
第33卷第 9期 

2008年 5月 

中 国 中 药 杂 志 

China Journal of Chinese Materia Medica 

Vol 33，Issue 9 

May，2008 

《中国药典)2005年版第一部对丹参药材中丹参酮 

Ⅱ 和丹酚酸 B的含量要求是按干燥品计算不少于 

0．2％和3．O％。而有文献报道 ，河北安国地产丹 

参药材和河北行唐的丹参药材丹参酮 Ⅱ 质量分数 

分别为0．04％和 0．05％，而丹酚酸 B为 2．89％和 

3．74％。本实验的材料，无论是毛状根还是原药材， 

其丹参酮Ⅱ 的含量都达不到药典要求。而水溶性 

的丹酚酸 B的含量相对较高，而且，毛状根中比药 

材的含量还要高，可作为丹参水溶性制剂的原料，以 

扩大药用资源。 

为保证实验的可控性，本实验对培养基的量和接 

种毛状根的量都有控制，尽量将误差减少到最低。在 

实际生产中，有报道可以用一些气升试反应器 j，增 

长倍数远远高于实验室培养。根据本实验的结果，在 

固体培养基中培养的毛状根，收获时应选择 6周比较 

合适，此时毛状根的增长倍数大，而有效成分相对来 

说也比较高。这些结果对进一步研究丹参毛状根的 

生产、药理、药效等提供了科学的参考依据。从而为 

系统的研究丹参毛状根的性状打下了基础。 
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冬凌草组织培养物中主要次生代谢产物积累动态的研究 

苏秀红，董诚明 ，王伟丽，冯卫生 
(河南中医学院 中药学院，河南 郑州450008) 

冬凌草Rabdosia rubescens(Henms1．)Hara为唇 

形科香茶菜属多年生植物。许多学者对冬凌草化学 

成分、药理作用及临床疗效进行了研究，发现其中主 

要抗癌、抗菌活性成分为二萜类化合物(冬凌草甲 

素、冬凌草乙素)和多酚类化合物迷迭香酸，并对其 

作了较深人的研究ll。J。萜类物质积累与分布不仅 

具有较强的组织特异性，而且与植株的生长发育存 

在着一定的相关性。迷迭香酸作为冬凌草水溶性部 

分中主要的有效成分，具有较好的抗菌、消炎、止痛 

的功效 J。对彩色紫苏 Coleu~blumei Benth．和洋苏 

草Salvia offieinalis L．等一些植物的研究表明培养细 

胞中迷迭香酸含量远远超过原植物，因此，利用生物 
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技术生产迷迭香酸的研究越来越受到人们的关 

注 J。有关冬凌草组织培养的研究虽然已有相关 

报道[5 ]，但对其培养物中主要次生代谢产物及其 

积累规律的报道甚少。为此本实验在对冬凌草组织 

培养过程系统研究的基础上，探讨了冬凌草培养物 

中主要次生代谢产物冬凌草甲素、迷迭香酸的积累 

规律，为进一步利用生物技术生产冬凌草次生代谢 

产物的研究提供一些必要的基础资料，同时亦为其 

大规模的生产提供科学依据。 

1 材料 

冬凌草叶片2006年 8月中旬采集于河南中医 

学院药用植物种植园内，经董诚明教授鉴定为 ． 

rubescens。冬凌草甲素、迷迭香酸对照品均为河南中 

医学院冯卫生教授所赠，纯度为99．8％。 

2 方法 

2．1 愈伤组织的诱导 

取冬凌草幼嫩叶片，自来水冲洗 ，于超净台上用 

75％乙醇中消毒 30 s，之后用 0．1％升汞溶液消毒 
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7～8 min，用无菌水冲洗 5～6次后将叶片切成 0．5 

