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给新疆畜牧业带来巨大危害，但它也是哈萨克医生的常用药 

材，我们对醉马草的这些前期的研究就是希望能准确鉴定 出 

它的有毒物质成分，并能为合理开发治理醉马草提供科学依 

据。 

表 3 测总碱含量 (34)正交实验表及结果 

Table 3 The total alkaloids content and result of orthogonal design experiment 

序号 浸提时间 乙醇浓度 溶媒量 浸提温度 总碱含量(mg) OD值 

表4 总碱含量 (3 )方差分析表 

Table4 Th etotal alkaloids content andtable of analysis 

平方 呲 )自由度方差( 量与呲 )F值( t)F值(。喵) 

3．2 春季采集的醉马草材料与秋季采集的材料相比，春季材 

料具有显著的生物碱沉淀反应和 比较弱的黄酮反应 ；而秋季 

采集的醉马草材料与春季草料相 比，秋季材料具有显著的黄 

酮反应和非常弱的生物碱沉淀反应。另外通过镜检 ，在醉马 

草生长旺盛时期 ，其体内的内生真菌的菌丝生长也比较旺盛， 

此后观察到的内生菌丝量明显减少，此结果与我们检测到的 

生物碱含量与内生菌的活动一致 ；醉马草的有毒成分主要集 

中在春季采集的苗期材料的亲水部位。该部位主要含有生物 

碱 、氨基酸、糖类等物质，而秋季材料当中也含有氨基酸和糖 

类等物质，经毒理实验证明它们不是有毒物质，因此生物碱才 

是醉马草有毒物质。由此推断，醉马草内生菌在春季活动旺 

盛 ，导致有毒生物碱大量积累，而其它季节醉马草生物碱含量 

很少 ，因此也很少有家畜醉马草中毒的报道，这一结果与春季 

常报道的家畜醉马草中毒事件相符。 

3．3 因为对醉马草有毒生物碱成分的性质还不了解 ，而不同 

来源的总生物碱的最大紫外吸收波长有所不同，如果使用其 

他生物碱的最大吸收波长去测量的话 ，结果不是很准确，因此 

通过醉马草总生物碱全紫外(190—400nm)波长扫描 ，确定最佳 

测定醉马草总生物碱含量的波长为 196nm、274nm和 340nm，其 

中 196ran处的吸收峰对总生物碱的含量影响最大。同时我们 

又通过常用的酸碱滴定法 测定其总碱的含量，其结果是一 

致的。另外，通过紫外 190—40011111波长扫描实验发现醉马草 

总生物碱在 196nm、274nm和 340nm始终有三个峰，含量不同 

这三个波长下的OD值都有所变化，本文使用这三个 OD值的 

平均数作为测量值。 

3．4 本文提取醉马草总生物碱的实验路线 ，即选择乙醇做提 

取溶剂、732强酸性阳离子树脂吸附、正丁醇萃取等实验步骤 

是在多次实践的基础上确定的。因素的设计也是通过反复实 

验力求把主要影响因素都考虑在内，比如首先 比较了三种方 

法对 比提取醉马草总生物碱的效率 ，其中材料是幼嫩叶组织， 

可能是超声波法没能显示出明显优势的原因；没有选择酸性 

条件下提取生物碱就是因为它对提取率的影响不大；乙醇的 

浓度设计在0—95％是因为醉马草的生物碱多为水溶性，所以 

也考虑到用水提取是否合适；醉马草为草本植物 ，因此材料的 

吸湿性比较强 ，所以我们选择的溶媒量 比较大，尤其是第一次 

煎煮加的量比较多；此外我们通过检测发现醉马草在生长过 

程当中生物碱含量的变化非常大，但在苗期生物碱含量 比较 

高，所以实验用的材料都是采自春季苗期的醉马草。 
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均匀设计法优化黄芩愈伤组织培养基 
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(齐齐哈尔大学生命科学与工程学院，黑龙江 齐齐哈尔 161006) 
摘要：目的：优化黄芩愈伤组织培养条件。方法：采用均匀设计法，以黄芩甙含量为主要考察指标，对黄芩愈伤组织生长的 

MS培养基成分进行多因素多水平考察。结果：最佳培养基为 Ms附加 0．25mg／L NAA、0．5mg／L 6一BA、17g／L葡萄糖和 35g／L蔗糖。 

最佳培养基黄芩甙含量为 27．44mgst)W。结论：用均匀设计法优化愈伤组织培养基省时、方便 ，且最佳培养基黄芩甙含量与预测 
值相近，且明显高于均匀设计实验方案中的黄芩甙含量。经 SAS软件分析得出的优化方程拟合度很好。 

