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不同理化因素对天山雪莲组培苗生长及总黄酮量的影响 
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摘  要：目的  研究不同理化因素对天山雪莲组培苗生长和总黄酮生物合成的影响。方法  测定不同理化因素影响下天山雪

莲组培苗干质量和总黄酮量。结果  利于天山雪莲生长及黄酮积累的培养条件：MS 培养基附加 6-BA 0.5 mg/L，NAA 0.05 
mg/L，氮源浓度 40 mmol/L，NH4

+-NO3
−比例为 15︰25，碳源蔗糖质量浓度 40 g/L，pH 值 5.0～6.0，光照强度 2 500 lx，温

度 25 ℃。结论  各项最佳培养条件的组合总体上可以促进天山雪莲生长和总黄酮生物合成，氮源、碳源和温度对天山雪莲

生长及总黄酮量的影响最为明显。 
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Effects of different physicochemical factors on growth of tissue culture seedlings 
and accumulation of total flavonoids in Saussurea involucrata 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of physicochemical factors on the growth and total flavonoids accumulation of 
Saussurea involucrata. Methods  The dry weight and total flavonoids accumulation in multiple seedings of S. involucrata were 
measured. Results  The optimal cultural condition for the growth and total flavonoid accumulation of S. involucrata was as 
following: MS culture medium adding 6-BA 0.5 mg/L + NAA 0.05 mg/L, 40 mmol/L of nitrogen source, NH4

+-NO3
− (15︰25), 40 g/L 

of carbon sucrose, pH values 5.0－6.0, illumination intensity of 2 500 lx, temperature 25 ℃. Conclusion  The optimal culture 
conditions could significantly improve the growth and total flavonoids accumulation of S. involucrata. And the nitrogen, carbon, and 
temperature have the most obvious effects on the growth and total flavonoids accumulation of S. involucrata. 
Key words: Saussurea involucrata Kar. et Kir.; tissue culture; physicochemical factors; flavonoids; nitrogen; carbon 

 
天山雪莲 Saussurea involucrata Kar. et Kir. 又

名新疆雪莲、雪莲花，为菊科凤毛菊属植物，是我

国高山地区的一种稀有名贵中药。天山雪莲含有黄

酮、生物碱、雪莲内酯等多种有效成分，其中黄酮

为主要成分。天山雪莲具有清热解毒、活血化瘀、

抗炎镇痛、祛风除湿等功能，多用于风湿性关节炎、

月经不调、肾虚腰痛、肺寒咳嗽、胎衣不下等症的

治疗[1-4]。本实验在天山雪莲无菌培养条件下，研究

了不同理化因子对天山雪莲组培苗生长及总黄酮量

的影响，对提高天山雪莲有效成分产率，实现大规

模生产具有重要意义。 
1  材料 

所用材料为本实验室继代培养的天山雪莲组

培苗，经中国医学科学院北京协和医学院药用植

物所郭顺星研究员鉴定为天山雪莲 Saussurea 
involucrate Kar. et Kir.。芦丁对照品购自中国药品

生物制品检定所（批号  00809705）。其他试剂均

为分析纯。
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2  方法 
2.1  组培苗的培养 

天山雪莲组培苗在（25±1）℃下培养，光照强

度为 1 000～1 500 lx，12 h/d，组培苗接种在 MS＋
6-BA 0.5 mg/L＋NAA 0.05 mg/L 培养基上，4 周继

代 1 次。选取植株大小和高矮基本一致的天山雪莲

组培苗，在超净工作台上分别接种到不同的供试培

养基中。接种干质量为 0.082 4 g/瓶，每组实验设置

10 个重复。接种后第 27 天测定天山雪莲组培苗干

质量和总黄酮量。 
2.2  氮源对天山雪莲生长及总黄酮生物合成的影响 

调节 MS 培养基中的总氮（NH4NO3 和 KNO3）

浓度分别为 5、10、20、40、60、80 mmol/L，考察

天山雪莲干质量和总黄酮生物合成量。 
保持 MS 培养基中总氮浓度为 40 mmol/L，调

节 NH4
+-NO3

−比例分别为 0︰40、5︰35、10︰30、
15︰25、20︰20、25︰15、30︰10、35︰5 和 40︰0，
考察天山雪莲干质量和总黄酮生物合成量。 
2.3  碳源对天山雪莲生长及总黄酮生物合成的影响 

