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  摘要:在室温下对干燥的一年生矮种长春花种子进行了静高压氮气处理,压力分别为10、

20、30MPa,保压4h。将各处理组与未经高压处理的对照组种子同时在相同的自然条件下进

行播种培育。详细观察对比了各组植株的花形等性状,用高效液相色谱检测了生长旺盛期植

株中长春碱和长春新碱的含量,另外还观察了剪枝后再生植株的生长性状。结果表明:种子经

高压处理的各组长春花植株中的长春碱含量都有显著增加;长春新碱含量也有提高趋势。这

种变化与花形改变和再生植株患病率的分布有一定程度的对应关系。初步认为植株体内长春

碱含量的提高可能与高压导致的愈伤组织有关。
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1 引 言

  长春花(Catharanthusroseus)为夹竹桃科、长春花属,多年生草本植物。它是一种具有较高药用价

值的中药材。从长春花植株中可以提取近百种生物碱,其中以长春碱(Vinblastine)、长春新碱(Vincris-
tine)最有实用价值,它们对多种癌症都有显著的疗效。但这两种成份在长春花体内的含量很低,分别

为十万分之几和百万分之几。因此,研究如何提高长春花植物体内长春碱﹑长春新碱的含量,对抗癌药

物的进一步开发具有十分重要的科学意义和应用价值。
过去关于长春花中生物碱的研究主要集中在长春花组织和细胞培养技术方面[1-2]。张玲琪等人通

过对长春花内生真菌的分析,初步认为培养真菌的方法可以产生长春新碱成分[3]。在长春花细胞培养

中,一直未能检测到双吲哚生物碱长春碱[4]。除细胞培养技术外,1988年Parr等人通过诱导长春花形

成毛状根的方法,从毛状根中检测到被认为是次生代谢产物的长春碱[4]。但能否用这种方法提高长春

花植株中长春碱的相对含量尚没有进一步报道。
过去关于提高长春花植株中生物碱含量的研究基本上都属于生物学与生物化学的范畴。近年来,

高压育种、航天育种、辐射育种等物理方法已在植物学领域得到研究和应用。徐世平、白成科等人研究

了静水高压处理萌动水稻种子对水稻生长发育的影响,发现高压不仅对水稻的生长发育有影响,而且能

诱导水稻产生变异[5-6]。这些研究都说明高压处理种子可能成为一种改良植物品种的有效方法。
本工作采用氮气作为传压介质对长春花种子进行了静高压处理,观察了长春花生长性状,检测了实

验植株中长春碱和长春新碱含量。旨在探索一种提高长春花植株中有效药物成分含量的方法。
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2 材料与实验方法

2.1 种子及其处理

  实验采用美国 W.AtleeBurpee公司出售的一年生矮种长春花种子(Catharanthusroseus),对种子

进行了两季常规栽培,植株性状稳定。在以氮气为传压介质的高压装置上分别对随机分组的种子进行

了三种不同条件的静高压处理。压力分别为10、20、30MPa,温度均为15℃,保压时间为4h。高压装

置的示意图见图1。

图1 高压处理装置

Fig.1 Pressuretreatmentapparatus

2.2 栽培管理与性状观测

  将不同压力处理过的三组种子与未经高压处理

的对照组种子同时在相同自然条件下播种,每组50
粒。发芽后经一次分栽,至真叶4~5枚后,每组分

别随机选取15株移栽至实验盆,将实验盆置于自然

环境相同且阳光充足的平台上。幼苗期进行2次摘

心。播种后第142d,将各组植株从根部剪枝。
自播种第一天起,每天记录天气、温度、湿度等

参数。同时,对植株的生长性状进行观察,并进行常

规水肥管理和病虫害防治。
为了全面分析压力对植株生长性状的影响及其原因,对剪枝后植株的情况也作了详细观察和记录。

剪枝后,根部长出再生植株。播种后第227d,室外温度降至15℃以下。再生植株被移至16~23℃、平
均湿度为85%的温室。观察记录一直持续到播种后第250d。

实验地点在四川成都地区。气温为15~35℃,平均湿度为85%。

2.3 分析检测

  播种后第142d,各组长春花均处于生长旺盛时期。将各组植株从根部剪下,让其自然风干15d
后,将植株干草研磨成粉。

精密称取标准样品长春碱和长春新碱各10mg(购自海南长春花开发有限公司,企业标准为94%/

CP2000/BP98/USP24),加流动相:水、甲醇、二乙胺(300∶700∶5),定容为25mL,得标准样品溶液;精
密称取每组药材粗粉各15g,用0.7%硫酸溶液煎煮两次,每次200mL,过滤。合并滤液,再将滤液浓

