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但并不影响扩增结果，但高盐低pH法所提DNA呈

棕色，含有较多抑制酶活性的多酚类物质。为消除多

酚类物质对扩增的影响，本研究参照其他研究者的

经验，在RAPD反应体系中添加BSA，用于减少内

源抑制物的干扰作用[1州。结果证实，对于杂质多的

样品，添加BSA是可以改善扩增效果的。据报道

BSA的一个可能作用机制是作用于多酚体系，通过

其上富含赖氨酸的阳离子与多酚化合物的阴离子相

互作用而消除内源的多酚类化合物，阻止它们与

Taq酶结合，从而提高酶的活性，改善扩增效果[1“。

致谢：本研究分子生物学实验在西南农业大学

蚕桑学重点实验室完成。
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肉苁蓉愈伤组织培养及所含有效成分量的研究
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摘 要：目的 为扩大和提高肉苁蓉Cistanche deserticola资源的利用效率。方法 以肉苁蓉肉质茎的不同组织部

位作为外植体，采用正交实验方法，筛选诱导愈伤组织产生的不同培养基和培养条件，并继代培养。应用HPLC方

法对愈伤组织培养物中松果菊苷和洋丁香苷(毛蕊花糖苷)的量进行测定。结果 肉苁蓉肉质茎的维管组织部分是

诱导愈伤组织的最适外植体，鳞片叶次之，髓组织部分诱导效果较差。在暗培养、25～27℃条件下以B5为基本培

养基附加6-BA(0．5～2 mg／L)与IAA(o．5～1．5 mg／L)诱导愈伤组织效果最佳；在半光照(光培养10 h／d，暗培

养14 h／d)条件下，愈伤组织生长正常，最佳继代时间为25～30 d。愈伤组织培养物中松果菊苷和洋丁香苷(毛蕊花

糖苷)达4．37％。结论筛选出了适宜的肉苁蓉愈伤组织培养方法，且培养物中主要药用有效成分松果菊苷和洋丁

香苷(毛蕊花糖苷)的量达到并超过了《中国药典》要求(o．3％)的标准。
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Abstract：Objective In order to explore and improve the utilization efficiency of Cistanche deserticola

resources．Methods The different tissue parts of fleshy stem of C．deserticola were tested as the explants

and cultured on various culture media and condition for callus induction and subculture by orthogonal test．

The content of acteoside in callus was determined bv HPLC．Results The vascular tissue parts of fleshy

stem of C．deserticola was optimum explants of callus induction。the following was scale lear。while pith

tissue was relatively bad．Under 25 C一27。C conditions，B5 as basic media and adding 6一BA(O．5—2

mg／L)and IAA(0．5—1．5 mg／L)was able to achieve the best effect of callus induction by growing in the

dark．Under given half light(the light culture was 10 h／d，the dark culture was 14 h／d)conditions，the

growth of callus was normal，the optimum time of subculture was 25—30 d．The content of echinacoside

and acteoside in callus was 4．37％．Conclusion The optimized culture method of callus of C．deserticola

iS obtained and the content of the primary medical constituent in callus has beed up tO or even over the

