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培养基成分对组培桑苗叶片中 1-脱氧野尻霉素含量的影响 

张金芳 殷 浩 叶晶晶 王洪利 崔为正 段祖安 冀宪领 

(山东农业大学林学院，山东泰安 271018) 

摘 要 为探讨影响组培桑苗中1一脱氧野尻霉素(1一DNJ)合成的因素，采用反相高效液相色谱紫外检测法，调查 了 

培养基成分对组培桑苗叶片中1一DN．1含量的影响。结果表明：采用MS培养基，适当提高果糖和无机盐浓度，降低 

磷酸盐浓度等，有利于桑苗叶片中1一DNJ的合成和积累；培养基中的Fe“浓度对桑苗叶片中1一DNJ的含量有显著 

影响，无 Fe“时不能合成 1一DNJ，Fe 浓度在0．05～0．20 mmol／L范围内，1一DNJ的含量随着Fe 浓度增加有所降 

低 ；培养基中的烟酸、维生素 对于桑苗叶片中1一DNJ的合成具有抑制作用，而 Mg 、肌醇、维生素 B 和甘氨酸等 

对 1一DNJ合成的影响较为复杂，未见明显的规律性变化。 
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Effect of Medium Compositions on 1一Deoxynojirimycin 
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Abstract To explore factors on the synthesis of 1一deoxynojirimycin in tissue cultu re mulberry seedling，we in— 

vestigated the effect of medium compositions on the 1一deoxynojirimycin content in mulberry leaves using meth— 

Od of reversed—phase high performance liquid chromatography The results showed that increment of the con— 

centrations of fructose and inorganic salt，and decrement of phosphate concentration in MS were propitious to 

the synthesis and accumulation of the 1一DNJ in mulberry leaf．The Fe concentration of medium had a signifi— 

cant influence on the 1一DNJ content The 1一DNJ couldn’t be synthesized if the medium iS absent of Fe ．Buf 

the Fe concentration increased from 0 05 to 0．20 mmO1／L．the 1一DNJ content was reduced significantly． 

The existence of Aicotinic acid and VB6 in the medium inhibited the synthesis of the 1一DNJ
， while the Mg ，in— 

osital，VB1 and glycin had rio significant effect． 

Key words Medium compositions；Mulberry leaf；Tissue culture seedling；1一De0xynojlrimycin；Reversed— 

phase high performance liquid chromatograghy 

桑叶中含有的 1一脱氧野尻霉素(1-deoxynojiri— 

mycin，1一DNJ)是一种哌啶生物碱。自 1976年 Y0一 

shiaki等 首次从桑树根部和树干中分离到 1一DNJ 
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后，目前已从桑叶中分离出 6种 1一DNJ，并确定其结 

构 。研究发现 1一DNJ是 一糖苷酶的有效抑制剂， 

可用于治疗糖尿病、肥胖症、病毒感染等疾病 ’4]。 

已发现多种植物和微生物具有合成和积累 1一DNJ的 

特性，其中以桑叶中的含量最高 J。国内外对 1一 

DNJ的提取检测方法及药理作用有较多研究 ， 

近几年也有不少关于桑叶中1一DNJ含量的报道。施 

新琴等 ，陈松等 ，欧阳臻等 分别对不同叶 
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位、不同品种、不同季节桑叶中1一DNJ的含量变化规 

