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两种金属离子对黄芩愈伤组织培养 
及其次生代谢物积累的影响 

孟庆华 张 拴 赵莉平 
(陕西中医学院，陕西成阳712046) 

摘 要 目的研究Fe“、Mn“离子对黄芩组织培养过程中组织生长量和次生代谢物积累的影响。方法进行 

黄芩愈伤组织的诱导、分化，然后改变MS培养基中Fe“、Mn“的含量进行继代培养；提取所得黄芩愈伤组织中的 

黄酮类化合物，分别用紫外可见分光光度法和高效液相色谱法测定了总黄酮和黄芩苷的含量。结果 有利于黄芩 

愈伤组织生长的金属离子浓度为：Fe“0．15mmol／L、Mn“0．2mmol／L；增大 Mn“浓度到 1．5mmol／L有利于黄酮类 

次生代谢物生物合成；而高浓度的Fe“有利于黄芩苷的生物合成。结论 通过调节金属离子含量可以有效的提高 

黄芩愈伤组织生长率并显著提 高其有效成分的含量。 
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黄芩为唇形科植物 Scuteiiaria Baicalensis 

C,eorgi的干燥根，其味苦性寒，具有清热、燥湿、解 

毒、止血之功效 ；用于治疗发热烦渴、肺热咳嗽 
等症，临床疗效确切，为常用中药之一。含数种黄 

酮类物质，黄芩苷(Baicalin)是其主要有效成分。 
目前 国内外对 黄芩苷 的研究 主要集中在抗 氧 
化 j，抗 HIV L3 和消除自由基 等方面，从而带 

