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农业生物技术                                                               

一氧化氮和过氧化氢在内生真菌小克银汉霉属 AL4诱
导子促进茅苍术细胞挥发油积累中的作用 
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摘  要: 一株属于小克银汉霉属(Cunninghamella sp.)的内生真菌(编号为 AL4)制成的粗诱导子可以诱发茅苍术悬浮细胞

产生多种防卫反应, 包括一氧化氮(NO)、过氧化氢(H2O2)迸发和挥发油合成加强。NO 专一性淬灭剂 cPTIO 和 H2O2 淬

灭剂过氧化氢酶(CAT) 则不仅可以分别抑制 AL4 粗诱导子引起的茅苍术细胞的 NO 和 H2O2 迸发, 还都能部分阻断

AL4 粗诱导子促进茅苍术细胞挥发油合成。添加 NO 供体硝普钠(SNP) 和 H2O2 都可引起茅苍术细胞中挥发油积累增加, 

但二者效果不同。因此暗示着 NO 和 H2O2 都是介导内生真菌 AL4 粗诱导子促进茅苍术悬浮细胞挥发油合成的信号分

子。同时添加 NO 的淬灭剂 cPTIO 和 H2O2 的淬灭剂 CAT 并不能完全抑制 AL4 粗诱导子引起的茅苍术细胞挥发油积

累增加, 这表明内生真菌 AL4 粗诱导子还可以通过其他方式促进茅苍术悬浮细胞挥发油合成。 

关键词 : 一氧化氮 , 过氧化氢 , 信号转导 , 茅苍术细胞 , 挥发油生物合成 , 内生真菌诱导子  

Role of nitric oxide and hydrogen peroxide in the essential oil 
increasing of suspension cells from Atractylodes lancea induced 
by endophytic fungal Cunninghamella sp. AL4 elicitor 
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Abstract: Crude elicitor of one endophytic fungi (belong to Cunninghamella sp., named AL4) induced multiple responses in 
Atractylodes lancea suspension cells, including rapid generation of nitric oxide (NO) and hydrogen peroxide(H2O2), sequentially 
followed by enhancement of essential oil production. Adding NO-specific scavenger 2-4-carboxyphenyl-4,4,5, 
5-tetramethylimidazol ine-1-oxyl-3-oxide (cPTIO) and H2O2 scavenger catalase (CAT) could block elicitor-induced NO and H2O2 
generation respectively, but could all partly block elicitor-induced essential oil biosynthesis. Adding NO-donor sodium nitroprusside 
(SNP) and H2O2 could all promote essential oil accumulation in A. lancea cells, but the effect of both was different. These results 
strongly suggested that NO and H2O2 may all act as signaling molecule to mediate AL4 elicitor promoting essential oil accumulation 
in suspension cells of A. lancea. Furthermore, adding cPTIO and CAT contemporarily could not completely inhibit essential oil 
accumulation induced by AL4 elicitor. This result suggested that AL4 elicitor could also promote essential oil accumulation in 
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suspension cells of A. lancea by other means. 

Keywords: nitric oxide, hydrogen peroxide, signal transduction, suspension cells from Atractylodes lancea (Thunb.) DC., essential 
oil biosynthesis, endophytic fungal elicitor 