em 小块。接种于 MS+6一BA 2．0 mg·L +NAA 

1．0 mg·L 培养基中，诱导愈伤组织的产生。其中 

含蔗糖3％，pH 5．8，培养条件为(25±1)℃ ，光照 

12 h ·d～。 

2．2 丛生芽的诱导、生长、生根及快繁培养 

将冬凌草愈伤组织切成0．3 em。的小块，接种到 

MS+6-BA 2．0 mg·L (蔗糖3％，pH 5．8)芽诱导培 

养基中。之后接种于MS+6一BA 0．5 mg·L +NAA 

0．05 mg·L (蔗糖 3％，pH 5．8)芽生长培养基中。 

待丛生芽约 2 em高时，接种到 MS+6一BA 2．0 mg· 

L +NAA 0．1 mg·L (蔗糖3％，pH 5．8)培养基上 

培养30 d后，植株约 5～6 em高。培养条件同上。 

2．3 组织培养过程中冬凌草甲素、迷迭香酸含量的 

测定 

2．3．1 取样时期 分别于外植体接种前 (培养 0 

d)、愈伤组织启动时(培养 2～3 d)、愈伤组织形成 

时(培养 7 d)、细胞分化初期(接种到分化培养基上 

10 d)、芽分化初期(接种到分化培养基上 12～13 

d)、芽分化期(接种到分化培养基上 15 d)、丛生芽 

(接种到分化培养基上 20 d)、再生植株等几个代表 

性的时期取样测定冬凌草组培物中冬凌草甲素、迷 

迭香酸的含量。 

2．3．2 冬凌草甲素、迷迭香酸的 HPLC条件 样品 

液的制备：样品置于60℃恒温干燥箱中干燥至恒 

重，用研钵研成粉末，精密称取 0．25 g样品，加 20 

mL甲醇，超声提取 2次，每次 30 rain，合并 2次滤 

液，水浴蒸干，用甲醇溶解剩余物并定溶于5 mL量 

瓶中，作为供试样品。 

色谱条件：岛津20一A高效液相色谱仪，SPA一 

20检测器。Sphermage一80色谱柱(4 mm x 250 mm) 

反相柱。冬凌草甲素检测波长 238 nm，流速为 0．5 

mL·rain～。流动相为甲醇一水溶液 (50：50)，柱温 

为25℃，对照品溶液 1．O1 mg·mL～。每个样品测 

定 3次，进样量为 10 L。样品中的冬凌草甲素含 

量均为3次进样的平均值。迷迭香酸检测波长 335 

nm，流速为 0．8 mL·rain～。流动相为甲醇-0．5％ 

的磷酸水溶液(45：55)，柱温为 30℃，对照品溶液 

0．58 mg·mL～。每个样品测定 3次，进样量为 10 

L。 

方法 学考 察：冬 凌 草 甲素：Y=876 14X + 

10．122，r=0．999 8，线性范围在 0．152～1．52 g· 

mL～，精密度 RSD 0．58％，平均回收率为 99．1％， 

RSD 0．4％ ；迷迭香酸 Y=144 875X+55 454，r= 

0．999 2，在 0．3～3 g·mL～，精 密度 RSD为 

0．82％ ，平均回收率为 98．7％，RSD 0．6％。 

3 结果与分析 

3．1 冬凌草组织培养过程 

冬凌草叶片接种到 MS+6一BA 2．0 mg·L + 

NAA 1．0 mg·L 愈伤组织诱导培养基上 2～3 d 

后，叶片逐渐皱缩、变厚，并从中部隆起，预示着愈伤 

组织诱导启动的开始，约 1周后，从叶缘切口长出淡 

绿色愈伤组织。随着培养时间的延长，叶片周围逐 

渐形成大量的淡绿色的细胞团，并将外植体覆盖。 

挑选生长旺盛的愈伤组织，接种到分化培养基上培 

养约 10 d后，可见淡绿色的愈伤组织中间颜色逐渐 

变浅而成为较为透明的乳白色，而周围愈伤组织颜 

色越来越深。培养 12～13 d后即可形成肉眼可见 

的芽点。随后芽点逐渐增多，20 d后愈伤周围形成 

大量的丛生芽，将丛生芽转到生长培养基中约 2 em 

高时，将其转接到快繁及生根培养基中，随着培养时 

间的延长，植株下部会形成根，并在其叶腋处萌发出 

侧芽，30 d后植株约5～6 em高。 

3．2 组织培养过程中冬凌草甲素积累动态 

冬凌草组织培养过程中冬凌草甲素含量与其细 

胞形态分化密切相关(表 1)。刚从植株上采集的幼 

嫩叶片的冬凌草甲素质量分数为 0．770％，诱导培 

养2～3 d后(愈伤组织启动)时，冬凌草甲素质量分 

数迅速降低为0．200％，随着培养时间的延长，当叶 

片切口周围，形成大量愈伤组织时，冬凌草甲素进一 

步降低为 0．020％，将其接种到分化培养基上培养 

10 d后，冬凌草甲素进一步降低为0．000％，培养 12 
～ 13 d后，愈伤周围形成肉眼可见的芽点，此时，冬 

凌草甲素仍为 0．000％，随后芽点逐渐增多，此时， 

冬凌草甲素上升为0．002％，培养 20 d后，愈伤周围 

形成大量 的丛生芽，冬凌草 甲素迅速上升为 

0．043％，当丛生芽经过生长、生根及快繁培养基培 

养形成约 5～6 em高植株时，冬凌草甲素上升为 

0．540％。由此可见冬凌草甲素的合成是受细胞生 

长发育的严格调控。 

3．3 组织培养过程中迷迭香酸积累动态 

新鲜采集的幼嫩叶片外植体，迷迭香酸质量分 

数为0．810％，诱导培养 2～3 d后(愈伤组织启动 

时)，迅速上升为 1．350％，当叶片切口周 围，形成 

· 】081 ． 
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表 1 组培苗再生过程中冬凌草甲素的质量分数 ％ 

