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摘要:研究了添加前体物和诱导子对半夏愈伤组织生长及其生物碱、鸟苷、腺苷的影响.结果表明:在试验质量浓

度范围内,前体物Phe,Asp抑制半夏愈伤组织的生长,而诱导子SNP和ASA则促进其生长;低质量浓度Phe促进

半夏愈伤组织中总生物碱的积累,而高质量浓度则抑制其合成,不同质量浓度的 Asp,SNP,ASA均促进其体内总

生物碱的积累;Phe和ASA对半夏愈伤组织中鸟苷的合成均为低质量浓度时促进而高质量浓度时抑制,不同质量

浓度Asp,SNP则均促进其鸟苷的合成;前体物Phe和 Asp有利于半夏愈伤组织中腺苷的合成,但是诱导子SNP
和ASA却抑制腺苷的积累.
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半夏Pinelliaternata 为天南星科半夏属多年生宿根草本植物,块茎可入药,是一味传统的中药材.其
性温、味辛[1-2].生物碱、鸟苷、腺苷是其主要有效成分,药理作用强,具有镇咳祛痰、健脾胃、止呕吐、降

压降脂、抗心律失常、抗坏血栓及抗肿瘤等功效[3-6].通过植物组织培养技术对半夏进行组织培养来生产有

效成分,而添加特定的外源物质来提高植物体内次生代谢物是目前提高植物次生代谢物的有效办法[7-12].
本文以三叶半夏愈伤组织为材料,用不同质量浓度诱导子硝普钠(SNP),乙酰水杨酸(ASA)和前体物苯丙

氨酸(Phe),天冬氨酸(Asp)来诱导半夏愈伤组织中总生物碱、鸟苷及腺苷的合成,筛选出促进半夏愈伤组

织次生代谢物积累的外源添加物及最适质量浓度,为半夏的工业化生产提供参考.

1 材料与方法

1.1 材 料

半夏愈伤组织由本实验室以三叶半夏叶柄为外植体诱导而来,选取继代4次生长均一的稳定体系.培
养条件为 MS+2.0mg/L2,4-D+1.0mg/LKT+1.0mg/LIAA+3.0%蔗糖+0.7%琼脂,pH值为

5.8~6.0(灭菌前),温度(25±1)℃,暗培养,培养周期为30d.
1.2 方 法

1.2.1 添加前体和诱导子试验设计

前体物为Phe和Asp,添加的质量浓度梯度分别为0mg/L,25mg/L,50mg/L,100mg/L,150mg/L;
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诱导子SNP添加的质量浓度梯度为0mg/L,0.1mg/L,0.5mg/L,1mg/L,5mg/L;诱导子ASA添加的

质量浓度梯度为0mg/L,0.1mg/L,0.5mg/L,1mg/L,3mg/L.
将半夏愈伤组织接种于添加有诱导子的固体培养基,并立即置于培养箱中暗处理30d.对照为不添加

任何诱导子.
1.2.2 半夏愈伤组织生长测定

将培养30d的愈伤组织取出,洗去培养基后用吸水纸吸干水分,放于天平上称鲜质量,计算半夏愈伤

组织的相对生长速率.
R=(m2-m1)/m1×100

式中:R 为相对生长率;m1 为接种鲜质量(g);m2 为收获鲜质量(g).
1.2.3 总生物碱含量测定

取出培养30d后的各处理组半夏愈伤组织,用水洗净培养基后放入烘箱中先于80℃烘2h,之

后于60℃下烘干,磨碎后过60目筛,其粉末用于生物碱测定.测定方法参照于超等[13]的紫外分光光

度计法.
1.2.4 鸟苷、腺苷的测定

色谱条件:参照张敏等[14]的文献略有改动,XtimateC18色谱柱(4.60mm×250mm,5μm),流动相

为甲醇∶水=15∶85,流速为1.0mL/min,检测波长为254nm,柱温30℃,进样量20μL.鸟苷和腺苷的

色谱峰分离良好,鸟苷保留时间约为5.5min,腺苷保留时间约为10min.
样品制备:将半夏愈伤组织烘干至恒质量,研碎过60目筛,取各处理组样品粉沫0.3g加入30% 甲醇

3mL后称质量,超声提取30min,用30%甲醇补足质量后于离心机5000r/min离心10min,提取上清液

再稀释3倍,过0.22μm微孔滤膜后进样.
鸟苷、腺苷标准品及样品色谱图见图1.

