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Determination of rubrofusarin gentiobioside in Cassia obtusifolia by HPLC 

TANG Li．ying ，WANG Zhudu’，wU Qiu．ping ，HE Yan。，HUANG Lu．qi 

(1．1nstitme ofChinese Materia Medica，China Academy ofChinese Medical Sciences，Be~iing 100700，China； 

2．JiangXi UniversityofTraditional ChineseMedicine，Nanchang 330004，China； 
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[Abstract] 0bjective：To establish a method for determining the content of rubrofusarin gentiobioside in Cassia obtusifolia． 

Method：The HPLC with Diamonsil Cl8(4．6 mm×250 mill，5 m)colulnn was used，acetonitrile—THF一1％ acetic acid(18：3：79) 

was used as a mobile phase，with flow rate of 1 mL ·min～，column temperature at 40℃ and detection wavelength at 278 Bin．Result： 

A good linearity was obtained from 0．1-0．5峭 with r=0．999 9 for rubrofusarin gentiobioside．The average recovery Was 101．1％ ， 

and RSD Was 2．23％ (n=5)．Conclusion：The method was proved to be simple，rapid，sensitive，precise，reliable and repeatable． 

It call be applied to the quality control of Semen Cassia． 
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抱茎苦荚菜的组织培养及植株再生 
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2．江都中医院，江苏 江都 225200) 

[摘要] 目的：探讨苦荬菜组织培养和植株再生条件。方法：以苦荬菜叶片为外植体，应用正交设计方法，对 

愈伤组织的诱导和分化培养基进行优化筛选。结果：最佳的愈伤组织诱导培养基为 MS+2，4-D 1．5 mg·L +6一 

BA 1．5 mg·L +NAA 1．0 mg·L +IBA 1．5 mg·L +KT 1．5 mg·L～，最佳的不定芽诱导培养基为 MS+2， 

4．D 0．2 mg·L +6一BA 0．5 mg-LI1+NAA 0
．
5 mg·L。 +IBA 0

． 5 mg-L +KT 0．5 mg-L_。，不定芽经附加 

IBA 0．1 mg-L 的 1／4 MS培养基生根后移栽成活，获得再生植株。结论：建立了一套有效的苦荚菜组织培养再生 

体系。 
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抱茎苦荬菜 Ixeridium sonchifolium Hance为菊 

科苦荬菜属植物，又名苦碟子、盘尔草、秋苦荬菜、 

鸭子食等⋯。苦荬菜昧苦、性微寒。具有清热祛 

火、消炎解毒、凉血消肿、祛瘀止痛、补虚止咳的作 

用。现代科学研究表明 ，苦莫菜含有三萜、甾 
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醇、倍半萜、黄酮、香豆素等，对循环系统，具有增 

加冠脉流量、增加心肌营养性血流量，改善心脏微 

循环等方面的作用，可开发成为治疗心脑血管系 

统疾病的药物。 

目前国内外有关苦莫菜的研究主要集中在生 

药学及其所含的化学成分、生物活性物质、临床应 

用等方面 ，但在组织培养、遗传改良方面却鲜 

有报道，仅有唐万侠报道了以苦荬菜地上部分的 

培养细胞为原料，生物制备具有特殊药用价值的 
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齐墩果酸 J。抱茎苦荬菜 目前均为野生。近年 

