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AFLP更能反映表型的多样性及进化史rs]。由于省

去了酶切，连接等的步骤，整个方法比AFLP操作

简单，相比之下，具有更广泛的应用前景。
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前体和诱导子饲喂黄芩愈伤组织强化黄芩苷生产研究

王梦亮，任撂兴，刘滇生
(山西大学现代化学研究所，山西太原030006)

黄芩Scutellaria baicalensis Georgi为唇形科植

物的干燥根，性寒、味苦，具有清热燥湿、泻火解毒等

功效[1]，含数种黄酮苷。黄芩苷(baicalin)是其主要

有效成分，药理作用最强，具有抑菌抗炎[2]、抗HIV一

1活性‘“4|、抗氧化[5|、抗变态反应[6]和清除自由基[73

等药理作用。因此近年来，临床上对黄芩药材的需求

量大增，黄芩野生资源破坏严重，产量日趋下降，有

的产区种群已濒临灭绝[8]，因此利用植物组织培养

技术对黄芩进行组织培养来生产其有效成分是解决

目前供需矛盾的有效途径之一。

在植物细胞培养中，向培养基中加入目的化合

物生物合成的前体及应用诱导子是提高有用次生代

谢产物产量的有效途径。目前在黄芩愈伤组织培养

研究中，尚未见相关的报道。本实验研究了3种前体

和3种诱导子对黄芩愈伤组织合成黄芩苷的影响，

旨在为黄芩苷的工业化生产提供理论依据。

1材料与方法

1．1 材料：黄芩愈伤组织由本实验室从黄芩试管苗

幼茎诱导而来。培养基为MS培养基(附加0．2 rag／

L IAA和2 mg／L 6-BA)，蔗糖4％，琼脂0．8％，pH

5．8，暗培养，(25士1)℃培养周期为40 d。

1．2添加前体和诱导子实验设计：前体物为乙酸

钠、L一苯丙氨酸和酪氨酸；浓度梯度为0．1、0．5、

1．0、2．0 mmol／L。诱导子为硝酸铈铵、水杨酸和硝

酸银；浓度梯度分别为0．01、0．1、0．5 mmol／L；

0．1、1．0、10 mmol／L；0．01、0．05、0．1 mmol／L。

将新鲜黄芩愈伤组织接种于添加各种前体和诱

导子的固体培养基中并立即置于培养箱中暗培养，

处理时间为40 d。对照为不添加任何前体或者诱

导子。

1．3干、鲜质量测定方法：将培养完成的愈伤组织

用滤纸将表面的水吸去，放在天平上，称其鲜质量，

随后放入烘箱(60℃)烘烤至恒重，再称其干质量，

并可得到细胞的干质量比。

1．4 HPLC法测定黄芩苷

1．4．1 色谱条件[1]：ODS色谱柱(150 mm×4．6
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mm，大连依利特科学仪器有限公司)，流动相：水一甲

