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摘  要 : 为探讨一氧化氮 (Nitric oxide，NO) 信号在脱落酸 (Abscisic acid，ABA) 诱导丹参酚酸类成分积累

中的作用，采用不同浓度一氧化氮外源供体硝普钠 (Sodium nitroprusside，SNP) 处理丹参毛状根，6 d 后采收，

测定酚酸类成分含量；ABA 联合一氧化氮清除剂 (2-(4-carboxy-2-phenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl- 

3-oxide，c-PTIO) 或一氧化氮合酶抑制剂 (NG-nitro-L-arginine methyl ester，L-NAME) 对丹参毛状根进行处理，

测定酚酸类成分含量和关键基因表达量。结果表明，100 μmol/L SNP 对丹参毛状根中迷迭香酸与丹酚酸 B 积

累的诱导效果最显著，迷迭香酸和丹酚酸 B 含量分别增加了 3 倍和 4 倍。ABA 处理能显著促进 PAL 

(Phenylalanine ammonia lyase)、TAT (Tyrosine aminotransferase) 和 RAS (Rosmarinic acid synthase) 基因的表达，

促进丹参毛状根中酚酸类成分的积累，而联合 c-PTIO 或 L-NAME 共同处理后，3 种关键基因表达下调，并显

著抑制了酚酸类成分的积累。研究证明 NO 和 ABA 均能够促进丹酚酸类成分的积累，NO 信号可能介导了 ABA

对丹酚酸生物合成的诱导作用。 

关键词 : 丹参，一氧化氮，脱落酸，酚酸 
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Role of NO signal in ABA-induced phenolic acids 
accumulation in Salvia miltiorrhiza hairy roots 
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Zongsuo Liang1,2, and Dongfeng Yang1,2 

1 School of Life Sciences, Zhejiang Sci-Tech University, Hangzhou 310018, Zhejiang, China 
2 Key Laboratory of Plant Secondary Metabolism and Regulation of Zhejiang Province, Hangzhou 310018, Zhejiang, China 

Abstract:  To investigate roles of nitric oxide (NO) signal in accumulations of phenolic acids in abscisic acid 

(ABA)-induced Salvia miltiorrhiza hairy roots, S. miltiorrhiza hairy roots were treated with different concentrations of 

sodium nitroprusside (SNP)-an exogenous NO donor, for 6 days, and contents of phenolic acids in the hairy roots are 

determined. Then with treatment of ABA and NO scavenger (2-(4-carboxy-2-phenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1- 

oxyl-3-oxide, c-PTIO) or NO synthase inhibitor (NG-nitro-L-arginine methyl ester, L-NAME), contents of phenolic acids 

and expression levels of three key genes involved in phenolic acids biosynthesis were detected. Phenolic acids production 

in S. miltiorrhiza hairy roots was most significantly improved by 100 μmoL/L SNP. Contents of RA and salvianolic acid B 

increased by 3 and 4 folds. ABA significantly improved transcript levels of PAL (phenylalanine ammonia lyase), TAT 

(tyrosine aminotransferase) and RAS (rosmarinic acid synthase), and increased phenolic acids accumulations. However, 

with treatments of ABA+c-PTIO or ABA+L-NAME, accumulations of phenolic acids and expression levels of the three key 

genes were significantly inhibited. Both NO and ABA can increase accumulations of phenolic acids in S. miltiorrhiza hairy 

roots. NO signal probably mediates the ABA-induced phenolic acids production. 

