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光照对水母雪莲愈伤组织合成生物碱的影响
Ξ

王慧春,李　毅3 ,王　环,徐文华,王　莉,张宝琛
(中国科学院西北高原生物研究所,西宁 810001)

摘　要: 以水母雪莲 (S aussu rea m ed usa M axin. )无菌幼苗的根作外植体,诱导获得的愈伤组

织为材料,研究光照对生物碱合成的影响。结果表明:尽管在水母雪莲的愈伤组织培养物中,

总生物碱的含量比原植株中的含量低,但其组成成分比原植物丰富,并且秋水仙碱的含量也

比原植物高,尤其是在光照培养的愈伤组织中秋水仙碱大大增加。
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Abstract: Effect of ligh t ing on the B io syn thesis of A lkalo id in the calli from the exp lan ts

of roo ts of S aussu rea m ed usa M ax im ,w as invest iga ted. T he resu lts show ed that the con2
ten t of to ta lA lkalo id in cell cu ltu re w as less than that of w ild S aussu rea m ed usa M ax im ,

bu t the elem en ts of A lkalo id and the con ten t of Co lch icine in the fo rm er w ere mo re than

that of the la t ter, especia lly ligh t ing cu ltu re.
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海、甘肃、西藏等地,其原植株均可同等入药,是藏族常用的一种民间药材[1～ 3 ],有“高原宝

药”之称[4 ]。

水母雪莲含有多种有效提取物,其中生物碱具有活血通络、抗癌、抗炎镇痛、解痉等功

效,可治疗风湿性关节炎、心血管疾病及一些妇科病等[5 ]。然而天然水母雪莲生长环境特

异,仅生长于海拔 3 500 m 以上的高山流石滩上,而且自然生长缓慢,人工栽培困难,加之

长期的掠夺性采挖,已使得水母雪莲成为濒危植物[6, 7 ]。应用植物细胞培养技术开发水母

雪莲具有良好的应用前景,这为满足临床治疗对水母雪莲有效成分的需求和保护濒危物

种均具有重要的意义。

本研究对水母雪莲细胞培养物与原植株中生物碱组成成分及含量进行了比较分析,

重点研究了光照条件对水母雪莲愈伤组织合成生物碱的影响。

1　材料和方法

1. 1　实验材料

　　原植株采自青海省玉树州,用全草。

用水母雪莲无菌幼苗的根作外植体,在附加NAA 0. 2 m göL、2, 42D 2 m göL、pH 5. 8

的M S固体培养基上诱导出愈伤组织,诱导温度为 20℃±1℃,并进行了继代培养。

1. 2　培养方法

在 100 mL 三角瓶内装 20 mL 固体培养基, 每瓶接种量为鲜重 0. 1 g, 培养温度为

20℃±1℃,每隔 20 d 继代 1次,光照条件为 40 W 白色荧光灯连续光照,辐照强度为 60

Λmo l·m - 2·s- 1。所得培养物在 60℃条件下烘干,磨碎待用。暗培养的方法除不加光照

外,其余条件与光照培养相同。两种培养方式同时进行。

1. 3　生物碱含量的测定

1. 3. 1　样品提取　取样品粉末 (干)约 2. 0～ 3. 0 g,精密称定,置具塞三角瓶中,具体提取

方法参照《中华人民共和国药典》一部 (1990年版) [8 ]。最后收集氯仿液,此为生物碱提取

液。

1. 3. 2　中和滴定法测定总生物碱含量　精密吸取提取液 10 mL 置 100 mL 三角瓶中,具

体方法参照《中华人民共和国药典》一部 (1990年版) [8 ] ,记录所消耗的碱液毫升数。同时

与样品一起作空白,空白所消耗的碱液数与样品所消耗的碱液数之差即为生物碱所消耗

的酸液。实验重复 3次Ξ。

1. 3. 3　HPLC 法测定秋水仙碱含量　 (1)色谱条件: ①仪器: H P1100 高效液相色谱仪;

②色谱柱: K rem asil C18 (150 mm×4. 6 mm ) ; ③流动相: 甲醇∶水= 59∶41 (含 2 mmo lö

L N aA c, 0. 02%二乙胺, 0. 3%四氢呋喃,用HA c调其 pH 为 6. 0) ; ④流速: 0. 8 mL öm in;

⑤检测器: DAD 二极管阵列检测器; ⑥检测波长: 245 nm ; ⑦柱温: 室温。 (2)样品溶液的

制备。按 1. 3. 1的方法提取样品,水浴蒸干氯仿液,残杂用 5 mL 甲醇充分溶解并摇匀,取

上清液 2 ΛL 进样。测定各生物碱的峰面积,与标准品数据对照,确定秋水仙碱含量,测定

值 (Λg)由线形回归方程得到。秋水仙碱量= 测定值×甲醇溶液 5 ΛL ö进样量 2 ΛL ,秋水仙
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Ξ 雪莲中生物碱的分子量以秋水仙碱 (M = 399. 44)为标准,然后算出百分含量。
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碱的百分含量= 秋水仙碱量ö样品量×100%。所有数据为 3次重复的平均值。

2　结果与分析

2. 1　愈伤组织培养物与原植物中的生物碱含量比较

　　在相同条件下,用中和滴定法测定水母雪莲原植株、培养物总生物碱的含量,结果见

表 1。由表 1知,水母雪莲光、暗培养物中总生物碱含量较原植株中低,分别是原植株总生

物碱含量的 83. 552%、60. 962%。

表 1　水母雪莲原植株、培养物中总生物碱含量的比较

T able 1　Comparison of con ten t of to ta l A lkalo id in w ild p lan t and cu ltu re

