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摘  要: 迷迭香酸 (RA) 是丹参中一种重要的酚酸类次生代谢物。为探讨水杨酸 (SA) 诱导子对丹参悬浮培养

细胞中 RA 的生物合成及其相关酶的影响，考察了 SA 诱导子和酪氨酸氨基转移酶  (TAT) 的竞争性抑制剂  

(AOPP) 对 RA 合成积累量、苯丙氨酸解氨酶  (PAL) 和 TAT 活性的影响。发现在培养的第 6 天用浓度为

6.25 mg/L 的 SA 处理后，PAL 活性在诱导后 4 h 出现高峰，为对照组水平的 124％；RA 的积累量在诱导后 8 h

出现峰值 (5.914±0.296) mg/g。用浓度为 0.1 μmol/L 的 AOPP 处理，6 h 后 AOPP 对 TAT 活性影响较小 (与对

照组无显著差异)，但明显抑制了 PAL 活性 (为对照组水平的 44％)，且在 PAL 活性明显降低的同时 RA 的积

累量显著减少 (4.709±0.204) mg/g。进一步用 0.1 μmol/L AOPP 和 6.25 mg/L SA 共处理，AOPP 对 PAL 的抑制

作用可得到一定程度的缓解，且 RA 的积累量较 AOPP 单独处理的高。表明 SA 可以诱导丹参悬浮培养细胞中

RA 积累量的增加，且在 RA 合成过程中 PAL 的限速作用比 TAT 明显。 
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Effects of salicylic acid on synthesis of rosmarinic acid and  
related enzymes in the suspension cultures of Salvia  
miltiorrhiza 
Mengli Jiao, Rongrong Cao, Hongyan Chen, Wenfang Hao, and Juan’e Dong 

College of Life Sciences, Northwest Agriculture and Forestry University, Yangling 712100, Shaanxi, China 

Abstract:  Rosmarinic acid (RA), a phenolic acid, is one of the important secondary metabolites produced in Salvia 
miltiorrhiza. To observe the influence of salicylic acid (SA), an elicitor, on the synthesis of RA and related enzymes, we treated 
the cell suspension cultures of S. miltiorrhiza with SA and L-α-aminooxy-β-phenylpropionic acid (AOPP), a competitive inhibitor 
of tyrosine aminotransferase (TAT). Under this condition, the activities of related enzymes, such as phenylalanine ammonia-lyase 
and TAT were traced and assayed; the accumulative amount of RA was measured. The results showed that the PAL activity 
reached the peak at 4 h, 124% higher than that of the control, and the content of RA reached its maximum ((5.914±0.296) mg/g 
dry weight) at 8 h, after treated by 6.25 mg/L SA on day 6 of the suspension culture. The results of treatment with 0.1 μmol/L 
AOPP showed that AOPP affected little on the TAT activity, while the PAL activity was significantly influenced, with 44% lower 
than that of the control at 6 h. Meanwhile, the reduced accumulation of RA ((4.709±0.204) mg/g dry weight) paralleled with the 
decrease in PAL activity. The co-treatment by 0.1 μmol/L AOPP and 6.25 mg/L SA relieved the restriction imposed by AOPP on PAL, 
and made the cell cultures accumulate more RA than sole treatment with AOPP, indicated that SA induced the accumulation of RA in 
suspension cell culture of S. miltiorrhiza, and the rate-limiting effect of PAL was stronger than TAT. 

Keywords:  Salvia miltiorrhiza, salicylic acid, rosmarinic acid, phenylalanine ammonia-lyase, tyrosine aminotransferase 

