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摘要# 目的!考察诱导子 "水杨酸’ 茉莉酸甲酯’ 酵母浸出物# 和前体物质 "L*苯丙氨酸# 对明党参#*+1’3J-6-/,@
13$39&6l<2ZZ$悬浮细胞中呋喃香豆素 "佛手酚’ 佛手柑内酯和花椒毒素# 合成的影响& 方法!在悬浮细胞稳定期前
加入诱导子及前体物质% 以悬浮细胞增长量和呋喃香豆素含有量为指标% 选择最佳质量浓度及诱导时间& 结果!水杨
酸和茉莉酸甲酯可明显促进佛手酚’ 佛手柑内酯和花椒毒素的合成& 其中% #&& #4<2MJ水杨酸可使其含有量达到最
高% 分别为 &L()’!’ &L#/+!和 &L&(&!& 最佳诱导时间为 0 @& 结论!水杨酸和茉莉酸甲酯增加了明党参悬浮细胞中
呋喃香豆素的含有量&
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!!明党参 #*+1’3J-6-/,13$39&6l<2ZZ$是我国特
有的伞形科单种属植物% 具有润肺化痰’ 养阴和
胃’ 解毒等功效% 它既是药性缓和的补益药% 又是
疗效较好的祛痰止咳平喘药)"* & 该植物分布于江
苏’ 安徽’ 浙江等省% 为华东地区著名药材之一%

是我国外贸出口的重要药材品种% 畅销东南亚% 在
当地作药膳及滋补强壮剂使用% 这与其中含有量丰
富的呋喃香豆素具有抗疲劳及增强自身免疫能力的
功效相一致% 而且该成分具有抗凝血’ 抗肿瘤’ 抗
艾滋病’ 抗癫痫和治疗皮肤病等功效% 如花椒毒素
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能保护动物抵抗最大电击诱发癫痫发作)#* % 而佛
手柑内酯光敏活性强% 可应用于牛皮癣’ 白癜风等
皮肤病的治疗)+* &

由于人类的过度利用及自身生物学特性% 明党
参分布区和个体数目正日益减少% "/0’ 年被列为
国家三级濒危保护植物& 而植物细胞培养技术是名
贵药用植物资源可持续发展的一条重要途径% 不受
季节和气候影响% 并可通过多种方式有效调节植物
细胞次生代谢产物的含有量% 其中诱导子就已成为
大幅度提高植物细胞和组织培养中次生代谢产物的
最有效方法之一)’* & 目前% 已有关于明党参组织
培养及悬浮培养条件建立的研究报道% 主要研究其
中多糖的含有量))* % 但尚未见关于利用添加不同
诱导子’ 前体物质来提高呋喃香豆素含有量的相关
研究& 因此% 本实验主要考察非生物诱导子茉莉酸
甲酯 "‘1PE#’ 水杨酸 ">E#% 生物诱导子酵母浸
出物 "T3H# 及前体物质 L*苯丙氨酸 "GD3# 对
明党参悬浮细胞生长和呋喃香豆素合成的影响% 筛
选能有效提高该成分含有量的诱导子& 另一方面%
诱导子的添加能使明党参悬浮细胞中呋喃香豆素种
类有所增加% 对其生物合成途径的推测有一定
意义&
FG材料

药材采自南京中医药大学药苑% 经南京中医药
大学药学院陈建伟教授鉴定为伞形科植物明党参
#*+1’3J-6-/,13$39&6l<2ZZ"的新鲜植株& 所用对
照品均为本实验室从明党参根皮中分离得到% 鉴定
为珊瑚菜内酯’ 佛手酚’ 佛手柑内酯’ 花椒毒素%
含有量均大于 /0!&
"L"!愈伤组织的诱导!选取生长良好的明党参幼
嫩叶片% 洗净后流动自来水冲洗 " W% 在超净台依
次用 %)!乙醇消毒 +& N% &L"!升汞消毒 "& 468%
无菌水冲洗 ) 次% 切成 ) 44# 的小块% 接种于植物
激素为 "L) 4RMJ萘乙酸 p&L) 4RMJ#% ’*二氯苯
氧乙酸p&L# 4RMJ(*糠氨基嘌呤 p&L) 4RMJ(*苄
氨基嘌呤的 ‘> 培养基中)(* % #’ c下暗处培养%
+& @后开始继代% 每隔 #& @再继代 " i# 次&
"L#!细胞悬浮培养的建立!选取疏松’ 易碎’ 生
长良好的愈伤组织 "& R% 接种于装有 #&& 4J‘>液
体培养基的三角瓶中% #’ c’ "#& XM468 悬浮震荡
暗处培养& % @后% 将细胞悬浮培养物过 0& 目镍网
过滤% 滤液分装继续培养% 每 ") @ 继代一次% 选
取生长良好的悬浮细胞继代多次% 得到明党参悬浮
培养细胞液&

