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滇紫草愈伤组织培养与紫草素产生 

周立刚 郑光植 王世林 

中国科学院昆明植物研究所 ，昆明 650204) 

摘要 浓度 为 10。‘mol／I和 10 mol／I的 2，4_D和 NAA分别与 10- not／1的 KT组合， 

能明显抑制滇紫草 (Onosmapaniculatum Bur et Fr．)愈伤组织 中紫草素的产生，但几乎不 

受天然生长紊 IAA和 KT组合的影响．葡萄糖较蔗糖能更有救地促进紫草素的产生，它们 

的最适浓度均为6％。LH和CH能抑制紫草紊的产生，CH洁度太于O 02％时能抑制愈伤组 

织的生长，LH对生长无明显影响．揶乳浓度为 10％时，能明显地促进紫草紊的产生，紫草 

紊的含量是对照的24倍。 
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Abstract Shikonin production of Onosma paniculatum Bur et Fr．callus was inhibited by 

tombination of 2，4—-D and NAA of 10 5tool／ I and 10~m ol／ 1 with 10- mol／ 1 KT 

separately，and was not affected by combination of IAA with KT in concentration given．Glu- 

cose was more effective on shikonin production in callus than  sucrose．An appropriate co ncen- 

tration of~ucose and sucrose on shikouln production was 6％ separately Lactalbumin 

hydrolysate(LH)and casein hydrolysate(CH)inhibited production o,f shikonin in callus 

W hen co ncentration of CH was bigger than O．02％ ，the growth ofcallus was inhibited  LH had 

no obvious effects on callus growth．Coconut milk which concentration was 10％ stimulated 

prod uction ofshikonin which co ntent was 24 timqs of the control 

Key words Onosma paniculatum；Callus；Siftkonin 

滇紫草(Onosma paniculatum Bur．et Fr．)主产云南，其主要有效成分为紫草素 

(shikonin)。要实现滇紫草次级代谢物紫草素的工业化生产，关键在于提高培养组织和 

细胞的生长速率和紫草素含量。通过采用不同的措施：如改变培养基成分，筛选高产细 

胞系和加入诱导子等均可能有救地提高紫草素的含量。我们曾用诱导子寡糖素培养滇紫 
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草愈伤组织，能明显地促进紫草素的合成 “ 。朱蔚华等曾进行了滇紫草愈伤组织优良 

无性系的筛选 。 。本文报道改变培养基成分来提高滇紫草愈伤组织的生长速率和紫草 

素含量的结果。 

材料和方法 

1．愈伤组织培养 用于本研究的愈伤组织是 1988年诱导，并经 l0__l3次继代培养 

的茎愈伤组织无性系 “0 继代培养3O天转代 1次。以 Ls培养基 “ 为基本培养基， 

培养方法同前 “ 。 

2．愈伤组织生长和紫草素含量的测定 50ml容积的三角瓶内装培养基 20ml。愈伤 

组织收获后冰冻干燥至恒重。以愈伤组织产量代表其生长，愈伤组织产量以每瓶的毫克 

数表示。将冰冻干燥 的愈伤组织打成细粉 ，含量测定同于 Mizukami 0 ，紫草素含量 

以每克愈伤组织中所含紫草素的毫克数表示。将紫草素含量乘以愈伤组织干重即得紫草 

素产量。本文所得结果均为4次重复平均值 

3．几种特殊试剂的加入 所加入的各种激素均采用过滤灭菌。水解乳蛋白、水解酪 

蛋白、椰乳和活性碳在配培养基时一同加入。所用花粉为党参花粉经超声波破碎后在配 

培养基时一同加入。 

结果与讨论 

1．不同激素组合对愈伤组织培养的影响 

激素的影响是植物组织和细胞培养中次级代谢物产生的主要因素之一。作者用KT 

分别与2，4一D、NAA和 IAA进行浓度 (2个梯度)组台实验，结果如表 1所示。浓度 

为 10-’mol／l和 lO mol／l的 2，4一D 和 NAA分别与 10-5mol／l的 KT组合，均能明 

显地抑制愈伤组织中紫草索的产生，其中2,4一D与KT组合抑制紫草索产生的程度更 

为明显。而愈伤组织生长以及紫草素的产生几乎不受天然生长素 【AA和 KT组合的影 

响 。 Inouye等 曾用 同位 素 示踪 法 证 明 了 2，4-D 能 阻 断牦 牛 儿 基氢 醌 

(geranylquino1)的代谢，而牦牛儿基 氢醌正是紫草素生物合成过程中的 1个 中间代 

裹 I 不同激素组合对澶紫蕈愈伤组组培养的影响 

Table I． Effects ofdifferent combinations ofhormones On callus culture ofO paniculaturn 