standard(0．3％)in Pharmacopoeia of China．

Key words：Cistanche deserticola Y．C．Ma；fleshy stem；callus；acteoside；echinacoside

肉苁蓉Cistanche deserticola Y．C．Ma为列当

科肉苁蓉属多年生寄生草本植物，具肉质茎，属珍稀

药用植物，生长在干旱荒漠中。内含生物碱、黄酮类、

苯乙基糖苷、环烯醚萜苷等多种活性成分[1’2]，药用

价值很大。肉苁蓉具有补肾、益精、润肠、提高人体免

疫功能、抗衰老、抗疲劳等多种功能。多年来人们利

用的肉苁蓉全部为天然资源，由于市场需求量日益

增大，造成滥采乱挖严重。另外，肉苁蓉生长环境十

分恶劣，并具有独特的寄生生物学特性，野生资源严

重匮乏，成为濒危植物[3]。为扩大和保护野生资源，

人们开始从多种途径解决肉苁蓉的繁殖问题，进行

了人工栽培研究，并有成功报道[4]，但由于技术局限

性较大，推广应用还存在一些问题。利用组织培养技

术，诱导愈伤组织，提取药用活性成分的方法在许多

药用植物研究方面被采用[s“]。对肉苁蓉这类资源

少、难繁殖的药用植物采用愈伤组织培养技术提取

药用活性成分的研究更加重要。国内对肉苁蓉愈伤

组织的诱导研究有过研究报道[7’8]，但对肉苁蓉愈伤

组织物质中毛蕊花糖苷与松果菊苷定量测定的报道

较少。本试验对肉苁蓉的肉质茎进行了系统的愈伤

组织诱导和培养研究，并按照2005年版《中国药典》

一部[93的方法和标准，对其主要药用有效成分松果

菊苷和毛蕊花糖苷的量进行了测定，为利用愈伤组

织提取药用活性成分奠定基础。

1材料和方法

1．1材料：试验材料肉苁蓉C．deserticola Y．C．

Ma肉质茎采自内蒙古阿拉善左旗苏海图苏木乌兰

布和沙漠中(标本由宁夏大学马德滋教授鉴定)。

1．2方法

1．2．1外植体处理：肉苁蓉的肉质茎共有3个部分

构成：茎外部覆瓦状排列的鳞片叶；维管束呈环状排

列的维管组织部分；中心的髓组织部分。将肉苁蓉肉

质茎用自来水和蒸馏水反复冲洗干净后，分成3个

部分：鳞片叶、维管组织、髓组织作为诱导愈伤组织

的外植体。在超净工作台上，先用70％乙醇浸泡

1 min，再用0．1％升汞浸泡9 min，然后再用无菌水

冲洗3～5次，用灭菌滤纸吸干表面水分，分别切成

0．5 cm×0．5 cm×0．3 cm的小块，接种到不同的诱

导培养基上。

1．2．2 愈伤组织诱导和培养条件：实验所选择的基

本培养基为MS、B5培养基，附加植物激素(2，4一D；

6一BA；NAA等)，培养基中加蔗糖30 g，琼脂5．5 g／

L，培养基的pH值为5．8。在暗培养条件下诱导愈

伤组织，培养温度为25～27。C，在半光照条件下(光

照10 h／d)，进行愈伤组织继代培养，光照强度为

1 500～2 000 lx，结合自然光照800 lx左右。采用正

交实验方法，应用正交表L。(34)，对各因素进行了3

个水平试验筛选，见表1、2。

表1植物激素正交实验因素水平表

Table 1 Factors and levels of orthogonal test

of plant hormones

表2植物激素与培养条件正交实验因素水平表

Table 2 Factors and levels of orthogonal test of

plant hormones and culture condition

水

亚

因 素

愈伤组织 蔗糖／％6-BA／(mg·L_1)NAA／(mg·L_1)
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1．2．3 愈伤组织生长量测定：参考于荣敏等方

