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摘要　目的：初步建立黄花败酱发状根培养体系，并考察其抑菌效果。方法：采用发根农杆菌１６０１、１５８３４、Ａ４、１０００等４
种Ｇ土壤杆菌诱导黄花败酱外植体产生发状根，考察不同外植体、菌株、侵染时间、预培养和共培养时间对黄花败酱毛状
根诱导率的影响，并对发状根进行ＰＣＲ检测；同时采用纸片扩散法测定其抑菌效果。结果：黄花败酱茎段作为外植体，预
培养和共培养４８ｈ，发根农杆菌Ａ４侵染８ｍｉｎ，ＭＳ液体培养基 ｐＨ为６时添加蔗糖浓度为４０ｇ／Ｌ时转化率和增殖量最
高，提取毛状根中总黄酮的含量为９１２％。应用ＰＣＲ证实Ａ４质粒上的ｒｏｌＢ基因片段成功转入被感染的黄花败酱发状根
中。结论：建立了黄花败酱毛状根培养体系，其发状根提取液对金黄色葡萄球菌具有较好的抑制作用。
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　　黄花败酱（ＰａｔｒｉｎｉａｓｃａｂｉｏｓｃａｅｆｏｌｉａＦｉｓｃｈ）别名黄
花龙芽、野共花、鹤立鸡群，为败酱科（Ｖａｌｅｒｉａｎａｃｅａｅ）
败酱属（Ｐａｔｒｉｎｉａ）植物，根或全草入药，是我国传统
常用中药之一，主产于黑龙江、河北、湖南等省［１２］。

黄花败酱草的全面研究始于２０世纪６０、７０年代，其
草内含有皂苷类、黄酮类、挥发油类等多种药用成

分，其中以三萜皂苷和黄酮类为主要活性成分［３］，具

有清热解毒、利湿排脓，祛瘀止痛的功效［４］。临床研

究表明在治疗流行性鼻腔炎、腮腺炎、慢性盆腔炎及

阑尾脓肿症状等方面有很好的疗效［５］。除此之外，

该草药还有解毒排脓、治疗子宫炎及产后脱宫蓄脓

的功效。黄花败酱种子中的Ｓｕｌｆａｐａｔｒｉｎｏｓｉｄｅｓ有效成
分可用于控制艾滋病（ＨＩＶ），黄花败酱提取液在延
长戊巴比妥钠对小鼠的睡眠时间上也有很明显的作

用［６］。随着研究的不断深入，黄花败酱草的药用价

值逐渐提高，临床应用和市场需求逐渐加大。利用

发根农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ）侵染植物诱导
毛状根培养技术是继离体培养技术之后的新型悬浮
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培养技术，可用于建立产生次生代谢产物的培养系

统，具有遗传稳定性、生长迅速、合成次生代谢物能

力强、易于操作控制等优点，较传统的细胞培养技术

具有更广阔的应用前景［７９］。本研究利用４种发根
农杆菌１６０１、１５８３４、Ａ４、１０００诱导黄花败酱组织产
生毛状根，初步建立黄花败酱草发状根离体扩增生

长的培养体系，为下一步扩大培养黄花败酱发状根

的研究提供可行性数据支撑，同时也为黄花败酱发

状根培养体系的抑菌作用研究提供新途径。

１　材料与方法
１１　无菌苗培养　黄花败酱（Ｐａｔｒｉｎｉａｓｃａｂｉｏｓｃａｅｆｏ
ｌｉａＦｉｓｃｈ）种子由吉林农业大学药植园提供，经吉林
农业大学中药材学院杨世海教授鉴定。利用当年成

熟干燥的黄花败酱种子，加温水浸泡１２ｈ，在超净操
作台内用无菌水清洗４次，７５％乙醇浸泡３０～４０ｓ，
无菌水清洗３次；后用４％次氯酸浸泡８～９ｍｉｎ，无
菌水清洗５～６次。处理完后用灭菌滤纸将种子表
面的水分吸干，用镊子轻轻放置在 ＭＳ固体培养基
（１００ｍＬ锥形瓶）中，置于光照强度２０００ｌｘ（光照
１２ｈ／ｄ黑暗１２ｈ／ｄ交替培养）、设置温度２４～２５℃
进行培养，等待萌发无菌幼苗即为侵染用的外植体。