茅苍术 Atractylodes lancea (Thunb.) DC. 是菊

科苍术属多年生草本植物。其干燥的根茎为中药苍

术, 是江苏省著名的道地药材, 具有燥湿健脾、祛风

散寒、明目等功效[1]。苍术主要活性部位是挥发油, 

油中主要成分为聚乙炔类的苍术素以及倍半萜类的

苍术醇、β-桉叶醇和苍术酮等[2]。近年来由于野生茅

苍术资源被严重破坏 [3], 并且茅苍术的人工栽培有

一定的难度, 因此利用细胞培养技术生产挥发油被

视为解决茅苍术药源短缺问题的一条有效途径。然

而培养细胞中挥发油的低产现象是制约该技术产业

化的核心问题之一, 因此有必要深入研究茅苍术细

胞中挥发油合成的高产调控方法和机理。 

本实验室先前研究表明: 内生真菌 AL4 粗诱导

子诱导可使茅苍术悬浮细胞生物量轻微增加, 挥发

油含量大幅提高, 即达到双增长[4]。这与许多研究中

报道的黑曲霉、桔青霉等植物病原菌诱导子的效果

(虽能促进植物细胞合成次生代谢产物, 但往往会导

致细胞早衰)显著不同[5-7]。这可能是因为本研究所采

用的 AL4 真菌是经过反复实验, 能促进茅苍术快繁

苗的生长, 且证明和宿主植物茅苍术共生关系良好

的内生真菌。此外 AL4粗诱导子加入到茅苍术细胞

培养体系后, 细胞的一些抗性相关酶(如苯丙氨酸解

氨酶和多酚氧化酶等)缓慢增高, 这和植物病原菌诱

导子的快速高强度的刺激方式是不同的。这些结果

暗示内生真菌诱导子与病原菌诱导子在促进植物次

生代谢产物生产的作用机制方面可能有明显差别。 

一氧化氮(NO)和过氧化氢(H2O2)是植物体内两

种常见的信号分子, 在植物抗逆反应等过程中起重

要作用[8-12]。目前对于 NO 和 H2O2在病原菌诱导子

促进植物细胞合成次生代谢产物中的作用及其相互

关系已有一些报道 [7,13-14], 但用内生真菌诱导子做

这方面的研究还很少。细胞内部的信号转导系统是

介导外界因子影响植物次生代谢产物合成的纽带。

因此了解与挥发油合成调控有关的信号分子和信号

转导途径, 则有助于更好地了解茅苍术细胞中次生

代谢调控规律, 进一步找到调控茅苍术细胞高产挥

发油的方法。因此, 本实验系统地研究了在内生真

菌 AL4粗诱导子促进茅苍术悬浮细胞挥发油生物合

成过程中 NO 和 H2O2的作用, 从而分析 AL4 粗诱

导子促进茅苍术细胞挥发油积累中的信号分子及其

相互关系, 可为研究其他内生真菌诱导子或倍半萜

类物质的信号转导机制提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  茅苍术悬浮细胞的培养 
茅苍术悬浮细胞系由本实验室选育[4]。悬浮细

胞的培养基为MS附加 6-BA(1 mg/L) +NAA (0.5 mg/L)

以及3%蔗糖, 灭菌前调pH为6.0。培养温度(23±1)oC, 

摇床转速 120 r/min。悬浮细胞每隔 14 天继代 1次, 

每次继代时将培养物摇匀, 用无菌移液管吸取培养

基中的培养物加入新鲜培养液中, 新鲜培养液与原

细胞培养基比例为 3:1。实验中所用的茅苍术悬浮细

胞已经过 30~40 次继代培养, 具有稳定的形态特征

和生长速率。 

1.2  AL4 粗诱导子的制备和其总糖含量的测定 
内生真菌 AL4 分离自茅苍术叶片, 经南京师范

大学生科院硕士研究生陈佳昕鉴定属于小克银汉霉

属(Cunninghamella sp.)中的一个种[15]。参照文献[4]

的方法制备内生真菌粗诱导子。采用苯酚-硫酸法[16]

测定其总糖含量。在第 14 天的茅苍术悬浮细胞培

养基中加入 AL4 的粗提物时, 加入量按菌液中的含

糖量计算。 

1.3  茅苍术悬浮细胞中 NO 浓度的测定 
按文献[9]和[13]的方法进行。在酸性条件下将

NO 氧化成亚硝酸盐, 利用Greiss试剂(1%对氨基苯

磺酸, 0.1%N-萘基-乙二胺, 5%磷酸)测定所生成的亚

硝酸盐含量推算细胞中 NO 浓度。不同处理的茅苍

术悬浮细胞经 0.22 μm微孔滤膜过滤后, 取 1 mL滤

液加入 1 mL Greiss试剂振荡混匀, 室温下放置 30 min 

后在 550 nm 处测定吸光度值, 根据吸光度值利用
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NaNO2标准曲线计算 NO的含量。 

