒽醌化合物合成的

影响：本实验在培养基中加入4种不同浓度的茉莉

酸，旨在探讨茉莉酸对决明毛状根的生长和蒽醌类化

合物形成的作用，结果见表3。JA对决明毛状根中蒽

醌类化合物合成具有明显的促进作用，其中10

肛mol／L作用最强，蒽醌类化合物总量比对照提高
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表3茉莉酸对决明毛状根生长及葸醌化合物合成的影响

Table 3 Effect of JA on growth and anthraquinone

production of hairy root of C．obtusifolia

73％，JA对毛状根生长有抑制作用，但不太显著。

3讨论

许多报道表明，毛状根都能在无激素的培养基

上快速自主生长，并迅速繁殖。据报道，有的植物毛

状根在适宜的条件下，其生长速度比非转化根快

100～1 000倍。本实验中决明毛状根在液体培养基

中呈现出正常离体器官的生长模式，具有快速生长

特性。

尽管毛状根具有激素自主性，能在无激素的培

养基上正常生长，但适当的加入外源激素仍能促进

毛状根生长及次生产物合成。然而，激素种类不同对

毛状根的作用也不同。有报道，IAA对茜草Rubia

tinctorum毛状根生长和蒽醌类化合物的合成均有

促进作用[61；1 mg／L NAA可使甜舌草Lippia

dulcis毛状根中hernandulcin的量增加100％口o；

NAA和IBA能显著促进人参毛状根的生长，其中

0．5 mg／L IBA对人参毛状根的生长和总皂苷积累

的促进作用最明显[8]。本实验结果表明NAA为决

明毛状根培养最适外源激素。

植物激素对植物细胞中各种酶的合成和活性具

有调节作用。激素可以通过促进合成或抑制降解来

增加酶的活性。植物激素对酶活性的调节可以帮助

人们从分子水平上进一步探讨激素的作用机制。研

究证明，生长素和细胞分裂素可以调节蛋白质的代

谢，并且对植物基因的表达有显著的调节作用[9]。由

此可以推测，植物激素之所以能影响毛状根的生长

及次生代谢产物的合成，可能由于其对某些基因的

调控，影响了蒽醌类化合物生物合成中某些关键酶

合成的缘故。

真菌诱导子是来源于真菌的一种确定的化学信

号。在植物与真菌的相互作用中，能快速、高度专一

和选择地诱导植物特定基因的表达，进而活化特定

次生代谢途径，积累特定的目的次生产物。

利用真菌诱导子作为调控植物次生代谢，进而

提高目的次生产物含量的一种手段，已在植物组织

和细胞培养中得到广泛应用。真菌诱导子对毛状根

的作用也有报道。在菊科植物Bidens elba毛状根培

养中加入疫霉菌Phytophthora spp．菌丝提取物，使

多炔类含量显著提高[1⋯。万寿菊毛状根培养物经黑

曲霉菌丝体匀浆物处理，会促进噻吩成分的积累，比

对照提高85％m]。长春花毛状根培养中加入曲霉菌

Aspergillus spp．匀浆物，可使阿吗碱和长春花碱分

别提高66％和19％口2|。本实验中发现，黑曲霉诱导

子可明显促进决明毛状根中蒽醌类化合物的积累。

茉莉酸和茉莉酸甲酯是近年研究极为热门的一

类新的芳香类物质，具有多种生物活性，它作为一类

信号转导物，在植物细胞培养中，它们诱导次生代谢

物形成过程中基因的转录激活，最终导致次生代谢

物的合成[1 3|。在毛状根培养上的应用，有报道在长

春花的毛状根培养物中加入茉莉酸，可使阿吗碱的

量提高80％D4]。在本实验决明毛状根的培养中，JA

同样对蒽醌类化合物合成具有明显的促进作用。
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氮、磷对丹参生长及丹参素和丹参酮ⅡA积累规律研究

韩建萍1’2，梁宗锁h

(1．中国科学院、水利部水土保持研究所，陕西杨凌712100；2．北京师范

大学资源学院资源药物与中药资源研究所，北京 100875)

摘要：目的研究氮、磷肥对丹参生长发育及次生代谢物的影响。方法采用大田试验与室内分析相结合的方

法。结果氮对丹参素及丹参酮Ⅱ。的积累表现了负面的效应，随施氮量的增加，丹参素及丹参酮Ⅱn的质量分数

逐渐减小。磷肥对于丹参素和丹参酮Ⅱn的积累表现正效应。施用磷肥可以缓解施氮造成的丹参素和丹参酮1I一的

下降。丹参酮Ⅱn和丹参素的积累高峰值均出现在150 d左右。结论施氮有利于丹参产量的增加，施磷有利于丹

参素和丹参酮Ⅱn的积累。

关键词：丹参；丹参素；丹参酮ⅡA；积累
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Regulation of Salvia miltiorrhizae growth and danshensu and tanshion lI A

accumulation under nitrogen and phosphorus

HAN Jian—pin91～。LIANG Zong—SU01

(1．Institute of Soil and Water Conservation，Ministry of Water Conservancy，Chinese Academy of Science，Yangling

712100，China；2．Institute of Natural Medicine and Chinese Medicine Resources，College of Resource

Science and Technology，Beijing Normal University，Beijing 100875，China)
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丹参Salvia miltiorrhiza Bunge为常用活血祛瘀

的重要中药，每年的需要量较大，为满足市场需求，各

地开始进行大面积人工栽培。而当野生药材转化为人

工种植时，植株的生长条件得到了优化，药材的品质也

会有不同程度的变化，各种栽培措施对丹参次生代谢

物的合成有一定的影响。有研究表明：丹参酮与根直径

呈负相关[1’2]，氮、磷肥作为一种常见的增产措施，已被

广泛采用，但有关该措施对丹参产量及其次生代谢物

的影响的研究并不多见，本实验研究规范化栽培中氮、

磷对丹参生长发育及次生代谢物的影响，试图寻找出

氮、磷与丹参产量及其次生代谢物积累之间的规律，为

合理栽培丹参提供理论依据。

1材料与方法

本实验于天士力商洛药业有限公司的丹参基地

进行。种植材料来源于商南丹参基地培育的丹参苗。

0～60 cm土层的土壤基本理化性质为：有机质10．2

g／kg、全氮0．7 g／kg、速效氮67．5 mg／kg、速效磷

14．9 mg／kg、速效钾130．9 mg／kg、有效铁16．8

mg／kg、有效铜1．6 mg／kg、有效锰12．1 mg／kg、有

效锌0．8 mg／kg。

试验方案见表1，重复3次，小区面积24 m2，氮

肥的1／3做基肥，另外的2／3做追肥，磷肥全部做基

肥。丹参苗于2002年3月8日移栽入试验小区，6

月开始取样，每30 d取样1次。测定根鲜重、根干

重、地上部分鲜重、地上部分干重、根长、根粗、根数、

株高。保存干样用于测定丹参酮ⅡA和丹参素。生长
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