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摘 要：比较研究了峨眉山野生八角莲根、组培愈伤组织及其诱导根的鬼臼毒素含量，为八角莲的快速繁 

殖和利用生物技术生产鬼臼毒素提供科学依据．高效液相色谱技术(HPLC)显示组织培养的八角莲愈伤 

组织和诱导根 中均含有鬼臼毒 素，分别为 0．117％和 0．148 ，野 生品的根 中其含量为 0．600％．通过 组织 

培养可在不破坏自然资源的前提下快速生产鬼臼毒素，从而为开发鬼臼毒素类抗癌药物提供大量原料． 
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Abstract：In this study，HPLC was used to detect the podophyIlotoxin content in three parts of Dysosma 

versipellis(Hance)．The content was 0．60 in the wild root，while in the calli and the induced root 

from this calli，they were 0．u7 0A and 0．148 ，respectively．The results suggest that it is possible to 

produce podophyIlotoxin quickly by tissue culture，and provide much raw material tO antitumor drugs 

with Iittle damage to the naturaI resources． 
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八 角 莲 Dysosma versipellis(Hance) 

M．Cheng，为小檗科 (Berberidaceae)八 角莲 属 

(Dysosma)植物，是我国特有的常用 中草药，分 

布于我国湖南、湖北、浙江、江西、云南、贵州、四 

川I、河南及陕西等地，其模式标本采自广东罗浮 

山 ．八角莲根茎具清热解毒之功效，常用于治 

疗痈疮疔毒、毒蛇咬伤等．研究表明，鬼臼毒素 

(Podophyllotoxin)是八角莲 的主要成分之一， 

具有抗肿瘤、抗病毒等多种生理活性，是合成 

VP一16、VM一26等抗癌药的原料 ． 
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由于人们 多年过度 采挖及生殖 机制 的限 

