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3种常用培养基对颠茄毛状根生长与
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摘要:研究了B5,MS,N63种培养基对颠茄毛状根的生长及托品烷类生物碱质量分数和产量的影响.结果表明:

B5,MS培养基中颠茄毛状根的生物量明显高于N6培养基,两者之间差异无统计学意义,但B5培养基中东莨菪碱

和莨菪碱质量分数与产量均显著高于 MS培养基.因此,比较3种培养基,B5培养基作为基本培养基不仅有利于颠

茄毛状根的生长,也对托品烷类生物碱的合成有促进作用,为建立适合其生长和次生代谢产物产生的离体培养体

系提供了理论依据.
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颠茄(AtropabelladonnaL.)为茄科颠茄属,多年生草本植物,有效化学成分为托品烷类生物碱(Tro-

paneAlkaloids,TAs),主要为莨菪碱、东莨菪碱以及阿托品,是我国药典规定的唯一托品烷类生物碱的药

源植物[1-3].莨菪碱和东莨菪碱已在临床上广泛应用,主要用于镇痛、麻醉、抗晕动症、治疗帕金森症、改

善微循环、戒毒脱瘾、治疗农药中毒等,市场需求十分巨大[2].
颠茄中莨菪碱和东莨菪碱的主要合成场所在根[4],杨春贤等[5]用农杆菌A4侵染颠茄无菌苗真叶,得

到颠茄毛状根.毛状根基本具有植株根的生长功能,具有生长快、分化程度高以及代谢与遗传性能相对稳

定等优点,是植物次生代谢产物生产可持续发展的有效途径之一[6].虽然毛状根可在无激素培养基上快速

自主生长,且具有次生代谢产物高而稳定的特点,但建立其合适的生长和次生代谢产物产生的离体培养条

件,是应用毛状根培养来规模生产其次生代谢产物的前提条件.已有的研究表明,培养基类型是影响毛状

根生长和次生代谢产物的一个重要影响因素[7-8],如在供试 MS,1/2MS,B5和1/2B5培养基中,B5培养

基最适宜新疆紫草毛状根的固体培养及生长[9].姚庆收等[10]研究发现1/2MS和 MS培养基有利于花生毛

状根生物量的积累,而B5和N6培养基有利于其白藜芦醇的积累.但至今为止,未见有关培养基类型对颠

茄毛状根生长和次生代谢产物产生的影响.因此,本研究以颠茄毛状根为试验材料,比较颠茄毛状根在B5,

MS,N63种不同培养基中的生长与次生代谢产物的积累状况,从而为进一步优化并建立适宜的颠茄毛状

根培养条件奠定理论基础.
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1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 颠茄毛状根

颠茄毛状根由西南大学生命科学学院天然产物与代谢工程实验室保存.25℃,110r/min,黑暗下悬

浮培养.
1.1.2 培养基

MS,B5,N6[11]3种液体培养基,添加蔗糖30g/L,MS,N6培养基pH值为5.8,B5培养基pH值为5.5.
1.1.3 仪器与试剂

LC-60A高效液相色谱仪(泵:LC-20AD,柱温箱:CTO-10ASvp,控制器:SPD-20A),日本岛津(Shi-
madzu);UltimateXB-C18液相色谱柱(4.6×250mm,5μm),月旭科技(上海)股份有限公司;SIGMR
3K15冰冻离心机,北京五洲当方科技发展有限公司;QYC200摇床,上海福玛实验设备有限公司.莨菪碱

和东莨菪碱标准品均购自Sigma;植物组织培养所用的蔗糖,冰醋酸,β 巯基乙醇,氯仿,乙酸铵,SDS,
氨水等,购自重庆川东化工试剂厂或成都市科龙化工试剂厂;HPLC流动相所用的甲醇为色谱纯,购自天

