
中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 45 卷 第 4 期 2014 年 2 月 

   

·546· 

凹叶厚朴愈伤组织诱导及其有效成分量变化研究 

马英姿 1，许  欢 1，王志毅 1，张凤宇 1，刘江海 1，王晓明 2 
1. 中南林业科技大学生命科学与技术学院，湖南 长沙  410004 
2. 湖南省林业科学院 无性系重点实验室，湖南 长沙  410004 

摘  要：目的  研究凹叶厚朴愈伤组织的诱导，并对其产生的有效成分厚朴酚与和厚朴酚总量进行检测，以期获得生产药用

成分的新途径，补充药材资源的不足。方法  以不同母株种子幼苗的不同营养器官为外植体，采用不同种类及不同质量浓度

的植物调节剂诱导愈伤组织，并在继代培养基中加入前体化合物 L-苯丙氨酸及 D, L, β-苯丙氨酸对愈伤组织进行诱导培

养；HPLC 法检测不同培养途径获得的愈伤组织中厚朴酚与和厚朴酚量的总和。结果  筛选出最佳愈伤组织诱导培养

基为：B5＋6-BA 2.0 mg/L＋2, 4-D 1.5 mg/L；不同母株种子幼苗诱导的愈伤组织总酚量存在显著差异，质量分数变化范围为

0.004%～0.228%；不同营养器官作为外植体诱导的愈伤组织总酚量存在差异，以幼茎为外植体诱导的愈伤组织总酚量最高

可达 0.25%；继代培养基中添加前体化合物 D, L, β-苯丙氨酸，能有效提高愈伤组织总酚量 8～10 倍。结论  凹叶厚朴愈伤

组织中含有少量的厚朴酚及和厚朴酚，不同的母株种子幼苗及不同幼苗器官诱导的愈伤组织总酚量都有差异，D, L, β-苯丙

氨酸能有效促进愈伤组织中总酚的合成。 
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Callus induction and content variation of major active constituents of Magnolia 
officinalis subsp. biloba 
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Abstract: Objective  To study the callus induction and the content of active components magnolol and honokiol from Magnolia 
officinalis subsp. biloba and to find a new way to obtain medicinal ingredients in order to supplement the medicinal resources. Methods  
Different vegetative organs from different provenances were adopted as explants, and different kinds of plant regulators with different 
concentration were used to induce the callus. The precursor compounds, L-phenylalanine and D, L, β-phenylalanine, were added into the 
subculture medium to induce the synthesis of callus; HPLC method was used to detect the total phenolic content of magnolol and honokiol 
in callus obtained through different culturing ways. Results  The optimal callus induction medium was: B5 + 6-BA 2.0 mg/L + 2, 4-D 1.5 
mg/L; The total phenolic content of callus induced from different provenances had a significant difference in the range of 0.004%—

0.228%; There was difference of total phenolic content in different regetative organs as explants, the callus cultured from young stems had 
the highest magnolol and honokiol content of 0.25%; Adding the precursor compound D, L, β-phenylalanine into the subculture medium 
could effectively improve the total phenolic content of callus by 8—10 times. Conclusion  There is little content of magnolol and 
honokiol in the callus of M. officinalis subsp. biloba, and the synthesis of total phenolic contents are significantly different in the callus 
from different provenances and different organs. D, L, β-phenylalanine could effectively improve the synthesis of total phenolic content in 
callus, and this research has the important significance for sustainable utilization of resources of M. officinalis subsp. biloba. 
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凹叶厚朴 Magnolia officinalis subsp. biloba 
(Rehd. et Wils.) Law.，为厚朴的亚种，已被列入国

