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傅里叶变换红外光谱(ＦＴＩＲ)技术对滇龙胆组织培养的研究
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摘　 要: 野生药用植物资源的不断减少ꎬ 使得寻找其原植物的合适替代品显得尤为重要ꎮ 利用组培材料代替野生

药用植物作为药源已取得重大进展ꎬ 但利用傅里叶变换红外光谱(Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙꎬ ＦＴ￣
ＩＲ)技术筛选合适的组培材料作为野生药用植物替代资源方面的应用鲜有报道ꎮ 本研究采用 ＦＴＩＲ 结合偏最小二

乘判别分析(ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＰＬＳ￣ＤＡ)对滇龙胆组织培养形成的愈伤组织(肉质部、
茎、 叶)、 增殖苗(肉质部、 茎、 叶)、 生根苗(根、 茎、 叶)进行比较ꎮ 结果显示: (１)从原始 ＦＴＩＲ 光谱图上看ꎬ
滇龙胆肉质部和根部峰形相似ꎬ 茎和叶峰形相似ꎻ (２)二阶导数光谱图扩大了样品间的差异ꎮ 在龙胆苦苷的主要

吸收峰 １６１２ ｃｍ－１附近ꎬ 吸收峰强度依次为: 生根苗叶 >增殖苗叶和生根苗茎>增殖苗茎>愈伤组织叶ꎬ 愈伤组

织茎及肉质部、 增殖苗肉质部和生根苗根部在该处无吸收峰ꎻ (３)ＰＬＳ￣ＤＡ 得分图表明ꎬ 同一组培阶段相同组织

部位样品聚集在一起ꎬ 而愈伤组织、 增殖苗、 生根苗及其各组织部位能够较好的分开ꎮ 其中: 肉质部、 根部与

茎叶之间距离较远ꎬ 表明其化学成分和含量可能差异较大ꎻ 肉质部和根部样品间距离较近ꎬ 茎和叶样品间距离

也较近ꎮ 二阶导数光谱图显示ꎬ 组培材料有望代替其原植物满足药用需求ꎻ 若以龙胆苦苷含量为评价对象ꎬ 生

根苗叶则可能具有更大的开发潜能ꎬ 有望代替野生滇龙胆以缓解其资源稀缺局面ꎮ 本研究结果表明ꎬ 采用傅里

叶变换红外光谱法可以简便有效地对药用植物不同组培阶段不同组织部位的替代潜力及开发利用进行初步评估ꎮ
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ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｐｌａｎｔｓ
ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ (ＦＴＩＲ) ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙꎻ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｐｌａｎｔｓꎻ Ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅꎻ
Ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｉｇｅｓｃｅｎｓ Ｆｒａｎｃｈ. ｅｘ Ｈｅｍｓｌ.

　 　 药用植物在治疗疾病和保护人类健康方面起着

非常重要的作用[１]ꎮ 随着人类社会的发展、 生态

环境的持续恶化ꎬ 药用植物资源日益减少ꎬ 植物组

织培养技术以其不受季节、 环境条件、 时间、 空间

限制等优势已渗透到人类的生产、 生活、 科学研究

等领域[２ꎬ３]ꎬ 尤其是在野生珍稀濒危药用植物保护

和有效利用方面占有重要地位[４]ꎬ 利用该技术已

实现了人参皂甙[５ꎬ６]、 紫杉醇[７]、 紫草素[８] 等的规

模化生产及商业化应用ꎮ Ｓｕ 等[９] 研究表明雷公藤

(Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ Ｈｏｏｋ. Ｆ.)经细胞悬浮培养

后其活性成分雷公藤甲素和南蛇藤醇含量显著提

高ꎬ 更具有开发利用价值ꎻ 赵志莲等[１０] 采用高效

液相 色 谱 法 筛 选 滇 龙 胆 ( Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｉｇｅｓｃｅｎｓ
Ｆｒａｎｃｈ. ｅｘ Ｈｅｍｓｌ.)种质资源ꎬ 并以龙胆苦苷含量

