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摘 要 ：采用不同植物生长物质组合对牛膝幼苗进行喷施处理和植物化学分析相结合的方法，研究植物生长 

物质对牛膝生长及其主要药用成分合成的影响．结果表明：1．0 mg·L-1 IBA+1．0 mg·L MJ(T4)协同处理最有 

利于牛膝地下部分生物量的增加；1．0 mg·L IBA+1．0 mg·L-1 6-BA(T3)协同处理最有利于牛膝根中齐墩果酸 

的积 累；1．0 mg·L IBA+2．0 mg·L NAA(T2)和 1．0 mg·L-1 IBA+1．0 mg·L 6-BA(T3)处理最有利于牛 

膝根中蜕皮甾酮的积累．综合考虑各项指标 ，1．0 mg·L-1 IBA+1．0 mg·L 6-BA(T3)处理无论是对牛膝的生长 

还是主要药用成分三萜皂苷和蜕皮甾酮的积累均比对照有显著性提高，最有利于牛膝药材产量和品质的提高． 
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牛膝(Achyranthes bidentata BL．)为苋科牛膝属多年生草本植物，以干燥根入药，具有逐瘀通经，强筋 

骨，补肝肾，利尿通淋，引血下行等功效L】]．近年来，随着人们应用牛膝药物及其所含药用成分进行防病、治病 

日趋增多，对牛膝药材的需求量也随着加大．虽然牛膝目前已形成了大规模的人工栽培，但部分药农大量施 

用化肥，使得牛膝枝繁叶茂，药用部分根的产量却不高，根中牛膝皂苷、蜕皮甾酮等主要药用成分的含量亦偏 

低，严重影响了药材的产量和品质．目前国内外对牛膝的栽培、药理学、植物化学分析及结构发育与有效成分 

积累关系等方面的研究较多 ]，而有关植物生长物质对牛膝生长及主要药用成分积累的研究报道极少．植物 

生长物质是指一些能调节植物生长发育的微量化学物质，它包括植物激素和植物生长调节剂[3]．自20世纪 

发现生长素以来，有关植物激素在药用植物研究方面得到了广泛的应用[4 ]，研究表明外源植物生长物质在 

农作物上的推广应用已产生了巨大的经济效益和社会效益[7]．人们常应用吲哚丁酸(IBA)诱导根原体的形 

成，促进植物扦插生根，能促进植物细胞分裂和分化，有利于维管束系统的分化和新根的生成，促进不定根的 

形成．据 Waseem K等 报道，在诱导菊花茎尖外植体的愈伤组织分化时，添加 0．2 mg·L IBA于 1／2 

MS培养基中，可显著促进根的生长．广谱型植物生长物质萘乙酸(NAA)能促进细胞的分裂和生长，诱导不 

定根的形成，提高坐果率．朱敏等 报道，以30 mg·L NAA对丰亡果植株进行喷施处理具有促进坐果和疏 

果的双重作用，并可显著促进果实的膨大．第一个人工合成的细胞分裂素是 6一苄胺基腺瞟呤(6-BA)，其主要 

功能是促进芽的生成，诱导愈伤组织的形成，提高植物的品质．房翠萍等[1叩研究表明，添加 0．2 mg·L 

NAA+3．0 mg·L 6-BA于丹参愈伤组织分化培养的 1／2 MS培养基上，能使丹参毛状根中丹参酮 II A 

的含量显著提高．许种植物体内能产生内源性激素茉莉酸甲酯(MJ)，并能作为信号转导分子在植物受到逆 

胁迫时激发其防御基因的表达，诱导机体产生化学防御_1 ，也可作为诱导子激活调控基因的表达，调控植物 

次生代谢产物的合成[1 ]̈．Sirvent等L1 ]用浓度为 200／~mol·L-1 MJ贯叶连翘植株进行处理，显著提高植 

株中金丝桃素类物质和贯叶金丝桃素的含量．IBA，6-BA，NAA和MJ等植物生长物质已普遍应用于促进植 

物活性成分合成的研究中，但在牛膝的大田栽培中的应用研究甚少．因此，研究植物生长物质对牛膝生长发 
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育及其主要药用成分积累的影响，对牛膝生长发育和主要药用成分的合成进行人工调控，对提高牛膝药材的 

