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摘要: 本研究以内蒙古柽柳(Tamarix chinensis)嫩枝为外植体, 分别在培养基中添加不同碳源(蔗糖、果糖、葡萄糖、麦芽

糖、淀粉)及不同浓度(10、20、30、40 g·L-1)的蔗糖, 研究柽柳丛生苗生长量和次生产物含量积累的变化。结果表明, 不同

碳源及蔗糖浓度均对柽柳丛生苗生长量和次生产物积累有显著影响, 其中, 适合柽柳丛生芽生长的碳源为蔗糖, 最适蔗糖

浓度为10 g·L-1, 培养35 d后其生长量显著高于其他处理。当以蔗糖为碳源时, 柽柳组培苗一个生长周期(35 d)内的总黄酮

及三萜组分(白桦脂酸、白桦脂醇、齐墩果酸)含量均较高。当蔗糖浓度为30 g·L-1
时有利于总黄酮的积累, 含量可达16.65 

mg·g-1 (DW); 而10 g·L-1
蔗糖浓度对三萜组分积累更有利, 白桦脂酸、白桦脂醇、齐墩果酸含量分别可达2.67、6.86、0.85 

mg·g-1 (DW)。当碳源浓度为30 g·L-1
时, 总三萜含量以葡萄糖处理为最高, 可达62.43 mg·g-1 (DW), 蔗糖次之, 麦芽糖最低。

该研究结果为通过生物发酵方法进行柽柳药用成分的规模化生产奠定了基础。
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柽柳(Tamarix chinensis)具耐旱、耐盐碱、耐

贫瘠等多种生物抗性, 是良好的巩固沙土地带树

木和盐碱地改造树木(尹克杰2002)。近年来的研

究显示, 柽柳嫩枝叶中含有丰富的次生代谢产物, 
如黄酮、三萜、苯丙酸、有机酸、甾体、鞣质等

及脂肪烷烃等(张媛和屠鹏飞2008), 具有保肝护

肝、抗炎、抗氧化、抗菌、抗肿瘤作用(Ksouri等
2009; 廖菁等2012; 夏江宝等2013), 其中, 萜类和多

酚类成分是近年来天然产物研究热点, 具有很强

的抗氧化、抗衰老活性(黄时伟和梁敬钰2007)。
王斌等(2009)对柽柳抗肿瘤化学成分进行分离和

鉴定, 发现部分萜类化合物成分对人肝癌、肺癌

细胞显示有意义的细胞毒活性, 分离的甾类和黄

酮化合物对人肺癌细胞有较强的细胞毒活性。之

前的研究也显示, 白桦脂酸和白桦脂醇三萜成分

可高效抑制多种肿瘤及HIV病毒活性, 极具开发潜

力(Dang等2012)。毕江涛等(2013)通过对柽柳内

生真菌分离及其抑菌活性研究, 初步明确11株菌对

2种或多种植物病原真菌有不同程度的抑制作

用。可见, 柽柳属植物具有丰富的活性药用成分, 
其进一步开发与利用具有广阔前景。

关于柽柳组织培养和快速繁殖的研究已有报

道(韦小敏等2006; 刘振林等2013; 乔梦吉等2007), 但
利用柽柳丛生芽、组织培养材料进行次生产物研究

的不多, 原因是其次生产物丰富, 常常会抑制生长而

影响其进一步扩大培养。利用植物细胞大规模培养

生产有用的次生代谢产物是解决目前部分天然产物

资源短缺的有效途径之一(李雅丽等2015)。本实验

室前期以内蒙柽柳嫩枝为外植体, 分别进行8种激

素组合及5种类型培养基处理, 探讨了柽柳组培苗

生长和次生产物积累的最适激素及培养基, 明确柽

柳丛生芽的最佳生长培养基为MS附加6-BA 1.0 
mg·L-1和NAA 0.05 mg·L-1 (王思瑶等2014)。

糖是植物的能量来源和组成结构物质的重要

元件(何亚飞等2016), 也是培养基的主要成分, 其
不同种类和浓度对药用植物的生长及次生代谢产

物的积累至关重要。研究显示, 果糖最有利于甘

草(Glycyrrhiza uralensis)愈伤组织生物量积累和黄

酮类化合物的生物合成(杨世海等2006); 而30 g·L-1

的蔗糖浓度有利于秦艽(Gentiana macrophylla)悬
浮细胞的生长及龙胆苦苷积累(齐香君等2010)。
碳源对雷公藤(Tripterygium wilfordii)愈伤组织生