动了生物技术在活性成分的组织培养等方面的开 
发和应用，因此受到普遍关注 』。近年来，由于 

临床用药需求的增大和中药野生资源的破坏，组织 
培养成为解决黄芩资源短缺有效途径之一。国内 

外对黄芩组织培养的研究主要集中在快繁技术和 

利用毛状根培养系统提高次生代谢物的产量 
上 。。。对于培养基组成，大多研究是从碳源、氮 
源、有机添加物等方面来探讨的L9 。植物体内 

有效成分合成主要与酶活性有关，而酶的活性又受 

培养条件下金属离子种类和浓度影响。本文采用 
植物组织培养方法，通过改变培养基中 Fen、 

Mn 离子的浓度，对黄芩愈伤组织生长及总黄酮 

和黄芩苷含量变化进行了研究。 

1 材料与方法 
1．1仪器 高效液相色谱仪(岛津 LC一4A)，7551 
型紫外可见分光光度计(上海分析仪器厂)，超净 

工作台(苏州安泰)，超声波提取仪(中航七院)。 
1．2试剂与药品 95％乙醇，水(重蒸馏水)，MS 

培养基，萘乙酸，6一苄基嘌呤(AR级)，黄芩苷对 

照品(自制，经光谱鉴定)。 
1．3 黄芩愈伤组织的诱导培养 

1．3．1 培养基的组成 MS+2．0 mg／L6一BA+ 

0．50 mg／LNAA+2％ 蔗糖 +0．6％ 琼脂 

1．3．2 诱导条件 诱导温度：(24±1)℃，光照时 
间：16 ICd，光强：1200Llux。 

1．3．3 黄芩愈伤组织的来源 黄芩种子由天津天 

士力制药集团商洛药源基地提供并经鉴定。取黄 

芩种子用水漂洗干净后用75％乙醇消毒1 min，转 
入2％次氯酸钠溶液中消毒10 min，无菌水冲洗5 

次，接种在 MS培养基上萌发，约2周后获得无菌 

苗。取黄芩子叶，在上述诱导条件下40 d生成黄 

芩愈伤组织。 
1．4 金属离子浓度的调节 

在 MS培养基 中，Fe 和 Mn 浓度均 为 

0．1 mmol／L。分别配制浓度为原MS 培养基中各离子 
0,0．5、1．0、1．5和2．0倍卜 的培养基，调节PH值为6． 

00进行高温灭菌处理。对 1．3．3项下诱导出的黄芩 
愈伤组织于25℃光照下继代培养21 d。每种培养基 

接种10瓶，每瓶接种组织4—5块，并分别称取实验前 

后的愈伤组织鲜重，计算其生长率，计算公式为：生 
长率=(生长量一接种量)／接种量。 

1．5 黄芩愈伤组织中总黄酮含量的测定 
1．5．1 标准工作曲线制作 精密称25 mg黄芩 

苷标准品，用70％的乙醇配制浓度为0．02 mg／mL 
的标准溶液。分别取该溶液 1、2,3、4、5和6 mL定 

容到 10 mL容量瓶 中，得浓度 分别 为 0．002、 
0．OO4、0．006、0．008、0．01和0．012 mg／mL的黄芩 

苷溶液。在紫外可见分光光度计上于279 nm处， 

测定其吸光度，得线性回归线方程：Y=61．6X一 
0．0262，R=0．998 

—  

1．5．2 总黄酮的提取 将各种培养条件下 
所得愈伤组织于60℃下干燥至恒重，研细后准确 

称取 0．1 g，分别加入试管内，再加入 10 mL70％的 
乙醇。超声提取 30 min，过滤。重复2次，将三次滤 
液合并，定容至 50 mL，再取该溶液 1 mL定容至 

10 mL容量瓶中，待测。 
1．5．3 总黄酮含量的测定 在 279 nin处，用 70％ 

的乙醇做空白试剂测定其吸光度，代人 1．5．1项下 

的回归方程计算各样品中总黄酮含量。 
1．6 黄芩苷含量测定 “ 

1．6．1 HPLC法的色谱条件 色谱柱：4 mm x250 

mm C 。柱，流动相：甲醇 一水 一磷酸(60：40：0．2)， 

进样量10 L，流速1mL／min，感量0．16 AUFS，柱 
温 30℃。 

1．6．2 工作曲线 取黄芩苷标准溶液(浓度为 

0．05 mg／mL)1、2、3、4、5和6 l，依次进样分析。 

根据黄芩苷的含量(x)和峰积分面积(Y)计算得 
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回归方程 ：Y=3．32740X一12．76147，R =0．9998。 

1．6．3 黄芩苷的提取 各培养条件下所得的黄 

芩愈伤组织于60℃下干燥至恒重，研细，准确称取 

250 mg，装入试管内，各加 10 mL甲醇，超声提取 
30 min。过滤，重复 2次，合并三次滤液，定容至 

50 mL，待测。 
1．6．4 样品中黄芩苷含量的测定 取 1．6．3项下 

样品提取液各 10 进样分析，将测定数据代入 

1．6．2中的回归方程计算各样品中黄芩苷含量。 

2 结果与讨论 
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2．1 Fe“对黄芩愈伤组织生长及黄酮类化合物含 
量的影响 

Fe“对愈伤组织生长的影响如图 1所示。增 

加或减少 MS培养基中的 Fe“都能促进黄芩组织 
的增殖，0．15 mmol／L为最佳浓度。培养基 中无 
Fe“会抑制黄芩组织的增殖。Fe 主要参与细胞 
呼吸作用中的电子传递，此外也是过氧化氢酶和过 

氧化物酶的组成成分。不添加 Fe 会直接影响细 
胞色素的形成而影响呼吸作用，因而抑制了细胞的 

分裂。 
图2可以看到Fë 对黄芩愈伤组织中黄酮类 

物质的影响，增加或减少 MS培养基中的Fë 都对 
黄芩愈伤组织中黄酮类物质的生物合成影响不大， 
这说明 MS培养基中的 Fë 浓度可以满足黄酮类 

物质的生物合成需要。 
图3表明增大培养基中 Fë 的浓度可促进黄 

芩愈伤组织中黄芩苷的合成。 
2．2 Mn 对黄芩愈伤组织生长及黄酮类化合物 

含量的影响 

如图1中所示，无论增加还是减少其浓度，都 
明显 促 进 了愈 伤 组 织生 长，当 Mn“ 浓 度 为 

0．2 mmol／L时，作用最显著。从图 2可以看 出， 

Mn 在1．5倍浓度(O．15 mmol／L)时，总黄酮的含 
量有所增长。图3表明原 MS培养基中的 Mn̈ 浓 

度能满足黄芩苷生物合成需要。 
MS培养基中的 Fë 和 Mn̈ 浓度的改变均能 

影响黄芩组织的生长，最佳浓度依次为：Fe“0．15 
mmol／L和 Mn“0．2 mmol／L；增大 Mn“浓度到原 

浓度的 1．5倍浓度有利于黄芩愈伤组织中黄酮类 
次生代谢物生物合成；高浓度的 Fë 有利于黄芩 

愈伤组织中黄芩苷的生物合成。 
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