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　　摘要：为建立栀子愈伤组织的间隙浸没植物生物反应器高通量培养体系，同时探讨诱导剂对栀子愈伤组织中藏红
花素合成的影响。以ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ）＋０．２ｍｇ／Ｌ萘乙酸（ＮＡＡ）＋３０ｇ／Ｌ蔗糖为增殖培养基，
在４０ｄ的培养时期内，栀子愈伤组织在植物生物反应器中生长状况良好，增殖系数呈升高趋势。对不同培养时间
（２０、３０、４０ｄ）和添加诱导剂处理的栀子愈伤组织中的藏红花素含量进行检测，结果表明，随着培养时间的增加，栀子
愈伤组织中的藏红花素含量显著提高，在培养４０ｄ时达到了０．２０６５ｍｇ／ｇ；添加ＣｕＳＯ４和茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）促进了

栀子愈伤组织中藏红花素的合成，单位质量栀子愈伤中的藏红花素含量显著增加，培养３０ｄ时达到０．３７２３ｍｇ／ｇ。
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　　栀子（ＧａｒｄｅｎｉａｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓＥｌｌｉｓ．），别称黄栀
子、山栀子、林兰等，属于茜草科栀子类植物，栀子

花是卫生部颁布的第１批药食两用资源。栀子作为
传统中药，具有护肝、利胆、降压、镇静、止血、消肿

等作用［１］。栀子含有黄酮类、有机酸酯类、多糖类、

醛类、醇类、长链烷烃类等化合物成分，其中栀子果

实中主要的有效成分为藏红花素（ｃｒｏｃｉｎ）、藏红花

酸和栀子苷［２］。藏红花素又名西红花苷，主要来源

于藏红花的成熟花丝中，是藏红花的有色成分且是

主要成分［３］。研究表明，藏红花素具有降血脂、抗

肿瘤等功效。由于藏红花以柱头入药，且藏红花适

宜种植区域有限，高品质的藏红花资源短缺，年产

量极低。栀子繁殖以扦插和实生苗种植为主，现有

资源量大，可作为制备藏红花素的植物资源。

不同品种和产地栀子果中藏红花含量不同，目

前报道的栀子果中藏红花素含量均在 １％以
内［４－８］。石凤鸣等发现随着栀子果实的成熟，藏红

花素的含量显著增加［９］。付小梅等通过研究发现，

藏红花素在 ｐＨ值为６．０～７．０之间最稳定并且光
照、温度均能影响其稳定性［１０］。陈雁等利用高效液

相色谱（ＨＰＬＣ）法测定了不同产地栀子中的藏红花
素含量，其中江西吉安的栀子果实的藏红花素含量

—２４— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第２期



最高，达到了０．６８％［１１］。据研究报道，栀子的愈伤

组织中也存在微量的藏红花素。陈书安等对产藏

红花素的栀子愈伤组织进行了诱导和筛选，从而筛

选出产藏红花素的栀子细胞系，其中１个细胞系的
藏红花素含量达０．３４８ｍｇ／ｇ［１２］。

笔者所在课题组自主开发了用于植物高通量

繁育的间歇浸没式植物生物反应器，前期研究表

明，该系统有利于带块茎（鳞茎）的植物繁殖体、植

物愈伤组织、兰科植物原球茎等的增殖扩繁，在白

芨、半夏、金钗石斛等药用植物种苗和组织器官的

繁育上取得了较好的应用效果［１３－１５］。本研究基于

植物生物反应器培养系统，以期建立栀子愈伤的高

通量增殖体系，并探索通过植物生物反应器持续生