长和次生代谢产物含量也有显著的影响(李琰等

2010)。可见, 不同的物种对于碳源种类及量的反

应不同。本实验以柽柳为试材, 通过不同碳源及

浓度的筛选, 以期明确柽柳组织生长及次生产物

合成对碳源的需求, 为进一步通过发酵方法规模

生产柽柳药用成分技术体系的建立提供依据。

材料与方法

1  植物材料

2015年8月, 取直径为1~2 cm的十五年生内蒙
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古红皮柽柳(Tamarix chinensis Lour.)组织培养苗枝

条, 扦插于花盆中, 待嫩芽长至1 cm左右, 进行无菌

消毒(乔梦吉等2007)后, 移至MS+1.0 mg·L-1 6-BA+ 
0.05 mg·L-1 NAA的培养基中培养。

2  实验设计

柽柳组织培养中常选用蔗糖为碳源, 添加量为

3% (程磊和周根余2001; 孙旭旭等2009; 韩琳娜和

周凤琴2010), 故将上述继代培养多次的柽柳组培

苗进行不同碳源(蔗糖、果糖、麦芽糖、淀粉、葡

萄糖)处理时, 以MS为基本培养基, 碳源统一添加

浓度为30 g·L-1, 筛选最佳碳源。进行不同蔗糖浓度

筛选时, 设10、20、30、40 g·L-1四个处理。不同处

理均接种在100 mL三角瓶中, 内装50 mL固体培养

基, 接种量为柽柳组培芽0.30 g, 每个处理重复接种

10瓶。培养35 d后收获材料, 测定鲜重, 烘干至恒重

后测定干重, 同时进行次生产物总黄酮、总三萜、

白桦脂酸、白桦脂醇、齐墩果酸含量检测和分

析。所有处理及测量均3次重复。利用SPSS软件

对不同处理获得数据进行邓肯方差分析。

所采用的固体培养基中添加琼脂粉5.3 g·L-1, 
pH值为6.0~6.5, 以121°C高压蒸汽灭菌20 min。培

养条件为: 温度24~26°C; 光照强度36 μmol·m-2·s-1, 
光照16 h·d-1; 湿度40%~50%。

3  检测方法

3.1  总三萜样品的制备及检测 
总三萜含量采用紫外分光光度法测定, 具体

步骤参考李春晓等(2012)。每种处理3次重复, 分
别精确称取0.05 g柽柳芽烘干材料, 检测样品总三

萜的含量, 计算平均值。

3.2  黄酮样品的制备及检测

黄酮样品的制备及检测参考王思瑶等(2014)
的方法。

3.3  白桦脂酸、白桦脂醇及齐墩果酸的测定

齐墩果酸、白桦脂酸和白桦脂醇的提取参照

谭朝阳和袁宏佳(2010)的方法, 线性关系考察参考

任春林等(2012)的方法。齐墩果酸回归方程为: y= 
107x+33 446, R2=0.9992; 白桦脂醇回归方程为: y= 
107x+8 269.9, R2=0.9994; 白桦脂酸回归方程为: y= 
3×106x−2 349.6, R2=0.9994。3种物质均在0.2~5.0 μg
范围内具有良好的线性关系。高效液相色谱(HPLC)
检测条件为: 用Waters公司600-717-2487色谱系统, 
色谱柱HiQsil C18V 4.6 mm×250 mm; 流动相为乙

腈:水=9:1; 柱温25°C; 灵敏度16 AUFS; 流速1.0 
mL·min-1; 检测波长210 nm, 进样量20 μL。

实验结果

1  不同碳源对柽柳组培苗生长及次生产物含量的

影响

1.1  不同碳源对组培苗生长量的影响

不同碳源中以葡萄糖和蔗糖处理对柽柳组培

苗鲜重增加较明显, 分别比初始接种量提高6.17和
5.99倍; 其次为果糖; 而当以麦芽糖和淀粉为碳源时

对柽柳生长促进作用不及其他处理, 柽柳鲜重只分

别为原接种量的1.71和1.96倍。干重与鲜重的变化

趋势基本接近, 不同碳源对柽柳生长量的促进作用

表现为: 蔗糖>葡萄糖>果糖>麦芽糖>淀粉(图1)。
1.2  不同碳源对次生产物含量的影响

由图2可见, 最利于柽柳生长及代谢产物积累

图1  不同碳源对柽柳丛生芽生长的影响

Fig.1  Effects of different carbon sources on cluster bud growth of T. chinensis
小写字母表示不同处理在P<0.05水平上差异显著, 下同。
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图2  不同碳源对柽柳丛生芽中白桦脂酸、 
白桦脂醇、齐墩果酸含量的影响

Fig.2  Effects of different carbon sources on contents of betu-
lic acid, betulin and oleanolic acid in T. chinensis cluster buds

