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摘要:以卵叶钓钟柳无菌苗的下胚轴为外植体,通过不定芽诱导、增殖和生根建立离体再生体系,并采用 HPLC

检测试管苗中松果菊苷和毛蕊花糖苷含量.结果表明,在 MS+1.0mg/LBA+0.5mg/LNAA培养基中,下胚轴

20d不定芽诱导率为88.33%;在 MS+0.5mg/LBA+0.2mg/LNAA培养基中,不定芽1~3代平均繁殖系数达

7.5;在1/2MS培养基中,不定芽20d生根率达100%;48株 试 管 苗 移 栽 到 田 间,30d成 活46株,成 活 率 达

95.83%.试管苗全株含毛蕊花糖苷约40.37μg/gDW,不含松果菊苷.该试验成功建立了卵叶钓钟柳离体再生体

系,为其快速繁殖和遗传转化奠定了基础.
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钓钟柳是玄参科Scrophulariaceae钓钟柳属Penstemon 植物的俗称,主要分布在北美洲至中美洲墨

西哥一带的广阔地区,多数为多年生草本,少数为灌木或一年生草本,几乎全株都可药用,是当地土

著居民重要的药物资源,无论是作外用膏药敷料,还是内服茶类饮料都极受民众青睐[1].钓钟柳色彩

艳丽,花色丰富,花型多变,在我国主要用于城市绿化[2],其药用价值尚未开发利用.Ismail等[3]、谢

峻等[4]先后发现克氏钓钟柳Penstemoncrandallii和红花钓钟柳Penstemonbarbatus含有松果菊苷,而

传统补益中药肉苁蓉的主要药效成分为松果菊苷和毛蕊花糖苷[5].松果菊苷具有抗衰老与肿瘤、保护

神经与肝脏、提高记忆力和免疫力等药理作用[6-7];毛蕊花糖苷具有抗炎、抗血小板聚集[8]和保护神

经与免疫系统作用,对治疗老年痴呆症疗效突出[9-11].肉苁蓉生长环境特殊,由于多年的破坏性采

挖,其野生资源现濒临枯竭,已被国家列为二级濒危保护植物[5,12].因此,开展肉苁蓉的替代药源研

究具有重要的现实意义.
钓钟柳原始种多用种子繁殖[13].但种子繁殖的实生苗性状不稳定,容易造成品种退化[14].植物组织培

养既可保持物种的优良性状[14-15]和实现药用植物的快速繁殖[16-18],又能通过遗传转化提高其药效成份含

量[19-20].卵叶钓钟柳PenstemonovatusDougl.是钓钟柳属的一个种.迄今为止,其组织培养和药效成分分

析未见报道.本试验以其无菌苗的下胚轴为外植体,通过不定芽诱导、增殖和生根建立离体再生体系,并分
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析试管苗中松果菊苷和毛蕊花糖含量,为其快速繁殖和遗传转化奠定基础.

1 材料与方法

1.1 试验材料、试剂与仪器

试验材料为卵叶钓钟柳Penstemonovatus种子,购于南京丰泰园艺花卉公司,经西南大学生命科学学

院邓洪平教授鉴定.松果菊苷、毛蕊花糖苷标准品(北京中国药品生物制品检定所,纯度分别超过99%和

98%)、色谱级甲醇(天津四友精细化学品有限公司)、其他分析纯试剂(成都科隆化学试剂厂);日本岛津高

效液相色谱仪(LC-20A)、菲罗门C18-ODScolumn(150mm×4.6mm,5μm)、十万分之一电子天平

(AB135-S,德国 Mettler-Toledo).

1.2 卵叶钓钟柳离体再生体系的建立

1.2.1 无菌苗的培育

种子洗净,25℃清水浸泡2h.在无菌条件下,用70%乙醇处理10s,无菌水冲洗1次,2%次氯酸钠

消毒15min,无菌水冲洗3次,接入 MS培养基,25℃萌发,得无菌苗.