植物次生代谢物因具有独特的性质而作为

药品、食品添加剂、香料以及其他工业生产等方

面的原料[1]。目前，多采用组织培养调控的方法

来提高目标次生代谢物的产量。调控的方式有多

种，如：加速生成目标化合物的化学合成速度、

添加诱导子处理、非生物胁迫等[2]。常采用的方

法是向高产细胞系中添加诱导子以提高目标次

生代谢物的合成积累量[3]。 

水杨酸 (Salicylic acid，SA) 是植物体内的

一种信号分子，对植物的生长、发育和防御反应

均具有关键的调控作用[4-6]。SA 主要是通过参与

植物体内的信号转导调控植物次生代谢途径中

关键酶的活性，从而影响植物次生代谢物合成积

累量的变化 [7]。苯丙氨酸解氨酶  (Phenylanine 

ammonia-lyase，PAL) 是位于初生代谢和次生代

谢分支处的关键酶[8]，催化植物体内多种具有防

御功能化合物的形成[1,9-10]，也是合成迷迭香酸 

(Rosmarinic acid，RA) 分子结构上咖啡酰基的关

键 酶 [11-12] 。 酪 氨 酸 氨 基 转 移 酶  (Tyrosine 

aminotransferase，TAT) 是酪氨酸衍生的植物次

生代谢途径中的限速酶，是合成 RA 分子结构上

4-羟基苯乳酸的关键酶[12-13]。有研究表明，利用

SA 诱导子诱导后，在植物次生代谢物含量增加

的同时，相应的 PAL 活性也有所上升。如利用一

定浓度的 SA 处理成熟的葡萄，提高了葡萄中总

酚的含量，且细胞中 PAL 的活性与总酚含量的变
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化呈正相关[14]。TAT 的活性可以被 L-α-aminooxy- 

β-phenyl-propionic acid (AOPP) 竞争性抑制[15]。

但目前还不清楚 SA 诱导是否影响 TAT 的活性及

迷迭香酸的合成积累量。 

本研究以丹参悬浮培养细胞为材料，经 SA

诱导，并利用 TAT 竞争性抑制剂 AOPP 处理，

考察 PAL 和 TAT 的活性变化与迷迭香酸合成积

累的关系，拟从酶学角度阐明 SA 诱导植物细胞

合成次生代谢物的作用机制，为进一步利用丹参

培养细胞定向生产 RA 提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  愈伤组织诱导及继代培养 
将新鲜的丹参种子 (来源于陕西商洛丹参

GAP 药源基地) 消毒处理后，在无菌条件下接种

于含 30 g/L 蔗糖、5.5 g/L 琼脂、pH 5.8 的 MS

固体培养基上。在温度为 (25±2) ℃、光照时间

为 12~16 h、光照强度为 2 000~3 000 Lx 的条件

下培养，2 个月后生长出无菌苗。 

将无菌苗上生长健壮的叶片剪成 0.5 cm× 

0.5 cm 大小的外植体，接种于 MS 固体培养基上 

(含 1.0 mg/L NAA、1.0 mg/L 6-BA、1.0 mg/L 

2,4-D)。1 个月后诱导出愈伤组织，每隔 20 d 继

代培养 1 次，直到培养细胞性状稳定。培养条件

同上。 

1.2  诱导子和抑制剂处理 
将继代培养 3 次性状稳定的愈伤组织再次继

代培养 12 d，转接到含 25 mL MS 液体培养基 (无

生长调节物质和琼脂) 的 50 mL 的三角瓶中，在

转速为 125 r/min、温度为 25 ℃的条件下黑暗悬

浮培养。培养 6 d 后，在生长状况一致的培养细

胞中分别用诱导子 (SA) 和抑制剂 (AOPP) 处

理。根据实验设计，分别在处理后的 1、4、6、8、

24 h 收获培养物进行次生代谢物含量和酶活性

检测。 

1.3  酶活性检测 
1.3.1  PAL 活性的测定 

取新鲜的细胞，用蒸馏水将材料表面冲洗干

净后，快速用吸水纸吸干表面水分。称取 1.0 g

材料放入预冷的研钵中，加入 5 mL 4 ℃下预冷

的提取介质 (50 mmol/L 硼酸缓冲液、5.0 mmol/L 

巯基乙醇、1.0 mmol/L EDTA-Na2、5％甘油、

5％ PVP，pH 8.8)，冰浴下迅速研磨匀浆后，定

容至 8 mL。4 ℃、10 000 r/min 离心 15 min，上

清液用于酶活性测定 [16]。酶的检测体系包括：

酶液 0.5 mL、硼酸缓冲液 (pH 8.8) 2 mL、L-苯

丙氨酸 (0.02 mol/L) 1 mL 和蒸馏水 1 mL。将酶

的检测体系于 37 ℃水浴中保温 60 min 后加入

0.2 mL 的 6 mmol/L HCl 终止反应。在 290 nm 下

测定吸光度，以每分钟 OD 值变化 0.01 为 1 个酶

活单位 (U)。酶活性按以下公式计算： 

[ ] 290 t

s

PAL U /(gFW h)
0.01

A V v
V FW t
× ×

⋅ =
× × ×

活性  

式中，Vt 为提取粗酶液总体积 (mL)，v 为反

应液总体积 (mL)，Vs 为测定时取用粗酶液体积 

(mL)， FW 为样品鲜重 (g)，t 为反应时间 (h)。 

1.3.2  TAT 活性的测定 

取新鲜细胞，用蒸馏水将材料表面冲洗干净

后，快速用吸水纸吸干表面水分。称取 0.5 g 材

料放入预冷的研钵中，加入 3 mL 4 ℃下预冷的

提取介质 (0.1 mol/L 磷酸缓冲液、0.1 mmol/L 的

EDTA、80 mmol/L 的 α-酮戊二酸、0.2 mmol/L
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的 VB6 和 1 mmol/L 的 DTT，pH 7.3)，冰浴下迅

