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H2O2 对蛇足石杉离体培养物诱变效应的研究 
 

叶丽婻, 涂艺声*
, 黄倩, 余晓, 袁慧慧，鲁淑敏 

(江西师范大学生命科学学院，南昌 330022) 

 

摘要：为了获得高产石杉碱甲(Huperzine A, HupA)的蛇足石杉[Huperzia serrata (Thunb.) Trev.]叶状体，对 H2O2 诱变后的叶状

体进行了研究。结果表明，诱变后叶状体株系的 HupA 含量显著提高，并获得高产株系 SH42，其相对生长率和 HupA 含量

分别达到 4499.28%和 261.17 µg g–1 DW，比起始叶状体分别提高了 2.35 倍和 2.43 倍；且株系间可溶性蛋白质谱带和 SOD 同

工酶谱均存在差异，经过连续 9 代培养，变异叶状体可以稳定遗传。因此，H2O2 对叶状体细胞具有良好的诱变效应，可以

用于筛选高产 HupA 株系。 
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Studies on H2O2 Induced Effect on Huperzia serrata in vitro 
 

YE Li-nan, TU Yi-sheng
*
, HUANG Qian, YU Xiao, YUAN Hui-hui, LU Shu-min 

(College of Life Science, Jiangxi Normal University, Nanchang 330022, China) 

 

Abstract: In order to gain high yield strain of huperzine A (HupA) from Huperzia serrata (Thunb.) Trev. in vitro, 

the hydrogen peroxide (H2O2) induced thallus was studied. The results showed that the HupA content in induced 

thallus significantly increased. The strain SH42 had highest yield of HupA with relative growth rate and HupA 

content for 4499.28% and 261.17 µg g
–1 

DW, respectively, which increased 2.35 times and 2.43 times of the initial 

strain, respectively. Moreover, there were significant difference spectral band in SOD isozymes and soluble 

protein among strains. The variation characteristics were stable after nine generations. Therefore, it was suggested 

that H2O2 had good induced effect on thallus of Huperzia serrata, which could be used for screening high-yield 

strain of HupA in vitro. 

Key words: Huperzia serrate; Thallus; Huperzine A; H2O2; Soluble protein; SOD isoenzyme 

 

蛇足石杉[Huperzia serrata (Thunb.) Trev.]是中

国传统的珍贵药用植物，又名千层塔、蛇足草，为

石杉科(Huperziaceae)石杉属多年生蕨类植物，民间

常将其全草入药，外敷用于治疗痈疽、疥疮、烫火

伤。1986 年，刘嘉森等[1]首次报道蛇足石杉中的石

杉碱甲(Huperzine A, HupA)对乙酰胆碱酯酶(Ace- 

tylcholinesterase, AChE)有强效、低毒、可逆的抑制

作用。同时，HupA 能提高脑内胆碱能作用及减少

可溶的 β 淀粉体和减缓淀粉样蛋白空斑的形成，对

老年记忆提高和改善有良好的功效[2–4]。HupA 作为

天然的治疗阿尔茨海默症药物已经备受生物制药

领域的关注，被美国 FDA 列为第二代胆碱酯酶抑

制剂之一。 

由于 HupA 药源野生蛇足石杉生物量小，生长

缓慢, 长期遭到掠夺性采挖，导致植物资源匮乏。

为了寻找可替代资源，陆续在化学合成、内生菌发
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酵和组织培养方面进行了探索研究，以期建立生产