的碳源是蔗糖, 除总三萜含量外, 总黄酮、齐墩果

酸、白桦脂酸、白桦脂醇的含量均最高, 葡萄糖

的作用仅次于蔗糖。不同碳源中, 以添加蔗糖的

总黄酮含量最高, 其次为葡萄糖和果糖, 而麦芽糖

和淀粉的较低, 以蔗糖为碳源的总黄酮含量是淀

粉的5.06倍(图3)。淀粉和果糖不利于柽柳生长, 干
物质积累过低, 所以未测定以这两种碳源培养的

组培苗中齐墩果酸、白桦脂酸、白桦脂醇3种代

谢产物的含量。值得注意的是, 以葡萄糖为碳源

时, 柽柳鲜重比接种量提高6.17倍, 且柽柳中总三

萜含量最高, 为62.43 mg·g-1 (DW), 其次是蔗糖和

果糖, 麦芽糖最低(图3)。 
2  不同蔗糖浓度对柽柳组培苗生长量及次生产物

含量的影响

2.1  不同蔗糖浓度对生长量的影响

由图4可见, 添加的不同蔗糖浓度中以10 g·L-1

的柽柳丛生苗鲜重比接种量增加最高, 培养35 d生
长量提高6.82倍, 其次为20和30 g·L-1, 当蔗糖浓度

为40 g·L-1时鲜重增加量最小, 35 d生长量提高2.87
倍。表明添加的蔗糖浓度越高越不利于柽柳鲜重

增加。总干重与总鲜重的变化趋势基本一致。

2.2  不同蔗糖浓度对次生产物含量的影响

图5显示, 当添加的蔗糖浓度为30 g·L-1时, 总
黄酮含量最高, 可达16.65 mg·g-1 (DW), 其次为20
和10 g·L-1, 40 g·L-1时总黄酮含量较低。当添加的

蔗糖浓度为40 g·L-1时总三萜含量最高, 为65.14 
mg·g-1 (DW), 其次为30 g·L-1, 再次为20和10 g·L-1。

表明随着蔗糖浓度的升高, 柽柳中总三萜含量也

呈现升高趋势。

随着蔗糖浓度的升高, 柽柳中白桦脂酸和白

桦脂醇含量呈现下降趋势(图6)。不同蔗糖浓度对

柽柳齐墩果酸含量影响的结果表明, 只有当蔗糖的

添加量为10 g·L-1时, 柽柳中可检测到齐墩果酸的

含量为0.85 mg·g-1 (DW); 提高蔗糖浓度后, 由于齐

墩果酸含量过低, 未能检出(结果未列出)。说明高

浓度的蔗糖不利于柽柳中齐墩果酸含量的积累。

讨　　论

糖作为培养基中不可或缺的碳源, 在植物组

织培养中维持着渗透压, 并提供植物生长所需的

物质能量, 同时糖的种类对植物的生长和次生代

谢产物积累起着重要的作用(董诚明等2009)。较

多的研究都证明组织培养时, 采用蔗糖作为碳源

最好(李汉伟等2010)。方强等(2008)在研究中发

现, 碳源对促进黄芩(Scutellaria baicalensis)中黄芩

素含量提高的影响顺序依次为: 蔗糖>葡葡糖>麦
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芽糖; 李琰等(2004)在研究碳源对杜仲(Eucommia 
ulmoides)愈伤组织生长和次生代谢产物含量影响

后发现, 蔗糖的作用效果好于葡萄糖; 李汉伟等

(2010)研究了不同碳源对冬凌草(Rabdosia rubes-
cens)中迷迭香酸积累的影响, 结果表明, 以蔗糖作

为碳源是最好的选择。Pérez等(2000)发现, 蔗糖和

葡萄糖可作为葡萄(Vitis vinifera)浆果生长的良好

碳源, 果糖则不利于葡萄浆果的生长。本实验研

究结果与以上结论基本相似, 发现当以蔗糖为碳

源时, 柽柳干物质的积累及总黄酮、齐墩果酸、

图3  不同碳源对柽柳丛生芽中总黄酮和总三萜含量的影响

Fig.3  Effects of different carbon sources on contents of flavonoids and total triterpenoids in T. chinensis cluster buds

图4  不同蔗糖浓度对柽柳丛生苗生长的影响

Fig.4  Effects of different concentrations of sucrose on cluster bud growth of T. chinensis

图5  不同蔗糖浓度对柽柳丛生芽中总黄酮和总三萜含量的影响

Fig.5  Effects of different concentrations of sucrose on contents of flavonoids and total triterpenoids in T. chinensis cluster buds
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白桦脂酸、白桦脂醇含量均为各实验组最高, 最
有利柽柳鲜重增加及总三萜含量积累的碳源为葡