速研磨匀浆后，定容至 5 mL。4 ℃、10 000 r/min

离心 15 min，保留上清液，用于酶活性检测[16]。

酶活性的测定体系包括：酶液 0.5 mL、0.2 mol/L

磷酸缓冲液 (pH 7.6) 3 mL、17 mmol/L 的 α-

酮戊二酸 0.2 mL、88 mmol/L 酪氨酸 0.2 mL、

0.2 mmol/L 的 VB6 0.1 mL。将检测体系于 37 ℃

水浴中保温 30 min 后加入 0.5 mL 10 mmol/L 的

NaOH，继续在 37 ℃条件下水浴 30 min。反应液

于 331 nm 波长处测吸光值，以每分钟 OD 值变

化 0.01 为一个酶活单位 (U)。 

[ ] 331 t

s

TAT U /(gFW h)
0.01

A V v
V FW t
× ×

⋅ =
× × ×

活性  

式中，Vt 为提取粗酶液总体积 (mL)，v 为反

应液总体积 (mL)，Vs 为测定时取用粗酶液体积 

(mL)，FW 为样品鲜重 (g)，t 为反应时间 (h)。 

1.4  RA 含量检测 
采用超声波提取法提取 RA[17]。精密称取在

47 ℃下真空干燥的丹参细胞培养物干粉 0.05 g，

加入 70％甲醇水溶液 1 mL，用超声波提取

45 min，8 000 r/min 离心 10 min，上清液经

0.45 μm 的微孔滤膜过滤，待检测。 

色谱条件：色谱柱：WondaSil C18 色谱柱 

(4.6 mm×250 mm，5 μm)；流动相：乙腈-水-磷

酸  (35∶65∶0.1，V/V/V)，流动相使用前进行

过滤和脱气处理；检测波长：285 nm；流速：

1.0 mL/min；柱温：25 ℃；进样量：10 μL。 

83.399 10
0.05

xC −= ×  

式中：C 为样品中迷迭香酸的含量 (mg/g，

DW)；x 为样品的峰面积；0.05 为样品的干重 (g)。 

2  结果与分析 

2.1  SA 对丹参培养细胞中 RA 积累量的影响 
不同浓度的 SA (6.25、12.5 和 25.0 mg/L) 诱

导后丹参培养细胞中 RA 的含量变化如图 1 所

示。浓度为 6.25 mg/L 的处理组，在 SA 诱导 8 h

时 ， 培 养 细 胞 中 RA 的 积 累 量 达 到 峰 值  

(5.914 mg/g DW)，随后 RA 的积累量有所减少，

但仍略高于对照组。浓度为 12.5 mg/L 的处理组，

在 SA 诱导 4 h 后，培养细胞中 RA 的积累量明

显增高，在诱导 24 h 时达到峰值 (6.113 mg/g 

DW)。浓度为 25 mg/L 的处理组，在 SA 诱导 6 h

时 ， RA 积 累 量 明 显 增 高 ， 24 h 达 到 峰 值  

(5.227 mg/g DW)。总体来看，6.25 mg/L 的 SA

可在较短的时间内诱导丹参培养细胞合成较多

的 RA，且对培养细胞的生长没有造成伤害 (数

据未显示)。因此，在后续的试验中均以 6.25 mg/L

的 SA 作为诱导子。 

 

 

图 1  不同浓度 SA 对丹参细胞中 RA 积累量的影响 
Fig. 1  Effects of SA in different concentrations on the 
accumulation of RA in S. miltiorrhiza cell cultures. 
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2.2  AOPP 对丹参培养细胞中 RA 积累量的