产栀子愈伤、产藏红花素的优化方法。

１　材料与方法

１．１　材料
２０１８年４月，选取固体组培瓶中培养３０ｄ的山

栀子愈伤组织作为增殖材料，开展植物生物反应器

培养体系研究及藏红花素含量检测。栀子果实为

购买的药用山栀子果实。本试验在南京工业大学

生物资源工程研究所开展。

１．２　植物生物反应器培养
取３０ｄ固体预培养的愈伤组织１５ｇ，转接至含

有１０００ｍＬ液体培养基的植物生物反应器内，于
２４℃ 下进行暗培养，间歇浸没频率为 ３ｍｉｎ／４ｈ。
液体培养基配方为 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－苄氨基嘌呤
（６－ＢＡ）＋０．２ｍｇ／Ｌ萘乙酸（ＮＡＡ）＋３０ｇ／Ｌ蔗糖，
ｐＨ值为５．８。在培养基中添加ＣｕＳＯ４、茉莉酸甲酯
（ＭｅＪＡ）进行藏红花素合成诱导试验，设置２种添加
方式：５００μｍｏｌ／Ｌ ＣｕＳＯ４、５００μｍｏｌ／Ｌ ＣｕＳＯ４ ＋
１００μｍｏｌ／ＬＭｅＪＡ，处理组和空白对照均重复接种３
个植物生物反应器。

１．３　栀子愈伤的细胞结构观察
将植物生物反应器培养３０ｄ的愈伤组织放入

１％的ＮａＣｌ溶液中，于１２０ｒ／ｍｉｎ、２８℃下摇瓶培养
２ｄ。取少量愈伤组织细胞用中性红染色，放于光学
显微镜下观察。

１．４　栀子愈伤增殖系数的测定
栀子愈伤在反应器中培养３０ｄ后，观察其生长

情况并统计分析。用分析天平称量栀子愈伤的鲜

质量。栀子愈伤增殖系数的测定公式：

栀子愈伤增殖系数＝培养３０ｄ后栀子愈伤的鲜质量－转接时栀子愈伤的鲜质量
转接时栀子愈伤的鲜质量

。

１．５　藏红花素的提取
将不同培养处理的栀子愈伤组织以及栀子果

实样品置于６０℃恒温烘箱中５～６ｈ至恒质量后研
磨得粉末。称取粉末样品１ｇ，用５０％甲醇稀释倒
入５０ｍＬ离心管中，超声破碎３０ｍｉｎ。再放入振荡
培养箱中室温振荡提取２ｈ，３５００ｒ／ｍｉｎ转速下离
心２０ｍｉｎ，取上清液。向离心沉淀物中加入１０ｍＬ
５０％的甲醇，继续再振荡提取１ｈ，离心后再次回收
上清液。将 ２次上清液合并，于 ５０℃旋转蒸发，
５０％甲醇（色谱级）溶解浸膏，定容至 １０ｍＬ，保存
备用。

１．６　藏红花素的检测
液相色谱检测前，将５０％甲醇溶解的样品通过

０２２μｍ有机滤膜过滤。
１．６．１　液相色谱条件的选择　色谱柱选用 Ｉｎｎｏｖａｌ
ＡＱＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流速设置
为０．７ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为４４０ｎｍ；柱温为２５℃；
流动相：甲醇与水体积比为 ５３∶４７；进样量为
１０μＬ。

１．６．２　液相色谱标准曲线的建立　用分析天平精
密称取藏红花素标准品０．００５ｇ，用５０％甲醇稀释
配成０．５ｍｇ／ｍＬ藏红花素标准品母液。取藏红花
素标准品母液０．５、１．０、２．０、４．０、５．０ｍＬ至５ｍＬ容
量瓶中，配成浓度分别为 ０．０５、０．１０、０．２０、０．４０、
０５０ｍｇ／ｍＬ的标准品溶液。检测时进样 １０μＬ，重
复３次，测定完后，建立和绘制标准曲线及线性回归
方程（横纵坐标分别为溶液浓度和出峰面积）。

１．６．３　数据分析　取处理好的栀子愈伤样品和对
照样品按照“１．６．１”节中设定的液相色谱条件进行
检测，并按照“１．６．２”节中建立的标准曲线，将与标
准品同一出峰时间的峰面积换算成甲醇溶解液中

