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ＡｇＮＯ３ 对颠茄毛状根生物碱及关键酶基因表达的影响
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摘　 要： 为了研究不同浓度 ＡｇＮＯ３对颠茄毛状根生长过程中托品烷类生物碱及影响其合成关键酶基因表

达的影响，该研究使用五种不同浓度的 ＡｇＮＯ３处理黑暗培养 １２ ｄ 的颠茄毛状根，２ ｄ 后收集毛状根并测定其

鲜、干质量、托品烷类生物碱的含量、部分生理指标（ＭＤＡ、Ｐｒｏ、可溶性糖、可溶性蛋白）、关键酶基因（ ｐｍｔ、

ｔｒＩ、ｈ６ｈ）表达量。 结果表明：ＡｇＮＯ３虽然抑制了颠茄毛状根的生长，但却促进了托品烷类生物碱的积累，与

对照相比，５０、１００、１５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理均显著性地提高了托品烷类生物碱的产量。 同时在 １５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处

理下，毛状根代谢途径中 ＭＤＡ 与对照相比均具有显著性的提高，脯氨酸含量在 １５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１下也有了显著

性提高，达到了 ５．９２ μｇ·ｇ⁃１ＦＭ，是对照的 ２．９１ 倍。 可溶性糖与可溶性蛋白含量在 １５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１浓度下处

理时其含量分别是对照的 １．５５ 倍和 １．６７ 倍。 托品烷类生物碱合成过程中关键酶基因（ｐｍｔ、ｔｒＩ、ｈ６ｈ）的表达

量在不同浓度 ＡｇＮＯ３处理下均有不同程度的提高。 由此可以推断，ＡｇＮＯ３在 １５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理下，可能通

过调控脯氨酸、可溶性蛋白、可溶性糖这几种初级代谢产物或某几种关键酶基因的表达来影响颠茄毛状根

托品烷类的合成。
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　 　 颠茄 （ Ａｔｒｏｐａ ｂｅｌｌａｄｏｎｎａ），俗名野山茄、颠茄

