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［摘要］　目的：研究不同激素对冬凌草花瓣愈伤诱导及次生代谢产物含量的影响。方法：以冬凌草花瓣为外植
体，在１／２ＭＳ附加不同激素配比的培养基上诱导愈伤组织，ＨＰＬＣ法测定冬凌草甲素、乙素的含量，研究不同处理对
愈伤组织诱导及次生代谢产物的影响。结果：当ＮＡＡ的浓度过高时将会引起冬凌草花瓣愈伤组织的褐化。在一定浓度
范围的６ＢＡ可以促进冬凌草花瓣愈伤组织中冬凌草乙素的生物合成。１／２ＭＳ＋６ＢＡ２０ｍｇ·Ｌ－１＋２，４Ｄ０５ｍｇ·Ｌ－１为
冬凌草花瓣愈伤组织诱导最佳培养基。结论：不同激素对冬凌草花瓣愈伤组织的诱导及冬凌草乙素的含量影响不同，

为进一步研究冬凌草愈伤组织的培养提供了依据。

［关键词］　冬凌草；花瓣；愈伤组织；激素；甲素；乙素

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤｉｆｆｅｒｅｎｔＰｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅｏｎＣａｌｌｕｓＴｉｓｓｕｅＩｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆＲａｂｄｏｓｉａｒｕｂｅｓｃｅｎｓ（Ｈｅｍｓｌ）
ＨａｒａＰｅｔａｌａｎｄｔｈｅＡｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＭａｉｎＳｅｃｏｎｄａｒｙＭｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

ＪＩＡＸｉｎｇｙｕａｎ

（ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００００，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅｏｎｃａｌｌｕｓｔｉｓｓｕｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆＲａｂｄｏｓｉａｒｕｂｅｓｃｅｎｓ
ｐｅｔａｌａｎｄｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｏｆｍａｉｎｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓＭｅｔｈｏｄｓ：ＷｉｔｈＲｒｕｂｅｓｃｅｎｓｐｅｔａｌｓａｓｅｘｐｌａｎｔ，ｔｈｅｃａｌｌｕｓｗａｓ
ｉｎｄｕｃｅｄｏｎ１／２ＭＳｍｅｄｉｕｍｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｏｒｉｄｏｎｉｎ，
ｐｏｎｉｃｉｄｉｎｃｏｎｔｅｎｔＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｃａｌｌｕｓｔｉｓｓｕｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｏｆｍａｉｎｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄＲｅｓｕｌｔｓ：ＮＡＡ ｉｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅ，ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄＮＡＡ ｅａｓｉｌｙｌｅｄｔｏｃａｌｌｕｓ
ｂｒｏｗｎｉｎｇ６ＢＡｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｐｏｎｉｃｉｄｉｎｏｆｃａｌｌｕｓｔｉｓｓｕｅｉｎｔｈｅｃｅｒｔａｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅＴｈｅｂｅｓｔｍｅｄｉｕｍｏｆ
ｉｎｄｕｃｉｎｇｃａｌｌｕｓｗａｓ１／２ＭＳ＋６ＢＡ２０ｍｇ·Ｌ－１＋２，４Ｄ０５ｍｇ·Ｌ－１Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｅａｃｈｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅｈａｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｆｆｅｒｅｎｔ
ｏｎｃａｌｌｕｓｔｉｓｓｕｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｏｆｐｏｎｉｃｉｄｉｎＴｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｉｅｓｏｎｔｈｅｃａｌｌｕｓ
ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｏｆＲｒｕｂｅｓｃｅｎｓ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｒａｂｄｏｓｉａｒｕｂｅｓｃｅｎｓ；ｐｅｔａｌ；ｃａｌｌｕｓｔｉｓｓｕｅ；ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅ；ｏｒｉｄｏｎｉｎ；ｐｏｎｉｃｉｄｉｎ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１５．４．０１７

冬凌草为唇形科香茶菜属多年生草本或亚灌木

植物碎米桠Ｒａｂｄｏｓｉａｒｕｂｅｓｃｅｎｓ（Ｈｅｍｓｌ）Ｈａｒａ的干燥
的上部分。碎米桠产于我国河南、山西、贵州、河

北等地。具有清热解毒、活血止痛等功效，同时对

治疗食管癌、结肠癌均有一定疗效［１］。研究表明冬

凌草中的主要抗癌、抗菌活性成分为二萜类化合物

（冬凌草甲素、冬凌草乙素）［２］、迷迭香酸。

目前国内外关于冬凌草叶片愈伤组织的诱导及

分化研究较多［３５］，但对其花瓣组织诱导的研究未见

报道。不同激素对愈伤组织的诱导及次生代谢产物

含量有不同的作用，如不同激素对白及愈伤组织总

酚含量的影响［６］中，２，４Ｄ促进白及愈伤组织褐化。
因此通过添加不同配比激素促进冬凌草花瓣愈伤组

织的形成及其次生代谢产物合成，为冬凌草组织培

养快繁体系的建立提供新的途径。此外，植物愈伤

组织的诱导是进一步研究再生植株的必要步骤以及

·９７３·
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建立植物细胞悬浮系的基础，通过正交试验法研究