１２　发根农杆菌的活化　发根农杆菌 Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ１６０１、１５８３４、１０００和Ａ４菌株由中国农
业微生物研究所菌种保藏中心提供，并于７０℃冰箱
内保存备用。实验时，在超净操作台内分别挑出

Ａ４、１５８３４、１６０１和１０００菌株，接种于固体ＹＥＢ平皿
上划线，封口膜密封后置于２８℃恒温暗培养，１～２
ｄ待长出单克隆菌斑后挑取单菌落，接种于加有３０
ｍＬ卡那霉素（Ｋａｎ＋５０ｍｇ／ｍＬ）液体的 ＹＥＢ培养基
中，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ震荡培养２４ｈ后观察 ＹＥＢ由
透明的红棕色渐渐变淡且呈现出云雾状浑浊即可。

取１ｍＬ复苏成功的菌液加入装有５０ｍＬＹＥＢ液体
培养基中，于相同的条件下再次培养１２ｈ，取对数生
长期时的菌液对黄花败酱外植体进行侵染。

１３　黄花败酱发状根的诱导　在超净操作台内，将
黄花败酱无菌苗的叶片剪成０３ｃｍ×０３ｃｍ片段，
茎段长度约０３ｃｍ左右。叶片和茎段分别置于 ＭＳ
固体平皿上，不添加外源激素置于２４℃、黑暗条件
下预培养４８ｈ。在超净操作台中，将预培养的外植
体（茎段、叶片）转移至锥形瓶中，加入活化后的菌

液进行侵染，轻摇锥形瓶，待外植体与菌液充分接触

侵染８ｍｉｎ后，取出外植体，用灭菌滤纸吸干表面菌
液，接种到 ＭＳ固体培养基上，２４℃、黑暗条件下共
培养４８ｈ，然后转接到含头孢噻肟钠（５０ｍｇ／Ｌ）的

ＭＳ固体培养基中继续暗培养，同时设立未被菌液感
染的外植体作对照。每５ｄ转板１次，直至完全除
去农杆菌。２５ｄ后观察，统计诱导出的毛状根数，计
算黄花败酱发状根诱导率。最后，将生长迅速、根系

发达、分支较多、除菌完全的黄花败酱发状根转移到

ＭＳ液体培养基中进行悬浮培养，建立黄花败酱毛状
根离体培养体系。

发状根诱导率（％）＝（长出发状根的外植体
数／接种外植体的总块数）×１００％
１４　发状根的 ＰＣＲ检测　根据已诱导出发状根的
形态及其生长无向地性等特点，可初步判定发状根。

为确定发根农杆菌中 ＴＤＮＡ片段是否整合进入黄
花败酱的核基因组中，对诱导出的毛状根进行 ＰＣＲ
分子鉴定［１０］。在ＰＣＲ扩增试验中，阳性对照为菌株
Ａ４的质粒ＤＮＡ扩增产物，阴性对照为未转化植株
ＤＮＡ扩增产物，设计并合成扩增 ｒｏｌＢ的 ＰＣＲ引物，
正向引物：５ＣＴＣＣＴＧＡＣＡＴＣＡＡＡＣＴＣＧＴＣ３，反向
引物：５ＴＧＣＴＴＣＧＡＧＴＴＡＴＧＧＧＴＡ３。正向引物反
应条件９５℃预变性１ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５０℃退
火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３５个循环后，７２℃总延伸７
ｍｉｎ，于４℃保存。
１５　毛状根增殖液体培养基的筛选　在无菌条件
下取０８ｇ分枝多且长、除菌完全的黄花败酱毛状
根分别放入到ＭＳ、１／２ＭＳ、Ｒ２和Ｂ５４种不添加激素
的液体培养基进行悬浮震荡培养，２６℃，转速为１６０
ｒ／ｍｉｎ的条件下进行暗培养，每５ｄ测１次鲜重，２５ｄ
后观察统计这４种培养基对黄花败酱毛状根增殖倍
数的影响。

１６　不同浓度的蔗糖对毛状根增殖的影响　无菌
条件下，取０８ｇ分枝多且长、除菌完全的黄花败酱
毛状根，分别放入含有浓度为５、１０、２０、３０、４０和５０
ｇ／Ｌ的蔗糖ＭＳ液体培养基中，２５ｄ后称取发状根鲜
重，考察培养基中加入的不同浓度蔗糖对发状根增

