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摘  要 : 通过考察真菌诱导子与吸附树脂对新疆紫草毛状根中萘醌积累的影响，获得真菌诱导子与吸附树脂

对萘醌类物质积累的最佳处理，为规模化生产提供依据。以新疆紫草毛状根为试验材料，将黑曲霉、米曲霉诱

导子及其混合诱导子、大孔吸附树脂添加到 M-9 培养基中，采用分光光度法测定毛状根总萘醌含量。试验结

果表明：在毛状根培养 10 d 时以 2.5∶50 的比例添加混合诱导子，总萘醌含量是对照的 2.28 倍；在此结果基

础上，在培养第 0 天添加大孔吸附树脂 NKA-9，总萘醌含量最高是对照的 3.71 倍；黑曲霉诱导子与米曲霉诱

导子有协同效应；在生物反应器中添加混合诱导子及大孔吸附树脂 NKA-9，其总萘醌含量是对照的 4.17 倍。

米曲霉诱导子、混合诱导子对毛状根增殖有促进作用；同时添加大孔吸附树脂 NKA-9 及混合诱导子能提高毛

状根总萘醌含量。生物反应器培养毛状根为今后利用新疆紫草毛状根规模化生产总萘醌提供了理论参考。 

关键词 : 新疆紫草，毛状根，总萘醌，真菌诱导子，大孔吸附树脂  
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Abstract:  In order to investigate the effects of fungal elicitor and macroporous adsorption resin on shikonin accumulation 
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in hairy roots of arnebia euchroma (Royle) Johnst, we used spectrophotometry to determine the total naphthoquinone 
content of the hairy roots, by adding different volume ratio of Aspergillus niger elicitor, Aspergillus oryzae elicitor, and the 
macroporous resin into the M-9 liquid medium at different culture time. The results show that the total naphthoquinone 
content was 2.28 times higher than the control when we added mixed elicitors of Aspergillus niger and Aspergillus oryzae 
at the ratio of 2.5:50 in the 10th day of hairy roots cultivating. The total naphthoquinone content was 3.71 times higher than 
that of the control, when we added macroporous adsorption resin NKA-9. Aspergillus niger elicitor exhibited synergistic 
effect with Aspergillus oryzae elicitor to enhance the naphthoquinone. Also, the total naphthoquinone level was 4.17 times 
higher than that of the control by adding mixed fungal elicitor and macroporous adsorption resin NKA-9 in the bioreactor. 
Aspergillus oryzae and mixed elicitor could promote the hairy roots proliferation, and macroporous adsorption resin NKA-9 
and mixed elicitor increased the total naphthoquinone content. In summary, the measure developed for Arnebia euchroma 
(Royle) Johnst hairy roots cultivating in bioreactors may potential for large-scale production of naphthoquinone. 

Keywords:  Arnebia euchroma (Royle) Johnst, hairy roots, shikonin, fungal elicitor, macroporous adsorption resin 

新疆紫草 Arnebia euchroma (Royle) Johnst

是我国传统药用紫草类植物中临床药效最好的

一种[1-2]，主要化学成分为萘醌类色素、多糖及

脂肪酸，具有抗生育、抗炎、抗肿瘤、杀菌、抗

病毒和免疫调节等作用[3]。由于多年的滥采滥挖，

新疆紫草野生资源日益减少，造成目前市场供不

应求的局面，给临床使用、中成药加工等带来很

大影响。毛状根是利用发根农杆菌 Ri 质粒诱发

的结果，具有生长迅速、分支多，在无激素培养

基上能够自主、持续生长，有效成分高且含量稳

定的特性，是大量生产药用植物有效成分的新方

法。新疆紫草毛状根[4]提取物具有抑菌[5]、抗氧

化[6]作用，可作为原料进行开发利用。因此，对

新疆紫草毛状根的培养条件进行研究具有重要

的现实意义。研究表明真菌诱导子能够促进和提

高紫草细胞[7-11]的萘醌含量，刘长军等[12]在新疆

紫草细胞培养中添加真菌诱导子，发现黑曲霉诱

导子促进紫草素合成效果最好，并且能够促进细

胞紫草素的外排。傅旭庆等[13]在紫草细胞培养

中，加入米根霉粗提物可显著提高紫草宁色素产

量，并可加快胞内色素分泌到培养液中的速率和

数量。大孔吸附树脂具有较强的吸附能力，能够

减弱对次生代谢物反馈抑制作用。罗雪梅等[14]

