
浙江理工大学学报!自然科学版"#第
!"

卷#第
!

期#

#$%&

年
"

月

'()*+,-(./01

2

3,+

4

563781609+3:1*;3<

=

!

>,<)*,-5631+61;

"

?(-@!"

#

>(@!

#

A,

=

@#$%&

BCD

$

%$@!E&E

%

2

@3;;+@%&F!7!G"%@#$%&@$"@$#%

收稿日期!

#$%"H$EH#%

基金项目!国家自然科学基金项目"

G%!F!E$G

$

G%I$!$!!

#$浙江省科技厅公益性技术应用研究计划项目"

#$%Ic!#%$G

#

作者简介!黄志成"

%EE$H

#$男$浙江东阳人$硕士研究生$主要从事药用植物和中药资源开发研究%

通信作者!梁宗锁$

J7K,3-

!

-3,+

4

N;

!

K;@3;M6@,6@6+

丹参毛状根和丹参药材
EH>9

指纹图谱的比较研究

黄志成,

!任加惠,

!沈丽红,

!金雯芳,

!金江淼,

!倪春红,

!杨东风,

!梁宗锁,

!

O

!浙江理工大学#

,@

生命科学学院&

O@

浙江省植物次生代谢调控重点实验室#杭州
!%$$%G

"

!!

摘
!

要"为了分析丹参毛状根和丹参原药材之间有效成分的差异#探讨丹参毛状根作为丹参药材使用的可行

性#利用不同诱导处理后的丹参毛状根的
X̀\c

指纹图谱进行研究(结果表明$

QVQ

处理后的丹参毛状根有效成

分提高了
%@!

倍#但与药材指纹图谱相似性较差#相似性系数仅为
$@!$

#仅可以作为单一有效成分的提取原料&与原

药材相比#

A'

处理的丹参毛状根有效成分将近提高了
%"

倍#指纹图谱相似性也较高#相似性系数达到
$@E&

(因此#

A'

处理的毛状根具有作为丹参药材使用的可行性(

关键词"丹参毛状根&诱导子&

X̀\c

指纹图谱&相似性

中图分类号"
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引用页码"
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丹参"

A-X]+-C+XN+'GGZ+R-V)+

4

1

#作为一种传

统的大宗药材$是唇形科鼠尾草属的多年生草本植

物%丹参的主要次生代谢物包含两大类!即水溶性

化合物"迷迭香酸&丹酚酸
V

和丹参素等#和脂溶性

化合物"丹参酮
/

Q

&隐丹参酮和二氢丹参酮

等#

'

%7#

(

%在临床应用上$丹参对于心肌梗塞和脑血

管疾病等具有一定的治疗功效'

!

(

%

目前$对于丹参有效成分的药理作用研究及其

开发的不断深入$丹参作为制备各种药物产品的需

求日益增加%由于丹参原药材含有效成分低$生长

周期长$再加上丹参品种的严重退化&产量降低&占

用大量耕种资源等问题$从而导致丹参不能作为一

种大规模使用的药用植物$而通过基因工程的方法

是提高丹参有效成分生产的一种可靠有效的途

径'

I

(

%毛状根是由发根农杆菌侵染植物后$诱导产

生的细小的&多分支的毛状物$具有生长速度快&稳

定性好&培养方便等优点'

"

(

%近年来$许多研究者对

多种药用植物的毛状根培养进行了研究$付春祥

等'

&

(对新疆雪莲根段外植体毛状根系的研究中发

现$黄酮的含量是寻常的
G@&

倍*龚玉莲等'

F

(以少花

龙葵"

A'X-(CMC

8

Z'N,+('"-G

8

MC

#无菌叶片诱导毛

状根$检测发现其中粗总糖苷生物碱含量为对照"少

花龙葵无菌苗的根#的
!%

倍$其中皂苷含量甚至达

到了对照的
%$F

倍%因此$将毛状根培养技术运用

于丹参药材培养$很大程度上解决了丹参生长周期

长的问题$并且通过不同诱导子的诱导还可以进一

步有效地提高有效成分的积累%陶如等'

