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提要: 检测一年生、四年生、六年生、八年生及四十年生白桦树各器官以及白桦组培苗诱导的愈伤组织和悬浮培养细胞中

齐墩果酸和白桦酯醇的分布和含量。结果表明, 不同树龄白桦的叶、茎外皮和根皮中都能检测出齐墩果酸和白桦酯醇, 但
主要集中在茎外皮, 叶片和根皮中含量极低, 齐墩果酸和白桦酯醇含量分别以四年生和八年生白桦茎外皮中最高。由白桦

组培苗茎段诱导的愈伤组织及其悬浮培养细胞和组培苗根诱导的愈伤组织中都能测出白桦酯醇, 其含量以茎段诱导的悬浮

培养细胞中为最高。组培苗、茎段诱导的愈伤组织及其悬浮培养细胞、叶片和根诱导愈伤组织中均可以检测出齐墩果酸,
其含量以悬浮培养细胞中的为最高。
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白桦树含有三萜类次生代谢产物白桦酯醇和

齐墩果酸, 他们均是来源于同一前体—2,3-氧化角

鲨烯(2,3-oxidosqualene, 2,3-OSC)的五环三萜(Zhang
等2003), 具有多种药理活性(李庆丽等1992; Fujioka
等 1994; Pisha 等 1995; Vasilenko 等 1993; Sun 等

2002)。萜类代谢产物的一个主要特征之一是具有

组织特异性, 而这些化合物在某一植物体内仅存在

于某一类器官、组织、细胞或细胞器中, 并受到

独立的调控(Zhang 等 2003; Hiroaki 2004)。虽然

很多植物都含有这两种三萜物质, 然而, 含量超过

10%的却很少(王奇和芦柏震2008; 杜丰玉等2008),
而白桦树外皮中仅白桦酯醇含量就可达到

10%~40% (崔艳霞和郑志方 1994; 范桂枝等2007),
是三萜物质 丰富的来源之一; 另外, 如能通过组

织培养方法获得白桦酯醇和齐墩果酸类药物, 用于

大规模生产和临床应用, 具有积极的生态效益和社

会效益。本文以不同树龄白桦的不同器官及其组

培苗诱导的愈伤组织为试材, 研究白桦酯醇和齐墩

果酸的分布和含量, 以期能为白桦三萜类物质的代

谢调控及其开发、利用提供参考。

材料与方法

不同树龄白桦(Betula platyphylla Suk.)植株来

自东北林业大学白桦强化种子园, 于 6月中旬取不

同树龄叶片、根皮和茎皮部分, 60 ℃烘干至恒重,
粉碎后用于检测。

白桦母树取自本校白桦强化种子园五至七年

生嫁接优树(接穗 30 年生), 取其种子, 经灭菌后在

WPM+1.0 mg·L-1 6-BA 培养基诱导组培苗, 相同培

养基上继代, 继代周期为 30 d。
选择生长状态良好的组培苗, 在超净工作台上

取其茎段(去掉茎段上的叶片及侧芽)、叶柄、叶

片和根, 切成 1 cm左右, 接种于培养基 IS+0.8 mg·L-1

6-BA+0.6 mg·L-1 NAA (詹亚光2001)诱导愈伤组织,
每瓶 3 个外植体, 并在相同培养基上继代, 每 25 d
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为一个继代周期, 继代 2 次后, 收获愈伤组织, 烘
干,  粉碎。

花药诱导的愈伤组织来源于春季取白桦花序,
经表面消毒灭菌后, 接种于培养基 IS+0.8 mg·L-1 6-
BA+0.6 mg·L-1 NAA 诱导愈伤组织, 并在相同培养