Keywords:  Salvia miltiorrhiza, nitric oxide, abscisic acid, phenolic acids 

丹参为唇形科鼠尾草属植物丹参 Salvia 

miltiorrhiza Bunge 的干燥根及根茎，因其色红

且形状似参而得名“丹参”，是一种主治心血管系

统疾病的常用中药。丹参有效成分主要包括两

大类：水溶性化合物 (咖啡酸、迷迭香酸和丹酚

酸 B 等) 和脂溶性化合物 (丹参酮Ⅰ、丹参酮

AⅡ 、隐丹参酮等)[1]。丹酚酸 B 和迷迭香酸是

丹参的主要水溶性活性成分，丹酚酸 B 有抗肝

纤维化、抑制血小板聚集、抗血栓形成等活   

性[2-3]，迷迭香酸具有抗炎、抗菌、抗氧化等生

理活性[4]。 

植物体内丹酚酸的生物合成主要来源于酪

氨酸途径和苯丙氨酸途径：苯丙氨酸途径以苯

丙氨酸为底物，在苯丙氨酸解氨酶 (PAL) 作用

下脱氨基生成反式肉桂酸，苯丙氨酸解氨酶是

该途径的限速酶；酪氨酸途径以酪氨酸为起始，

经酪氨酸氨基转氨酶  (TAT) 的氧化脱氨和羟

基苯丙酮酸还原酶 (HPPR) 的还原作用下生成

4-羟基苯乳酸。4-香豆酰辅酶 A 与 4-羟基苯乳

酸在迷迭香酸合成酶 (RAS) 和细胞色素 P450

蛋白作用下生成迷迭香酸 [5]。PAL、TAT、RAS

的表达与迷迭香酸、丹酚酸 B的积累呈正相关。

近年来，丹参毛状根已经广泛应用于丹参次生

代谢的研究[6]，许多诱导子都能够促进丹参次生

代谢产物的积累。我们前期研究发现外源脱落

酸  (Abscisic acid，ABA) 和一氧化氮  (Nitric 

oxide，NO) 均能够促进丹参毛状根中丹参酮的

积累[7]，NO 信号则介导了 ABA 对丹参酮的诱
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导作用。ABA 也能够显著促进丹参毛状根中酚

酸类成分的积累[8]，然而，NO对丹酚酸积累的

调控作用及其在 ABA 诱导丹酚酸积累中的作用

尚未有研究报道。硝普钠 (Sodium nitroprusside，

SNP) 是一种 NO 供体，c-PTIO (2-(4-carboxy- 

2-phenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3 

-oxide) 为 NO清除剂[9]，L-NAME (NG-nitro-L- 

arginine methyl ester) 为 NO合成抑制剂[10-11]。

本研究将以丹参毛状根为材料，首先研究 SNP

对丹酚酸积累的影响，进而采用 c-PTIO清除内

源 NO，L-NAME抑制 NO积累，分析 NO信号

在 ABA诱导丹酚酸积累中的作用。研究结果对

于揭示环境促进丹参有效成分积累的形成机制

具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  诱导子与抑制剂的制备 

脱落酸  (ABA) (Wolsen，中国 )、硝普钠 

(SNP)、L-NAME (Sigma，美国 ) 和 c-PTIO 

(Amresco，美国) 分别溶于蒸馏水中，过 0.22 µm 

滤膜，制成母液备用。硝普钠需避光保存。 

1.2  毛状根培养及处理 

以本实验室丹参毛状根为材料 (由发根农

杆菌 ATCC15834 诱导所得)，基本培养基为含

有 30 g/L蔗糖的 6,7-V培养基。取 0.2 g新鲜的

丹参毛状根接种于含有 50 mL 液体培养基的三

角瓶中，置于摇床中，110 r/min，25 ℃黑暗培养。 

硝普钠浓度分别为 0、25、50、100 和     

200 μmol/L加入培养 18 d后的毛状根培养基中，

c-PTIO (100 μmol/L) 和 L-NAME (200 μmol/L) 