HupA 的有效方法。但化学合成反应步骤复杂、耗

资大且合成的 HupA 毒副作用大[5]，脱离蛇足石杉

的内生真菌菌株易退化[6]，难以实现规模化生产。

近年来，在组织培养方面相继有以蛇足石杉茎尖为

外植体，培养出离体侧芽[7–8]和丛生芽[8]的报道；本研

究室先后报道了蛇足石杉离体叶状体的培养技术及

叶状体是产 HupA 的最佳蛇足石杉培养物形态[9–11]
,

但叶状体中 HupA 含量尚待提高。 

人工诱变技术是提高植物变异频率、丰富种质

遗传与表型多样化和选育优良品种的有效方法。化

学诱变剂有引起染色体加倍或断裂、DNA 结构或点

位突变和 DNA 复制错配等生物效应。其中诱变剂

H2O2 可以通过过氧化氢或羟自由基等活性氧物质

作用于 DNA 上，造成 DNA 的单链或双链断裂及碱

基的改变，引起物种遗传分子发生变异[12]。本文利用

H2O2诱变处理离体蛇足石杉叶状体，观察 M0代(诱

变当代)启动恢复生长情况，并建立 M1代诱变株系，

为后代稳定、有效的变异株系筛选提供科学依据。 

 

1 材料和方法 

 

1.1 材料 

以本实验室前期建立能产石杉碱甲的蛇足石

杉叶状体为材料[9]，野生蛇足石杉[Huperzia serrata 

(Thunb.) Trev.]植株由中国科学院庐山植物园詹远

怀研究员鉴定与提供。 

 

1.2 H2O2诱变处理     

将初始蛇足石杉叶状体(即M0代，设为对照CK)

在无菌条件下分离成单片叶片(鳞片叶)，分别放进

盛有 3%、4.5%、6%浓度的 H2O2浸泡进行胁迫处理，

每个浓度分别浸泡 7 min、10 min、13 min、16 min

和 19 min，然后用无菌水洗净残余的 H2O2，随后移

入叶状体培养基培养观察(每瓶 20 片)，转接后 90 d

统计恢复生长的鳞片叶数，每个处理重复 3 次。存

活率(%)=恢复生长叶片数 /总接种叶片数×100%。 

 

1.3 叶状体株系建立与培养 

株系建立和继代    取启动恢复生长了 60 d

的单个蛇足石杉叶状体团块，分别在无菌条件下分

割成小块，接种到新配置的叶状体培养基建成单个

株系，并以 SH1、SH2…命名株系，以后每世代在

50 d 继代 1 次，按株系分别扩大继代考察诱变效应。 

培养条件    参照吉枝单等[10]报道的 1/4MS 叶状

体培养基，pH 为 5.8~6.0，光照强度为 377 µmol m
–2

s
–1

的白光，每日光照 15 h，在恒温(22±2)℃培养箱培

养，80 d 为 1 个收获世代。 

叶状体HupA提取和HPLC检测    参照陈曼

等[13]的方法。 

 

1.4 乙酰胆碱酯酶(AChE)活性检测 

采用 DTNB 显色法检测叶状体 AChE 的活  

性[14]。反应体系包括：0.25 g mL
–1 的叶状体提取液

或 30 µg mL
–1 的 HupA 标准品 25 µL，0.22 U mL

–1

的 AChE 25 μL、5 mmol L
–1 的硫代碘代乙酰胆碱

(ATCI) 30 μL，0.1 mol L
–1

 (pH 7.8)的磷酸缓冲液补

至终体积 95 μL，混匀 37℃孵育 30 min 后，取出加

入 4%十二烷基硫酸钠 10 μL 终止反应 20 min，加入

100 μL 0.05 mmol L
–1

 DTNB 显色反应，最后取 

200 μL 到 96 孔，在 410 nm 波长处测定 OD 值。计

算 AChE 的抑制率(I, %)=[(A 阴性 -A 阳性)-(A 样品 - 

A 本底)] /(A 阴性 -A 阳性)×100%。 

 

1.5 SOD 检测   

SOD 粗酶提取    精准称取 0.2 g 培养了 80 d

的新鲜叶状体置于研钵，立即加液氮冷冻后，按 1∶

6 (W/V)加入用 0.1 mol L
–1

 pH 7.8 磷酸缓冲液配置

好的SOD提取液(内含5 mmol L
–1

 DTT和 5% PVP), 

冰浴中研磨成匀浆，在 12000×g 下 4℃离心 20 min，

收集上清即为 SOD 粗酶液，并用 Bradford
[15]法检

测酶蛋白浓度，-20℃冰箱保存备用。 

SOD 同工酶电泳    采用厚为 1.00 mm，浓度

为10%的分离胶和3.75%的浓缩胶电泳分离SOD同

工酶[16]。每个胶孔点样总量为 6.65 μg 蛋白，分别

采用稳压 80 V 和 150 V 冰浴(4℃ ~6℃)进行浓缩胶

和分离胶电泳，氮蓝四唑(NBT)染色。 

 