关键词：黄芩 ；愈伤组织；均匀设计；黄芩甙 
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Optimization of Medium for Scutellaria Baicalensis Georgi Callus by Uniform Design 

LI Kang，ZHANG Dong—xiang ，ZHANG Lei，CHEN He 

(College of Life Science and Technology，Qiqih~r University
, ， Qiqihar 161006，China) 

Abstract：Objective：To optimize t}le medium for&'ute／／ar／a Ba／ea／ens／s C~org／callus．Methods：The components of MS hil um for growth of 
callus were investigated from poly—factors and poly—levels by uniform design．Baicalin content was chosen as t}le main experiment index

． Re． 

suits：The optimum medium  Was MS added 0．25mg／L NAA，0．5mg／L 6一BA，17g／L glucose and 35g／L sucn)se
．Th e optimum  baiealin content 

was 27．44 r~gnw．Conclusion：Uniform design is a saving，converfient method for the optimization ofmedium for callus．The optimum medin／n 
had the similar baicalin content to the expected and more than that of the arrm~enlents in uniform design

． rI1陀 optimization equation obtained by 

the SAS Was fit for the experiment． 

Key words：&-ute／／ar／a Ba／m&ns／s‰ 哂 ；callus；unifoFin design；baicalin 
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中药黄芩为唇形科植物黄芩(Scute／／ar／a Ba／ca／ens／s Ceorg／) 

