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0 引言

苦豆子(Sophora alopecuroides L.)别名苦豆根、苦

甘草、西豆根、苦豆草、欧苦参等，为豆科槐属多年生草

本植物，主要分布在中国西北、华北地区以及中亚一

带，具有清热解毒、祛风燥湿、止痛杀虫、抗癌、增强免

疫等作用[1]。苦豆子含有多种化学成分，主要包括生

物碱、黄酮类、有机酸、氨基酸、蛋白质和多糖类等，其

他还有脂肪酸及无机元素等[2]，但天然植物体内化学

成分的含量较低，为了提取药用成分，必须大量开采苦

豆子野生植株，势必造成野生资源枯竭，破坏生态平

衡。生物技术的快速发展为解决这一问题带来曙光，

通过植物细胞培养可以生产天然的植物成分并提高其

成分含量，这一技术在红豆杉[3]、杜仲[4]、人参[5]等植物

中应用较为成熟。

2006年，李雪梅等[4]从苦豆子中分离出抗肿瘤新

药槐定碱后，利用苦豆子细胞培养来生产槐定碱等药

用成分则更具重要现实意义。然而，截止目前为止，对

利用苦豆子细胞培养来生产槐定碱等药用成分的研究
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苦豆子愈伤组织培养及其药用成分含量测定
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摘 要：本研究利用组织培养技术考察外植体种类、激素水平、水解酪蛋白浓度等不同因子对愈伤组织的

生长状态的影响；同时采用分光光度法和 HPLC 测定不同继代次数愈伤组织中总黄酮和槐定碱的含

量。结果表明，苦豆子愈伤组织诱导的最适外植体是子叶；愈伤组织诱导的最佳培养基为 MS+2,4-D

0.5 mg/L+6-BA 1.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L，最佳继代培养基为 MS+2,4-D 1.0 mg/L+6-BA 4.0 mg/L+NAA

1.0 mg/L+CH 1000 mg/L；总黄酮和槐定碱在第 5 次继代培养的愈伤组织中含量最高，分别为 0.53%和

0.0112%。因此，可选择第5次继代培养的愈伤组织作为苦豆子细胞悬浮培养的材料。

关键词：苦豆子；愈伤组织；组织培养；总黄酮；槐定碱

中图分类号：Q943.1 文献标志码：A 论文编号：2011-0853

Callus Culture of Sophora Alopecuroides L. and Its Medicinal Components Determination
Yang Chunxia, Huang Lili, Zhang Ting, Zhu Peilin
(Jiangxi Academy of Forestry Science, Nanchang 330032)

Abstract: The effects of explants type, hormone levels, casein hydrolysate on the growth of callus were
measured by tissue culture. Meanwhile, the contents of total flavonoids and sophoridine in callus of different
subculture times were determined by ultraviolet spectrophotometry and HPLC. The results showed that the
cotyledon was optimum explants of callus induction, the best medium of callus induction was MS + 2,4-D
0.5 mg/L+6-BA 1.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L, and the best subculture medium was MS+2,4-D 1.0 mg/L+6-BA
4.0 mg/L + NAA 1.0 mg/L + CH 1000 mg/L. Contents of total flavonoids and sophoridine in callus of fifth
subculture had the maximum, and 0.53% and 0.0112% respectively. So, the callus of fifth subculture was
selected to use for material of cell suspension culture of S. alopecuroides.
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几乎是空白，在苦豆子组织培养及愈伤组织中化学成