分别采用葡萄糖、果糖、蔗糖、乳糖和可溶性

淀粉单独作碳源，质量浓度均为 30 g/L，考察天山

雪莲干质量和总黄酮生物合成量。 
采用蔗糖作碳源，使质量浓度分别为 10、20、

30、40、50、60、70 g/L，比较天山雪莲干质量和

总黄酮生物合成量。 
2.4  培养基 pH 值对天山雪莲生长及总黄酮生物合

成的影响   
调节培养基 pH 值，使其分别为 1.0、2.0、3.0、

4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0，考察天山雪莲

干质量和总黄酮生物合成量。 
2.5  光照强度对天山雪莲生长及总黄酮生物合成

的影响   
分别采用 1 000～1 500、1 500～2 000、2 000～

2 500、2 500～3 000 lx 光照强度进行培养，考察天

山雪莲干质量和总黄酮生物合成量。 
2.6  温度对天山雪莲生长及总黄酮生物合成的影响   

分别采用 5、15、25、30 ℃进行培养，考察天

山雪莲干质量和总黄酮生物合成量。 
2.7  培养条件的组合对天山雪莲生长及总黄酮生

物合成的影响   
MS 培养基为基本培养基附加 6-BA 0.5 mg/L，

NAA 0.05 mg/L 的基础上，采用氮源浓度为 40 
mmol/L；NH4

+-NO3
−比例为 15︰25；碳源为蔗糖，

质量浓度 40 g/L；pH 值 5.0～6.0；光照强度 2 000～
2 500 lx；温度 25 ℃，考察天山雪莲干质量和总黄

酮生物合成量。 
2.8  天山雪莲生长的测定   

组培苗收获时用蒸馏水把支持物冲洗干净，晾

干，50 ℃烘干至恒质量，称量得干质量。 
2.9  培养物中总黄酮的分析   

总黄酮量采用分光光度法[5-6]：将干质量 0.2 g 组

培苗用 80%乙醇 10 mL 超声提取 20 min，浸泡一夜，

再超声提取 20 min，滤过，吸取滤液 0.5 mL，加 4.5 
mL 蒸馏水和 5% NaNO2 0.3 mL，摇匀，放置 6 min，
再加 10% AlCl3 0.3 mL，摇匀，静置 6 min，加 4% 
NaOH 4 mL，最后加蒸馏水至 10 mL，510 nm 处测

得吸光度（A）值。用芦丁对照品以同样方法得标准

曲线方程 C＝85.925 6 A－0.830 98，r＝0.999 2，其

中 C 为总黄酮量，线性范围 10～60 mg/L。 
2.10  统计方法 

以上实验均为单因子实验，重复 3 次，所有数

据表示为 sx ± ，实验数据用 SPSS 13.0 软件的

One-Way Anova 分析后，进行 t 检验。 
3  结果与分析 
3.1  氮源浓度对天山雪莲生长及总黄酮生物合成

的影响 
当氮源总浓度为 40 mmol/L 时，天山雪莲生长

量和总黄酮合成量均达到最大，天山雪莲组培苗生

长量达到 0.399 6 g/瓶，总黄酮量为 4.96%。当氮源

总浓度＞40 mmol/L 时，再增加氮源浓度，天山雪

莲组培苗生长量及总黄酮类生物合成量并没有随之

继续增加。保持 MS 培养基中总氮浓度为 40 
mmol/L，当 NH4

+-NO3
−比例为 15︰25 时，组培苗生

长量和总黄酮量均达到最大，分别为 0.369 8 g/瓶和

5.42%，结果见表 1、2。 

表1  氮源对天山雪莲生长和总黄酮量的影响 ( ± = 10x s,  n ) 
Table 1  Effects of nitrogen source on growth and total flavor- 

noids accumulation of S. involucrata ( ± = 10x s,  n ) 

总氮浓度 / (mmol·L−1) 干质量 / (g·瓶−1) 总黄酮 / %
 5 0.23±0.05 c 3.96±0.40 c
10 0.29±0.04 b 4.23±0.44 b
20 0.39±0.03 a 4.89±0.51 a
40 0.40±0.04 a 4.96±0.49 a
60 0.30±0.05 b 4.15±0.50 b
80 0.29±0.05 b 4.13±0.47 b

不同字母表示 P＜0.05 时有统计学差异，下同 
Different letters indicate significant difference at P<0.05, same as below  
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表 2  NH4
+-NO3

