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黄芩愈伤组织培养条件的研究 

王梦亮 ，任振兴，刘滇生 
山西大学现代化学研究所，太原030006 

摘 要：在暗培养条件下，黄芩愈伤组织生长和次级代谢物合成的最佳培养条件：在基本培养基 MS中氮源浓度 

为60 mmol／L(Nil；：NO；为 1：1)，KH2PO4 1．5 mmol／L，附加80 L蔗糖，0．3 mg／L IAA、2 mg／L 6-BA和200 

mg／L蛋白胨，(25 4-1)℃。培养40 d后收获愈伤组织生物量达28．7 g／L，总黄酮的含量为354．6 mg／g，黄芩苷 

的含量为 167．4 m g。并发现蔗糖作为一种最佳碳源，在黄芩次级代谢物合成过程中起着至关重要的作用。 

关键词：黄芩；总黄酮；黄芩苷；愈伤组织培养 

中图分类号：Q813．1+2 文献标识码：A 

Studies on the Culture Condition of Scutellaria baicalensis Georgi Callus 
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Abstract：11le optimal culture condition on the callus growth and the synthesis of the flavonoids and baicalin in the dark 

are as follows：MS culture medium，60 mmol／L(NH；：NO；=1：1)，1．5 mmol／L KH2P04，80 g／L sucrose，0．3 m L 

I从 ，2 mg／L 6-BA and 200 n L peptone．When the callus was cultured in the dark for 40 days，the total biomass 

reached 28．7 g／L and the content of baiealin and total flavonoids reached up to 167．4 mr／g and 354．6 mg／g，respec- 

fively．Sucrose was found to be the optimal carbon source and played an important role in the synthesis of secondary me- 

tabolites． 
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黄芩(Scutellaria baicalensis Georgi)为唇形科多 

年生草本植物，其根性寒味苦，具有清热燥湿、泻火 

解毒、止血、安胎等功效 J，含数种黄酮苷，黄芩苷 

(baicalin)是其主要有效成分。国内外研究结果已 

表明，黄芩苷具有抑菌抗炎 J、抗 HIV．1活性 J、 

抗氧化 】、抗变态反应 和清除自由基 等药理作 

用，临床上可用来治疗支气管炎、肝炎、肝硬化、腹 

泻、恶性肿瘤、白血病等疾病 J。但由于临床上对 

黄芩药材的需求量大增，黄芩野生资源破坏严重，产 

量日趋下降，有的产区种群已濒临灭绝 J，而黄芩 

人工栽培存在生活周期长、存活率低、农药残留超标 

和有效成分较低等弊端，因此利用植物组织培养技 

术进行黄芩次级代谢产物的生产是解决目前供需矛 

盾的有效途径之一。 

当前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产物 
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的产量，如高山林等利用黄芩组织培养克隆化快速 

繁殖技术，为保护黄芩的野生资源，发展人工资源和 

探讨育种新途径奠定了基础 引。丁如贤等用组织 

培养的方法直接从黄芩茎段诱导丛生芽，并通过诱 

导生根形成了完整植株 ̈ 。Kazutaka NK等将发根 

农杆菌 ATCC 15834含有的 Ri一质粒中的T—DNA片 

段整合到黄芩细胞上，诱导出毛状根，进行黄芩的毛 

状根培养，从而提高黄芩的次生代谢产物的产 

量[1引。但对黄芩次级代谢生物合成的研究尚少见 

报道。 

本文系统研究了碳源、生长调节物质、氮源，磷 

酸盐和有机添加物对黄芩愈伤组织的生长量、总黄 

酮及其黄芩苷合成的影响，旨在为工业化生产黄芩 

的黄酮类化合物提供参考。 

1 材料与方法 

1．1 材料和试剂 

1．1．1 材料 

黄芩愈伤组织(实验室所筛选第八代的愈伤组 

织)。诱导与继代培养基均为：MS培养基[附加0．2 
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mg／L的吲哚乙酸(IAA)和2 mg／L的6一酰基嘌呤 