在硬紫草细胞培养中添加大孔吸附树脂，发现其

对紫草素具有良好的吸附能力，可用于细胞培养

中紫草素的提取。吴频梅等[15]采用大孔吸附树脂

吸附分离藏红花培养液中藏红花苦素，认为方法

可行，前景广阔。目前还未见到大孔吸附树脂及

真菌诱导子用于新疆紫草毛状根的研究报道。本

研究主要考察了真菌诱导子与大孔吸附树脂的

添加时间、添加量对毛状根的增殖及总萘醌的积

累，对生物反应器放大培养新疆紫草毛状根进行

了初探，旨在为新疆紫草毛状根的规模化生产提

供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试验材料与菌株 

新疆紫草毛状根[4]由本课题组提供；黑曲霉

Aspergillusniger 与米曲霉 Aspergllus oxyzae 由新

疆农业大学农学院病理实验室提供。 

1.1.2  培养基及试剂 

SH 培养基[16]，M-9 培养基[16]，PDA 马铃薯

真菌培养基，NKA-9 大孔吸附树脂 (日本三菱
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产)，丙酮，无水乙醇、4％ NaOH 和 5 mol/L HCl

溶液等。 

1.1.3  主要试验仪器 

721-型紫外分光光度计 (武汉爱斯佩科学仪

器有限公司)，高压灭菌锅 (上海博迅实业有限公

司 )，超净工作台  (苏州净化 )，微量移液器 

(DRAGONMED PROLINE) ， 电 子 天 平 

(METTLER TOLEDO)，温控气浴摇床 (金坛市

精达仪器制造有限公司)，电热鼓风干燥箱 (上海

博迅实业有限公司)，循环水式多用真空泵 (郑州

长城科工贸有限公司)，2 L 气升式生物反应器 

(购于中国科学院过程工程研究所)。 

1.2  方法 
由于紫草素及其衍生物的合成呈非偶联型，

即紫草素及其衍生物是在毛状根生长停止后才

进行合成的，因此，新疆紫草毛状根的液体培养

采用“二阶段培养法”：第一阶段以毛状根生物

学产量的增殖为目的，第二阶段以毛状根生产紫

草素及其衍生物为目的。具体参见芦苇华等[16]