法[5]。以愈伤组织干质量为生长指标，所得结果为

10个平行试样的平均值。

1．2．4愈伤组织中毛蕊花糖苷和松果菊苷测定：采

用高效液相色谱法测定。Agilent 1100高效液相色

谱仪；Agilent 1100 LC色谱工作站；G1313A自动

进样器；G1316A柱温箱；G1314A紫外检测器，

G1311A四元泵；G1379A脱气机。波长334 nm。毛

蕊花糖苷C。。H。。0。。对照品(中国药品生物制品检定

所，批号：1530)，松果菊苷对照品(中国药品生物制

品检定所，批号：111670—200401)。色谱条件下系统

适用性试验，对照品溶液的制备，供试品溶液的制

备，测定方法和定量计算均按2005年版《中国药典》

一部进行凹j。

2结果与分析

2．1愈伤组织诱导

2．1．1 诱导愈伤组织最佳外植体筛选：将消毒后并

分割成3个部分的外植体，在MS培养基上分别进

行接种，培养基中附加2，4-D 1．0 mg／L、6-BA 2．0

mg／L、NAA 1．0 mg／L。在暗培养条件下诱导愈伤

组织。接种4 d后，组织块开始变褐色，7 d后开始有

不同程度的膨大。鳞片叶和髓组织整体膨大，维管组

织在表层上长出一层黄褐色的膨大组织。10 d以后

膨大组织出现裂缝，愈伤组织从裂缝处产生。愈伤组

织诱导率最高的外植体是维管组织部分，见表3。

表3不同外植体愈伤组织诱导结果

Table 3 Results of callus induction on various explants

外植体接种数／块出愈时间／d出愈数／块诱导率／％ 愈伤组织形态

维管组织 51 16 30 59．5 白色、颗粒大、疏松

壁塑堡 !! !! ! !!：! 皂鱼：塑些查：堕丝

2．1．2基本培养基对愈伤组织诱导的影响：文献报

道口’8]，对多种基本培养基进行筛选认为，MS和B5

为诱导肉苁蓉愈伤组织的最适基本培养基，因此，选

择了肉质茎维管组织部分为外植体，MS和B5培养

基作为基本培养基，附加2，4一D 1．0 mg／L、6-BA

2．0 mg／L、NAA 1．0 mg／L。在暗培养条件下诱导

愈伤组织。诱导结果表明，B5培养基中接种的维管

组织的愈伤组织诱导率达到78．2％，最早出愈时间

为14 d，愈伤组织淡黄色，质地疏松，分散性好。MS

培养基中接种的维管组织的愈伤组织诱导率为

58．62％，最早出愈时间为16 d，愈伤组织白色，颗粒

较大，紧实。

2．1．3植物激素对愈伤组织诱导的影响：选择B5

为基本培养基，按照表1设计对几种植物激素：2，4一

D、6-BA、NAA不同质量浓度和组合对愈伤组织诱

导的影响进行筛选。以B5为基本培养基，植物激素

最佳组合为A。B。C。即诱导愈伤组织的最佳组合为

B5+2，4一D 1．0 mg／L+6-BA 2．0 mg／L+NAA

0．5 mg／L，愈伤组织诱导率最高。表4极差尺值可

看出，激素NAA对诱导愈伤组织影响较大，影响较

小的激素是2，4～D。从表5结果可知，3种植物激素

对愈伤组织的诱导率差异均无显著性。

表4植物激素诱导愈伤组织极差分析表

Table 4 Analysis of extreme difference of plant

hormones on callus induction

表5愈伤组织诱导率方差分析表

Table 5 Variance analysis of callus induction rate

方差来源 离差平方和 自由率 均方 F值

Z，4一D 91．74 2 45．87 0．70

6一BA 109．47 2 54．75 0．84

IAA 345．07 2 172．54 2．64

误差 130．54 2

总和 676．82 8

Fo．05一19．00 Fo 01—99．01

2．1．4培养条件对诱导愈伤组织的影响：选择了合

适的培养基后，通常培养条件对外植体愈伤组织的

诱导影响也比较大，对诱导条件进行了正交试验，结

果见表6。

表6不同培养条件正交设计及诱导结果

Table 6 Orthogonal design and induction results

under various culture conditions
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光照是主要影响因子，其次是pH、琼脂浓度，温度的