草，茄 科 颠 茄 属 多 年 生 草 本 植 物 （中 国 药 典，
２０１５）。 颠茄是一种常见且常用的药用植物，全草

可入药，叶和根含莨菪碱与东莨菪碱，临床上可制

成配剂和浸膏用于麻醉、镇痛、抗晕动症等（肖培

根，２００２）。 已有研究表明，药用植物中含有多种

有效的活性物质，对人类的健康和发展都有着重

要的作用（Ｖｅｒｐｏｏｒｔｅ ＆ Ｍｅｍｅｌｉｎｋ，２００２）。 然而，随
着市场需求的不断变化，加之长期不当的采伐及

生态环境的破坏，使药用植物中的活性物质含量

越来越低，成为药用植物进军国际市场的一大瓶

颈（Ｎａｍｄｅｏ，２００７）。
近年来，毛状根培养技术已在植物次生代谢

产物的生产、品种改良和特种植物栽培等领域有

了广泛且有效的应用（Ｇｅｏｒｇｉｅｖ ｅｔ ａｌ，２００７）。 在植

物生长期间添加诱导子也是提高多种植物次生代

谢产物含量的有效途径。 诱导子能够引起植物体

内特殊的次生代谢产物的合成，所以诱导子成为

一种提高毛状根生产次生代谢产物的有效方法

（Ｓａｖｉｔｈａ ｅｔ ａｌ，２００６）。 ＡｇＮＯ３是一种重金属，可诱

导植物体内的氧化胁迫，从而对植物的生长及代

谢产生较大的影响（Ｖａｓｃｏｎｓｕｅｌｏ ＆ Ｂｏｌａｎｄ，２００７）。
一般来说，植物次生代谢产物的积累都会与代谢

过程中关键酶的活性有直接或间接的关系。 如黄

蕾等（２０１３）的研究发现，硝酸铅可促进花楸悬浮

细胞的生长并刺激次生代谢产物的积累。 目前对

颠茄的研究主要集中在代谢途径中关键酶基因克

隆的研究（强玮，２０１２）；通过调控次生代谢产物中

关键酶基因的过量表达来提高颠茄托品烷类生物

碱含量（李金娣等，２０１３）。 这种方法成本较高不

利于大规模生产，同时基因的过表达可能会存在

嵌合体，导致遗传的不稳定。 但目前尚未见通过

添加诱导子来研究其对颠茄毛状根生物碱含量以

及代谢过程中关键酶基因影响的相关报道。 本研

究以颠茄毛状根为材料，通过添加 ＡｇＮＯ３探究诱

导子对颠茄毛状根的生长及代谢过程中关键酶基

因表达的影响，旨在为提高颠茄药用成分有效研

究提供参考，为颠茄毛状根的进一步扩大培养提

供了依据，同时对颠茄托品烷类生物碱的合成调

控机理的研究提供理论基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

西南大学三峡库区生态环境教育部重点实验

室保存在 Ｂ５ 培养基上的颠茄毛状根。
１．２ 方法

１．２．１ ＡｇＮＯ３ 的制备 　 将 ＡｇＮＯ３ 用蒸馏水溶解定
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容，配制成 １００ μｍｏｌ·Ｌ⁃１的母液，过 ０．２２ μｍ 滤膜

除菌备用。
１．２．２ 诱导子的添加及培养 　 将 ０．５ ｇ 新鲜颠茄毛

状根接于 １５０ ｍＬ 含有 Ｂ５ 液体培养基的 ２５０ ｍＬ
三角瓶中，１１０ ｒ·ｍｉｎ⁃１、恒温、（２５±１） ℃避光培养

１２ ｄ，将原有培养基倒掉，换成添加不同浓度

ＡｇＮＯ３的新鲜液体培养基，使 ＡｇＮＯ３终浓度均分别

为 ２５、５０、１００、１５０、２００ μｍｏｌ·Ｌ⁃１。 相同条件下培

养 ２ ｄ。
１．２．３ 毛状根鲜、干质量的测定方法 　 收集处理后

的毛状根，用蒸馏水冲洗毛状根上残留的液体培

养基，滤纸吸干水分后称重，即为毛状根的鲜质

量。 将新鲜的毛状根于 ６０ ℃ 烘箱中烘干至恒重

后称重，即为毛状根的干质量。
１．２．４ 颠茄毛状根中托品烷类生物碱的提取 　 参

照 Ｚ􀅡ｒａｔｅ ｅｔ ａｌ（１９９７）的提取方法，略有改动：将毛

状根于烘箱中 ６０ ℃烘干至恒重，充分研磨，过 ５０
目筛；称取 ０． １００ ０ ｇ 加 １０ ｍＬ 提取液 （ ＣＨＣｌ３ －
ＭｅＯＨ－ＮＨ４ＯＨ（１５ ∶ ５ ∶ １）），超声提取 ３０ ｍｉｎ，室
温放置过夜。 提取液抽滤，２ ｍＬ ＣＨＣｌ３冲洗残渣，
合并所有滤液；４０ ℃ 真空浓缩至干，残留物用 ５
ｍＬ ＣＨＣｌ３和 ２ ｍＬ １ ｍｏｌ·Ｌ⁃１ Ｈ２ ＳＯ４溶解，静置分

层，收集硫酸相，浓氨水调 ｐＨ 至 １０，再分别加入 ４
ｍＬ ＣＨＣｌ３提取两次，静置；分层后取下层于 ４０ ℃
真空浓缩，残留物用 １ ｍＬ 甲醇溶解，即为样品液。
０．２２ μｍ 滤膜过滤，－４ ℃保存备用。
１．２．５ 色谱条件 　 色谱柱为 Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＸＢ⁃Ｃ１８ 色谱

柱（５ μｍ，４．６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ）；流动相为甲醇 ∶ 醋

酸铵（ｐＨ４．６） ＝ ５８ ∶ ４２；流速为 １．０ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１；检
测波长为 ２１５ ｎｍ；柱温为 ４０ ℃；进样量为 １０ μＬ。
１．２．６ 部分生理指标测定 　 脯氨酸、可溶性蛋白含