津市光复精细化工研究所.
1.2 方 法

1.2.1 毛状根生长测定

取等量(约0.1g)来自同一克隆的毛状根,分别接种于装有150mL无菌 MS,B5或N6液体培养基的

三角瓶中,置于25±1℃,110r/min转速的摇床中暗培养,并分别于7d,14d,21d后,用蒸馏水冲洗颠茄

毛状根上残留的液体培养基,滤纸吸干水分,称其鲜质量后,再取颠茄毛状根置于60℃烘箱中烘至质量恒

定,并称干质量.
1.2.2 毛状根中托品烷类生物碱质量分数检测

取培养21d的颠茄毛状根于60℃烘箱中烘至质量恒定后,检测毛状根中托品烷类生物碱的质量分数.
参照ZárateR等[12]的提取方法,略有改动:取上述60℃烘干至恒质量的颠茄毛状根,充分研磨成粉过50
目筛后,称取0.1g干粉加入10mL三氯甲烷-甲醇-氨水(15∶5∶1)提取液超声提取30min,25℃室温

放置过夜后滤纸过滤,用2mLCHCl3 冲洗2遍,合并滤液;40℃真空浓缩至干,残留物用5mLCHCl3
和2mL1mol/LH2SO4 溶解,收集硫酸相,于冰浴中用浓氨水调pH值至10,再分两次加入4mLCHCl3
提取;静置分层后收集氯仿层,于40℃真空浓缩至干,1mL甲醇溶解,为样品液;用0.22μm滤膜过滤样

品液,-4℃保存备用.
日本岛津(Shimadzu)LC-60A高效液相色谱仪,色谱条件:UltimateXB-C18液相色谱柱(5μm,4.6×

250mm),流动相甲醇与醋酸缓冲液(0.05mol/L醋酸铵,pH 值为4.6)比例为58∶42,0.0025mol/L
SDS,流速1.0mL/min,检测波长215nm,柱温40℃,进样量:10μL.分别精密称取莨菪碱和东莨菪碱标准

品(Sigma公司产品),分别配制成质量浓度为100μg/mL,200μg/mL,300μg/mL,400μg/mL,500μg/mL的

标准品贮备液,按照上述的HPLC检测条件进行测定,根据峰面积(Y)对标准品质量浓度(X)绘制标准曲线,
并分别计算出莨菪碱和东莨菪碱的线性回归方程.东莨菪碱线性回归方程为

Y=33664.3X +1411221.6   R2=0.9993
莨菪碱的线性回归方程为

Y=9930.4X +102781   R2=0.9990

2 结果分析

2.1 不同培养基对颠茄毛状根生长的影响

颠茄毛状根暗培养7d后,在 MS,B5,N63种培养基中的生长差异无统计学意义.培养14d后,B5培

2 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第39卷



养基中的毛状根生物量增长最显著.培养21d后,MS培养基中的鲜质量为13.2g,B5培养基中的毛状

根鲜质量为11.8g(图1).这两种培养基中的毛状根生长量增长明显(图1,图2),统计结果为3个重复

平均值±标准差,字母相同表示差异无统计学意义(p>0.05).观察生长21d颠茄毛状根的生长状况,

发现B5和N6培养基的根系较粗壮白嫩,分支较少.MS培养基中的根分支较多,根体细软变黄,含水

量较高(图3).因此,虽然B5培养基和 MS培养基中的毛状根生长量差异无统计学意义,但是B5培养

基中的毛状根粗壮,生长状况更好.

图1 不同培养基对颠茄毛状根鲜质量的影响 图2 不同培养基对颠茄毛状根干质量的影响

图3 不同培养基中21d颠茄毛状根的生长状态

2.2 不同培养基对颠茄毛状根托品烷类生物碱质量分数的影响

采用HPLC方法检测不同培养基培养的毛状根中东莨菪碱和菪碱质量分数.东莨菪碱对照品的保留时

间为9.871min,莨菪碱对照品的保留时间为11.682min,样品中东莨菪碱和莨菪碱的保留时间与对照品

基本一致,见图4.图5为培养基类型对21d颠茄毛状根托品烷类生物碱质量分数的影响.从图5可见,培

养21d后,B5培养基中毛状根的东莨菪碱质量分数为1.2mg/g,是 MS培养基中的3.4倍,莨菪碱质量

分数为3.1mg/g,是 MS培养基中的2.1倍;而N6培养基培养的毛状根东莨菪碱质量分数为0.7mg/g,
莨菪碱质量分数为1.8mg/g,分别为 MS培养基的2.0倍和1.8倍.可见,B5和N6培养基中的毛状根东

莨菪碱和莨菪碱质量分数均显著高于 MS培养基,但B5培养基培养的莨菪碱和东莨菪碱质量分数的增加

量更大(图5).图6为3种培养基对颠茄毛状根托品烷类生物碱产量的影响.从图6可见,虽然N6培养基

培养的毛状根生物碱质量分数显著高于 MS培养基,但由于N6培养基培养的毛状根生长量明显低于 MS
培养基,因而在培养21d后,MS和N6培养基单瓶毛状根中的生物碱产量差异无统计学意义.而B5培养

基中的生物碱质量分数显著高于 MS培养基,两组培养基的毛状根生物量差异不大,所以,B5培养基中单

瓶毛状根的生物碱产量最高,显著高于 MS和N6培养基(图6).
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1. 东莨菪碱;2. 莨菪碱.