品质和产量都有重要的意义． 

1 材料与方法 

1．1 材料及试剂 

实验材料为种植于河南温县农科所的怀牛膝，经河南师范大学李景原教授鉴定为苋科牛膝属植物的牛 

膝(Achyranthes bidentata BL．)．植物生长物质 IBA，NAA，6-BA，MJ等均为分析纯，购自Sigma公司．齐墩 

果酸和蜕皮甾酮标准品(纯度 98 )购自南京春秋生物公司． 

1．2 方法 

2015年 7月 15日将牛膝种子播种于温县农科所牛膝种植基地，待幼苗长至 3～15 cm高时进行间苗． 

出苗两周后，根据前期的实验结果，于 2015年 8月 10日傍晚，选用不同植物生长物质组合对牛膝幼苗进行 

以下喷施处理 ：(1)CK (对照)：蒸馏水 ；(2)T1：1．0 mg·L— IBA；(3)T2：1．0 mg·L IBA+2．0 mg·L 

NAA；(4)T3：1．0 mg·I 一 IBA+1．0 mg·L一 6-BA；(5)T4：1．0 mg·I IBA+1．0 mg·L一 MJ．喷施致 

叶片正反两面挂满水珠为宜，每处理 4行(5O株／行)，连续处理 3 d(1次／d)，植株生长期间进行正常的大田 

维护．牛膝于处理后 90 d(收获期)采收．样品采集后，于 105℃杀青 30 min，60℃烘干、粉碎并过40目筛，置 

于干燥器中保存备用． 

1．3 生物学指标 

每处理随机采挖 1O株完整植株，测定其株高、根长以及根的其它量． 

1．4 齐墩果酸和蜕皮甾酮的测定方法 ’ 

1．4．1 齐墩果酸的测定 

样品制备：精确称取样品0．1 g(每样 3份重复)，加入 10 mL甲醇，进行 30 min超声粗提取，滤去残渣， 

容器和残渣用甲醇洗涤 3次，合并提取液，于旋转蒸发仪减压浓缩至干后，加入 4 moL·I 盐酸 10 mI ， 

85℃水解 1 h，冷却后加氯仿 10 mL，60℃回流萃取 2次(15 min／次)，收集下层液并减压浓缩至干，用色谱 

纯甲醇定容至 1 mL，混匀并过滤(滤膜孔径为 0．22 m)，用于高效液相色谱(HPLC)测定_1 ． 

色谱条件：高效液相色谱仪(Agilent 1200 LC)，Eclipse XDB-C 色谱柱(4．6 mm×150 ram)，流动相为 

甲醇一水一冰醋酸(90：10：0．1)；流速 0．9 mL·min ，柱温25℃，检测波长 210 nm，进样量 20 L． 

1．4．2 蜕皮 甾酮测定 ’ 
， 

样品制备：精确称取样品O．1 g(每样3份重复)，加甲醇 1O mL，超声提取 30 min，滤去残渣，容器和残渣 

用甲醇洗涤 3次，合并提取液，于旋转蒸发仪减压浓缩至干，加甲醇定容至 3 mL，混匀后用孔径为 0．22／xm 

的微孔滤膜过滤，用于 HPLC的测定_】 ． 

色谱条件：流动相为甲醇一水一冰醋酸(16：84：0．1)；流速 1 mL·min_。，柱温 25℃，检测波长为 

252 nm，进样量 20 L． 

1．5 数据处理 

所有实验数据均进行方差分析，检验处理间的差异显著性用新复极差(Duncan S)．整个计算过程在 

SPSS和 Excel软件系统下完成． 

2 结 果 

2．1 不同植物生长物质配比处理对牛膝生物学性状的影响 

不同植物生长物质配比处理对牛膝生物学性状的影响见表 1．由表 1可知，各处理组对牛膝的株高均有 

一 定的促进作用，其中T2处理较 CK显著提高了7．6 (P<0．05)，其余处理与CK相比均没有达到显著性 

差异．表明1．0 mg·L IBA+2．0 mg·I NAA协同处理可促进牛膝地上部分的生长．各组处理对牛膝 

根长的影响较小，与 CK比较均无显著性差异，但对牛膝地下部分生物量的积累均呈正效应(P％0．05)，T1， 

T2，T3，T4处理分别比 CK增加 19．1 、29．2 、24．4 和 34．8 ，其中 T4处理(1．0 mg·L IBA+ 
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1．0 mg·L MJ)对牛膝地下部分生物量积累最有利 ，其次为 T2(1．0 mg L 。IBA+2．0 mg·L— NAA) 