较高的茎尖为外植体ꎬ 研究了培养基、 培养温度对

滇龙胆离体培养的影响ꎻ 张洁等[１１] 以野生滇龙胆

为材料建立了无性繁殖培养体系ꎮ
通过药用植物组织培养技术得到的愈伤组织、

增殖苗、 生根苗等材料在代替其原植物满足药用需

求方面具有广阔的应用前景ꎮ 目前ꎬ 相关的研究主

要集中在比较组培材料与野生苗中有效成分含量及

活性差异ꎮ Ｇａｉｋｗａｄ 等[１２] 研究表明ꎬ 经乙醇提取

的穿心草(Ｃａｎｓｃｏｒａ ｄｅｃｕｓｓａｔａ Ｓｃｈｕｌｔ)组培苗中

乙酰胆碱酯酶抑制活性稍低于野生苗ꎬ 但其作为具

有多种治疗效果尤其是缓解神经疾病的奇药ꎬ 穿心

草组培苗作为一种替代资源是可行的ꎻ 小新塔花

(Ｚｉｚｉｐｈｏｒａ ｔｅｎｕｉｏｒ Ｌ.)组培苗的水提取物清除自由

基能力显著强于其野生苗[１３]ꎻ Ｇｕｏ 等[１４] 研究表

明ꎬ 天山雪莲(Ｓａｕｓｓｕｒｅａ ｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａ Ｋａｒ. ｅｔ Ｋｉｒ.)
组培苗和野生苗含有的植物化学成分相似ꎬ 且组培

苗中绿原酸含量高于野生苗ꎮ 以上这些研究采用的

检测技术主要是高效液相色谱法ꎬ 但该方法存在样

品处理较复杂、 分析时间长、 有机溶剂使用量大、
污染环境等不利因素[１５]ꎮ 傅里叶变换红外光谱

(ＦＴＩＲ)具有取样量小、 重现性好、 简便迅速、 节

约成本、 多组分同时测定、 环境友好等优势ꎬ 并已

在中药研究领域中广泛应用[１６－１８]ꎬ 然而利用该技

术对药用植物组织培养的研究鲜有报道ꎮ
滇龙胆为龙胆科(Ｇｅｎｔｉａｎａｃｅａｅ)龙胆属多年

生、 须根肉质草本植物ꎬ 习称坚龙胆ꎬ 药用部位为
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根和根茎ꎬ 是中药龙胆基原植物之一ꎻ 主要分布在

