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外源激素对何首乌毛状根生长及蒽醌类成分生物合成的影响

!""#$%& ’" !(’)#*’+& ,-.%’-’/0’*#& ’* 123/. 4’’%
5/’6%- 2*7 83’&.*%-#&3& ’" 9*%-/2:+3*’*#& 3* %-# 123/.
4’’% ;+<%+/# ’" !"#$%"&’( (’#)*+#",’(

于荣敏<"，马 娜<，严春艳<，赵 昱!

PQ .’DCKR1D<"，R9 *B<，P9* I>,DKPBD< BD3 ST9U P,!

< 暨南大学药学院，广州 8<#$L!
! 浙江大学药学院，杭州 L<##L<
< !(,,%1% (- 3"+*4+02，’#$+$ 5$#6%*&#/2，7)+$18"() 8<#$L!，!"#$+

! !(,,%1% (- 3"+*4+0%)/#0+, 90#%$0%&，:"%;#+$1 5$#6%*&#/2，<+$18"() L<##L<，!"#$+

摘 要 研究了外源激素对液体培养何首乌毛状根生长及其蒽醌类化合物生物合成的影响。结果表明：外源激素 !，"K4、*99
和 $KV9 对何首乌毛状根的生长及蒽醌生物合成有较大的影响。在 RF 培养基中添加 !，"K4 对何首乌毛状根的生长和蒽醌类化

合物的生物合成有很强的抑制作用，而添加适量浓度 *99 和 $KV9 则可促进何首乌毛状根的生长以及蒽醌类物质的生物合成。
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中药何首乌，又名首乌、赤首乌，为蓼科植物何

首乌（ 3(,21($)4 4),/#-,(*)4 =>,D6)）的干燥块根。

其性微温、气微、味微苦而甘涩，有解毒、消疮痈、润

肠通便等功能，可用于肝肾精血亏虚、头昏目眩、须

发早白等症的治疗［<］。何首乌的化学成分主要为蒽

醌类化合物、卵磷脂以及微量元素等［!］。其中蒽醌

类成分具有上皮生长因子受体酪氨酸蛋白激酶抑制

剂活性［L］。

发根农杆菌（ =1*(>+0/%*#)4 *"#8(1%$%&）中含有致

使植物产生毛状根的 .1 质粒，在 217 区基因产物协

助下，.1 质粒中的 =K4*9 片段转移进植物细胞核基

因组并在其中表达，从而导致了毛状根的大量出

现［"］。毛状根具有生长迅速、遗传性状稳定、激素自

养等特点，它能够合成与原植物含量相当甚至高于



原植物含量的次生代谢产物［!］。影响毛状根生长及

其次生代谢物形成的因素很多，包括培养基、外源激

素、光照以及温度等各种理化因子。其中，外源激素

对毛状根的生长及其次生代谢产物累积的影响愈来

愈受到科学家们的高度关注。本文在前期工作［"，!，#］

的基础上，利用 $%&’ 含量测定方法研究了三种重

要的 外 源 激 素［(，)*+（(，)*,-./01213/45167 8.49-.
8.-,，(，)*二 氯 苯 氧 乙 酸）、:;;（583/9/80454 8.49-.
8.-,，萘乙酸）和 #*<;（#*=45>708?-513@2-54，#*苄基嘌