殖的影响。

１７　不同ｐＨ值对毛状根增殖的影响　取０８ｇ分
枝多且长、除菌完全的黄花败酱毛状根分别接种于

ｐＨ为２，４，６，７，８，９的ＭＳ液体培养基中进行悬浮震
荡培养，摇床转速为１６０ｒ／ｍｉｎ，２６℃恒温培养，２５ｄ
后观察统计这４种培养基对黄花败酱毛状根增殖倍
数的影响。

１８　总黄酮的含量测定
１８１　黄花败酱发状根提取液的制备　精密称取
烘干后的黄花败酱发状根和自然根各３ｇ，磨成粉末
后用滤纸包好，放入加有石油醚（６０～９０℃）的索氏
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提取器中回流１０ｈ脱脂。将脱脂后的粉末放置冷
却，待石油醚挥干后加入５０ｍＬ７０％乙醇，超声提取
３次，每次３０ｍｉｎ，过滤后合并滤液，浓缩至干后称
重，以７０％乙醇定容至１００ｍＬ，即得黄花败酱发状
根提取液，备用［１１］。

１８２　芦丁标准品溶液的制备　精密吸取芦丁标
准对照品５ｍｇ，７０％乙醇溶液精确定容置至５０ｍＬ。
精密吸取芦丁标准品溶液 ０ｍＬ，０５ｍＬ，１ｍＬ，２
ｍＬ，３ｍＬ，４ｍＬ，分别置于１０ｍＬ的容量瓶中，加入
５％ＮａＮＯ２溶液０３ｍＬ，摇匀，静置５ｍｉｎ，然后加入
１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３溶液０３ｍＬ摇匀，静置５ｍｉｎ后加
入４％ＮａＯＨ溶液４ｍＬ，纯净水稀释至刻度，摇匀静
置１５ｍｉｎ，乙醇溶剂做为空白试剂在５１０ｎｍ波长处
测吸光度，绘制标准曲线。

取一定体积样品以同一方法测吸光度，得回归

方程计算黄酮含量。

结果如图 １所示，计算得标准回归方程 ｙ＝
００６５６ｘ＋００００６，相关系数ｒ为０９９９６。

图１　测定黄酮含量的标准曲线

１９　黄花败酱发状根提取液的抑菌作用研究
１９１　细菌菌株培养及阳性药的制备　实验菌种：
金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、沙门氏菌
（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｅｎｔｅｒｉｃａ）和大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）由
吉林大学畜牧兽医学院惠赠。细菌培养：无菌条件

下，将３种供试菌株分别接种于 ＰＤＡ培养皿中，密
封后，２８℃恒温培养箱中培养４８～９６ｈ。在超净操
作台内精确吸取硫酸庆大霉素注射液１０ｍＬ加入
磷酸盐缓冲液中，调 ｐＨ７８，２００ｍＬ容量瓶中溶解
并定容。密封冷藏保存。氯霉素（１０ｍｇ／ｍＬ）：在
超净操作台内，精确吸取氯霉素注射液０８ｍＬ置于
ｐＨ６０的磷酸盐缓冲溶液中，定容到１００ｍＬ无菌
容量瓶中。密封，冷藏保存。头孢曲松钠（１０ｍｇ／
ｍＬ）：在超净操作台内，精确称取１０ｇ注射用头孢
曲松钠干粉，以１００ｍＬｐＨ６０的磷酸盐缓冲液溶
解，密封，冷藏保存。

１９２　抑菌试验　采用纸片扩散法［１２］考察黄花败

酱发状根提取液额抑菌作用。无菌条件下，将直径

５０ｍｍ的无菌滤纸片浸泡于供试溶液中２ｈ，将滤
纸片均匀摆放于细菌培养基上，每个培养皿中３片，
分别加入头孢曲松钠（阳性对照）、供试液和阴性对

照液，重复３次。３７℃培养箱中培养１５～１７ｈ后，
采用十字交叉法测定抑菌圈的直径，按如下公式计

算抑菌率。

抑菌率（％）＝供试样品抑菌圈直径滤纸片直径
阳性药抑菌圈直径滤纸片直径 ×１００％

２　结果与分析
２１　种子灭菌方法　将采用４％次氯酸和０１％升
汞灭菌后的黄花败酱种子接种到 ＭＳ固体培养基，
２５ｄ后考察不同处理方法对黄花败酱种子出苗率的
影响。结果见表１。