的干燥根。具有清热燥湿、泻火解毒、止血安胎等功效 。其 

主要成分黄芩甙(baicalin，Bai)及黄芩素等具有抗氧化、抗菌、 

抗肿瘤 、抗病毒、抗 HIV及清除氧 自由基和治疗心血管疾病等 

作用乜]，医药行业对其需求越来越大。但 由于连年破坏性的 

采挖和黄芩人工种植周期较长，黄芩资源 日益匮乏，已不能满 

足市场的需要。近年来，植物组织培养技术在保护药用植物 

野生资源、生产药物有效成分方面发挥了重要的作用。吴晓 

玲_3 等的研究表明：黄芩真叶是诱导愈伤组织的最佳外植体； 

黑暗条件适合于愈伤组织的诱导，而且组织疏松适合于细胞 

培养；0．5mg／L 2，4一D+1．Omg／L 6一BA+0．5mg／L NAA是最佳 

的愈伤组织诱导激素配比。任振兴_4 等利用 HPLC法测定了 

黄芩愈伤组织中黄芩苷的含量并对愈伤组织生长和黄芩苷生 

成的稳定性进行了初步研究。而利用均匀设计法优化黄芩愈 

伤组织生长培养基目前未见报道。本文采用均匀设计法研究 

四因素(NAA、6一BA、葡萄糖、蔗糖)、六水平 MS培养基成分配 

比对黄芩愈伤组织生长及黄芩甙含量的影响。旨在找出黄芩 

愈伤组织培养的最佳条件，为黄芩悬浮细胞培养大量生产有 

效药用成分提供基础资料。 

1 材料与方法 
1．1 材料 

1．1．1 实验材料 

黄芩种子购于河北省安国市药材市场。 

1．1．2 试剂 

MS培养基所用的蔗糖、葡萄糖购于天津市凯通化学试剂 

有限公司。黄芩甙标准品购于昆明风山渐医药研究有限公司。 

1．1．3 仪器 

HP15OOGS—B型全智能人工气候植物箱，UV755B型紫外 

可见分光光度计。 

1．1．4 培养基 

附加不同浓度碳源和激素的 MS培养基。 

1．2 方法 

1．2．1 愈伤组织诱导 

选取籽粒饱满的黄芩种子。用 40mg／L赤霉素(GA3)溶液 

浸泡 12h，打破种子休眠。然后均匀播种于温室育苗盆 中。 

(25±1)oC培养。待苗长到 5—7era时，选取根为外值体，参照 

张东向 的方法将无菌外植体接种于附加 0．2r L 2，4一D和 

2．Omg／L 6一BA的 MS培养基中(蔗糖 3％，琼脂 1％，pH5．8)， 

(25±1)oC暗培养诱导愈伤组织。 

1．2．2 愈伤组织继代培养 

选取疏松的淡黄色的愈伤组织作为继代培养的材料。3w 

继代一次。选取继代 3～4次的愈伤组织按照 1．2．3设计方 

案 ，分别接种于 6种组合的 Ms培养基 中。重复 3次。(25± 

1)oC，2 O001x光照培养。 

1．2．3 实验设计 

采用 U6(64)均匀设计表 ]。选取 NAA、6一BA、葡萄糖、蔗 

糖作为参选因素(分别标记为 A、B、c、D)。因素、水平安排见 

表 1。 

1．2．4 生理生化指标测定 

1．2．4．1 标准曲线绘制 

标准曲线绘制参照韩会玲 的方法。当黄芩甙标准品浓 

度在0—60t,#mI．范围内时，标准品浓度 c( —nL)与吸光值 A 

呈良好的线性关系，符合朗伯一比尔定律。用最小二乘法 
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进行线性回归得标准方程为 ：C=20．193A一1．2387(r=0．998)。 

表 1 U6(64)均匀设计因素、水平表 

Table 1 The seleedon offactors andlevelsin uniform design 

1．2．4．2 细胞鲜重、干重测定 

愈伤组织鲜重直接在无菌万分之一电子天平上称取。鲜 

培养物 60℃烘至恒重，测干重。 

1．2．4．3 黄芩甙含量测定 

细胞培养物60~e烘至恒重，研成粉末，50目筛网过筛。称 

取适量干燥的细胞培养物，加入 50％乙醇，50~e温浴 5 6h。 

冷却后用 50％乙醇定容。摇匀，静置澄清后取 lmL上清液用 

蒸馏水稀释适 当倍数，摇匀，作为待检样。用 UV755B型紫外 
一 可见分光光度计测定 278nm处光密度(0D)值。取 50％乙醇 

lmL加蒸馏水稀释与待检样相同倍数后作对照。依据标准曲 

线方程计算 黄芩甙浓度 c。根据下式 计算每克 干培养物 

(gi)w)中黄芩甙的含量 Y(n1g)。 

Y(m~gI)W)=(c x稀释倍数 x提取介质体积)／培养物干 

重 

2 结果与分析 

2．1 培养基对愈伤组织生长及黄芩甙含量的影响 

按照均匀设计方案将继代培养的黄芩愈伤组织接种于附 

加不同浓度 NAA、6一队 、葡萄糖和蔗糖的 MS培养基中。培养 

3w后 ，测定各组合愈伤组织干重及黄芩甙含量。由表 2可知． 

组合 1的愈伤组织干重较低，但黄芩甙的含量明显高于其它 

组合。组合2的愈伤组织干重及黄芩甙含量在 6个组合中都 

是最低的。植物次级代谢产物往往是植物在逆境胁迫，缓慢 

甚至停止生长下产生的。综合分析后我们认为，组合 1有利 

于愈伤组织中黄芩甙的积累。 
表2 均匀设计方案及实验指标测定结果 

Table 2 The uniform design andthe results ofthe experiment 

2．2 逐步回归分析 ] 

在实验设计时假定各因素间不存在交互作用。但分析结 

果时，必须考虑各因素间的交互作用。由于因素间的一级交 

互作用是主要的交互作用，故主要考虑 A×B、A×C、A×D、B 

xc、BxD、cxD的交互作用 ，即考虑二次逐步 回归模型。模 

型表达式为： 

Y=a0+aI*A+a2*B+a3*C+a4*D+a5*A +a6A x B 

+a7*Ax C+a8*A x D+a9* +a10*B x C+a【l*B×D+ 

al2* +a13*c×D+aI4*D2。其中 a0为常数项 ，al，龟，⋯， 

a。 为待估参数。 

用 SAS软件以黄芩甙含量为考察指标进行逐步回归分 

析，得优化方程 ： 

Y= 一0．064O7C +2．396Ax C一0
． 1554B x C+0．03782C× 

D+15．12(R=0．9998，P=0．01)。 
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根据优化方程和实际经验得出最佳 MS培养基配比为：A 

