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Effects of irrigation volume on growth 

and qnality of Lonicera japonica 
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[Abstract] Objective：To study the effects ofirrigation volume on the growth and quality of Lonicerajaponica．Method：Different vol- 

ume of irrigation water was applied to the potted ￡．joponi~ before the first florescence of honeysuckle in order to keep the relative moisture 

content of the soil 8s 100％，80％ ，50％，30％，and observe the growth and development of shoot and leaves，yield and q~ ity of honey- 

suckle．Result：As the of irrigation volume waS reduced，the intemodai elongation of shoot and the increase of the knot were restrained，and 

the yield of honeysuckle dI ．But the content of chlomgen acid in the buds treated by 80％ irrigation volum e WaS not affected，while that 

0f the other treatment all decreased．The mo isture contents of the leaves treated by 30％ irrigation volume WaS significantly lower than that of 

the CK，while the specific leaf weight(SLW)increased significantly comparing to the CK．The content ofchlorophyl in the leaves of50％ and 

30％ increased．while the ratio of chlorophyl A and B fell significantly．1he content of dissoluble suger in the leaves of 80％ and 50％ irriga- 

tion volume Was much higher than that in the CK．The results aim showed that，the content ofdissoluble protein in the leaves of30％irrigation 

volum e increased comparing with that in 50％ ，and the content ofpraline in leavens of30％ imgation volum e increased significantly．Colldu- 

sion：Using less irrigation volume(keeping 80％ of relative moisture content of the soil)does not affect the quality of honeysuckle，but de— 

creased dry weight of honeysuckle．It is necessary to take irrigation management during cultivation of honeysuckle． 

[Key words] Lonicerajaponica；irrigation quantity；shoot；leaves；qu~ity of honeysuckle 

[责任编辑 张宁宁] 

虎杖野生植株及组织培养物中白藜芦醇 

和虎杖苷含量的比较 

于树宏，查建蓬，詹文红，张嫡群 
(河北医科大学 药学院，河北 石家庄 050017) 

[摘要] 目的：比较白藜芦醇和虎杖苷在不同来源的虎杖材料中含量积累的差异，以期筛选出适宜的培养材 

料用于进一步的代谢调控研究。方法：采用反相高效液相色谱法对不同样品中白藜芦醇及虎杖苷的含量同时进行 

检测。结果：在多年生野生植株和室内人工栽培幼苗中，白藜芦醇和虎杖苷均在植物根及根茎部特异性累积，其含 

量要远远高于叶片和茎段。其中，以室内人工栽培3个月的幼苗中有效成分含量较高，虎杖苷的积累量为 1．27％， 

是野生植株的1．25倍，白藜芦醇含量(O．401％)则接近野生植株水平。从虎杖的各种组织培养物中也可检测到白 

藜芦醇和虎杖苷的存在，但是二者含量的高低与培养物的生长速度、生理状况及发育时期密切相关。在几种培养 

物中，以毛状根的培养最具潜力，离体培养 30 d后，其干重增长率为 8．29，分别是自然根和悬浮细胞的8．4倍和 

192．8倍，而且还可积累一定量的虎杖苷(O．037％)和白藜芦醇(O，007％)。结论：所建立的分析检测方法，具有快 

速、简便和准确的特点，尤其适于大批量生物样品的同时测定。在几种不同来源的虎杖材料中，毛状根是适宜大规 
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模培养并可持续收获有效成分的培养物。 
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白藜芦醇(resveratro1)及其糖苷——虎杖苷 