分别与 ABA (50 μmol/L) 同时加入培养 18 d后

的毛状根培养基中，以研究它们对酚酸类有效

成分积累的影响。处理后第 6 天采收丹参毛状

根，滤纸吸干，50 ℃干燥至恒重。 

1.3  酚酸类有效成分的提取与 HPLC 定量分析 

丹参毛状根中酚酸类有效成分的提取：干

燥毛状根研钵中磨碎，过 0.45 mm 筛，精密称

取 0.10 g，加入 2 mL 甲醇提取液，超声提取   

45 min，提取液 10 000 r/min离心 15 min，取上

清液过 0.45 µm滤膜，备用。 

丹酚酸 B 和迷迭香酸标准品购自中国食品

药品鉴定所，精密称取标准品适量，以甲醇溶

解，备用。分别精密吸取不同体积的丹酚酸 B

和迷迭香酸对照品储备液，用甲醇稀释配成系

列对照品溶液，分别进样 10 µL，测定峰面积积

分值，以对照品溶液浓度为横坐标，峰面积为

纵坐标进行回归，得到丹酚酸 B 和迷迭香酸线

性回归方程分别为： 

丹酚酸 B：Y=1.3E+7X+3.0E+5，R2=0.9997； 

迷迭香酸：Y=3.3E+7X–2.4E+5，R2=0.9860。 

含量测定采用Waters 1525二元高效液相色

谱仪，Waters 2996二极管阵列检测器进行检测，

色谱柱为 Waters SunFire C18 (250 mm×4.6 mm，

5 µm)，数据采集软件为 Empower 2。色谱条件为：

流速 1.0 mL/min，柱温 30 ℃，上样体积 20 µL。

检测波长 270 nm，流动相乙腈和水，梯度洗脱。

梯度程序：t = 0 min，40%乙腈；t = 5 min，60%

乙腈；t = 20 min，60%乙腈；t = 23 min，80%

乙腈；t = 25 min，100%乙腈。 

1.4  RNA 分离、cDNA 合成及荧光实时定量

分析 

丹参毛状根处理 24 d后采收，在液氮中研

磨成粉末，总 RNA 采用 Trizol 法提取。采用

PrimeScript® RT reagent Kit (TaKaRa，Tokyo，

日本) 反转录合成第一链 cDNA。荧光 RT-PCR
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分析采用 Brilliant  SYBRⅡ ® Green QPCR 

Master Mix试剂盒 (Agilent，Santa Clara，美国)。

反应体积为 10 µL，包括 5.2 µL Brilliant  Ⅱ

SYBR® Green QPCR Master Mix, 0.4 µL      

10 μmol/L 上游引物，0.4 µL 10 μmol/L 下游引

物，1.0 µL cDNA 模板和 3.0 µL无菌超纯水。

反应程序为：95  30 s℃ ；95  15 s℃ ，58 ℃     

30 min，40个循环。实验 3个重复，测定 18S、

PAL、TAT及 RAS的基因表达量。以 18S作为内

参基因，进行综合分析，采用比较 Ct法计算不

同处理后的目的基因表达水平。计算公式为目

的基因的量= t2 C－ ，△△Ct=(Ct，目的基因–Ct，

内参基因) 实验组–(Ct，目的基因–Ct，内参基因) 

对照组。显著性差异分析采用 DPS 软件，在 5%

显著水平进行统计分析，不同字母 (a、b、c等) 表

示差异显著，相同字母表示差异不显著。 

2  结果与分析 

2.1  硝普钠对丹参毛状根生长的影响 

首先采用不同浓度的硝普钠处理丹参毛状

根，研究毛状根生长的变化。结果如图 1所示，

50 μmol/L和 100 μmol/L的硝普钠对丹参毛状根

的生长影响不显著，而高浓度 (200 μmol/L) 以

及低浓度 (25 μmol/L)，对丹参毛状根生长略有 

 

 
 

图 1  SNP、ABA、c-PTIO 和 L-NAME 对丹参毛状根生长状况的影响  

Fig. 1  Effects of SNP and ABA, c-PTIO, L-NAME on the growth of S. miltiorrhiza hairy roots. Different letters 

(such as a, b, c) indicate significant difference at P ≤ 0.05 using Duncan’s multiple-range test. 
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抑制，干重分别降低了 14%和 16%，但抑制作

