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丹参生物工程的研究与开发 

周 伟，沈亚芳，陈军峰，戴黎鸣，开国银，周根余 
(上海师范大学生命与环境科学学院 植物生物工程实验室，上海 200234) 

摘 要：中药材的品质改良是 中药现代化进程中的一个重要问题，现代生物工程技术是进行中药材品质改良的可 

行途径之一。对丹参的组织培养、毛状根诱导培养及基因工程等方面的最新进展作一综述，以期为利用生物工程 

技术遗传改良丹参品质提供一些参考。 
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丹参(Salvia mihiorrhiza Bunge)为唇形科多年生草 

本植物，丹参作为传统中药在中国沿用已久，始载于 

《神农本草经》，被列为上品。其活性成分主要分为两 

大类：即脂溶性二萜类化合物(丹参酮 I、丹参酮ⅡA、 

隐丹参酮等)和水溶性酚酸类化合物(丹酚酸 A、丹酚 

酸B、紫草酸、迷迭香酸、原儿茶醛、丹参素等)” 。现 

代药理研究发现丹参具有抗动脉粥样硬化，防治脑血 

栓 j、抗肿瘤 J、保护肝脏和肾脏免受损伤 、抗过 

敏 等作用，临床用途十分广泛。但是，由于丹参有效 

活性成分在原植物中含量低且生长周期长，在传统的 

栽培模式下又面临着品质严重退化等问题，因此，如何 

使得丹参这一原料药材的供应在数量和质量上能更好 

地满足临床应用的需求成了一个研究热点。现代生物 

技术的飞速发展，为利用生物工程技术手段进行丹参 

品质的遗传改良提供了新的途径。近年来，国内外在 

丹参生物工程的研究方面开展了大量的工作并取得了 

许多新成果。 

1 丹参的离体培养 

1．1 丹参的植株再生 利用组织培养的技术，以丹参 

的离体组织为外植体，通过激素调控的方法再生完整 

植株，对优良品种的保存具有重要意义，也是利用基因 

工程手段进行丹参遗传改良的基础。目前，已有以丹 

参叶片、茎尖、根段、茎段和花药为外植体的组培再生 

植株的报道(表1)。我们实验室也在丹参的组培和基 

因工程方面做了一些研究工作(相关论文待发表)。 

表l 丹参的组织培养文章概述表 (单位：ms／L) 

Table l List of reported tissue culture of Salvia miltiorrhlza Bunge (unit：mg／L) 

外植体 愈伤诱导 愈伤增殖 丛生芽诱导 丛生芽增殖 幼苗生根 文献参耋 
叶片 MS+BAI．0+2。4一DO．5 

茎尖 

根段 

茎段 MS+一BAI+2．4一D(n 5—2．0) 

花药 MS+BA1+NAA0．1 

MS+BAI．5+2'4-DO．5 MS+BA1．0+NAAO．05 MS+BA1 1／2MS+IBA1．1 冯玲玲(。 
Ms+BA2+NAA1 MS+IAA0．2+NAA0．2张跃非等( ] 

1／3MS+BA1+IBA0．02 MS+BA1．5+IBA0．2 I／2MS+IBA0．2 温春秀等( 。] 

+队l一2+NA,a~5 田宇红等( ] 

田宇红等( ] 

目前，丹参愈伤的诱导一般采用 MS+BA(1～ 

1．5)mg／L+2，4一D(0．5～2)mg／L的组合，能使外植 

体 100％的愈伤化；花药在MS+BA]mg／L+NAA0．1mg／ 

L的培养基上，一周能形成少量的愈伤，20d愈伤化的部 

位能产生不定芽；丹参芽的诱导和增殖大多采用 MS+ 

BA+NAA的组合；芽的生根较容易，在基本培养基 MS 

或1／2MS上就能生根，添加低浓度的激素IBA或 NAA 

能促进丹参芽生根。刘学安 试验发现，健壮的芽更容 

易生根，在2／3MS+NAA0．2nv／L+IBA0．2mg／L的培养 

基上生根率最高。 

1．2 人工诱导多倍体 多倍体植株由于染色体的加 

倍，细胞和器官表现出“巨型性 ”的特征，因此对外界 
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环境具有较强的生态适应性和抗逆性。药用植物大多 

