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摘 要 从’&’条发根农杆菌/011*.)$&转化的青蒿株系(,.发根中，筛选出’个生长较

快的发根系，这’个系在生长速度和青蒿素含量上均有显著差异，其中发根系23+%青蒿素

产率最高，达到每月$$#,.45／6。青蒿发根的生长量和青蒿素含量极显著高于未转化根和

愈伤组织。青蒿发根在分批培养中没有明显的迟滞期，接种后第’天进入指数生长期，第**
天生长最快，第,(天进入稳定期。青蒿发根中青蒿素含量呈明显的“与生长相关”特性，在指

数生长期，青蒿素含量缓慢下降，生长速度减缓后，青蒿素含量上升，发根生长停止后，继续延

长培养时间，青蒿素含量也不再提高。在分批培养中，青蒿发根适宜的培养时间为,*7。
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发根农杆菌39质粒转化的青蒿（!"#$%&’&(())*(6:）发根培养是利用生物技术工业

化生产抗疟新药青蒿素的很有希望的途径之一［*，,］，我们已经成功地建立青蒿发根培养

系统［$］，本文报道在分批培养中青蒿发根生长及青蒿素生物合成动态，为建立适宜的发

根培养程序和进行理化因子调控研究提供依据。

! 材料与方法

!"! 青蒿未转化根的诱导及培养

剪取青蒿试管苗叶片，接种在含!//(#.45／6的改良;<固体培养基上，,.=暗培

养。$!&周后，剪取叶片切口处长出的不定根，在相同成分的液体培养基中，*((>／49?摇

床上继代培养。

!"# 青蒿愈伤组织的诱导及培养

将青蒿试管苗叶片剪成小块，接种在含@/(#,45／6，!//(#.45／6的;<固体培

养基上，,.=暗培养，$周后在叶片伤口处产生愈伤组织。将大块的愈伤组织从叶片上切

下，在相同培养基中继代培养。

!"$ 青蒿发根培养及生长量的测定

用发根农杆菌（!+",#(-#$"&*%".&/,+$)$’）/011*.)$&转化青蒿株系(,.诱导发

根［$］，经除菌培养建立起’个无菌发根系，均保存在改良;<A$B蔗糖液体培养基中；每
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!周继代"次。

在盛有#$%&改良’(培养液的!#$%&三角瓶中，接种$)"*鲜重!!+,%长的发根根

尖，在转速为"$$-／%./摇床上、"01光周期，光照强度!$$$&2条件下培养3周，测定生长

曲线时，每隔+4取样"次，培养#周。将发根取出，吸干培养液，在0$5烘箱中烘干至恒

重，测定干重和青蒿素含量，试验重复!次。

!"# 青蒿素含量的测定

!"#"! 青蒿素提取：将烘干的青蒿发根研成细粉，准确称取$)!#*细粉置于提取瓶中，

加入"$%&3$!0$5石油醚，在超声波浴中提取3$%./，过滤，减压回收溶剂，将残渣用"%&
甲醇重新溶解，"!$$$-／%./下离心"$%./以沉淀不溶部分，上清液用于测定青蒿素含量。

!"#"$ 高压液相检测样品及标准品的制备：取青蒿素甲醇溶液!$$"&于"$%&试管中，

加入6$$"&甲醇、+%&$)!789:;溶液，混匀，在#$5水浴中反应3$%./，冷却至室温，取

$)#%&反应液于")#%&塑料离心管中，加入"$$"&甲醇、+$$"&$)$#%<&／=醋酸，混匀，过

>"6预分离小柱纯化。按照同样方法制备用于高压液相分析的青蒿素标准品溶液，标准品

浓度分别为每"$%&溶液中含青蒿素标准品$、+$、6$、"!$、"0$、!$$、!+$"*。

!"#"% 高压液相检测条件：色谱柱为>"6柱，"#$%%?+)0%%，流动相为$)$"%<&／=磷

酸缓冲液：甲醇（##：+#），@;A)$，流速"%&／%./，紫外检测器检测波长设在!#6/%，注射

体积"$"&。在上述条件下，青蒿素出峰时间大约在+%./（图"，B）。

表! 青蒿发根&、未转化根’和愈伤组织生长量(比较
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$ 结果与分析