家三级珍稀濒危保护植物和国家二级野生中药材保

护植物。主要分布在浙江南部、福建西部、湖南南

部，及贵州东部等地[1]。药用部位为树皮，有效

成分为厚朴酚与和厚朴酚[2]，其量的高低是鉴定

药材质量优劣的依据[3-5]。近年来由于市场需求量

大，野生资源被大量地砍伐，已渐趋枯竭，人工

栽培已成为资源获取的主要途径[6]，但由于凹叶

厚朴生产周期长，达 18 年以上才能利用，短期内

仍不能满足市场，因此资源不足的问题急需解决。

许多珍稀木本植物如红豆杉等都存在资源不足的

现象，国内外对这方面都有相似的研究，主要是

通过愈伤组织诱导，获得细胞化生产手段，提取

所需有效药用成分，以弥补资源的不足[7-9]。凹叶

厚朴中富含多酚类化合物，其组织在诱导及培养

过程中极易被氧化造成褐化现象[10-13]，愈伤组织的

诱导培养极为困难。本研究通过对凹叶厚朴幼苗的

根、茎、叶等不同营养器官进行愈伤组织诱导，并

试图在愈伤组织继代培养基中添加相应的前体化

合物，以期提高愈伤组织中的有效成分量，为开发

凹叶厚朴药用成分细胞化生产途径奠定基础，为实

现资源的可持续性提供方法。 
1  材料 

样品采自湖南省永州市凹叶厚朴基地，经湖南省

林业科学院王晓明研究员鉴定为凹叶厚朴 Magnolia 
officinalis subsp. biloba (Rehd. et Wils.) Law. 的种子。

经过灭菌后培养健壮无菌苗，分别取其根、茎、叶片、

下胚轴等作为外植体，进行愈伤组织诱导。 
厚朴酚与和厚朴酚的对照品购自北京世纪奥科

生物技术有限公司，质量分数≥98%；高效液相色

谱分析仪（仪器型号 LC-2010AHT，日本岛津）。 
2  方法 
2.1  愈伤组织的诱导 
2.1.1  愈伤组织诱导培养基筛选  通过单因素试验

后，选择基本培养基、6-BA、2, 4-D 进行 3 因素 5
水平正交设计，每种处理 30 瓶，每瓶 3 个外植体，

重复 3 次。28 d 后观察记录相关指标。 
2.1.2  不同器官的外植体对愈伤组织诱导的影响  
截取无菌苗的茎段、叶片、下胚轴、根段，分别接

种在同种筛选的培养基上，每种处理 30 瓶，每瓶 3
个外植体，重复 3 次。每 5 天观察 1 次，记录出愈

时间，28 d 统计愈伤组织诱导率和出愈量。 

2.1.3  数据统计  根据公式，对出愈时间和愈伤组

织诱导率进行统计。 
出愈时间＝愈伤组织块直径达到 0.2 cm 以上的天数 

愈伤组织诱导率＝形成愈伤组织的外植体数/接种外植

体的总数 

2.2  愈伤组织总酚量的测定   
2.2.1  色谱条件  Diamonsil C18 柱（150 mm×4.6 
mm，5 μm）；进样量：20 μL；体积流量 1.5 mL/min；
柱温：40 ℃；流动相：甲醇-水（80∶20）；DAD
二极管阵列紫外检测器，检测波长 294 nm[14]。 
2.2.2  对照品溶液的制备  精密称取厚朴酚与和厚

朴酚对照品适量，加甲醇分别制成质量浓度为厚朴

酚 40 μg/mL、和厚朴酚 24 μg/mL 的溶液，即得对

照品溶液。 
2.2.3  供试品溶液的制备  称取干燥愈伤组织粉

末 100 mg，置于棕色锥形瓶中，加入甲醇 25 mL，
称其质量并作记录，采用超声法：40 ℃水浴，超

声提取 90 min，冷却擦干，再称质量并作记录，加

甲醇补足损失的质量，取上清液滤过，即得供试品

溶液。 
2.2.4  标准曲线绘制  取厚朴酚对照品溶液，配制不

同质量浓度：0.1、0.2、0.4、0.8、2.0、4.0、8.0 μg/mL，
同时进样 20 μL，以进样浓度（μg/mL）为横坐标（X），
峰面积为纵坐标（Y），绘制厚朴酚标准曲线，得厚朴