HG方法
#L"!诱导试验方案
#L"L"!最适浓度考察!将悬浮培养液分装于含
#)& 4J培养液的三角瓶内% 培养 ") @ 后 "指数生
长之前# 加入无菌的不同浓度水杨酸’ 茉莉酸甲
酯’ L*苯丙氨酸’ 酵母浸出物% 以未添加诱导子的
组分为对照% 培养 0 @后收集细胞&
#L"L#!最佳诱导时间考察!选择最佳浓度的诱导
子% 与明党参悬浮细胞共同培养% 于第 #’ ’’ (’
0 天测定细胞数目及呋喃香豆素含有量% 结果见
表 "&

表 FG诱导子及前体物质的浓度
9+1MFG2"%*)%./+.#"%4"&)’#*#."/4+%!3/)*(/4"/4(14.+%*)

成分
浓度

" # +
水杨酸 )& #4<2MJ "&& #4<2MJ #&& #4<2MJ
茉莉酸甲酯 "&& #4<2MJ #&& #4<2MJ +&& #4<2MJ
L*苯丙氨酸 # 4RMJ ’ 4RMJ 0 4RMJ
酵母浸出物 &L" RMJ &L’ RMJ &L0 RMJ

#L#!明党参悬浮细胞生物量的测定!将悬浮细胞
液置于超净台上% 移取摇匀的细胞液于细胞计数板
上% 显微镜下计算细胞数目% 计算公式为生物增长
量m "收获时细胞数目 e接种时细胞数目# M接种
时细胞数目&
#L+!明党参悬浮细胞中呋喃香豆素含有量测定
#L+L"!呋喃香豆素含有量!在超净台中取 )L& 4J
明党参悬浮细胞液% 冷冻干燥后甲醇超声提取 ’
次% 每次 ") 468% 过滤% 甲醇定容至 )& 4J量瓶
中% 以甲醇为空白试剂% 于 #(0 84)%*波长处测定&
#L+L#!佛手酚’ 佛手柑内酯和花椒毒酚含有量!
将明党参悬浮培养物过滤% 滤液旋干% 甲醇溶解%
过滤后定容于 "&& 4J量瓶中% 即为细胞外液& 将
过滤得到的明党参细胞冷冻干燥至恒重% 粉碎% 精
密称取 &L)& 4R% 用滤纸包好% 置于索氏提取器
中% 加入 0& 4J甲醇提取 " W% 定容于 "&& 4J量瓶
中% 即为细胞粗提物& 将明党参细胞外液和细胞粗
提物过 &L## #4微孔滤膜% 按表 # 洗脱程序进行测
定% 线性关系见表 +&

表 HG梯度洗脱程序
9+1MHG /̂+!#)%.)’(.#"%3/"V/+N4

时间d468 E甲醇M! 水FM!
& i) #& i+& 0& i%&
) i#) +& i’& %& i(&
#) i+) ’& i(& (& i’&
+) i)& (& i%& ’& i+&
)& i(& %& i"&& +& i&
(& i%& "&& i#& & i0&
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表 IG呋喃香豆素的线性关系
9+1MIGA#%)+//)’+.#"%4,#34"&&(/"*"(N+/#%4

成分 回归方程
线性范围M

"#R+4Je"#
A

佛手酚 _m/ ((0L%:p"’L&+’ +L"#) i"&L&& &L//0 (
佛手柑内酯 _m#( "(":p’L/0’ (L&/’ i"/L)& &L//0 %
花椒毒素 _m#& &++:e&L+&/ ( &L&&( i#&L&& &L//0 )