影响 
AOPP 对丹参培养细胞中 RA 积累量的影响

如图 2 所示。用浓度为 0.1 μmol/L 的 AOPP 处理

丹参培养细胞 4 h 时，与对照相比，细胞中 RA

的合成积累量有所下降；处理 6 h 时，RA 的积

累量明显下降 (仅为 SA 单独处理的 76％)，表现

出较强的抑制效果。处理 24 h 时，AOPP 对 RA

合成的抑制作用逐渐解除，此时 RA 的积累量与

对照组和 SA 诱导组无显著差异。 

2.3  AOPP 与 SA 共处理对丹参培养细胞中

RA 积累量的影响 
AOPP 和 SA 共处理对丹参细胞中 RA 积累

量的影响如图 3 所示。0.1 μmol/L 的 AOPP 处理

1 h 后再利用 6.25 mg/L 的 SA 诱导，诱导 1~6 h

时，随着处理时间的延长，AOPP 抑制组 RA 的

积 累 量 逐 渐 降 低 ， SA 诱 导 组 和 共 处 理 组 

(AOPP+SA) 培养细胞中 RA 的积累量逐渐升高；

处理 24 h 时，AOPP 处理组的 RA 积累量与对照

无显著差异，而共处理组的 RA 积累量显著高于

SA 诱导组和 AOPP 单独处理组。 

 
图 2  AOPP 对丹参细胞中 RA 积累量的影响 
Fig. 2  Effects of AOPP on the accumulation of RA in 
S. miltiorrhiza cell cultures. 

 

图 3  AOPP 和 SA 共处理对丹参细胞中 RA 积累量

的影响 
Fig. 3  Effects of AOPP and SA on the accumulation of 
RA in S. miltiorrhiza cell culture. 
 

2.4  SA 对 PAL 和 TAT 活性的影响 
利用不同浓度的 SA (6.25、12.5 和 25 mg/L) 

诱导子处理丹参悬浮培养细胞，细胞中 TAT 和

PAL 的活性变化如图 4 所示。SA 诱导后，浓度

最低的 6.25 mg/L 处理组培养细胞中 TAT (图 4A) 

和 PAL (图 4B) 的活性分别在 1 h 和 4 h 出现峰

值；诱导浓度为 12.5 mg/L 时，TAT 和 PAL 的活

性分别在 4 h 和 24 h 出现峰值；诱导浓度为

25 mg/L 时，TAT 和 PAL 分别在 4 h 和 8 h 出现

最高值。可以看出，在选定的范围内，SA 的浓

度越低，诱导酶活性的峰值出现得越早。 

2.5  AOPP 对 PAL 和 TAT 活性的影响 
图 5 为 AOPP 对丹参培养细胞中 PAL 和 TAT

活性的影响。从图 5A 可见，浓度为 0.1 μmol/L

的 AOPP 处理 1 h 后，对 TAT 的抑制效果明显；

处理 4 h 后，AOPP 对 TAT 的抑制作用逐渐解

除；处理 6 h 后，AOPP 对 TAT 的抑制作用完

全解除；处理 24 h 后的 TAT 活性与对照组无显

著差异。 
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图 4  不同浓度 SA 对丹参细胞中 TAT (A) 和 PAL (B) 活性的影响 
Fig. 4  Time course of TAT (A) and PAL (B) activities after SA treatment. 
 

 

图 5  0.1 μmol/LAOPP 对丹参细胞中 TAT (A) 和 PAL (B) 活性的影响 
Fig. 5  Time course of TAT (A) and PAL (B) activities after 0.1 μmol/L AOPP treatment. 

 
从图 5B 可见，0.1 μmol/L 的 AOPP 处理 1 h

后，丹参培养细胞中 PAL 的活性开始下降；处理

6 h 时，PAL 的活性下降至最低，为对照的 44％；

处理 24 h 时，PAL 的活性与对照组无显著差异，

说明 AOPP 对 PAL 的抑制作用直到 24 h 后才能

解除。 

2.6  AOPP 与 SA 诱导子共处理对酶活性的

影响 
图 6 为用 0.1 μmol/L 的 AOPP 预先对丹参培

养细胞处理 1 h 后，再添加 6.25 mg/L 的 SA 处理

对 TAT (图 6A) 和 PAL (图 6B) 活性的影响。如

图 6A 所示，在共处理 1 h 后，丹参培养细胞 TAT

的活性显著低于 SA 诱导组和对照组，但显著高

于 AOPP 单独处理组；共处理 4 h 时，TAT 活性

与对照组无显著差异，但显著高于 SA 诱导组和

AOPP 单独处理组；共处理 6 h 后，TAT 活性显

著高于 SA 诱导组，但低于 AOPP 单独处理组和

对照组。 

由图 6B 可见，在 1 h 时，SA 单独处理、AOPP

单独处理、AOPP 和 SA 共处理后的丹参培养细
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胞中 PAL 的活性均显著低于对照组；在 4 h 时，