−比例对天山雪莲生长和总黄酮量的影响

( ± = 10x s,  n ) 
Table 2  Effects of NH4

+-NO3
− on growth and total flavonoids 

accumulation of S. involucrata ( ± = 10x s,  n ) 
NH4

+-NO3
− 干质量 / (g·瓶−1) 总黄酮 / % 

0︰40 0.19±0.02 d 3.79±0.43 d 
5︰35 0.28±0.01 b 4.54±0.51 c 

10︰30 0.32±0.02 b 5.16±0.47 a 
15︰25 0.37±0.02 a 5.42±0.50 a 
20︰20 0.25±0.03 c 5.00±0.51 b 
25︰15 0.21±0.02 c 4.08±0.49 d 
30︰10 0.21±0.02 c 3.76±0.40 d 
35︰5 0.18±0.03 d 3.50±0.46 e 
40︰0 0.15±0.02 d 3.12±0.44 e 

3.2  碳源及其浓度对天山雪莲生长及总黄酮生物

合成的影响 
结果表明蔗糖最有利于天山雪莲组培苗的生

长，收获干质量和总黄酮量均达到最高。采用蔗糖

作碳源，随着蔗糖量的增加，植株生长增快，总黄

酮量增加，在蔗糖量 40 g/L 时植株生长和黄酮类化

合物的合成达到最高，平均每瓶苗干质量达0.346 8 g，
总黄酮量为 4.79%。此后，再增加蔗糖浓度，天山

雪莲组培苗的生物量和总黄酮量并没有随之继续增

长，所以将 40 g/L 作为实验中蔗糖的用量，结果见

表 3、4。 
表3  碳源对天山雪莲生长和总黄酮量的影响 ( ± = 10x s,  n ) 

Table 3  Effects of carbon source on growth and total 
     flavonoids accumulation of S. involucrata 

( ± = 10x s,  n ) 

碳 源 干质量 / (g·瓶−1) 总黄酮 / % 
葡萄糖 0.37±0.02 a 4.23±0.17 b 
果糖 0.29±0.03 b 4.01±0.12 c 
蔗糖 0.38±0.02 a 4.80±0.15 a 
可溶性淀粉 0.31±0.01 b 4.34±0.10 b 

表 4  蔗糖浓度对天山雪莲生长和总黄酮量的影响

( ± = 10x s,  n ) 
Table 4  Effects of sucrose concentrations on growth and 

total flavonoids accummlation of S. involucrata 
( ± = 10x s,  n ) 

蔗糖 / (g·L−1) 干质量 / (g·瓶−1) 总黄酮 / % 
10 0.22±0.01 c 3.26±0.43 d 
20 0.27±0.02 b 3.90±0.50 c 
30 0.32±0.02 a 4.33±0.47 b 
40 0.35±0.02 a 4.79±0.38 a 

50 0.31±0.03 a 4.32±0.46 b 

60 0.28±0.02 b 4.30±0.51 b 

70 0.24±0.02 b 4.01±0.49 c 

3.3  培养基 pH 值对天山雪莲生长及总黄酮生物合

成的影响 
由图 1 可知，天山雪莲对培养基 pH 值有较大

的适应范围，其中 pH 5.0～6.0 适合天山雪莲生长

和总黄酮生物合成。组培苗生物量（干质量）在 pH 
5.0 时达到最高为 0.31 g/瓶，是 pH 1.0 时组培苗生

物量（收获干质量 0.09 g/瓶）的 3.44 倍，pH 10.0
（收获干质量 0.174 g/瓶）时的 1.76 倍；总黄酮量在 
pH 6.0 时达到最高为 3.43%，是 pH 1.0 时总黄酮量

（2.1%）的 1.63 倍，pH 10.0（2.05%）时的 1.67 倍，

说明过高和过低的 pH 值都不适合天山雪莲生长和

总黄酮生物合成。所以天山雪莲培养的最佳 pH 为

5.0～6.0。 

 

 
图 1  培养基 pH 值对天山雪莲生长和总黄酮生物合成的影响 

Fig. 1  Effects of pH values in media on growth and total 
flavonoids biosynthesis of S. involucrata 

3.4  光照强度对天山雪莲生长及总黄酮生物合成的

影响 
图 2 表明光照强度为 2 000～2 500 lx 更利于天山

雪莲组培苗的生长，收获干质量达到最高 0.362 3 g，
总黄酮量也达到了 3%；光照强度在 2 500～3 000 lx
时总黄酮量达到最大为 3.05%。考虑到生物增长量