量的测定参照高俊凤（２００６）的方法；ＭＤＡ 含量的

测定采用硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）比色法（赵世杰等，
１９９１）；可溶性糖含量的测定采用蒽酮比色法（李
合生，２０００）。
１．２． ７ 关键酶基因表达量的测定 　 使用 Ｂｉｏｓｐｉｎ
Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒提取总 ＲＮＡ，
Ｐｒｏｍｅｇａ ＧｏＳｃｒｉｐｔ 试剂盒反转录，合成 ｃＤＮＡ。 以

ｃＤＮＡ 为 模 板， ｐｇｋ 为 内 参 基 因， 使 用 Ｐｒｏｍｅｇａ
ＧｏＴａｑ 􀅹 ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒进行荧光定量

ＰＣＲ。 反应结束后，分析溶解曲线、扩增曲线和标

准曲线，最终得到各基因的表达量。 ＰＣＲ 所用的

引物见表 １。

表 １　 ＰＣＲ 所用的引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＰＣＲ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列 （５′⁃３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）

Ｆ⁃ｑｐｇｋ ＴＣＧＣＴＣＴＴＧＧＡＧＡＡＧＧＴＴＧＡＣ

Ｒ⁃ｑｐｇｋ ＣＴＴＧＴＣＣＧＣＡＡＴＣＡＣＴＡＣＡＴＣＡＧ

Ｆ⁃Ａｂｐｍｔ ＣＣＴＡＣＴＴＡＣＣＣＴＡＣＴＧＧＴＧＴＴＡＴＣ

Ｒ⁃Ａｂｐｍｔ ＧＣＧＡＡＡＧＡＴＧＧＣＡＡＡＡＴＡＡＡＡＧＣ

Ｆ⁃Ａｂｈ６ｈ ＴＴＣＣＡＣＴＴＧＡＧＣＡＧＡＡＡＧＣＡＡＡＧＣ

Ｒ⁃Ａｂｈ６ｈ ＣＣＴＣＡＴＧＧＴＣＡＡＣＴＴＣＣＴＣＡＣＴＴＣＣ

Ｆ⁃ＡｂｔｒＩ ＴＴＣＴＴＴＧＣＴＴＣＣＣＴＧＣＴＧＣＴＴＣ

Ｒ⁃ＡｂｔｒＩ ＧＡＧＧＣＣＡＡＣＣＴＴＡＧＴＡＴＣＡＣＡＣＡＧ

１．３ 数据分析

采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００７ 和 ＳＰＳＳ ２２．０ 对数据

进行统计整理和方差分析，Ｏｒｉｇｉｎ ８ 绘图。 数据均

以 ｘ ± ｓ 表示。

２　 结果与分析

２．１ ＡｇＮＯ３对颠茄毛状根的生长及托品烷类生物

碱的影响

从表 ２ 可以看出，ＡｇＮＯ３抑制了颠茄毛状根的

生长，毛状根的鲜质量随试验浓度的增加逐渐降

低，浓度大于 １００ μｍｏｌ·Ｌ⁃１时抑制作用与对照相

比均有了显著性提高；而干质量在各处理组均表

现出显著性地抑制，最高浓度时抑制效果最明显，
仅为对照的 ７３．６４％。 虽然 ＡｇＮＯ３对颠茄毛状根的

生长产生了抑制作用，但其托品烷类生物碱的含

量却 提 高 了， 东 莨 菪 碱 的 含 量 在 ５０、 １００、 １５０
μｍｏｌ· Ｌ⁃１时与对照相比有了显著性的增加，１００
μｍｏｌ ·Ｌ⁃１时含量达到了对照的 ２．５ 倍，莨菪碱的

含量被 ＡｇＮＯ３处理后均有显著性地提高；最终 ５０、
１００、１５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理组与对照相比依然提高了

托品烷类生物碱的产量，且均具有显著性。
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表 ２　 ＡｇＮＯ３对毛状根生长及托品烷类生物碱含量的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡｇＮＯ３ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ＴＡｓ ｏｆ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（μｍｏｌ·Ｌ⁃１）

