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  [ 摘要]  目的: 研究光照对黄芩悬浮细胞内源激素与有效成分相关性的影响。方法: 采用 HPLC法检测黄芩悬浮细胞中

黄芩苷含量, 酶联免疫吸附法检测内源激素。结果:研究结果表明在光照条件下, 伴随着 IAA含量的降低, 黄芩苷含量也随之

降低, 两者变化曲线显著相关( r = 0. 972) 。相对较高的 IAA含量和相对较低的 GAs含量有利于黄芩苷的积累, 而绝对的 GAs

含量在本研究中并没有表现出与黄芩苷有很强的相关性。结论:黄芩悬浮细胞有效成分与内源激素绝对含量以及相对含量具

有相关性。
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  黄 芩 为 唇 形 科 药 用 植 物 黄 芩 Scutellaria

baicalensis Georgi的干燥根。黄芩苷是黄芩的主要

有效成分,其含量高低受各种环境因子的影响。植

物激素对植物的生长发育有重要的调节作用, 它与

植物次生代谢物质存在着相互作用,并共同调节植

物的生长发育、对环境的适应等,而次生代谢产物往

往是药材中的有效成分,具有各种各样的药理活性,

其对药材品质的形成具有重要的影响。作为主要的

环境因子,光不仅提供光合作用所需的能量,还作为

一种环境信号,深刻影响着植物的内源激素水平以

及次生代谢产物的合成与积累
[ 1 ]
。Behringer等

[ 2 ]

认为蓝紫光、紫外光能改变 IAA 氧化酶的活性,对

IAA起调控作用。刘小阳等
[ 3 ]
研究了光强对砀山酥

梨石细胞形成的影响及其与内源 IAA、ZR 和 ABA

含量的关系,结果表明高光强促进砀山酥梨果实发

育前期 IAA、ZR和 ABA 合成。不同波长的光线,可

以通过与其相关的色素作用来影响植物体内的激素

平衡,进而引发植物的生理生态变化。

相关生态学研究表明,野生黄芩中汉黄芩素等

黄酮类化合物含量与光照时数密切相关。受控试验

结果也表明,光诱导对黄芩悬浮细胞中有效成分的

积累有显著的促进作用, 且光诱导刺激了与有效成

分的积累相关基因的表达。而 Sylvia 等
[ 4 ]
报道认

为, ETH、ABA可以促进花青苷等类黄酮的合成。本

实验拟对光照条件下黄芩悬浮细胞内源激素与有效

成分含量进行研究, 以了解光照对黄芩悬浮细胞内

源激素与有效成分积累相关性的影响, 为合理使用

植物生长调节剂生产优质药材提供理论和技术基

础。

1 材料和方法

1.1 材料及培养条件  黄芩愈伤组织由本实验室

诱导。将在 MS固体培养基上稳定继代的愈伤组

织,转入到 MS液体培养基( 3%蔗糖, pH5. 8) 中进行

悬浮培养,光照 16 h黑暗 8 h进行培养,以黑暗条件

作为对照,摇床转速 120 r/ min, 培养温度 ( 25 ±1)

℃,接种量约为 2 g/L鲜重,设 3 个重复。培养液中

附加 0. 5 mg/ L 2, 4-D和 3 mg/L TDZ。分别于第 20,

22, 24, 26 d取样,备用。

1.2 内源激素测定 取黄芩悬浮细胞液 5 mL, 4 ℃

12 000 g离心后,除去上清,置于液氮中冷冻 20 min,

再转入 - 70 ℃下保存,待测。样品用 80% 甲醇 ( 含

有 0. 02% 2, 6-二叔丁基对甲酚 ) 提取, 内源 IAA

( indole-3-acetic acid) , GAs( gibberellin) , ZR( zeatin
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riboside) 和 ABA( abscisic acid) 的测定均采用酶联

免疫 吸 附 法 ( enzyme-linked immunosorbentassay,

ELISA) ,重复 3 次。激素测定试剂盒由中国农业大

学王保民博士提供,按照 ELISA说明书,用酶联免疫

检测仪(华东电子管厂生产 DG-3022A型) 测定。

1.3 黄芩苷、黄芩素的测定
[ 5 ]

