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诱导子对颠茄毛状根生长及托品烷类
生物碱质量分数的影响①
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西南大学 生命科学学院/三峡库区生态环境教育部重点实验室,重庆400715

摘要:目的:研究不同浓度茉莉酸甲酯(MJ)、硝酸银(AgNO3)、水杨酸(SA)、酵母提取物(YE)4种诱导子对颠茄

毛状根生长及托品烷类生物碱合成的影响.方法:将0.5g新鲜颠茄毛状根接种于B5液体培养基中,黑暗培养12d
后,将原有培养基换成加有不同浓度诱导子的4种新培养基,同样条件下再培养2d,收集颠茄毛状根材料,测定

其鲜质量与干质量及托品烷类生物碱的含量.结果:MJ抑制了毛状根生长与托品烷类生物碱的积累,而 AgNO3
虽然抑制了颠茄毛状根的生长,但却显著提高了托品烷类生物碱的积累,托品烷类生物碱的产量在100μmol/L
AgNO3 处理下达到26.191mg,是对照的219.9%.在SA处理下,较小程度地抑制了毛状根的生长,对东莨菪碱

的积累有促进作用.在YE处理下,随试验浓度升高,对毛状根生长及托品烷类生物碱的积累的促进作用也逐渐增

强.结论:AgNO3 是提高毛状根中托品烷类生物碱的最佳诱导子,而YE是对颠茄毛状根生长的最佳诱导子.
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颠茄AtropabelladonnaL.,俗名野山茄,是茄科颠茄属多年生草本植物,全草可入药,全株富含托

品烷类生物碱(TropaneAlkaloids,TAs),如东莨菪碱(Hyoscyamine),莨菪碱(Scopolamine)及阿托品

(Atropine)[1].在临床上,东莨菪碱可以使中枢神经抑制和副交感神经阻滞,故用于麻醉、镇痛、治疗帕

金森症、抗晕动症、改善微循环、治疗农药中毒、戒毒脱瘾等.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,而添加诱导子是目前提高有效成分常用且有效的方法[2].
已有研究表明,在植物生长期间添加诱导子是提高多种植物次生代谢产物含量的有效途径.目前,

对颠茄的研究主要集中在代谢途径中关键酶基因的研究,而未见使用添加诱导子来提高次生代谢产物

合成与积累的研究.毛状根技术利用发根农杆菌Ri质粒上的DNA片段整合到植物细胞的DNA上,从

而使许多双子叶植物从感染部位长出大量毛状根[3].毛状根合成的活性物质要比野生植物高出数倍,甚

至可以合成原植物不含有的成分[4].因此,本文以颠茄毛状根为材料,通过添加 MJ,AgNO3,SA,YE4
种诱导子以探究诱导子对颠茄毛状根的生长及托品烷类生物碱含量的影响,旨在为托品烷类生物碱的

工业化生产提供参考.

1 材料与方法

1.1 材 料

本实验室保存在固体B5培养基的颠茄毛状根.
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1.2 诱导子的制备

MJ,SA溶液的配制:将 MJ,SA分别用无水乙醇助溶溶解后,再用蒸馏水定容,配制成20μmol/L的

母液,过0.22μm滤膜除菌备用;AgNO3 溶液的配制:将AgNO3 用蒸馏水溶解定容,配制成100μmol/L
的母液,过0.22μm滤膜除菌备用;YE溶液的配制:将YE用蒸馏水溶解定容后,配制成200mg/mL的

母液,高压灭菌锅灭菌备用.

1.3 诱导子的添加及培养

将长势一致的新鲜颠茄毛状根0.5g接于150mL无激素的B5液体培养基的250mL三角瓶中,置于

恒温振荡培养箱110r/min,(25±1)℃避光培养12d后,将原有液体培养基倒掉,换成添加诱导子的新鲜

液体培养基.诱导子所用的浓度在预实验所得出的较为合适的浓度范围,使 MJ,AgNO3,SA终浓度均分别

为25,50,100,150,200μmol/L,YE终质量浓度为100,200,300,400,500mg/mL.在相同条件下培养2d,

采样后测定颠茄毛状根的鲜质量、干质量及东莨菪碱、莨菪碱的质量分数.