1.4  茅苍术悬浮细胞 H2O2 释放量的测定 
采用化学发光法测定。测定方法如下 : 吸取 

100 μL 不同处理的茅苍术悬浮细胞培养液, 依次加

入 750 μL磷酸缓冲液(50 mmol/L磷酸钾, pH 7.9)、

200 μL氨基苯二酰[一]肼(鲁米诺)(0.3 mmol/L于磷

酸缓冲液中 )及 100 μL 高铁氰化钾 (K3[Fe(CN)6],   

14 mmol/L)。参照文献[17]的方法测定最大化学发光

值。通过测定不同浓度 H2O2标准溶液的最大发光值, 

绘制 H2O2 浓度-最大发光值标准曲线。利用标准曲

线确定不同茅苍术细胞培养液的 H2O2浓度。 

1.5  茅苍术悬浮细胞中挥发油的提取和测定 
参照文献[4]的方法进行。 

1.6  外源 NO 和 H2O2 的添加方法 
取 14 d 龄的茅苍术细胞, 分别加入经 0.22 μm 

微孔滤膜过滤后的 NO供体 SNP和 H2O2溶液, 分别

培养 15 h和 7.5 h后将细胞过滤并以新鲜培养基洗

涤细胞去除 SNP和 H2O2, 随后将细胞重悬于新鲜培

养基中。 

1.7  NO 淬灭剂 cPTIO 和 H2O2 淬灭剂 CAT 的添

加方法 
NO 淬灭剂 cPTIO 及 H2O2淬灭剂 CAT 溶液经

0.22 μm 微孔滤膜过滤后, 按照实验要求加到 14 d

茅苍术细胞培养液中。各种抑制剂的添加时间为

AL4粗诱导子或 NO供体 SNP处理前 20 min。其中, 

添加 NO供体 SNP的实验组细胞在培养 15 h后将细

胞过滤并以新鲜培养基洗涤细胞去除 SNP和 cPTIO, 

随后将细胞重悬于新鲜培养基中。 

2  结果与分析 

2.1  AL4 粗诱导子诱发茅苍术细胞 NO 和 H2O2

迸发、挥发油积累 
在茅苍术细胞培养到第 14天时加入 30 mg/L的

诱导子, 以不加诱导子的作为对照。内生真菌 AL4

粗诱导子对茅苍术悬浮细胞 NO浓度、H2O2释放量和

挥发油含量的影响分别如图 1、图 2 和图 3 所示。图

中所示结果为 3次独立实验的平均值。NaNO2标准曲

线为 Y= 0.010 8X−0.0005, R2=0.9990。H2O2浓度-最

大发光值标准曲线为 Y=554.39X−95.286, R2=0.9970。 

从图 1和图 2可以看出, AL4粗诱导子处理可以 

 
图 1  内生真菌 AL4 粗诱导子诱发茅苍术悬浮细胞 NO
迸发( x ±s, n=3) 
Fig. 1  Time-course of NO release of A. lancea cells induced 
by crude elicitor of endophytic fungus AL4. 
 

 
图 2  内生真菌 AL4 粗诱导子诱发茅苍术悬浮细胞 H2O2

迸发( x ±s, n=3) 
Fig. 2  Time-course of H2O2 release of A. lancea suspension 
cells induced by crude elicitor of endophytic fungus AL4. 
 

 
 

图 3  内生真菌 AL4 粗诱导子诱导时间对每克茅苍术悬

浮细胞挥发油含量的影响( x ±s, n=3) 
Fig. 3  Time-course of essential oil content of every gram 
suspension cell from A. lancea induced by crude elicitor of 
endophytic fungus AL4. Notation: The results of treatment 
represent with column figure, while the results of control 
represent with line chart figure. 
 
诱发茅苍术细胞产生 NO 和 H2O2, 但二者产生最高

峰的时间不同。细胞中 NO的浓度于 15 h左右达到

最高, 此时处理组细胞NO产生量比对照组高 5倍左
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右。而细胞中 H2O2释放量则在 2.5 h和 7.5 h出现 2

