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野生和组培川贝母总生物碱含量的 

测定和定位研究 

杨 杨，姜 虹，傅华龙，兰利琼 
(I~)Jl大学生命科学学院，成都 610064) 

摘 要：测定了组培川贝母(Fritillaria cirrhosa D．Don)不同部位和生长状态下的总生物碱 

含量，并应用切片技术对生物碱进行组织化学定位，建立了石蜡切片观察生物碱分布的方法． 

结果表明，在市售川贝母、野生川贝母鳞茎和组培川贝母的不同部位 中，组培的再生鳞茎总生 

物碱含量最高，带不定根的愈伤组织次之；在多种染色方法中，采用传统石蜡切片并用碘化铋 

钾定位生物碱效果较好；鳞茎中的生物碱主要分布于薄壁细胞内，愈伤组织中的生物碱则主要 

分布于细胞壁周围；野生川贝母鳞茎中生物碱分布同淀粉粒有一定关系，而在组培鳞茎和愈伤 

组织中这一关系并不明显． 
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Determination and histochemical localization of alkaloids content in 

wild and tissue cultured Fritillaria cirrhosa D．Don 

YANG gang，JIANG Hong，F己，Hua—Long，￡ AN Li—Qiong 

(College of Life Sciences，Sichuan University，Chengdu 610064，China) 

Abstract：The authors mensurate the total alkaloid content of tissue cultured Fritilfaria cirrhOSa D．Do n in 

different parts and under different growing states，and apply slicing—up technology to histochemi~lly localize 

the alkaloids，build an approach to observe alkaloids distribution with paraffin slices．The experiment result 

suggests that：the tissue cultured self—born bulb enjoys the most alkaloids among the tissue cultured different 

parts，followed by callus with adventitious roots：it is more effective to localize alkaloids with paraffin slices 

and bismuth potassium iodide；alkaloids of bulbs mainly distribute in parenchyma cells while alkaloids of callus 

mainly around the cell wall：there are relations between alkaloids distribution and starch grains in bulb of wild 

Fritillaria cirrhosa D．Do n． 
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1 引 言 

川贝母(Fritillaria cirrhOSa D．Don)是有代表 

性的川产道地中药材之一．对其组培胚状体的研究 

已经开展[ ．川贝母有效成分主要为生物碱类和 

皂苷类．因川贝母中已知结构的生物碱类成分的 

含量均很低且变化幅度较大，供含量测定用的指标 

性成分还需进一步研究 ，故其总生物碱类或总 

皂苷类成分的含量测定就尤其受到重视，而且对生 

物碱在贝母鳞茎中的分布研究还未开展；生物碱同 
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淀粉的关系的研究还需要深入 3；组培川贝母不 