基上继代, 25 d为一个继代周期, 继代 2次后, 收获

愈伤组织, 烘干, 粉碎。白桦无菌苗和愈伤组织诱

导与继代培养基均加入为 20 g·L-1 蔗糖、5.3 g·L-1

琼脂粉, pH 值为 6.0~6.5。培养基均以 121 ℃高

压蒸汽灭菌 20 min, 培养温度为 24~26 ℃, 光照强

度为 40 μmol·m-2·s-1,光照时间 16 h·d-1, 湿度为

40%~50%。

由无菌苗茎段诱导和花药诱导的愈伤组织在

上述培养条件下, 连续继代 5 次, 愈伤组织黄绿松

散。在超净工作台上, 以镊子破碎, 接种于装有培

养基100 mL B5+0.2 mg·L-1 6-BA+0.6 mg·L-1 TDZ中,
接种量为 3 g·100 mL-1, 悬浮培养继代周期为 15 d,
继代 2 次后, 收获细胞, 烘干, 粉碎。

齐墩果酸和白桦酯醇提取采用改进的超声波

醇法(张泽和孙宏 2004)。分别称取 3 份 0.2 g干燥

的白桦样品, 加入 95% 分析乙醇并定容 5 mL 容量

瓶中, 于室温过夜浸提, 然后用强度为 10 kHz 下的

超声波超声 40 min, 取上清液, 并将其用 0.45 μm
滤膜过滤, 为样品检测液。

白桦酯醇和齐墩果酸标准品的纯度>98%, 购
自中国药品生物制品检定所。准确称取干燥的标

准样品 0.050 g, 溶解于95%分析乙醇中, 并定容至

50 mL, 配制成浓度为 1 mg·mL-1 标准储备液。

高效液相色谱(HPLC)检测条件, 用Water公司

600-717-2487 色谱系统, 色谱柱 HiQ sil C18V 4.6
mm×250 mm; 流动相为乙腈:水=4:1; 柱温25 ℃; 灵
敏度16 AUFS; 流速1.0 mL·min-1; 检测波长210 nm,

进样 10 μL。

 结果与讨论

1  不同树龄白桦植株中白桦酯醇和齐墩果酸含量

与分布

(1)表 1 显示, 白桦叶、茎外皮和根皮可检测

出齐墩果酸(图 1 和 2), 齐墩果酸含量茎外皮中

多, 显著高于叶和根皮。四年生和六年生植株的茎

外皮中齐墩果酸含量较高, 其次为八年生和四十年

生的植株, 一年生植株茎外皮齐墩果酸含量 低。

而叶中齐墩果酸含量以六年生 高, 显著高于其他

树龄, 其次为四年生和四十年生的。一年生的叶中

齐墩果酸含量 低。根皮中齐墩果酸含量以四十

年树龄的为 高, 其次为六年生和八年生的, 低

为一年生的。

(2)白桦植株各部位均可检测出白桦酯醇(图2
和 3), 但主要集中在茎外皮中, 叶和根皮中相对含

量均较低。八年生的白桦植株茎外皮中白桦酯醇

含量 高, 其次为四十年生的, 再次为四年和六年

生的, 低为一年生的。树叶中白桦酯醇以八年生

的为 高, 其次为四年生和六年生, 四十年生和一

年生叶片白桦酯醇含量 低。根皮中白桦酯醇含

量依次为四十年生>八年生>六年生>四年生>一年

生(表 2 )。
由此可见, 树年龄与齐墩果酸和白桦酯醇含量

具有一定的相关性, 但并不是完全随着树龄增加而

提高(表 1 和表 2)。一年生白桦植株各部位的这两

种物质的含量均较低, 这可能是由于幼树正处于快

速生长期, 物质代谢主要集中在初生物质合成, 以
致各种次生代谢产物积累较少之故。另外, 可能只

有达到一定树龄、经过气候变化及四季的更替等

外界环境的刺激, 才更有利于大量次生代谢产物的

表 1  不同树龄白桦的齐墩果酸在各部位的分布与含量

                           齐墩果酸含量 /mg·g-1 (DW)
    树龄 齐墩果酸总量 /mg·g-1 (DW)