表１　不同处理方法对种子污染率的影响

消毒剂
消毒时间／ｍｉｎ

４ ６ ８ １０ １２

４％次氯酸 ４５％ １６％ ０ ５％ ７％
０１％升汞 １００％ ５４％ ３２％ ２５％ ２４％

　　从上表可以看出，２种消毒剂对黄花败酱出苗
率的影响不同，其中 ４％次氯酸效果优于 ０１％升
汞，且在８ｍｉｎ时消毒效果最佳。
２２　不同菌株和外植体对发状根诱导率的影响　
侵染的外植体不同，发状根的诱导率也会存在差异。

采用发根农杆菌１０００、Ａ４、１５８３４、１６０１等４种 Ｇ土
壤杆菌浸染黄花败酱叶片和茎段，２５ｄ后观察４种
菌株的诱导效果，从表２和图２可以看出，不同农杆
菌和外植体对黄花败酱发状根的诱导有不同的影

响，且显著性差异（Ｐ＜００５）和极显著差异（Ｐ＜
００１）。Ａ４菌株感染的外植体于１８ｄ左右即能侵
染出发状根，而其余三种菌株较Ａ４菌株诱导出的发
状根数目少很多；Ａ４菌株对茎段的平均诱导率达到
７９１７％，而１０００、１５８３４和１６０１菌株的平均诱导率
分别为 ３０５６％、１１１１％和 ２２２２％。Ａ４、１０００、
１５８３４和 １６０１菌株对叶片的平均诱导率分别为
３４７０％、１８０５％、５５６％和１５２８％。由此可见，发
根农杆菌Ａ４是诱导黄花败酱茎段的最佳菌种。

图２　黄花败酱发状根的诱导
　　注：ａＡ４侵染叶片；ｂＡ４侵染茎段；ｃ茎段褐化

２３　侵染时间不同对黄花败酱发状根诱导率的影
响　农杆菌菌株对外植体侵染时间的长短与诱导发
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状根的数量密切相关，菌株与外植体接触时间长，则

在外植体伤口处侵害细胞，最终导致外植体死亡；接

触时间短，则菌株无法完全感染细胞。本研究采用

共培养法，利用农杆菌株Ａ４分别侵染黄花败酱的外
植体０、２、４、６、８、１０ｍｉｎ后放置，２５ｄ后观察发状根
的诱导情况，计算诱导率。由图３可以看出，黄花败
酱的发状根随着侵染时间的增加诱导率也逐渐升

高，最佳的诱导时间为８ｍｉｎ，平均诱导率达到最高
７７７９％。侵染１０ｍｉｎ后诱导率逐渐下降，侵染的
外植体有蔫腐变黄现象出现。所以，８～１０ｍｉｎ为黄
花败酱的最佳侵染时间。

表２　不同发根农杆菌对不同外植体上黄花败酱
毛状根的诱导效果

外植体 菌株 感染外植体数 生根外植体数 诱导率／％

外植体 菌株 感染外植体数 生根外植体数 诱导率／％
外植体 菌株 感染外植体数 生根外植体数 诱导率／％

１０００ ７２ ７３３±１４５ａｃ ３０５６±５５７ａｃＤ
１６０１ ７２ ５３３±１００ａｂ ２２２２±４１２ａｂＤ
１５８３４ ７２ ２６６±１９６ｂＡＣ １１１１±６０４ａｂＣ
对照 ７２ ０ ０

叶片 Ａ４ ７２ ８３３±１０１ｂｃＢ ３４７０±３４３ｂｃＤ
１０００ ７２ ４３３±１３１ａｃｄ １８０５±３４９ａｃｄＤ
１６０１ ７２ ３６７±０７６ａｂＢ １５２８±１６７ａｂＡ
１５８３４ ７２ １３３±０８５ａｂＡ ５５６±２９２ａｂＢ
对照 ７２ ０ ０

图３　不同侵染时间对黄花败酱毛状根诱导率的影响

２４　预培养和共培养对黄花败酱发状根诱导率的
影响

２４１　预培养对黄花败酱发状根诱导率的影响　
在农杆菌侵染前对植体外植体进行预培养处理，可

使植物受体形成并释放酚类信号分子，从而提高转

化率，同时能较好地解决褐化问题。本研究中，对黄

花败酱分别进行０、１２、２４、４８、６０ｈ的预培养后用农
杆菌Ａ４菌株侵染外植体，２５ｄ后统计诱导出的发状
根数，计算诱导率。从图４我们可以看出，预培养时
间不同对外植体毛状根的诱导率也显著不同。本实