以根、茎和叶等器官为收获对象，其染色体加倍后，根、 

茎、叶巨型化；另一方面，药用植物的倍性变化往往能 

导致次生代谢产物含量的变化，这就有可能获得优质 

的药用植物新品种 。高山林 等用 10—50ppm的 

秋水仙碱已成功诱导出丹参的四倍体株系。测定结果 

表明：在供试的10个多倍体株系中，3种丹参酮总含 

量是对照的211．1％。因此，进一步探索采用多倍体技 

术培育出高产的丹参多倍体新品种具有重要的意义。 

1．3 丹参细胞培养 长期以来，有用次生代谢物的获 

得方法主要是从植株中提取，但是，这种方法必然会导 

致野生资源逐渐匮乏和灭绝。尽管目前已经有一些重 

要的药用物质可以采取化学合成的方法获得，但往往 

存在工艺流程复杂、成本高及易污染环境等缺点，且还 

有不少结构复杂的物质(如人参皂苷)尚难以合成。 

而植物细胞培养技术，则为人类获取植物特有的次级 

代谢物提供了一种新的方法。培养成分(如激素和营 

养物质等)和培养策略的改变(如诱导培养及分段培 

养等)对多样性代谢产物的含量分布有明显的影 

响㈨ 。 

陶璐璐-- 等用海藻胶包埋丹参愈伤组织细胞，证 

实了细胞经固定处理后，在培养基中收获代谢产物是 

可行性的。固定化技术能够克服培养过程中的许多缺 

点诸如细胞过于分散，不易更换新鲜营养液、不易挑选 

优质细胞系及代谢产物与分散的细胞不易分离等，因 

而在生产中被广泛应用。摸清丹参细胞系在不同生长 

时期的营养供给条件和相应的激素调节是实现用细胞 

培养的方法生产次生代谢产物的基础。研究结果表 

明，MS培养基中蔗糖、氮源和硫胺素(VB1)是生产隐 

丹参酮和铁锈醇所必需的，硫酸盐、MnSO 和激动素表 

现出一些有益的影响，而 MS培养基所有其他成分被 

认为不必需，甚至有抑制作用。B5培养基最适合愈伤 

的生长，其次是6，7一V培养基；MS培养基介于两者之 

间。对愈伤悬浮细胞生长的最适蔗糖浓度为 3％ ，对 

迷选香酸的形成的最适合浓度为5％[163。植物生长激 

素2，4一D抑制水溶性总酚的形成，高浓度的KT能显 

著提 高 总 丹参 酮 的含 量。MS+KT1．0mg／L+ 

NAA0．1mg／L对水溶性总酚和丹参酮的形成促进作用 

最大 。wu 等试验发现，以MS为基本培养基时 

附加0．2mg／L BA，60d后最有利于隐丹参醌的积累，达 

到 4．59±0．09mg／g干重。鉴于采取细胞培养在生产 

次生代谢产物方面的优点，因此，有必要进一步探索丹 

参细胞悬浮培养的营养供给条件，如培养基中有利的 

营养成分的最佳配比、添加量以及添加的最佳时期与 

代谢产物的积累规律之间的关系等。 

2 丹参毛状根的离体培养 

毛状根培养是20世纪80年代发展起来的一项植 

物基因工程和细胞工程相结合的新技术。毛状根具有 

生长速度快，遗传性稳定等优点，因此成为颇具应用潜 

力的培养系统之一。据不完全统计，已有31科 100余 

种植物建立了毛状根培养系统，其中不少是药用植物， 

其中人参皂甙、紫草素等已通过毛状根培养系统得以 

工业 化生产  ̈。黄炼 栋 等利用 发根农 杆 菌 

(Agrobacterium rhizagenes)诱导出丹参毛状根，并可在 

无外源激素条件下自发形成再生植株，且生命力旺盛， 

根系发达，分枝多。将丹参 毛状根在 MS+NAA 

0．1mg／L处理4d后再在6，7V培养基上悬浮培养44d， 

发现其增殖倍数可达 370．5倍，表明合适的培养基成 

分有助于促进毛状根的大量增殖。试验发现一些诱导 

激发子如太丽轮枝菌V44菌株、酵母提取物及真菌诱 

导子等可以有效刺激丹参毛状根的生长及次生代谢产 

物的积累 卜 。Qiong Yant 等在丹参毛状根的离体 

培养过程中，将添加酵母提取物(YE)、吸收树脂(X一 

5)和半连续培养模式等多种手段进行联合运用，结果 

发现毛状根产量可以增加 3倍 以上，而丹参酮的产量 