项　目
Item

样品量
W eigh t

(g)

N aOH 3 滴定
T itration

w ith N aOH
(mL )

与空白差
D iffer from

bland
(mL )

相当于秋水仙碱
Relative to
co lch icine

(m g)

含量
Conten t

(% )

原植株W ild p lan t 0. 501±0. 132 33. 18±2. 94 0. 73±0. 219 1. 709±0. 123 0. 341±0. 034

光照培养物 L igh t
cu ltu re 0. 837±0. 234 32. 89±2. 78 1. 02±0. 342 2. 388±0. 193 0. 285±0. 022

暗培养物 D ark cu l2
tu re 0. 821±0. 218 33. 18±3. 12 0. 73±0. 132 1. 709±0. 132 0. 208±0. 021

空白B lank 33. 91±3. 92

　　注: 3 : N aOH 浓度为 0. 00586 mo löL。N o te: 3 N aOH concen tration is 0. 00586 mo löL.

2. 2　光照条件对愈伤组织中生物碱的组成及秋水仙碱含量的影响

在相同条件下,用H PL C 测定水母雪莲原植株、培养物的秋水仙碱含量,结果见图 1

～ 3Ξ。

图 1　原植株的H PL C 图谱

F ig. 1　A tlas of H PL C of w ild p lan t

在图 1中,共出现了 7个峰,其中 1、5、6峰比较明显,尤其是第 5峰最明显。
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Ξ ①在 3个图谱中,凡是保留值基本一致的峰,都标有同一数字; ②与标准品数据对照,标有“5”的峰即为秋水仙
碱。
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图 2　光照培养物的H PL C 图谱

F ig. 2　A tlas of H PL C of ligh ting cu ltu re

在图 2中,出现了 1～ 6、8～ 13共 12个峰,其中 1～ 6、8～ 11峰比较明显,尤其是 2、4、

5、10峰特别明显。与图 1相比可得出:① 峰的个数有所增加,除 7峰之外,几乎包含了图

1 中所有的峰; ② 在 1～ 5 峰之间,出现的峰比较多; ③ 相应峰的峰面积普遍比较高; ④

第 10峰的峰面积高于第 5峰的峰面积。

图 3　暗培养物的H PL C 图谱

F ig. 3　A tlas of H PL C of dark ing cu ltu re

在图 3中,出现了 1～ 6、8～ 11共 10个峰,除第 11峰之外,其余峰都比较明显。与图

1相比,相同之处是:在所有峰中第 5峰的峰面积最高; 不同之处与上述①、②和③的结果

相同。与图 2相比可得知:① 峰的个数不多;② 在 1～ 5之间,峰形比较复杂;③ 相应峰的

峰面积不高;④ 第 5峰的峰面积比第 10峰的峰面积高。

秋水仙碱含量情况列于表 2。

综上所述,水母雪莲细胞培养不仅有利于生物碱组分的增加,还有利于秋水仙碱含量

的提高,尤其是光照培养结果更为明显。
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表 2　水母雪莲原植株与培养物秋水仙碱含量的比较

T able 2　Comparison of con ten t of Co lch icine in w ild p lan t and cu ltu re

项目
Item

样品量
W eigh t

(g)

测定值
V alue of
detection

(m g)

秋水仙碱量
Capacity of
co lch icine

(m g)

秋水仙碱的
百分含量

Conten t of
co lch icine (% )

原植株W ild p lan t 2. 005±0. 213 0. 014±0. 003 0. 034±0. 002 0. 0017±0. 0001

光照培养物 L igh t
cu ltu re

2. 343±0. 245 0. 124±0. 017 0. 309±0. 014 0. 0132±0. 0007

暗培养物 D ark cu l2
tu re

2. 818±2. 319 0. 025±0. 009 0. 062±0. 003 0. 0022±0. 0001

3　讨　论

芮和恺等[9 ]在黄连组织培养中通过薄层层析发现,培养物与原植株中的次生产物并

不完全一致。我们的试验结果也证明了这一点,即原植株中存在的成分,培养物中不一定

产生,如图 1中的第 7峰; 原植株中不存在的成分,培养物中有可能产生,如图 2、3中的 8

～ 13峰。但总的来说,培养物中主要还是产生原植株中所存在的成分。

李观海等[10 ]曾报道,雪莲中至少含有 4 种生物碱,但其具体成分未见分析。陈金瑞

等[11 ]研究发现,雪莲中含有秋水仙碱。本研究结果进一步表明,在水母雪莲细胞培养物

中,秋水仙碱的含量较原植株中的高。

对于高等植物细胞大量培养生产有用代谢产物来说,光照条件是一个很重要的物理

因子[12 ]。据Bu tcher [13 ]报道,光影响着植物体内酶的活性和次生代谢产物的积累,照光处

理得当,可收到显著的效果。赵德修等[14 ]曾报道,光能诱导水母雪莲中黄酮类化合物的合

成。我们的试验结果表明,在水母雪莲培养物中,尽管总生物碱的含量较原植株中低,但有

些生物碱的含量却比原植株中高,这在光照培养物中尤为明显。

致谢: 本文得到杨正本、孙洪发老师的指正,谨致谢忱!
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