#L’!统计分析!所有数据均使用 >G>> ""L+ 软件
进行方差分析% 再通过 SX5QWG5@ GX6N4) 软件绘
图% 每批试验重复 + 次&
IG结果
+L"!诱导子对呋喃香豆素含有量及种类的影响!
由图 " 可知% 在水杨酸和茉莉酸甲酯诱导的明党参
细胞提取物中% 佛手酚和佛手柑内酯含有量比空白
对照组有明显提高% 其中以前者最高% 而且增加了
花椒毒素&

E$混合对照品!F$添加水杨酸样品 "!-$添加茉莉酸甲酯样品 "

?$添加 L*苯丙氨酸样品 "!3$添加酵母浸出物样品 "!H$空白对

照!"$佛手酚!#$花椒毒素!+$佛手柑内酯
E$46\1@ X1Z1X18;1NU[NY58;1N!F$N54Q21" 5@@1@ 76YW N526;̂26;5;6@!

-$N54Q21" 5@@1@ 76YW 41YW 2̂95N4<85Y1!?$N54Q21" 5@@1@ 76YW L@

QW18 2̂5258681!3$N54Q21" 5@@1@ 76YW 1̂5NY1\YX5;Y!H$[258] ;<8YX<2

!"$[1XR5QY<2!#$\58YW<Y<\68!+$[1XR5QY18

图 FG=WA2色谱图
U#VMFG=WA2*,/"N+."V/+N4

+L"L"!诱导子及前体物质对明党参悬浮细胞生长
的影响!在实验浓度范围内% 除酵母浸出物外% 水
杨酸’ 茉莉酸甲酯’ L*苯丙氨酸对明党参悬浮细胞
的生长均具有一定促进作用& 其中% 低浓度水杨酸
和中’ 高浓度 L*苯丙氨酸的诱导效果与对照组差

异最显著 ")g&L&"#% 其生物增长量分别提高了
%+!’ %’!和 %/!% 表明前体物质 L*苯丙氨酸和
诱导子水杨酸’ 茉莉酸甲酯都适合添加到明党参悬
浮细胞中% 具体见图 #&

注! 横坐标上 "’ #’ + 分别代表低’ 中’ 高浓度& 与对照组比

较%!)g&L&)%!!)g&L&"

图 HG诱导子及前体物质对明党参悬浮细胞生长的影响
U#VMHG<&&)*.4"&)’#*#."/4+%!3/)*(/4"/4(14.+%*)"%.,)

V/"5.,"&=2-#%0<:":+/#0(083"4(43)%4#"%*)’’4

+L"L#!诱导子及前体物质对佛手酚含有量的影响
!由图 + 可知% 水杨酸和茉莉酸甲酯诱导明党参悬
浮细胞合成佛手酚的效果与对照组差异显著 ")g
&L&) 或)g&L&"#& 其中% + 种浓度水杨酸诱导子
对佛手酚诱导效果相当% 平均含有量达到 &L()!%

而培养液中其浓度随着水杨酸诱导子浓度的增加而
增加% 说明 #&& #4<2MJ该诱导子在促进佛手酚合
成的同时% 还能促进其从细胞中进入培养液& 随着
茉莉酸甲酯浓度的增加% 对细胞内佛手酚含有量的
影响先增加后降低% 而培养液中佛手酚含有量随着
茉莉酸甲酯浓度的增加而增加% 说明 #&& #4<2MJ
茉莉酸甲酯适合诱导细胞内佛手酚的合成% 而
+&& #4<2MJ适合诱导培养液中积累佛手酚&
+L"L+!诱导子及前体物质对佛手柑内酯含有量的
影响!由图 ’ 可知% 随着水杨酸浓度的增加% 细胞
内和培养液中佛手柑内酯的含有量也随之增加% 在
#&& #4<2MJ时最高% 分别达到 &L#/!和 &L+%!&
在茉莉酸甲酯诱导子的作用下% 植物细胞中佛手柑
内酯含有量与对照组差异非常显著 ")g&L&"#%
但不同浓度的诱导效果相当&
+L"L’!诱导子及前体物质对花椒毒素含有量的影
响!由图 ) 可知% 只有水杨酸和茉莉酸甲酯诱导子
诱导的明党参悬浮细胞中检测到了花椒毒素% 并随
着诱导子浓度的增加而增加& #&& #4<2MJ水杨酸
和 +&& #4<2MJ茉莉酸甲酯合成花椒毒素的含有量
分别为 &L&(&!和 &L&))!&
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注! 横坐标上 "’ #’ + 分别代表低’ 中’ 高浓度& 与对照组比

较%!)g&L&)%!!)g&L&"

图 IG诱导子及前体物质对佛手酚含有量的影响
U#VMIG<&&)*.4"&)’#*#."/4+%!3/)*(/4"/4(14.+%*)"%1)/K

V+3."’*"%.)%.