同生长状态下不同部位的总生物碱类成分含量，以 

及用组织化学方法进行川贝母生物碱定位均未见 

报道．本文对生物碱在野生和组培川贝母组织中的 

含量和分布定位进行了研究，为正确掌握组培川贝 

母合适的药用部位，保证药材质量以及资源保护提 

供科学依据． 

2 材料与方法 

2．1 实验材料 

实验用新鲜野生川贝母由成都恩威集团提供 

(采于康定)，药品川贝母为市售一级川贝母，组培 

川贝母无菌鳞茎等为四川大学藻类学实验室继代 

培养，原始外植体取自四川省阿坝州若尔盖地区． 

取用 20d生长良好的新鲜愈伤组织L4J和 40d以上 

表面全部褐化的褐化愈伤组织． 

2．2 总生物碱含量测定 

样品经洗净选去培养基或泥沙，自然干燥后再 

置 60--6212恒温箱内烘8h至恒重，研成细粉后存 

放于干燥器内备用．采用两相滴定法 5加以修改 

测定总生物碱含量：取样品粉末 1 g，精密称定，置 

具塞锥形瓶中，以18％氨水 2 mL润湿 1 h，加乙醚 
一氯仿一乙醇(25：8：2．5)混合溶剂 30 mL，室温浸泡 

过夜l ，精密吸取上清液20 mL置试管中，60℃水 带 

浴蒸干，准确加入 10 mL氯仿使其完全溶解，再准 

确吸取 5 mL至小分液漏斗中[ ，加 6 mL氯仿，2 

mL缓冲液(0．2 mol／L邻苯二甲酸氢钾 25 mL， 

0．2 mol／L氢氧化钠 11．83 mL混匀，pH=5．0)， 

用 0．001 tool／L溴麝香草酚蓝溶液滴定，接近终点 

时，分出氯仿层，再加入新鲜氯仿 5mL，滴定至水 

层略显黄色即为终点．按下式计算总生物碱(以西 

贝素计)的含量． 

NVM x 10
、  

总生物碱含量％=—— ×100％ 

N为溴麝香草酚蓝溶液浓度(mol／L)；V为消耗 

溴麝香草酚蓝溶液体积(L)；M 为西贝素分子量 

(429)；W 为样品取样量(g)． 

2．3 川贝母生物碱的组织化学定位 

2．3．1 生物碱定位方法的确定 ①分别用碘化铋 

钾，硅钨酸和浓硫酸作为生物碱定位试剂；②分别 

用 FAA，FPA，卡诺氏液和 FA固定液(5 mL福尔 

马林加 95 mL70％酒精)对样品固定不同时间；③ 

采用徒手切片，传统石蜡切片和快速石蜡包埋切 

片[ ， ]等方法制作切片；④采用不同切片厚度；⑤ 

分别使用明胶和梅氏蛋白粘贴剂粘片；⑥染色方法 

的选择：A．直接用定位试剂处理切片；B．切片经番 

红染色后定位试剂处理，再用固绿衬染；C．切片经 

PAS染色后用定位试剂处理；⑦对照切片在脱水 

时用酒石酸酒精溶液处理或用酒石酸酒精溶液预 

处理 24 h． 

2．3．2 生物碱的观察 切片处理完毕后用中性树 

脂封固，置显微镜下观察细胞结构和生物碱积累分 

布情况，并将碘化铋钾所处理的切片在 Olympus 

显微镜下摄影． 

3 结 果 

3．1 样品中总生物碱的含量 

样品中总生物碱的含量测定情况见表 1． 

表 1 样品中总生物碱的含量( =3) 

Tab．1 The content of total alkaloids of samples 

野生川贝母和组培川贝母各部分的总生物碱 

含量都较市售川贝母为高；组培川贝母总生物碱含 

量几乎都高于野生川贝母鳞茎；再生鳞茎的折干率 

和总生物碱含量是组培川贝母各部分中最高的，其 

总生物碱含量为野生鳞茎的 1．7倍；组培川贝母各 

部分总生物碱含量从高到低的顺序为：再生鳞茎> 

带不定根的愈伤组织>带不定根的褐化愈伤组织 

>愈伤组织>褐化愈伤组织；褐化愈伤组织较正常 

愈伤组织总生物碱含量明显偏低． 

3．2 生物碱定位方法 

通过多种方法的比较确定最佳的切片方法为： 

川贝母材料经FA固定液固定 24 h，采用传统石蜡 

切片法处理，切片厚度 8～15 m，明胶粘贴剂粘 

片，施以番红一碘化铋钾(据不同材料不同切片厚度 

处理时间为 60～150 s)一固绿染色． 

3．3 生物碱分布情况 

生物碱分布情况见图 1和图2． 
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图1 野生和组培川贝母的总生物碱组织化学定位 

Fig．1 Histochemical 1ocalization of alkaloids in wild and tissue cultured Z r c r OS(．g D．Don 

SG．淀粉粒；P．生物碱沉淀；Nu．细胞核；V．导管；Va．维管束．①野生川贝母鳞茎横切面，示维管束和周围薄壁细胞以 

及黑色生物碱沉淀；②野生川贝母鳞茎纵切面，示维管束和周围薄壁细胞，黑色生物碱沉淀分布在细胞壁周围；③，④组培 

川贝母鳞茎横切面，示薄壁细胞内不定型生物碱沉淀呈淡黄至橘红色；⑤ 野生川贝母鳞茎纵切面，示导管和周围薄壁细胞 

的生物碱沉淀呈淡黄色；⑥快速石蜡包埋的新鲜愈伤组织切片，示淡黄至深黄色生物碱沉淀；⑦褐化愈伤组织切片，示细胞 

壁上积累的淡黄色生物碱沉淀．(①～⑦，×40；②，⑤为 PAS染色后同碘化铋钾反应，其余都为番红一碘化铋钾一固绿染色) 
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图2 野生川贝母的生物碱分布同淀粉粒的关系 

Fig．2 The relation between alkaloids distribution and starch grain in wild FritiUaria cirrhosa D．Don 

SG．淀粉粒 ；P．生物碱沉淀；Nu．细胞核．①～③野生川贝母鳞茎横切面，示生物碱与淀粉粒的形态和分布的关系 

(×40；均为番红一碘化铋钾一固绿染色) 