云南、 贵州、 四川、 广西、 湖南等地ꎬ 适生于海拔

１１００ ~ ３０００ ｍ 的山坡草地、 林下、 灌丛及山谷

中[１９]ꎮ 滇龙胆味苦、 性寒ꎬ 归肝、 胆经ꎬ 用于湿

热黄疸、 肝火目赤、 耳鸣耳聋、 惊风抽搐等病症的

治疗[２０]ꎬ 其主要活性成分是以龙胆苦苷为代表的

环烯醚萜苷类化合物ꎬ 该类物质具有抗炎镇痛、 抗

细胞凋亡、 预防肝衰竭、 利胆、 抗真菌、 抗甲亢等

多种功效[２１－２３]ꎻ 此外ꎬ Ｇａｏ 等[２４]在滇龙胆中还分

离出一系列具有抗阿兹海默病的 ２ꎬ３￣二羟基苯甲

酸酯类化合物ꎮ 滇龙胆种子萌发时对生境条件要求

苛刻ꎬ 常需要高温和高湿ꎬ 在野外条件下其自然萌

发率仅有 ０􀆰３％ꎬ 再加上滇龙胆的分蘖繁殖能力低

(每丛每年萌生 １ ~ ２ 支茎) [２５ꎬ２６]ꎬ 导致野生种群

数量渐减ꎮ 滇龙胆为云南地道药材ꎬ 野生资源分布

甚广ꎬ 但因其野生种群在自然状态下零星分布且通

过自然繁殖实现群体的更新速度很慢ꎬ 以及人们对

滇龙胆野生资源无节制的采挖ꎬ 导致其分布面积锐

减ꎬ 目前已濒临灭绝的境地ꎬ 现已被列为国家重点

保护野生药材物种(三级)、 云南 １０ 个重要濒危药

用植物之一[２７]ꎮ 近年来ꎬ 在云南省部分地区已开

展了大面积的滇龙胆人工栽培ꎬ 其中临沧市种植面

积已达 ５２００ ｈｍ２ꎬ 但因受到以炭疽病为主的各类

病害的严重侵染ꎬ 且随种植年数的增加ꎬ 病菌积累

更多ꎬ 危害程度更大[２８]ꎮ 因此ꎬ 为解决因滇龙胆

自身繁殖缺陷、 易受病害侵染、 人为掠夺性采挖等

造成的资源短缺问题ꎬ 寻找滇龙胆野生资源的合适

替代品已迫在眉睫ꎮ 本研究采用傅里叶变换红外光

谱法对滇龙胆愈伤组织、 增殖苗及生根苗的各个组

织部位进行分析ꎬ 了解其不同生长阶段各组织部位

的成分组成及含量变化ꎬ 以期寻找滇龙胆野生资源

的合适替代品ꎬ 同时也为珍稀濒危药用植物提供一

种筛选合适替代资源的新途径ꎬ 保证药用植物资源

的可持续利用ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

不同组培阶段的滇龙胆样品(图 １)由云南中医

学院黄衡宇副教授提供ꎬ 其培养条件: 温度为

(２３ ± ２)℃ꎬ 光照强度为 １５００ ~ ２０００ ｌｘꎬ 光周期

为 １０ ｈ 光照 / １４ ｈ 黑暗ꎮ 分析样品按组培阶段及

组培苗不同组织部位分为 ９ 份ꎬ 主要包括: 愈伤组

织肉质部(Ｙ￣Ｒ)、 愈伤组织茎(Ｙ￣Ｊ)、 愈伤组织叶

(Ｙ￣Ｙ)、 增殖苗肉质部(Ｚ￣Ｒ)、 增殖苗茎(Ｚ￣Ｊ)、
增殖苗叶(Ｚ￣Ｙ)、 生根苗根(Ｓ￣Ｇ)、 生根苗茎(Ｓ￣
Ｊ)和生根苗叶(Ｓ￣Ｙ)ꎮ 龙胆苦苷标准品(ｂ)购自中

国食品药品检定研究院(批号: １１０７７０￣２０１３１３)ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 仪器

Ｆｒｏｎｔｉｅｒ 型傅里叶变换红外光谱仪(Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌ￣
ｍｅｒ)ꎬ 配备 ＤＴＧＳ 检测器ꎻ ＹＰ￣２ 压片机(上海山

岳科学仪器有限公司)ꎻ ＣＳ１０１ 型电热鼓风干燥箱

(浙江余姚温度仪表四厂)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 样品制备

不同组培阶段的样品按不同组织部位分别采

收、 干燥(６０℃)磨碎后装于密封袋ꎮ 进行红外光

谱测定前需将 ＫＢｒ 置于烘箱 １０５℃条件下烘干 ４ ｈꎬ
然后取 ０􀆰００１５ ｇ 样品与 ０􀆰１０００ ｇ ＫＢｒ 放入玛瑙研

钵中ꎬ 充分研磨、 混匀后通过 ＹＰ￣２ 压片机做成透

明的 ＫＢｒ 压片ꎬ 待测ꎮ

!"#$ ( )：callus
MS + 0.02 mg L 2,4-D/

+ 1.0 mg L IAA/
+ 2.0 mg L ZT/

&'( ( )proliferation plantlet
MS + 1.0 mg L IAA/

+ 0.5 mg L ZT/
+ 0.5 mg L KT/

)*( ( )：regenerated plantlet
MS + 1.0 mg L IAA/

+ 0.01 mg L BA/
+ 0.1 mg L KT/
+ 1 g +,-

图 １　 滇龙胆组织培养流程图
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｆｌｏｗｃｈａｒｔｓ ｏｆ Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｉｇｅｓｃｅｎｓ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
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１􀆰 ２􀆰 ３　 采集光谱图

光谱扫描范围为 ４０００ ~ ４００ ｃｍ－１ꎬ 累计扫描

次数为 １６ 次ꎬ 分辨率为 ４ ｃｍ－１ꎮ 为防止 ＫＢｒ 压片

变白ꎬ 保持空气相对湿度约为 ４０％ꎮ 采集过程中

出现 ＣＯ２吸收峰(２４００ ｃｍ－１附近)时ꎬ 及时用 ＫＢｒ
扣除背景ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＦＴＩＲ 光谱图预处理