取样时期 冬凌草甲素 

叶片外植体接种前 

愈伤组织启动时 

愈伤组织形成时 

细胞分化初期 

芽分化初期 

芽分化期 

丛生芽 

再生植株 

0．770 

O．20o 

0．020 

0．Ooo 

O．Ooo 

O．0o2 1 

O．O43 

O．540 

大量愈伤组织时，迷迭香酸继续上升为 2．190％，之 

后愈伤组织接种到分化培养基上培养 10 d后，迷迭 

香酸却迅速降低为0．380％，继续培养 2～3 d后，愈 

伤周围形成肉眼可见的芽点时，迷迭香酸又开始上 

升为0．490％，随后芽点逐渐增多，此时，迷迭香酸 

继续上升为 1．510％，当愈伤周围的不定芽逐渐增 

多，形成 大量 的丛 生芽 时，迷迭香 酸又下 降为 

1．180％，当丛生芽经过生长、生根及快繁培养基培 

养形成 约 5～6 em 高植 株 时，迷 迭香 酸 降为 

0．990％(表 2)。 

表2 组培苗再生过程中迷迭香酸的质量分数 ％ 

取样时期 迷迭香酸 

叶片外植体接种前 

愈伤组织启动时 

愈伤组织形成时 

细胞分化初期 

芽分化初期 

芽分化期 

丛生芽 

再生植株 

O．81O 

1．350 

2．19o 

0．380 

0．490 

1．51O 

1．18O 

0．990 

4 讨论 

萜类物质生物合成在植物发育过程中由于控制 

时间和地点的不同使这一过程的调控变得较为复 

杂，总的来说可分为空间调控和阶段调控 。其中 

的阶段调控主要是指萜类化合物的产生与植物的发 

育过程密切相关。大量的研究结果也证明了这一 

点。如药用植物青蒿中有效成分青蒿素的形成、积 

累及分布不仅具有较强的组织特异性 ，而且与植株 

的生长发育(尤其是开花)存在着一定的相关性。 

辣椒中的辣椒素只有在生殖生长的后期才能在果皮 

中合成并积累_8 J。本研究对冬凌草组织培养过程 

中冬凌草甲素含量的变化表明，培养过程中随着细 

胞脱分化的进行冬凌草甲素含量逐渐降低，在细胞 

分化初期、芽分化初期含量最低为零，随着植物器官 

的再生，冬凌草甲素含量逐渐上升，这说明甲素的合 

· 1082· 

成可能与冬凌草植株内特定的组织或器官有关，而 

愈伤组织细胞往往缺少特定组织或器官，使得其次 

生代谢产物一冬凌草甲素的合成不能够进行。而随 

着植物组织、器官的逐渐形成，特别是丛生芽及再生 

植株形成后，甲素含量逐渐升高，说明甲素的合成与 

植物的茎、叶器官的形成有着密切的关系。而再生 

植株中冬凌草甲素的含量低于其野生品，可能是由 

于培养过程中，细胞内外条件的改变而导致控制次 

生代谢产物合成的基因差异性表达所致。另外，生 

态环境如气候、土壤、地形和生长周期等对药用植物 

的有效成分的积累也有较大的影响。 

研究表明蔗糖浓度对迷迭香酸的合成有很强的 

促进作用 J，而蔗糖在培养基中其作用主要是提供 

碳源，由此推测迷迭香酸的积累可能与培养物中碳 

源有关。本研究表明叶片培养初期(愈伤诱导启动 

时、愈伤形成时)，迷迭香酸含量迅速上升，这可能 

是叶片外植体吸收培养基中的蔗糖，导致蔗糖进入 

细胞的比例迅速上升，从而引起迷迭香酸的大量积 

累。但是进入芽分化期后，由于代谢速率加快导致 

植物细胞中碳源相对减少，从而使迷迭香酸含量下 

降，当芽出现分化后迷迭香酸含量又开始增加，可能 

是由于光合作用使细胞中的碳源增加所致，当进入 

植株再生过程时由于生长发育进入转型期导致其体 

内碳源下降致使迷迭香酸含量降低，但具体原因尚 

值得进一步探讨。 

本实验是作者在对冬凌草组织培养过程系统研 

究的基础上(筛选出冬凌草愈伤组织诱导、芽分化、 

芽生长的的最佳培养基)，对其培养物中主要次生 

代谢产物及其积累规律进行的研究。但近年来有关 

药用植物组织培养中次生代谢产物生产的研究表 

明，通过改变培养条件、调节培养基的组成，可大大 

提高培养物中次生代谢产物的含量_9 。有关这方 