鲜质量
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ
（ｇ·瓶⁃１）

干质量
Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ
（ｇ·瓶⁃１）

东莨菪碱含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ

（ｍｇ·ｇ⁃１ ＤＭ）

莨菪碱含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ

（ｍｇ·ｇ⁃１ ＤＭ）

东莨菪碱产量
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ
（ｍｇ·瓶⁃１）

莨菪碱产量
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ
（ｍｇ·瓶⁃１）

ＴＡｓ 产量
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ

ｔｒｏｐａｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄｓ
（ｍｇ·瓶⁃１）

０ １１．４３３±０．５２５ａ ０．８８４±０．０２５ａ ０．７５５±０．００７ｄ ０．５９２±０．００７ｄ ６．６７３±０．１６７ｃｄ ５．２３５±０．１５２ｄ １１．９０８±０．３０７ｄ

２５ １０．４５８±０．２３４ａ ０．８２９±０．０１７ｂ ０．８０３±０．０１３ｃｄ ０．８０３±０．０２１ｃ ６．６６５±０．２５４ｃｄ ６．６６１±０．２３５ｂ １３．３２７±０．４８８ｃｄ

５０ １０．２３３±０．３４９ａ ０．７９２±０．０５８ｂｃ １．２７２±０．０２５ｂ ０．９２５±０．０１２ａ １０．２９５±０．４４５ｂ ９．３５０±１．２５４ａ １９．６４５±１．６２８ａ

１００ ８．７６５±０．６８０ｂ ０．６８４±０．０１２ｃｄ １．９１２±０．０５２ａ １．０３３±０．０１３ａ １３．０９５±０．５７９ａ ６．６９６±０．５４１ｂ １９．７９１±１．１５８ａ

１５０ ８．７０３±０．３９０ｂ ０．７４８±０．００６ｃ １．００８±０．０１１ｃ ０．８４２±０．００６ｂ ７．５４８±０．１１５ｃ ６．２９８．±０．１０５ｃ １３．８４６±０．２３０ｂ

２００ ７．４０４±０．４３３ｂ ０．６５１±０．０１８ｄ ０．８６２±０．００７ｃｄ ０．８０１±０．０１２ｃ ５．６１４±０．１８２ｄ ５．２１５±０．１８２ｄ １０．８２９±０．３６５ｄ

　 注： 不同小写字母表示各处理间差异显著 （Ｐ＜０．０５）。
　 Ｎｏｔｅ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ （Ｐ＜０．０５）．

２．２ ＡｇＮＯ３对颠茄毛状根生长过程中部分生理指

标的影响

从图 １ 可以看出，除 ２５ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理外，其
余四组处理均显著地增加了 ＭＤＡ 的含量，１５０
μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理效果最为明显，是对照的 １．２４ 倍；
其次毛状根中脯氨酸的含量也因为 ＡｇＮＯ３的添加

全都有了显著性地提高，１５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理达到

５． ９２ μｇ·ｇ⁃１ＦＭ，是对照的 ２． ９１ 倍，且与 ２５、５０、
２００ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理具有显著性差异；各处理组可

溶性糖与可溶性蛋白的含量与对照相比也都有了

显著性提高，其中可溶性糖含量在 １５０ 与 ２００
μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理时其含量分别是对照的 １．５５、１．５２
倍，且与 ２５、５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理具有显著性差异。
可溶性蛋白含量在 ５０、１５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１两组处理中

含量的提高均比较明显，分别达到了 １０． ２２８、
９．９４９ ｍｇ·ｇ⁃１ ＦＭ，较对照分别增加了 ２０． ０８％、
１６．７８％，同时这两组处理与 ２５、５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理