来，由于市场需求量大，过度采挖，造成野生资源 

锐减和生态破坏。因此，应用组织培养方法繁殖 

和保存野生药用植物种质已成为必需。笔者首次 

采用苦荬菜的叶片建立了组织培养及再生体系， 

以期为苦荬菜的快繁、开发利用、种质改良及利用 

细胞工程生产有效成分方面的研究提供参考资 

料。 

1 材料与方法 

1．1 外植体的消毒 新鲜苦荬菜叶片采自野生，用 

流水冲洗2 h，用 70％乙醇漂洗 30 s，无菌水洗2—3 

次，再用0．1％升汞消毒后，用无菌水洗 6—8次，然 

后将叶片切成0．5 em 大小，备用。 

1．2 愈伤组织和不定芽的诱导 上述外植体接种 

于含不同浓度2，4-D，BA，NAA，IBA和KT的1S培 

养基中。试验采用 5因素4水平正交设计法，正交 

表选用 Ll (4 )。各种培养基均加入蔗糖 3％，琼脂 

0．8％，pH 5．8。培养条件：温度(25±1)oC，光照每 

天 12 h，光强为2 000 lx。 

1．3 根的诱导 将诱导出的不定芽接种于生根培 

养基中。各种培养基均加入蔗糖 3％，琼脂 0．8％， 

pH 5．8。培养条件：温度(25±1)oC，光照每天 12 

h，光强为 2 000 lx。试验采用 3因素3水平正交设 

计法，正交表选用 L9(3 )。 

1．4 移栽 当组培苗长出3条以上不定根时，打开 

瓶盖，在室内炼苗 2 d后移栽至细颗粒、松软的土壤 

中，适当遮光，温度保持在 2O cc左右，相对湿度在 

75％ 一85％ 。 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织的诱导 外植体接种2O d后，叶表 