个高峰, 在 7.5 h 时处理组细胞 H2O2产生量比对照

组高 6 倍左右。图 3 的结果显示: 未经诱导处理的

茅苍术细胞中仅能检出β-桉叶醇, 但它的含量则随

细胞的生长而不断变化, 其在细胞生长的第 21 天

(即诱导子诱导的第 7天)达到最大, 为 19.62 μg/g。在

诱导子诱导 1 d 的细胞中, 也仅能检出β-桉叶醇, 

其含量超出同期对照 41.68%, 表明诱导子刚开始促

进茅苍术细胞挥发油积累。在诱导子诱导 3~11 d的

细胞中均能检测到苍术酮、苍术醇、β-桉叶醇和苍

术素的存在。9 d是最佳的诱导子诱导时间，此时苍

术酮、苍术醇、β-桉叶醇和苍术素的量分别为 12.85、

31.46、53.02、18.35 μg/g。诱导时间过长也不利于

茅苍术细胞挥发油的积累。 

人们目前大致认为真菌诱导子诱发植物细胞中

次生代谢产物合成的信号转导过程为: 真菌诱导子

作为一种胞外刺激物先与植物细胞膜上的特定受体

识别并结合, 进而促进细胞产生一些特定的胞内信

使物质并通过相应的信号转导途径调控细胞核中相

关基因的表达[18], 最终激活细胞中的防御性次生代

谢系统促进次生代谢产物合成。因此从以上的结果

可以看出: 在内生真菌 AL4 粗诱导子处理后, 细胞

出现的 NO 和 H2O2 迸发可能是前期反应。NO 和

H2O2 可能作为胞内信使物质, 随后再经历一系列的

级联过程, 最终导致细胞的挥发油合成增加。 

2.2  AL4 粗诱导子浓度对茅苍术细胞 NO、H2O2

释放量和挥发油积累的影响 
在茅苍术细胞培养到第 14 天时加入不同量的

AL4粗诱导子, 培养 15 h、7.5 h、9 d后分别测定茅

苍术细胞中 NO 浓度、H2O2释放量和挥发油含量。

不同的内生真菌 AL4粗诱导子浓度(0、5、10、20、

30、40 mg/L)对茅苍术悬浮细胞中 NO、H2O2释放量

和挥发油含量的影响分别如图 4 和图 5 所示。图中

所示结果为 3次独立实验的平均值。 

AL4粗诱导子对茅苍术细胞中 NO和 H2O2产生

呈现明显的浓度依赖性。当诱导子浓度在 0~30 mg/L

范围内, 茅苍术细胞中 NO 和 H2O2释放量基本上随

着诱导子的浓度增加而在增加。而当诱导子浓度为

40 mg/L 时, 茅苍术细胞中 NO 和 H2O2释放量都出

现了不同程度的下降。这与图 5显示的内生真菌AL4

粗诱导子对茅苍术悬浮细胞挥发油含量影响所呈现

的浓度依赖性相类似, 这进一步暗示 NO 和 H2O2可

能是介导内生真菌 AL4粗诱导子促进茅苍术悬浮细

胞挥发油合成的信号分子。 
 

 
图 4  AL4 诱导子浓度对茅苍术悬浮细胞中 NO、H2O2

释放量的影响( x ±s, n=3) 
Fig. 4  Effect of elicitor concentrations of endophytic fungus 
AL4 on NO and H2O2 release by A. lancea suspension cells. 
 

 

图 5  AL4 诱导子浓度对每克茅苍术悬浮细胞中挥发油

含量的影响( x ±s, n=3) 
Fig. 5  Effect of elicitor concentrations of endophytic fungus 
AL4 on essential oil content of  every gram suspension cell 
from A. lancea. 
 

2.3  NO 和 H2O2 在 AL4 粗诱导子促进茅苍术细

胞挥发油合成中的作用 
为了进一步研究 NO 和 H2O2在内生真菌 AL4

粗诱导子促进茅苍术悬浮细胞挥发油生物合成中的

作用, 设置 1个对照组和 7个实验组, 测试 8个组中

茅苍术悬浮细胞 NO 和 H2O2 的产生情况(图 6)以及

挥发油含量情况(图 7)。8个组中分别为: 1)未添加诱

导子的对照组; 2)添加 AL4粗诱导子; 3)添加 NO的
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供体 SNP; 4)添加 H2O2; 5)添加 SNP和 NO的淬灭剂

cPTIO; 6)添加 AL4粗诱导子和 cPTIO; 7)添加 AL4

粗诱导子和 H2O2的淬灭剂 CAT; 8)添加 AL4粗诱导

子、cPTIO和 CAT。AL4粗诱导子、SNP、cPTIO、

H2O2和 CAT的添加浓度分别为 30 mg/L、2.5 mmol/L、

15 μmol/L、4 μmol/L和 1.75 mkat/L。在茅苍术细胞

培养到第 14天时进行处理, NO和H2O2释放量的测定

时间分别为处理后 15 h和 7.5 h, 挥发油含量的测定

时间为处理后 9 d。 

 

 
 

图 6  8 个组中 NO 和 H2O2 的产生情况( x ±s, n=3) 
Fig. 6  NO and H2O2 release of eight treated groups. 
 