注! 横坐标上 "’ #’ + 分别代表低’ 中’ 高浓度& 与空白组比

较%!)g&L&)%!!)g&L&"

图 XG诱导子及前体物质对佛手柑内酯含有量的影响
U#VMXG<&&)*.4"&)’#*#."/4+%!3/)*(/4"/4(14.+%*)"%1)/K

V+3.)%*"%.)%.

注! 横坐标上 "’ #’ + 分别代表低’ 中’ 高浓度

图 YG诱导子及前体物质对花椒毒素含有量的影响
U#VMYG<&&)*.4"&)’#*#."/4+%!3/)*(/4"/4(14.+%*)"%

-+%.,"."-#%*"%.)%.

+L#!诱导子诱导时间的影响!由明党参悬浮细胞
的生长规律可知% 细胞在培养 ") @ 后进入对数生
长期( "0 i#& @ 处于生长稳定期% 生物量达到最
大值( #& i#’ @处于衰退期% 细胞数目开始锐减%

故选择 #’ @ 作为明党参悬浮细胞的总培养周期&
因此% 对水杨酸和茉莉酸甲酯诱导子进行诱导时间
长短的试验时% 选择了已培养 ") @ 的悬浮细胞%
添加诱导子后再培养 0 @% 检测呋喃香豆素的含有
量& 由图 (E可知% 悬浮细胞中加入水杨酸诱导子
后% 其含有量不断增长% 在第 0 天时达到最佳效
果% 而且高浓度 "#&& #4<2MJ效果# 最好( 图 (F
显示% 随着茉莉酸甲酯诱导时间的增加% 其含有量
先增 加 后 降 低% 在 第 ( 天’ 诱 导 子 浓 度 为
#&& #4<2MJ时最高&

图 cG诱导时间对呋喃香豆素含有量的影响
U#VMcG<&&)*.4"&#%!(*.#"%.#N)"%.,)*"%.)%.4"&&(/"*"(K

N+/#%4

XG讨论
+ 种浓度水杨酸诱导子对明党参悬浮细胞中佛

手酚合成促进作用明显% 但不同浓度诱导效果差别
不大% 而随着其浓度增加% 悬浮培养液中佛手酚含
有量增加% 说明高浓度水杨酸不仅能促进明党参细
胞合成佛手酚% 还能促进其释放到培养液中& 现代
研究表明% 培养液中存在一定量次生代谢产物)0* %
通过收集水杨酸诱导的明党参悬浮细胞培养液来获
得次生代谢产物呋喃香豆素% 既免去了繁琐的操作
步骤% 又充分利用了废弃的培养液&

香豆素生物合成途径表明% 佛手酚和花椒毒酚
是由补骨脂素转化而来的同分异构体% 而佛手柑内
酯是由佛手酚*G*甲基转移酶作用于反应底物佛手
酚转化而来)/* % 故推测检测出来的少量花椒毒素
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可能为甲氧基转移酶作用于花椒毒酚而来& 明党参
悬浮细胞液中添加 + 种水杨酸诱导子后% 悬浮液中
佛手柑内酯含有量随添加诱导子浓度的增加而增
加% 其原因可能为一方面% 水杨酸诱导子促进了反
应底物佛手酚的大量合成( 另一方面% 其增强了佛
手酚@G*甲基转移酶的活性&

酵母浸出物作为一种植物悬浮细胞较常见的诱
导子% 其诱导机制可能为酵母诱导子引起植物细胞
发生氧化爆裂反应% 使植物细胞壁蛋白质和 L*抗
坏血酸过氧化酶发生变化)"&* & 诱导子为外界信号
被细胞识别时作用于细胞膜% 引起胞内基因启动和
酶活性变化% 这是一个级联过程% 需要有物质充当
胞内信使% 即第二信使)""* & 有研究表明% 水杨酸
和茉莉酸甲酯为胞内信使% 易直接引起明党参细胞
内发生变化% 从而调控次生代谢产物的合成% 而酵
母浸出物为植物细胞第一信使% 可能未被明党参悬
浮细胞膜上的受体所识别% 故未引起酶活性变化&
YG结论