用不显著。ABA 处理对丹参毛状根的生长略有

促进，干重达到 0.333 g，较对照组增加了 14%。

ABA 与 c-PTIO 或 L-NAME 联合诱导，均使毛

状根的干重略有增加，分别为 0.324 g和 0.354 g，

较对照组提高了 11%和 21%。 c-PTIO 或

L-NAME 单独诱导对丹参毛状根生长的影响不

显著。 

2.2  硝普钠对丹酚酸类成分积累的影响 

采用不同浓度硝普钠处理丹参毛状根后，

其迷迭香酸与丹酚酸 B 的含量如图 2 所示。   

50 μmol/L和 200 μmol/L硝普钠处理对迷迭香酸

积累没有影响。而对于丹酚酸 B，4种浓度硝普

钠均能使其含量有不同程度的增加。其中以 

100 μmol/L 硝普钠处理对迷迭香酸与丹酚酸 B

积累的诱导效果最为显著，迷迭香酸含量达到

3.181 mg/g，较对照提高了 3倍，丹酚酸 B的含

量达到 11.171 mg/g，较对照提高了 4倍。研究

结果表明，NO供体硝普钠能够促进丹参酚酸类

成分的积累，但具有浓度依赖性。 

 

 
 

图 2  SNP 对丹参毛状根中酚酸类成分积累的影响 

Fig. 2  Effects of SNP on the accumulation of 
phenolic acids in S. miltiorrhiza hairy roots. Different 
letters (such as a, b, c) indicate significant difference at 

P ≤ 0.05 using Duncan’s multiple-range test. 

2.3  c-PTIO 和 L-NAME 对 ABA 诱导丹酚酸

类成分积累的影响 

如图 3 所示，ABA 处理能够显著促进丹参

毛状根中迷迭香酸和丹酚酸 B 的积累，含量分

别达到 7.5 mg/g和 20.5 mg/g，分别较对照组增

加 45%和 40%，这与我们以前的研究结果一致。

c-PTIO和 L-NAME单独诱导对酚酸类成分积累

影响不大，但当与 ABA联合处理时则能够显著

抑制 ABA 对丹酚酸的诱导作用。其中

ABA+c-PTIO 处理，迷迭香酸和丹酚酸 B 的含

量降为 5.3 mg/g和 16.6 mg/g，较 ABA单独诱

导分别降低了 31%和 27%；ABA+L-NAME处理

时，两者含量为 4.6 mg/g和 14.2 mg/g，较 ABA

单独诱导分别降低 40%和 38%。结果表明

c-PTIO 和 L-NAME 处理能够显著抑制 ABA 诱

导丹酚酸类成分的积累，这说明 NO 信号很可

能参与了 ABA诱导酚酸类成分的积累。 

 

 
 

图 3  ABA 及 c-PTIO、L-NAME 对丹参毛状根中酚

酸积累的影响 

Fig. 3  Effects of ABA, c-PTIO and L-NAME on the 
accumulation of phenolic acids in S. miltiorrhiza hairy 
roots. Different letters (such as a, b, c) indicate 

significant difference at P ≤ 0.05 using Duncan’s 

multiple-range test. 
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2.4  c-PTIO 和 L-NAME 对丹酚酸合成关键

基因表达的影响 

苯丙氨酸氨裂解酶 (PAL)、酪氨酸氨基转

移酶 (TAT) 和迷迭香酸合酶 (RAS) 是丹参中

酚酸类成分生物合成的 3 种关键酶。为揭示

ABA 对丹酚酸类成分生物合成的诱导机制，我

们研究了 ABA对丹参毛状根中 PAL、TAT和 RAS

基因表达的影响。如图 4 所示，ABA 处理后，

PAL、TAT和 RAS 3种基因表达显著提高，分别

较对照组提升了 6 倍、4 倍和 4 倍。单独使用

c-PTIO或 L-NAME处理后的丹参毛状根中 3种

关键基因表达与对照组相差不大。但当 ABA与

c-PTIO 联合诱导时，较单独使用 ABA 诱导，

PAL、TAT和 RAS基因表达分别降低了 97%、48%

和 79%；ABA与 L-NAME联合诱导时，分别降

低了 72%、78%和 63%。这说明，NO 清除剂

c-PTIO和 NO合成抑制剂 L-NAME均能够显著

抑制ABA对丹酚酸类成分合成关键基因表达的 

 

 
 

图 4  c-PTIO 和 L-NAME 对丹参毛状根中丹酚酸合

成关键基因表达量的影响 

Fig. 4  Effects of c-PTIO and L-NAME on the key 
gene expressions in S. miltiorrhiza hairy roots. 
Different letters (such as a, b, c) indicate significant 

difference at P ≤ 0.05 using Duncan’s multiple-range 

test. 