(polydatin)均为植物体天然产生的二苯乙烯类化合 

物，现代药理研究表明，二者对人体具有强心扩血 

管、抑制血小板凝集、降血脂、抗病毒和增强机体免 

疫力等作用l1_3l，更为重要的是其特异性地针对癌细 

胞具有杀伤力而不影响正常细胞 引。 

但受栽培地区的自然环境、土壤条件以及采收 

季节等影响，不同产地的虎杖在白藜芦醇及虎杖苷 

的含量上存在较大差别，严重制约着其在应用上的 

数量和质量【5．8 J。利用植物组织培养技术可迅速获 

得不同的人工培养物，如愈伤组织、悬浮细胞系、毛 

状根和组培苗等，但针对虎杖组织培养物中白藜芦 

醇和虎杖苷的含量检测尚未见到相关报道。 

白藜芦醇和虎杖苷在植物体内可以相互转 

化 9，因此单独以醇或苷的含量作为药材质量评价 

指标不够全面。在已报道的文献中即便能够对醇和 

苷同时定量检测，也往往需要更换提取及色谱条 

件【10]，操作繁琐。本研究采用小体积1次超声提取 

的方法，以甲醇．水(50：50)为色谱流动相，即可对白 

藜芦醇及虎杖苷2种成分同时进行快速定量检测， 

特别适用于生物技术研究中对大量样品的含量动态 

监测及代谢调控筛选工作。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

多年生虎杖植株采自河北师范大学生命科学学 

院植物园内(以下简称野生植株)，经该院植物学教 

研室李敏讲师鉴定为虎杖 Polygonum cuspidatum 

Sieb．et Zucc，分别取其叶片、茎段、根及根茎等部 

位；虎杖无菌组培苗分别培养在增殖培养基(MS+ 

TDZ 0．05 nag·L +NAA 0．5 IIlg·L )、生长培养基 

(MS+CPPU 0．1 nag·L +NAA 1．0 nag·L一 )及生根 

培养基(1／2 MS+NAA 1．0 nag·LI1)中，生长 30 d后 

不同部位取材；虎杖室内栽培植株为已生根的无菌 

组培苗经炼苗后移栽于盛有蛭石的花盆中，在培养 

室内生长3 m；虎杖愈伤组织由无菌苗茎段诱导获 

得，置于不同培养基中，在光照或黑暗条件下生长； 

虎杖细胞悬浮培养系由浅粉色疏松愈伤组织继代获 

得；虎杖毛状根由发根农杆菌ATCC15834感染无菌 
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苗叶片后获得(已经 PCR鉴定其转基因性质，结果 

另文发表)。 

1．2 仪器与试药 

KNAUER高效液相色谱仪，K一2501型紫外检 

测器(德国)；BF一2002色谱工作站(北京北分瑞利 

分析仪器集团有限公司)；TGL一16G台式高速离心 

机(上海安亭科学仪器厂)；A&D GR一202型精密电 

子天平(日本)。 

白藜芦醇对照品购自中国药品生物制品检定所 

(批号 111535．200301)；虎杖苷对照品购自天津尖峰 

天然产物研究开发有限公司(纯度 98％)；乙醇为化 

学纯，甲醇为色谱纯，水为蒸馏水或亚沸蒸馏水。 

TDZ(N-苯基J7、，，．噻二唑．5．脲，纯度≥98％)和 

CPPU[N-苯基Ⅳ ．(4-吡啶基)脲，纯度≥93％]均购 

自四川省兰月科技开发公司。 

1．3 白藜芦醇及虎杖苷的提取 

将新鲜材料在45℃恒温干燥至恒重后，用研钵 

研成细粉，过6o目筛。精密称取0．5 g样品细粉，置 

5 mL具塞离心管中，精密加入 50％乙醇4 mL，超声 

提取 30 min，3 000 r·min 离心 15 min，取上清液 

0．45／an微孔滤膜过滤，续滤液避光保存待测。 

1．4 色谱条件 

色谱柱Inertsil ODS一3(4．6 ITlIn×250 mm，5／an)； 

流动相甲醇．水(50：50)；流速 1．0 mL·minI1；检测波 

长3OO nm；进样量 20 ；柱温为室温。 

1．5 检测指标 

干重增长率=(收获干重一接种干重)／接种干重 

按外标峰面积法计算各样品中自藜芦醇及虎杖 

苷的含量。 

2 结果与讨论 

2．1 白藜芦醇及虎杖苷含量检测方法的建立 

2．1．1 不同材料样品的HPLC图谱比较 按 1．3方 

法分别制备各样品溶液，10 进样分析，色谱图见 

图1。经与对照品比对，确定在毛状根及愈伤组织 

中含有白藜芦醇及虎杖苷成分，而与野生虎杖根部 

样品的比较发现，保留时间在2～4 min内的色谱峰 

明显升高，推测会有极性较强的新化合物产生，需经 

进一步的研究证实。 
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图 1 不同材料样品的 HPLC图 