原始光谱图由 ＯＭＮＩＣ ８􀆰２ 分析软件进行预处

理: (１)自动平滑 ＋纵坐标归一化 ＋自动基线校正

光谱图ꎻ (２)原始光谱图经自动基线校正 ＋自动平

滑 ＋纵坐标归一化 ＋Ｎｏｒｒｉｓ 平滑(５ ∶ ５) ＋二阶求导

预处理光谱图ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＦＴＩＲ 光谱图表征及解析

滇龙胆愈伤组织(肉质部、 茎、 叶)、 增殖苗

(肉质部、 茎、 叶)、 生根苗(根、 茎、 叶)及龙胆

苦苷标准品的红外光谱图和二阶导数光谱图详见图

２ 和图 ３ꎮ 从原始 ＦＴＩＲ 光谱图(图 ２)上看ꎬ 肉质部

和根部峰形相似ꎬ 茎和叶峰形相似ꎬ 且难以进一步

找出它们之间峰位置、 峰强度的差异ꎮ 二阶导数光

谱图可以明显提高光谱图的分辨率ꎬ 使许多被掩盖

或重叠的光谱峰显现出来[２９]ꎬ 滇龙胆不同组培阶

段的不同组织部位在 ２９６８、 ２９２６、 ２８５１、 １７４４、
１６８３(１６７６)、 １６４２(１６３６)、 １４６２、 １４０４、 １３１３、
１２３８、 １１５４、 １１０８、 １０７０、 ９２５、 ５２８ ｃｍ－１ 附近

有多个共有峰(图 ３)ꎮ 其中: ２９６８、 ２９２６ ｃｍ－１附

近的吸收峰分别为￣ＣＨ３、 ￣ＣＨ２的 Ｃ￣Ｈ 反对称伸缩

振动峰ꎻ ２８５１ ｃｍ－１ 附近微弱的吸收峰为￣ＣＨ２ 的

Ｃ￣Ｈ 对称伸缩振动峰ꎻ １７４４ ｃｍ－１附近的吸收峰为

Ｃ＝Ｏ 伸缩振动峰ꎬ 表明滇龙胆中含有酯类成

分[３０]ꎻ ３７００ ~ ３０００ ｃｍ－１ 为 Ｏ￣Ｈ 伸缩振动[３１]ꎻ
１４６２ ｃｍ－１ 附近的吸收峰为亚甲基剪式振动峰ꎻ
１４３０ ~ １３００ ｃｍ－１的 Ｃ￣Ｈ 弯曲振动表明饱和烷基