1. 鸟苷;2. 腺苷.

图1 鸟苷、腺苷标准品(a)和样品(b)HPLC图

数据均采用SPSS11.5进行统计分析.

2 结果与分析

2.1 Phe对半夏愈伤组织生长及体内总生物碱、鸟苷及腺苷的影响

不同质量浓度的Phe对半夏愈伤组织的生长均有抑制作用.当Phe质量浓度为25mg/L和50mg/L
时,半夏愈伤组织相对生长速率分别比对照降低22.8%和7.9%,但是与对照差异不显著,高质量浓度

Phe则显著抑制其生长.

Phe在0mg/L~150mg/L质量浓度范围内,总生物碱含量呈先增加后降低的趋势,其中50mg/L时
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达到最大,比对照增加了99%,其后随着Phe质量浓度的升高而下降.
鸟苷在Phe质量浓度为0mg/L~50mg/L时逐渐升高,50mg/L时达到最大,在半夏体内鸟苷百分

比为0.041%,其后逐渐降低,在150mg/L时最小,比对照降低了46.7%,说明低质量浓度Phe促进鸟苷

的合成,而高质量浓度Phe会抑制鸟苷的积累.
在Phe质量浓度为0mg/L~100mg/L范围内,均促进半夏愈伤组织中腺苷的积累,其中50mg/L时

效果最显著,与对照相比增幅为112.5%,呈显著性差异,当Phe质量浓度为150mg/L时,则抑制了腺苷

的积累(表1).
表1 不同质量浓度Phe对半夏愈伤组织生长及体内总生物碱、鸟苷及腺苷的影响

Phe/

(mg·L-1)
指     标

相对生长速率/% 总生物碱/% 鸟苷/% 腺苷/%

0 1.206±0.091a 0.192±0.016bc 0.018±0.004c 0.008±0.000c

25 0.930±0.102ab 0.281±0.010b 0.025±0.006b 0.008±0.000c

50 1.110±0.032a 0.382±0.020a 0.041±0.005a 0.017±0.000a

100 0.625±0.028b 0.213±0.007bc 0.019±0.005b 0.012±0.001b

150 0.703±0.024b 0.174±0.021c 0.010±0.001c 0.006±0.000c

  注:表1中数据为平均值±标准误差,同一列数据中字母不同者表示差异达5%显著水平(下同).

2.2 Asp对半夏愈伤组织生长及体内总生物碱、鸟苷及腺苷的影响

在0mg/L~100mg/L范围内的Asp均抑制半夏愈伤组织生长,且随着质量浓度升高,其抑制作用逐

渐减弱,在Asp质量浓度为150mg/L时,反而促进了半夏愈伤组织生物量的增加,但与对照差异不显著.
不同质量浓度Asp的加入均有利于半夏愈伤组织中总生物碱的积累,与对照相比分别提高了9.9%,

23.4%,36.5%,82.8%.
在培养基中添加质量浓度为0mg/L~150mg/L的Asp后,半夏愈伤组织中鸟苷百分比提高,且呈逐

渐上升趋势,其中添加150mg/LAsp使鸟苷达到最大值,与对照相比增加了90%.
在0mg/L~25mg/LAsp范围内,半夏愈伤组织体内腺苷迅速增加,当质量浓度为25mg/L时达到

最大值,比对照提高了87.5%,25mg/L~150mg/L范围内的 Asp抑制其体内腺苷的合成,分别比对照

降低了25%,12.5%,但是差异不显著.

图中数据为平均值±标准误差,同一组数据中字母不同者表示差异达5%显著水平(下同).