面的工作 ，本实验室也开展了相关研究，其具体结果 

将另文报道。 
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丹皮中微量元素对药材质量的影响 

郭 敏 ，陈卫平 ，徐迎春 ，程家高 ，张桂花4 

(1．南京农业大学 中药材研究所，江苏 南京 210095；2．南京农业大学 农学院，江苏 南京 210095； 

3．安徽铜陵高科技农业示范园，安徽 铜陵244131；4．菏泽市农科所 高新技术研究室，山东 菏泽 274000) 

丹皮来源于毛茛科植物牡丹Paeonia suffruticosa 

Andr．的干燥根皮⋯ ，在我国应用历史悠久。生长 

于安徽铜陵凤凰山一带的风丹 P．ostii T．Hong et 

J．X Zhang已有近 500年的历史，是中药丹皮中的 

最优品种类型，其根皮以“条粗长直、肉厚粉足、木 

心细、亮心多、久贮不变色、久煎不发烂”而成为著 

名的道地药材，山东、湖南、重庆及安徽亳州等地均 

有大面积引种栽培。 

近年来随着微量元素对人体的药理作用得到证 

实，微量元素也成为药材道地性研究的热点，但是多 

数研究仅从微量元素的药效方面来分析其对道地药 

材质量的影响 J，忽略了微量元素与有机成分 的 

关系。本研究通过对安徽省铜陵县凤凰山、安徽省 

毫州市、山东省菏泽市、湖南省邵阳县、重庆市垫江 

县5个产区的同一种质(均为凤丹品种类型)的药 

材外观和化学成分的考察，比较其质量差异，揭示 

“道地药材”的质优所在。采用电感耦合等离子体． 

原子发射光谱(ICP-AES)对药材中22种微量元素 

含量进行测定，对各微量元素含量和丹皮各质量指 

标作相关性分析，探索微量元素对丹皮药材质量形 

成的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

于2006年9，10月在安徽省铜陵县凤凰山、安 
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徽省毫州市谯城区十九里镇、山东省菏泽市小留镇、 

重庆市垫江县太平镇和湖南省邵阳县郦家坪镇5个 

产地的四年生凤丹种植基地采集植株样(编号分别 

为 ATD，ABD，SHD，CDD，HSD)，每地随机采集 5 

株，样品经南京农业大学园艺学院王广东副教授鉴 

定，为凤丹品种类型。去掉地上部分，用清水洗净根 

系表面泥土，测量主根长度、径粗和木心粗度后，以 

蒸馏水、去离子水分别快速淋洗 3遍，剥下根皮 ，60 

cI=烘干，粉碎，过60目尼龙筛。 

1．2 方法 

1．2．1 丹皮外观性状的测定 分别测其主根长度、 

粗度(离根茎交接至末端的 1／3处横切)、木心粗度 

(与测粗度的位置对应)，韧粗 =(粗度 一木心粗)／ 

2，韧木比=韧粗／木心粗。 

1．2．2 丹皮酚提取及含量测定 参照 2005年版 

《中国药典》⋯，甲醇超声提取，HPLC测定，DIONEX 

SUMMIT P680A液相色谱仪(美国戴安公司)，色谱 

柱 Kromasil Cl8(4．6 mm×250 mm，0．5 Ixm)，流动相 

甲醇-水(45：55)，柱温28 cI=，进样量 20 L，检测波 

长 274 nm。 

1．2．3 多糖提取及含量测定 具体参照文献[4]， 

苯酚．硫酸法测定。 

1．2．4 微量元素测定 浓 HNO -HCIO (5：1)消 

煮，采用电感耦合等离子体．原子发射光谱仪 Iris 

Advantage ICP-AES(美国热电公司)测定铝(AI)、砷 

(As)、硼(B)、钙(Ca)、镉(ca)、钴(Co)、铬(Cr)、铜 

(cu)、铁(Fe)、钾(K)、锂(Li)、镁(Mg)、锰(Mn)、 
． 1 083· 
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