验中预培养时间在４８ｈ时诱导率最高为７９１７％，
预培养６０ｈ后诱导率开始明显下降。
２４２　共培养对黄花败酱发状根诱导率的影响　
共培养时间在植物毛状根的诱导过程具有重要影

响。共培养时间过长，外植体的转化越难以实现；共

培养时间过短，发根农杆菌中的基因片段不能及时

的被整合到植物 ＤＮＡ上［１２］。本研究中，对黄花败

酱的茎段分别进行０、１２、２４、４８、６０ｈ共培养，然后
统计诱导出的发状根总数，计算诱导率。从图４可
以看出，不同的共培养时间对黄花败酱毛状根的诱

导率存在显著差异。实验结果表明最佳的共培养时

间为４８ｈ，诱导率高达８４３３％，而预培养６０ｈ后其
诱导率开始下降。

图４　预培养与共培养时间对黄花败酱发状根的影响

２５　发状根的 ＰＣＲ分子检测结果　Ａ４、１５８３４、
１６０１、１０００发根农杆菌所诱导的黄花败酱毛状根
中，Ａ４菌株的诱导率最高，且生长期短，能进行液体
扩增培养。本研究中，将根系发达、分支较多、生长

状况好的发状根、植物根和 Ａ４菌株中的 ＤＮＡ进行
ＰＣＲ分子检测并拍照（１２５Ｖ电压，２５ｍｉｎ）。由图５
可以看出，在外植体发状根条带（４８５ｂｐ）处出现了
与基因引物相同的条带，自然状态生长的根（未转

化）则未出现此条带，表明发根农杆菌 Ａ４菌株中质
粒ＤＮＡ片段已整合进入转化根的基因组中。

图５　黄花败酱发状根ＰＣＲ检测结果
　　注：ＭＭａｒｋｅｒ２０００；１正常根；２质粒ＤＮＡ；３诱导根

２６　黄花败酱液体培养基筛选　使用不同种类的
液体培养基对毛状根的生长增殖状态影响也不相

同。本实验经过２５ｄ后观察统计，毛状根在ＭＳ液
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表３　不同ｐＨ对黄花败酱毛状根的影响

ｐＨ值 ２ ４ ６ ７ ８ ９

接种量（ｇ） ０７８１±００１３０ ０８０１±００２１７ ０８１２±０１６７０ ０８４４±０１４５２ ０８３５±００３０１ ０７９７±００１４７
鲜重（ｇ） ２２７６±０００３８ ２９７４±０１００３ ４６１８±１４１２３ ２７１０±０７６６０ ２５４４±００３８０
干重（ｇ） ０５７３±００１５９ ０６８２±０００４８ ０８１８±００４０７ ０７０７±００４５５ ０６１４±００３３０

体培养基中生长迅速，转化根系发达并具许多细小

的分枝，而且增殖倍数最高为２１８倍，其他培养基
中增殖倍数依次为Ｂ５（１８７倍）、１／２ＭＳ（１６５倍）、
Ｒ２（１０４倍）。由此可见 ＭＳ液体培养基更适合用
于黄花败酱毛状根增殖的培养。如图６所示。

图６　培养基种类对黄花败酱毛状根生长的影响

２７　不同ｐＨ对毛状根的影响　毛状根增殖培养
的液体培养液，因培养液的 ｐＨ值不同，毛状根的增
殖量也不同，一般认为酸性 ｐＨ值对某些农杆菌 Ｖｉｒ
区基因有激活的作用，ｐＨ值一般在５０～６０时，有
利于农杆菌的转化，由表３可知，黄花败酱毛状根在
液体培养基中，当ｐＨ为６０时增殖量达到最大，生
长较旺盛；当ｐＨ值大于６０时，毛状根增殖量开始
逐渐减少，当 ｐＨ达到８时，毛状根开始出现老化，
停止生长。

