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Acta I~tanica Yunnanica 

毛喉鞘蕊花毛状根培养及二萜化合物的形成 

( 华中理_丁=大学药物研究所．武汉 430074) 夕．777． 

摘要 发 根 农杆 菌 (Agrobacteriura rhizogenes) pRi 15834菌 株 感 染 毛喉 鞘 蕊 花 (Coleus 

forskohtii Briq)的根、茎、叶及小苗，均诱导出毛状根。通过纸电泳，在毛状根 中检测到甘露 

碱。该毛状根不仅具有典型的形态特征，并能合成二萜化合物，对其中 3个主要成分 forskolin， 

1,9一dideoxyforskolin和 coleo1分别进行了定量测定。MS培养基有利于 forskolin和 coleol的合 

成，而 B5培养基促进 1,9一dideoxyforskolin的合成。 
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Abstract Hairy root cultures of Coleus rskoh~i Briq．were established from intact plant or 

explants of roots．stems and leaves by infecting with Agrobacterium rhizogenes strain pRi l5834 

Transformation was connrmed  by paper electrophoresis with mannopine detection These cultures 

displayed the typical characteristics of hairy roots． AIl examined  roots formed  labdane 

diterpenoids．Three main identified diterpenoids werc forskolin．I 9 dideoxyforskolin and coleol 

which were measured 口uantitatively M S medium faVOUI8 forskolin and coleol form ation．and 

BE medium enhances 1．9一 deoxyforskolin form ation 

Key words Coleus (orskohtii Briq．，Labdane diterpenoids，Hairy roots，Agrobacterium rhizogenes， 

HPTLC 

毛喉鞘蕊花 (Coleus_j6rskohlffBriq)系唇形科 (Labiatae)鞘蕊花属植物，为印度民间重要药用植 

物 (Sen等，1992)，具 有降压和强心作用。其 中的话性成分 forskolin具有直接促进环腺苷 酸酶的活性， 

导致“第二信使”cAMP的增加，此外还具有抗炎活性等 (Sen等，1992)。虽然 (±)forskolin的化学合成 

得以成功 (Corey等，1988；Hashimoto等，1988)，但 由于成本太高，加之副产物 多，其商 业化生产始终未 

能 实 现 。 我 所 曾 在 云 南 东 北 部 的 东 JIl市 发 现 国 产 毛 喉 鞘 蕊 花 ， 经 鉴 定 为 同 一 种 ， 
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由于生态环境的差异，导致植株的大小与形态，以及花的颜色与印度产的毛喉鞘蕊花有着 一定的差异，化 

学成分的组 成亦有所差 别。从 国产的毛喉鞘蓉花 中分 离到的主要成分 为 2 acetyIforskolin (金歧端 等， 

1990)。利用，k物技术离体生产该类二萜化台物，是一个很有价值的研究工作。近年来，国外 已有细胞培 

养方面的舒f究报遵 1 Sen等 t988；Mersinger等 1988)。 

本文报告印度产毛喉鞘蕊花毛状根的诱 导、培养以及 ：萜化舍物的生产。 

材料和方法 

植物材料 

印度北部邦勒克璃 (Lucknow)附近产的毛喉鞘蕊花种 子在无菌条件下萌发成苗，幼苗在无激素的 

MS琼脂培养基上继代培养，温度 21±1℃，相对温度为 60％，光照 lOb_／d，光强 57llmol s。 

毛状根的诱导和鉴定 

细 菌的培 养 发根农杆 菌 (Agrobacteria rhizogenes)pRi 15834菌株在 YEB (Hooykass等 ．1977) 

液体培养基中．28"C培养 48 h，即可用十感染植物材料。 

植枷材料的感染 毛喉鞘蕊花的根、茎、叶外植物体浸入含有农杆菌的 MS培养基 中 10 min，用无 

菌滤纸吸干放于含 10 g／L acetosyringone的 MS琼脂培养基上，连续培养两天，然后转入附加头孢噻肟 

钠 (cefotaxime)(200 mg／L)的 MS培养基上，21℃暗培养。亦可刺伤无菌苗的茎节，小心潦上含有农 

杆菌的 MS培养液，将幼苗植^原培养基 上继续培养。 

毛状根的鍪定 将诱导出的毛状根，培养干含有头孢噻肟钠的 MS培养基上，并运渐减少抗菌素的 

用量 ， 至细 菌除 去 为 止， 即 可 进 行 毛 状 根 的 鉴 定 。 甩 纸 电涑 检 测 培 养 根 中是 否 含 有 甘 露 碱 

(mannopine)，具体方法参见另文 (周立剐等，1996) 

毛状根的培养 

固体培 养 毛状根在无激素的 MS琼脂培养基上继代培养，每 30～40 d继代培养一次。 

摇瓶培 养 用体积不等 (从 100 mL到 5000 mL)的摇瓶进行毛状根的悬浮培养，每 7 d更换一次培 

养基 

生物反应 器培 养 体积 2600 mL液升式生物反应器 (1iquid—lift bioreactor)用来培养毛喉 鞘蕊花毛 

状根、接种量为 20g Fw ／L_氧溶浓 度保持在最大饱和 度的 90％。 

二萜化台物的分析 

二茌化台物的提取 将毛状根干燥 至恒重，取 1 g样 品，用醋酸乙酯在室温下超声波提取 3次 (40 

mL x 3)．每次 20min，提取液减压浓缩后，用甲醇溶解，过滤，即可进行定量分析。 

标 准曲线的制作 对毛状根 中的 forskolin，1,9一dideoxyforskolin和 coleol的含量进行定量分析，采 

用 AMD—HPTLC薄层层析扫描法。用标准对照品制作标准曲线。 

仪器设备及试剂 

旋 转 式 摇 床 振 幅 2．0 Gm (Setric genie lndustriel， 法 国 )； 升 液 式 生 物 匣 应 器 (Setric genie 