的存在ꎻ １１５４、 １０７０ ｃｍ－１附近的吸收峰是糖苷键

Ｃ￣Ｏ￣Ｃ 伸缩振动峰ꎬ 以 １０７０ ｃｍ－１附近为最强吸收

峰的 １２００ ~ １０００ ｃｍ－１处 Ｃ￣Ｏ、 Ｃ￣Ｏ￣Ｃ 吸收带主

要为糖苷类成分的特征峰[３２]ꎬ 滇龙胆中龙胆苦苷、
獐芽菜苷、 獐牙菜苦苷等都有此结构[３３]ꎮ

由图 ３ 可见ꎬ 滇龙胆样品的二阶导数光谱图在

峰位、 峰形和峰强度上具有一定差异: (１)茎和叶

在 １６８１ ｃｍ－１附近出现强的吸收峰ꎬ 生根苗根部(Ｓ￣
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ｂ: 龙胆苦苷标准品ꎻ Ｓ￣Ｇ: 生根苗根ꎻ Ｚ￣Ｒ: 增殖苗肉质部ꎻ Ｙ￣Ｒ: 愈伤组织肉质部ꎻ Ｓ￣Ｊ: 生根苗茎ꎻ
Ｚ￣Ｊ: 增殖苗茎ꎻ Ｙ￣Ｊ: 愈伤组织茎ꎻ Ｓ￣Ｙ: 生根苗叶ꎻ Ｚ￣Ｙ: 增殖苗叶ꎻ Ｙ￣Ｙ: 愈伤组织叶ꎮ 下同ꎮ
ｂ: Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ｓｔａｎｄａｒｄꎻ Ｓ￣Ｇ: Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔｌｅｔ ｒｏｏｔꎻ Ｚ￣Ｒ: Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｌｅｔ ｆｌｅｓｈｙ ｐａｒｔꎻ
Ｙ￣Ｒ: Ｃａｌｌｕｓ ｆｌｅｓｈｙ ｐａｒｔꎻ Ｓ￣Ｊ: Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔｌｅｔ ｓｔｅｍꎻ Ｚ￣Ｊ: Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｌｅｔ ｓｔｅｍꎻ Ｙ￣Ｊ: Ｃａｌｌｕｓ
ｓｔｅｍꎻ Ｓ￣Ｙ: Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔｌｅｔ ｌｅａｆꎻ Ｚ￣Ｙ: Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｌｅｔ ｌｅａｆꎻ Ｙ￣Ｙ: Ｃａｌｌｕｓ ｌｅａｆ. Ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 龙胆苦苷标准品及滇龙胆不同组培阶段不同组织部位的红外光谱图
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＦＴＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ
Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｉｇｅｓｃｅｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
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图 ３　 龙胆苦苷标准品和滇龙胆不同组培阶段不同组织部位的二阶导数光谱图
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｅｃｏｎｄ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ＦＴＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ

Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｉｇｅｓｃｅｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ

Ｇ)、 增殖苗肉质部(Ｚ￣Ｒ)和愈伤组织肉质部(Ｙ￣Ｒ)
发生红移ꎬ 并在 １６７４ ｃｍ－１ 附近出现微弱的吸收

峰ꎬ 该峰的出现可能是羰基与双键共轭ꎬ 导致羰基

键长增加ꎬ 从而降低了羰基双键性ꎻ (２)茎和叶在

１６４２ ｃｍ－１附近出现强的吸收峰ꎬ 而根和肉质部在

此处的吸收峰较弱ꎬ 该峰为 Ｏ￣Ｈ 弯曲振动峰ꎻ
(３)根和肉质部在 １５１１ ｃｍ－１附近有弱吸收峰ꎬ 茎

和叶发生蓝移ꎬ 并在 １５７８、 １５２５ ｃｍ－１附近有吸收

峰、 １５２５ ｃｍ－１附近有宽的吸收峰ꎻ (４)茎和叶在

１４３０ ｃｍ－１附近有弱的吸收峰ꎻ (５)在 １３５５ ｃｍ－１

附近ꎬ 茎和叶的吸收峰强于生根苗根部ꎬ 增殖苗肉

质部和愈伤组织肉质部在该处几乎无吸收峰ꎻ (６)
９９２ ｃｍ－１附近的吸收峰为 ＝ ＣＨ２ 变形振动(端烯

氢) [３４]ꎬ 根和肉质部在该处有吸收峰ꎬ 且生根苗根

部、 增殖苗肉质部在该处的吸收峰强于愈伤组织肉

质部ꎬ 茎、 叶发生蓝移并在 １０１６ ｃｍ－１附近出现吸

收峰ꎬ 这可能与根、 肉质部和茎、 叶中烯烃双键上

所连原子或基团有关ꎻ (７)茎和叶在 ８８９ ｃｍ－１(β￣
构型糖端基 δＣ￣Ｈ)、 ８３８ ｃｍ－１(α￣构型糖端基 δＣ￣Ｈ)
附近均有弱吸收峰ꎬ 愈伤组织肉质部只在 ８８７ ｃｍ－１