(6-BA)]，蔗糖3％，琼脂 0．8％，pH 5．8，暗培养， 

(25士1)℃，培养周期为40 d。 

1．1．2 试剂 

黄芩苷对照品(中国药品生物制品检定所)；甲 

醇[色谱纯，中国医药(集团)上海化学试剂公司]， 

水(重蒸馏水)，其余试剂均为A．R．级。 

1．2 仪器 

日本岛津 uV一120-02型紫外分光光度计，高效液 

相色谱仪(waters，2487紫外检测器，Breeze色谱工作 

站)，SPX-250一GB光照培养箱(上海医疗器械厂)， 

JY98—3超声波细胞粉碎机(宁波新芝科器研究所)。 

1．3 黄芩愈伤组织测试指标 

鲜重增量=最终收获鲜重 一接种量 

干重增量=最终收获鲜重 一接种量 

1．4 黄芩愈伤组织中黄酮含量的测定 

参照文献[】 J ，精确称取在60℃烘干至恒重 

的黄芩愈伤组织0．3 g，碾碎，加50％乙醇80 mL超 

声 20 min，然后定溶于 100 mL容量瓶中，再精密吸 

收上清液2．0 mL用50％乙醇定容至 10 mL容量瓶 

中，在280 nm处测吸光度值，从标准曲线方程得出 

含量。 

1．5 黄芩愈伤组织中黄芩苷含量的测定 
1．5．1 HPLC法[ ] 

色谱柱，ODS色谱柱(4．6 X 150 mm，大连依利 

特科学仪器有限公司)，流动相：‘p(水：甲醇：磷酸) 

= 47：53：0．2，检测波长：280 nm，柱温：室温，进样量 

20 ，流速：1 mL／min，按外标法以峰面积计算供试 

品溶液中黄芩苷的含量。 

1．5．2 黄芩愈伤组织提取液的制备 

称取0．3 g黄芩愈伤组织干粉，加50％乙醇80 

mL超声破碎20 min，定容至100 mL，精密移取上清 

液 1 mL于 10 mL容量瓶中，用甲醇定容，微孔滤膜 

过滤后进样。 

1．5．3 对照品溶液的制备。 

精密称取黄芩苷对照品适量，用甲醇配成0．12 

mg／mL溶液，作为对照品溶液。 

1．5．4 标准曲线制备 

取0．12 mg／mL的对照品溶液，按一定的比例 

用甲醇稀释成 120、60、48、38．4、30．7、18．4、11．0、 

2．6 g／mL的溶液，各取20 L，注入色谱仪，记录 

色谱结果。以对照品溶液的浓度C为横坐标，相应 

的峰面积 s为纵坐标得回归方程：S=78776C一 

47513，R=0．9994，线性范围：2．6～120 txg／mL。 

2 结果与讨论 

2．1 不同碳源对黄芩愈伤组织生长与次级代谢物 

合成的影响 

表 1 不同碳源对黄芩愈伤组织生长和次级代谢物含量的 

影响 

Table 1 Effects of carbon SOUl~e on callus growth and the con— 

tent of secondary metabolities 

从表1可以看出，无论对于黄芩愈伤组织的生 

长还是次级代谢物的含量而言，蔗糖都是一种最佳 

碳源。 

2．2 不同浓度的蔗糖对黄芩愈伤组织生长与次级 

代谢物合成的影响 

图1显示，随着培养基中蔗糖浓度的增加，黄芩 

愈伤组织的生物量、黄芩苷的含量和总黄酮的含量 

都明显增加，但高到10％时，三者又都受到了抑制， 

这可能与培养基中高的渗透压有关。就黄酮类化合 

物的合成情况而言，在 2％的蔗糖培养基中并不合 

成黄芩苷，总黄酮的含量也很低，而在8％的蔗糖培 

养基中，总黄酮的含量达到最高，其中黄芩苷的含量 

几乎是 3％蔗糖中的 5倍。因此，增加蔗糖的浓度 

有利于黄酮化合物的合成，且在一定范围内不影响 

黄芩愈伤组织的生长。 

+ 干重增量+ 黄芩苷+ 总黄酮 
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图 1 不同蔗糖浓度对黄芩愈伤组织生长和次级代谢物 

含量的影响 

Fig．1 Effects of sucrose concentrations on callus growth an d 

the content of secondary metabolites 
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2．3 生长调节物质对黄芩愈伤组织生长与次级代 

谢物合成的影响 
— ◆一千重增量+ 黄芩苷+ 总黄酮 

O 1 2 3 4 5 

6-BA(mg／L) 

图2 不同浓度的6-BA对黄芩愈伤组织的生长和次级代 

谢物含量的影响 

Fj昏 2 Effects of concentrations of 6-BA on callus growth 

and the content of secondary metabolites 

图2显示，当固定IAA的浓度为0．2 mg／L时， 

生物量随6-BA浓度的增大而明显增加，当6-BA高 

于2 mg／L时，其生长趋势又明显减弱。总黄酮及其 

黄芩苷的含量在6-BA为2 mg／L最高，其中黄芩苷 

的含量比6．BA浓度为 3 mg／L时大将近40％，达到 

最大值(30．2 mg／g)。 

+ 干重增量+ 黄芩苷+ 总黄酮 
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图3 不同浓度的I从 对黄芩愈伤组织生长和次级代谢 