律进行了研究。然而，有关 1一DNJ在桑树组织中的 

合成机制尚不明了。 

本试验通过改变培养基中碳源、氮源、磷源等成 

分比例 ，利用反相高效液相色谱(RP—HPLC)紫外检 

测法研究了培养基组成对桑树组培苗叶片中 1一DNJ 

含量的影响，旨在为以后通过组织培养或细胞培养 

生产 1一DNJ及探讨 1一DNJ在桑组织中的合成机制提 

供参考 

1 材料与方法 

1．1 材料及主要试剂、仪器 

供试材料为桑品种盛东 1号的组培苗。主要试 

剂：1一deoxynojirimycin—HC1(DNJ—HC1)为 Sigma公司 

产品，9-Fluorenyl—methyl chloroformate(FMOC C1)为 

Fluka公司产品，乙腈、甲醇均为色谱纯，其它试剂 

皆为 分 析纯。高效 液 相色谱 仪 为 美 国 Dionex 

(UVD170U)，色谱柱为科瑞 Venus—C18-5u。 

1．2 桑苗组织培养方法 

选择处于旺盛生长期且生长情况基本一致的桑 

树无菌苗，单芽接种于不同处理的培养基上。基本培 

养基为 MS培养基，添加 1．0 mg／L 6一BA、0．1 mg／L 

NAA、6．5 g／L琼脂、30 L蔗糖，pH值于灭菌前调到 

6．0。每个处理 10瓶，每瓶 4个单芽。培养条件为 

(25±2)oC，光照强度 1 000～1 500 lx，光照／黑暗为 

12 h／12 h，培养25 d。 

1．3 桑组培苗叶片中1一DNJ含量的测定 

取桑组培苗的叶片60℃烘至恒重，研磨成细粉， 

过 100目筛。称取干燥桑叶粉 15 mg，于 1．5 mL的 

离心管中，加入 0．05 mol／L HC1 1 mL，漩涡振荡 1 

rain，超声波处理40 min，12 000 r／rain离心30 rain，收 

集上清液，即得样品提取液。1一DNJ含量的测定方法 

参照施新琴等 。。采用的 RP—HPLC法测定。每种样 

品重复测定3次，平均值为其 1-DNJ含量。试验数据 

采用 SAS9．0数据分析软件进行统计分析。 

2 结果与分析 

2．1 培养基中的糖类对桑组培苗叶片中1-DNJ含 

量的影响 

从表 1看出，培养基中添加不同碳源对桑组培 

苗叶片中1-DNJ含量存在极显著影响。单加果糖的 

桑树组培苗叶片中，1一DNJ含量极显著地高于单加 

蔗糖和蔗糖与果糖混合添加处理组，单加蔗糖时桑 

叶中1 DNJ的含量显著降低。因此，以果糖为碳源 

可能促进桑叶中1一DNJ的合成或积累。 

由表2可见 ，培养基中果糖浓度过低抑制1一DNJ 

的合成，适当提高果糖浓度有利于 1一DNJ的合成。 

在本试验设区范围内，当果糖质量浓度为 40 L 

时，桑叶中1一DNJ的质量分数最高达 0．133 4％。 

表 1 培养基中添加不同碳源对桑组培苗叶片中1-DNJ含 

量的影响 

Table 1 Effect of carbOil sources in culture medium on l—DNJ 

content in mulberry leaf 

数据后面的大写字母为处理间多重 比较结果， =0．01，表 2— 

5同。 

The capital letters within eolulnns are the results after the multi—c01n 

parison at = 0．01．The same in the table 2～5． 

表2 培养基中的果糖浓度对桑组培苗叶片中 1-DNJ含量 

的影响 

Tab1e 2 Effect of fructose concentration in culture medium On 

1一DNJ content in mulberry leaf 

果糖质量浓度 ／(g·L ) 1-DNJ质量分数 ／％ 
Fructose concentration 1一DNJ content 

10 

2O 

30 

40 

50 

0．O31 2 D 

0．080 6 C 

0．078 4 C 

O．133 4 A 

O．1O6 1 B 

2．2 培养基中的氮源、无机盐对桑组培苗叶片中1． 

DNJ含量的影响 

在保持培养基中总氮量(60 mmol／L)不变的前 

提下，不同比例铵态氮和硝态氮对桑组培苗叶片中 

1一DNJ含量的影响见表 3。增加硝态氮的比例有利 

于桑叶中1一DNJ的积累，当培养基中只含有硝态氮 

时，桑叶中1一DNJ的质量分数最高为 0．115 6％，极 

显著高于其它处理。由此可见，NO／的浓度是影响 

桑叶中1一DNJ合成的重要因素之一。 
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由表 3可知，以 H P04作为磷源，当培养基中 