A．虎杖苷对照品；B．白藜芦醇对照品；C．野生虎杖根部；D．毛状根；E．愈伤组织；1．虎杖苷；2．白藜芦醇 

2．1．2 标准曲线的制备 分别精密称取白藜芦醇 表1索氏、回流及超声提取效率的比较( =3) 

及虎杖苷对照品适量，用甲醇配成系列含量的对照 

品溶液。按照上述色谱条件分别进样20 ，以浓度 

为横坐标( )，峰面积值为纵坐标(y)绘制标准曲 

线。结果显示，白藜芦醇在6．2～31．0 g·mL 线性 

关系良好，回归方程 Y=1．14 X 108X一1．489 X lo5 

(r=0．998)；虎杖苷在4．55～40．9 ·mL～ 线性关 

系良好，回归方程为 Y=7．597 X 107X+8．155 X lo2 

(r=0．999 3)。 

2．1．3 精密度试验 取野生虎杖根部样品溶液连 

续进样5次，测得白藜芦醇及虎杖苷的RSD分别为 

0．6％和0．5％，表明精密度良好。 

2．1．4 稳定性试验 取样品溶液，每隔2 h进样测定1 

次，共测定5次，测得白藜芦醇及虎杖苷的RsD分别为 

1．7％和1．4％，说明样品在8 h内稳定性良好。 

2．1．5 重复性试验 分别称取5份野生虎杖根部 

样品粉末适量，处理后测定该样品中白藜芦醇的平 

均含量为0．490％，RSD 1．1％；虎杖苷平均含量为 

4．55％，RSD 2．0％，表明该测定方法重复性良好。 

2．1．6 加样回收率试验 精密称取野生虎杖根部 

样品粉末适量，分别加入一定量的白藜芦醇及虎杖 

苷对照品溶液，按照上述方法处理并进样钡0定。白 

藜芦醇和虎杖苷的平均回收率分别为 98．1％， 

99．2％，RSD分别为2．5％，1．9％，测定次数分别为5 

次。实验表明回收率符合要求。 

2．1．7 提取方法的比较 精密称取野生虎杖根部 

样品粉末适量，分别采用 50％乙醇索氏提取、回流 

提取和超声提取，比较三者在白藜芦醇及虎杖苷提 

取效率方面的差异。结果表明(表 1)，超声提取的 

效率能够达到索氏及回流提取水平的91％～93％， 

因此从提高样品分析效率及减少试剂消耗等方面考 

虑，本实验适宜采用快速简便的超声提取法。 

2．2 多年生野生虎杖植株与室内人工栽培幼苗各 

部位中白藜芦醇及虎杖苷含量的比较 

利用上述建立的提取和分析方法，对多年生的 

方法 取样量 

／g 

时问 体积 

／h ／mL 

白藜芦醇 虎杖苷 

含量／％ RSD／％ 含量／％ RsD／％ 

野生虎杖植株与短期室内人工培养的虎杖幼苗各部 

位中白藜芦醇和虎杖苷的含量进行了检测，结果表 

明：白藜芦醇和虎杖苷的产生具有明显的器官特异 

性，其在植株的根及根茎部大量合成，而在叶片及茎 

段中含量甚微，这与传统用药部位相符。在培养室 

内特定的温度、湿度、光照周期及营养条件下生长3 

个月的虎杖幼苗，其根及根茎部虎杖苷的含量为 

1．27％，是野生植株的 1．25倍，白藜芦醇的含量 

(0．401％)则接近野生植株水平。 

2．3 虎杖组培苗不同发育时期、不同部位中白藜芦 

醇和虎杖苷积累的动态变化 

实验监测了虎杖组培苗在不定芽增殖、快速生 

长及生根的不同发育阶段，其基部以及地上部分白 

藜芦醇和虎杖苷的动态积累情况。结果表明，处于 

增殖期培养时，地上部分的丛生芽中会积累较多的 

虎杖苷 (0．19％)，而 基部 白藜芦醇含量较 高 

(0．079％)。幼苗快速生长时期，基部及幼苗中虎杖 

苷的含量会明显下降，白藜芦醇几乎检测不到。转 

人生根培养基后，不断萌生的白色幼根中虎杖苷的 

积累达到最高值(0．56％)，而此时幼苗中虎杖苷及 

白藜芦醇的含量接近于丛生芽的水平。 

2．4 不同虎杖愈伤组织中白藜芦醇及虎杖苷含量 

的比较 

来源于茎段的虎杖愈伤组织在不同的培养条件 

下会形成颜色、质地、生长速度以及有效成分含量等 

不同的培养物。实验发现，在无激素 SH培养基 

(Sno)上培养的愈伤组织极易褐化且生长缓慢，其中 

白藜芦醇的含量较高，但不利于虎杖苷的积累。采 

用一定含量的rIDz(0．05 mg·L )处理可有效刺激 
·
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愈伤组织的增殖生长及虎杖苷的合成，但在生长最 