的方法。 

1.2.1  毛状根扩繁 

将 2~4 cm的毛状根接种在装有 50 mL SH 培

养基的 250 mL 锥形瓶中，蔗糖 30 g/L，肌醇

1 g/L，水解酪蛋白 0.5 g/L。培养液 pH 5.8，在

20~25 ℃，摇床速度 (100±10) r/min，暗培养条

件下进行振荡培养 15 d 收获，备用。 

1.2.2  毛状根生产阶段 

将 1.2.1 培养的毛状根接种在装有 100 mL 

M-9 培养基的 250 mL 锥形瓶中，接种量 2 g/瓶,

培养基 pH 5.8，蔗糖 30 g/L。在 20~25 ℃、摇床

转速为 (100±10) r/min下暗培养。培养25 d收获，

灭菌吸水纸吸干其表面水分，称重，计算毛状根

增殖倍数。增殖倍数=(M2−M1)/M1，M1 为接种时

毛状根鲜重，M2 为培养一定时间后毛状根鲜重。

提取毛状根总萘醌并测定 A516，计算其平均含量。

每个处理 3 次重复，计算平均值。 

1) 真菌诱导子添加量摇瓶试验。在接种时，

分别将米曲霉、黑曲霉按照诱导子匀浆液/M-9

培养基体积比为 0.5 mL∶50 mL、1 mL∶50 mL、

1.5 mL∶50 mL、2 mL∶50 mL 和 2.5 mL∶50 mL

的梯度比例添加至 M-9 培养基中，不添加真菌诱

导子为对照 (CK)，对照同样分做两组，用于确

定未处理同批接种物之间是否存在差异。 

2) 真菌诱导子添加时间摇瓶试验。将黑曲

霉按照诱导子匀浆液 /M-9 培养基体积比为

1.5 mL∶50 mL 添加。混合曲霉诱导子按照 (米

曲霉诱导子匀浆液+黑曲霉诱导子匀浆液)/M-9

培养基体积比为 (1+1.5) mL∶50 mL 添加。添加

时间梯度为培养 0 d、5 d、10 d、15 d 和 20 d。 

3) 大孔吸附树脂 NKA-9 添加量摇瓶试验。

按照质量梯度 2 g/瓶、4 g/瓶和 6 g/瓶添加大孔吸

附树脂 NKA-9 于 M-9 培养基中。混合曲霉诱导

子按照 (米曲霉诱导子匀浆液+黑曲霉诱导子匀

浆液)/M-9 培养基体积比为(1+1.5) mL∶50 mL

在培养 10 d 添加。 

4) 真菌诱导子和大孔吸附树脂的反应器试

验。将毛状根接种在装有 1 700 mL M-9 培养基

的 2 L 气升式反应器中，培养基 pH 5.8，培养温

度 20~25 ℃，通气量 0.4 vvm，接种量 90 g，培

养第 0 d 加入 51 g 活化好的吸附树脂 NKA-9。

混合曲霉诱导子按照  (米曲霉诱导子匀浆液+

黑曲霉诱导子匀浆液 )/M-9 培养基体积比为
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2.5 mL∶50 mL、培养 10 d 添加 (依据真菌诱导

子添加量摇瓶试验结果)。不添加为对照 (CK)。

暗培养 25 d 收获，称重、计算增殖倍数，测定

A516，计算总萘醌含量。 

1.2.3  真菌诱导子制备 

刮取米曲霉、黑曲霉少量孢子分别接种于

PDA 真 菌 液 体 培 养 基 中 ， 在 25~26 ℃、

(120±5) r/min、暗培养 5 d 收获菌球，将菌球用

蒸馏水充分洗涤后，匀浆 2 980×g 离心 5 min，

取沉淀加入 10 倍体积的蒸馏水，放入灭菌锅中

121 ℃灭菌 20 min 后抽滤，滤液即为真菌诱导子

粗提物。分装滤液，冷藏于冰箱。 

1.2.4  大孔吸附树脂处理 

将未使用过的大孔吸附树脂在丙酮溶液中

浸泡 5 h，过滤后加入 1.5 倍的丙酮进行淋洗，

然后用蒸馏水冲洗至无色并使溶液显中性，再用

4％ NaOH 溶液和 5 mol/L HCl 溶液分别冲洗树

脂，每次都用蒸馏水冲洗至中性，湿法保存待用。 

1.2.5  大孔吸附树脂洗脱及总萘醌含量测定 

将吸附了总萘醌的大孔吸附树脂浸入

100 mL 无水乙醇中，在 25 ℃、100 r/min 条件下

振摇 10 h，用双层纱布过滤，滤液补充至 100 mL，

精密量取滤液 5 mL，置 25 mL 量瓶中，加无水

乙醇至刻度，摇匀。采用分光光度法测定 A516。

萘醌含量=(A516/242)×10×V×n，其中，V 为培养液

的体积(mL)；n 为稀释倍数。每个处理 3 次重复，

计算平均值及标准差。 

1.2.6  毛状根总萘醌提取及其含量测定 

采用中国药典中记载的测定羟基萘醌总色

素的方法进行测定。具体方法：取培养一定时间

的毛状根适量，于 50 ℃干燥 3 h，粉碎 (过三号

筛) 精密称取约 0.5 g，置 100 mL 量瓶中，加

95％无醇至刻度，4 h 内时时振摇，过滤，精密

量取续滤液 5 mL 于 25 mL 容量瓶中，加无水乙

醇至刻度，摇匀。采用分光光度法在 516 nm 的

波 长 处 测 定 吸 光 度 A516 ， 按 左 旋 紫 草 素 

(C16H16O5) 的吸收系数为 242 计算，即得毛状根

萘醌含量 (％)=(A516/242)×10×100％。每个处理 3

次重复，计算平均值及标准差。 

1.2.7  培养液中紫草素及其衍生物的萃取及含

量测定 

将培养一定时间的毛状根培养液与等体积

的石油醚混合，在分液漏斗中振荡，静置，分液，

反复萃取至无色，合并萃取液，采用分光光度法

测定萃取液的 A516 ，培养液中萘醌含量 = 

(A516/242)×10×V×n，其中，V 为培养液的体积

(mL)；n 为稀释倍数。总萘醌含量=毛状根萘醌

含量+培养液萘醌含量。每个处理 3 次重复，计

算平均值及标准差。 

所有数据采用 SPSS19 进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  真菌诱导子添加量对摇瓶培养的毛状根