缩至50mL。用石油醚萃取3次,用量分别为50、50、40mL。分液,水层用氨水调至pH值在8~9之

间。再用氯仿萃取3次,用量分别为50、50、40mL。分液,合并氯仿液,减压回收溶剂,残渣用甲醇定容

图2 各组平均单株开花数变化曲线

Fig.2 Graphsofaveragenumberofflowersin
eachplantofrespectivegroup

为25mL,得各组样品溶液。
取标准样品溶液和各组样品溶液各20μL,使

用 HP1100 高 效 液 相 色 谱 仪 (G1310AIsoPump;

G1313AALS;G1316Acolcom;G1314AVMD检测

器;Chemstation数据处理软件)分析长春花干草中

长春碱和长春新碱含量。

3 实验结果与分析

3.1 对长春花生长性状的观察

  播种80d后各组植株开始开花,播种137d后

开花数出现明显减少趋势。各组平均每株开花数随

压力的增加略有减少(如图2)。在这段开花期内,
对照组开花的花形如图3(a)所示。而各加压组中

不同程度地出现了花形变化:花瓣变窄,甚至变成月
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芽形,如图3(b)。值得注意的是:加压各组花形改变的概率高达50%~70%,这种改变在对照组出现的

概率则为零。各组植株花形改变具体分布情况见表1。

   (a)FlowershapeintheCPgroup        (b)Abnormalflowershapeinthepressuretreatedgroups

图3 两种典型的花形

Fig.3 Twotypicalshapesoftheflowers

表1 不同压力下各组植株花形改变率与再生植株中病株比例

Table1 Ratioofchangedfloralshapeandillaftergrowthplantsineachgroup

Ratio CP
p/(MPa)

10 20 30

Ratioofchangedfloralshape/(%) 0 70 50 70

Ratioofillaftergrowthplants/(%) 0 70 37 60

      Note:CP—Thecomparisongroup.
另一方面,对剪枝后的再生植株的观察表明:各加压组再生植株在移入温室后生长速度很慢,绝大

部分植株出现叶片缩小,色泽灰暗,叶表面凹凸不平,节间缩短等现象(如图4)。我们认为,这些现象符

合长春花病毒病的症状[7]。与此不同,对照组的再生植株则完全没有发现这种现象。对照组再生植株

移入温室后继续生长,叶片丰厚,色泽鲜艳(如图5)。我们还注意到:各加压组再生植株出现病株的比

例很高,并且,其病株比例与142d前花形改变比例有一定对应关系(见表1)。但剪枝前各加压组患病

特征并不明显。

图4 长春花患病植株(选自加压组再生植株)

Fig.4 TypicalillplantofCatharanthusroseus
(Aftergrowthofthepressuretreatedgroups)

图5 长春花正常植株(选自对照组再生植株)

Fig.5 ThenaturalplantofCatharanthusroseus
(AftergrowthoftheCPgroup)
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3.2 高压处理种子对长春花植株体内长春碱、长春新碱含量的影响

  色谱检测结果表明:与对照组相比,各加压组植株中长春碱的含量均有明显提高。其中,10MPa
组中植株体内长春碱的含量提高到对照组的2.3倍;20MPa组提高到1.90倍;30MPa组提高到2.55
倍。重复进样5次,误差在1.6%以内。长春新碱含量也有提高趋势。图6给出了长春花植株色谱检

测图例。长春碱、长春新碱含量检测结果见表2。

    (a)TheCPgroup              (b)Pressuretreatedgroup(10MPa)

图6 长春花植株色谱检测图

Fig.6 ChromatogramsoftheCatharanthusroseusplants

表2 不同压力下各组植株干草中长春碱、长春新碱的含量(HPLC分析结果)

Table2 ContentsofVinblastineandVincristineofdryplantsineachgroup(byHPLC)

Composition CP
p/(MPa)

10 20 30

Vinblastine/(mg/g) 0.1018 0.2372 0.1930 0.2551

Vincristine/(mg/g) 0.0039 0.0031 0.0049 0.0057

      Note:CP—Thecomparisongroup.