酚标准方程：Y＝32 187X－690.05，r＝0.999 8；取和

厚朴酚对照品溶液，配制成和含厚朴酚 0.06、0.12、
0.24、0.48、1.20、2.40、4.80 μg/mL 的溶液，同时

进样 20 μL，同样方法绘制和厚朴酚标准曲线，得和

厚朴酚标准方程：Y＝32 458X－268.87，r＝0.999 6。 
2.2.5  稳定性试验  取供试品溶液，分别在 0、4、
8、12、24、48 h 进样 20 μL，计算厚朴酚与和厚朴

酚峰面积的 RSD 分别为 1.33%、1.72%，表明供试

品溶液在 48 h 内稳定。 
2.2.6  精密度试验  精密吸取上述对照品溶液 20 
μL，连续重复进样 5 次，测定厚朴酚与和厚朴酚峰

面积值，计算其标准差，结果表明，厚朴酚与和厚

朴酚进样精密度良好，RSD 分别为 1.31%、1.74%。 
2.2.7  重复性试验  按“2.2.3”项供试品制备方法

进行，取同一愈伤组织样品，同时制备 5 份进行测

定，按厚朴酚与和厚朴酚色谱条件进样 20 μL，计

算厚朴酚与和厚朴酚的质量分数及 RSD，结果 RSD
均为 1.87%，说明该方法重复性良好。 
2.2.8  加样回收率  准确量取已知厚朴酚与和厚朴
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酚量的愈伤组织样品溶液 500 μL，加入对照品溶液

500 μL，按照供试品制备及测定方法进行定量测定，

测得厚朴酚与和厚朴酚的加样回收率分别为

99.45%、98.34%，RSD 分别为 1.56%、1.42%。 
2.2.9  样品的测定  根据以上方法，测定愈伤组织

中厚朴酚及和厚朴酚量，并计算总酚量。 
总酚量＝厚朴酚量＋和厚朴酚量 

2.2.10  不同株源及其不同外植体诱导的愈伤组织

总酚量比较  选取 5 个不同母株种子来源的无菌

苗，每个无菌苗分别截取根、茎、叶片、下胚轴 4
个不同的营养器官为外植体诱导愈伤组织，再分别

测定不同的愈伤组织总酚量，每种处理重复 3 次。 
2.2.11  前体化合物对愈伤组织总酚量的影响  选取

MS、B5、WPM 3 种不同的基本培养基进行愈伤组织

继代培养，每种基本培养基里分别添加 L-苯丙氨酸、

D, L, β-苯丙氨酸两种前体化合物，不加前体化合物

的为对照，进行愈伤组织继代培养，培养 28 d 后取

愈伤组织进行定量测定，每种处理重复 3 次。 
3  结果与分析 
3.1  愈伤组织的诱导与培养 
3.1.1  不同部位的外植体对愈伤组织诱导的影响  
从图 1 可以看出，以叶片、下胚轴、根、茎段为外

植体进行愈伤组织诱导时，下胚轴和茎段的诱导率

最高，达 90%以上，其次是叶片，诱导率可达 82%，

根部诱导率最低，低于 40%；从出现愈伤的时间上

看，下胚轴和茎段的出愈时间相差不大，下胚轴诱

导的出愈时间略短些，在培养 5 d 后，下胚轴整体

开始慢慢的膨大形成愈伤，且下胚轴诱导的愈伤组

织生长量最大，根部的愈伤组织生长量最少，但幼

茎比下胚轴的材料更易获取。因此，幼茎与下胚轴

都可作为愈伤组织诱导的最佳外植体。 

 