1.4 颠茄毛状根鲜质量、干质量的测定及TAs产量的计算

收获用不同诱导子处理过的颠茄毛状根后,用蒸馏水冲洗残留的液体培养基,并用吸水纸吸干水分后

称重,进行毛状根鲜质量的测量.将称量过鲜质量的毛状根于60℃烘箱中烘干至恒质量,称量颠茄毛状根

干质量,并计算单瓶毛状根TAs产量,计算公式[5]如下:

Y1=c1×m,Y2=c2×m,Y=Y1+Y2

式中:Y 表示单瓶毛状根TAs产量(mg),Y1 表示东莨菪碱产量(mg),c1 表示东莨菪碱质量分数(mg/g),

Y2 表示莨菪碱产量(mg),c2 莨菪碱质量分数(mg/g),m 表示单瓶毛状根干质量(g).

1.5 莨菪碱与东莨菪碱标准曲线绘制

精密称取莨菪碱、东莨菪碱标准品分别配制成浓度为100μg/mL,200μg/mL,300μg/mL,400μg/mL,

500μg/mL的标准品,按照HPLC检测条件测定,以峰面积为Y轴、标准品浓度为X轴绘制标准曲线,并分

别计算线性回归方程.

1.6 颠茄毛状根中生物碱的提取

参照ZÁRATER等[6]的提取方法,略有改动.将颠茄毛状根于烘箱中60℃烘干至恒质量,充分研

磨后过50目筛;称取0.1000g干粉加入10mL提取液(CHCl3-MeOH-NH4OH(15∶5∶1)),超声提取

30min后室温放置10h过夜,滤纸过滤,用2mLCHCl3 冲洗残渣,合并所有过滤的滤液;将滤液40℃
真空浓缩至干,残留物用2mL1mol/LH2SO4 和5mLCHCl3 溶解,静置分层后收集硫酸相于冰浴中并

用浓氨水调pH值至10,再分2次加入4mLCHCl3 提取,静置;静置分层后取下层于40℃真空浓缩至

干,残留物用1mL甲醇溶解,为样品液.样品液0.22μm滤膜过滤,-4℃保存备用.

1.7 颠茄毛状根中生物碱HPLC质量分数测定的色谱条件

色谱柱:UltimateXB-C18色谱柱(5μm,4.6×250mm);流动相∶甲醇:0.05mol/L醋酸铵(pH
值为4.6)=58∶42,0.0025mol/LSDS;流速:1.0mL/min;检测波长:215nm;柱温:40℃;进样

量:10μL.

1.8 数据处理

所有指标均重复测定3次,采用 MicrosoftExcel2007和SPSS22.0对数据进行统计分析和方差检验,

数据均以x±s表示.

2 结果与分析

2.1 MJ对颠茄毛状根生长及托品烷类生物碱的影响

由表1可以看出,与对照组相比,在不同浓度 MJ处理下,颠茄毛状根的鲜质量与干质量均受到了显
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著性抑制,并在试验浓度范围内随着浓度增加抑制程度也增加,而且在浓度为200μmol/L时均略有回升,

但干质量对浓度的响应并不具有显著性.东莨菪碱与莨菪碱质量分数的抑制程度均随试验浓度增加呈现出

先上升后降低的趋势,且在100μmol/L时出现了转折点,质量分数分别为0.129mg/g,0.111mg/g;对

于托品烷类生物碱的产量,随着诱导子实验浓度增加,托品烷类生物碱的产量均先降低后上升,整体呈下

降趋势,且与对照具有显著性.
表1 MJ对毛状根生长及托品烷类生物碱的影响

浓度/

(μmol·L-1)

鲜质量/

(g·瓶-1)

干质量/

(g·瓶-1)