磷酸盐浓度为 0．5 mmol／L时，桑组培苗叶片中 1一 

DNJ的质量分数最高为0．1 18 5％；当磷酸盐浓度高 

于1．25 mmol／L时，桑叶中1一DNJ的含量显著降低。 

说明磷酸盐浓度过高对 1一DNJ的合成具有抑制 

作用。 

改变 MS培养基中大量元素(硝酸铵、硝酸钾、 

硫酸镁和磷酸二氢钾)的质量浓度，探讨培养基无 

机盐浓度对桑叶中1一DNJ含量的影响，结果见表 3。 

培养基无机盐浓度对桑叶中1一DNJ的合成和积累有 

极显著影响。当无机盐质量浓度为 8．180 g／L时， 

桑组培苗叶片中1一DNJ的含量最高，当无机盐质量 

浓度为 10．225 g／L时，桑组培苗叶片中 1一DNJ的含 

量最低 

表3 培养基中氮源、无机盐对桑组培苗叶片中1．DNJ含皇的影响 
Table 3 Effects of nitrogen sources and inorganic salt in culture medium Oil 1-DNJ content in mulberry leaf 

2．3 培养基中 Fë 、Mg 和 ca 的浓度对桑组培 

苗叶片中1-DNJ含量的影响 

培养基 中常用的 3种金属离子 Fe 、Mg 和 

Ca 浓度对桑叶中 1一DNJ的含量均有极显著影响 

(表 4)：当培养基中不含 Fe 时，桑叶中几乎检测 

不到 1一DNJ，当 Fe 的浓度为0．05 mmol／L时桑叶 

中1一DNJ的含量最高，浓度超过 0．05 mmol／L时桑 

叶中1一DNJ的含量有所降低；当 ca“的浓度为 1．5 

mmol／L时，桑 叶 中 1．DNJ的质 量 分 数 最 多为 

0．114 9％；当不添加 Mg 时，桑叶中 1一DNJ的质量 

分数最高为0．077 4％，但 Mg 的浓度对 1一DNJ合 

成的影响无明显的规律性。 

表4 培养基中 Fe“、ca。 和 M．g2 的浓度对桑组培苗叶片中1-DNJ含量的影响 

Table 4 Effects of Fe ．Ca and Mg concentration in culture medium on 1-DNJ content in mulberry leaf 

2．4 培养基 中的有机成分对桑组培苗叶片中 I 

DNJ含量的影响 

由表5可见，培养基中的维生素和甘氨酸的含 

量对桑组培苗叶片中1 DNJ含量的影响作用不同， 

其中烟酸和维生素 B 的含量对桑叶中 i—DNJ的合 

成和积累有抑制作用；培养基中的肌醇、维生素 B 

和甘氨酸对桑叶中 1．DNJ含量的影响较为复杂，存 

在互作效应。 
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表5 培养基中的维生素和氨基酸组分对桑组培苗叶片中 1-DNJ含量的影响 

Table 5 Effect of vitamin and amino acids in culture medium on 1-DNJ content in mulberry leaf 

№  。
一

m

肌

g ~
，  

lnosital 

烟酸 

(0．5 nag·L。) 
Aieotinic acid 

VB6 

(0．5 mg·L。) 
Pvridoxine 

VB 

f0．1 mg ·L。 1 

Thiamine 

甘氨酸 
(2 mg·L。 ) 