增殖倍数的影响 
图 1 结果显示，米曲霉诱导子不同添加量其

毛状根增殖倍数均较对照及黑曲霉诱导子高，米

曲 霉 诱 导 子 粗 提 物 /M-9 培 养 基 体 积 比 为

0.5 mL∶50 mL 时，毛状根增殖倍数达峰值，为

2.55 倍；黑曲霉诱导子粗提物/M-9 培养基体积比

为 1.5 mL∶50 mL 时，毛状根增殖倍数达峰值，

为 1.28 倍。表明低浓度的米曲霉诱导子对毛状根

增殖有较明显促进效应。方差分析结果表明两种

诱导子之间无显著差异，但与对照均具有显著差

异 (P=0.05)。 
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2.2  真菌诱导子添加量对摇瓶培养的总萘醌

含量的影响 
图 2 结果显示，凡添加真菌诱导子的总萘醌

含量均较对照高，并且随着添加量的增加，两种

真菌诱导子的总萘醌含量均呈先升后降趋势，但

达峰值的添加量有所不同，且浓度均较低。黑曲

霉诱导子添加量在 1.5 mL∶50 mL时总萘醌含量

为 0.85％，米曲霉诱导子添加量在 1 mL∶50 mL

时为 0.81％，两种诱导子之间无显著性差异，但 

 

图 1  不同诱导子对毛状根增殖的影响 
Fig. 1  Effects of different elicitors on hairy roots 
proliferation. CK: control. 

 

图 2  真菌诱导子添加量对总萘醌含量的影响 
Fig. 2  Effects of fungal elicitor adding quantity on 
total naphthoquinone content. CK: control. 

与对照均具有显著差异 (P=0.05)。表明两种真菌

诱导子在低浓度时均可促进萘醌的积累。 

2.3  真菌诱导子添加时间对摇瓶培养的毛状

根增殖倍数的影响 
在上述试验结果基础上，图 3 结果显示，随

着真菌诱导子添加时间的延迟，两种真菌诱导子

的毛状根增殖倍数均呈先升后降趋势，且均在培

养 15 d 时添加达峰值，添加黑曲霉诱导子、混合

诱导子的毛状根增殖倍数分别为 7.03 倍、6.34

倍，方差分析表明，黑曲霉诱导子促进毛状根增

殖效果优于混合诱导子 (P=0.01)。表明真菌诱导

子具有促进毛状根增殖的效果。 

2.4  真菌诱导子添加时间对摇瓶培养的总萘

醌含量的影响 
在上述试验基础上，图 4 结果显示，随着添

加时间的延迟，两种真菌诱导子的总萘醌含量均

呈先升后降趋势，但达峰值的时间有所不同，混

合诱导子在培养 10 d 时添加其总萘醌含量达峰

值为 1.55％，黑曲霉诱导子在培养 5 d 时添加总

萘醌含量达峰值为 1.50％，两者之间无显著差 

 

图 3  真菌诱导子添加时间对毛状根增殖的影响 
Fig. 3  Effects of fungal elicitor adding time on hairy 
roots proliferation.  
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异，但两者与对照相比均有显著差异 (P=0.05)，

分别较对照高 0.87％、0.42％。即黑曲霉诱导子

处理的萘醌积累时间长，要早添加，如果延迟添

加，萘醌含量下降但幅度较小。混合诱导子处理

的萘醌积累所需时间稍短，如果延迟添加，萘醌

含量下降且幅度较大。表明黑曲霉诱导子的作用

效应较混合诱导子的弱，黑曲霉诱导子与米曲霉

有协同效应。 

试验发现，当培养 5 d 时添加真菌诱导子，

两种处理的培养液萘醌含量基本一致，总萘醌含

量以黑曲霉诱导子处理的效果优于混合诱导子

的处理 (图 4)，进一步说明黑曲霉诱导子与米曲

霉具有协同效应，混合诱导子中的米曲霉诱导子

具有促进萘醌类物质向细胞外释放的作用。 

2.5  大孔吸附树脂添加量对摇瓶培养的毛状

根增殖及总萘醌含量的影响 
在 2.4 试验结果的基础上，图 5 结果显示，

随着大孔吸附树脂添加量的增加，毛状根增殖倍

数呈下降趋势，添加量为 2 g/瓶时毛状根增殖倍 

 