呤）］对何首乌毛状根生长和蒽醌类化合物生物合成

的影响。

! 材料与方法

!"! 何首乌毛状根的培养

何首 乌 毛 状 根 系 由 本 实 验 室 用 发 根 农 杆 菌

&<;A)B( 感染何首乌无菌苗叶片诱导获得［!］。何首

乌毛状根培养采用含 CBDE& 蔗糖的 FG 液体培养基

为基本培养基。高压灭菌前用 "?10E& :8H$ 调 3$
至 !IJB。将 (B 条生长旺盛长约 !.? 的毛状根根尖

接入装有 "BB?& FG 液体培养基的 (!B?& 三角瓶

中，暗培养，培养温度为 (!K L "K，摇床转速 ""B
2E?-5，每 "! 天继代 " 次。经过 (B 代液体悬浮培养

得到稳定的毛状根培养体系。在进行外源激素研究

时，除特别已说明的条件外，其它条件与基本培养条

件一致。

!"# 仪器与试剂

含量测定在 ;D-0459 ""BB 高效液相色谱仪上完

成，大 黄 酸（ 2/4-5）、大 黄 素（4?1,-5）、大 黄 素 甲 醚

（3/7M.-15）对照品购自中国药品生物制品检定所，氯仿、

磷酸、盐酸均为分析纯，甲醇为色谱纯，水为双蒸水。

!"$ 试验方法

!"$"! 色谱条件：色谱柱：NHO<;P G<*’"Q 柱（!!?，

)I#?? R (!B??）；柱温：CBK；流动相：甲醇*水（含

BI!S磷酸）（QB T (B）；流速：BIQ?&E?-5；检测波长：

)CA5?。

!"$"# 对照品溶液的制备：精密称取大黄酸和大黄

素甲醚各 !IB?D，分别用甲醇溶解，定容至 !B?&；另

精密称取大黄素 !IB?D 用甲醇定容至 (!?&，配成 C
种对照品储备液。取大黄酸、大黄素甲醚储备液各

(?&，大黄素储备液 "?& 于 !?& 具塞试管中，混匀得

到对照品混合液。

!"$"$ 回归方程和线性范围的计算：分别吸取混合

标准溶液及其 "B 倍稀释液 " U "B!& 按上述色谱条

件进样分析，以峰面积积分值为纵坐标，对照品进样

量（5D）为横坐标绘制标准曲线，计算回归方程的回

归系数及截距。

!"$"% 精密度试验：上述色谱条件以混合对照品

!!& 重复进样 "B 次，根据峰面积计算相对标准偏差

（OG+）。

!"$"& 供试品溶液的制备：在基本培养基中分别添

加 (，)*+、:;; 和 #*<;，使其终浓度分别为 B?DE&、

BI"?DE&、BI(?DE&、BIC?DE&、BI)?DE&、BI!?DE&。(",
收获。收获后，测定毛状根干重（+V）。

将收获后自然晾干的何首乌毛状根研磨，取约

CD，精密称定。加 CB?& 甲醇和 (I!?& 盐酸，于 JBK
水浴中回流 "I!/。冷却，过滤，用适量甲醇分次洗

涤容器和残渣，洗液与滤液合并，蒸干，用 CB?& 水

洗出。再用等量氯仿分别萃取 C 次，取氯仿层，合

并，蒸干，用甲醇溶解，置容量瓶中，定容。按上述色

谱条件测定大黄酸、大黄素以及大黄素甲醚含量，每

次取 C 个平行样进行分析，重复 C 次。

!"$"’ 回收率试验：取对照品混合溶液 "?& 加入

"I!D 的样品中。按样品的测定方法提取测定，取 C
次测定的平均值计算回收率。

# 结果与讨论

#"! ()*+ 方法的可行性

图 "、图 ( 为蒽醌标准品 和 毛 状 根 提 取 物 的

$%&’ 谱图。

图 " 蒽醌标准品的 $%&’ 谱图

W-DX " $%&’ 1Y M985,82, 859/28Z@-5154M
"：2/4-5；(：4?1,-5；C：3/7M.-15X

图 ( 毛状根提取液 $%&’ 谱图

W-DX ( $%&’ 1Y 859/28Z@-5154M 1Y /8-27 2119 .@09@24M
"：2/4-5；(：4?1,-5；C：3/7M.-15X
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结果表明，此色谱条件下，在 ! " !##$% 范围内，

大黄酸、大黄素、大黄素甲醚含量与峰面积呈良好的

线性关系。线性方程如下所示：

大黄酸：! & ’()#*!" + )(,))* # & #(,,,,
大黄素：! & *(#-*’" + !(’*#. # & #(,,,,
大黄 素 甲 醚： ! & /(00,)" + -(,*,! # &
#(,,,)
大黄酸、大黄素和大黄素甲醚对照品峰面积积

