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　　摘要：为了筛选适宜黄芩不定根生长的培养基和ＩＢＡ浓度，研究了２种培养基 Ｂ５、ＭＳ以及不同浓度 ＩＢＡ对不定

根生长和总黄酮积累的影响。结果表明，Ｂ５＋１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ为最适培养基，此时黄芩不定根生长状态良好、健壮，生
物量较多，并且总黄酮含量最高，达到２．４９ｍｇ／ｇ，明显高于其他处理。
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　　黄芩（ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉ）为唇形科黄芩属多年
生草本植物，别称山茶根、黄金茶，始载于《神农本草经》，被

列为中品［１］。黄芩以根入药，其味苦性寒，有清热除湿、泻火

解毒、止血安胎、镇静抗炎的功效［２－３］。黄酮类化合物是黄芩

的有效成分，具有较强的抗肿瘤、抗病毒、抗氧化、抗 ＨＩＶ、清
除自由基等作用，并且其毒性小，不易产生耐药性，生物安全

性高［４－８］。这些特点使得黄芩的应用和开发越来越受到国内

外医学界的关注，需求量随之急剧增加，致使野生黄芩被大量

采挖，野生资源遭到了严重破坏，而黄芩在栽培过程中往往出

现品质下降、农药残留等问题，市场供求矛盾日益尖锐。

不定根培养是一种植物器官培养方法，近年来正成为获

取特定次生代谢产物的有效手段之一，具有生长周期短、可人

为控制生长条件、重复性强等优点［９］。在目前的药用植物不

定根研究中，研究得较为透彻的是人参，如韩国在研究人参不

定根培养方面取得了重大成就，已达到了工业化生产程度；我

国科研人员也相继对丹参、太子参、三七、红豆杉、甘草、柴胡、

苍术、白术、东北刺人参、黄芪进行了研究［１０］。但是目前还未

发现利用黄芩不定根进行次生代谢的研究，因此本试验以黄

芩为材料诱导不定根，研究Ｂ５、ＭＳ培养基与不同ＩＢＡ浓度的
组合对不定根增殖的影响，以期通过测定生物量、总黄酮含

量，优化出最适宜的培养基与 ＩＢＡ激素浓度，为利用黄芩不
定根规模化生产黄酮类化合物提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料和仪器
黄芩种子采集于吉林省延边朝鲜族自治州安图县。标准

品芸香苷购自上海融禾医药科技发展有限公司；试验中所用

到的其他试剂均为分析纯。

主要仪器为ＵＶ－３１００紫外－可见分光光度计。
１．２　试验方法
１．２．１　黄芩不定根诱导　选取籽粒饱满的黄芩种子播种，待
苗长至６ｃｍ时，选取根部，先用自来水冲洗 ２ｈ，再分别用
７５％乙醇漂洗 ４５ｓ、无菌水漂洗 ３次、０．１％氯化汞消毒
６ｍｉｎ、无菌水漂洗６次后切成１ｃｍ×１ｃｍ的外植体，接种于
Ｂ５＋２．０ｍｇ／ＬＩＢＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋８ｇ／Ｌ琼脂、ｐＨ值为５．８
的培养基上，于（２５±１）℃暗培养，诱导不定根。
１．２．２　培养基及激素浓度组合的筛选　培养基为ＭＳ、Ｂ５，添
加不同浓度的ＩＢＡ（０、１、２、３、４、５ｍｇ／Ｌ），培养基中其他成分
同诱导培养基。在（２５±１）℃条件下暗培养７周，６０℃烘干
后称其干质量，即为生物量。