图 4  真菌诱导子添加时间对总萘醌含量的影响 
Fig. 4  Effects of fungal elicitor adding time on total 
naphthoquinone content.  

 

图 5  大孔吸附树脂添加量对毛状根增殖和萘醌积累

的影响 
Fig. 5  Effects of macroporous adsorption resin adding 
quantity on hairy roots proliferation and total 
naphthoquinone content.  

  
数最高为 8.17 倍，明显较对照高 (P=0.05)，是

对照的 1.38 倍。添加树脂的 3 个处理总萘醌含量

均明显较对照高，大孔吸附树脂添加量为 4 g/瓶

时总萘醌含量最高为 5.49％，是对照的 3.71 倍。

表明添加树脂明显促进萘醌类物质的合成和积

累，综合考虑毛状根增殖及萘醌含量，以添加

2 g/瓶的树脂为宜。3 个处理间萘醌含量无明显

差异。 

2.6  混合诱导子、大孔吸附树脂对反应器中的

毛状根增殖倍数及总萘醌含量的影响 
在上述试验结果的基础上，单独添加混合诱

导子及混合诱导子与大孔吸附树脂同时添加，图

6 结果显示，毛状根增殖倍数及总萘醌含量均高

于对照，以混合诱导子与大孔吸附树脂同时添加

的毛状根增殖倍数及总萘醌含量最高，分别为

4.23 倍、4.5％，总萘醌含量是对照的 4.17 倍。

表明混合诱导子与大孔吸附树脂共同作用有利

于毛状根萘醌类物质在反应器中的合成及向培
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养液中分泌。至于总萘醌含量较摇瓶培养低的原

因可能是毛状根在反应器中的各项参数不同所

致，有待进一步研究。 

 

图 6  不同处理对毛状根增殖、萘醌积累的影响 
Fig. 6  Effects of different treatment on hairy roots 
proliferation and naphthoquinone accumulation. CK: 
control. 

 

3  讨论 

3.1  真菌诱导子与植物次生代谢物 
许多研究表明，真菌诱导子的种类、浓度及

添加时间影响植物次生代谢物的产量。刘峻等[9]

研究认为黑曲霉诱导子能提高人参毛状根总苷

含量，并可促进人参毛状根的生长。王剑文等[17]

采用黄花蒿内生炭疽菌细胞壁寡糖提取物处理

可促进毛状根青蒿素的合成，青蒿素含量较对照

高出 64.29％。晏琼等[18]、王学勇等[19]认为酵母

提取物与非生物诱导子具有协同作用，其诱导效

果比单独使用某一种诱导子的诱导效果更好，这

种相互作用可以更有效地促进次生代谢产物的

合成。在紫草细胞培养的研究中，刘长军等[12]