1.2.2 不定芽的诱导与增殖

无菌条件下,将大小一致、长势良好的无菌苗的下胚轴切成长约1cm小段,接种在含不同体积质量分

数BA和NAA的 MS培养基上培养,20d后统计不定芽诱导率,记录不定芽生长状况.分离、切割丛芽,

将芽簇(长约1cm,具2~3个不定芽)转入MS+0.5mg/LBA+0.2mg/LNAA培养基继代培养,20d后

统计繁殖系数(形成不定芽总数/接种不定芽数).

1.2.3 不定芽的生根与试管苗移栽

无菌条件下,将继代增殖的丛芽切割成单芽(长1~2cm),接种到含或不含IBA或/和NAA的 MS或

1/2MS培养基中生根,20d后统计生根率.对生根试管苗在室内逐渐打开瓶塞晾苗2d,用自来水洗净根

部琼脂,假植到盛有苔藓土壤的营养钵中炼苗10d后移栽到田间,30d后统计成活率.
本试验所用基本培养基为MS(1/2MS为其矿质含量减半),附含30g/L蔗糖、7g/L琼脂,pH=5.8.

培养温度(25±1)℃,光照强度2000lx(16h/d).每个培养基接种20个外植体,3次重复.

1.3 卵叶钓钟柳试管苗松果菊苷和毛蕊花糖苷的质量分数检测

1.3.1 标准曲线的制作及HPLC条件

精密称取松果菊苷和毛蕊花糖苷对照品各0.50mg,用 HPLC流动相溶解并定容至1mL,充分摇

匀后得500μg/mL对照品母液,用其分别配制25,50,100,250,500μg/mL松果菊苷和1,10,50,125,

500μg/mL毛蕊花糖苷对照品溶液,然后利用 HPLC法制作回归曲线.

HPLC色谱条件:流动相 A 为色谱级甲醇,流动相 B为0.1%甲酸.梯度洗脱程序为0~17min,

26.5% A,73.5% B;17~20min,26.5%→29.5% A,73.5%→70.5% B;20~27min,29.5% A,

70.5%B.进样量20μL(每样品重复进样3次),流速1mL/min,柱温25℃,检测波长330nm[21-22].试验

所得松果菊苷的回归曲线为y=17099x+72083,r=0.9992;毛蕊花糖苷的回归曲线为y=30482072x+

126397,r=0.9995.说明松果菊苷在25~500μg/mL,毛蕊花糖苷在1~500μg/mL时线性关系良好.

1.3.2 试管苗松果菊苷和毛蕊花糖苷的提取与质量分数检测

取卵叶钓钟柳无菌试管苗全株,洗净根部琼脂后于37℃干燥至恒定质量(5d),研磨成粉,过50
目筛.准确称取1g,加入到25mL棕色量瓶中,加入50%甲醇18mL,密塞摇匀,每隔10min超声

(250W,70kHz)提取3次,每次10min,放至室温.上清液过布什漏斗,收集滤液,过0.22μm微孔

滤膜,收集样品提取液,HPLC检测.松果菊苷、毛蕊花糖苷标准品溶液质量分数分别为10μg/mL和

25μg/mL,进样量20μL,重复3次.
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2 结果与分析

2.1 不定芽的诱导与增殖

结果表明,培养基中BA与 NAA的不同质量分数组合,对卵叶钓钟柳下胚轴分化不定芽有显著

影响(表1).下胚轴接种后,7d左右开始产生愈伤组织(图1-A),各培养基愈伤诱导率均在95%以

上;10d左右分化出不定芽,15d左右可见明显丛芽(图1-B1).培养20d后,在所有9个培养基中,

M5 培养基不定芽诱导率最高(88.33%),并与其他培养基存在显著差异(p≤0.05),且不定芽生长

快、数量多、长势好,丛芽无玻璃化现象(图1-B2);M6 培养基诱导率较高(66.67%),不定芽长势较

好,但部分丛芽发生玻璃化(将严重影响后期不定芽的增殖与生长);其他培养基诱导率较低,丛芽长

势较差,有的还发生玻璃化.因此在本试验中,诱导卵叶钓钟柳下胚轴分化不定芽的最佳培养基为

M5 培养基,即 MS+1.0mg/LBA+0.5mg/LNAA.
不定芽在 MS+0.5mg/LBA+0.2mg/LNAA培养基(M1 培养基)中连续继代培养3代(培养周

期20d),平均繁殖系数达7.5(图1-C).