#&& #4<2MJ水杨酸’ +&& #4<2MJ茉莉酸甲酯
诱导子对明党参悬浮细胞中佛手酚’ 佛手柑内酯和
花椒毒素合成的诱导效果最好% 其中前者诱导的明
党参悬浮细胞中佛手酚’ 佛手柑内酯含有量分别达
到 &L()’! 和 &L)&’!% 而培养液中分别达到
&L#/+!和 &L+%’!( 细胞中花椒毒素含有量达
&L&(&!% 生物量比对照组提高了 ’#L"’!( 水杨
酸培养时间宜为 0 @% 而茉莉酸甲酯宜为 ( @& 这两
种诱导子促进明党参悬浮细胞生长的同时% 提高了
细胞中呋喃香豆素的含有量与种类% 为解决明党参
细胞培养中次生代谢产物的低产问题提供了思路%
也为后续细胞扩大化培养奠定了基础& 但本实验仅
考察了诱导子浓度和诱导时间对植物细胞生长及次
生代谢产物含有量的影响% 而未对诱导子添加时

间’ 协同效应及的作用机制进行深入研究% 故有待
作进一步探索&

参考文献!

) " * !李!祥% 陈建伟% 方泰惠$中国特有植物明党参化学成分

和药理研究进展)P*$中国野生植物资源% "//0% "%"##!

"+*"($

) # * !xUNj;j]6PP%E8@X1N*‘5;W ‘%S21yN] ‘%&7+%"E8Y6;<8_U2N58Y

1ZZ1;YN<ZZ<UX26815XZUX58<;<U45X68N% [1XR5QY18% 64Q1X5Y<X68%

<\̂Q1U;1@5868% 58@ \58YW<Y<\68% 68 YW14<UN145\6452121;YX<*

NW<;]*68@U;1@ N16jUX14<@12! 5;<4Q5X5Y6_1NYU@ )̂P*$)*+,@

-+.$%A&B% #&"&% (#"(#! "#+"*"#+($

) + * !熊友健% 杨玉明% 姜!松% 等$呋喃香豆素类成分及其药

理作 用 研 究 进 展 ) P*$中 成 药% #&"&% +# " "& #!

"%(’*"%(0$

) ’ * !李文渊% 高!伟% 邵爱娟% 等$诱导子对丹参有效成分次

生代谢的诱导与调控)P*$中国中药杂志% #&""% +("+#!

#)0*#(#$

) ) * !江!曙% 段金廒% 陈建伟% 等$明党参愈伤组织诱导及其

细胞悬浮培养的研究)P*$中国中药杂志% #&&/% +’"/#!

"&%0*"&0"$

) ( * !步!达% 姚!晓% 刘晓艺% 等$不同激素配比对明党参叶

片愈伤组织诱导的影响及其总香豆素的含量测定)P*$中

国药房% #&"+% #’""/#! "0&(*"0&/$

) % * !顾源远% 陈建伟$紫外分光光度法测明党参中总香豆素类

成分的含量 )P*$中国现代中药研究与实践% #&"&% #’

"##! )0*(&$

) 0 * !谷荣辉% 洪利亚% 龙春林$植物细胞培养生产次生代谢产

物的途径)P*$植物生理学报% #&"+% ’/"/#! 0(/*00"$

) / * !孔令义$香豆素化学)‘*$北京! 化学工业出版社% #&&0$

)"&* !S<]U25]58858 SS% C61W5UN,$-W5X5;Y1X6j5Y6<8 <ZYW18&93.+@

’$7,J1.+7J%+ ;1227522QX<Y1<4168 ;122NUNQ18N6<8 ;U2YUX1UQ<8

126;6Y5Y6<8 58@ NUQQX1NN6<8 <ZQ258Y@1Z18N1)P*$H)%+17)*/63@

$%% #&"&% "(%""0#! ")++*")’"$

)""* !肖春桥% 高!洪% 池汝安$诱导子促进植物次生代谢产物

生产的研究进展 )P*$天然产物研究与开发% #&&’% "(

")#! ’%+*’%($

’(%"

#&"( 年 0 月
第 +0 卷!第 0 期

中 成 药
-W681N1.X5@6Y6<852G5Y18Y‘1@6;681

EURUNY#&"(
a<2$+0!C<$0