分值的 123 分别为 #(0)4、#(!04 和 )(-’4，精密

度良好。回收率计算，大黄酸为 ,.(*)4，大黄素为

,,(,04、大黄素甲醚为 ,.(0#4。说明方法准确可

靠。

!"! 外源激素对何首乌毛状根生长及蒽醌生物合

成的影响

!"!"# 基本培养基中毛状根的生物量及其蒽醌类

化合物的含量：基本培养基中培养的毛状根，在 )-5
收获时其干重为 --(0#-%67，大黄酸、大黄素和大黄

素 甲 醚 的 含 量 分 别 为 -#(**!%6%、/-(-*!%6% 和

’(,,!%6% （ 38 ）， 即 -)!(0!%67、 /*!(*!%67 和

0#(#,!%67。

!"!"! )，!93 对何首乌毛状根生长及蒽醌类化合物

生物合成的影响：实验结果显示，)，!93 对何首乌毛

状根侧根的产生以及蒽醌的生物合成有很强的抑制

作用。)(!93 浓度为 #(-:%67 时，毛状根收获时为

)(#.’%67（38），是基本培养条件下的 -0(.4；大黄

酸、大黄素和大黄素甲醚的含量分别为：)(-/!%67，

/(’*!%67 和 0(-,!%67。分别为基本培养条件下的

-(0-4，*(!*4和 -(#/4。)，!93 浓度为 #(-:%67 至

#(’:%67 时，何首乌毛状根的生长以及蒽醌的含量

没有显著变化（图 / 和图 !）。

图 / )，!93 对何首乌毛状根生长的影响

;<%= / >??@AB C? )，!93 C$ BD@ %ECFBD C? DG<EH ECCBI
C? $%&!’%()* *)&+,-%#)*

图 ! )，!93 对何首乌毛状根中蒽醌类化合物生物合成

的影响

;<%= ! >??@AB C? )，!93 C$ BD@ GAAJ:JKGB<C$ C? G$BDEGLJ<$C$@I
<$ DG<EH ECCBI C? $%&!’%()* *)&+,-%#)*

!"!"$ MNN 对何首乌毛状根生长及蒽醌生物合成

的影响：实验结果显示，MNN 对何首乌毛状根侧根

的产生有促进作用。MNN 浓度为 #(-:%67 时，毛状

根生长量为 -!(#.%67（38），是基本培养基条件下

毛状根生长量的 -()# 倍。当浓度为 #(!:%67 时毛

状根生长量为 -0(’!%67（38），是基本培养基的条件

下的 -(’ 倍。到达一定浓度之后，随着 MNN 浓度的

增加，其毛状根的增长幅度减小（图 ’）。

实验结果还表明：MNN 对何首乌毛状根单位质

量中的蒽醌的生物合成有抑制作用。MNN 浓度为

#(-:%67 时单位质量毛状根中的大黄酸、大黄素和

大黄素甲醚的含量略有降低，分别为在基本培养基

条件下的 ,/(*4、.)(-4 和 .,(*4。但是，MNN 对

何首乌毛状根培养体系单位体积蒽醌的生物合成有

促进作用。在 MNN 为 #(!:%67 时，单位培养体积中

何首乌毛状根的蒽醌的生物合成量得到提高。其

中，大黄酸的含量为 -*)(-/!%67，是在基本培养基的

条件下的 -(/ 倍，说明添加适量浓度 MNN，有利于大

黄酸的积累（图 *）。

图 ’ MNN 对何首乌毛状根生长的影响

;<%= ’ >??@AB C? MNN C$ BD@ %ECFBD C? DG<EH ECCBI
C? $%&!’%()* *)&+,-%#)*

-)*于荣敏等：外源激素对何首乌毛状根生长及蒽醌类成分生物合成的影响



图 ! "## 对何首乌毛状根中蒽醌类化合物生物合成

的影响

$%&’ ! ())*+, -) "## -. ,/* 0++12130,%-. -) 0.,/4051%.-.*6
%. ,/* /0%47 4--,6 -) !"#$%"&’( (’#)*+",’(