萄糖, 而淀粉和麦芽糖均不利于柽柳的生长。可

见, 不同碳源对柽柳中黄酮和总三萜含量的积累

有显著的影响。

不同植物培养过程中所需的碳源浓度也不

同。Cui等(2010)研究了添加不同浓度蔗糖时贯叶

连翘(Hypericum perforatum)不定根的生长和次生

代谢产物积累, 发现高浓度的糖使培养基产生较

高的渗透压从而抑制生物量的增加, 而高渗透压

却促进了次生代谢产物的积累。刘雅静等(2012)
在研究蔗糖对蒙古黄芪(Astragalus mongholicus)愈
伤组织生长及黄酮积累的影响中也发现, 高浓度

的蔗糖能提高次生代谢产物的含量, 其原因之一

是提高了培养基的渗透压; 同时降低了愈伤组织

的干重增量, 原因是高浓度的蔗糖使愈伤组织褐

化死亡。赵德修等(1998)的研究显示5%的蔗糖对

雪莲(Saussurea involucrata)培养细胞黄酮的形成

有促进作用; 李琰等(2004)在研究碳源对杜仲愈伤

组织生长和次生代谢产物含量的影响中发现蔗糖

浓度为40 g·L-1时黄酮含量达最大值。本研究发现

当以蔗糖为碳源时, 10 g·L-1的蔗糖最利于柽柳生

长量的提高, 可能是因为其较低的渗透压; 最利于

柽柳总黄酮积累的蔗糖浓度为30 g·L-1, 其含量可

达16.65 mg·g-1 (DW); 最利于柽柳总三萜积累的蔗

糖浓度为40 g·L-1, 其含量可达65.14 mg·g-1 (DW)。
这与前人研究结果基本类似。虽不同物种及代谢

产物对碳量的需求仍有所差异, 但高浓度的蔗糖

含量确实有利于植物中黄酮和三萜的积累。

另外, 本研究中值得注意的是, 虽然总三萜含

量随添加蔗糖浓度的升高有增加的趋势, 但三萜

组分白桦脂酸和白桦脂醇含量却显示降低, 且齐

墩果酸仅在蔗糖浓度为10 g·L-1时可检测到。可能

是因为总三萜组分复杂多样, 包含各种三萜前体

角鲨烯和2,3-氧化角鲨烯及其他羽扇烷类、达玛

烷类、齐墩果烷类及固醇类物质, 它们均为异戊

二烯合成途径产生的三萜产物(Yin等2012, 2015), 
蔗糖浓度增加促进了总三萜组分中其他产物的积

累, 而对本研究中检测的白桦脂酸和白桦脂醇积

累未显示正效应, 这有待进一步深入研究。
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Effects of different carbon sources on the growth and accumulation of triterpenoids 
and flavonoids in tufted buds of Tamarix chinensis
WANG Si-Yao1, CUI Tong-Xi1, ZHAI Rui1, LIN Xiang-Yu1, LI Xin1, SUN Lu1, ZHAN Ya-Guang1,2, YIN Jing1,2,*

1College of Life Sciences, 2State Key Laboratory of Tree Genetics Breeding, School of Forestry, Northeast Forestry University, 
Harbin 150040, China

Abstract: Explants from shoots of Tamarix chinensis were cultured in medium containing five kinds of carbon 
sources (sucrose, fructose, glucose, maltose and starch) and different concentrations of sucrose (10, 20, 30 and 
40 g·L-1), and the growth of cluster buds and contents of secondary metabolite products in them under different 
treatments were analyzed. The results showed that there were significant effects of different carbon sources and 
different concentrations of sucrose on the growth of the cluster buds and accumulation of secondary products, 
and the best medium for their growth contained 10 g·L-1 of sucrose. When using sucrose as a carbon source, the 
contents of flavonoids and triterpenoids were the highest after the culture of 35 d. The addition of 30 g·L-1 su-
crose helped to improve the content of flavonoids markedly [up to 16.65 mg·g-1 (DW)], and 10 g·L-1 of sucrose 
was optimum for the accumulation of betulic acid, betulin and oleanolic acid [2.67, 6.86 and 0.85 mg·g-1 (DW)
respectively]. When the concentration of carbon source was 30 g·L-1, the content of total triterpenoids reached 
the highest level in cluster buds with the addition of glucose, up to 62.43 mg·g-1 (DW), and the second and the 
lowest contents were with the addition of sucrose and maltose, respectively. This study will lay a foundation for 
the large-scale production of medicinal active ingredient from T. chinensis by biological fermentation method.
Key words: Tamarix chinensis; carbon sources; secondary metabolism; tissue culture
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