东莨菪碱质量分数/

(mg·g-1
莨菪碱质量分数/

(mg·g-1
东莨菪碱产量/

(g·瓶-1)

莨菪碱产量/

(g·瓶-1)

TAs产量/

(g·瓶-1)

0 11.724±0.734a 0.886±0.023a 0.754±0.006a 0.592±0.005a 6.689±0.024a 5.243±0.106a 11.933±0.344a

25 10.531±0.279bc0.816±0.007b 0.224±0.007c 0.501±0.013b 1.831±0.062c 4.089±0.133b 5.920±0.102c

50 10.863±0.602bc0.783±0.019b 0.135±0.007d 0.167±0.005e 1.063±0.076d 1.311±0.058e 2.373±0.133e

100 11.345±0.177b 0.788±0.014b 0.129±0.009d 0.111±0.002f 1.023±0.089d 0.878±0.028f 1.901±0.115e

150 9.764±0.235c 0.768±0.024b 0.206±0.005c 0.223±0.004d 1.589±0.095c 1.712±0.071d 3.230±0.164d

200 10.606±0.269bc0.824±0.022b 0.459±0.007b 0.390±0.013c 3.791±0.156b 3.220±0.194c 7.010±0.349b

  注:表1中数据为平均值±标准误差,同列数据中不同字母表示差异在5%水平具有统计学意义(下同).

2.2 AgNO3 对颠茄毛状根生长及托品烷类生物碱的影响

从表2可以得出,AgNO3 作为诱导子抑制了颠茄毛状根的生长,毛状根鲜质量随试验浓度增加逐渐

减少,且在100μmol/L后抑制作用与对照相比具有显著性.同时,毛状根的干质量也受到了抑制且各浓度

均具有显著性,最高浓度时抑制效果最明显,仅为对照的73.64%.虽然颠茄毛状根的生长受到了抑制,但

其托品烷类生物碱的质量分数却提高,东莨菪碱的质量分数在中间浓度(50,100,150μmol/L)时与对照相

比有显著性增加,在100μmol/L时质量分数达到1.912mg/g,是对照的2.5倍.与对照组相比,试验浓度

内莨菪碱的质量分数均增加且均具有显著性,其在50μmol/L时与其他处理组均具有显著性,质量分数达

到0.925mg/g.对于托品烷类生物碱的产量来说,虽然AgNO3 对颠茄毛状根的生长产生了抑制作用,但

却促进了托品烷类生物碱的积累.中间浓度(50,100,150μmol/L)处理与对照相比依然提高了托品烷类生

物碱的产量,且均具有显著性,其中100μmol/L的处理效果最好,比对照增加了119.94%.
表2 AgNO3 对毛状根生长及托品烷类生物碱的影响

浓度/

(μmol·L-1)

鲜质量/

(g·瓶-1)

干质量/

(g·瓶-1)

东莨菪碱质量分数/

mg·g-1
莨菪碱质量分数/

mg·g-1
东莨菪碱产量/

(g·瓶-1)

莨菪碱产量/

(g·瓶-1)

TAs产量/

(g·瓶-1)

0 11.433±0.525a 0.884±0.025a 0.755±0.007d 0.592±0.007d 6.673±0.167cd 5.235±0.152d 11.908±0.307d

25 10.458±0.234a0.829±0.017bc 0.803±0.013cd 0.803±0.021c 6.665±0.254cd6.661±0.235cd13.327±0.488cd

50 10.233±0.349a 0.792±0.058c 1.272±0.025b 0.925±0.012a 10.295±0.445b 9.350±1.254b 19.645±1.628b

100 8.765±0.680b 0.684±0.012cd 1.912±0.052a 0.861±0.013b 13.095±0.579a13.095±0.579a26.191±1.158a

150 8.703±0.390b 0.748±0.006bc 1.008±0.011c 0.842±0.006b 7.548±0.115c 7.548±0.115c 15.097±0.230c