G

(利用毛状

根培养白花丹参$并采用真菌进行诱导$结果发现丹

酚酸
V

和丹参素的产量得到有效提高%张顺仓

等'

E

(研究显示$茉莉酸甲酯"

K1<0

=

-

2

,;K(+,<1

$

A'

#能够抑制丹参毛状根的生长$而总体上对于酚

酸类以及丹参酮类成分含量的积累均表现出较强的

促进效果*酵母提取物"

=

1,;<1S<*,6<

$

[J

#作为一

种重要的生长物质使毛状根的干重显著提高$证明

其可以有效地促进丹参毛状根的生长$并且有研究

显示对于丹参酮积累的效果较为显著'

%$7%%

(

%

c01+

4

等'

%#

(利用银离子"

Q

4

j

#等诱导丹参毛状根$发现丹

参酮的积累得到明显的提升*同样$

Q

4

j对于酚酸类

成分积累也具有促进作用$用不同浓度的
Q

4

j诱导

毛状根$结果显示低浓度的
Q

4

j能够有效提高总酚



酸量'

%!

(

%此外$还有研究发现$当植物处于逆境胁

迫时$脱落酸"

,O;63;36,63]

$

QVQ

#不仅可以诱导植

物的防卫基因表达$还能够促进相关活性成分的生

物合成$例如吲哚生物碱$羟基肉桂酸等活性成

分'

%I7%"

(

%外源性茉莉酸类化合物同样能够有效促进

植物有效成分的快速积累$刺激次生代谢产物的生

物合成'

%&

(

%然而丹参毛状根是否可以替代传统的

丹参原药材&其品质如何$目前尚未清楚$而中药指

纹图谱是评价中药材品质一致性的有效手段$但有

关毛状根与药材指纹图谱的相似性尚未有报道%因

此$本文分别通过添加
QVQ

&

A'

&

[J

和
Q

4

j处理

丹参毛状根$比较经诱导处理后丹参毛状根与丹参

药材指纹图谱的相似性$探讨丹参毛状根作为丹参

药材使用的可行性%
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材料和方法

%@%

!

实验材料

本实验选用的材料为该实验室培养的丹参毛状

根%

%@#

!

毛状根培养

本实验选用含有
!$

4

)

\

蔗糖的
&

$

F7?

培养基

培养作为基础培基$

L

`

为
"@G

$使用前利用高压灭

菌锅$

%#% R

$灭菌
!$K3+

%在超净台中$称取

$@#

4

生长旺盛的丹参毛状根$然后将毛状根接种

到装有
"$K\

液体
&

$

F7?

培养基的锥形瓶中$再

放入恒温摇床中$

%%$*

)

K3+

$

#"R

黑暗条件下培

养
%G]

%

%@!

!

诱导子的配制和处理

称取适量
[J

溶于双蒸水$加入适量无水乙醇

至终浓度达到
G$P

$室温下静置$弃去上清液$将获

得的沉淀重新用双蒸水溶解$加入适量无水乙醇至

终浓度达到
&$P

%静置$弃上清$用
#$$K\

双蒸水

溶解所得的粘性沉淀物$溶液利用高压灭菌锅$

%#%R

$灭菌
!$K3+

$即得到酵母提取物母液*

QVQ

&

A'

分别溶于蒸馏水和乙醇中$过
$@##

#

K

滤

膜$制成母液备用%

Q

4

>C

!

和
>,

#

5

#

C

!

以摩尔比
%

_I

的比例混合$溶于蒸馏水中$过
$@##

#

K

滤膜$

制成银离子母液备用%

分别向培养
%G]

的毛状根中加入不同诱导子

"

[J%$$
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A

$
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#

A

$

A'%$$

#

A

$

QVQ"$

#

A

#$继续培养$

&]

后收集丹参毛状根$利用蒸馏

水清洗
!