 
 

图 7  8 个组中挥发油的积累情况( x ±s, n=3) 
Fig. 7  Essential oil accumulation of eight treated groups.  
 

由图 6 和图 7 可以看出: 在对照组细胞中, NO

和 H2O2的释放量很低, 基本处于基底水平, 可检出

16.06 μg/g 的β-桉叶醇。添加 AL4 粗诱导子可以诱

发茅苍术细胞的NO和H2O2迸发(图 6中 1和 2比较); 

同时可促进细胞挥发油的积累, 使苍术酮、苍术醇、

β-桉叶醇和苍术素的量分别达到 11.68、39.49、

63.17、11.59 μg/g, 其中 β-桉叶醇的量是对照的 3.93

倍(图 7 中 1 和 2 比较)。添加 NO 的供体 SNP 可引

起茅苍术细胞中 NO浓度增高, 但对细胞的 H2O2 释

放量并无影响(图 6中 3和 1比较)。添加 SNP 也可

促进茅苍术细胞的挥发油积累(图 7 中 3 和 1 比较), 

但其促进效果不如添加 AL4 诱导子的实验组(图 7

中 3和 2比较)。添加H2O2 可引起茅苍术细胞的H2O2 

浓度增高, 但对细胞的 NO 合成并无显著影响(图 6

中 4 和 1 比较)。添加 H2O2可引起茅苍术细胞的挥

发油积累增加, 但只引起了苍术醇和β-桉叶醇量的

增加, 其中β-桉叶醇的量是对照的 2.48 倍(图 7 中 4

和 1比较)。在添加 SNP 和 NO的淬灭剂 cPTIO 的

实验组中, 茅苍术细胞中 NO、H2O2释放量和挥发油

含量基本与对照持平(图 6 中 5 和 1 比较, 图 7 中 5

和 1比较)。这表明 SNP对挥发油合成的促进作用可

以被 NO专一性淬灭剂 cPTIO抑制, 证明 SNP是通

过其分解产物NO诱发茅苍术细胞中挥发油合成的。

添加 NO的淬灭剂 cPTIO可抑制 AL4粗诱导子引起

的 NO 迸发, 但不影响 AL4 粗诱导子引起的 H2O2 

迸发(图 6 中 6 和 2 比较)。添加 cPTIO 可部分抑制

AL4 粗诱导子引起的挥发油积累(图 7 中 6 和 2 比

较)。添加 H2O2的淬灭剂 CAT 可抑制 AL4 粗诱导

子引起的H2O2迸发, 但不影响AL4粗诱导子引起的

NO迸发(图 6中 7和 2比较)。添加 CAT也可部分抑

制 AL4 粗诱导子引起的挥发油积累(图 7 中 7 和 2

比较), 其对β-桉叶醇的抑制作用比实验组 6更显著

(图 7 中 7 和 6 比较)。添加 NO 的淬灭剂 cPTIO 和

H2O2的淬灭剂 CAT 则将 AL4 粗诱导子引起的 NO

和H2O2迸发均抑制了(图 6中 8和 2比较), 且对AL4

粗诱导子引起的挥发油积累的抑制较实验组 6 和 7

更显著(图 7 中 8、7 和 6 比较), 但并不能完全抑制

AL4 粗诱导子引起的茅苍术细胞中挥发油的积累

(图 7中 8和 1比较)。 

3  讨论 

在诱导子等逆境胁迫下, 植物细胞可以通过多

种信号分子和信号途径感受和转导外界逆境信号[19]。

NO 和 H2O2被认为是真菌诱导子诱发植物细胞防卫

反应的主要胞内信使物质[20-21]。本研究结果也表明, 

在茅苍术悬浮细胞中可能存在着两条调控挥发油合
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成的信号途径: 一条为 NO 途径, 另一条为 H2O2途