图７　蔗糖浓度不同对黄花败酱发状根生长增殖的影响

２８　不同浓度的蔗糖对发状根增殖的影响　植物
外植体在固体 ＭＳ培养基中诱导出发状根后，为了
使其能进行扩增培养，一般将其剪切放置液体培养

基中进行悬浮培养，本实验选用ＭＳ液体培养基，为
了研究不同浓度的碳源对发状根的增殖和和次生代

谢产物的含量有什么不同的影响，试验操作过程中

在ＭＳ液体培养基中分别加入浓度为５ｇ／Ｌ、１０ｇ／Ｌ、
２０ｇ／Ｌ、３０ｇ／Ｌ、４０ｇ／Ｌ、５０ｇ／Ｌ的蔗糖，２５ｄ后称取
发状根鲜重。实验结果如图７，图８所示，蔗糖浓度

在４０ｇ／Ｌ时，毛状根的增殖量平均最多达到２０９３
倍。而在５０ｇ／Ｌ浓度时增殖倍数呈现下降趋势，其
增殖倍数为１５０９，由此在 ＭＳ液体培养基中加入
４０ｇ／Ｌ蔗糖浓度为最佳。

图８　黄花败酱发状根的增殖
　　注：ａ发状根；ｂ发状根增殖；ｃ干燥的发状根

２９　黄花败酱毛状根总黄酮含量测定　根据总黄
酮的标准曲线ｙ＝００６５６ｘ＋００００６，相关系数ｒ为
０９９９６，按照总黄酮含量公式计算出黄花败酱毛状
根、自然根中总黄酮的含量分别为９１２％、７８９％。
黄花败酱毛状根中总黄酮的含量是自然根的１１６
倍。

２９１　阳性药的筛选　经反复实验得知，抑菌圈的

直径要适度，直径过小，增大实验误差；直径过大，抑

菌圈会覆盖到相邻纸片处，影响测量的准确度［１３］。

结果见表４。由实验结果显示，抑制金黄色葡萄球
菌、沙门氏菌的最佳阳性药为头孢曲松钠注射液

（１００ｍｇ／ｍＬ）。

表４　不同阳性药的抑菌圈直径

菌种
抑菌圈直径／ｍｍ

头孢曲松钠注射液 硫酸庆大霉素注射液 氯霉素

金黄色葡萄球菌 ２３４６±０２２ ２０３５±０３６ １９２４±０１７
沙门氏菌 １２３５±００３ １０５０±０３４ １１８６±０１４

２９２　黄花败酱发状根提液的抑菌作用考察　经
过抑菌培养，与阳性药抑菌圈直径大小的对比结果，

最终发现黄花败酱发状根总黄酮粗提取液在金黄色

葡萄球菌的培养基中，其抑菌圈较圆且抑菌直径较

大，有明显的抑菌作用，而在沙门氏菌的培养基中抑

菌圈直径很小且抑菌圈模糊不清，说明作用一般，对

大肠杆菌几乎没有抑制作用。其中总黄酮提取物对

金黄色葡萄球菌的抑菌率为４０６％，对沙门氏菌抑
菌率为７２％。结果见表５，图９。对金黄色葡萄球
菌的抑菌率比沙门氏菌高出５６３倍。
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表５　黄花败酱发状根总黄酮粗提液对几种
微生物的抑菌圈直径

菌种 ｄ１／ｍｍ ｄ２／ｍｍ ｄ３／ｍｍ ｄ／ｍｍ平均

金黄色葡萄球菌 １２００ １３０５ １２４５ １２５０±０５３
沙门氏菌 ５５０ ５１０ ６００ ５５３±０４５

图９　总黄酮粗提液抑菌效果
　　注：ａ对金黄色葡萄球菌的抑制；ｂ对沙门氏菌的抑
制。１阳性药抑菌圈；２黄酮抑菌圈；３对照组抑菌圈

３　讨论
本实验在选用种子消毒剂为 ４％次氯酸和

０１％升汞，两种消毒剂均能对其起到消毒作用，但
对比来看４％次氯酸的作用效果能佳，故在之后的
实验过程中，均采取此方法。发根农杆菌 １６０１，
１５８３４，１０００，Ａ４，均能诱导黄花败酱外植体产生发
状根，但是Ａ４诱导出的发状根粗壮且长势较好，发
状根诱导率最高为７９１７％。在预培养和共培养均
为４８ｈ，侵染８ｍｉｎ，发状根诱导率为８３３３％本研
究通过ＰＣＲ检测Ａ４中Ｒｉ质粒 ＴＤＮＡ的生根基因
已整合进入黄花败酱发根基因组中，在发根扩大培