Glvcine 

1一DNJ 

质量分数 ／％ 
1一DNJ content 

0．107 8 D 

0．082 4 GF 

O．110 O D 

0．130 1B 

0．160 4 A 

0．088 8 F 

0．082 1 GF 

0．108 7 D 

0．080 7 G 

O．119 0 C 

0．098 5 E 

0．110 9 D 

“+”表示加入原培养基组分，“一”表示不加入。 

“l’’means adding component to original media；“～’’means not adding component to original media 

3 讨论 

不同植物培养过程中所需的碳源种类和浓度不 

同，糖类在培养基中除了作为碳源和能源外，还具有 

维持渗透压的作用。分析本试验结果发现，只添加 

果糖有利于桑组培苗叶片中 1一DNJ的合成，适当提 

高果糖质量浓度有利于桑叶中 1一DNJ的合成，说明 

桑叶中的 1一DNJ合成与渗透压有一定关系。高渗透 

压可能对培养基中其它营养物质的吸收有抑制作 

用，从而影响了细胞内某些代谢水平的正常进行。 

培养基中硝态氮和铵态氮对桑组培苗叶片中 

1一DNJ的合成有一定作用。以NO／作为唯一氮源时， 

桑叶中1一DNJ的含量最高；以铵态氮作为唯一碳源 

时，桑叶中 1一DNJ含量较低；二者以一定比例混合 

时，硝态氮含量多时有利于桑叶中 1一DNJ的合成。 

表明在培养基中适当提高 NO3的比例有利于桑叶 

中l—DNJ的合成和积累。以铵态氮为唯一氮源，对 

大多数高等植物的生长有毒害作用 ，硝态氮影响 

桑叶中 1一DNJ的合成和积累的机制还有待于研究。 

金属离子通过调控与次生代谢物合成有关的酶 

活性来影Ⅱ向代谢物的合成。本试验表明 Fe 对组 

培苗桑叶中 1一DNJ的合成有显著影响，当培养基中 

不添加 Fe 时，样品中几乎检测不到 1一DNJ，这可能 

是因为 Fe 对细胞代谢的调节机制影响了合成生 

物碱的某种关键酶的活性，至于具体影响哪些与桑 

叶中 1一DNJ合成有关 的酶还需要 进一步探 讨。 

Mg 是一些酶的辅助因子，因此加入适量的 Mg 

应有利于次生代谢物的合成；但本试验结果表明，不 

添加 Mg“反而使桑叶中 1 DNJ的含量增加。这一 

结果与郭肖红等 、郭志刚等 研究 Mg 对丹参 

(Salvia miltiorrhiza Bunge)、红豆杉(Taxus chinensis) 

的次生代谢物合成的影响结果相似，其作用机制有 

待于进一步研究。 

植物体在 自然条件下，维生素和氨基酸是依靠 

自身的代谢加以调节的，而培养离体组织，虽然能合 

成必需的维生素，但量太少，所以培养基中应含有一 

种或几种维生素和氨基酸。本研究表明：烟酸、维生 

素 B 具有抑制桑叶中1一DNJ合成的作用，肌醇和甘 

氨酸的作用较为复杂。一般认为维生素 B、是一种 

必需的成分H ，但本试验未能看出明显效果。不同 

有机物质量浓度对桑叶中1一DNJ的合成可能也有一 

定的影响，尚待进一步研究。 

除以上几种因素可影响桑组培苗叶片中1一DNJ 

含量外，还有其它如诱导子、培养条件和合成的前体 

l  2  3  4  5  6  7  8  9  

m n 
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物质等因素。有关生物合成的调控是目前研究的热 

点领域之一，但关于桑叶中 1一DNJ的生物合成途径 

目前还知之甚少，查明其合成机制和调控机制，对阐 

明1．DNJ的生物学功能以及大规模生物生产 1一DNJ 

具有重要意义。 
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更名启事 

原“广东省翁源县信达茧丝有限公司”已于2008年3月正式更名为“广东信达茧丝绸股份有限公司”。董事长罗展勇携 

全体员工热诚欢迎海内外同仁洽谈合作，共创蚕丝业美好未来! 
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