径。且发现这两条信号调控途径在合成不同的挥发

油组分方面作用是不同的。添加 H2O2只可引起茅苍

术细胞中苍术醇和β-桉叶醇量的增加, 而添加 NO

的供体 SNP可引起茅苍术细胞中挥发油的 4种主要

成分积累全面增加。并且添加 H2O2淬灭剂 CAT 可

显著抑制 AL4 粗诱导子引起的β-桉叶醇积累, 较添

加 NO 的淬灭剂 cPTIO 实验组更明显。这些结果暗

示 H2O2 介导的信号调控途径可能较 NO 途径对细

胞中β-桉叶醇的积累更有作用。而 NO 介导的信号

调控途径则较 H2O2 途径能更全面地调控细胞中挥

发油 4种主要成分的积累。 

徐茂军等[7]曾报道由氧化迸发作用产生的 H2O2

是介导桔青霉细胞壁诱导子和 NO 促进红豆杉细胞

中紫杉醇合成的信号分子。而在本研究中, 未发现

NO 和 H2O2存在上下游关系, 它们都是介导内生真

菌 AL4粗诱导子促进茅苍术悬浮细胞挥发油合成的

信号分子。造成二者结果不一致的原因可能有 3个: 

1)本研究所采用的诱导子为内生真菌诱导子, 与植

物病原菌诱导子诱导的信号转导反应存在差异; 2)植

物细胞对诱导子等逆境处理的信号转导反应具有明

显的种属特异性[22], 因此不同类型的植物细胞对逆

境胁迫应答反应的信号转导机制是有差异的; 3)茅

苍术细胞中主要的挥发油成分属于倍半萜, 其代谢

途径与二萜紫杉醇存在一定差别, 因此不同类型的

次生代谢产物的信号转导机制也是有差异的。 

此外, 本研究还需在以下两个方面深入研究。

1)本研究所采用的 AL4 粗诱导子为匀浆菌丝的滤液

灭活物, 成分较为复杂, 但该诱导子在本实验室范

围内重复性较好, 且经初步推测其起作用的成分为

多糖。然而为了充分发挥诱导子的诱导活性, 有必要

对AL4粗诱导子中起作用的成分进行进一步的分离纯

化和结构鉴定, 并探索制备诱导子的好方法[23]。2)添

加 NO 的淬灭剂 cPTIO 和 H2O2 的淬灭剂 CAT 并

不能完全抑制 AL4粗诱导子引起的茅苍术细胞中挥

发油的积累, 这表明内生真菌 AL4 粗诱导子还可以

通过其他方式促进茅苍术悬浮细胞挥发油合成。因

此植物次生代谢产物合成的调控机制是非常复杂的, 

还需要进一步研究。 
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        转基因植物可保障我国中药的可持续发展 

转基因植物是指植物中同时拥有来自其他物种植物的基因，由于我国的中药材大多来自对植物的提炼，中投顾问医药行

业研究员郭凡礼认为，发展转基因植物对提高中药材的产量，解决中药材资源短缺、安全等问题有很重要的意义。  

中投顾问产业研究中心资料显示，如今转基因植物已在农作物上得到了广泛的研究与实践，经过多年的发展，我

国在这一领域已跻身于世界的先进水平，而对于我国中药产业来说，转基因技术使得中药产业进入一场新的革命，它

的研究与发展对我国中药产业有很大的作用。 
中投顾问医药行业研究员郭凡礼指出，转基因药用植物主要涉及对抗病、抗虫药用植物的研究、抗逆性药用植物

研究以及高品质药用植物的研究，对于中药产业来说，转基因技术可以提高药材的抗逆性，可以提高药材的产量特别

是品质，这可以增加产量及收入，降低成本，提供高品质的药材。 
郭凡礼同时指出，目前我国药用植物转基因技术的研究大多还处于实验阶段，但是，随着生物技术的发展，转基

因植物会迎来一个发展的空间，我国应加大对转基因药用植物的研究投入并建立和完善转基因植物的安全性评价体系，

以保证其健康发展。 
中投顾问发布的《2009~2012年中国生物制药行业投资分析及前景预测报告》指出，虽然转基因药用植物在我国还

处于起步阶段，还要对安全性进行评价，但发展转基因药用植物对解决我国中药材资源危机、保障我国中药产业的可

持续发展都有无法替代的作用。 

来源: 中投顾问 
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