影响较小。

2．2愈伤组织继代培养

2．2．1 愈伤组织继代培养基和培养条件：外植体上

诱导出的愈伤组织生长25 d左右开始变褐，20 d时

将愈伤组织及时切下进行继代培养，以后每25 d继

代1次。继代的基本培养基为B5，在暗培养条件下

生长缓慢，在半光照(10 h／d)条件下生长速度明显

加快。采用正交实验方法L。(34)，对外植体、植物生

长调节物质和蔗糖浓度在半光照(10 h／d)培养条件

下的生长情况进行了筛选，愈伤组织生长量为生长

52 d时的结果，见表7。在半光照(10 h／d)条件下，

对愈伤组织生长影响较大的培养条件是蔗糖浓度，

其次是激素6-BA和NAA，而采用愈伤组织o～2

代材料培养对愈伤组织生长的影响不是主要因素。

方差分析结果(表8)表明这几种因素对愈伤组织的

生长量影响差异均无显著性。

表7植物激素与培养条件正交设计表及结果

Table 7 Orthogonal design and results of plant

hormones and culture conditions

2．2．2愈伤组织生长与褐化：愈伤组织在培养初期

生长缓慢，在O～10 d属于生长延迟期，生长速度接

近于0，此阶段后期生长略有加快，在15～25 d内，

生长速度明显加快，生长量增加显著，是延迟期的

6．3倍，25～30d生长最快，生长速度是延迟期的
a

A

表8愈伤组织生长■方差分析表

Table 8 Variance analysis of callus growth

Fo．05—19．00 Fo．01—99．01

14．5倍，愈伤组织的最佳继代时间是25～30 d。45

d后愈伤组织生长量下降到与延迟期相当的水平，

且开始褐化，50 d后褐化加重，彻底停止生长。愈伤

组织生长曲线见图1。
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图1 肉苁蓉愈伤组织生长曲线

Fig．1 Time-curve of callus growth of C．deserticola

2．3愈伤组织物质中有效成分的测定：将在B5培

养基中继代培养40 d左右的愈伤组织取出并自然

干燥后，应用《中国药典)2005年版一部方法对愈伤

组织中毛蕊花糖苷和松果菊苷进行测定，结果见图

2。经换算肉苁蓉愈伤组织培养物中松果菊苷达

3．92％，洋丁香苷(毛蕊花糖苷)可达0．45％；野生

肉苁蓉肉质茎中松果菊苷达2．59％，毛蕊花糖苷

1．40％。

0 5 10 15 20 25 30

f／min

a一松果菊苷 b一毛蕊花糖苷

a—．echinacoside b．．acteoside

图2松果菊苷和洋丁香苷(毛蕊花糖苷)对照品(A)、肉苁蓉愈伤组织(B)、野生肉苁蓉(c)的HPLC图谱

Fig．2 tlPLC Chromatogram of echinaeoside and acteoside reference substances(A)，callus(B)，and C．deserticola(C)

3 讨论 质茎中维管组织部分诱导肉苁蓉愈伤组织是最合适

对药用植物肉苁蓉进行愈伤组织的诱导研究对 的外植体，在适宜的培养条件下可以诱导产生大量愈

扩大和保护自然资源具有重要的意义。肉苁蓉以其肉 伤组织。愈伤组织继代条件与诱导条件略有不同。

质茎入药，肉质茎的粗度通常在10 cm左右，利用肉 对于药用植物，特别是一些濒危药用植物，利用
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愈伤组织培养提取药用活性成分是一种行之有效的

