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外源物质对半夏愈伤氮代谢关键酶及
有效成分积累的影响①
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摘要:以生长均一且旺盛的半 夏 愈 伤 组 织 为 材 料,研 究 外 源 添 加 物 苯 丙 氨 酸(Phe),天 冬 氨 酸(Asp),硝 普 钠

(SNP),乙酰水杨酸(ASA)单独或两两复合对半夏愈伤组织氮代谢关键酶及有效成分含量的影响.结果表明:单独

添加外源物均可有效提高氮代谢关键酶及PAL的活性、可溶性蛋白及总生物碱的含量,SNP尤其明显;复合添加

外源物时,1mg/LASA和150mg/LAsp复合加入时诱导氮代谢关键酶及PAL的活性升高且具有显著性,可溶性

蛋白、总生物碱、鸟苷含量显著增加.50mg/LPhe+1mg/LASA复合加入时腺苷含量比对照提高了128.6%.说

明外源添加物能有效调控次生代谢过程中氮代谢相关酶的变化,从而影响半夏愈伤组织中次生代谢产物含量.
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半夏Pinelliaternatat(Thunb.)Breit属于天南星科半夏属,块茎可入药,具有燥湿化痰,降逆止呕,消痞

散结的功效[1].但是药用植物的药用成分含量低一直是困扰人们的一大难题,而添加外源物质是解决这一问

题的有效途径.外源物质包括营养元素、渗透调节物质、前体物、植物生长调节剂、诱导子、信号分子等[2],添

加前体物和诱导子是目前提高有效成分常用且有效的方法[3].诱导子是一种能引起植物过敏反应的物质,其

与植物相互作用时能选择性、快速、高度专一地诱导植物特定基因的表达,从而积累特定的次生代谢产物[4].
NO不仅参与植物种子萌发、叶片伸展、根系生长、器官衰老等多种代谢过程[5-9],还可诱导植物次生代谢产

物的合成[10].ASA作为水杨酸(SA)的衍生物正逐渐被人们重视.张秀省等[11]研究发现,2mg/LASA处理长

春花植株显著提高了长春花中长春质碱、总生物碱、长春碱的含量.前体物是指某一代谢中间体前一段的物

质,添加前体物质会影响植物组织和细胞生长及次生代谢产物的合成[3].Phe,Asp作为植物代谢中重要的氨基

酸常被用于提高植物次生代谢产物的合成,李琰[12]在雷公藤的培养基中添加天冬氨酸、酪氨酸、精氨酸、丝

氨酸、苯丙氨酸、蛋氨酸和半胱氨酸,发现均能不同程度地促进内酯醇的合成.
目前的研究主要集中在半夏再生体系的建立及外源物质对其生理生长的影响,而外源物质对其次生代

谢产物、氮代谢过程的影响及两者之间的关系却鲜有报道.因此,研究外源物质对半夏有效成分含量与氮

代谢关键酶活性的关系具有重要意义.本研究以半夏愈伤组织为材料,通过添加适宜浓度的单一或两两复

合外源物Phe,Asp,SNP,ASA于培养基中来研究外源物质对半夏愈伤组织中氮代谢相关酶及有效成分的

影响,以期从氮代谢方面探讨外源物质对半夏愈伤组织中总生物碱、鸟苷和腺苷的调控机理,为提高半夏

愈伤组织中有效成分含量提供参考.
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1 材料与方法

1.1 愈伤组织的诱导及处理

以半夏幼嫩叶柄为外植体,0.1% HgCl2 消毒10min后用无菌水冲洗数遍,然后切成约0.5cm的小

段于愈伤组织诱导培养基(MS+0.5mg/L2,4-D+1.5mg/LKT+1.0mg/LIAA,3.0%蔗糖,0.7%琼

脂,pH=5.8)中.诱导出愈伤组织后每30d于继代培养基(MS+2.0mg/L2,4-D+1.0mg/LKT+
1.0mg/LIAA,3.0蔗糖,0.7%琼脂,pH=5.8)中继代1次,继而作为实验材料.