图2 不同质量浓度Asp对半夏愈伤组织生长及体内总生物碱、鸟苷及腺苷的影响

2.3 SNP对半夏愈伤组织生长及体内总生物碱、鸟苷及腺苷的影响

在试验质量浓度范围内,SNP的添加均有利于半夏愈伤组织的生长,且随着质量浓度的增加,其相对

生长速率逐渐增大,当SNP质量浓度为5mg/L时,与对照相比增幅为173.5%,呈极显著差异.
不同质量浓度SNP的加入,均促进了半夏愈伤组织中总生物碱的积累,整体呈先上升后下降的趋势,
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其中SNP质量浓度为1mg/L时达到最大值,比对照增加了92.7%.
SNP对半夏细胞内鸟苷的积累为低质量浓度时促进,高质量浓度时抑制.在0mg/L~0.1mg/L质

量浓度范围内,半夏细胞内鸟苷百分比增加,且SNP质量浓度在0.1mg/L时达到最大,比对照增加了

10%,其后随着培养基中SNP质量浓度升高,半夏细胞内鸟苷的合成开始受到抑制,且质量浓度越大抑

制作用越强.
不同质量浓度SNP的添加均抑制半夏愈伤组织中腺苷的积累(表2).

表2 不同质量浓度SNP对半夏愈伤组织生长及体内总生物碱、鸟苷及腺苷的影响

SNP/

(mg·L-1)
指     标

相对生长速率/% 总生物碱/% 鸟苷/% 腺苷/%
0 1.206±0.091c 0.192±0.010d 0.018±0.000ab 0.008±0.000a
0.1 2.670±0.032b 0.278±0.021b 0.020±0.001a 0.007±0.000a
0.5 1.458±0.025c 0.208±0.017c 0.016±0.001b 0.004±0.000bc
1 2.851±0.056ab 0.370±0.014a 0.011±0.001c 0.002±0.000c
5 3.299±0.081a 0.260±0.015bc 0.009±0.000c 0.005±0.001b

2.4 ASA对半夏愈伤组织生长及体内总生物碱、鸟苷及腺苷的影响

添加不同质量浓度的ASA于半夏愈伤组织培养基中均可促进半夏愈伤组织生长,但随着ASA质量浓

度的升高,其相对生长速率呈先增加后降低的趋势,分别比对照增加了10.4%,46.7%,138.4%,34.7%.
对于总生物碱,当ASA质量浓度为0mg/L~1mg/L时,总生物碱的合成量逐渐增加,在1mg/L时

达到最大,与对照相比增幅为80.2%.随后开始下降,但在ASA质量浓度为3mg/L时,仍高于对照组.

图3 不同质量浓度ASA对半夏愈伤组织生长及体内总生物碱、鸟苷及腺苷的影响

当 ASA质量浓度较低时促进半夏愈伤组织中鸟苷的积累,质量浓度较高时则抑制鸟苷的合成,

其中 ASA质量浓度为1mg/L时合成量最高,比对照增加了93.3%.

ASA对半夏愈伤组织中腺苷的影响与鸟苷类似,在ASA质量浓度低时促进,质量浓度高时抑制.
在0mg/L~0.1mg/L时,半 夏 愈 伤 组 织 腺 苷 合 成 量 增 加,在0.1mg/L时 最 高,比 对 照 增 加 了

150%,但当 ASA质量浓度高于0.1mg/L后,腺苷含量迅速降低,当 ASA质量浓度为3mg/L时,

半夏愈伤组织中腺苷比对照降低了62.5%(图3).

3 讨论与结论

生物碱、鸟苷和腺苷是半夏的主要有效成分.Phe作为一种体内必需的氨基酸及前体物质,可能通

过多种代谢通路直接或间接地调控了半夏愈伤组织中总生物碱、鸟苷和腺苷的合成,Asp是腺苷的直接

前体物质[15-19].本研究结果表明,低质量浓度的Phe促进半夏愈伤组织中总生物碱、鸟苷、腺苷的合

成,其中50mg/LPhe效果最好,较高Phe质量浓度的添加则抑制其总生物碱、鸟苷和腺苷的积累.低
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质量浓度Asp的添加有利于半夏愈伤组织中腺苷的积累,高质量浓度时则抑制腺苷的合成.
一氧化氮(NO)是一种新型的植物信号分子,目前已证实是参与植物细胞次生代谢产物合成调控的必