对 4 种真菌诱导子的作用研究认为，黑曲霉诱

导子对紫草细胞次生代谢产物效果最好，而宁文

等[20]则认为米曲霉诱导子效果最好。本研究中，

单独使用黑曲霉诱导子及添加混合曲霉诱导子

均能促进萘醌的积累，这一结果与刘峻等[9]、晏

琼等[18]、刘长军等[12]、宁文等[20]的一致。可见

不同种类的真菌诱导子适合不同的培养材料，真

菌诱导子促进细胞次生代谢物含量的提高具有

普遍性。 

在毛状根培养过程中，真菌诱导子的诱导效

果与诱导子浓度、作用时间密切相关[18]，这可能

与真菌诱导子的组分[21]抑或含量有关，而这又取

决于真菌的培养时间及培养条件。王红等[22]采用

大丽花轮枝孢、葡枝根霉和束状刺盘孢等 3 种真

菌诱导子处理青蒿毛状根，均能促进毛状根中青

蒿素的积累，在加入诱导子 4 d 后毛状根中的青

蒿素含量最高。宁文等[21]在颠紫草细胞培养第

8 d 时加入米曲霉诱导子，12 h 后细胞内的紫草

素含量即开始增加。傅旭庆等[13]在 6 d 加入米根

霉，促进紫草细胞中紫草素含量提高的作用最

大，较对照高 2.24 倍。本研究中采用培养 5 d 的

米曲霉、黑曲霉诱导子，在毛状根培养 5 d、10 d

时添加，总萘醌含量均达最高，此结果与宁文

等[21]、傅旭庆等[13]类似，表明不适宜的添加时间

影响毛状根的生长代谢，从而影响总萘醌的合成。 

3.2  大孔吸附树脂的作用 
罗雪梅等[14]在硬紫草细胞培养 4 d 时加入

R-A 树脂色素产量提高两倍；谢文化等[23]认为树

脂的添加量为 6.7％时，色素的产量比常规培养

分别增加了 5.2 倍、6 倍。反应器与 AB-8 树脂柱

相偶联进行同时分离色素的培养实验，结果使色

素产量增加了 5.3 倍。孟琴等[24]在培养硬紫草细

胞 8 d 时加入大孔吸附树脂，继续培养 6 d 后，

紫草素产率提高了 76.4％；曹琳等[25]在丹参毛状
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根培养生产丹参酮的研究中认为大孔树脂 X-5

可以在丹参毛状根培养生产丹参酮的过程中有

效地对丹参酮进行原位富集，总丹参酮吸附率达

到 92.4％。上述研究表明，无论是细胞培养还是

毛状根培养，大孔吸附树脂均具有使细胞内次生

代谢物向外不断排放、从而使其产量提高的作

用。芦韦华等[26]单独添加大孔吸附树脂 NKA-9

总萘醌含量为 3.64％。本研究添加大孔吸附树脂

NKA-9 同时加入混合诱导子总萘醌含量较对照

增加了 3.71 倍，表明大孔吸附树脂与真菌诱导子

具有协同作用。当培养 25 d 后毛状根呈无色半透

明状，培养液为淡黄色，NKA-9 树脂呈紫红色，

说明总萘醌在新疆紫草毛状根和培养液中的含

量极低，表明大孔吸附树脂 NKA-9 具有降低细

胞内萘醌浓度的作用，这与罗雪梅[14]、谢文化[23]、

孟琴[24]、曹琳[25]等的研究结果一致。试验过程中

发现，对照的培养液中萘醌含量不到 0.1％，说

明萘醌主要积累在毛状根内，添加树脂的毛状

根、培养液中萘醌含量均为 0，说明毛状根合成

的所有萘醌被大孔吸附树脂所吸附，萘醌未在毛

状根内产生积累，表明新疆紫草毛状根在培养过

程中添加大孔吸附树脂及真菌诱导子可有效克

服萘醌的反馈抑制现象，从而大幅度提高萘醌产

量。本研究采用 3 种真菌诱导子及大孔吸附树脂

进行研究，结果表明混合曲霉诱导子 10 d 添加的

萘醌含量略高于黑曲霉诱导子 5 d 添加的，笔者

推测米曲霉诱导子具有促进毛状根萘醌的释放

效果，因此认为混合曲霉诱导子效果最好，但其

成分及最适比例有待进一步研究。 

根据本研究结果综合考虑，毛状根生产萘醌

过程中大孔吸附树脂与真菌诱导子具有协同作

用，且添加大孔吸附树脂尤为重要。试验表明过

量的树脂影响毛状根生长，降低萘醌总产量，增

加成本，因此综合考虑大孔吸附树脂 NKA-9 添

加量不超过 4 g/100 mL 为宜。 

4  结论 

毛状根培养 10 d 时按照混合诱导子与 M-9

培养基为 2.5 mL∶50 mL的体积比添加可促进萘

醌积累。大孔吸附树脂与真菌诱导子具有协同

作用，可大幅提高新疆紫草毛状根萘醌含量 

(5.49％)，此结果为新疆紫草毛状根规模化生产

奠定了理论基础。 

致谢：感谢新疆农业大学农学院罗明教授在翻译

修改上所提供的帮助。 
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