SA 处理显著提高了 PAL 的活性，AOPP 处理显

著抑制了 PAL 的活性；6 h 时，AOPP 处理后的

PAL 活性降到最低。处理 6 h 时 AOPP 对 PAL 的

抑制效果最强，导致共处理后的 PAL 活性显著低

于对照；24 h 时，随着 AOPP 对 PAL 活性抑制

作用的解除，SA 和 AOPP 共处理组的 PAL 的活

性也显著升高，并高于对照组。 

 

图 6  AOPP 与 SA 共处理对丹参细胞 TAT (A) 和 PAL (B) 活性的影响 
Fig. 6  Time course of TAT (A) and PAL (B) activities after co-treatment of SA and AOPP. 

 

3  讨论 

研究证明，水杨酸 (SA) 作为诱导子可诱导

多种植物次生代谢物合成积累量的增加[1,14,18-19]。

一定浓度的水杨酸诱导子可以通过改变植物

次生代谢物合成途径中关键酶的活性来提高

次 生 代 谢 物 的 合 成 积 累 量 [7,14]。 本 研 究 中 ，

6.25~25.0 mg/L 的 SA 均可诱导丹参悬浮培养细

胞中迷迭香酸 (RA) 积累量的增加，但低浓度 

(6.25~12.5 mg/L) SA 诱导的 RA 积累量较高，诱

导达到峰值所需要的时间也较短，说明水杨酸对

迷迭香酸的诱导具有最佳浓度型的特征。进一步

从酶学角度分析，植物体中的迷迭香酸主要由苯

丙氨酸代谢途径衍生的咖啡酸和酪氨酸代谢途

径衍生的 4-羟基苯乳酸经过迷迭香酸合成酶缩

合而成，苯丙氨酸解氨酶 (PAL) 和酪氨酸氨基

转移酶 (TAT) 分别为这两条代谢途径上的关键

酶[12,20]。通过考察 SA 诱导子、TAT 的抑制剂 

(AOPP)、SA 和 AOPP 共处理后丹参培养细胞中

PAL 和 TAT 的活性变化和相应 RA 积累量的变化

发现，添加 6.25 mg/L 的 SA 诱导后，在 RA 大

量积累的前期，PAL 和 TAT 的活性在处理后 4 h

时均显著提高；处理后的 6~24 h，PAL 的活性均

显著高于对照，但 TAT 的活性逐渐显著低于对

照。进一步用 AOPP 处理发现，在 RA 积累量减

少的同时，PAL 和 TAT 的活性均有所降低；AOPP

对 TAT 活性的抑制作用在 6 h 后就可以解除，但

对 PAL 活性的抑制作用在 24 h 才可解除。以上

结果说明，在丹参培养细胞中，AOPP 在作为 TAT

竞争性抑制剂的同时也可以作为 PAL 的抑制剂，
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与对鹰嘴豆[22]和草莓[23]的研究结果一致。此外，

研究发现 AOPP 对丹参培养细胞 TAT 的抑制作

用没有对 PAL 的敏感。这一结果与对绿豆[15]和

彩叶草 Coleus blumei[21]的研究一致，AOPP 没有

对绿豆中的 TAT 起到明显的抑制作用[15]，对彩

叶草 TAT 活性的抑制作用也不敏感[21]。其主要

原因可能是由于 TAT 具有植物种属特异性[15]。 

当用 AOPP 和 SA 共同处理丹参培养细胞后

发现，共处理组的细胞中 RA 的积累量比单独使

用 SA 处理组的低，但比单独使用 AOPP 处理组

的高。同时，PAL 的活性与 RA 的含量之间表现

出明显的正相关性。由此推测，在丹参培养细胞

RA 的生物合成过程中，PAL 的酶促作用比 TAT

的 明 显 。 这 一 结 果 与 对 紫 草 Lithospermum 

erythrorhizon 的研究结果相吻合[11,13]。在用酵母

诱导子诱导紫草悬浮培养细胞时，诱导后 PAL

活性的增加与 RA 积累量成正相关[11]；以茉莉酸

甲酯为诱导子诱导紫草悬浮培养细胞时，PAL 的

活性在 RA 积累量增加之前也相应地表现出增高

的趋势[13]。迄今为止，庞大的次生代谢合成途径

中仍有许许多多的谜团尚未解开，对代谢途径的

影响因素非常庞杂，究竟哪种酶在丹参 RA 代谢

途径起到更为关键的作用，仍需要进一步运用现

代分子生物学的手段进行更深层次探讨。 
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