$"! 青蒿发根与未转化根及愈

伤组织的比较

青蒿发根生长量显著地高于

未转化根和愈伤组织，N值高达

"$!A，愈伤组织和未转化根生长量之间没有显著差异（表"）。在青蒿愈伤组织中，没有检

测到青蒿素，在青蒿未转化根中只检测到微量青蒿素，而在青蒿发根中却检测到了较高含

量的青蒿素（图"，O）。

$"$ 青蒿发根高产系的筛选

共剪取A+A条发根进行除菌培养，从中筛选出#3个生长较快的无菌发根系。又经过

3代继代培养，进一步筛选出A个系。它们均是由发根农杆菌BP>>"#63+从青蒿株系

$!#诱导出来的。这A个发根系在生长量和青蒿素含量上都有极显著差异，N值分别为

3$)#!和33)$"（图!），其中发根系;QRS的青蒿素产率最高，达到每月33)!#%*／=。

$"% 青蒿发根生长与青蒿素生物合成动态

为了确定适宜的培养时间，测定了选择出的高产发根系;QRS的生长和青蒿素生物

合成动态。对试验结果进行’9-TI9-4C法迭代拟和，得出回归方程：

!"$)633+／（"##!)363S$%&’（($)3#S#)）） !*+)"$)S636
由图3可以看出，青蒿发根生长呈“(”形曲线。该曲线有两个拐点：

)"",／-(（"／-）$&/（!#!3）"A4；)!",／-#（"／-）$&/（!#!3）""#4
即接种后第A!"#4是对数生长期，其中生长最快的时间是)U,／-"""4。可见，青
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蒿发根在分批培养中没有明显的迟滞期，第!"天进入稳定期（图#），最大生长量为每月

!$%&$’／(。

图) 青蒿素标准品溶液和青蒿发根提取液的色谱图
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图! 不同发根系生长量和青蒿素含量的比较
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图# 青蒿发根生长及青蒿素生物合成动态曲线
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青蒿发根中青蒿素含量呈明显的“与生长相关”特性，在指数生长期，青蒿素含量缓慢

下降，生长速度减缓后，青蒿素含量上升，发根生长停止后，继续延长培养时间，青蒿素含

量也不再提高（图#）。培养!)8时，青蒿素产率达到每月##%!$1’／(。根据青蒿发根生

长和青蒿素生物合成动态特性，青蒿发根适宜的培养时间是!)8。

! 讨 论

!"# 青蒿发根的筛选

发根农杆菌转化植物诱导出的发根之间，存在很大的异质性［F，$］。我们筛选出G的

个系，这G个系之间在生长量和青蒿素含量上也存在着显著差异。

!"$ 青蒿发根生长及青蒿素生物合成特性

天然生长青蒿植株根中不含青蒿素，而在发根中却检测到较高含量的青蒿素，这说明
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发根与正常的未转化根是有差异的。!"#$%&$’(等（)**)）报道，在甜过江藤（!"##$%&’(
)"*）发根中检测到+,多种未转化根中检测不到的萜类化合物［-］。这与本试验结果一致。

许多报道指出，离体培养的青蒿不定芽上生根对青蒿素生物合成有促进作用［.!),］。

这也许是由于青蒿素是在根中合成，运输到芽中储存。

青蒿发根在试验的接种密度（+/0／/1）下没有明显的生长迟滞期，生长速度很快。发

根中青蒿素含量在培养过程中变化不大，特别是生长停止后，继续延长培养时间，青蒿素

含量也不再增加，因此进行发根大量培养生产青蒿素时，发根生长停止后就可以立即收获

提取青蒿素。
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