遍$滤纸吸干$

"$R

干燥至恒重%

[J

购自上海生工生物工程股份有限公司$

QVQ

和
A'

购自美国
53

4

K,7Q-]*360

公司$硝酸银

购自上海三爱思试剂有限公司$硫代硫酸钠购自杭

州萧山化学试剂厂%

%@I

!

丹参有效次生代谢成分的提取

利用研钵分别将烘干的丹参毛状根和丹参药材

磨碎$过
$@I"KK

的筛子$然后准确的称取
$@%$

4

样品粉末后溶于
#K\F$P

甲醇提取液中$反复均

匀摇晃$提取液经超声提取
I"K3+

$将提取液取出

后$静止冷却$再通过离心机$

%#$$$*

)

K3+

离心
%$

K3+

$小心吸取上清溶液过
$@I"

#

K

微孔滤膜$

IR

冰箱储存%

%@"

!

丹参有效成分测定与
X̀\c

指纹图谱

丹酚酸
V

和丹参酮
DDQ

标准样品全部来源中国

食品药品鉴定所$准确的称取适量的标准品溶于过

$@I"

#

K

微孔滤膜的甲醇溶液中%利用甲醇溶液$

分别将配置好的丹酚酸
V

和丹参酮
DDQ

标准品储备

液$进一步稀释成一系列浓度不同的标准溶液%通

过高效液相色谱对溶液进行检测$进样量为
%$

#

\

$

测定并获得峰面积积分值$绘制标准曲线$以标准品

溶液浓度为横坐标$以有效成分的峰面积为纵坐标%

通过标准曲线得到的回归方程分别为!丹酚酸
V

!

Q

a"b%$

HG

Fj$@$$I#

$

#

#

a$@EEEF

*丹参酮
DDQ

!

Q

a%$

HG

FH$@$$$#

$

#

#

a%

%

实验采用的二元高效液相色谱仪为
e,<1*;

%"#"

$检测器为
e,<1*;#EE&

$检测中所用的色谱柱

为
e,<1*;5)+U3*1c%G

%丹参有效成分检测中采用

的流动相是乙腈和水$通过流动相梯度洗脱%仪器

参数设置!波长为
#F$+K

$色谱柱温度为
!$R

$流速

为
%K\

)

K3+

$样品上样量为
%$

#

\

%实验检测程序!

$

"

"K3+

$

I$P

乙腈$

&$P

水*

"

"

#$K3+

$

&$P

乙腈$

I$P

水*

#$

"

#!K3+

$

&$P

乙腈$

I$P

水*

#!

"

#"K3+

$

G$P

乙腈$

#$P

水*

#"K3+

$

%$$P

乙腈'

%F

(

%

#

!

结
!

果

#@%

!

诱导子对丹参毛状根生长变化的影响

分别通过四种不同诱导子处理后$丹参毛状根

生长情况如图
%

所示%实验结果表明$四种不同的

诱导子对丹参毛状根的生长均有不同程度的促进作

用$其中
QVQ

处理后毛状根干重增加了
&!@&P

$而

鲜重的变化并不显著*加入
[J

诱导后的丹参毛状

根$毛状根的鲜重与干重都有明显的提高$分别增加

了
&E@%P

&

I"@IP

*

Q

4

j处理的效果与
[J

相似$鲜

重与干重均有显著的增长$分别提高了
"#@FP

&

II@IP

*然而$

A'

诱导处理对丹参毛状根生长变化

的作用不明显%

"II
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指纹图谱的比较研究



图
%

!

四种不同诱导子对丹参毛状根生长变化的影响

#@#

!

丹酚酸
V

与丹参酮
/

Q

的含量比较

经过
I

种不同诱导子处理后$丹参毛状根以及

原药材中丹酚酸
V

以及丹参酮
DDQ

的含量$如图
#

所示%与对照组相比$

QVQ

诱导后$丹参毛状根中

丹酚酸
V

含量增加了
%@!