方法。郭志刚[53等对盐生肉苁蓉愈伤组织培养方法

与苯乙醇苷化合物合成进行了研究，认为愈伤组织

中的主要成分与天然肉苁蓉基本相同。于荣敏等[63

对银杏愈伤组织培养和其代谢产物银杏内酯进行了

研究，筛选出了银杏内酯高产细胞系，银杏内酯量达

万分之一，与天然植物的量相当。

笔者利用高效液相色谱技术对野生肉苁蓉肉质

茎和由肉质茎诱导出的愈伤组织物质中主要药用活

性成分麦角甾苷的测定比较，证明了愈伤组织培养

物质中含有较高质量浓度的毛蕊花糖苷。《中国药

典>>2005年版一部[9]中对肉苁蓉药材质量标准的要

求中明确指出，样品干样中松果菊苷(C。。H。。O。。)和

毛蕊花糖苷(C：。H。。O，。)的量应不低于0．3％。测定

的愈伤组织干物质中松果菊苷(C。。H。。O。。)和毛蕊花

糖苷(C。。H。。O。。)的量为4．37％，野生肉苁蓉肉质茎

为3．99％。充分说明利用肉苁蓉愈伤组织培养技术

来提取药用有效成分是可行的，可以减少对自然资

源的采挖压力。

References：

[1]Jin X L，Su Y K．Research survey in pharmacology of

Cistanche deserticola[J]．Chin Tradit Herb Drugs(中草药)，

1993，24(10)：550—552．

E21 Xu z H，Yang J s，Lu R J，et a1．Studies on the chemical

constituents of cesertliving cistanche(Cistanche deserticola)

[J]．Chin Tradit Herb Drugs(中草药)，1999，30(4)：244—

246．

[3]Fu L G．China Plant Red Data Book(中国植物红皮书)I-M]．

Beijing：Science Press。1992．

F4]Yang J Q，Zhang x Y，Chai S z．Technology of planting

Haloxylon ammodendron and Cistanche deserticola EJ]．Mod

Agric(现代农业)，2002，(12)：14—15．

[5]Guo Z G，Yu J M，Liu R z，et a1．Studies on culture of

Cistanche salsa callus and synthesis of phenylethanoid

glycosides l-J]．Chin Tradit Herb Drugs(中草药)，2004，35
(2)：204—207．

[6]Yu R M，Zhao H L，Zheng Y G，et a1．Studies on the callus

culture of Ginkgo biloba and its metabolites—ginkgolides[J]．

Chin J Biotechnol(生物工程学报)，1999，15(1)：52—58．

[7]Zhong Y H，Chen C Y，Tang Q R，et a1．Studies on calluses

induced from various explants of Cistanche deserticola l-J]．J

Chin Med Mater(中药材)，2001，24(4)：242—243．

[8]Wu x，Li S，Dong X C，et a1．Callus culture of Cistanche

deserticola l-J]．Northwest Pharm J(西北药学杂志)，1998，

15(3)：103—104．

[9]ChP(中国药典)IS]．Vol I．2005．

槲寄生对光合细菌生长的促进作用

杨官娥1’2，张肇铭¨，王玉军1，马怀彦1，白红娟1

(1．山西大学生命科学与技术学院，山西太原030006；2．山西医科大学药学院，山西太原030001)

摘要：目的考察槲寄生对光合细菌生长的促进作用。方法通过光合细菌培养液中不同槲寄生浓度及常规培

养基浓度对光合细菌活菌数的影响、不同浓度槲寄生对光合细菌生长曲线的影响及槲寄生提取液对光合细菌脱氢

酶活性的影响来考察槲寄生对光合细菌生长的促进作用。结果 培养液中添加槲寄生最高可使光合细菌活菌数增

加达8倍以上；而且可以使光合细菌不经过延迟期直接进入指数期，缩短光合细菌的生长周期；且使光合细菌脱氢

酶活性提高8．4倍。结论培养液中添加槲寄生提取物可促进光合细菌生长，提高光合细菌的活力。

关键词：槲寄生；光合细菌；生长促进作用
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Improvement effects of Viscum coloratum on growth of photosynthetic bacteria

YANG Guan—e1“，ZHANG Zhao—min91，WANG Yu—junl，MA Huai—yanl，BAI Hong～juanl

(1．College of Life Science and Technology，Shanxi University，Taiyuan 030006，China；2．School

of Pharmaceutical Sciences，Shanxi Medical University，Taiyuan 030001，China)

Abstract：Objective To study the improvement effects of Viscum coloratum on growth of

photosynthetic bacteria(PSB)．Methods Improvement effect of V．coloratum on growth of PSB was

researched by observing the effects of various V．coloratum concentrations and general culture medium

concentration on the number of alive bacteria，observing the effects of V．coloratum on growth curve of
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