则达到87．5mg／L培养液，比常规培养增加了近 15倍。 

Xiuchun Ge 等发现非蛋白质氨基酸 B一氨基丁酸 

(BABA)比常用诱导子茉莉酮酸酯更加有效地诱导丹 

参毛状根中丹参酮类物质的增加，若将 BABA和酵母 

提取物(YE)配合使用则效果更好。上述研究表明培 

养条件和调控因子对丹参毛状根的生长及其活性成分 

的积累具有极大的影响，所取得的成果为今后利用丹 

参毛状根培养系统大规模生产药用活性成分奠定了基 

础，并为其他名贵药材资源的可持续开发与利用以及 

绿色原料药的生产开辟了一条新途径。 

3 丹参的基因工程 

3 1 丹参二萜成分的生物合成 二萜类化合物在鼠 

尾草属植物中分布较广，在丹参中尤为丰富，目前已经 

分离到至少 30多个丹参二萜类新化合物，是丹参中一 

类非常重要的活性成分。近年来，植物萜类化合物的 

生源途径的分子研究取得了突破性的进展，如非甲羟 

戊酸途径的发现以及许多代谢关键酶的基因先后被分 

离克隆等。这些新进展为研究丹参二萜成分如丹参酮 

等的生物合成途径提供了重要的参考依据。有助于进 
一 步了解丹参酮生物合成的中间产物、关键酶，前体分 

布、合成部位、运输机理等基础问题，对于今后调控生 

物合成途径从而提高目标代谢物的含量具有非常重要 

的意义。 
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丹参酮等萜类化合物是通过植物类异戊二烯代谢 

途径产生的，其中间前体是3一异戊烯焦磷酸(IPP)。 

近年来发现植物细胞内的 IPP形成途径有两条：位于 

细胞质中的甲羟戊酸代谢途径(MVA途径)和位于质 

体中的丙酮酸／磷酸甘油醛(DXP途径)代谢途径。不 

管是 MVA途径，还是 DXP途径，3一异戊烯焦磷酸 

(IPP)和糖牛 儿基 糖 牛儿 基焦磷 酸 (geranylgeranyl 

diphosphate，GGPP)都是所有萜类物质生物合成的中心 

前体。虽然 MVA和 DXP途径在植物细胞中不同区域 

中存在，但这两条途径并不是完全隔离的，在一定程度 

上可能存在IPP在细胞质和质体之间的穿梭，只是主 

次及贡献大小的问题。最近，Ge。趵 等研究发现，丹参 

酮类化合物的生物合成主要是通过丙酮酸／磷酸甘油 

醛代谢途径，但同时也受到甲羟戊酸途径的影响，这为 

利用基因工程技术调控丹参酮类化合物的生物合成提 

供了重要的理论依据。 

随着萜类化合物的生物合成途径的逐渐清楚，生 

物合成相关催化酶的研究成为热点。在 MVA途径中， 

3一羟基 一3一甲基戊二酰辅酶 A还原酶(3一hydroxy 

一 3一methylglutaryl CoA reductase，HMGR)是主要的关 

键酶；在 DXP途径中，主要的关键酶有 ：1一去氧木糖 

一 5一磷酸合成酶(DXPS)和1一去氧木糖 一5一磷酸 

还原酶(DXR)。IPP形成后，萜类生物合成的关键酶 

有烯丙基转移酶(prenyl transferase)和萜类合成酶(ter_ 

penoid synthase，TPS)。但是有关丹参萜类代谢途径中 

关键酶基因克隆的工作进展比较缓慢，迄今为止国内 

外尚未见到相关基因分离克隆研究的公开报道，反映 

了对丹参分子生物学研究的重视程度还不够 ，起步相 

对迟缓。可喜的是，最近国内有一些单位开始启动这 

方面的工作。我们实验室在建立了丹参离体再生系统 

的基础上，开展了相关基因克隆的工作，并已经获得数 

条基因的核心片断，全长基因的克隆正在进行当中，从 

而为进一步利用基因工程技术遗传改良丹参的品质奠 

定了基础。 

3．2 农杆菌介导丹参的遗传转化 近年来，随着基因 

工程技术的日臻成熟，药用植物生物工程的研究已进 

入了一个全新的时代。利用转基因技术培育优质抗逆 

的转基因丹参植株或发根等，在生产上具有重要的应 

用价值。最近王倩 用根癌农杆菌介导法将来源于构 

巢曲霉 (Aspergillus midulans)的 HMGR基 因导入到丹 