具有显著性差异。
２．３ 诱导子对毛状根托品烷类生物碱关键基因表

达量的影响

从图 ２ 可以看出，五种浓度 ＡｇＮＯ３均能显著刺

激 ｐｍｔ 基因的表达，５０、１００ μｍｏｌ· Ｌ⁃１处理组分别

为对照的 ３．４５ 倍和 ３．３２ 倍，且与 ２５、２００ μｍｏｌ·
Ｌ⁃１诱导处理组均存在显著性差异；其次，除 ２００

μｍｏｌ· Ｌ⁃１处理组外的四种浓度处理均可显著地

刺激 ｔｒＩ 基因的表达，５０、１００ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理与其他

三组存在显著性差异；最后，在 ｈ６ｈ 基因的表达

中，２００ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理组与对照相比没有显著性

地提高表达，而其他四组可以显著性地提高 ｈ６ｈ
基因的表达，１００ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理组对该基因的诱

导效果最强烈，较对照基因表达量提高了 １．１６ 倍。

３　 讨论与结论

ＡｇＮＯ３作为一种非生物诱导子，可诱导植物体

内的氧化及胁迫，从而对植物的生长及代谢产物

产生影响（Ｖａｓｃｏｎｓｕｅｌｏ ＆ Ｂｏｌａｎｄ，２００７），因此，近
几年越来越多的被用于植物次生代谢产物含量的

提高。 本研究发现：不同浓度的 ＡｇＮＯ３ 均抑制了

颠茄毛状根的生长，这可能是因为 ＡｇＮＯ３对植物

的营养吸收、呼吸作用、光合作用等生物学进程产

生了干扰（Ｃｌｅｍｅｎｓ，２００６）。 虽然颠茄毛状根的生

长受到了抑制，但东莨菪碱的含量在 ５０、１００、１５０
μｍｏｌ· Ｌ⁃１时有了显著性的增加。 这一方面可能

是因为颠茄毛状根在受到 ＡｇＮＯ３的胁迫后，产生

可溶性糖、可溶性蛋白等来预防这种胁迫，这些初

级代谢产物的产生会使多余的初级代谢产物转化

成次级代谢产物， 另一方面也有可能是因为 ＡｇＮＯ３
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注： 不同小写字母表示各处理间差异显著 （Ｐ＜０．０５）。 下同。
Ｎｏｔｅ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ （Ｐ＜０．０５）． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 ＡｇＮＯ３对毛状根 ＭＤＡ、脯氨酸、可溶性糖、可溶性蛋白含量的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡｇＮＯ３ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＭＤＡ， Ｐｒｏ， ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ， ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ

图 ２　 ＡｇＮＯ３对颠茄毛状根 ｐｍｔ、ｔｒＩ、ｈ６ｈ 基因的表达量

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡｇＮＯ３ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｐｍｔ， ｔｒＩ ａｎｄ ｈ６ｈ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ

诱导颠茄托品烷类生物碱代谢过程中关键酶基因

的表达，如 Ｘｉａｏ ＆ Ｇａｏ（２０１０）用 Ａｇ＋处理丹参毛状

根后，在第 ６ 天的 ｍＲＮＡ 水平上检测到了 ＰＡＬ 转

录达到最高峰。
诱导子对植物作用的过程中，会改变植物细胞

的结构从而使细胞膜发生氧化，同时植物会产生小

分子物质来增强自身的渗透调节能力。 ＭＤＡ 是植

物细胞膜氧化的产物，ＭＤＡ 的含量可以作为植物受

诱导子胁迫后细胞结构受到影响的重要指标。 脯

氨酸、可溶性糖和可溶性蛋白等是植物体内有效的

渗透调节物质及营养物质，其累计可明显地提高植

物细胞的渗透调节能力，使细胞在胁迫下保持正常

的功能。 孙际薇（２０１４）研究发现，２００ μｍｏｌ·Ｌ⁃１的

ＭＪ 处理曼陀罗的毛状根后，导致毛状根中 Ｐｒｏ 的含

量显著地高于对照组。 本研究同样也发现，ＡｇＮＯ３

的添加导致毛状根中 ＭＤＡ、脯氨酸、可溶性糖、可溶

性蛋白含量的提高。 可溶性糖与可溶性蛋白的渗

透能力可以防治植物细胞过度脱水，保持植物细胞

５８７６ 期 刘佳等： ＡｇＮＯ３对颠茄毛状根生物碱及关键酶基因表达的影响



水分的平衡，减少诱导子对植物生长造成的影响

（张红敏，２０１４）。 另外，可溶性蛋白含量的增加，可
能是诱导子的添加导致防御蛋白的合成，防御系统

启动时会有大量的蛋白质合成。 这些因素都提高

了颠茄毛状根细胞的调节能力，从而对次级代谢产

物的积累起到良好的作用。
诱导子可作为信号子被植物细胞膜上的受体

识别并与其结合，结合后可以引起细胞膜及细胞

内发生一系列的级联反应，合成与植物次生代谢

合成相关的酶或使其酶的活性发生变化，从而使

植物基因表达发生变化，导致次生代谢产物的合

成与积累。 而且诱导子在与植物相互作用时能选

择性、快速、高度专一的诱导植物特定基因的表

达，从 而 积 累 特 定 的 次 生 代 谢 产 物 （翟 俏 丽，
２０１１）。 Ｐｅｔｅｒ ＆ Ｓａｎｇ（２００３）在罂粟悬浮细胞培养

的过程中添加真菌诱导子后，诱导子可显著地诱

导了八种生物碱合成基因中的七个基因的转录。
在本研究中，２５ ～ １５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１浓度的 ＡｇＮＯ３处理

均能显著性地刺激颠茄托品烷类生物碱合成关键

基因 ｐｍｔ、ｔｒＩ、ｈ６ｈ 的表达。 表明这几个基因表达量

的提高均能有效提高颠茄毛状根中托品烷类生物

碱含量的积累。
本研究发现，添加 ＡｇＮＯ３后，颠茄毛状根的生

长受到了抑制，但其托品烷类生物碱的产量在 ５０、
１００、１５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１处理时显著性地提高了。 本研

究还发现，在这三种浓度处理下，颠茄毛状根生的

ＭＤＡ、脯氨酸、可溶性蛋白、可溶性糖的含量与对

照相比也有显著性地提高，同时颠茄托品烷类生

物碱代谢过程中关键酶基因的表达量也有显著性

地提高。 由此可以推测，ＡｇＮＯ３胁迫后，颠茄毛状

根通过脯氨酸、可溶性蛋白、可溶性糖等生理指标

影响初级代谢，从而影响托品烷类生物碱生物碱

的积累；同时从关键酶基因的表达影响次级代谢，
从而促进了托品烷类生物碱的积累。 但生理指标

的改变是否会影响关键酶的表达，这个问题还有

待于进一步研究。

参考文献：

ＣＬＥＭＥＮＳ Ｓ， ２００６． Ｔｏｘｉｃ ｍｅｔａｌ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｅｘ⁃

ｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎ ｐｌａｎｔｓ ［ Ｊ ］．
Ｂｉｏｃｈｉｍｉｎｅ， ８８（９）： １７０７－１７１８．

ＧＡＯ ＪＦ， ２００６． Ｇｕｉｄａｎｃｅ ｏｎ ｐｌａｎｔ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｔｅｓｔ ［ Ｍ ］．
Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｐｒｅｓｓ： ２０８ － ２３０． ［高 俊 凤，
２００６． 植物生理学试验指导 ［Ｍ］． 北京： 高等教育出版

社： ２０８－２３０．］
ＧＥＯＲＩＥＶ ＭＩ， ＰＡＶＬＯＶ ＡＩ， ＢＬＥＹ Ｔ， ２００７． Ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｔｙｐｅ

ｐｌａｎｔ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｙｓｔｅｍｓ ａｓ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
［Ｊ］． Ａｐｐｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ ， ７４（６）： １１７５－１１８５．

ＨＵＡＮＧ Ｌ， ＸＩＡＯ ＷＪ， ＬＩＵ Ｃ， ｅｔ ａｌ， ２０１３． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｓｏｒｂｕｓ ａｕｃｕｐａｒｉａ
ｂｉｏｍａｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍ， １９（２４）： ２２６－
２２９． ［黄蕾， 肖文娟， 刘超， 等， ２０１３． ３ 种重金属对欧洲