１．２．３　总黄酮测定　（１）对照品溶液的制备：精确称取１ｍｇ
芸香苷标准品，置于１０ｍＬ容量瓶中，先加３０％乙醇溶解，再
定容至１０ｍＬ，混匀后配制成标准溶液。（２）标准曲线的绘
制：精确量取０、０．４、０．８、１．２、１．６、２．０ｍＬ对照品溶液，分别
置于１０ｍＬ容量瓶中，加 ３０％乙醇至 ５ｍＬ，再分别加入
０．３ｍＬ５％亚硝酸钠，混匀，静置６ｍｉｎ；加入０．３ｍＬ１０％硝
酸铝溶液，混匀，静置６ｍｉｎ；加入２．０ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠
溶液，再分别用 ３０％乙醇定容至 １０ｍＬ，静置 １５ｍｉｎ，在
５１０ｎｍ波长处测定其吸光度Ｄ５１０ｎｍ。以吸光度 Ｄ５１０ｎｍ为纵坐
标、标准溶液浓度为横坐标绘制标准曲线，ｙ＝１１．８９２９ｘ＋
００７７６，ｒ２＝０９９８２。（３）样品溶液制备：称取１００ｍｇ烘干
至恒质量的黄芩不定根，在液氮中充分研磨，加入１ｍＬ无水
乙醇充分混匀，振荡暗提取２４ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收
集上清液置于１ｍＬ容量瓶备用。（４）样品总黄酮的测定：精
确量取０．３ｍＬ样品，以取样０ｍＬ为空白对照，按照标准曲
线的制备步骤的“加入３０％乙醇至５ｍＬ”起，至“分别测其吸
光度”，从标准曲线上读出样品溶液中总黄酮的含量。

１．２．４　统计分析　使用ＳＰＳＳ１９．０进行数据统计分析。

２　结果与分析

２．１　培养基与ＩＢＡ浓度对不定根生长的影响
由表１可以看出，在 Ｂ５、ＭＳ培养基中，不定根的生长能

—５６—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第４期



力不同，且２种培养基之间存在显著性差异，Ｂ５培养基显著
优于ＭＳ培养基，不定根在Ｂ５培养基中生长旺盛、分化多、白
嫩、生长状态良好、老化速度慢，而在 ＭＳ培养基中不定根生
长缓慢、分化少、易老化，且生物量少。从激素浓度看，ＩＢＡ促
进了黄芩不定根生长，Ｂ５培养基与ＩＢＡ组合促进了黄芩不定
根的生物量积累，显著高于ＭＳ培养基与ＩＢＡ组合；并且随着
ＩＢＡ浓度的提高，不定根上的愈伤组织也随之增多，当ＩＢＡ浓
度为１．０ｍｇ／Ｌ时，不定根生长旺盛、分化多、根长、基本无愈
伤组织，生物量较大，达０．６２８ｇ；当ＩＢＡ浓度为４．０ｍｇ／Ｌ时，
生物量积累最大达０．６４１ｇ，但是此时不定根分化较少，且根
长度较短，愈伤组织较多；当ＩＢＡ浓度为５．０ｍｇ／Ｌ时，生物量
有所减少，这可能与激素浓度过高有关。

表１　培养基与ＩＢＡ浓度对黄芩不定根生物量的影响

培养基

类型

不同ＩＢＡ浓度的不定根生物量（ｇ）
０ｍｇ／Ｌ１．０ｍｇ／Ｌ２．０ｍｇ／Ｌ３．０ｍｇ／Ｌ４．０ｍｇ／Ｌ５．０ｍｇ／Ｌ

Ｂ５ ０．１６８ｊ ０．６２８ｂ ０．５２６ｄ ０．６１２ｃ ０．６４１ａ ０．４３６ｅ
ＭＳ ０．１２８ｋ ０．２８４ｇ ０．２４２ｈ ０．１７６ｉ ０．３０４ｆ ０．２４４ｈ

　　注：表中数据后标有不同小写字母代表在０．０５水平下差异显
著。表２同。

２．２　培养基与ＩＢＡ浓度对黄芩培养基不定根总黄酮含量的
影响

由表２可以看出，ＩＢＡ对黄芩不定根总黄酮的累积有促
进作用，添加ＩＢＡ后不定根的总黄酮量明显高于对照组，虽
然ＭＳ培养基与ＩＢＡ组合对总黄酮含量促进作用明显高于Ｂ５
培养基与ＩＢＡ组合，但是Ｂ５培养基中不定根的生物量显著高
于ＭＳ培养基（表１），因此认为Ｂ５培养基更利于总黄酮的累
积。ＩＢＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时，总黄酮含量最高，且与其他处
理之间存在显著性差异；当ＩＢＡ浓度为３．０ｍｇ／Ｌ时，Ｂ５培养
基总黄酮含量与对照无显著性差异，而 ＭＳ培养基与对照之
间存在显著性差异。因此可以认为，选择适当的 ＩＢＡ浓度才
能增加黄芩不定根总黄酮的含量；万贵香等研究也表明，适宜