 取黄芩悬浮细胞液

5 mL, 4 ℃ 12 000 g 离心后,除去上清, 沉淀中精密

加入甲醇 1 mL,称定质量,超声提取 120 min,取出,

再称定质量,用甲醇补足减失的质量,摇匀,过滤,取

续滤液, 0. 45 μm滤膜滤过, 即得。色谱柱: Agilent

TC-C1 8( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm)。流动相:乙腈-水-

甲酸( 23∶77∶1. 0) ( A) ; 乙腈-水-甲酸 ( 80∶20∶1. 0)

( B) ;梯度洗脱,梯度洗脱程序为: 0 ～15 min, 100%

( A) ; 15 ～25 min, 100% ～87% ( A) ; 25 ～40 min,

87% ～52% ( A) ; 40 ～60 min, 52% ～0% ( A) 。检测

波长 280 nm;分析时间 60 min;柱温 30 ℃。

1.4 数据分析 采用 SPSS, Excel软件对相关数据

进行相关性分析和显著性分析。

2 结果与分析

2.1 黄芩悬浮细胞黄芩苷含量动态变化  在光照

条件下, 黄芩苷含量在第 20 天含量最高, 达到

218. 31 μg/ g,随后呈逐渐降低趋势,在第 26 天下降

为 148. 95 μg/ g,降幅达 31. 77% ; 在黑暗条件下,黄

  

芩苷的变化趋势与光照条件一致,第 20 天为 183. 78

μg/ g,到第 26 天降为 96. 32 μg/ g,降幅达 47. 59%。

光照条件下黄芩苷含量显著高于黑暗条件黄芩苷含

量( P < 0. 05) 见图 1。

图 1 黄芩悬浮细胞中黄芩苷含量的动态变化

* 表示光照和黑暗显著差异 P < 0. 05

2.2 光照对黄芩悬浮细胞内源激素含量的影响  

在光照条件下,黄芩悬浮细胞中的 IAA 含量持续降

低,而黑暗条件下的 IAA 含量则持续升高。在 20d

和 22d光照条件高于黑暗条件下的 IAA 含量 ( P <

0. 05) ,而在 26 天黑暗条件下的 IAA 含量高于光照

条件 ( P < 0. 05) 。另外, ZR, GAs, ABA 在光照条件

下波动次数要比黑暗条件多见表 1。

表 1 黄芩悬浮细胞中内源激素含量的变化 ng /g

处理 t /d ZR GAs IAA ABA

光照 20 16. 787 ±1. 116 22. 754 ±1. 094 89. 865 ±8. 623 83. 028 ±4. 933

22 16. 212 ±0. 301 37. 431 ±3. 463 70. 611 ±2. 953 92. 706 ±3. 995

24 22. 872 ±1. 112 21. 673 ±0. 271 61. 232 ±3. 343 67. 722 ±4. 079

26 18. 168 ±0. 861 34. 589 ±4. 627 60. 326 ±2. 644 78. 160 ±7. 052

黑暗 20 17. 632 ±1. 234 36. 976 ±1. 948 57. 606 ±0. 987 91. 454 ±11. 993

22 17. 858 ±0. 773 28. 542 ±1. 108 58. 159 ±2. 074 81. 987 ±6. 863

24 17. 303 ±1. 275 25. 821 ±1. 971 64. 347 ±5. 979 84. 466 ±0. 313

26 22. 343 ±0. 971 36. 577 ±1. 155 93. 799 ±8. 965 90. 746 ±3. 902

表 2 光照对黄芩悬浮细胞内源激素相关性的影响

组别 光照 黑暗
ZR-GAs - 0. 581 0. 567
ZR-IAA - 0. 568 0. 9641)

ZR-ABA - 0. 927 1) 0. 497
GAs-ABA 0. 667 0. 9141)