参中，经过抗性筛选获得一批丹参的再生植株。通过 

PCR和 Southern blotting检测，证实了 HMGR基因已整 

合到丹参的基因组，并用 PT—PCR证实了HMGR在 

mRNA水平上的转录，但遗憾 的是作者并没有进一步 
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分析HMGR基因的过量表达对丹参酮等萜类化合物的 

合成与积累的影响。王丽娟 将采自小麦的抗逆基 

因 Talea3整合到丹参基因组中。对转基因丹参进行耐 

逆性实验分析，结果表明转 Talea3基因的丹参植株提 

高了耐盐和耐干旱的能力。上述实验证实了对丹参进 

行有目的的遗传转化是完全可行的。遗传转化对丹参 

的原有特性如株高、产量、生长势等是否会造成影响， 

尚无相关报道。越来越多的报道表明，一些植物通过 

导入外源基因后使其表型发生变化后，新获得的遗传 

特性并不都会稳定遗传，会发生转基因失活或转基因 

沉默的现象，在丹参的遗传转化中是否会发生这种情 

况值得关注。 

4 展望 

迄今为止，在丹参生物工程研究方面开展了大量 

的工作，丹参离体条件下的再生系统已经比较成熟、丹 

参细胞培养过程中的代谢产物积累规律和调控措施有 

了初步了解、农杆菌介导的遗传转化已有了一定基础 

以及对丹参酮类物质生物合成的重要前体物质和相关 

催化酶基因也有 了新的认识，这些新的成果无疑为利 

用现代生物工程技术来提升丹参的科技含量 ，最终更 

好地为人类服务奠定了基础。但是要想真正利用生物 

技术手段来规模化生产丹参酮类药用活性物质及培育 

高产优质抗逆的丹参新型品系，还有不少研究工作需 

要开展，具体如下：(1)进一步了解丹参酮类物质生物 

合成的详细过程，阐明其生物合成的代谢规律和分子 

机理；(2)借鉴模式植物如拟南芥及水稻等基因组研 

究的最新成果，将分子生物学和生物信息学相结合，加 

快丹参品质相关基因的分离克隆与功能鉴定；(3)充 

分利用成熟的转基因技术，大规模开展丹参的遗传转 

化工作，进行有针对性的遗传改良。 

随着丹参生物工程研究的不断深入，相信在不远 

的将来，利用现代生物工程技术大规模、高效率、低成 

本地生产丹参活性成分的目标一定能够实现。 
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Research and development of biotechnology of Salvia miltiorrhiza Bunge 

ZHOU Wei，SHEN Ya—fang，CHEN Jun—feng，DAI Li—ming， 

KAI Guo—yin，ZHOU Gen—yu 

(Laboratory of Plant Biotechnology，College of Life and Environment Science，Shanghai Normal University， 

Shanghai 200234，China) 

Abstract：Salvia miltiorrhiza Bunge is a famous traditional Chinese medicine．bioengineering is a feasible 

method to genetically improve its quality．New advances on tissue culture，hairy roots culture and genetic engineer- 

ing of S．miltiorrhiza were reviewed． 
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．

ue culture；hairy roots 
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