A. 下胚轴培养7d产生的愈伤组织;B. 由下胚轴愈伤组织再生的不定芽(B1.15d,B2.20d);C. 不定芽继代培养20d形成的丛芽;

D. 不定芽生根(D1.7d,D2.15d);E. 炼苗10d的试管苗;F. 移栽田间30d成活的试管苗.

图1 卵叶钓钟柳的组织培养和植株再生

表1 植物生长调节剂对卵叶钓钟柳不定芽分化的影响

培养基

编号

生长调节剂组合

/(mg·L-1)

接种下

胚轴/个

芽分化

下胚轴/个

不定芽

诱导率/%
丛芽生长状况

丛芽

长势

M1 BA0.5+NAA0.2 20 3.67±2.08 18.33±10.40de 数量少、纤细、生长慢 差

M2 BA1.0+NAA0.2 20 9.00±1.00 45.00±5.00c 数量较少、纤细、生长较慢 中

M3 BA2.0+NAA0.2 20 12.33±1.53 61.67±7.64b 数量较多、纤细、生长较快,部分玻璃化 中

M4 BA0.5+NAA0.5 20 8.67±1.53 43.33±7.64c 数量较多、纤细、生长较快 良

M5 BA1.0+NAA0.5 20 17.67±0.58 88.33±2.89a 数量多、粗壮、生长快,具有多个芽点 优

M6 BA2.0+NAA0.5 20 13.33±2.0 66.67±10.41b 数量较多、较粗壮、生长较快,部分玻璃化 良

M7 BA0.5+NAA1.0 20 6.67±2.08 33.33±10.41cd 数量较少、较粗壮、生长较慢 中

M8 BA1.0+NAA1.0 20 5.33±1.53 26.67±7.64d 数量少、纤细、生长慢 差

M9 BA2.0+NAA1.0 20 2.00±1.00 10.00±5.00e 数量少、纤细、生长慢,部分玻璃化 差
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2.2 不定芽的生根与试管苗移栽

在生根培养基中,4d后开始产生不定根(图1-D1);15d后形成明显根系(图1-D2);培养20d后,在

MS和1/2MS培养基中,以及添加0.2mg/LNAA和/或IBA的培养基中,生根率均达100%.结果表明,

不添加NAA或IBA时,1/2MS或 MS基本培养基均能保障卵叶钓钟柳不定根的形成和根系的正常发育.
但是,添加0.2mg/LNAA和/或IBA时,不定芽下端容易形成愈伤组织,反而不利于不定根的发生.试验

结果表明,矿质含量较低的1/2MS基本培养基更适于卵叶钓钟柳不定芽生根.
经室内晾苗和苔藓土壤中炼苗后(图1-E),48株试管苗移栽到田间,30d成活46株,移栽成活率达

95.83%,且生长良好(图1-F).

2.3 试管苗中松果菊苷和毛蕊花糖苷的HPLC检测

试管苗样品和检测成份对照品的HPLC检测结果见图2.保留时间为26.678min时,在对照品2(毛蕊

花糖苷)标准峰处(图2-B-2)有对应的样品峰出现(图2-A-2);保留时间为12.122min时,在对照品1(松果

菊苷)标准峰(图2-B-1)却没有对应的样品峰出现.通过峰面积计算得知,卵叶钓钟柳试管苗毛蕊花糖苷质

量分数约为40.37μg/g.检测结果表明,卵叶钓钟柳试管苗含有少量毛蕊花糖苷,不含松果菊苷.

1. 松果菊苷;2. 毛蕊花糖苷.