上调作用，这进一步证明，NO信号很可能介导

了 ABA诱导的丹参酮的积累。 

3  讨论 

植物次生代谢产物是植物与环境相互作用

的产物[12]，在植物与环境的相互作用中起着非

常重要的作用[13]。很多环境胁迫都能诱导次生

代谢产物的积累[14]，揭示环境诱导次生代谢产

物积累的作用机制，有利于提高次生代谢产物

含量。一氧化氮 (Nitric oxide，NO) 和脱落酸 

(Abscisic acid，ABA) 是重要的逆境响应信号分

子，NO在各种生物胁迫和非生物胁迫中的信号

转导作用已被广泛证实，如干旱和热胁迫等[15]，

外源  NO 能明显缓解盐胁迫对苜蓿幼苗生长

及光合作用的抑制[16]。已有研究表明，NO能够

诱导植物次生代谢产物的积累，NO供体硝普钠

能够显著诱导银杏愈伤组织中次生代谢产物的

积累[17]，促进长春花和金丝桃等植物的悬浮培

养细胞中次生代谢产物的积累，调节姜黄生长，

并促进其次生代谢产物的积累[18]。在红豆杉细

胞培养物中，NO信号也介导了超声和脑苷脂类

所诱导的紫杉醇的积累[19]。ABA由于在水分胁

迫下能够快速积累而被认为是胁迫性植物激

素，它在调节植物生长、发育和耐受性中起着

重要作用[20]。已有研究表明 ABA能够诱导植物

萜类和花青素等次生代谢产物的积累[21-23]。我

们前期研究表明ABA能够促进丹参毛状根中丹

酚酸和丹参酮的积累[24]，NO供体硝普钠也能促

进丹参酮的积累[7]。本研究采用 ABA和外源 NO

供体硝普钠处理丹参毛状根，进一步证实 ABA

能够显著促进丹酚酸的积累，同时发现 SNP 也

能够促进丹酚酸的合成，其中以 100 μmol/L SNP

处理效果最为显著。 
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有关 NO与 ABA相互作用的研究也越来越

多作为两种重要的信号分子，ABA 和 NO 相互

作用的研究已经成为当前研究热点之一。越来

越多的证据表明，NO 和 ABA 信号有关。在保

卫细胞中，NO 信号也与 ABA 诱导的气孔关闭

有关[25]。也有证据表明，ABA能够增强保卫细

胞中 NO的合成，相反 NO也能够促进 ABA的

积累[26-27]。在长春花细胞中，ABA 和 NO 均参

与长春碱的合成[28]。我们前期研究表明 ABA能

够诱导丹参毛状根中丹参酮类成分和内源 NO

的积累，NO 清除剂 (c-PTIO) 和 NO 合酶抑制

剂 (L-NAME) 显著抑制了 ABA 的诱导作用，

证明 NO信号在 ABA诱导丹参酮的积累中起着

重要作用[29]。本研究发现 ABA能够显著促进丹

参毛状根中迷迭香酸和丹酚酸 B 的积累，同时

对丹酚酸合成关键酶苯丙氨酸解氨酶 (PAL)、

酪氨酸氨基转氨酶  (TAT) 和迷迭香酸合成酶 

(RAS) 的基因表达具有显著上调作用。为了进

一步揭示 NO 在 ABA 诱导丹酚酸积累中的作

用，我们分别采用 c-PTIO 和 L-NAME 与 ABA

联合处理丹参毛状根，发现 c-PTIO和 L-NAME

均能够显著抑制 ABA 对丹酚酸以及 PAL、TAT

和 RAS 基因表达的诱导作用。而我们前期研究

发现 ABA能够促进内源 NO的积累，c-PTIO和

L-NAME也能够抑制 ABA对内源 NO积累的诱

导作用[29]。这进一步表明，NO信号在 ABA诱

导丹酚酸积累中起着重要作用，ABA 很可能通

过 NO 信号通路诱导了丹酚酸类成分的生物合

成。本研究结果对于揭示环境促进丹参有效成

分积累的形成机制具有重要意义。 
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