200 7.404±0.433b 0.651±0.018d 0.862±0.007d 0.801±0.012c 5.614±0.182d 5.614±0.182d 11.229±0.365d

2.3 SA对颠茄毛状根生长及托品烷类生物碱的影响

由表3可以看出,在不同浓度SA处理下,各试验浓度对颠茄毛状根的生长虽然有影响,但均无显著

性差异.但是,各处理组的干质量较对照都有显著性降低;诱导子的添加使东莨菪碱的质量分数增加,且在

低浓度处理下(25,50μmol/L)东莨菪碱的质量分数较对照有显著性增加,50μmol/L时是对照的1.58倍.
对于莨菪碱的质量分数,各处理组较对照均显著地抑制了其质量分数的积累,其质量分数整体下降,且随

试验浓度增加抑制程度呈先下降后上升的趋势.
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表3 SA对毛状根生长及托品烷类生物碱的影响

浓度/

(μmol·L-1)
鲜质量/

(g·瓶-1)
干质量/

(g·瓶-1)
东莨菪碱质量分数/

(mg·g-1)
莨菪碱质量分数/

(mg·g-1)
东莨菪碱产量/

(g·瓶-1)
莨菪碱产量/

(g·瓶-1)
TAs产量/

(g·瓶-1)

0 11.923±0.596a 0.927±0.079a 0.754±0.006c 0.591±0.004a 7.745±0.530b 6.089±0.512a 13.835±1.041a

25 10.908±0.420ab0.898±0.012b 1.007±0.009ab 0.387±0.006de 9.058±0.124ab 3.477±0.022d 12.536±0.105a

50 11.044±0.674ab0.825±0.034b 1.194±0.177a 0.463±0.008d 9.767±1.165a 3.820±0.092cd13.588±1.129a

100 12.001±0.412a 0.855±0.010b 0.983±0.004abc 0.561±0.009b 8.412±0.101ab 4.806±0.137b 13.218±0.238a

150 10.887±0.146ab0.836±0.022b 0.963±0.006abc 0.535±0.007c 8.058±0.207ab4.477±0.060bc12.536±0.266a

200 10.794±0.355ab0.852±0.015b 0.899±0.033abc 0.475±0.008d 7.668±0.329b 4.046±0.019cd11.715±0.346a

2.4 YE对颠茄毛状根生长及托品烷类生物碱的影响

从表4可以看出,与对照组相比,各试验浓度处理均显著性提高了毛状根的鲜质量,同时高浓度

(300,400,500mg/L)处理也显著提高了颠茄毛状根的干质量.随着YE浓度升高,托品烷类生物碱质量

分数也逐渐升高,其中各实验组与对照组莨菪碱质量分数均具有显著性差异,500mg/L处理时莨菪碱

质量分数达到0.781mg/g,是对照组的1.35倍.托品烷类生物碱的产量与对照相比均有提高,且除低

浓度(100mg/L)外,其他各浓度对托品烷类生物碱的提高均具有显著性.托品烷类生物碱的提高与YE
浓度呈正相关性,说明YE在一定浓度梯度范围内,YE浓度越高,越有利于颠茄毛状根中TAs的积累.

表4 YE对毛状根生长及托品烷类生物碱的影响

浓度/

(mg·L-1)
鲜质量/

(g·瓶-1)
干质量/

(g·瓶-1)
东莨菪碱质量分数/

(mg·g-1)
莨菪碱质量分数/

(mg·g-1)
东莨菪碱产量/

(g·瓶-1)
莨菪碱产量/

(g·瓶-1)
TAs产量/

(g·瓶-1)

0 11.693±0.244e 0.866±0.020d 0.738±0.006b 0.579±0.013d 6.400±0.135e 5.025±0.146d 11.425±0.279d

100 12.767±0.119d 0.900±0.001d 0.764±0.005ab 0.612±0.032c 6.884±0.051de 5.517±0.031d 12.401±0.027d