的藏红花素含量，再根据以下公式，计算得到样品

和对照品中的藏红花素含量。Ａ为根据标准曲线计
算到的浓度（ｍｇ／ｍＬ），粉末质量为１ｇ栀子愈伤干
质量。

样品中藏红花素含量（ｍｇ／ｇ）＝Ａ×１０ｍＬ甲醇定容体积１ｇ栀子愈伤粉末质量 。

试验数据通过ＳＰＳＳ２０．０进行方差分析。
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２　结果与分析

２．１　栀子愈伤的植物生物反应器培养体系
　　栀子愈伤组织的质地结构疏松，随着培养时间
的增加，愈伤块逐步增大，颜色从白色变为淡黄色，

与固体组培培养的愈伤状态一致；栀子愈伤组织团

整体呈淡化黄色，表面较为光滑湿润，见少量丝状

毛刺（图 １－Ａ）。由于细胞重叠不易将其平铺展
开，遂取少量愈伤放于摇瓶培养将细胞分散，加入

１％ＮａＣｌ溶液可以让愈伤组织失水，以便观察细胞
结构。在光学显微镜下，单个愈伤细胞呈长条状，

中间无隔膜，细胞壁较薄（图１－Ｂ）。

　　从增殖系数来看（表１），不添加ＣｕＳＯ４，当培养
时间为４０ｄ时，增殖系数达到１．９０２。培养２０ｄ时，
增殖系数最低，为１．１７５。由此可知，在４０ｄ的培养
时期内，栀子愈伤组织在植物生物反应器中增殖状态

良好，且仍有继续增殖的趋势（图２－Ａ、图２－Ｂ）。

表１　不同处理下的栀子愈伤组织增殖系数

处理 增殖系数

培养２０ｄ １．１７５±０．０１３

培养３０ｄ １．４２７±０．０１６

培养４０ｄ １．９０２±０．０２３

培养３０ｄ（添加ＣｕＳＯ４） ０．４８７±０．０１２

培养３０ｄ（添加ＣｕＳＯ４＋ＭｅＪＡ） ０．３４８±０．００７

　　添加 ＣｕＳＯ４和 ＭｅＪＡ后，在植物生物反应器中
培养３０ｄ栀子愈伤细胞团颜色基本呈褐色（图２－
Ｃ、图２－Ｄ），愈伤细胞团的数量比对照培养组少，
愈伤组织增殖缓慢。添加５００μｍｏｌ／ＬＣｕＳＯ４的栀
子愈伤增殖系数为０．４８７，添加２种诱导剂的栀子
愈伤增殖系数为０．３４８（表１）。由此可知，添加一
定浓度的ＭｅＪＡ、ＣｕＳＯ４对栀子愈伤的生长具有抑制
作用，不利于愈伤组织的增殖。

２．２　产藏红花素培养条件的优化
２．２．１　藏红花素标准曲线的建立　根据不同浓度
藏红花标准品的 ＨＰＬＣ检测峰图数据，绘制藏红花
素浓度的标准曲线（图 ３），并得到计算公式：ｙ＝
６４５８４．０ｘ－１４０７．９，ｒ２＝０．９９８１。其中，ｙ为峰面
积，ｍＡｕ·ｓ；ｘ为藏红花素含量，ｍｇ／ｍＬ。

２．２．２　不同处理栀子愈伤组织中的藏红花素含量
　试验中发现，固体培养３０ｄ和反应器培养２０ｄ的
样品峰面积太小，含量达不到检测下限。除此之

外，栀子果实、植物生物反应器中培养３０、４０ｄ，以及
添加ＣｕＳＯ４和ＭｅＪＡ后培养３０ｄ的栀子愈伤的提取
物中均有明显的藏红花素检测峰。本试验中藏红

花素的出峰时间为（４．４±０．１）ｍｉｎ（图３）。
　　根据标准曲线计算进样样品中藏红花素含量，
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并利用“２．２．１”节中的计算公式换算各个样品中藏
红花素的质量浓度。不同样品中的藏红花素含量