物含量的影响 

Fig．3 Eff ects of concentrations of IAA on callus growth and 

the content of secondary metabolites 

图3显示，当固定6-BA的浓度为2 mg／L时，生 

物量在不加IAA时很低，随LAA的浓度的增大而明 

显增加，I从 的浓度在0．2 mg／L时达到最大值，当 

浓度大于0．2 mg／L时，愈伤组织生长又受到明显抑 

制。总黄酮及其黄芩苷的含量则在浓度为0．3 mg／ 

L时达到最大值，但随着IAA浓度的进一步增加出 

现减小的趋势。 

2．4 氮源对黄芩愈伤组织生长与黄酮类化合物合 

成的影响 

植物愈伤组织培养通常采用一定量的硝酸盐和 

铵盐作为混合无机氮源，单独以铵盐或者硝酸盐为 

氮源，都对愈伤组织的生长和次级代谢物的生成不 

利，黄芩愈伤组织生长对 NH 和NO 。的需求是有 

差别的，氮源对黄芩愈伤组织生长和黄酮类化合物 

合成的影响结果见表2。 

从表2可以得出，NH：：NO 为 1：1时，黄芩愈 

伤组织的生物量、总黄酮及其黄芩苷的含量均达到 

了最高。当固定 NH4：NO 为 1：1时，培养基中总 

氮浓度变化的影响结果见图4。 

表2 NH：和NOj浓度比例对黄芩愈伤组织生长和次级代 

谢物含量的影响 

Tab1e 2 Effects of ratios of NH：／NO3 on callus growth and the 

content of secondary metabolites 

注：总氮浓度为50 mmol／L。 
Note：Tot~ nitrogen concentration 50 mmo]／L． 

+ 千重增量+ 黄芩苷+ 总黄酮 

9

～i 蓁40 
总氮浓度oanc~tration of nitrogen(mmol／L) 

图4 总氮浓度对黄芩愈伤组织生长和次级代谢物含量 

的影响 

Fig．4 Eff ects of nitrogen concentrations on callus growth 

and the content of secondary metabo]ites 

从图4可以看出，总氮浓度为60 mmol／L时，愈伤 

组织生长较好，总黄酮及其黄芩苷的含量均为最高；随 

着总氮浓度的增加二者又都出现明显的抑制，当总氮 

浓度达120 mmol／L时，黄芩愈伤组织的生长和次级代 

谢物的合成都明显受到抑制。据此认为，适宜的氮源 

浓度为60 mmol／L(其中NH4+：N 为l：1)。 

2．5 磷酸盐对黄芩愈伤组织生长与黄酮类化合物 

合成的影响 

从图5可以看出，当KH2PO4在小于0．5 retool／ 
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L时，愈伤组织生长量随着KH PO 浓度的增加而 

迅速增大，在0．5～2．5 mmol／L之间时，增加幅度不 

大。总黄酮及其黄芩苷的含量在 1．5 mmol／L时达 

到最大值，但随着KH PO 浓度的增加出现了明显 

的抑制，因此，KH PO 的最佳浓度为1．5 mmol／L。 

+ 千重增量 -411--黄芩苷 + 总黄酮 

面 
鲆 
栅 
H_ 

KH2P 的浓度Concen~afion of KH2PO~mmol／L) 

图5 不同浓度的KH PO 对黄芩愈伤组织生长和次级 

代谢物含量的影响 

Fig．5 Effects of concentrations of KH2 PO4 on callus growth 

and the content of secondary metabolites 

2．6 有机添加物对黄芩愈伤组织生长与黄酮类化 

合物合成的影响 
一 般认为，加人一些有机添加物对愈伤组织的 

早期生长有利。为了考察有机添加物对黄芩愈伤组 

织生长和次级代谢物含量的影响，我们添加了牛肉 

膏、蛋白胨和酵母粉三种有机物，添加量为200 me,／ 

L，其结果见表3。 

表3 有机添加物对黄芩愈伤组织生长和次级代谢物含量 

的影响 

Table 3 Effects of organic additives on callus growth and the 

content of secondary metabolities 

表3表明，牛肉膏和蛋白胨对黄芩愈伤组织的 

生长比对照分别提高了29．4％和38．6％，其总黄酮 

的含量比对照分别提高了33．0％和27．0％，但酵母 

粉对黄芩愈伤组织生长和总黄酮的含量都有明显抑 

制作用，比对照分别减低了27．5％和53．1％，这可 

能是因为其中含有某些抑制成分所致。但就黄芩苷 

的合成情况而言，三者都比对照有所降低，说明黄芩 

苷和总黄酮积累的规律并不完全一样。 
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