接种量 l】0．0毫克千重 ／瓶．Inoculum quantity：l 10．Omg DW ／flask。 
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LH在所试浓度范围内，均抑制紫草素的产生且抑制作用随 CH和 LH浓度的增加而逐 

渐增强。以上结果看出，较高的有机氮源能明显地抑制滇紫草愈伤组织中紫草素的合 

成，这提示氮源可能是紫草素产生的主要调节因子。 

4．不同添加剂对愈伤组织培养的影响 

采用椰乳、活性碳和破碎党参花粉 3种添加剂加入到培养基中，对滇紫草愈伤组织 

培养的影响，结果如表 2所示。所用培养基均为附加 10 tool／l KT，10 tool／l IAA 

和6％蔗糖的LS培养基。所加入的 3种添加剂均能明显地提高愈伤组织中紫草素的含 

量，以椰乳最为明显，紫草素含量是对照的 24倍。但椰乳能抑制愈伤组织的生长，其 

它两种添加剂对愈伤组织生长无明显影响。椰乳能有效地促进紫草素的合成，这提示在 

今后的两步法培养中，在生产培养基中加入椰乳来提高紫草素的含量和产量也许不失为 
一 种很有前途的有机添加剂。 

c0ncentm 0n 0fcas西D hydr0lysate(％． W／V) 

图 3水解酷蛋 白 (CH)对滇紫草愈伤组织培养的影啊 

接种量：109 3毫克干重 ／瓶 

Fig．3 Effects ofcasein hyOrolys~tte oil callus culture ofO paaicuatum 

Inoculm~ quantity：109 3 m g DW ／ flask 

以上结果说明滇紫草愈伤组织具有较好的合成紫草素的能力，且紫草素的含量是可 

以调节的。这为进一步深入研究和将来的工业化生产奠定了良好的基础。 
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Concentration of~ctalbumin h rolysate(％，W ／V) 

囝4水解乳蛋 白 (LH)对滇紫草盎伤组织培养的影响 

接种量：109 3毫克干重 ／瓶 

Fig-4Effectsoftactalbttmin hydrotysateon caLLus culture ofO panicuatmm 

Inoculum quantily：L09 3 mg DW ／flask 

衰 2 不同添加剂对澶蕈草鱼佛组蛆培弊的影晌 

Table 2 Effec协 ofdifferent additives on ca llus culture ofO pan／cu／atum 

． 
接种量 [09 0毫克干重 ／瓶。1no．alum quantity：109 0mg DW ／flask． 
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Hz，H一3a。所用仪器频率及溶剂若在实验部分的总论中已注明，则以下皆可省略。 

l1．质谱须注明所用的方法 (EIMS，CIMS，GC-MS，FABMS等)及离解能， 

只须给出分子 离子蜂及重要 的特征碎片峰 (相对 强度)，如：ⅡMS (70eV)in／z 

(％)：386[M】+(36)，368[M—H，O】+(100)，275【M—ll1】十(35)等。高分辩质谱 

(HRMS)若有必要可多给一些信息。 

12．紫外光谱表示法，如：uV  ̂ nm(1g~)：203(4．17)。 

l3．红外光谱表示法，如：IRv om ：1740。官能团的指定放在圆括号内， 

如：1740 (>C=O)。若要标明吸收带的强度，则采用以下缩写符号：W (弱)，n2(中 

等)，v (可变)，s(强)，VS(很强)。 

14．有机化合物和无机化合物及有关的缩写符号须规范化(参考 CA)，如氘代溶剂 

CDC1 ，DMSO-d ，D，O，pyridine-d 等。常见化学试剂在文中均以化学符号表示， 

如 ：MeOH，EtOH，n-BuOH，PrOH，iso-PrOH，PhOH (苯 酚)，petrol(石油 

醚 )， CHC13， CC14， C6H6， Et20， Me2CO， HOAc， EtOAc， THF， Ac2O， 

NaOMe， CH，N，， HCO，H (甲 酸 )， TCA (三 氯 乙 酸 )，TFA (三 氟 乙 酸 )， 

NaOAc，NaOH，HCl，H，SO4，CO ，H1BO1，NH ，N2等． 

15．制备薄层析须注明 (1)薄层厚度：(2)样品的量；(3)确定带的方法；(4) 

从吸附剂上洗脱下化合物所用的溶剂。特殊 TLC的吸附剂须注明，如：AgNO3-硅胶 

(1：9)。 

l6．气相色谱 (GC)须注明检测器 (FID，EC等)，载气及流速，操作温度，柱 

子情况等。 

17．高压液相 (HPLC)须注明 (1)柱子情况，如大小 、型号； (2)压力及溶 

剂；(3)检测方法，如 uv或折射率。 

l8．x一衍射只需给出立体结构图 (最好有键长)及必要的数据，详细记录可指明 

在什么地方储存。 
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