分提取等方面的研究有较少报道，如饶品昌等[5]对苦

豆子愈伤组织诱导培养基及愈伤组织生物碱成分进行

研究，研究较浅，且愈伤组织中槐定碱含量较低

（0.0045%）；李晓莹等[6]以得到苦豆子再生植株为目的

也进行了愈伤组织诱导及增殖研究，但不系统，且出愈

率较低；王立强等[7]对苦豆子愈伤组织诱导及继代培

养研究较为成熟，得到了愈伤组织诱导及继代的最佳

培养基，但容易褐化；曹有龙等[8]对苦豆子的组织培养

及植株再生进行了研究，虽然研究中愈伤组织出愈率

达到了100%，但愈伤组织褐化提前。本研究在已有的

研究基础上，开展苦豆子愈伤组织培养实验，得到生长

状态良好的愈伤组织，且褐化率低；分别采用紫外分光

光度计法和HPLC测定愈伤组织中总黄酮及槐定碱的

含量，槐定碱含量远远高于以往的研究（0.0112%），为

建立大规模细胞培养生产苦豆子槐定碱等药用成分提

供优质原料和必要的技术依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

购于中国甘肃省武威市苦豆子种子，由江西省药

物研究所药用植物学专家朱良辉研究员鉴定。

芦丁购于中国药品生物制品检定所（批号：

100080-200707），槐定碱对照品购于上海同田生物技

术有限公司（批号：09061521）。

1.2 外植体处理

将浸泡24 h苦豆子种子用洗洁精清洗，流水冲洗

2~3 h，置于超净工作台上，75%酒精消毒 1 min，无菌

水冲洗2次，然后再用0.1%升汞浸泡15 min，无菌水冲

洗 6~8 次，无菌滤纸吸干水分，放入基本培养基 MS

（30 g/L蔗糖，6 g/L卡拉胶，调节 pH为 5.7~5.8，121℃
高压灭菌20 min）上，诱导其发芽。

1.3 不同因素对愈伤组织诱导的影响

研究不同外植体、不同激素浓度对愈伤组织诱导

的影响，30天后观察愈伤组织的生长情况，并计算出

愈率，筛选最佳苦豆子愈伤组织诱导培养基。

1.4 愈伤组织继代培养

研究不同激素配比及水解酪蛋白浓度对苦豆子继

代增殖的影响，25天左右观察愈伤组织增殖情况，计

算增殖系数，确定最佳苦豆子继代培养基配方和最适

的水解酪蛋白浓度。

1.5 紫外分光光度法测定愈伤组织中总黄酮含量

精密称取于芦丁对照品 25.147 mg置于 50 mL量

瓶中，加入无水乙醇，50℃水浴使溶解，放冷，加无水乙

醇稀释至刻度，摇匀，即得对照品溶液（含无水芦丁

0.50294 mg/mL）。

精密称取苦豆子愈伤组织粉末约0.2 g，加70%乙

醇适量微沸煎煮 2次，每次 2 h，合并 2次煎液，滤过后

浓缩至膏状，加无水乙醇，定容至10 mL，摇匀，即得供

试品溶液。精密吸取供试品溶液1 mL，以30%无水乙

醇作为空白对照，在 510 nm处立即测定吸光度，根据

标准曲线方程计算总黄酮含量。

1.6 HPLC测定槐定碱含量

精密称取 60℃条件下干燥恒重的苦豆子培养物

（过 40目）0.2 g，置 10 mL具塞锥形瓶中，精密加入甲

醇至刻度，超声提取 30 min，取上清液用微孔滤膜

（0.45 µm）滤过，取续滤液，滤液保存在4℃冰箱中即为

样品制备液 [8]。Merck C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 µm）；流动相:乙腈:0.1%磷酸水溶液（用三乙胺调pH

值至（2.00±0.03）（80:20）；体积流量 1.0 mL/min[9]。检

测波长220 nm；柱温30℃；进样量20 µL。

2 结果与分析

2.1 不同外植体对苦豆子愈伤组织诱导的影响

以苦豆子下胚轴、子叶、茎段为外植体，接种于

MS+2,4-D 0.5 mg/L（以下单位同）+NAA 0.5+6-BA 1.0

培养基上，30天后愈伤组织诱导情况见表 1。结果显

示，以子叶为外植体诱导愈伤组织效果最好，出愈率最

高，达到100%，且愈伤组织生长状态好，呈浅绿色，结

构致密；以下胚轴为外植体诱导愈伤组织出愈率较高，

达到80%，愈伤组织呈乳白色，结构疏松；茎段为外植

体诱导愈伤组织最差，出愈率低，仅为20%，且愈伤组

织生长状态不佳，略呈黄色，愈伤组织坚硬，不易进行

继代培养。

2.2 不同植物生长调节剂对苦豆子愈伤组织诱导的影

响

将苦豆子子叶接种在添加不同浓度激素 2,4-D、

6-BA及NAA的MS培养基上，培养 7天后，部分叶片

外植体

子叶

下胚轴

茎段

接种数/个

60

60

60

出愈数/个

60

48

12

出愈率/%

100

80

20

愈伤组织生长情况

呈浅绿色，结构致密

呈乳白色，结构疏松

略呈黄色，质地较硬

表1 不同外植体诱导愈伤组织诱导的效果
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开始膨胀，15 天后切口处有细小的绿色愈伤组织突