(1)切片经碘化铋钾处理后，镜检发现野生鳞 

茎(图1：1-2)和再生鳞茎的内层薄壁细胞含有较 

多的生物碱沉淀(图 1：3～4)，个别导管腔以及筛 

管周围也有分布(图 1：5)；新鲜愈伤组织几乎所有 

细胞都含有生物碱(图1：6)；褐化愈伤组织的生物 

碱主要分布在细胞壁上(图1：7)．经硅钨酸处理后 

的切片可观察到很淡的不规则雾状白色沉淀分布 

于薄壁细胞内，硫酸处理无明显沉淀且细胞结构被 

破坏．经酒石酸酒精溶液处理的对照切片，同碘化 

铋钾及硅钨酸反应皆为阴性． 

(2)在野生川贝母鳞茎切片中观察到(图2：1 
～ 3)，含生物碱的薄壁细胞中淀粉粒多为广卵形和 

长圆形，形态较规则而且分布均匀而致密；生物碱 

较少或无的薄壁细胞里淀粉粒分布过于稀疏或密 

集，部分存在贝壳形和不规则圆形的淀粉粒；而在 

组培川贝母鳞茎和愈伤组织切片中，没有观察到生 

物碱同淀粉明显的消长关系(图 1：3--4)． 

4 讨 论 

4．1 总生物碱的含量 

组培川贝母各部分的总生物碱含量都高于市 

售和野生川贝母鳞茎；再生鳞茎的折干率和总生物 

碱含量最高，带不定根的愈伤组织次之；不定根的 

诱导对愈伤组织积累干物质和生物碱有较明显的 

作用，同时贝母不定根也有较高生物碱含量[10 ；使 

用我们的定位方法(见3．2项)观察生物碱分布的 

情况同测定结果(见3．1项)相符合．因此在组织培 

养药用川贝母时，仍应该以培养再生鳞茎为主，同 

时有意识的诱导不定根的生成．这也说明了通过组 

织培养手段，快速繁殖川贝母鳞茎，加以开发并投 

放市场，对于缓解市场的供求矛盾，保护川贝母野 

生资源将起到积极作用． 

4．2 生物碱定位方法 

(1)川贝母生物碱同碘化铋钾生成淡橙黄色到 

橘红色的不定型沉淀(低倍镜下呈小黑点)；同硅钨 

酸生成不明显的絮状沉淀难以清晰拍照；同硫酸无 

明显沉淀生成，且细胞被破坏．贝母类生物碱同碘 

化铋 钾 和硅 钨酸 生 成沉 淀 的颜 色 同报 道 一 

致[11--13]．因此用碘化铋钾处理观察生物碱较理 

想，处理时间随不同材料不同厚度而调整在 60～ 

150 S之间可观察到较多生物碱沉淀且不影响细胞 

结构． 

(2)材料用 FA固定液固定的效果最好，避免 

了酸类物质对生物碱的影响． 

(3)采用徒手切片配合滴染可以直观的看到整 

个染色过程，但产生的生物碱沉淀随染液流失较 

多，同时淀粉粒被碘化铋钾着色(蓝黑色)影响观 

察；用传统石蜡切片可清晰观察到各组织的细胞结 
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构和生物碱沉淀的分布情况；用快速石蜡包埋切片 

能观察到更多的生物碱沉淀但对细胞组织有不同 

程度的影响和破坏，不利于观察生物碱沉淀在细胞 

内的分布． 

(4)愈伤组织和再生鳞茎需用 8～12,um的较 

薄切片，野生鳞茎则需用 12～15,um 的切片有较 

好的染色效果．太薄产生沉淀较少，太厚淀粉粒影 

响观察． 

(5)粘片剂影响小． 

(6)PAS染色后利于观察淀粉粒的形态但对 

生物碱沉淀有一定影响，可能是高碘酸氧化的作 

用；番红固绿衬染能减少碘化铋钾对淀粉粒着色的 

影响，细胞结构清晰，颜色对比明显，适宜于生物碱 

组织化学定位． 

4．3 生物碱积累分布 

新鲜愈伤组织的生物碱分布在薄壁细胞内的 

细胞壁周围，而褐化愈伤组织的生物碱主要积累在 

细胞壁上，这同2-IH德 日阿帕利捷指出的：一般说 

来，植物生活组织中生物碱局部地分布于细胞液 

中，细胞死亡后则存在于细胞的其它部分，细胞壁 

能吸收生物碱_1 ]相符合．野生川贝母鳞茎生物碱 

产生机理和过程还有待研究，生物碱积累分布同淀 

粉数量及形态有一定的联系，用切片配合组织化学 

定位的方法进行这些方面的研究对于指导人工栽 

培和快速繁殖川贝母，提高川贝母药品质量有重要 

意义． 
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