200 13.029±0.049cd0.964±0.023cd 0.777±0.010a 0.750±0.004b 7.496±0.147cd 7.24±0.243c 14.737±0.371c

300 13.382±0.203bc1.090±0.004bc 0.763±0.019ab 0.763±0.018ab 8.322±0.185c 8.323±0.081b 16.645±0.258c

400 13.676±0.09b 1.203±0.090b 0.798±0.009a 0.765±0.025ab 9.587±0.597b 9.216±0.747b 18.804±1.341b

500 15.246±0.269a 1.480±0.040a 0.796±0.007a 0.781±0.034a 11.802±0.406a11.567±0.294a23.370±0.699a

3 讨论与结论

诱导子通常可以作为一种信号而被植物细胞膜上的受体所识别并与其结合,结合后引起细胞膜及细

胞内发生一系列级联反应,合成与植物素有关的酶或使其活性发生变化,使植物基因表达发生变化从而

导致植物素的合成与积累[7].诱导子在与植物相互作用时,能够选择性、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[8].因此,可以使用相对应诱导子来提高所需的植物次生

代谢产物质量分数.
茉莉酸及衍生物(如 MJ)被认为在植物次生代谢过程中可以起诱导信号转导的作用.研究发现,外源茉

莉酸类化合物可以有效刺激植物次生代谢产物的合成并可引起植物次生代谢产物(萜类、黄酮类、生物碱

类等)有效成分的迅速积累.本实验研究发现,与对照组相比,颠茄毛状根的鲜干质量均受到了抑制.这与

孙际薇[9]对曼陀罗毛状根的研究相同.究其原因可能是因为 MJ作为一种非生物诱导子,刺激了植物细胞

的多种逆境反应,引起细胞抗逆反应产物的表达,破坏了细胞结构从而抑制了毛状根的生长.同时,颠茄托

品烷类生物碱质量分数也受到了抑制,这与 MJ对丹参次生代谢产物的影响不同[10],可能是因为颠茄与丹

参次生代谢合成的途径不同,并且丹参合成途径中关键酶基因c4h,pal,tat等对 MJ的敏感性较强.李琳

琳[5]研究发现 MJ可以提高颠茄毛状根中托品烷类生物碱的积累,这与本实验的研究结果不同,可能是由

于诱导子添加方式不同或者诱导时间的差异所导致.
重金属离子作为一种非生物诱导子,适量的重金属离子可以诱导植物体内的氧化胁迫,从而对植物的

生长及代谢产生较大的影响[11].本实验研究发现,AgNO3 可显著抑制毛状根的生长.原因可能是AgNO3
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的添加破坏了植物细胞的结构,导致植物生长过程中所需的初级代谢产物不能正常合成,也有可能是对植

物的呼吸作用、光合作用及营养吸收等生物学进程产生干扰[12].虽然颠茄毛状根的生长受到了抑制,但其

托品烷类生物碱的质量分数却有所提高,这可能是AgNO3 会诱导颠茄托品烷类生物碱代谢过程中关键酶

基因的表达.Ying等[13]用Ag+处理丹参毛状根后,在mRNA水平上检测到第6d时pal转录达到最高峰.
SA作为一种常用的诱导子,不仅可诱导多种植物对病毒、细菌等产生抗性,还可诱导有关生物合成及

次生代谢相关基因的表达.本研究发现,诱导子SA对颠茄毛状根的生长情况影响并不显著.SA是植物体

内存在的一种信号分子,调节植物体内的代谢,而外源SA的添加可能存在浓度差异或者诱导时间太短,
所以对毛状根的生长影响不是很明显.也有研究发现SA对同一细胞系内不同化合物的影响也不相同,如

有研究发现SA作为诱导子添加到东莨菪碱植物中,可以提高细胞培养体系中东莨菪碱的质量分数,但对

莨菪碱的合成影响不是很大[14],这与本文研究的结果相似.本实验在低浓度处理下(25,50μmol/L)东莨菪

碱质量分数较对照有显著性增加,但同时也有研究发现SA的添加可以显著提高红豆杉中紫杉醇的质量分

数[15].这可能是因为不同植物的次生代谢合成途径对诱导子SA的响应不同.
YE可通过活化次生代谢产物相关酶的活性来提高植物特定次生代谢产物的产量积累[16].本实验研究