    叶 茎外皮  根皮

一年生 0.035D   0.144C 0.006C   0.185C

四年生 0.205B 22.340A 0.040C 22.585A

六年生 0.395A 19.886A 0.190B 21.171A

八年生 0.158C 14.236B 0.154B 14.548B

四十年生 0.188B 14.570B 0.376A 15.134B

　　表中不同字母表示在 0 . 0 1 水平上差异显著。下表同此。
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表 2  不同树龄白桦植株中白桦酯醇分布与含量

                      白桦酯醇含量 /mg·g-1 (DW)
  树龄 白桦酯醇总量 /mg·g-1 (DW)

    叶 茎外皮  根皮

一年生 0.182D     3.872D 0.841D     4.895D

四年生 1.927B   64.275C 2.200C   68.402C

六年生 1.794B   53.035C 3.100C   57.929C

八年生 2.397A 207.704A 6.546B 216.647A

四十年生 0.506C 100.277B 8.279A 109.061B

图 2  白桦树外皮样品液相色谱检测图谱

图 1  齐墩果酸标准品液相色谱检测图
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合成与积累。

2  白桦无菌苗和细胞中白桦酯醇和齐墩果酸含量

与分布

表3显示, 由白桦组培苗茎段诱导的愈伤组织

及其悬浮培养细胞和组培苗根诱导的愈伤组织中可

检测到白桦酯醇, 含量以茎段诱导的悬浮培养细胞

中为 高, 其次为根诱导的愈伤组织。而组培苗、

花药诱导的愈伤组织及其悬浮培养细胞、叶柄和

叶片诱导的愈伤组织均检测不到白桦酯醇。但在

组培苗、组培苗茎段诱导的愈伤组织及其悬浮培

养细胞、叶片和根诱导的愈伤组织中均可以检测

出齐墩果酸, 其含量以茎段诱导的悬浮培养细胞中

为 高, 其次为叶和茎段诱导的愈伤组织。而由花

药诱导的愈伤组织及其悬浮培养细胞, 以及叶柄诱

导的愈伤组织中均检测不到齐墩果酸。另外值得

注意的是我们在进行由无菌苗的根、叶柄及叶诱

导愈伤组织时发现愈伤组织生长量和细胞活力均不

及茎段诱导的愈伤组织高, 且结构较致密, 用镊子

不能较易破散。尤其是根诱导的愈伤组织在进行

悬浮培养时, 需用刀切割, 且切割后造成机械损伤,
使细胞发生褐化, 并扩散到悬浮培养基中, 抑制细

胞生长, 不利于悬浮培养; 所以本文未对由根诱导

的愈伤组织在悬浮培养过程中进行白桦酯醇和齐墩

果酸含量的检测。综合比较, 由茎段诱导的愈伤组

织结构松散, 生长速度快, 颜色黄绿, 细胞活力高,
易于悬浮培养和三萜的合成。

表 3  白桦无菌苗和细胞中白桦酯醇和齐墩果酸含量与分布

        材料 外植体来源 齐墩果酸含量 /mg·g-1 (DW) 白桦酯醇含量 /mg·g-1 (DW)

愈伤组织 根 0.015 0.647
茎段 0.040 0.100
叶柄 0 0
叶片 0.059 0
花药 0 0

悬浮培养细胞 茎段 0.119 0.913
花药 0 0

组培苗 全株 0.024 0

可见利用白桦愈伤组织及细胞悬浮培养的方

法可以获得白桦酯醇和齐墩果酸物质, 但次生代谢

产物合成的组织特异性, 也使得通过此种方法获得

目的产物的一个重要前提条件是培养材料的选择

上。本研究中, 利用白桦组培苗的茎段诱导的愈伤

组织及其悬浮培养细胞中均可获得白桦酯醇和齐墩

图 3  白桦酯醇标准品液相色谱检测图谱
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果酸。相对来讲, 悬浮培养过程中, 营养物质与细

胞的全面接触及振荡过程中细胞间物质的有效传

递, 使得悬浮培养细胞更有利于积累次生代谢产物。
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