不同激素组合对冬凌草花瓣愈伤组织的诱导及次生

代谢产物合成的影响，为冬凌草细胞悬浮培养材料

的筛选奠定基础。

１　实验材料与方法

１１实验材料

实验材料为实验室内冬凌草无菌苗花瓣。

１２实验方法

１２１不同配比激素条件下冬凌草花瓣愈伤组织的
诱导　将冬凌草无菌苗花瓣剪成０２ｃｍ×０２ｃｍ大
小块状，分别接种于１／２ＭＳ加不同激素配比的培养
基中（如表１所示），在光照１２ｈ·ｄ－１、（２５±１）℃、
无菌条件下培养。第２０ｄ统计诱导率，褐化率。

表１　不同激素配比
／ｍｇ·Ｌ－１

编号 ６ＢＡ ＮＡＡ ２，４Ｄ

１ １ ０２ ０

２ １ ０４ ０２

３ １ ０８ ０５

４ １５ ０２ ０２

５ １５ ０４ ０５

６ １５ ０８ ０

７ ２ ０２ ０５

８ ２ ０４ ０

９ ２ ０８ ０２

１２２冬凌草有效成分含量的测定　第２０ｄ，取出
不同激素配比条件下得到的愈伤组织，称重后放置

于烘箱中，８０℃烘至恒重，用研钵研成粉末，备
用。采用ＨＰＬＣ法，测定冬凌草甲素、乙素含量（干
重含量），具体提取、测定方法如下。

１２２１供试品溶液的制备　精密称取０１０ｇ的冬
凌草愈伤组织粉末，置于１００ｍＬ的具塞三角瓶中，
加入 ３０ｍＬ的甲醇，称重，静置 ３０ｍｉｎ，超声
３０ｍｉｎ后放置室温，补足重量，摇匀，用 ０２２μｍ
微孔滤膜过滤即得，作为供试样品测定冬凌草甲素

含量［７］，每个样品重复３次。精密称取０１０ｇ的冬
凌草愈伤组织粉末，置于１００ｍＬ的具塞三角瓶中，
加入３０ｍＬ的丙酮，称重，静置３０ｍｉｎ，水浴回流
９０ｍｉｎ后放置室温，补足重量；摇匀，过滤，吸取
过滤液２０ｍＬ，水浴蒸干，用甲醇定容于１０ｍＬ容

量瓶中；摇匀，用０２２μｍ微孔滤膜过滤即得，作
为供试样品测定冬凌草乙素的含量［８］，每个样品重

复３次。
１２２２色谱条件的选择　Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５，Ｗａｔｅｒｓ
２４８９紫 外 检 测 器；色 谱 柱 为 ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢＣ１８
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；冬凌草甲素流动相∶甲
醇水（５５∶４５），冬凌草乙素流动相∶甲醇０５％磷酸
水溶液（５１∶４９）；检测波长为 ２３８ｎｍ，流速为
０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为３０℃。

２　结果与分析

２１不同激素对冬凌草花瓣愈伤组织诱导的影响

冬凌草花瓣接种于不同激素组合的培养基上，

第三天花瓣向上卷曲并开始长大，随着培养时间延

长花瓣越长越大，第七天的部分花瓣变成透明状态，

第十二天部分愈伤组织开始形成，第十七天不同激

素配比条件下冬凌草花瓣愈伤出现褐化现象，但不

同激素组合对冬凌草花瓣愈伤组织的诱导及褐化作

用不同（见表２）。

表２　不同激素配比对冬凌草愈伤组织诱导及
次生代谢产物的影响

编号 接种数
诱导率

（％）
褐化率

（％）
甲素

／ｍｇ·ｇ－１
乙素

／ｍｇ·ｇ－１

１ ８０ ９１７ ９６１ ００ ００８２

２ ８０ ８５２ ００ ００ ００８１

３ ８０ ７５０ ００ ００ ００８３

４ ８０ １０００ １０００ ００ ００８２

５ ８０ １０００ ８４６ ００ ００７５

６ ８０ ６００ ３５０ ００ ００８０

７ ８０ ８８０ ９００ ００ ００９６

８ ８０ ９１７ ９５０ ００ ００９１

９ ８０ １０００ ００ ００ ００９０

由表２可以得出不同激素配比条件下冬凌草花
瓣愈伤组织的诱导率差异性不显著，将花瓣接种到

上述９种培养基中后，冬凌草花瓣愈伤组织的诱导
率在６０％１００％之间，６号诱导率为６０００％，相对
较低，其中４、５、９号诱导率最高为１００００％。其
他诱导率在７５％９０％之间。但是不同激素配比条件
下所诱导的冬凌草愈伤组织褐化现象差异显著。上