图 1  不同营养器官为外植体对愈伤组织诱导的影响 
Fig. 1  Effects of different organs as explants  

on callus induction  

3.1.2  最佳愈伤组织诱导培养基选择  以下胚轴为

外植体，选择基本培养基（A）、6-BA（B）、2, 4-D
（C）进行 3 因素 5 水平正交设计（表 1），结果表明，

4 号处理为最佳愈伤组织诱导培养基，即：B5＋6-BA 
2.0 mg/L＋2, 4-D 1.5 mg/L，愈伤诱导率最高，可达

96.7%。极差分析可知，基本培养基、6-BA 浓度、

2, 4-D 浓度对愈伤组织诱导率的影响顺序依次是基

本培养基＞6-BA 浓度＞2, 4-D 浓度。方差分析表

明，因素 A 对愈伤组织诱导率的影响不显著（P＞
0.05）；因素 B 和因素 C 对愈伤组织诱导的影响显

著（P＜0.05），见表 2。 
3.2  不同培养途径获得的愈伤组织总酚量的比较 
3.2.1  不同株源诱导的愈伤组织总酚量的测定  随
机选取 38 个不同母株种子诱导无菌幼苗，分别取其

茎段诱导的愈伤组织样品进行测定，分别测定厚朴

酚与和厚朴酚的量，然后计算总酚量，结果见图 2。
38 个不同母株来源样品总酚量差异明显，厚朴酚量

最低的为 2 号样品，为 0.004%，量最高的为 8 号样

品，为 0.228%，两者差值达 0.224%，差异极显著；

和厚朴酚量最低的为 3 号样品，为 0.002%，质量分

数最高的为 6 号样品，为 0.065%，两者差异为

0.063%，可见，不同母株来源的厚朴酚量的差异更

显著；总酚量最低的为 2 号样品，为 0.006%，最高

的为 8 号样品，总酚量占 0.253%，其结果与厚朴酚

的检测结果相似，说明愈伤组织中总酚的量高低主

要决定于厚朴酚量的高低。 
3.2.2  不同营养器官诱导的愈伤组织总酚量测定  
选取 5 个不同母株种子萌发无菌苗，分别取其不同

营养器官为外植体进行愈伤组织诱导，并检测愈伤

组织中总酚量，结果见图 3。从图 3 中可以看出，

由茎段诱导的愈伤组织中，总酚量普遍高于其他部

位，质量分数在 0.08%～0.25%，其中 5 号样品总酚

量最高，达 0.25%；由根诱导的愈伤组织总酚量在

0.01%～0.05%；由叶片诱导的愈伤组织，总酚量在

0.05%～0.12%；由下胚轴诱导的愈伤组织中总酚的

量 0.02%～0.18%。通过比较分析，凹叶厚朴不同营

养器官为外植体诱导愈伤组织时，其总酚量有显著

差异，由茎段诱导的愈伤组织总酚量最高，是细胞

化生产总酚的最佳外植体。 
3.3  前体化合物对愈伤组织中总酚量的影响 

采用相同母株的种子幼苗茎段诱导出愈伤组织

后，分别采用 MS、B5、WPM 3 种基本培养基继代

培养，并在继代培养基中分别加入 2 种前体化合物，  
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表 1  L25 (35) 正交设计结果 
Table 1  Results of L25 (35) orthogonal design 