快的粉红色愈伤组织中自藜芦醇和虎杖苷的含量均 

较低，见表2。不同颜色的愈伤组织按照白藜芦醇 

含量高低排序依次为：红褐色 >浅褐色>浅粉色 > 

绿色>灰白色>粉红色；按照虎杖苷含量高低排序 

为：绿色>浅粉色>灰白色>浅褐色>粉红色>红 

褐色，其中，较适宜用作建立细胞悬浮培养系的起始 

材料是浅粉色疏松愈伤组织。 

表2 不同培养条件下虎杖愈伤组织中 

白藜芦醇及虎杖苷含量的比较 

2．5 虎杖毛状根、自然根及悬培细胞在生长速率及 

有效成分积累方面的比较 

虎杖毛状根由于转入了发根农杆菌斑质粒，因 

此具有不依赖激素的自主生长特性，在无激素 MS 

液体培养基中连续黑暗振荡培养30 d后，始终保持 

较高的生长活力，其干重增长率为8．29，分别是自 

然根和悬培细胞的8．4倍和 192．8倍(图2)。自然 

根和悬培细胞由于缺乏激素的维持，生长一段时间 

后逐渐褐化死亡。 

图2 虎杖毛状根、自然根及悬培细胞干 

重增长率的比较 

培养30 d后，虎杖毛状根、自然根及悬培细胞 

在白藜芦醇及虎杖苷的总积累量上差异不大，但是 

在醇和苷的组成比例上有较大的不同。在生长停 

滞、衰老褐化的自然根及悬培细胞中均含有较多的 

自藜芦醇(0．011％～0．017％)，而在生长旺盛的毛 
· 640 · 

状根中白藜芦醇含量较低(0．007％)，但虎杖苷的积 

累量却大幅提高，可达到0．037％。 

3 结论与讨论 

3．1 本实验采用 RP．HPLC首次对虎杖野生植株及 

其组织培养物中白藜芦醇和虎杖苷的含量进行了比 

较，并通过精密度、稳定性、重复性及加样回收率等 

实验，证明该检测方法准确可靠。 

3．2 通过对索氏、回流及超声提取效率的比较，证 

明本实验采用的小体积 1次超声提取的方法具有提 

取效率较高、杂质干扰少以及简便快速等优点，特别 

适于大批量生物样品的分析。 

3．3 在虎杖愈伤组织、毛状根等培养物中检测到白 

藜芦醇和虎杖苷成分，说明其具有与原植物药相同 

的代谢能力。此外，与野生虎杖植株根部样品色谱 

图比较的结果表明，在这些培养物中还可能出现了 

新的化合物，对于这些新物质的化学结构及生物活 

性还有待进一步研究。 

3．4 白藜芦醇和虎杖苷在植物的根及根茎部特异 

性合成，其存在状态和含量高低还与植物材料所处 

的发育时期、生理状况及生长速度等因素有关，在生 

长缓慢、褐化衰老的组织培养物中往往会积累较高 

含量的白藜芦醇，而在增殖旺盛的器官中虎杖苷的 

含量则较高。 

3．5 利用组织培养手段获得的虎杖无菌组培苗虽 

然具有繁殖率高、生长速度快等优点，但由于生长环 

境相对单一而稳定，导致“逆境物质”白藜芦醇和虎 

杖苷合成能力下降。组培苗在室内经过一段时间的 

人工培养后，又能够迅速“恢复”其代谢能力，有效成 

分的含量接近甚至超过多年生野生植株的水平，这 
一 现象为充分发挥组织培养技术在药用植物资源开 

发和研究中的优势作用开启了思路。 

3．6 毛状根作为一种独特的转基因产物，具有其他 

组织培养物不可比拟的生长优势。虽然在其生长过 

程中积累的白藜芦醇和虎杖苷含量较低，但是通过 

定向诱导的代谢调控技术有望得到进一步的提高。 
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Contents comparison of resveratrol and polydatin in the wild 

Polygonum cuspidatum plant and its tissue cultures 

YU Shu—hong，ZHA Jian-peng，ZHAN Wen-hang，ZHANG Di—qun 

(College ofPharmacy，ttebei Medical University，Shijiazhmmg 050017，Ch／na) 

lAbstract] Objective：To compare the contents of msvemtrol and polydatin in some materials of Polygonum cuspidatum from various 

SOul~es，so to screen and obtain the suitable cultures for the following metabolism regulation study．Method：RP-HPLC method was applied to 

simultaneously assay resveratrol and polydatin in different samples．Result：By the modified methods of extraction and determination，large 