需信号分子之一[20].本研究发现,试验质量浓度范围内的SNP均可促进半夏愈伤组织中总生物碱的积累,

其中SNP为1mg/L时效果最明显;SNP对半夏愈伤组织中鸟苷的积累具有低质量浓度时促进,高质量浓

度时抑制的现象;不同质量浓度SNP均抑制半夏愈伤组织中腺苷的积累,说明外源NO参与了半夏愈伤组

织次生代谢的调控.
ASA在植物体内具有提高植物抗性,改善果实口感,提高果实品质等多方面的功能[21-22],近年来亦

被用于植物次生代谢的调控.在本试验中,不同质量浓度的ASA对半夏愈伤组织中总生物碱均有促进作

用,以1mg/LASA对其促进效果最明显,为对照的180.2%.半夏愈伤组织中鸟苷和腺苷的合成均表现为

低质量浓度ASA时被促进,而高质量浓度ASA时被抑制,其中鸟苷在1mg/LASA时达到最大,腺苷在

0.1mg/LASA时处于峰值,说明了ASA有利于半夏中总生物碱、鸟苷、腺苷的合成,但是诱导不同次生

代谢物合成所需的ASA质量浓度不同.
在试验质量浓度范围内,前体物Phe,Asp的添加均抑制半夏愈伤组织生长,而诱导子SNP,ASA的添

加促进半夏愈伤组织的生长;Phe在低质量浓度时促进半夏愈伤组织中总生物碱的积累,高质量浓度时则

抑制其合成,不同质量浓度的Asp,SNP,ASA添加均可促进半夏愈伤组织中总生物碱的积累;低质量浓度

Phe和ASA的添加可促进半夏愈伤组织中鸟苷的合成,而高质量浓度Phe和ASA的添加则会抑制鸟苷的

积累,不同质量浓度Asp,ASA对半夏愈伤组织中鸟苷的合成均起促进作用;除不同质量浓度SNP的添加

抑制半夏愈伤组织中腺苷的积累外,Phe,Asp,ASA对半夏愈伤组织中腺苷的合成均具有低质量浓度时促

进,高质量浓度时抑制的现象.说明不同外源添加物对半夏愈伤组织生长及总生物碱、鸟苷、腺苷的作用效

果与添加物的种类质量浓度有关.

参考文献:
[1] 孙健玲.半夏的快繁及诱导子对其愈伤组织总生物碱积累的影响 [D].合肥:安徽农业大学,2010.
[2] VERPOORTER.ExplorationofNature􀆳sChemodiversity:theRoleofSecondaryMetabolitesasLeadsinDrugDevelop-

ment[J].DrugDiscoveryToday,1998,3(5):232-238.
[3] DURNERJ,WENDEHENNED,KLESSIGDF.DefenseGeneInductioninTobaccobyNitricOxide,CyclicGMP,and

CyclicADP-Ribose[J].ProceedingsoftheNationalAcademyofSciences,1998,95(17):10328-10333.
[4] GIBAZ,GRUBIŠIC

'
D,TODOROVIC

'
S,etal.EffectofNitricOxide-ReleasingCompoundsonPhytochromeCon-

trolledGerminationofEmpressTreeSeeds[J].PlantGrowthRegulation,1998,26(3):175-181.
[5] CAMPWV,MONTAGUMV,INZÉD.H2O2andNORedoxSignalsinDiseaseResistance[J].TrendsinPlantSci-

ence,1998,3(9):330-334.
[6] RUANH,SHENW,XUL.NitricOxideModulatestheActivitiesofPlasmaMembraneHATPaseandPPaseinWheat

SeedlingRootsandPromotestheSaltToleranceAgainstSaltStress[J].ActaBotanicaSinca-EnglishEdition,2004,

46(4):415-422.
[7] CHANDOKMR,YTTERBERGAJ,VANWIJKKJ,etal.ThePathogen-InducibleNitricOxideSynthase(iNOS)in