花楸悬浮细胞生物量的影 ［Ｊ］． 中国实验方剂学杂志， １９
（２４）： ２２６－２２９．］

ＬＩ ＨＳ， ２０００． Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ａｎｄ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔ ［Ｍ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｐｒｅｓｓ：
１９５． ［李合生， ２０００． 植物生理生化试验原理与技术

［Ｍ］． 北京： 高等教育出版社： １９５．］
ＬＩ ＪＤ， ＱＩＮＧ ＢＦ， ＹＡＮＧ ＣＨＸ， ｅｔ ａｌ， ２０１３． Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｂｉｏｓｙｎ⁃

ｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｔｒｏｐａ ｂｅｌｌａｄｏｎｎａ ｂｙ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈ６ｈ ｇｅｎｅ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔ Ｍｅｄ， ３８
（１１）： １７１９ － １７２３． ［李 金 娣， 秦 白 富， 杨 春 贤， 等，
２０１３． 过表达莨菪 ｈ６ｈ 基因提高颠茄东莨菪碱含量的研究

［Ｊ］． 中国中药杂志，３８（１１）： １７１９－１７２３．］
ＬＩ ＳＷ， ＸＵＥ ＬＧ， ｅｔ ａｌ， ２００９． Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｃｔｓ ａｓ ａ ｓｉｇ⁃

ｎａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ［Ｊ］． Ｅｅｖ Ｅｘｐ Ｂｏｔ ， ６５（１）： ６３－７１．

ＭＡＭＤＥＯ ＡＧ， ２００７． Ｐｌａｎｔ ｃｅｌｌ ｅｌｉｃｉｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ［Ｊ］． Ｐｈｃｏｇ Ｒｅｖ， １： ６９－７９．

ＰＥＴＥＲ ＪＦ， ＳＡＮＧ Ｐ， ２００３． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ａｃｃｕ⁃
ｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｉｎ Ｏｐｉｕｍ ｐｏｐｐｙ ［Ｊ］． Ｐｈｌｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ６４： １７７－１８６．

ＱＩＡＮＧ Ｗ， ２０１２． Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｏｐｉｎｏｎｅ ｒｅ⁃
ｄｕｃｔａｓｅ Ｉ ｆｒｏｍ Ａｔｒｏｐａ ｂｅｌｌａｄｏｎｎａ ａｎｄ ｉｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｏｒ
ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒｏｐａｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ａｔｒｏｐａ ｂｅｌｌａ⁃
ｄｏｎｎａ ［ Ｄ ］． Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ： Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ． ［ 强 玮，
２０１２． 颠茄基因的克隆、功能验证及超量表达对颠茄托品

烷生物碱合成的影响 ［Ｄ］． 重庆： 西南大学．］
ＳＡＶＩＴＨＡ ＢＣ， ＴＨＩＭＭＡＲＡＪＵ Ｒ， ＢＨＡＧＹＡＬＡＫＳＨＭＩ Ｎ，

２００６． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｏｔｉｃ ａｎｄ ａｂｉｏｔｉｃ ｅｌｉｃｉｔｏｒｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｂｅｔａｌａｉｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｂｅｔａ ｖｕｌｇａｒｉｓ ｉｎ ｓｈａｋｅ⁃
ｆｌａｓｋ ａｎｄ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ［Ｊ］． Ｐｒｏｃｅｓｓ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ４１（１）： ５０－６０．

ＳＵＮ ＪＷ， ２０１４． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｏｎ ｔｈｅ Ｄａｔｕｒａ ｓｔｒａ⁃
ｍｏｎｉｕｍ Ｌ． ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
［Ｄ］． Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ： Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ． ［孙际薇， ２０１４． 茉
莉酸甲酯对曼陀罗毛状根的生长及次生代谢产物产生的

影响 ［Ｄ］． 重庆： 西南大学．］
ＶＡＳＣＯＮＳＵＥＬＯ Ａ， ＢＯＬＡＮＤ Ｒ， ２００７． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｓｐｅｃｔｓ ｏｆ

６８７ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ ［Ｊ］． Ｐｌａｎｔ
Ｓｃｉ， １７２（５）： ８６１－８８０．

ＶＥＲＰＯＯＲＴＥ Ｒ， ＭＥＭＥＬＩＮＫ Ｊ， ２００２． Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ ［Ｊ］． Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，
１３： １８１－１８７．

ＸＩＡＯ ＰＧ， ２００２． Ｍｏｄｅｒｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍａｔｅｒｉａ ｍｅｄｉｃａ ［ Ｍ ］．
Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ： ４０２． ［ 肖 培 根，
２００２． 新编中药志 ［Ｍ］． 北京： 化学工业出版社： ４０２．］

ＸＩＡＯ Ｙ， ＧＡＯ Ｓ， ＤＩ Ｐ， ｅｔ ａｌ， ２０１０． Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｉｃ ａｃｉｄ Ｂ ｉｓ
ｍｏｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｔｏ ｓｉｌｖｅｆｉｏｎｓ（Ａｓ’） ｔｈａｎ ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｍ
Ｓａｌｖｉａ ｍｉｈｉｏｒｒｈｉｚａ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ［ Ｊ］． Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅ⁃
ｐｏｒｔｓ， ３０： ３３－４０．

ＺÁＲＡＴＥ Ｒ， ＨＥＲＭＯＳＩＮ Ｂ， ＣＡＮＴＯＳ Ｍ， ｅｔ ａｌ， １９９７． Ｔｒｏｐａｎｅ
Ａｌｋａｌｏｉｄ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ Ａｔｒｏｐａ ｂａｅｔｉｃａ ｐｌａｎｔｓ ［ Ｊ］． Ｊ Ｃｈｅｍ
Ｅｃｏｌ， ２３（８）： ２０５９－２０６６．

ＺＨＡＩ ＱＬ， ２０１１． Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｂｙ ｆｕｎｇａｌ ｅｌｉｃｔｏｒ ｉｎ ｂｉｒｃｈ
（Ｂｅｔｕｌａ ｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ Ｓｕｋ） ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ［Ｄ］． Ｈａｒｂｉｎ：

Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ． ［翟俏丽， ２０１１． 真菌诱导促

进白桦悬浮细胞中三萜合成机理的初步研究 ［Ｄ］． 哈尔

滨： 东北林业大学．］
ＺＨＡＮＧ ＨＭ， ２０１４． Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｂｅｔａｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ

ａｄｖｅｒｓｉｔｙ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｏｆ Ｐｉｎｅｌｌｉｓａ ｔｅｒｎａｔｅ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ［ Ｄ］． Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ：
Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ． ［张红敏， ２０１４． 外源甜菜碱对干旱

胁迫下半夏逆境生理特性及氮代谢的影响 ［Ｄ］． 重庆：
西南大学．］

ＺＨＡＯ ＳＪ， ＸＵ ＣＨＣ， ＺＨＯＵ Ｑ， ｅｔ ａｌ， １９９１． Ｉｍｐｒｖｅｍｅｎｔｓ ｏｆ
ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｌｏｎｄｉａｌ ｄｅｈｖｄｅｉｎ ｐｌａｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
［Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｃｏｍｍ， ３０ （３）： ２０７－２１０． ［赵世杰， 许

长成， 邹琦， 等， １９９１． 植物组织中丙二醛测定方法的改

进 ［Ｊ］． 植物生理学通讯， ３０ （３）： ２０７－２１０．］
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ， ２０１５． Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ ｏｆ

Ｐｅｏｐｌｅ’ ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ Ｐａｒｔ ２ ） ［ Ｓ ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ：
Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｐｒｅｓｓ： ４２０． ［国家药典委员会， ２０１５． 中
国药典（第二部） ［Ｓ］． 北京： 化学工业出版社： ４２０．］

７８７６ 期 刘佳等： ＡｇＮＯ３对颠茄毛状根生物碱及关键酶基因表达的影响