lndustriel，挂 国)；HPTLC，60F254硅胶板 (Merck)；加样器 (CAMAG automatic TLC Sampler llI， 

瑞士 )；AMD． 多步骤 层析仪 (CAMAG automatic multiple development system．瑞士)1薄层扫描仪 

(CAMAG ScannerⅢ，瑞士)；标准样品购 自Sigma公 司 
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结果与讨论 

forskilin．1，9一dideoxyforskolin和 coleol的标准曲线 

Forskolin在 200～ iO00 ng范 围内， 其光 吸收值 与浓度 线性 关系，线 性方程 为 Y一0 442523X+ 

50 4012，r=0 972375~l 9 dideoxyforskolin在 200～500 ng范 围内，其光吸收值与浓度呈线性关系，线 

性方程为 Y=1 29291X+127．557，r=0 964507~coleol在 4O～】00ng范围内，其光吸收值与浓度呈线性 

关系，线性方程为 Y一2 99407X+58．021 5．r：0．950629。 

罨状根的诱导和培养 

以发根农杆菌感染植物材料 3周后，·均诱导出毛状根。这些根转移至含有抗菌素的 MS培养基上， 

表现 出典型的毛状根性状特性 (阿 1)：生长迅速，分枝多，失去 向地性生长等。根的提取物．经纸 电泳 

检查，含有甘露碱 

图 l毛嚷鞘蕊花毛状根的诱导和 培养 

Fig 1 Induction and cultivation of the hairy r00俘of Co~us yorskohlii Briq 1．node inoculated with only fresh me- 

dium ；2 node inoculated with bacteria；3 hairy roots subcuitured  on M S hormone free agar medium 

毛状根中的二萜化合物 

有些植物的培养细胞不需要器官化即可产生次生物质，但在通常情形下．植物组织的形态分化更有利 

于次生产物的形成和积累 实验表明毛喉鞘蕊花诱导培养的毛状根中含有一系列的二菇化合物，而且，很 

少 分泌到 培养液 中 毛 状 根 中二 萜化 台 物的 组成 和 原植 物 差别 较大 ， 经与 标准 品 coleol， 

卜 deoxyforskolJn， I，9一dideoxyforskolJn， 一hydroxy 9一dexoy一9一deoxy coleo1． 7 deacetyl 1 deoxy— 

forskolin．7 deacety] 1．9-dedexoyforskolin forskolin．deacetylforskolin和 6 acetyl 7～deacetyl forskolin 

对照，并用多种层析系统的 AMD—HPTLC检测，毛状根中主要含有 forskolin，1，9一dideoxyforskolin和 

cobol。似乎 r姒认为．毛喉鞘蕊花毛状根培养系统的二萜化台物生产和代谢较培养细胞更具有优越性。 

培养基的选择 

为 了兼顾毛状根的生 长和二萜化台物的生产，采用 5种不 同的培养基培养毛喉鞘蕊花毛状根，结果如 
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表 1不同培养基对毛状根生长和二萜化台物形成的影响 

Table 1 Eflects ofdifferent liquid medium On( ~rskohlii Briq hairy rOOt growth and di~rpenoid formation 

囝 2大体积摇瓶 (A)和生物反应器 (B Y中生长的毛状根 

Fig+2 Cultivation ofthehairy'roots ofC fl~rskohliiBriqin shakeflask andliquid—lift bioreacotor 

A shake flask；B liquid—lift bioreactor． 

表 1所示。对于根的生长，MS培养基优于 B 培养基。激素 IBA对根的生长没有明显的影响，在 MS培 

养基 (含有澈素或不台激素)巾，t,9一dideoxyforskolln含量较低，而 forskolin和 coleol含量较 高。在 B 
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培养基 中，coleol的产 率为 O 4365 mg／L， 得率最低； 当 B 培养基 附加 IBA1 mg／L和水解酪 蛋 白 

(Hc)600 mg／L时．forskolin的形成受到抑 制．而其它两种 t要 二睹成分的产 率均得到提高 显然 ， 

随着培养基的不同．二萜化台物的形成是有区别的，从而提示有可能通过系统筛选设计某 一培养基，使某 

特定的化台物具有较高的产率， 项研究在进一步进行中。 

毛状根的大量培养 

毛喉鞲蕊 花毛状根在摇瓶 中生长 良好．在 培养体积为 3000mL (总体积为 5000mL)的培养瓶中， 

生长速率为 01 55 g DW ／L d。经过 60 d的连续 培养后 ，毛状根的 产率为 10 g DW ／L，培养物 中的 

forskolin．1,9 dideoxyforskolin和 coleol的含量分别为 0．2012mg／g 0．0834mg／g和 0．2513mg／g。在 

升液式生物反应器 中培养 (图 2)，其 pCO 和 pH值的变化如图 3所示，毛状根在 2600 mL的升液式生 

物 反 应 器 中 生 长 良 好 ， 经 3周 的 连 续 培 养 后 ， 毛 状 根 产 率 选 到 4．61 5g DW ／ L． ~rskohn， 

I 9 dideoxvforskolin和 coleolo的含量分别为 01643mg／g．0 6215mg／g和 0．1535mg／g。以上提示， 

毛喉鞘蕊花的毛状根不仅能产生二萜化台物，而且有可能在一定条件下进行大量培养。 
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图 3毛状根在升液式生物反应器中培养的时间进程 A：pCO2的变化j B：pl-I值的变化 

Fig．3 Time course ofhairy root culture ofC rskohliiBriqin Uqu_d—liftbioreactor 

A：Time course ofpCO2 B：Time COUrS~ofpI-I va]ue 
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