养中，在液体ＭＳ培养基ｐＨ值为６时中加入４０ｇ／Ｌ
蔗糖时最适合发根的扩大培养。最终测得黄花败酱

毛状根中总黄酮的含量是自然根中黄酮含量的

１１６倍，且总黄酮提取物对金黄色葡萄球菌的抑菌
率比沙门氏菌高出５６３倍。
参考文献

［１］李玉基，张淑娜，李洁，等．黄花败酱草对小鼠肝癌细胞血道转移

的影响［Ｊ］．食品与药品，２０１３，１５（４）：２４８２５０．

［２］杨柳，姜海．黄花败酱草化学成分和药理作用的研究进展［Ｊ］．中

医药信息，２０１２，２９（４）：１６９１７２．

［３］高亮，张琳，刘江云，等．黄花败酱的化学成分研究［Ｊ］．中草药，

２０１１，４２（８）：１４７７１４８０．

［４］张舒娜，邵财，张浩，等．黄花败酱不同居群的形态多样性分析

［Ｊ］．吉林中医药，２０１４，３４（７）：７１０７１２．

［５］王盈．黄花败酱的化学成分及药理作用研究进展［Ｊ］．齐鲁药事，

２００９，２８（４）：２２２２２５．

［６］谭超，孙志良，周可炎，等．黄花败酱化学成分及镇静抑菌作用研

究［Ｊ］．中兽医医药杂志，２００３（４）：３５．

［７］ＨｕａｎｇＹ，ＳｕＣＹ，ＫｕｏＨＪ，ｅｔａｌ．Ａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｍｕｌｔｉｐｌｅ

ｇｅｎｅｃｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｖｉａｈａｉｒｙｒｏｏｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｐｐｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１３，９７（１９）：８６３７８６４７．

［８］张来，罗正伟，张显强，等．发根农杆菌 Ｒｉ质粒的特征及其应用

［Ｊ］．安徽农业科学，２０１０，３８（１５）：８１８３８１８５．

［９］陈伟莉，牟旭鹏，刘冬影．毛状根在植物次生代谢产物生产方面

应用的研究进展［Ｊ］．黑河学院学报，２０１０，１（４）：１２２１２６．

［１０］张淑丽，张天柱，杨世海．水飞蓟发状根培养体系的建立及其水

飞蓟宾含量的测定［Ｊ］．中国中药杂志，２０１４，３９（１１）：２００５

２０１０．

［１１］唐浩国，单方方，魏晓霞，等．牡丹叶总黄酮抑菌活性研究［Ｊ］．

时珍国医国药，２００９，２０（６）：１３５５１３５７．

［１２］张海，包京姗，杨世海，等．王不留行毛状根的诱导及培养

［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１３，１９（６）：１４１．

［１３］佟春兰，包海鹰，图力古尔．蒙古口蘑子实体石油醚提取物的化

学成分及抑菌活性［Ｊ］．菌物学报，２０１０，２９（４）：６１９６２４．

（２０１５－０８－１２收稿　责任编辑：王明）

热烈庆祝《世界中医药》杂志第二届编辑委员会编委

黄璐琦教授被评为中国工程院院士

　　２０１５年１２月７日，中国工程院公布了２０１５年
院士增选名单，《世界中医药》杂志编委黄璐琦教授

当选医药卫生学部院士，同时也是今年年龄最小的

院士。黄院士是中药资源与鉴定专家，中国中医科

学院常务副院长，首席研究员，中药资源中心主任，

全国中药资源普查试点工作专家指导组组长，科技

部重点领域中药资源创新团队负责人，部局共建道

地药材国家重点实验室（培育基地）负责人，曾任国

家９７３计划项目首席科学家。黄院士以第一作者或

通讯作者发表论文３７１篇，包括 ＰＮＡＳ，ＪＡＣＳ等 ＳＣＩ
文章８６篇，获国家发明专利１１项。黄院士为中医
药事业的发展做出了突出贡献，影响巨大，院士称号

实至名归。

喜讯传来，《世界中医药》杂志社倍感骄傲和自

豪，黄院士作为杂志社的编委，必将扩大《世界中医

药》杂志的影响力，提升杂志的整体形象，对杂志创

品牌期刊具有十分重要的意义。
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