的外源激素才能促进黄芩愈伤组织中黄芩苷的积累［１１］。

表２　培养基和ＩＢＡ浓度对黄芩不定根总黄酮含量的影响

培养基

类型

不同ＩＢＡ浓度的总黄酮含量（ｍｇ／ｇ）
０ｍｇ／Ｌ１．０ｍｇ／Ｌ２．０ｍｇ／Ｌ３．０ｍｇ／Ｌ４．０ｍｇ／Ｌ５．０ｍｇ／Ｌ

Ｂ５ １．５４ｂｃｄ ２．４９ａ １．５４ｂｃｄ １．３４ｃｄ ２．１１ａｂ １．７９ａｂｃｄ
ＭＳ ０．５９ｅ ２．０３ａｂｃ １．５７ｂｃｄ １．３９ｂｃｄ １．０６ｄｅ １．９７ａｂｃ

　　注同表１。

３　结论

由研究结果可以看出，无论是 Ｂ５还是 ＭＳ培养基，在供
试ＩＢＡ浓度范围内黄芩不定根生物量与总黄酮的累积都存
在２个高峰。第１个高峰期为１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ，这可能是低浓
度的ＩＢＡ促进了不定根的生长与黄酮类物质的积累；随着
ＩＢＡ浓度增加，对其促进作用减小并逐渐形成激素胁迫使生
物量与总黄酮减少；之后随着 ＩＢＡ浓度进一步增加，不定根

响应激素胁迫而逐渐适应了较高的 ＩＢＡ浓度，出现了第２个
高峰期，在 Ｂ５培养基生物量和总黄酮最高时期为４．０ｍｇ／Ｌ
处理，而 ＭＳ培养基中生物量最高时期为４．０ｍｇ／Ｌ处理，总
黄酮最高时期为５．０ｍｇ／Ｌ处理。可见黄芩不定根在不同培
养基中应对高浓度外源激素胁迫的能力是有不同的，总体可

见，Ｂ５培养基中ＩＢＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时，总黄酮含量最高，
达２．４９ｍｇ／ｇ。

Ｂ５培养基和ＭＳ培养基主要区别在于培养基的铵态氮与
硝态氮比值的差异，Ｂ５培养基铵态氮与硝态氮比值是 ＭＳ培
养基的１／６，铵态氮含量远低于 ＭＳ培养基，从而使硝态氮更
利于不定根生长及总黄酮积累，这也可能是 Ｂ５培养基优于
ＭＳ培养基的原因。Ｃｕｉ等研究发现，氮源类型影响不定根生
长及次生代谢产物积累，硝态氮更利于不定根的生长［１２］。本

试验表明，黄芩不定根在Ｂ５培养基中生长状态良好，而且 Ｂ５
培养基生物量显著高于ＭＳ培养基，使 Ｂ５培养基总黄酮积累
显著高于ＭＳ培养基，推测是由于氮源类型的差异引起的，这
还需要进一步的试验鉴定。
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［Ｊ］．中国中药杂志，２０１２，３７（２４）：３６９１－３６９４．

［１１］万贵香，马　琳，张　坚．不同浓度的外源激素对黄芩愈伤组织
的生物量和黄芩苷含量的影响［Ｊ］．中国中药杂志，２０１２，３７
（２４）：３７９９－３８０２．

［１２］ＣｕｉＸＨ，ＭｕｒｔｈｙＨＮ，ＷｕＣＨ，ｅｔａｌ．Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｒｏｏｔｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ
ｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆＨｙｐｅｒｉｃｕｍｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ：ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｏｎｐｒｏｄｕｃ
ｔｉｏｎｏｆｂｉｏｍａｓｓａｎｄｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ［Ｊ］．ＩｎＶｉｔｒｏＣｅｌｌｕｌａｒ＆
ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ－Ｐｌａｎｔ，２０１０，４６（５）：４３７－４４４．
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