根据预实验于继代培养基中添加不同质量浓度及组合的外源物质,分别为0mg/L(CK),50mg/LPhe
(T1),150mg/LAsp(T2),1mg/LSNP(T3),1mg/LASA(T4),50mg/LPhe+150mg/LAsp(T5),
50mg/LPhe+1mg/LASA(T6),150mg/LAsp+1mg/LASA(T7),1mg/LSNP+1mg/LASA(T8),
50mg/LPhe+1mg/LSNP(T9),1mg/LSNP+150mg/LAsp(T10).30d后测定各项指标,3次重复.
1.2 测定方法

1.2.1 氮代谢关键酶及PAL活性测定

GOGAT,GDH酶液提取参照Zhao等[13]的方法,略有改动:精确称取半夏愈伤组织1g后用8mL
50mmol/L的Tris-HCl缓冲液(pH=8.0)冰浴研磨,随后4℃、10000r/min离心30min,取上清,上清

液即为酶提取液.GOGAT活性测定参照王小纯等[14]的方法,每分钟反应混合液减少1μmolNADH为一

个酶活单位.GDH活性测定参照Loulakis等[15]的方法,以每分钟于30℃下氧化或还原1μmol的辅酶
(NADH或NAD+)定义为一个酶活单位;GOT酶提取液的提取:精确称取半夏愈伤组织0.4g后用

2.0mL0.25mol/L的Tris-HCl缓冲液(pH=7.2)冰浴研磨,然后4℃、10000r/min离心30min,取

上清,上清液则为酶提取液,酶活性测定参照吴良欢等[16]的方法,一个GOT活性单位定义为每克植物鲜

样在1h内生成丙酮酸的微摩尔数.PAL的活性测定参照孙健玲等[17]的文献,以每分钟0.01OD值为一个

酶活力单位(U).
1.2.2 可溶性蛋白含量测定

采用李合生[18]的考马斯亮蓝G250比色法,以牛血清蛋白为标准品.
1.2.3 总生物碱、鸟苷、腺苷含量测定

总生物碱测定方法参照于超等[19]的方法.
鸟苷、腺苷样品制备采用超声提取法:将半夏愈伤组织烘干至恒定质量后研碎过50目筛,精密称取0.3g

粉末加3mL30%甲醇后称质量,超声提取30min后用30%甲醇补足至超声之前的质量,5000r/min离心

10min,取上清稀释3倍后经0.22μm滤膜过滤后备用.含量测定采用HPLC法[20]:色谱条件为XtimateC18
色谱柱,流动相为甲醇∶水=15∶85,流速1.0mL/min,检测波长254nm,柱温30℃,进样量20μL.

鸟苷、腺苷对照品及样品色谱图分别如图1a和图1b所示.

1:为鸟苷;2:为腺苷.
图1 鸟苷、腺苷标准品(a)和样品(b)HPLC图
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1.3 数据处理

所有指标均重复测定3次,数据采用SPSS11.5进行统计分析和方差检验,结果以平均值±标准误

差表示.

2 结果与分析

2.1 不同处理对半夏愈伤组织中氮代谢相关酶及PAL活性的影响

由图2可知,与对照相比,单独(T1-T4)添加时 T1,T3,T4处理均可显著提高半夏愈伤组织中

GOGAT的活性,提高幅度分别为57.1%,78.0%,62.7%.同时,T1-T4处理明显提高GDH,GOT的活

性,其中T3,T4处理效果最佳,GDH的活性分别较对照提高了77.4%,68.2%,GOT的活性分别较对照

增加42.4%,52.0%;复合(T5-T10)添加时,T6,T7,T9处理可显著提高GOGAT的活性,而T8和T10
处理却抑制了GOGAT的活性;T5-T9均显著提高了半夏愈伤组织中GDH和GOT的活性,其中T7处理

效果最佳,GDH,GOT的活性分别较对照提高了87.4%,106.3%.
如图2所示,与对照相比,T1-T4处理均能提高半夏愈伤组织中PAL的活性,其中T1,T3处理达到

显著水平,分别较对照提高了26.9%,28.9%;T5-T10处理中,除T10处理抑制PAL活性外,其他各处理

组均促进PAL活性的提高,其中T7处理与其他处理的差异均具有统计学意义,较对照增加了63.9%.