= 0．25mg／L，B=0．5neeL，C=17g／L，D=35g／L。 

2．3 验证 实验 

按照均匀设 计所得 的最佳 条件取 A=0．25mgL，B= 

0．5m#L．C：17g／L，D=35g／L进行 3次实验，优化方程的指标 

预测值为 27．97mg／gDW。实验指标值分别为 28．P．．SmggOW、 

26．65raggOW、27．43mg／gDW，平均值为 27．44mg／gDW。实验指 

标平均值与指标预测值很接近，且明显优于均匀设计实验方 

案中的指标值。说明均匀设计选出的最优条件具有良好的重 

现性。 

3 讨论 

近年来，研究者主要在黄芩栽培、生物学特性 、组织培 

养与快速繁殖 、黄芩甙含量测定 、黄芩药理作用 、黄芩 

甙提取和精制工艺 J、分子生物学_】 等方面开展了相关 的 

工作。但利用植物组织培养技术来生产黄芩有效成分黄芩甙 

的报道很少。 

植物组织培养过程中，激素种类、浓度及其配比对于协调 

细胞生长、分化和代谢起重要作用。任振兴 等研究发现以 

黄芩茎为外植体接种于附加0．2mg／L LAA和2．0mg／L 6一BA的 

MS培养基上容易诱导出疏松的愈伤组织。而我们在研究中 

发现，以根为外植体 ，以 0．2mgL 2，4一D代替 0．2mg／L L 同 

样可以诱导出疏松的愈伤组织。糖类在组织培养过程中，除 

作为碳源为细胞提供合成新化合物的碳骨架及能源外，还起 

到维持细胞渗透压的作用。 

均匀设计法选取的实验点在实验范围内充分的“均匀分 

散”，为科研和生产中最佳配比、最佳工艺条件选择等提供了 
一 个很好的工具，能起到节省人力、物力的作用 。李展 

等利用均匀设计法优化了黄芩苷的提取工艺，罗云“ 等利用 

均匀设计法筛选出了银黄分散片的最佳处方。本研究采用均 

匀设计法筛选 出最佳的培养基为 MS附加 0．25mg／L NKA、 

0．5mg／L 6一BA、17 g，L葡萄糖和 35g，L蔗糖。最佳培养基黄芩 

甙含量为 27．44me4gDW，这与任振兴 等通过 HPLC测定的继 

代 8次的黄芩愈伤组织中黄芩苷含量(27．3me4goW)基本一 

致。而且经过验证实验，优化方程的拟合度很好，能通过相关 

参数来推测目的组分的含量，这将为稳定的高产黄芩甙愈伤 

组织固体培养体系的建立提供参考。 

在植物组织培养过程 中，愈伤组织的遗传稳定性是值得 

人们关注的问题 。在研究中我们发现在继代过程中愈伤组 

织的生长和产物的合成不稳定。如何通过培养条件的优化使 

愈伤组织向着目的组分含量高的方向发展是我们下一步工作 

亟待解决的问题。 
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巴西彩龟与中华鳖消化道嗜银细胞的观察 
楚德昌，邓振旭，李春华 
(菏泽学院，山东 菏泽 274015) 

摘要：目的：探索爬行动物消化道嗜银细胞形态与分布。方法：以改 良龙桂开银染法对中华鳖(Trionyx sinensis)、巴西彩龟 

(Truchernys scripta)消化道嗜银细胞进行染色与显微观察。结果与结论：两种动物消化道从食管至大肠均有嗜银细胞分布，分别在 
胃幽门和十二指肠处有明显的分布密度高峰，并分别在大肠始段和小肠末段有次分布密度高峰，巴西彩龟在食管还有第三分布 
密度高峰。嗜银细胞多数呈毛笔头样、高脚杯状、锥体形、椭圆形、长梭形等。多数嗜银细胞有明显的突起伸向管腔方向，少量嗜 

银细胞有突起伸向固有膜或其周围，并可见这些突起处有释放的分泌颗粒，这提示消化道内分泌细胞有内分泌、旁分泌和腔分泌 
功能，腔分泌功能可能是更主要的分泌方式。 

关键词 ：爬行动物；消化道 ；嗜银细胞；中华鳖 ；巴西彩龟 
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Observation of Argyrophil Cells in Digestive Tube of Truchemys 

scrtpta and 1nonvx sm ests 

CHU De—chang．DENG Zhen—XH。I3 Chun—hua 

(Heze University，Heze 274015，Chin~) 

Abstract：Objective：To study distribution and morphology of argyrophil cells in the digestive tract of reptiles．Methods：With the help 0f im— 
proved Long’s s~ver impregnation method，argymphil cells in the digestive tract of Trion)x sines~s，Truchemys scn'pta were observed．Result and 

Conclusion：Argymphil ceUs’distribution is throughout the digestive tract oftwo kinds animal，from es0phaI to rectunl，with the highest density 

in the pars pylofica and duodenum，and the second highest densi~ in the front ofintestJnum tenue and last part ofintestinum ~a'a,~3unlnl。respee· 

tively．Moreover，there is a thiId highest densi~ in the es0 of Truchem)~scripta．Argyrophil cells appear in the shape of goblet，head 0f 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