处理 A B / (mg·L−1) C / (mg·L−1) 诱导率 / % 直径 / cm 出愈时间 / d

1 B5 0.5 0.1 62.1 0.3 11 

2 B5 1.0 0.5 68.2 0.5 12 

3 B5 1.5 1.0 86.3 0.4 14 

4 B5 2.0 1.5 96.7 0.6 6 

5 B5 3.0 2.0 90.4 0.2 11 

6 MS 0.5 0.5 38.3 1.6 10 

7 MS 1.0 1.0 72.6 1.5 14 

8 MS 1.5 1.5 58.4 1.8 13 

9 MS 2.0 2.0 60.9 1.1 13 

10 MS 3.0 0.1 49.6 0.5 11 

11 1/2MS 0.5 1.0 71.6 1.1 8 

12 1/2MS 1.0 1.5 65.3 1.5 4 

13 1/2MS 1.5 2.0 70.8 0.6 11 

14 1/2MS 2.0 0.1 68.9 0.9 14 

15 1/2MS 3.0 0.5 52.3 1.3 13 

16 3/4MS 0.5 2.0 68.7 0.7 13 

17 3/4MS 1.0 0.1 72.1 1.1 14 

18 3/4MS 1.5 0.5 77.6 0.5 13 

19 3/4MS 2.0 1.0 94.1 0.6 8 

20 3/4MS 3.0 1.5 83.8 1.2 6 

21 WPM 0.5 1.5 79.2 1.8 4 

22 WPM 1.0 2.0 88.7 1.2 16 

23 WPM 1.5 0.1 88.4 1.8 4 

24 WPM 2.0 0.5 87.4 1.5 5 

25 WPM 3.0 1.0 76.1 0.9 7 

K1 403.7 319.9 341.1    

K2 279.8 366.9 323.8    

K3 313.1 381.5 394.4    

K4 305.8 408.0 383.4    

K5 318.2 352.2 379.5    

R 123.9 88.1 70.6    

表 2 方差分析 
Table 2  Analysis of variance  

方差来源 偏度平方和 自由度 变异均方 F 值 P 值

A  2 808.044  4 702.011 12.825 0.287

B    864.052  4 216.013  3.946 0.029

C    817.900  4 204.475  3.736 0.034

误差    656.844 12  54.737   

总和 138 883.330 25    

检测其愈伤组织中总酚量。从图 4 可知，3 种基本

培养基中加入 L-苯丙氨酸时，与对照相比，总酚

量差异不显著，但加入 D, L, β-苯丙氨酸后，3 种

基本培养基的愈伤组织中的总酚量都有显著提高；

特别是以 MS 为基本培养基时，总酚量达到 0.18%，

增高了 7.2 倍；以 B5 为基本培养基时，愈伤组织

总酚量达到 0.06%，提高了 9.6 倍；以 WPM 为基

本培养基时，总酚量达到 0.10%，提高了 1.7 倍。

总之，3 种基本培养基中加入 D, L, β-苯丙氨酸后
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图 2  不同母株来源愈伤组织和厚朴酚、厚朴酚及总酚量的比较 

Fig. 2  Comparison on contents of magnolol, honokiol, and total phenols in callus from different provenances 

 

图 3  不同营养器官诱导的愈伤组织总酚量比较 
Fig. 3  Comparison on total phenolic contents  
       in callus induced from different organs 

 
与对照组比较：**P＜0.01  
**P < 0.01 vs control group   

图 4  2 种前体化合物对愈伤组织中总酚量的影响 
Fig. 4  Effects of two precursor compounds on total  

phenolic contents in callus 

培养产生的愈伤组织，与对照相比，总酚量差异极

显著（P＜0.01）。 
4  讨论 

植物愈伤组织的诱导及生长主要受外植体、培

养基和培养环境三大因素的调控[15-16]，生长调节剂

对愈伤组织的诱导及分化具有十分复杂而重要的影

响。利用凹叶厚朴不同幼嫩的营养器官为外植体， 
在适宜的培养条件下都可以诱导产生愈伤组织，且

愈伤组织中都含有少量的厚朴酚与和厚朴酚，以茎

为外植体诱导的愈伤组织中总酚量普遍偏高。不同

母株来源种子诱导的愈伤组织中总酚量差异较大，

因此，在进行细胞化生产前，必须先筛选出优质的

母株为种子来源。研究证明，在愈伤组织继代培养

时，加入前体化合物 D, L, β-苯丙氨酸对愈伤组织中

总酚的诱导合成有明显的促进作用，可以提高总酚

量 8～10 倍。目前，《中国药典》对药材厚皮中的厚

朴酚的量标准为 2%[17]，本研究中检测到优质母株

来源的愈伤组织中的总酚量可达到 0.25%，今后如

果在此基础上再添加前体化合物诱导，进一步提高

总酚的量，将会使凹叶厚朴细胞化生产有效成分成

为可能，其结果将大大节约自然资源，具有较好的

社会效益和经济效益。 
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