图中不同小写字母表示差异具有统计学意义,下同.

图2 不同处理对半夏愈伤组织中GOGAT,GDH,GOT,PAL活性的影响

2.2 不同处理对半夏愈伤组织中可溶性蛋白含量的影响

如图3所示,在T1-T4处理中,与对照相比4种物质均可促进半夏愈伤组织中可溶性蛋白含量的积累

且差异均具有统计学意义,其中T1处理效果最明显;在T5-T10处理中,与对照相比可溶性蛋白含量均有

增加且差异具有统计学意义,其中T7处理效果最明显,比对照提高了107.9%;综合T1-T10处理组,最
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图3 不同处理对半夏愈伤组织中可溶性蛋白含量的影响

佳复合处 理 组(T7)效 果 好 于 最 优 单 独 处 理 组

(T1),但是两者之间差异不具有统计学意义.

2.3 不同处理对半夏愈伤组织中总生物碱、鸟苷

及腺苷含量的影响

如表1所示,单独添加外源物(T1-T4)均促进

了半夏愈伤组织中总生物碱的合成且与对照组的

差异具有统计学意义,其中T1和T3处理效果最

佳,分别提高了125.%和124.24%;T1,T2,T4
处理均显著提高了鸟苷的含量,其中T4处理效果

最佳,较对照提高了106.7%,而T3处理却降低

了鸟苷含量;T1处理显著提高了腺苷的含量,提

高幅度为85.7%.
两两复合添加时,T5-T9处理显著提高了半夏愈伤组织中总生物碱含量,其中T7处理时升高幅度最

大,而T10处理却抑制了总生物碱的积累;T5,T7,T10处理对于鸟苷含量的提高均具有显著性,但T8处

理抑制了鸟苷的积累;T5,T6处理可显著提高腺苷的积累,分别比对照升高了85.7%,128.6%,而T7,

T8,T10处理降低了腺苷积累.
在单独处理时,T1处理对总生物碱、鸟苷、腺苷的积累效果最好;复合处理时,T7处理对总生物碱含

量和鸟苷含量提高幅度最大,T6处理对腺苷含量提高幅度最大,而T7对总生物碱含量和鸟苷含量的提高

幅度大于T1,T6对腺苷含量提高幅度大于T1,所以复合处理效果更好.
表1 不同处理对半夏愈伤组织中总生物碱、鸟苷及腺苷含量的影响 % 

处理
指     标

总生物碱 鸟苷 腺苷

CK 0.165±0.010e 0.015±0.000c 0.007±0.000cd

T1 0.372±0.016b 0.031±0.001a 0.013±0.000ab

T2 0.311±0.015bc 0.026±0.000b 0.010±0.001bc

T3 0.370±0.014b 0.010±0.001d 0.003±0.000e

T4 0.320±0.021bc 0.031±0.001a 0.003±0.001e

T5 0.227±0.010d 0.032±0.001a 0.013±0.000ab

T6 0.277±0.014c 0.013±0.001c 0.016±0.000a

T7 0.381±0.007a 0.037±0.001a 0.005±0.000de

T8 0.350±0.013b 0.008±0.000d 0.003±0.001e

T9 0.379±0.026a 0.013±0.000c 0.007±0.001cd

T10 0.162±0.005e 0.030±0.002ab 0.002±0.000e

3 讨论与结论

3.1 前体物Asp和Phe对半夏愈伤组织中氮代谢和有效成分合成的影响

植物细胞培养基中添加前体物是提高次生代谢产物产量的有效途径.Carrier等[21]用银杏细胞中棚皮

素的前体物黄烷酮、苯丙氨酸饲喂银杏细胞后发现,前体物的添加可使有效成分的含量增加8~10倍.前
体物氨基酸进入植物体内后,可通过转氨基作用、脱氨基作用加以同化[22]而被植物利用.在本实验中,适