起，30天后愈伤组织生长结果，见表2。

由表2可知，不同植物生长调节剂对苦豆子愈伤组

织诱导有显著差异。在2,4-D和6-BA配比为1/2时，出

愈率较高位80%，在此基础上，添加0.5 mg/L NAA诱导

效果更好，达到 100%，且愈伤组织生长状态较好。随

着激素浓度的增加，出愈率不断降低，当2,4-D、6-BA、

NAA浓度分别为2.0、1.5、1.0 mg/L时，出愈率最低，仅

为8.33%。因此，苦豆子愈伤组织诱导的最佳培养基为：

MS+2,4-D 0.5 mg/L+6-BA 1.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L。

2.3 愈伤组织继代培养

选择生长状态较好的愈伤组织小块，接种于添加

不同激素配比的继代培养基上，25 天后计算增殖系

数，结果见表3。

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

激素/(mg/L)

2,4-D

0.5

0.5

0.5

1.0

1.0

1.5

1.5

2.0

6-BA

0.5

1.0

1.0

1.0

1.5

1.0

1.0

1.5

NAA

0

0

0.5

0.5

0.5

0.5

1.0

1.0

外植体数/个

60

60

60

60

60

60

60

60

愈伤组织数/块

25

48

60

41

36

28

15

5

出愈率/%

41.67

80

100

68.33

60

46.67

25

8.33

表2 不同植物生长调节剂对愈伤组织诱导的影响

表3 不同激素配比对愈伤组织增殖的影响

编号

1

2

3

4

培养基

MS+2,4-D 0.5 mg/L+6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L

MS+2,4-D 1.0 mg/L+6-BA 4.0 mg/L+NAA 1.0 mg/L

MS+2,4-D 1.0 mg/L+6-BA 1.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L

MS+2,4-D 0.2 mg/L+6-BA 4.0 mg/L+NAA 1.0 mg/L

平均接种鲜重/g

3.5

3.2

4.0

3.8

平均收获鲜重/g

6.8

7.1

6.0

4.86

增殖系数

1.94

2.21

1.50

1.28

表 3结果显示，不同激素浓度配比对愈伤组织增

殖的影响明显，较低激素浓度不利于苦豆子愈伤组织

的增殖，较高激素浓度可以较好地使愈伤组织得到增

殖，试验中苦豆子增殖的最佳培养基为 MS+2,4-D

1.0 mg/L+6-BA 4.0 mg/L+NAA 1.0 mg/L，增殖系数达

2.21，且生长状态良好，见图1。

2.4 添加不同浓度的水解酪蛋白对愈伤组织生长的影

响

在苦豆子愈伤组织继代培养中，添加不同浓度的

水解酪蛋白（CH）对愈伤组织的生长有一定的影响，结

果见图 2。结果表明，起初随着CH浓度的增加，增殖

系数也不断增加，当CH浓度增至 1000 mg/L时，增殖

系数达到最大，为 2.85；CH浓度再增加，增殖系数变

小，当 CH 浓度为 2000 mg/L 时，增殖系数仅为 1.78。

图1 苦豆子愈伤组织继代增殖 1

1.5

2

2.5

3

0 300 500 1000 1500 2000
CH浓度/(mg/L)