及节约能源等方面，采用 2 000～2 500 lx 作为天山

雪莲组培苗的光照强度。 
3.5  温度对天山雪莲生长及总黄酮生物合成的影响 

由图 3 可知，随着培养温度的升高，天山雪莲

组培苗生物量不断增加。当温度为 25 ℃，此时组

培苗生长量达到最大 0.42 g/瓶，总黄酮量为 4.78%。 
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图 2  光照强度对天山雪莲生长和总黄酮生物合成的影响 

Fig. 2  Effects of illumination intensity on growth and total 
flavonoids biosynthesis of S. involucrata 

 
图 3  温度对天山雪莲生长和总黄酮生物合成的影响 

Fig. 3  Effects of temperature on growth and total 
    flavonoids biosynthesis of S. involucrata 

总黄酮生物合成适宜温度为 5 ℃，总黄酮合成量达

到最大为 5.28%。温度为 30 ℃时组培苗生长开始

受到抑制，叶片开始发黄，收获干质量为 0.40 g/瓶，

总黄酮量下降仅为 4.71%。综合考虑，选择培养温

度为 25 ℃。 
3.6  培养条件组合对天山雪莲生长及总黄酮生物

合成的影响 
组合各项最佳培养条件经过 27 d 培养，天山雪

莲组培苗生长量可达到 0.371 2 g/瓶，是基本培养条

件下（0.269 0 g/瓶）的 1.38 倍；总黄酮合成量为

5.58%，是基本培养条件下总黄酮产量（4.35%）的

1.28 倍。说明各项最佳培养条件的组合总体上可以

促进天山雪莲生长和总黄酮生物合成。 

4  讨论 
本实验证明高浓度的氮（包括 NH4

+和 NO3
−）

会抑制总黄酮合成，而硝态氮（NO3
−）在总氮中量

大于 40%时更有利于天山雪莲生长和总黄酮积

累，这一现象与杨睿 [7]、Lamine[8]、Pedro[9]、

Nussbaumer[10]、Wang[11]和瞿凯荣[12]等报道相一致。

此外，天山雪莲生长及其总黄酮的量呈正相关，这

与杨睿等[7]研究的结果相一致，认为氮是一种重要

的大量元素，其与植物生长和基因表达的信号传导

有关，硝态氮（NO3
−）可提高氨基酸和蛋白质量，

改变激素量，同时调节碳代谢，从而影响总黄酮的

生物合成。 
碳源是植物组织培养不可缺少的物质，其不仅

能给外植体提供能量，而且也能维持一定的渗透压。

碳源的种类及碳源的浓度大小不仅影响组培苗的生

长速度，而且还影响组培苗的生长状态和总黄酮

的生物合成。天山雪莲组培苗培养中蔗糖浓度为

40 g/L，有利于苗的生长和总黄酮的积累。 
培养基 pH 值会影响其矿质元素的存在状态，

从而影响植物对元素的吸收和利用。pH 5～6 适于

天山雪莲的生长和总黄酮的合成。植物的营养元素

的吸收过程会因为培养基 pH 高低而不同，从而影

响其呼吸代谢、多胺代谢与脱氧核糖核酸合成、植

物激素进出细胞等作用，进而直接或间接地影响植

株形成[13-15]。大多数植物种类要求 pH 值在 5.0～6.0。 
光照对诱导分化通常是必要的，可激活某些酶

的活性以及光诱导的叶绿体或叶绿体代谢产物的存

在[16-17]。光强为 2 000～2 500 lx 时天山雪莲组培苗

生长量达到最大；随着光照强度的增加天山雪莲总

黄酮量逐渐增加。天山雪莲生长于高海拔强紫外线

的环境中，可能高的光照强度对其次生代谢产物如

黄酮类化合物合成更有利。 
一般植物组织培养的温度在 20～25 ℃。次生代

谢产物的积累对温度的依赖性因不同的植物而异[15]。

根据本研究结果，天山雪莲组培苗生长适宜温度为

25 ℃，总黄酮生物合成适宜温度为 5 ℃。温度升高

对天山雪莲组培苗生长和总黄酮生物合成有抑制作

用。综合考虑天山雪莲培养适宜温度是 25 ℃。 
本实验各项最佳培养条件的组合总体上可以促

进天山雪莲生长和总黄酮生物合成。在各种理化因子

中氮源、碳源和温度对天山雪莲生长及总黄酮生物合

成的影响最为明显，对此将开展进一步的实验研究，

为天山雪莲资源的开发和利用奠定理论基础。 
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