附近有极弱吸收峰ꎬ 增殖苗肉质部、 生根苗根部只

在 ８３８ ｃｍ－１附近有极弱吸收峰ꎻ (８)在龙胆苦苷的

主要吸收峰 １６１２ ｃｍ－１附近ꎬ 根、 肉质部以及愈伤

组织茎(Ｙ￣Ｊ)在该处无吸收峰ꎬ 生根苗茎和叶(Ｓ￣
Ｊꎬ Ｓ￣Ｙ)、 增殖苗茎和叶(Ｚ￣Ｊꎬ Ｚ￣Ｙ)以及愈伤组织

上长出的叶片(Ｙ￣Ｙ)在该处吸收峰强度从大到小依

次为: 生根苗叶 > 增殖苗叶和生根苗茎 > 增殖苗

茎 > 愈伤组织叶ꎻ (９)１６４２、 １６１１(１６００、 １５８０、
１５２５、 １５１１)、 １４３０ ｃｍ－１附近的吸收峰为芳环的

骨架振动吸收峰ꎮ
２􀆰 ２　 ＰＬＳ￣ＤＡ

偏最小二乘判别分析 ( ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ
ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＰＬＳ￣ＤＡ)是一种有监督的模

式识别判别分析ꎬ 可通过强化组间差异、 降低组内

差异使样品按原始类别进行分组ꎬ 从而达到了解样

品数据整体特征的目的[３５]ꎮ 多元散射校正(ｍｕｌｔｉ￣
ｐｌｉｃａｔｉｖｅ ｓｉｇｎａｌ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎꎬ ＭＳＣ)和标准正态变量

(ｓｔａｎｄａｒｄ ｎｏｒｍａｌ ｖａｒｉａｔｅꎬ ＳＮＶ)可以修正和有效

去除光散射、 样品颗粒不均匀、 路径长度等无关变

量的干扰[３６ꎬ３７]ꎮ 原始光谱经自动基线校正 ＋ 自动

平滑 ＋纵坐标归一化 ＋ Ｎｏｒｒｉｓ 平滑(５ ∶ ５)＋二阶求

导预处理后导入 ＳＩＭＣＡ￣Ｐ＋ １０􀆰０ 软件ꎬ 再经 ＭＳＣ
和 ＳＮＶ 预处理后进行 ＰＬＳ￣ＤＡ 分析(图 ４)ꎮ 结果

显示: (１)滇龙胆同一组培阶段相同组织部位的样

品能很好的聚在一起ꎬ 说明其化学成分可能较为相

似ꎻ (２)愈伤组织肉质部(Ｙ￣Ｒ)、 增殖苗肉质部(Ｚ￣
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ｔ[１]和 ｔ[２]分别代表第一主成分和第二主成分ꎮ
ｔ[１] ａｎｄ ｔ[２] ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ４　 滇龙胆不同组培阶段不同组织部位的偏最小二乘判别分析得分图
Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＰＬＳ￣ＤＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｉｇｅｓｃｅｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ

Ｒ)与生根苗根(Ｓ￣Ｇ)距离较近ꎬ 茎、 叶距离相对

近ꎬ 而肉质部、 根与茎、 叶距离较远ꎬ 即愈伤组织

肉质部、 增殖苗肉质部与生根苗根在化学成分及含

量方面都较为接近ꎬ 茎、 叶部位所含物质在一定程

度上接近ꎬ 根、 肉质部与茎、 叶差异明显ꎬ 说明

根、 肉质部与茎、 叶化学成分差异较大ꎬ 这与光谱

图解析的结果是一致的ꎮ
２􀆰 ３　 光谱图检索

根据光谱图表征及解析结果发现ꎬ 生根苗叶

(Ｓ￣Ｙ)在代替滇龙胆野生资源方面具备更大的可能

性ꎬ 故本实验以生根苗叶的二阶导数光谱图(平均

光谱图)为参照建检索谱库ꎬ 并利用 ＯＭＮＩＣ ８􀆰２
软件进行匹配度分析ꎮ 匹配值越大说明匹配程度越

高ꎮ 由表 １ 可见ꎬ 与生根苗叶匹配最好的是增殖苗

表 １　 样品平均光谱图与参照光谱图的匹配值
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｔｃｈｉｎｇ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ

ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｓａｍｐｌｅ
ｃｏｄｅｓ Ｓ￣Ｊ Ｓ￣Ｇ Ｚ￣Ｙ Ｚ￣Ｊ Ｚ￣Ｒ Ｙ￣Ｙ Ｙ￣Ｊ Ｙ￣Ｒ