图2 样品(A)和对照品(B)的HPLC色谱图

3 结论与讨论

本试验首次建立了卵叶钓钟柳的离体再生体系,并明确其试管苗全株含有毛蕊花糖苷,表明卵叶钓钟

柳有可能成为毛蕊花糖苷和部分替代肉苁蓉新的药源植物.试验结果为卵叶钓钟柳的无性快速繁殖和遗传

转化奠定了基础.
通常,顶芽分生组织是组织培养的良好材料.但在本试验中发现,卵叶钓钟柳的顶芽娇嫩,在表

面消毒过程中易受伤害,且因其多酚氧化酶活性可能较强,易产生褐变[23],所以本试验最终确定以

其无菌苗的下胚轴为外植体建立再生体系.在本试验中发现,培养基中BA质量分数较高(2mg/L)

时,形成的部分丛芽发生玻璃化现象,尤其在继代培养中变得较为严重,这可能与培养基中BA体积

质量分数、BA在不定芽中的积累以及培养基中BA/NAA体积质量分数比值有关.玻璃化现象在植物

组织培养中较为普遍,一般认为应当严格控制培养基中的BA体积质量分数[24].因此,本试验选择

BA体积质量分数较低的 M1 培养基(MS+0.5mg/LBA+0.2mg/LNAA)用于不定芽的继代培养,

得到了较好的增殖效果,前3代平均繁殖系数达7.5,高于 Wyssokinska[25]在细齿钓钟柳 Penstemon

serrulatus腋芽繁殖中1个节位产生6.8个不定芽的结果.但卵叶钓钟柳丛芽的玻璃化问题需要深入

研究,更好的不定芽继代培养基还需进一步筛选.
本试验在检测试管苗全株的2种药用成份时,首次确认卵叶钓钟柳含有毛蕊花糖苷,但未检测到松果
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菊苷.但在本试验中,图2的色谱图A基线不平,且分离度不好,而样品中的成份复杂多样,可能因实验条

件限制不能分离或实际质量分数过低而未能检测到松果菊苷.因此,其检测的实验条件还需优化,以期进

一步鉴定.已有研究证明红花钓钟柳富含松果菊苷[4],卵叶钓钟柳作为红花钓钟柳的同属近缘物种,其药

效成分、药用价值和遗传转化均有待进一步深入研究.
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RegenerationinvitroofPenstemonovatusPlantlets
andDeterminationofTheirSpecialChinese

MedicinalIngredientsbyHPLC

TANGShao-hu1,2, MOXiu-mei1,2, LIMing-hui1,2, YANG Li1,2,

WUXiu-hua1,2, ZHANGYan-ling1,2, LUOKe-ming1,2
1.KeyLaboratoryofEco-EnvironmentsinThreeGorgesReservoirRegion,MinistryofEducation,

 SouthwestUniversity,Chongqing400715,China;

2.SchoolofLifeScience,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China

Abstract:Hypocotylsfromgerm-freePenstemonovatusplantletswereusedasexplantstoestablishaplant-

letregenerationsysteminvitroofP.ovatusviaadventitiousbudinduction,proliferationandrooting,

HPLCwasemployedtodeterminethecontentsofechinacosideandverbascosideintheplantlets.Theresults

showedthatthemaximumregenerationfrequency(88.33%)ofadventitiousbudswasachievedafterthe

hypocotylswereculturedonMS+1.0mg/LBA+0.5mg/LNAAfor20days;thatonMS+0.5mg/L

BA+0.2mg/LNAAtheaveragemultiplicationcoefficientoftheadventitiousbudswasashighas7.5

from1to3subcultures;andthat100%oftheadventitiousbudsrootedreadilyon1/2MSmediumfor20

days.Forty-eightplantletsweretransplantedtoamatrixsoiland46survivedafter30days,thesurvival

ratebeing95.83%.Theplantletscontainedverbascosidebyabout40.37μg/gDW,andnoechinacoside

wasdetectedbyHPLC.TheplantregenerationsysteminvitroofP.ovatusisthussuccessfullyestab-

lished.ThisprocedureoftheculturemethodmaybeveryusefulforrapidpropagationofP.ovatusandfor

introductionofforeigngenesintoP.ovatus.

Keywords:Penstemonovatus;plantletregeneration;echinacoside;verbascoside;HPLC
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