处理． 

表 1 不同植物生长物质组合处理对牛膝生物学性状的影响 

注：表中不l司字母表不 LSD试验 5 水平差异显著，下l可． 

2．2 不同植物生长物质配比处理对牛膝根中齐墩果酸含量的影响 

不同植物生长物质配 比处理对牛膝根中齐墩果酸含量的影 响见表 2．从根 中齐墩果酸的相对含量(mg／ 

g)来看，各处理均较 CK有不同程度的下降，其中T3处理较 CK稍有下降，并无显著性差异．但从牛膝根中 

齐墩果酸的总量(即相对含量×根干重)来看，除 T4处理外，其他各处理均较 CK有所提高，其中T3处理比 

CK显著增加了 17．7 (P<0．05)，表明 1．0 mg·L IBA+1．0 mg·L 6-BA协同处理可促进牛膝根中 

齐墩果酸的合成，而其他处理则不利于牛膝根中齐墩果酸的积累． 

表 2 不同植物生长物质组合处理对牛膝根中齐墩果酸含量的影响 

2．3 不同植物生长物质配比处理对牛膝根中蜕皮甾酮含量的影响 

不同激素配比处理对牛膝根中蜕皮甾酮含量的影响见表 3．从牛膝根中蜕皮甾酮的相对含量(mg·g ) 

来看，各处理组均较 CK有所增加，其中T1，T2和 T3处理后牛膝根中的蜕皮甾酮相对含量达显著性差异， 

分别增加了 24 、32 、28 ，T1、T2和T3间并没有显著性差异．从牛膝根中蜕皮甾酮总量(即相对含量× 

根干重)来看，各处理组均较 CK有显著性增加(P<0．05)，影响顺序由大到小是：T2，T3，T1，T4，其中T2 

处理组的牛膝中蜕皮甾酮总量居前，比CK增加 81．5 ．但 T2和 T3间并没有显著性差异．说明 1．0 mg· 

L叫 IBA4-2．0 mg·L NAA和 1．0 mg·L IBA4-1．0 mg·L 6-BA处理最有利于牛膝根中蜕皮 甾酮 

的积累． 

表3 不同植物生长物质组合处理对牛膝根中蜕皮甾酮含量的影响 

3 分析讨论 

不同植物生长物质对植物的生长发育具有广泛的作用，并能诱导多种次级代谢产物的形成口 ．IBA 

和 NAA属于生长素类植物调节剂，对植物细胞的分裂、伸长生长及分化均有一定的影响口 ．本研究结果显 

示，1．0 mg·L IBA单独喷施牛膝幼苗叶片对牛膝的株高、根长及生物量的积累均有促进作用，这与本课 

题组前期的研究结果一致 ．总体看来，1．0 mg·L IBA4-2．0 mg·L NAA(T2)协同处理与IBA单独 

处理对牛膝生物学性状的影响趋势基本一致．孙玉新等研究表明，施用适量的植物外源生长素能够促进丹参 

的生长l_2 ．本试验采用两种植物生长物质(IBA和 NAA)处理牛膝的结果与此基本相符．各组处理对牛膝根 
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长均无显著影响，对牛膝地下部分生物量的积累均呈显著的正效应，其中 1．0 mg·L IBA+1．0 mg·L 