醇一磷酸(47：53：0．2)，检测波长：280 nm，柱温：35

℃，进样量：10弘L，体积流量：1 mL／min，按外标法

以峰面积计算供试品溶液中黄芩苷。

1．4．2黄芩愈伤组织提取液的制备：称取0．3 g黄

芩愈伤组织干粉，加50％乙醇80 mL超声提取20

rnin，定容至100 mL，精密移取上清液1 mL于10

mL量瓶中，用甲醇定容，用0．45弘m微孔滤膜滤过

后进样。

1．4．3 对照品溶液的制备：精密称取黄芩苷对照品适

量，用甲醇配成0．172 mg／mL溶液，作为对照品溶液。

1．4．4标准曲线制备：取0．172 mg／mL的对照品

溶液，按一定的比例用甲醇稀释成172、68．8、55．0、

44．0、35．2、28．2、5．64 Fg／mL的溶液，各取10弘L，

注入色谱仪，记录色谱图。以对照品溶液的质量浓度

(C)为横坐标，相应的峰面积(S)为纵坐标得回归方

程：S=30 324 C+24 715，，．一0．999 6，线性范围：

5．64～172弘g／mL。

2结果与分析

2．1前体饲喂对黄芩苷积累的影响

2．1．1 乙酸钠浓度的影响：乙酸钠对黄芩苷的合成

具有促进作用，加入0．5 mmol／L乙酸钠，黄芩苷的

产量最高，是对照的1．76倍，而2 mmol／L乙酸钠

出现了明显的抑制作用。通过黄芩苷量的比较，可以

看出黄芩苷随乙酸钠浓度的变化是起伏波动的，乙

酸钠的最佳浓度应为0．5 mmol／L。

2．1．2 L一苯丙氨酸浓度的影响：只有0．1 mmol／L

的L一苯丙氨酸对黄芩苷的合成有促进作用，随着浓

度的增加，对黄芩苷的抑制作用在增强。

2．1．3酪氨酸浓度的影响：加入一定浓度的酪氨酸

可明显提高黄芩苷的量，加入0．1、0．5 mmol／L的

酪氨酸，黄芩苷的量分别是对照的1．67和1．29倍，

但其浓度大子0．5 mmol／L后出现抑制，并且随着

浓度的增加抑制作用在增强。

2．2诱导子饲喂对黄芩苷积累的影响

2．2．1 硝酸铈铵浓度的影响：0．01 mmo|，7L的硝

酸铈铵可以显著提高黄芩苷的量，比对照提高了

112％，但随着浓度的增加反而出现了抑制。

2．2．2水杨酸和硝酸银浓度的影响：不同浓度的两

种诱导子对黄芩苷的合成均有抑制作用，这可能与

它们均不同程度地抑制了黄芩愈伤组织的生长有

关，因此它们都不是有效的诱导子。

2．3前体与诱导子协同作用对黄芩苷积累的影响：

通过上面的实验可以得知，0．5 mmol／L的乙酸钠

和0．01 mmol／L的硝酸铈铵对黄芩苷积累而言效

果最好，因此将二者同时加入培养基中来观察它们

协同作用对黄芩苷量的影响。暗培养40 d后黄芩苷

的量达到了1．33 g／L，比对照提高了161％，说明二

者的协同作用可以有效促进黄芩苷的积累。

3讨论

黄芩的主要有效成分为黄酮类化合物，根据苯

丙烷类代谢途径示意图凹]，一般认为黄芩苷是经醋

酸一丙二酸途径生成的间苯三酚与经莽草酸途径生

成的肉桂酸结合而生成，所以选择乙酸钠、苯丙氨

酸、酪氨酸为其生物合成的前体物。本实验结果表明

3种前体均能提高黄芩愈伤组织的生物量和黄芩苷

的产量，以0．5 mmol／L的乙酸钠的效果最好，可使

黄芩苷的产量比对照提高76％。

诱导子活化植物次生代谢途径的一个明显的特

点是具有种属专一性，即对特定次生代谢产物进行

选择性诱导，因此对诱导子的筛选成了目前的一个

研究热点[1州。本实验结果也说明了这一点，3种诱导

子中只有硝酸铈铵对黄芩苷的积累而言是一种有效

的诱导子，且还受到浓度的制约，而其他两种诱导子

反而产生抑制作用。

诱导子和前体物的联合应用可大大促进目的产

物的合成，这是因为诱导子和前体分别作用于代谢

合成的不同层面上，相当于在催化反应中在加入底

物的同时加入适量的催化剂，使得整个反应顺利进

行口1|。本实验结果也证明了这一点，0．5 mmol／L的

乙酸钠和0．01 mmol／L的硝酸铈铵的协同作用可

以使黄芩苷的量比对照提高161％，达到1．33 g／L，

这可为工业化生产黄芩苷提供理论依据。
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杭白菊花瓣组织培养的初探

牛颜冰1，姚敏1，孟庆章1，王玉庆1，郭吉刚2，陈占峰3
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杭白菊c矗匆santhemum morifolium Ramat．属

于菊科中的菊花，是一种常用的中药，也是一种提神

饮品[1]。花中含有挥发油0．13％、菊苷、腺嘌呤、黄

酮、胆碱、水苏碱及微量维生素A样物质、维生素

B。、氨基酸及刺槐素等，对中枢神经具镇静作用，而

且有解热、增强毛细血管抵抗力、扩张冠状动脉作

用[2]，另有抗菌、抗病毒、抗炎、抗衰老、抗肿瘤的作

用[3]。可用于目赤疼痛、头痛眩晕、眼花缭乱、风热感

冒、胃痛食少、水肿尿少等症[2]。是浙江省八大名药

材“浙八味”之一。随着国内外医药、食品和饮料加工

业的迅猛发展，作为药食两用的菊花用量急剧增

加[2]。长期以来杭自菊采用分株、扦插等无性繁殖方

法，以及茎尖组织培养方法进行繁殖。前两种方法易

受环境影响，繁殖周期长，而且极易导致病毒感染。

后一种方法虽然取材方便，脱毒率高，脱毒速度快，

能在较短的时间内得到较多的原种繁殖材料，但这

种方法存在的缺点是外植体不易消毒，存活率低[4]，

要求操作熟练且快，因为茎尖长时间暴露在空气中

易失水而死亡，还会存在弱苗试管苗生长缓慢、不生

根等问题。因此脱毒技术相对简单，势在必行。在植

物体内病毒分布不均匀，在分生组织和无维管束的

组织器官中一般无病毒或量少[5~7]。花瓣不仅病毒

量少，而且其组织培养具有取材容易、繁殖系数高的

特点。因此采取花瓣组织培养可获得优良杭白菊种

苗以供生产应用。本试验以杭白菊为试验材料，利用

其花瓣离体培养，通过优化培养技术以便筛选出最

佳的培养基组合，从而提高繁殖系数，获得优良的

试管苗，为以后向生产上示范推广提供优良的

种源。

1试验材料和方法

1．1 试验材料：试验于2005年10月一2006年1

月进行。试验材料源于山西农业大学园艺学院实验

苗圃的杭白菊植株，2005年采自浙江省桐乡市。

1．2试验方法

1．2．1试验条件：以MS培养基为基本培养基，通

过改变激素种类、浓度及添加不同的附加物形成不

同培养基组合。每天的光照时间为12 h，光照强度

为2 500 Ix，培养温度为(25±2)℃。

1．2．2试验材料的获取及消毒：从健康无病虫害的

杭白菊上取饱满且苞片未开裂的花蕾[8]，于自来水

中荡洗1次，再用洗衣粉上清液荡洗1次，自来水荡

洗3次，再用蒸馏水荡洗2～3次，拿入无菌室；在超

净工作台上，按表1的灭菌时间进行灭菌，每次灭菌

剂处理后都用无菌水荡洗4～5次。

表1不同消毒方法对杭白菊花瓣

消毒效果的比较(接种后4 d)

Table 1 Comparison of different sterilization methods

on petals of C．morifolium(after 4 d)

序号70％酒精／s 0．1％HgClz／min 10％NaCIO／min接种数污染率／％

a 一 5 8 100 0

b 一 5 10 220 2

C 45 10——80 0

1．2．3愈伤组织或胚状体的诱导：在无菌条件下，将

无菌材料放在无菌的滤纸上，将其无菌水吸干，再放入
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