宜质量浓度的Phe和Asp均促进了半夏愈伤组织中氮代谢相关酶活性的提高及可溶性蛋白、总生物碱、鸟

苷、腺苷含量的积累.可能是因为Phe通过PAL的催化作用生成反式肉桂酸,而PAL作用释放的NH+
4 又

经过同化过程[23],这一过程刺激了氮代谢过程中相关酶活性的增加.也有可能是因为氮代谢底物的增加导
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致氮代谢相关酶活性的增加[24],从而加速了氮代谢的效率.氮代谢期间合成的天冬氨酸、谷氨酸、甘氨酸

及肉桂酸为半夏愈伤组织中总生物碱、鸟苷及腺苷的合成提供了大量底物.同时Phe和Asp本身就是半夏

有效成分合成的底物,底物的增多也会大大提高有效成分合成的效率.
3.2 诱导子SNP和ASA对半夏愈伤组织中氮代谢和有效成分合成的影响

诱导子除了通过诱导次生代谢关键酶的基因表达提高其活性,还通过调节氮代谢中某些酶的活性为次

生代谢产物的生成提供能量和前体,如张少颖等[25]发现SNP浸种能促进玉米幼苗叶片NR活性的提高.本
研究发现,向培养基中添加外源NO的供体SNP后,半夏愈伤组织体内GOGAT,GDH,GOT等酶活性显

著高于对照,可能是外源NO提高了植物细胞中NR的活性[26],将植物吸收的NO-
3 还原成NH+

4 ,NH+
4

的增多促使GOGAT,GDH,GOT等活性增强,加速无机氮向有机氮的同化及转化.由此推断,SNP可能

通过提高植物氮代谢相关酶活性来提高半夏愈伤组织中总生物碱的含量.但SNP的添加却抑制了鸟苷及腺

苷的合成,可能是因为SNP对其合成过程中其他途径的关键酶产生了抑制作用,这还有待于研究.
ASA是SA的衍生物,在植物体内可调节多种生理过程[27-28].有研究表明,外源物质ASA可提高植

物体内SA水平,并通过SA的生理效应实现其生理功能[29].SA能激活磷脂酶催化质膜磷酸水解产生第二

信使或增加次生代谢合成途径中参与次生代谢物合成酶的活性[30].本研究发现,添加适宜质量浓度的ASA
提高了半夏愈伤组织细胞中GOGAT,GDH,GOT的活性,可能是因为SA促进了NR活性的提高[31],使

细胞快速将NO-
3 转化为NH+

4 ,然后通过GS/OGAT循环有效固定NH+
4 ,为合成前体物质Phe提供氨基.

也有可能是SA同时提高了NR和GS活性以及转氨酶的活性[32],从而加速了无机氮的吸收、同化及转运、

合成游离氨基酸及可溶性蛋白,并产生能量.ASA的添加提高了半夏愈伤组织中PAL的活性,可能诱导了

PAL酶基因活性的表达,提高了PAL的数量及活性[33].研究发现,添加诱导子ASA后,GOGAT,GDH,

GOT,PAL酶活性与总生物碱、鸟苷、腺苷含量呈一定的正相关,猜测ASA可能通过提高氮代谢及次生代

谢相关酶的活性,直接或间接提供半夏愈伤组织中总生物碱、鸟苷和腺苷合成所需的底物及能量来提高半

夏愈伤组织中总生物碱、鸟苷和腺苷的含量.
3.3 前体物和诱导子联合添加对半夏愈伤组织中氮代谢和有效成分合成的影响

两种或多种能提高次生代谢物产率的条件联合作用会对次生代谢物产量的提高发挥协同或加和作用.
曲均革等[34]探索前体物苯丙氨酸和诱导子茉莉酸甲酯及光照等因素联合作用下对葡萄细胞产生花青素的