增
值
系

数

图2 不同浓度CH对愈伤组织生长的影响

·· 155



中国农学通报 http://www.casb.org.cn

因此，添加CH的最佳浓度为1000 mg/L。

2.5 总黄酮及槐定碱含量测定

以苦豆子全株（组培苗）为参照，分别取不同继代

次数愈伤组织样品测定总黄酮和槐定碱含量，结果见

图3。从图3可知，苦豆子愈伤组织中总黄酮和槐定碱

的含量都是随着继代次数增加而增加，到第 5代时达

到最大值，总黄酮和槐定碱的含量分别达到 0.53%和

0.0112%，略低于或高于苦豆子全株植物，第 6代后又

开始减少，因此从有效成分含量上讲，取第5代愈伤组

织来进行细胞悬浮培养较好。

3 讨论与结论

3.1 愈伤组织培养

愈伤组织培养受基本培养基、外植体、激素、碳源、

pH值等因素的影响，其中，生长调节物质对愈伤组织

的诱导的影响最为复杂 [10-11]，在植物离体培养的过程

中，外植体的内源激素水平不断变化，在培养基中添加

不同种类、不同浓度的生长调节物质可以改变和影响

内源激素的水平，从而影响到外植体的生长状况。本

研究在已有研究的基础上，摸索了不同外植体种类、激

素配比等因素对苦豆子愈伤组织培养的影响。在外植

体选择上，以子叶为外植体时愈伤组织生长最好；以下

胚轴为外植体时，愈伤组织诱导率也较高，但愈伤组织

生长状态不佳，特别是在最初诱导时，外面被一层类似

“表皮”的东西包裹，含水量高，结构疏松，不利于愈伤

组织的生长；茎段为外植体时，诱导效果最差，可能是

由于茎段较为细嫩，致使诱导愈伤组织较为困难。

在激素选择及配比上，试验结果表明，在愈伤组织

诱导时添加NAA诱导效果更好，且激素浓度不易过

高，过高愈伤组织容易褐化死亡；但在愈伤组织继代培

养中，则需要提高激素浓度，特别是需要提高细胞分裂

素 6-BA的浓度，有利于愈伤组织的生长，且不易出现

褐化现象，而王立强等[7]研究愈伤组织继代中激素浓

度相对较低，容易褐化，本研究通过调整激素浓度及配

比克服了这一缺陷。在苦豆子继代培养时，添加浓度

为1000 mg/L的水解酪蛋白能更好地促进愈伤组织生

长，这可能是因为水解酪蛋白是氨基酸、多肽、蛋白质

等混合物，能为愈伤组织的生长提供丰富的有机氮素

营养的缘故，因此，水解酪蛋白常常被应用于组织培养

实验中，Chawla[12]认为100~1000 mg/L的浓度比较适宜，

与本实验结果一致，而以往的研究中除了曹有龙等[8]

在愈伤组织诱导中添加 500 mg/L CH外，其他研究中

均没有添加CH[5-7]，这可能是本研究中愈伤组织生长

较好的一个因素之一。

3.2 有效成分提取分析

以苦豆子组培苗全株为对照，笔者测定了不同继

代次数愈伤组织样品中总黄酮及槐定碱含量，发现继

代次数与有效成分含量的关系呈抛物线型，起初愈伤

组织中总黄酮和槐定碱的含量都随着继代次数的增加

而增加，至第5代时均达到最大值，之后总黄酮及槐定

碱含量又逐渐减少，这可能是由于在继代过程中，随着

愈伤组织细胞对生长环境的不断适应，其生长能力在

不断加强，而往往与抗病、抗逆相关的次生代谢产物的

形成和积累却逐渐被削弱了的缘故。苦豆子愈伤组织

中总黄酮和槐定碱含量与组培苗全株相比，差别不大，

甚至在第 5代槐定碱含量还高于全株，但与野生植株

（总黄酮含量为1.28%[13]；槐定碱含量为0.5702%，其中

茎叶中含量为 0.0136%，种子种含量为 0.5566%[4]）相

比，总黄酮含量相差不大，槐定碱含量差异较明显，可

能是由于生长环境不同，或是本研究诱导愈伤组织以

子叶为材料的缘故。但相比以前的研究中愈伤组织中

槐定碱的含量仅为 0.0045%而言，本研究得到的愈伤

组织中槐定碱的含量得到很大的提高，特别是第 5次

继代的愈伤组织中槐定碱含量达到0.012%。因此，综

合考虑愈伤组织生长量、稳定性及药用成分含量，可选

择第 5代愈伤组织作为细胞悬浮培养的接种材料，并

且，在后续的细胞悬浮培养研究中，可采取适当的措施

来增加药用成分含量，特别是槐定碱的含量，为通过细

胞培养来大规模生产药用成分提供技术支撑。
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