Ｓ￣Ｙ ９２.８７ ７３.６１ ９７.７７ ９４.５５ ５７.５７ ９３.３１ ８５.０９ ７２.０１

叶ꎬ 两者的匹配值达 ９７􀆰７７ꎻ 与其匹配较好的是增

殖苗茎、 愈伤组织叶和生根苗茎ꎬ 匹配值依次为

９４􀆰５５、 ９３􀆰３１、 ９２􀆰８７ꎻ 生根苗叶与愈伤组织茎、
增殖苗肉质部、 生根苗根及增殖苗肉质部匹配度较

低ꎮ 表明生根苗根、 愈伤组织肉质部、 增殖苗肉质

部与茎、 叶在化学成分及含量方面差异明显ꎬ 愈伤

组织茎与生根苗、 增殖苗茎叶也有一定差异ꎮ

３　 讨论

本研究傅里叶变换红外光谱图解析的结果显

示ꎬ 在龙胆苦苷的主要特征吸收峰 １６１２ ｃｍ－１处峰

强度从大到小依次是: 生根苗叶 > 增殖苗叶和生

根苗茎 > 增殖苗茎 > 愈伤组织叶ꎬ 愈伤组织肉质

部、 愈伤组织茎、 增殖苗肉质部及生根苗根在该

处均未观察到吸收峰ꎮ 这与 Ｐａｎ 等[３８] 采用液相

色谱串联质谱(ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)对滇龙胆不同生长阶

段的组培材料及成熟植株中代谢物含量的变化基

本一致ꎬ 即生根苗叶中龙胆苦苷的含量最高ꎮ 朱宏

涛等[３９ꎬ４０] 研究发现ꎬ 坚龙胆组培生根苗(生根后

３０ ｄ)叶中龙胆苦苷的含量(９􀆰７５％) > 野生苗根

(９􀆰６８％) >生根苗茎(４􀆰３４％) >野生苗茎(２􀆰３％)
> 生根苗根(０􀆰０％)ꎮ 据此可推测ꎬ 滇龙胆中龙胆

苦苷可能是在叶和茎中合成且主要集中在叶部ꎬ
同时叶和茎也具有储存功能ꎬ 滇龙胆成熟植株根

部龙胆苦苷的积累可能是在叶和茎合成后经维管

束向下运输的结果ꎮ Ｇａｏ 等[４１] 对滇龙胆提取物

中具有新颖结构的 ２ꎬ３￣二羟基苯甲酸酯类化合物

的研究发现ꎬ 该类物质具有促进 ＰＣ１２ 细胞增殖和

保护神经细胞的作用ꎬ 是一类潜在的抗阿兹海默病

的新药先导化合物ꎮ 本研究 ＦＴＩＲ 光谱图显示ꎬ 在

３４６９(３４４６)、 ２９２０、 １６７１、 １４６９、 １３１１(１３００)、
１１５５(１１２０)、 １０７１ ｃｍ－１ 附近有吸收峰ꎬ 表明滇

龙胆愈伤组织、 增殖苗及生根苗中可能含有 ２ꎬ３￣
二羟基苯甲酸酯类化合物成分ꎬ 具有提取高效低毒

的抗老年痴呆中药活性成分的潜力ꎮ
采用傅里叶变换红外光谱法对滇龙胆组织培养

形成的愈伤组织(肉质部、 茎、 叶)、 增殖苗(肉质

部、 茎、 叶)、 生根苗(根、 茎、 叶)进行研究ꎬ 发

现滇龙胆不同组培阶段不同组织部位中有效成分的

含量有差异ꎻ 二阶导数光谱图及 ＰＬＳ￣ＤＡ 分析也显
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示ꎬ 根部、 肉质部与茎叶之间差异较大ꎮ 揭示组织

培养有望为滇龙胆资源的持续利用提供一条有效途

径ꎬ 同时利用植物组织培养技术获取药用成分来代

替原植物具有广阔的开发前景ꎻ 傅里叶变换红外光

谱法以其整体宏观的指纹特性ꎬ 在对药用植物组织

培养形成的愈伤组织、 增殖苗、 生根苗等所含活性

成分的整体分析及合适替代品的筛选方面有其独特

的优势ꎮ
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