!"!"# !89# 对何首乌毛状根生长及蒽醌生物合成

的影响：实验结果显示，!89# 对何首乌毛状根侧根

的产生有促进作用。!89# 浓度为 :;<2&=> 时，毛状

根生长量为 <?;@&=>（AB），是基本培养基条件下毛

状根生长量的 <;<@ 倍。当浓度为 :;?2&=> 时毛状

根生长量为 C@;DDE&=>（AB），是在基本培养基条件

下，毛状根生长量的 C;?! 倍。到达一定浓度之后，

随着 !89# 浓度的增加，其毛状根的增长幅度减小

（图 @）。

图 @ !89# 对何首乌毛状根生长的影响

$%&’ @ ())*+, -) !89# -. ,/* &4-F,/ -) /0%47 4--,6 -)
!"#$%"&’( (’#)*+",’(

此外，实验结果还表明：!89# 对何首乌毛状根

单位质量中的蒽醌的生物合成有抑制作用。!89#
浓度为 :;<2&=> 时单位质量毛状根中的大黄酸和大

黄素的含量显著降低，分别为在基本培养基条件下

的 E<;GH和 !<;?H。大黄素甲醚的含量基本不变。

但是，!89# 对何首乌毛状根培养体系单位体积蒽醌

的生物合成有促进作用。在 !89# 为 :;?2&=> 时，单

位培养体积中何首乌毛状根的蒽醌的生物合成量显

著提高。其中，大黄酸的含量为 CCG;G!!&=>，大黄素

甲醚的含量为 <:G;GGD!&=>，分别是基本培养基条件

下的 <;E 倍和 <;D 倍。说明添加适量浓度 !89#，有

利于大黄酸和大黄素甲醚的积累（图 E）。

图 E !89# 对何首乌毛状根中蒽醌类化合物生物合成

的影响

$%&’ E ())*+, -) !89# -. ,/* 0++12130,%-. -) 0.,/4051%.-.*6
%. ,/* /0%47 4--,6 -) !"#$%"&’( (’#)*+",’(

!"!"$ !89# 添加时间对何首乌毛状根生长及代谢

产物形成影响：分别在培养第 < 天、第 ! 天、第 << 天

和第 <! 天时向培养基中添加 :;?2&=> 的 !89#。试

验果表明：随着添加时间的推迟，!89# 对何首乌毛

状根生长量以及蒽醌的生物合成的影响逐渐减小，

如在第 <! 天添加 :;?2&=> 的 !89# 时，毛状根生长

量为 <<;I::&=>（AB），大黄酸、大黄素和大黄素甲醚

含量分别为 <CD;<!&=>、?@:!&=> 和 !I;D!&=>。毛状

根生长量及蒽醌的生物合成量与基本培养基培养时

类似（图 I 和图 <:）。

图 I !89# 添加时间对何首乌毛状根生长的影响

$%&’ I ())*+, -) ,/* J%))*4*., ,%2* -) 0JJ%.& !89# -.
,/* &4-F,/ -) /0%47 4--,6 -) !"#$%"&’( (’#)*+",’(

毛状根具有生长迅速、生长和遗传稳定、以及激

素自养等特点，影响毛状根生长及其次生代谢物形

成的因素很多，其中外源激素是重要因素之一。植

物激素是植物组织培养中的关键因子，不仅影响细

CC! -.*&/0/ 1"’,&2# "+ 3*")/4.&"#"%$ 生物工程学报 C::!，K-3;CC，"-;G



图 !" #$%& 添加时间对何首乌毛状根中蒽醌类

成分累积的影响

’()*!" +,,-./ 0, /1- 2(,,-3-4/ /(5- 0, 622(4) #$%& 04
/1- 6..75786/(04 0, 64/13697(404-: 0, 16(3; 300/: 0,

!"#$%"&’( (’#)*+",’(

胞生长，还影响细胞次生代谢产物的合成［<］。在本

文考察的三种外源激素中，=&& 和 #$%& 对何首乌

毛状根的生长及其蒽醌类成分的累积起到了一定的

促进作用。由此可以推测，通过调节培养基中的激

素，或者激素比例，可提高其主要次生代谢产物的含

量，为何首乌毛状根中活性成分的大量累计及其未

来的产业化提供了科学依据。
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《现代分子生物学实验原理与技术》（生命科学实验指南系列）

陈德富，陈喜文 主编 XP%= <$"J$"!#VJJ$V 定价：V"*"" 元 出版时间：I""#$"J
本书图文并茂、格式新颖、通俗易懂，是适应 I! 世纪生命科学发展需要的现代分子生物学实验技术教材和参

考书。全书共五篇三十章，包括分子生物学实验基本操作、L=& 相关实验、?=& 相关实验、基因表达及附录，介绍

了广泛使用的现代分子生物学实验技术的基本原理、实验流程和注意事项。原理介绍在先，随后是详细的实验流

程，最后是为巩固所学内容提出的思考题。在介绍原理和流程过程中，穿插一些实用的重点提示、试剂作用及可

能出现的现象。本书所列流程都是作者研究室正在使用的、在教学中进行过实践的、切实可行的方法，符合国内

条件。

本书可作为综合性大学和师范、医学、药学、农学等院校生物类专业本科生和研究生的分子生物学实验教学

用书，也可作为生物类相关领域研究人员的参考书。

《中国科学院优博论丛》

白春礼 主编 XP%= <$"J$"!<"JV$I 定价：H"*"" 元 出版时间：I""#$"V
本书是在 I""H 年评选出 H" 篇中国科学院优秀博士论文的基础上整理而成，内容涉及数理化、生物、资环、工

程等学科的一些最新、最前沿的研究热点，是对这些研究方向的综合论述，内容比较广泛也比较具有代表性，整体

水平比较高，充分体现了各学科相关领域发展的前沿性和创新性。

本书可供相关研究领域的科研人员、研究生等检索和参考，对于正在攻读博士学位的研究生具有很好的参考

意义，也可作为相关人员了解学科发展的参考资料。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）。

邮购地址：!""<!< 北京东黄城根北街 !# 号科学出版社 科学分社，联系人：阮芯 联系电话："!"$#V"JV#II（带传真）

更多精彩图书请登陆网站 1//F：YYZZZ* 8(,-:.(-4.-* .05* .4，欢迎致电索要书目，"!"$#V"!IH"!

JI#于荣敏等：外源激素对何首乌毛状根生长及蒽醌类成分生物合成的影响