发现,不同浓度YE对颠茄毛状根的生长均有促进作用.YE的添加使植物在初生代谢过程中G6PDH活性

增加,G6PDH是磷酸戊糖途径的第一个关键酶,该酶在诱导子对植物生长的影响作用方面表现为可以提

供更多的NADPH,促进植物初生代谢,从而使植物生长量增加[17].NADPH也可以降解对细胞有伤害的

活性氧或过氧化物,磷酸戊糖途径加快也可以促进活性氧的降解[18].本实验结果表明,YE添加促使颠茄

毛状根托品烷类生物碱的积累,并且各处理组与对照组莨菪碱的质量分数均具有显著性差异.另一方面,

YE本身就是一类含有氨基酸、核苷酸、B族维生素、微量原子的化合物,这些物质对植物生长及次生代谢

产物的积累都有益[19].
通过添加上述4种不同的诱导子发现,AgNO3 是提高颠茄毛状根中TAs质量分数的最佳诱导子,而

YE是对颠茄毛状根生长的最佳诱导子,且在一定浓度范围内,颠茄毛状根中TAs质量分数的积累与YE
浓度呈正相关.不同的诱导子对颠茄毛状根的生长及托品烷类生物碱合成的影响均不相同,这可能是因为

不同的诱导反应与植物细胞的自身结构或细胞膜上的受体种类、数量、分布及生长状态均有关系.多种诱

导子对颠茄毛状根复合处理的影响与作用机制,还有待进一步研究.
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InfluencesofElicitorsontheGrowthandTropaneAlkaloid
ContentsintheHairyRootsofAtropabelladonnaL.

LIU Jia, LUKe-huan, GUO Shuang,
ZHANGCui-ping, WEI Yue, WUNeng-biao

KeyLaboratoryofEco-EnvironmentsinThreeGorgesReservoirRegion,MinistryofEducation/

SchoolofLifeScience,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China

Abstract:Objective:Tostudytheinfluencesofelicitors(MJ,AgNO3,SAandYE)onthegrowthand
tropanealkaloidsinthehairyrootsofAtropabelladonnaL.Methods:FreshhairyrootsofA.belladonnaL.
0.5ginweightwereinoculatedintoB5liquidmediumandculturedfor12daysindark.Thentheoriginal
mediawerepouredoutandreplacedbyfourkindsofnewmediacontainingdifferentconcentrationsofMJ,

AgNO3,SAorYEandculturedunderthesameconditionsfor2days.Finally,thehairyrootsweregath-
eredandtheirfreshweight,dryweightandcontentsoftropicalkanealkaloidsweredetermined.Results:

MJrestrainedthegrowthandalkaloidaccumulationofthehairyroots.ThoughAgNO3inhibitedthe
growthofthehairyroots,itsignificantlyimprovedtheaccumulationoftropanealkaloidsinthem.Witha
concentrationof100μmol/L,AgNO3treatmentincreasedthecontentsoftropanealkaloidsby119.9%as
comparedwithCK.SAhadlittleinfluenceonthegrowthofthehairyrootsandstimulatedtheaccumula-
tionofscopolamine.InYEtreatments,hairyrootgrowthandcontentsoftropanealkaloidsincreasedwith
theincreasingofYEconcentration;Conclusions:Elicitorshaveselectiveinfluenceonthegrowthofthe
hairyrootsofA.belladonnaL.,andAgNO3isthebestelicitorfortrapanealkaloidaccumulationinthe
hairyroots,andYEisthebestelicitorforimprovinghairyrootgrowthofA.belladonnaL..
Keywords:AtropabelladonnaL.;elicitor;tropanealkaloid;hairyroot
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