影响,得出结论是几种因素协同作用使鲜细胞花青素含量提高2.7倍,产量提高3.4倍,比单独加入时效

果显著得多.本研究发现,复合添加与单独添加相比,不同复合组合添加对氮代谢相关酶活性及有效成分

积累的影响效果不同,有的甚至出现了抑制现象.比如SNP与ASA、Asp组合,可能是因为质量浓度不合

适或者没有协同作用,也可能是加入的时间不合适,这些都有待于进一步研究.而ASA与Asp、phe组合

却能显著提高氮代谢相关酶活性及有效成分含量,且与单独添加相比差异具有统计学意义.可能是因为前

体物的加入为半夏细胞氮代谢及次生代谢提供了底物,而诱导子进一步提高了GOGAT,GDH,GOT等氮

代谢酶及PAL酶活性,加速了无机氮的同化及转化,为半夏愈伤组织中总生物碱、鸟苷及腺苷积累提供了

更多的底物及能量.
综合所有处理可以看出,单一处理对氮代谢关键酶、有效成分含量及两者之间的关系影响较为清楚,

氮代谢关键酶的变化与有效成分的含量呈正相关.但对于复合添加,两者之间的关系较为复杂,氮代谢关

键酶活性的变化与有效成分含量的变化无明显线性相关,这可能是因为复合添加对外援物质加入的质量浓

度及时间要求不同,这些都有待于进一步研究.
本研究结果表明,适宜质量浓度的SNP,ASA,Phe,Asp单一或两两复合添加调控半夏愈伤组织中总

生物碱、鸟苷和腺苷合成与其体内氮代谢有关.一方面调节 GOGAT,GDH 和 GOT的活性,通过提高

GOGAT,GDH等酶的活性促进无机氮向有机氮转化,提高GOT的活性促进谷氨酸转移为其他氨基酸,进

而合成蛋白质和其他含氮类化合物,为总生物碱、鸟苷和腺苷合成提供底物及能量;另一方面通过提高
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PAL活性,加速苯丙烷类物质代谢,促进总生物碱的合成.单独添加时,添加phe对氮代谢相关酶活性的

提高及有效成分含量的积累效果最好;复合添加1mg/LASA和150mg/LAsp诱导 GOGAT,GDH,

GOT,PAL的活性提高和可溶性蛋白含量的增加效果最好,此时半夏愈伤组织中总生物碱、鸟苷含量最高.
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EffectsofExogenousSubstancesontheKeyEnzymesInvolved
inNitrogenMetabolisminPinelliaternateCalliandonthe

AccumulationofActiveComponentsinThem

LIU Jia, CAORui-xia, WUNeng-biao
SchoolofLifeScience,SouthwestUniversity/KeyLaboratoryofEco-EnvironmentsinThreeGorgesReservoirRegion,

MinistryofEducation,Chongqing400715,China

Abstract:Inthisstudy,wetookuniformandvigorouscalliofPinelliaternateastheexperimentmaterials
andstudiedtheeffectsofexogenoussubstances(Phe,Asp,SNPandASA)usedaloneorincombination
onthekeyenzymesinvolvedinNmetabolismandtheaccumulationsofactivecomponentsinthem.There-
sultsshowedthattheactivitiesofnitrogenmetabolism-involvedkeyenzymesandthecontentsofsoluble
proteinandtotalalkaloidsinthecalliwereincreasedinalltreatments,whereanexogenoussubstancewas
applied,theeffectofSNPbeingmostsignificant.Intreatments,wheretwoexogenoussubstanceswere
addedintothemedium,theactivitiesofNmetabolism-involvedkeyenzymesandPALaswellasthecon-
tentsofsolubleprotein,totalalkaloidsandguanosinewereincreasedsignificantlyaftertheadditionof
1mg/LASA+150mg/LAsp.Inthetreatmentof50mg/LPhe+1mg/LASA,thecontentsofadeno-
sineincreasedby129%,comparedwiththecontrol.Tosumup,exogenoussubstancescaneffectivelyreg-
ulatetheactivitiesofnitrogenmetabolism-relatedenzymesofsecondarymetabolism,thusaffectingthe
contentsofsecondarymetabolitesofthecalliofP.ternate.
Keywords:Pinelliaternate;nitrogenmetabolism;activecomponent;exogenoussubstance
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