MJ(T4)处理最有利于牛膝地下部分生物量的积累，其次为 T2(1．0 mg·L IBA+2．0 mg·L-1 NAA)处 

理．牛膝的根是主要的药用部分，这对于提高其产量具有重要的实践意义． 

植物生长物质不仅能影响植物的生长，对细胞次级代谢产物的积累也有重要的影响_2 ．不同的研究表 

明，IBA，NAA，6一BA，MJ以及不同种类、不同比例植物生长物质协同处理植物，均可使控制合成三萜类化合 

物相关基因的表达上调，从而促进三萜类物质的合成_2 。 ．前人多利用细胞悬浮培养、植物组织培养、盆栽 

苗等为实验材料研究 IBA、NAA、6一BA、MJ单独或协同处理对植物中三萜类物质合成的影响，本研究通过 

应用不同组合植物生长物质对牛膝大田栽培苗进行处理，得到了相似的结果．除 T4处理外，其余各处理组 

的牛膝根中齐墩果酸的总量均有所增加，其中T3处理组与 CK相比差异达显著水平，比CK增加了 17．7 

(P<O．05)，说明 1．0 mg·L IBA+1．0 mg·L 6-BA协同处理可促进牛膝根中齐墩果酸的积累．在植物 

次生代谢过程中，植物激素起着诱导信号传导的作用，对次生代谢过程中各种酶的合成和活性具有调节作 

用_】 ．1．0 mg·L IBA+1．0 mg·L 6-BA协同处理可能促进了牛膝三萜皂苷代谢途径中关键酶基因的 

表达，增强了相关酶的合成量及活性，从而促进了牛膝根中三萜皂苷的积累．其作用机理还有待于进一步研 

究．相同的植物生长调节剂对不同次生代谢产物积累的影响不同．本研究结果表明，不同植物生长物质组合 

处理对牛膝根中蜕皮甾酮的总量均呈显著的正效应，影响由大到小为：T2，T3，T1，T4，而 T2和 T3间并没 

有显著性差异，对牛膝根中蜕皮甾酮总量增幅最大，达到81．5 9／6和59．8 9／5．表明1．0 mg·L IBA+2．0 mg 

· L NAA和 1．0 mg·L IBA+1．0 mg·L 6一BA处理对牛膝根中蜕皮甾酮的积累最有利． 

中药属于复杂性科学体系，药性是其整体化学成分的协同综合作用结果[2 ．因此，综合考虑各项指标， 

1．0 mg·L IBA+1．0 mg·L MJ(T4)处理虽然最有利于牛膝地下部分生物量的积累，但对根中三萜皂 

苷和蜕皮甾酮的积累并不是最佳的处理．1．0 mg·L IBA+1．0 mg·L 6-BA(T3)处理无论是对牛膝的 

生长发育还是对三萜皂苷和蜕皮甾酮的积累均比对照组 CK有显著性提高，最有利于牛膝药材产量和品质 

的提高． 
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Effects of plant growth substance on Growth and Maj or Medicinal 

Components Accumulation of Achyranthes bidentata BI 

LI Jinting，QI Wanzhen，HAN Xueping，WANG Can，LIU Xueyuan，LIU Yajing，MA Yaying 

(College of Life Sciences；Engineering Technology Research Center of Nursing and 

Utilization of Genuine Chinese Crude Drugs，University of Henan Province，Henan Normal University，Xinxiang 453007，China) 

Abstract：The effect of plant growth substance on the growth and major medicinal components of Achyranthes bidentate 

B1．was investigated by spraying cultured seedlings with different combinations of exogenous horrnones and phytochemical meth— 

od．The results showed that 1．0 mg·L一 IBA+1．0 mg·L一 MJ(T4)coordination treatment significantly promoted under— 

ground biomass increasing in A bidentata．1．0 mg·L一 IBA+ 1．0 mg·L 6-BA (T3)coordination treatment was benefit for 

oleanolic acid accumulation in root，whereas 1．0 mg·LI1 IBA+2．0 mg·L-1 NAA (T2)and 1．0 mg·L IBA+ 1．0 mg· 

L一 6-BA (T3)treatment also significantly promoted ecdysterone accumulation in roots．Taking into account of each index in 

this experiment，1．0 mg·L-1 IBA+ 1．0 mg·L 6-BA (T3)treatment was advantageous tO growth，the oleanolic acid and 

ecdysterone total contents increasing in root of A bidentate，and are beneficial to the improvement the output and quality of A 

bidentate crude drug． 

Keywords：Achyranthes bidentata B1．；plant growth substance；biological characteristics；oleanolic acid；ecdysterone 