面切口处产生淡黄色愈伤组织，质地致密。50 d后 

统计，实验结果表明(表1，2)：在叶片诱导愈伤组织 

的16种组合中，以8，14号的植物生长物质配方的 

愈伤组织诱导率最高，达到100％，1号培养基不能 

诱导出愈伤组织。即诱导叶片愈伤组织的最佳激素 

组合为 1S+2，4-D 0．5 mg·L +6-BA 1．5 mg· 

L一 +NAA 1．0 mg ·L一 +IBA 0．5 mg ·L一 +K T 

0．2 mg·L。。，1S+2，4-D 1．5 mg·L～ +6-BA 0．5 

mg·L一 +NAA 1．0 mg·L一 +IBA 0．2 mg·L一 + 

KT 1．5 mg·L。。。5种植物生长物质对愈伤组织的 

诱导均有一定的作用，直观分析表明，2，4-D对愈伤 

组织的诱导率影响最大；其次是 NAA，IBA；6-BA， 

KT对愈伤组织的诱导率影响最小。方差分析结果 

表明，不同质量浓度的2，4-D对愈伤组织诱导率的 

作用有显著性差异，其他 4种植物生长物质各水平 

间的差异未达到显著水平。统计分析的结果可得最 

优水平组为1S+2，4-D 1．5 mg·L +6-BA 1．5 mg 
· L一 +NAA 1．0 mg·L一 +IBA 1．5 mg·L一 +K|T 

1．5 mg·L一 。 

2．2 不定芽的诱导 培养出的愈伤组织，随后分化 

出丛生芽(2—5，7号)(表 1，3，图1)，少数培养基处 

理不经愈伤直接出芽(1号)或只长愈伤不分化出芽 

(6，8—16号)。50 d后统计直接产生的不定芽数， 

实验结果表明：①在叶片诱导愈伤组织的 16种组合 

中，以3号的植物生长物质配方的不定芽诱导率最 

高，达到 30．2％，以 8—16号的不定芽诱导率为最 

低，为0。②5种植物生长物质对不定芽的诱导均有 
一 定的作用，直观分析表明，2，4．D对不定芽的诱导 

率影响最大；其次是 NAA，KT，IBA；6-BA对不定芽 

的诱导率影响最小。方差分析结果表明，不同浓度 

的2，4-D对不定芽诱导率的作用有显著性差异，其 

他4种植物生长物质各水平间的差异未达到显著水 

平。统计分析的结果可得最优水平组为 1S+2，4一D 

0．2 mg·L一 +6．BA 0．5 mg·L一 +NAA 0．5 mg· 

L一 +IBA 0．5 mg·L一 +KT 0．5 mg·L一 。 

2．3 生根 不定芽转接人生根培养基后，分别于第 

21天统计生根(表4，5，图2)。结果表明：各种培养 

基所诱导的根在形态上无差别，均为白色、细长的大 

量侧根。在9种组合中，生根率均较高，以6，8号的 

生根率最高，达到 100％，诱导不定芽生根的最佳激 

素组合为 1／2 1S+IBA 0．4 mg·L～，1／4 1S+IBA 

0．2 mg·L～。培养基、IBA和 ZT 3种因素对不定 

芽的生根均有一定的作用，直观分析表明，ZT对生 

根率影响最大；其次是 IBA，基本培养基质量浓度的 

高低对生根率影响最小。方差分析结果表明，3种 

因素的不同水平对生根率的作用无显著性差异。统 

计分析的结果可得最优水平组为 1／4 1S+IBA 0．1 

mg·L～。 

2．4 试管苗移栽 移栽成活是试管苗的难关之一， 

成功与否取决于根系是否发达，粗壮根多的幼苗成 

活率高，而根少细弱的苗则难成活。待根较繁茂，试 

管苗长至5—6 em高时，打开瓶口，炼苗2 d，取出， 

洗去根部残余的培养基，移栽到花钵中，浇足水，每 

周用稀释 1O倍的1S浇 1次，待其正常生长。 
· 369· 
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表2 苦荬菜愈伤组织诱导率方差分析 

图 1 愈伤组织再生出芽 

3 结论与讨论 

利用苦葜菜叶片诱导不定芽进行苦葜菜的快速 

繁殖是一条快捷的途径。 

· 370 · 

表 4 苦荬菜生根率直观分析 

图 2 不定芽诱导生根 

激素对植物组织和细胞的增殖、分化；芽和根的诱导 

以及形成等起着关键的作用 。苦葜菜的愈伤组 
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织和不定芽较易于诱导，2，4．D在诱导中起着最重 

要的作用，另外，组培苗的生根较容易。本试验采用 

正交实验分别选取不同的影响因子进行试验，筛选 

出苦荬菜愈伤组织、不定芽和生根的最佳培养基。 

本研究表明，正交实验设计与数据分析方法对于反 

映植物生长物质与丛生芽诱导和生根研究的关系， 

选择最佳培养基，都是十分有效的方法，其优越性在 

于能大量减少实验次数，从而节省了大量的人力、物 

力和财力。可以预计，若能广泛应用正交实验设计 

和分析，其工作效率及实验结果的正确性和可靠性 

均能得到较大程度的提高。实验中还发现，在 MS+ 

2．4-D 0．2 mg·L一 +6-BA 0．2 mg·L一 +NAA 0．2 

mg·L +IBA 0．2 mg·L +KT 0．2 mg·L 试验 

条件下，少数外植体直接分化不定芽，分化率很低， 

若能进一步优化试验条件，提高直接分化不定芽的 

分化率，将为苦荬菜快繁和遗传转化体系的建立开 

辟一条快捷有效的植株再生途径。 
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Tissue culture and plant regeneration of Ixeridium sonchifolium 

TAO Jing ，YANG Shi—hai ，ZHANG Meng．ping ，TIAN Yi-xin 

(1．College ofChinese Medicinal Material，JilinAgricultural University，Changchun 130118，China ； 

2．Jiangdu Hospital of Traditional Chinese Medicine，Jiangdu 225200，China) 

[Abstract] Objective：To study the callus induction and plant regeneration of Ixeridium sonehifolium．Method：By using the 

orthogonal experiment design，the medium for callus induction and plant regeneration was optimized．Result：The optimal medium for 

callus induction was MS+2，4一D 1．5 mg·L一 +6-BA 1．5 mg·L一‘+NAA 1．0 mg·L一 + IBA 1．5 mg·L一 + KT1．5 mg·L一 ， 

the optimal medium for inducing adventitious bud was MS+2．4-D 0．2 mg。L一 +6一BA 0．5 mg‘L。 +NAA 0．5 mg‘L一 + IBA 

0．5 mg·L一 + KT 0．5 mg·L～．Plande~ were rooted on 1／4MS medium supplemented with different concentrations of IBA．and 

hish rooting and survival was achieved when the IBA concentration Was 0．1 mg·L～．Conclusion：An efficient system for plant re— 

generation of sonehifolium Was established． 

[Key words] Ixeridium sonehifolium；tissue culture；plant regeneration；orthogonal test [责任编辑 张宁宁] 
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