amount of materials were screened．The results indicated that the contents of resveratrol and polydatin in root and rhizome were evidently higher 

than those in the leave and stems．The content of polydatin in the seedlings cultured indoor for three months WaS 1．27％ and showed a 1．25一 

time inerese than that in the wild plants，while the content ofresveratml(0．401％)approached that in the wild plants．Both of resveratrol and 

polydatin could be examined from different tissue cultures of P．cuspidatum，such as the sterile seedlings，callus，suspended cells and hairy 

roots，and the levels ofthem were closely related to the growth speed，physiological status and developmental phase．Hairy toots had the gh— 

est potentiality in several tested cultures and the increase rate ofdnr weight WaS 8．29 when cultured in vitro for 30 days，and showed a 8．4一fold 

and a 192．8一fold increase compared with those of natural roots and suspended ceUs，respectively．Th e content of polydatin in the hairy roots 

Was upto0．037％ andthat ofresvemtrolWas 0．007％ ．Condmlon：The established analysismethodis rapid，simpleandaccurate，especial— 

ly adapted to the simultaneous determination of resvemtml and polydatin in massive biological samples．Hairy—root cultures have the superiority 

among the tested materials of P．cuspidatum and are suitable for the large-seale biomass and consistent production of efficient constituents． 

1Key words] Polygoman cuspidatmn；resveratrol；polydatin；RP-HPLC 
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封面图片简介 

茄科植物莨菪 Hyoscyam~，妇盯L．。一年或二年生草本，高可达 l米，全体被有黏性腺毛和柔毛；基生叶常丛生成莲座状， 

茎生叶互生，基部半抱茎，叶片长圆形，边缘羽状深裂或浅裂；花单生叶腋，常于茎端密集，花冠漏斗状，黄绿色，具紫色脉纹，雄 

蕊5，不等长，花药深紫色；蒴果藏于宿萼内，卵球形，成熟时盖裂；种子细小，扁卵形或扁肾形，表面具细密隆起的网状纹理。 

花期6一-7月，果期8 9月。莨菪常生于林边、田野、路旁等处，有少量栽培。主要分布于河北、河南、内蒙古及东北、西北诸省 

区。 

莨菪种子入药为中药天仙子，始载于《神农本草经》，原名莨菪子，列入下品。李时珍释其名谓：“其子服之，令人狂狼放宕， 

故名”。天仙子味苦、辛，性温，有大毒。功能解痉止痛、安神定喘，用于胃痉挛疼痛、喘咳、癫狂。天仙子主要含茛菪碱和东茛 

菪碱，均系抗胆碱药。 (北京大学药学院 陈虎彪) 
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