4 讨 论

  Saltvait等曾报道经高压处理的植物组织细胞膜的结构发生了改变,从而伤害到细胞膜的功能[8]。
李桂双、白成科等也曾报道静水高压处理后的水稻生长明显受到抑制[9]。本实验中经静高压处理的长

春花植株花形改变,开花数目略有减少,剪枝后再生植株容易感染病毒,移至温室后再生植株生长速度

慢。这些生长性状的变化也可以认为是由于高压破坏了长春花种子的细胞膜结构,使其植株的某些器

官容易形成愈伤组织,生长发育受到抑制的缘故。
许多研究表明:植物体的某一器官被诱导形成愈伤组织后,其合成原器官次生代谢物的能力极大地

降低,而与此同时另一些在植物中含量低的化合物却在器官愈合过程中大量合成。赵剑等人在培养基

上诱导长春花叶片愈伤组织发生的过程中,发现叶片中的文多灵与长春质碱迅速降低至极低水平[2]。
而文多灵与长春质碱可偶合为长春碱[2]。本实验中,高压处理后的长春花植株可能会形成愈伤组织、使
生长发育受到抑制。这种现象与长春碱含量增加也有一定对应关系。因此,我们认为高压处理后的长

春花植株的长春碱含量显著增加可以解释为:高压破坏了长春花种子的细胞膜,使植株的某些器官容易

形成愈伤组织,从而导致合成的次生代谢物长春碱增加。但是,这样的解释还有待对种子细胞膜等结构

以及愈伤组织的详细观察分析才能证实。
长春新碱在植株中的含量非常低,仅为百万分之几。在实验中对长春新碱检测数据的精度还有待
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进一步提高。对长春新碱的合成机理也还有待进一步研究。
以上实验结果表明:静高压氮气处理种子对提高长春花植株内长春碱含量有明显的作用;对提高长

春新碱含量的作用还需进一步证实。联系到高压处理种子后长春花植株生长性状的改变,初步认为植

株体内长春碱含量的提高可能与高压导致的愈伤组织有关。
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EffectofHighPressureTreatingCatharanthusRoseusSeeds
onEnhancingContentofVinblastineinthePlant

CHENLi-Ying1,2,WUXue-Hua1,LIUXiu-Ru1,SULei1,
HONGShi-Ming1,LIANGHeng-Xing3,GUOLi3

(1.LaboratoryofHighPressurePhysics,

SouthwestJiaotongUniversity,Chengdu610031,China;

2.SchoolofScience,WuhanUniversityofTechnology,Wuhan430070,China;

3.ChengduUniversityofTraditionalChineseMedicine,Chengdu610075,China)

Abstract:ThreegroupsofshortannualCatharanthusroseusseedsweretreatedinhighpressurenitro-
gengasfor4hatroomtemperature;thepressurewas10,20and30MPa,respectively.Otheruntreat-
edseedswereregardedasacontrolgroup(abbreviatedtoCP).Allseedswereplantedundersame
condition.ThevegetalcharacteroftheCatharanthusroseuswasobservedindetailandcontentsofVin-
blastineandVincristineintheplantsweredetectedbyHPLC.Experimentalresultsindicatedthatthe
contentsofVinblastineincreasedremarkablyandVincristinetendedtoincreaseintheplantsofthe
pressuretreatedgroupsincomparisontoCP.Itisalsonoticedthatdistributionsofvarianceofthe
flowersandillaftergrowthplantsarecorrespondingapproximatelytothatofthecontentsofVinblas-
tine.Mechanismoftheeffectsofpressuretreatmentwasdiscussedqualitatively.
Keywords:catharanthusroseus;highpressure;vinblastine;vincristine
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