见表２。
　　由表２可知，栀子果实中的藏红花素含量为

表２　不同处理样品中的藏红花素含量

样品名
藏红花素含量

（ｍｇ／ｇ）

栀子果实 ６．７４００±０．０２３４

栀子愈伤（添加ＣｕＳＯ４、培养３０ｄ） ０．３５０９±０．００３３

栀子愈伤 （添加ＣｕＳＯ４＋ＭｅＪＡ、培养３０ｄ） ０．３７３２±０．００３４

栀子愈伤（培养３０ｄ） ０．１４５４±０．０００２

栀子愈伤（培养４０ｄ） ０．２０６５±０．００１６

　　注：以上含量均以栀子愈伤干质量计算。

６７４ｍｇ／ｇ，与相关研究报道的栀子果实中藏红花素
含量［９］基本一致。植物生物反应器中培养３０ｄ的
愈伤组织中藏红花素含量为０．１４５４ｍｇ／ｇ，４０ｄ为
０．２０６５ｍｇ／ｇ，二者间差异显著（图４）。添加诱导
剂处理后，藏红花素含量显著增加，其中添加ＣｕＳＯ４
处理后藏红花素含量为０．３５０９ｍｇ／ｇ，２种诱导剂
组合处理为０．３７３２ｍｇ／ｇ（表２），相较不添加诱导
剂的处理中藏红花素含量差异显著。由此可得，诱

导剂的添加能显著提高栀子愈伤中藏红花的含量。

３　讨论与结论

本试验建立了栀子愈伤的植物生物反应器高

通量扩繁体系，并分析了不同培养时间（２０、３０、
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４０ｄ）和诱导剂处理的栀子愈伤组织中的藏红花素
含量。以固体组培瓶中培养３０ｄ的栀子愈伤为增
殖材料，在培养基为 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖，ｐＨ值为５．８的条件
下，植物生物反应器中栀子愈伤的增殖状态良好，

增殖系数高，优于同期的固体培养。同时，培养４０ｄ
的单质量栀子愈伤的藏红花素含量显著高于培养

２０、３０ｄ的栀子愈伤组织，表明在一定的培养时期
内藏红花素含量随愈伤的增殖而积累。诱导剂可

促进栀子愈伤组织中藏红花素合成，添加 ＣｕＳＯ４和
ＭｅＪＡ２种诱导剂时，单质量栀子愈伤中的藏红花素
含量显著增加，达到０．３７２３ｍｇ／ｇ。

按照结实情况，栀子分为药用栀子和赏花栀

子。广泛种植的赏花栀子（如重瓣栀子、大花栀子）

只开花不结果；山栀子及其变种水栀子为主要的药

用栀子品种，由于栽培条件、品种资源和生产加工

方式的制约，其栽培和利用尚未形成规模，影响了

藏红花素等活性物质的制备和开发应用。植物细

胞工程手段为藏红花素的快速高效生产提供了可

行的技术方案。已有相关研究利用选育的藏红花

细胞系和栀子细胞系来制备藏红花素［１２，１６］，并有研

究利用固液２步法来提高栀子愈伤组织中藏红花素
的产量［１７］。本试验利用植物生物反应器培养栀子

愈伤组织，表现了较高的增殖效率，且培养周期短，

不受土地、环境、季节的影响，具备生产藏红花素的

潜力。

本试验结果表明，栀子愈伤中藏红花素含量明

显低于栀子果实中的含量；添加诱导剂在一定程度

上抑制了愈伤组织的增殖，实际每罐植物生物反应

器的栀子愈伤产量较低，影响了藏红花素收率。后

续试验将根据反应器中栀子愈伤的生长状态和藏

红花素含量积累规律，重点研究植物生物反应器的

培养条件优化，如生长激素浓度、诱导剂组合和诱

导剂添加时间等，探讨栀子愈伤组织在植物生物反

应器中的有效培养周期以及藏红花素的有效积累

时间，以期建立持续制备藏红花素的高产体系。
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