制口 ]，八角莲野外分布的地 区和数量锐减 ，资 

源濒于灭绝 ，难以满足医药领域的需要 j．现已 

列入《中国珍稀濒危植物名录》(第一批)加 以保 

护 ]．本研究 旨在对国产八角莲 的分布、生境 、 

遗传多样性 、濒危现状及保护 、快速繁殖 、有效 

成分及利用进行全面的研究，为持续开发利用 

该植物打下科学基础．本文是其中的部分研 究 

结果 ，对产 自峨眉山八角莲 的野生品种在本校 

植物园栽培的植株，及其组织培养材料进行了 

药用有效成分含量的比较研究 ． 

1 仪器与材料 

1．1 仪 器 

Waters高效液相色谱仪，包括 Waters 2690 

液相色谱仪，Waters 2487紫外可见检测器． 

1．2 试 剂 

甲醇(色谱纯)，其他试剂均为分析纯． 

1．3 色谱条件 

色谱柱 ：WatersC18(4．6 mm×250 ram)； 

流动相 ：甲醇 ：水 (50：50)；流速 ：1．0 mL． 

rain ；柱温 ：40℃；进样量 ：5．0 p．L；检 出限为 

1 ng． 

1．4 材 料 

野生八角莲根于 2000年采 自峨眉山，经浙 

江大学 丁炳扬教授鉴定后 ，种植于浙江大学植 

物园八 角莲试验地 ；其组织 培养原材料取 自上 

述移植个体，由本课题组在 2001～2002年期间 

培 养 后 提 供．标 本 存 于 浙 江 大 学 标 本 室 

(HZU)．愈伤 组织从 野 生八角 莲叶 片诱 导而 

得 ；组培根由愈伤组织分化获得．鬼臼毒素标准 

样品(熔点 ：114～116℃，白色晶体)由本实验 

室提供 ． 

2 实验方法与结果 

2．1 组培品的制备 

2．1．1 愈伤组织 取野生八角莲幼 叶叶片 

(0．5 cm×0．5 cm)为外植体，消毒后接入培养 

基中培养形成愈伤组织．再取该愈伤组织在含 

2，4一D和 BA的 MS培养基上继代培养 2个月， 

获得愈伤组织样品． 

2．1．2 组培根 由愈伤组织在含 NAA和 

BA的 MS培养基上进行分化培养后获得 ． 

2．2 标准液的制备 

精密称取经重结 晶的 鬼臼毒素标 准 品适 

量，用色谱 纯 甲醇溶解 并稀 释至浓 度 为 1．5O 

mg．mL_。，作为标准液 ． 

2．3 样品液的制备 

取一定量野生八 角莲根茎 、组 培的八角莲 

愈伤组织和组培获得 的八角莲根茎在 60℃下 

烘干至恒重 ．精密称各 2．0000 g，分别用 95 

乙醇 50 mI 回流 3次，每次 2 h．合并提取液， 

减压浓缩至残 留物至浆 状，倒入 15 mL水 中， 

捏揉 ，得黄色沉淀 ．过滤，固体 自然干燥，然后溶 

于氯仿中，过滤，滤液蒸干，得黄色固体，为木脂 

素混合物．精密称取一定量的该 固体 ，置 10 mL 

容量瓶中，用 甲醇(色谱纯)稀释至刻度 ，溶解摇 

匀 ，样品浓度均为 1．50 mg．mL_。，即为用以测 

定鬼臼毒素的试样 ． 

2．4 含量测定 

含量测定用外标法进行．根据标准样品迭加 

和保留时 间鉴定峰形，样 品溶液经 HPLC分离 

后 ，记录峰面积 ，计算木脂 素测定溶液 中的鬼臼 

毒素浓度，再由样品中的木脂素含量，算得各样 

品中鬼臼毒素的含量 ．用上述方法得到的结果 

见表 1和图 1． 

表 1 八角莲野生品与组培品的愈伤组织和根的鬼日毒素含量的比较 

Table 1 Comparison of p0d0phyll0t0xin content between calli，induced roots and the roots of the D 05 口versipellis 
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图 l 八角莲组培 品和野生品 HPLC图 

Fig．1 HP1 C chromatograms of p0d0phyIl0t0xin extracted 

from callus tissue and root of Dysosma versipellis 

3 结果与讨论 

本实验结果表明，愈伤组织生长 2个月就 

能达到野生八角莲鬼臼毒素含量的 20 ，而组 

培根的鬼臼毒素含量可达 25 ．栽培条件下八 

角莲的生长周期太长 ，从种子萌发到生长成株 

需 5～8年，加上 自身生殖机制的限制和所处生 

境受 到人为破坏 ，使八角莲的野外分布地 区和 

资源锐减，殛待保护．组织培养过程中，细胞生 

长速度要 比植物正常生长速度快，接近于分生 

组织的生长速度，而且具有不受地区、季节和气 

候限制等优势，因此通过组织培养可克服野生 

八角莲生长缓慢，生态分布区域局限，数量少， 

繁殖力低的缺点 ． 

经 HPLC分析，八角莲愈伤组织和分化的 

根 中 均 含 有 鬼 臼 毒 素 (分 别 为 0．117 和 

0．148 )，但含量低于野生品含量 (0．600 )． 

愈伤组织细胞往往缺少特定组织或器官，使得 

其次生代谢产物表达不够，因此代谢产物浓度 

通常比较低u ．而组培根中鬼臼毒素含量低于 

野生品，可能是由于培养过程中，细胞 内外条件 

的改变而导致控制次生代谢产物合成的基因差 

异性表达所致 ．另外，生态环境如气候 、土壤 、地 

形和生长周期等对药用植物的有效成分的积累 

也有较大的影响l_8 ． 

文献报道在培养基中添加鬼 臼毒素的前体 

合成物质如苯丙氨酸或诱导子如鬼臼类多糖物 

质等均可提高愈伤组织中鬼臼毒素的产量 ． 

另外 ，利用发根农杆菌诱导药用植物 的组织形 

成毛状根，可成倍增加植物中次生代谢产物的 

含量u ．基于这些报道 ，我们考虑使用相关技 

术提高组培八角莲中有效成分 的含量，进一步 

的研究正在进行 中． 
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2005年 11月 28日上 午，澳 大利亚 西澳州政府农业部 副部 长 Rob Delane先生，在 西澳州农 业部资深研 究 员李 
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务副院长张 国平教授 主持 接待 了来宾 ，农 学院副院长周雪平 教授 、作物研 究所 副所 长周伟 军教授 分 别介绍 了农 学 

院作物所的科研 、教学及社会服务等近况，Delane先生介绍了澳大利亚及西澳州农业发展的有关情况，双方在大麦 

育种和生理研究 以及相关领域 开展合作研 究与研 究生培 养等方面进 行 了很好 的交流 ，并达成 了共 识． 

28日下午 ，副校 长朱军教授接 见 了 Delane先 生一 行，对外 交流与合作 处 处长丁建 民教授 、科研 处副 处长陈 昆 

松教授分别介绍了学校对外交流、科研等工作，Delane先生表示非常高兴来我校访问，并愿意加强与我校的进一步 

交流合作、访问期间，朱军副校长和 Delane副部长分别代表我校和西澳州政府农业部签署了有关大麦育种和生理 

研究及相关领域的合作协议 书． 
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