图4 东莨菪碱和莨菪碱的HPLC图

图5 不同培养基对颠茄毛状根

托品烷类生物碱质量分数的影响

图6 不同培养基类型对颠茄毛状根

托品烷类生物碱产量的影响

3 讨论与结论

不同类型的培养基由于所含组分及其比例不同,对毛状根生长与次生代谢产物的积累有不同的影

响[13-15].本试验所用的3种类型培养基成分各不相同,MS培养基是富集元素平衡的培养基,营养元素全

面,成分丰富[16-17];B5和N6培养基是高硝酸钾培养基.本试验显示:颠茄毛状根培养14d时,B5培养基

中的生物量最高,而21d时 MS培养基培养的颠茄毛状根生物量最高,显著高于N6培养基.这可能是由

于颠茄毛状根在生长前期生长速度较慢,对营养元素需求较少,而在14d后细胞分裂和生长等复杂生化过

程加快,所需营养全面,从而 MS培养基有助于颠茄毛状根生物量的积累.而N6培养基营养物质种类相对

较少,故相同时间内生物量积累少.说明不同培养基对毛状根生物量的影响较大,选择适合颠茄毛状根培
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养的基本培养基,是提高其生物量的前提.
铵态氮和硝态氮的比例也是影响培养基中毛状根生长和次生代谢产物产生的因素之一[18-21].本试验

中,培养21d时B5和N6培养基有利于莨菪碱和东莨菪碱的产生,显著优于MS培养基.这可能是由于B5
和N6培养基属于高硝酸钾培养基,二者所含硝态氮比例高,MS培养基所含铵态氮比例较高.而高硝态氮

有助于促进颠茄毛状根次生代谢,更有利于含氮生物碱的积累,从而提高了B5和N6培养基培养的颠茄毛

状根的莨菪碱和东莨菪碱质量分数.又因B5培养基培养的颠茄毛状根生物量显著高于N6培养基,故B5
培养基培养的颠茄毛状根莨菪碱与东莨菪碱产量最高.

试验表明根据单一的生物量或莨菪碱与东莨菪碱质量分数,并不能判定某种培养基是最适合的颠茄毛

状根培养的培养基,需要结合生物量和莨菪碱、东莨菪碱质量分数共同判定.在本试验的B5,MS,N63种

类型的培养基中,B5培养基不仅有利于生长,也对托品烷类生物碱的合成有促进作用,可作为颠茄毛状根

培养的基本培养基.今后应向寻求颠茄毛状根生长速度和莨菪碱、东莨菪碱质量分数达到最佳结合的培养

基探索,使之达到生产上的更大效益.
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EffectsofThreeMediaontheGrowthandSecondary
MetaboliteContentsofAtropabelladonnaL.HairyRoots
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LUKe-huan, GUO Shuang, WUNeng-biao
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SchoolofLifeScience,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China

Abstract:Inordertoprovideabasisforestablishinganinvitroculturesystemsuitableforthegrowthand

secondarymetaboliteproductionofAtropabelladonnaL.,asuspensionculturewasmadeinwhichthe

effectsofmediumtypesonthegrowthofA.belladonnahairyrootsandTAsproductioninthemwere

studied.ThebiomassofA.belladonnahairyrootsinB5andMSwassignificantlyhigherthaninN6,with

nosignificantdifferencebetweenthetwomedia.However,thecontentandproductionofscopolamineand

hyoscyamineinB5weresignificantlyhigherthaninMS.TheseresultsshowedthatB5wasthebestmedium

forhairyrootgrowthofA.belladonnaandfortheaccumulationoftropanealkaloidsinit.

Keywords:AtropabelladonnaL.;hairyroot;medium;tropanealkaloids(TAs)
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