GAs-IAA - 0. 329 0. 423
IAA-ABA 0. 450 0. 452

  注 :表示显著相关 1) P < 0. 05

2.3 光照对黄芩悬浮细胞内源激素相关性的影响

 利用 SPSS 软件对内源激素的相关性 ( Pearson

Correlation) 进行了分析, 从表 2 可以看出除 GAs-

ABA, IAA-ABA外,其他激素之间都在光照条件下的

负相关转变为黑暗条件下的正相关。其中光照条件

下的 ZR-ABA和黑暗条件下的 ZR-IAA、GAs-ABA之

间的含量变化曲线显著相关。

2.4 内源激素水平及激素平衡与黄芩苷含量的相

关性分析 为进一步阐明内源激素水平以及激素平

衡与黄芩苷含量之间的关系,作者利用 SPSS软件做

了单个内源激素含量或两两内源激素平衡比值与黄

芩苷含量之间的相关关系分析。在光照条件下, IAA

与黄芩苷之间的含量变化曲线显著相关, r = 0. 972,

而高 ZR含量则不利于黄芩苷的积累。在激素平衡

方面,光照条件下, IAA/ GAs( r = 0. 897) , ABA/ GAs
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( r = 0. 850) , IAA/ ZR( r = 0. 837 ) , IAA/ ABA( r =

0. 904) 之间的激素平衡比值变化与黄芩苷含量显著

相关;黑暗条件下, GAs/ ZR( r = 0. 893) , GAs/IAA( r

= 0. 979 ) , ABA/IAA ( r = 0. 880 ) , ABA/ZR ( r =

0. 833) 之间的激素平衡比值变化与黄芩苷含量显

著相关。

3 讨论

3.1 IAA对黄芩悬浮细胞中黄芩苷积累的影响  

研究表明,在光照条件下,伴随着 IAA 含量的降低,

黄芩苷含量也随之降低, 两者变化曲线显著相关

( r = 0. 972)。基因活化学说认为,生长素能在转录和

翻译水平上促进核酸和蛋白质的合成, 而这种核酸

已经证明是 mRNA, 本研究结果提示 IAA可能促进

与黄芩苷积累有关的功能基因或者是催化黄芩苷合

成的酶基因的转录,在类黄酮合成中,查尔酮合成酶

( CHS) 是最关键的酶, Carolyn 等
[ 7 ]
研究发现: CHS

酶受高含量 IAA的刺激。同时本研究发现在光照条

件下,较高浓度的 ZR 含量不利于黄芩悬浮细胞内

黄芩苷的积累,细胞分裂素的主要功能是促进细胞

质的分裂,而细胞质的分裂需要大量碳源化合物,而

这势必减少了合成黄芩苷的前提初级代谢产物,导

致了黄芩苷的降低。Tong 等
[ 8 ]
研究结果表明光质

和 ZT在调节花青素合成时显示相减效应,并推测光

敏色素的作用减弱了花青素合成对 ZT的敏感性或

者 ZT减弱了光敏色素对光质的感应。

3.2 光照对黄芩悬浮细胞内源激素相关性的影响

 光照对内源激素间的相互作用产生了一定的影

响,光照条件对 ZR-IAA、ZR-ABA相关性影响较大见

(表 2) ,相关报道认为 ZR可以抑制 IAA与氨基酸的

结合,也可通过影响 IAA氧化酶活性,从而影响 IAA

在体内的含量。从激素相关性结果分析可以看出,

IAA含量与黄芩苷含量密切相关,其他激素( 如 ZR)

则通过影响 IAA含量间接影响黄芩苷含量。

3.3 黄芩悬浮细胞中内源激素平衡对黄芩苷积累

的影响 在植物体内黄酮类化合物的合成代谢受多

种因子的调控,而酶和内源激素是主要的因子
[ 9]
。

程水源等
[ 10]
认为内源激素与类黄酮之间的关系通

过激素平衡来讨论更加合理。本研究结果显示光照

条件 下, IAA/ GAs ( r = 0. 897 ) , ABA/GAs ( r =

0. 850) , IAA/ ZR( r = 0. 837) , IAA/ ABA( r = 0. 904)

之间的激素平衡比值变化与黄芩苷含量变化显著相

关,即相对较高的 IAA含量和相对较低的 GAs含量

有利于黄芩苷的积累,而绝对的 GAs 含量在本研究

中并没有表现出与黄芩苷有很强的相关性。

植物体可以与受到和识别的环境信号组成应激

性反应,进行环境胁迫识别后信号被传输到细胞内

和植物体全部
[ 1 1]

,细胞间通讯系统的主要信号分子

就是植物激素。本研究以黄芩悬浮细胞为试材,从

信息传递的角度来研究黄芩悬浮细胞中黄芩苷合成

的调控,为合理使用植物生长调节剂生产优质药材

提供理论和技术基础。
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