述结果表明不同激素配比条件下冬凌草花瓣愈伤组

织中冬凌草甲素含量为０ｍｇ·ｇ－１。
通过ＳＰＳＳ分析软件对上述结果进行相关性分析

·０８３·
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结果如表３。

表３　不同激素对冬凌草花瓣愈伤诱导及
次生代谢产物影响的相关性分析

６ＢＡ ２，４Ｄ ＮＡＡ 诱导率 褐化率 乙素

６ＢＡ １ ０ ０ ０１２７ ０２７９ ０６８４

２，４Ｄ １ ０ ０３２４ －０１１９ ０２３

ＮＡＡ １ －０５１９ －０７８８ －０１０６

诱导率 １ ０２７６ ０２１７

褐化率 １ ００９５

乙素 １

　　注：表中表示显著相关，Ｐ＜００５。

由表３可以得出冬凌草花瓣愈伤组织的诱导与
６ＢＡ、２，４Ｄ成正相关，与 ＮＡＡ成负相关，但是
相关性不显著。ＮＡＡ与冬凌草花瓣愈伤组织的褐化
成显著的负相关，相关系数为 －０７８８（Ｐ＜００５），
上述结果表明ＮＡＡ是冬凌草花瓣愈伤组织诱导较为
重要的一种激素，当ＮＡＡ的浓度过高时将会引起冬
凌草花瓣愈伤组织的褐化。６ＢＡ与冬凌草花瓣愈伤
组织中冬凌草乙素的生物合成成正相关相关系数为

０６８４（Ｐ＜００５），随着６ＢＡ浓度增加愈伤组织中
冬凌草乙素的含量相对提高，当其浓度为２ｍｇ·Ｌ－１

时浓度达到最高，若再增加６ＢＡ的浓度愈伤组织中
冬凌草乙素的变化有待进一步研究。

３　讨论与结论

本实验应用组织培养的方法研究了不同激素对

冬凌草花瓣愈伤组织诱导的影响，实验结果表明

ＮＡＡ是冬凌草花瓣愈伤组织诱导较为重要的一种激
素，当ＮＡＡ的浓度过高时将会引起冬凌草花瓣愈伤
组织的褐化。６ＢＡ可以在一定浓度范围内促进冬凌
草花瓣愈伤组织中冬凌草乙素的生物合成，但其浓

度超过２ｍｇ·Ｌ－１以后，若再增加６ＢＡ冬凌草花瓣
愈伤组织中冬凌草乙素的变化有待进一步研究。上

述结果中９号激素条件下冬凌草花瓣愈伤组织诱导
率为１００００％，褐化率为０００％，且冬凌草乙素含
量相对较高，综合考虑将９号激素条件作为冬凌草
花瓣愈伤组织诱导的最佳条件选择。９种激素配比
条件下冬凌草花瓣愈伤组织中冬凌草甲素的含量均

为０ｍｇ·Ｌ－１。故不同激素均不能刺激冬凌草甲素的
生物合成。与冬凌草组织培养中主要次生代谢产物

积累动态的研究结果相同［９］，培养过程中随着细胞

脱分化的进行冬凌草甲素含量逐渐降低，在细胞分

化初期、芽分化初期含量为零，随着植物器官的再

生，冬凌草甲素含量逐渐上升，这说明冬凌草甲素

的生物合成可能与冬凌草植株内特定的组织或器官

有关，而愈伤组织细胞往往缺少特定组织或器官，

使得其次生代谢产物一冬凌草甲素的合成不能够进

行。冬凌草植株再生过程中冬凌草甲素积累机制的

研究表明［１０］，冬凌草培养物内叶绿素、丙酮酸的含

量、可溶性蛋白与冬凌草甲素积累有相互促进的关

系，冬凌草内主要次生代谢产物冬凌草甲素为二萜

类化合物，该代谢产物的形成是以光合产物为基础，

冬凌草愈伤时期不能进行光合作用故冬凌草甲素的

生物合成受到限制。大量研究表明，萜类物质生物

合成在植物发育过程中由于控制时间和地点的不同

使这一过程的调控变得较为复杂，总的来说可分为

空间调控和阶段调控［１１］。阶段调控主要指萜类化合

物的产生与植物的发育过程有密切的相关性。如药

用植物青蒿中有效成分青蒿素的形成、积累及分布

不仅具有较强的组织特异性，而且与植株的生长发

育（尤其是开花）存在着一定的相关性。辣椒中的辣

椒素只有在生殖生长的后期才能在果皮中合成并积

累［１２］。本实验为进一步研究研究冬凌草愈伤组织的

培养提供了依据。
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４２溶剂系统的调整

本文根据二苯乙烯苷在上下相中的分配系数 Ｋ
值对高速逆流色谱的溶剂体系进行调整。一般来说，

Ｋ＜０５，出峰太快，峰之间的分离度较差；Ｋ＞２出
峰时间较长，峰形变宽，最佳 Ｋ值应在 １０左
右［１０］。本研究适当增大了正己烷的比例，使得上相

的疏水性更强，二苯乙烯苷在上相中的溶解度减小。

最终测得的二苯乙烯苷在溶剂体系中的 Ｋ值为
１１９６，出峰时间较合适，分离度较好。本研究中分
离纯化二苯乙烯苷的方法避免了大孔吸附树脂等柱

色谱分离时的吸附损失和大量的溶剂消耗，为制备

高纯度的二苯乙烯苷提供了一种简单可行的途径。
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