倍*

[J

处理后$丹酚酸
V

的含量与对照相比只提升了
#GP

*

A'

处理后丹酚

酸
V

含量变化最为显著$增加了
%"@$

倍*

Q

4

j处理

后的丹酚酸含量却降低了%然而四种诱导子对于丹

参酮
DDQ

含量积累的效果均不明显%与丹参药材

"

[c

#相比$丹参毛状根中丹酚酸
V

与丹参酮
DDQ

的

含量远远低于丹参药材中的含量$丹酚酸
V

的差距

尤为显著$除
A'

诱导处理"丹酚酸
V

含量约为丹参

药材中含量的
%

)

"

#外$其余各组含量约为丹参药材

中含量的
%

)

"$

%

图
#

!

丹参药材与毛状根中两种丹参成分的含量

!!

#@!

!

X̀\c

指纹图谱分析

#@!@%

!

共有峰的选择

用高效液相色谱仪测定
A'

诱导丹参毛状根后

的色谱图及三维光谱图$由于峰具有一定的时间漂

移特性$因此对于不同诱导子处理的丹参毛状根以

及丹参药材的色谱图和三维光谱图$通过比较色谱

图中指纹峰保留时间以及光谱图中的波长和强度$

确定了
%!

个共有指纹峰$如图
!

所示$图
I

为丹参

药材
X̀\c

指纹图谱%其中$保留时间
!!@IFK3+

为丹酚酸
V

的指纹峰*保留时间
G"@&#K3+

为丹参

酮
DDQ

的指纹峰$其所有对应的保留时间以及共有

峰相对峰面积如表
%

所示%

图
!

!

丹参毛状根
X̀\c

指纹图谱

图
I

!

丹参药材
X̀\c

指纹图谱

&II

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
#$%&

年
!

第
!"

卷



表
"
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不同诱导子处理丹参毛状根与丹参药材共有峰相对峰面积及指纹图谱相似性比较

峰号 保留时间)
K3+ cY QVQ [J A' Q

4

j

[c

% %!@&G! $@#& I@$" $@IE $@"I $@"F $@%F

# #I@#%F $@E$ #@!F %@!# F@I# #@G% %@I$

! !!@I&F $@EG #@&# %@"G %&@!" $@I% &@!!

I "&@G%F $@F# $@&% $@E% $@&& $@&! $@$&

" "G@E&F $@IF $@IE $@&! $@IF $@!% $@$#

& &!@$!! %@%& %@"G %@I# %@$E %@%! $@%%

F &I@I&F $@G" #@#F %@"F %@!$ %@"E $@%$

G &&@"&F $@I" $@#E $@IE $@I% $@!I $@$&

E F%@G"$ $@FF #@G# $@FG $@E% %@#I $@#I

%$ F"@$!! #@%" %@## %@GI %@EG %@&F $@##

%% FF@G!! %@$& $@&$ %@$$ $@G# $@FG $@#F

%# G%@%!! $@FF $@!" $@&G $@F% $@FF $@#&

%! G"@&%F % % % % % %

相似性系数
$@$E $@!$ $@!E $@E& H$@%$ %@$$

#@!@#

!

相似性系数的分析

不同诱导子处理的丹参毛状根及丹参药材的相

似性比较如表
%

所示%本实验选择丹参酮
DDQ

的指

纹峰为参照峰"即保留时间为
G"@&#K3+

的峰#$计

算相似性系数%由表
%

可以看出$不添加任何诱导

子的丹参毛状根与丹参药材的相似性非常低$仅为

$@$E

*添加
Q

4

j后的丹参毛状根$与药材的相似性

系数为负值$表明两者相似度非常低$尽管
QVQ

和

[J

处理均能够提高毛状根与药材指纹图谱的相似

性$但相似性系数均低于
$@E

$不能作为丹参药材使

用%茉莉酸甲酯处理后$毛状根与药材指纹图谱相

似性最高$达到
$@E&

$高于2中药注射剂指纹图谱研

究技术指南3中
$@E

的要求$具有作为丹参药材使用

的可行性%

(

!