PlantsisaVariantofthePProteinoftheGlycineDecarboxylaseComplex[J].Cell,2003,113(4):469-482.
[8] 苗志奇,元英进.水杨酸在紫杉醇生物合成中诱导作用的研究 [J].生物工程学报,2000,16(4):509-513.
[9] 王玲丽.喜树营养器官的结构及喜树碱含量动态变化的研究 [D].西安:西北大学,2006.
[10]张秀省,张荣涛,聂莉莉,等.长春花叶片中吲哚生物碱增产的研究 [J].中草药,2005,36(2):265-267.
[11]曾鑫年,张善学,方剑锋,等.毛鱼藤酮与鱼藤酮杀虫活性的比较 [J].昆虫学报,2002,45(5):611-616.
[12]李 琰.雷公藤组织培养生产次生代谢产物及其代谢调控研究 [D].杨凌:西北农林科技大学,2008.
[13]于 超,张 明,王 宇,等.栽培,野生及不同产地半夏总生物碱测定 [J].中国中药杂志,2004,29(6):583-584.
[14]张 敏,何 平,喻泽莉,等.模拟酸雨胁迫及施肥与遮荫对半夏主要药用成分质量分数的影响 [J].西南大学学报(自

5第3期      吴能表,等:外源添加物对半夏愈伤组织生长及次生代谢物的影响



然科学版),2011,33(4):5-11.
[15]SONGJ,ZHANGY,QIJ,etal.SelectionofaHighTanshinone-ProducingCrownGallStrainandProductionofTan-

shinoneintheStrain[J].ChineseJournalofBiotechnology,1997,13(3):207-210.
[16]李景川,孙安慈.铈对悬浮培养南方红豆杉细胞可溶性蛋白和紫杉醇合成动态的影响 [J].中国稀土学报,2001,

19(2):162-166.
[17]EDAHIROJ,NAKAMURAM,SEKIM,etal.EnhancedAccumulationofAnthocyanininCulturedStrawberryCells

byRepetitiveFeedingofL-PhenylalanineIntotheMedium[J].JournalofBioscienceandBioengineering,2005,99(1):

43-47.
[18]孙健玲,张玉琼,朱景存,等.诱导子对半夏细胞生长和总生物碱积累的影响 [J].时珍国医国药,2011,22(1):

28-30.
[19]赵德修,汪 沂,赵敬芳.不同理化因子对雪莲培养细胞中黄酮类形成的影响 [J].生物工程学报,1998,14(3):

259-264.
[20]徐茂军,董菊芳,张 刚.NO对金丝桃悬浮细胞生长及金丝桃素生物合成的促进作用研究 [J].生物工程学报,2005,

21(1):66-70.
[21]王海华.乙酰水杨酸对镍胁迫下水稻幼苗中O水平和膜脂过氧化的影响 [J].农业环境保护,2001,20(3):148-151.
[22]姜 晶,李天来,鲁少尉,等.乙酰水杨酸在番茄果实发育期间对蔗糖代谢相关酶活性的影响 [J].植物生理学通讯,

2007,43(4):649-652.

EffectsofExogenousAdditivesonCallusGrowthand
SecondaryMetabolitesContentofPinelliaternata

WUNeng-biao1, CAORui-xia1, WUSi-jing2, LIU Xing1
1.SchoolofLifeScience,SouthwestUniversity/KeyLaboratoryofEco-Environmentsin

 ThreeGorgesReservoirRegion,MinistryofEducation,Chongqing400715,China;

2.HighSchoolAffiliatedtoSouthwestUniversity,Chongqing400700,China

Abstract:Theeffectsofelicitorsandprecursorsoncallusgrowthandcontentsoftotalalkaloids,guanosine
andadenosineinPinelliaternatawerestudied.TheresultsshowedthatprecursorsofPheandAspcanin-
hibitedcallusgrowth.However,theinductionofSNPandASApromotedthegrowthofcallusintherange
oftestconcentration.LowconcentrationofPheincreasedthetotalalkaloidsaccumulationincallusof
Pinelliaternata.whilehighconcentrationsofPheinhibitedtheaccumulation.Differentconcentrationsof
Asp,SNPandASAcouldpromotethetotalalkaloidsaccumulation.LowconcentrationofAspandSNP
showedpositiveactiononthesynthesisofguanosineincallus,buthighconcentrationofthemhadadverse
effectsonthesynthesisofguanosine.DifferentconcentrationsofAspandSNPcouldpromotethesynthesis
ofguanosine.TheprecursorsofPhe,AspwereconducivetothesynthesisofadenosineincallusofPinellia
ternata,butSNPandASAinhibitedtheaccumulationofadenosine.
Keywords:Pinelliaternata;callus;elicitors;precursors;secondarymetabolite
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