讨
!

论

自
%E$F

年首次发现毛状根可以由发根农杆菌

诱导产生$毛状根的研究就被广泛的关注$相比较植

物传统的组织培养技术$毛状根培养具有诸多优势$

如有生长周期短&遗传稳定性好等$具有非常大的应

用前景和发展空间%毛状根作为一种有效的培养方

式$可以长期保持物种的优良性状$已经被越来越多

的研究所采用$并且可以用来获取植物的次生代谢

产物%目前已有超过百种的药用植物诱导出毛状

根$主要是双子叶植物$其中对于数十种药材毛状根

的培养条件&诱导机理以及有效成分积累都进行了

有系统的研究'

%G7#$

(

%

为了能够有效地解决丹参资源缺乏的状况$研

究者成功从胚细胞中诱导出毛状根$并且从丹参毛

状根中获得丹参酮类和酚酸类两类有效成分%然而

由于丹参毛状根中有效成分含量较低$因此$近年来

有关毛状根及其诱导方面的研究遍成为了国内外的

研究热点%据文献报道$

QVQ

作为植物一种信号分

子$在植物生长过程中$能够有效的促进酚酸类及丹

参酮类物质含量的积累'

#$7##

(

$帮助植株应对逆境胁

迫%此外$微生物对于毛状根有效成分同样有促进

作用$

A3+

4

等'

#!

(研究发现$内生真菌可以促进丹参

毛状根的生长和丹参酮含量的积累%

然而$毛状根培养研究的时间还较短$仍处于发

展阶段$还有许多问题需要进一步解决$尤其是品质

等问题%中药指纹图谱技术是现今在国际中被公认

的控制中药质量的质控模式$是一种比较综合并可

量化的鉴定手段$它主要是以中药化学成分系统研

究为基础的$一般多用于中药材以及中药生物制品

质量可靠性&优劣性和稳定性的评价'

#I

(

%虽然毛状

根是一种快速&有效的培养方式$然而$毛状根中有

效成分的品质如何$与原药材中有效成分的比较如

何$毛状根是否可以作为模型研究药材$甚至是否可

以代替原药材用于研究或生产$这些都还尚不清楚%

此外$目前有关毛状根与中药材指纹图谱的相似性

的研究尚未有报道%

本实验利用四种不同诱导子处理丹参毛状根$

通过指纹图谱分析诱导后毛状根与丹参药材的相似

性$探讨丹参毛状根替代丹参药材使用的可能性%

实验结果显示$

A'

处理后的毛状根虽然干重和鲜

重没有明显的增加$但其丹酚酸
V

的含量有较大幅

度的提高$且变化最为显著$增加了
%"@$

倍*

QVQ

处理后干重明显增加$丹酚酸
V

的含量相较于
A'

FII
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增加幅度小$增加了
%@!

倍%经
X̀\c

指纹图谱数

据分析处理后发现$不添加任何诱导子的丹参毛状

根与丹参药材的相似性非常低$添加
[J

&

QVQ

诱

导子后$与丹参药材比较相似性分别为
$@!E

&

$@!$

$

低于
$@E

$不能作为丹参药材使用%而
A'

处理后$

丹参毛状根与药材的指纹图谱相似性达到了
$@E&

$

已经高于2中药注射剂指纹图谱研究技术指南3中

$@E

的规定$已经具有了作为丹参药材使用的可

行性%

本文首次对丹参毛状根中次生代谢产物的品质

进行研究$通过指纹图谱比较毛状根与药材的相似

性$为探究丹参毛状根作为研究模型以及生产原料

提供基础$同时对于缓解丹参资源匮乏$提升次生代

谢产物生产的工业化发展$以及促进丹参产业发展

等都具有非常重要的意义%
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