1.6 可溶性蛋白检测  

蛋白提取和电泳    精准称取 0.2 g 培养了 80 d

的新鲜叶状体，采用谷瑞升等[17]报道的改良丙酮沉

淀法提取和可溶蛋白质储备液制备，并使用

Bradford
[15]法检测蛋白质浓度，-20℃保存作进样备

用。SDS-聚丙烯凝胶电泳(SDS-PAGE)采用 5%浓缩

胶和 12%的分离胶，每个点样孔上样量为 10 μg 蛋

白。分别采用稳压 80 V 和 135 V 室温进行浓缩胶和
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分离胶电泳。 

染色和脱色    将胶块浸没在50 mL配置好的

0.1%考马斯亮兰 R-250 染色后，微波炉加热 40 s (每

次 20 s)辅助染色，然后室温静置染色 20 min 后, 用

含有 5%甲醇、7%冰醋酸的脱色液进行脱色至背景

色透明，立即拍照。 

 

1.7 数据统计分析  

采用 Origin 2015 统计相关数据，使用 SPSS 软

件进行数据显著性分析。 

 

2 结果和分析 

 

2.1 H2O2胁迫诱变效应 

从表 1 可见，蛇足石杉叶状体的存活率随着 

H2O2 浓度的加大和处理时间的延长呈下降趋势。当

H2O2 浓度大于 4.5%时，鳞片叶存活率明显下降。

当 H2O2浓度为 3%胁迫处理 16 min 时的存活率为

47.63%，接近半致死率。基于半致死剂量为诱变处理

常用量，本实验选用3%的H2O2进行诱变处理16 min。 

 

2.2 叶状体株系建立与筛选 

经 H2O2 胁迫诱变处理后的鳞片叶，接种到叶

状体培养基培养观察。培养 3 d 后叶状体呈白褐色

(图 1: A)，15 d 后出现恢复生长迹象，可以看到鳞

叶片有凸起“绿色星点”(图 1: B)。将恢复生长了 60 d

的单个叶状体团块切割成小块转接到新配制的培

养基上建成单个叶状体株系，共建立了 115 个株系。

依据各株系的相对生长率、干物质含量以及积累

HupA 含量的表现，从中选留了 20 个株系(表 2)。 

 

表 1 H2O2处理对鳞片叶存活率(%)的影响 

Table 1 Effect of H2O2 on leaf survival (%) 

H2O2  

(%) 

时间 Time (min) 

7 10 13 16 19 

3.0 93.63 ±2.71 74.07 ±3.23 56.13 ±3.06 47.63 ±4.75 14.83 ±3.23 

4.5 41.30 ±2.77  5.93 ±3.23  7.00 ±3.12  1.67 ±2.89  0.00 ±0.00 

6.0 38.10 ±4.80 20.37 ±3.18  7.00 ±3.12  0.00 ±0.00  0.00 ±0.00 

 

表 2 诱变叶状体第 7 代的相对生长率和 HupA 含量的比较 

Table 2 Comparison of relative growth rate and HupA content in mutation thallus at 7th generation 

株系 

Strain 

生长 Growth 干重 /鲜重 

Dry weight / fresh weight 

(%) 

HupA 

生长率  

Growth rate (%) 
% 

含量 Content  

(μg g
–1

 DW) 
% 

CK 1342.30 100.00   76.25 ±0.43e 100.00 

SH22 2392.86 178.27 13.56 161.11 ±0.62c 211.28 

SH29 2478.06 184.61 13.58 223.54 ±1.17b 293.15 

SH30 3239.92 241.37 11.57 121.86 ±0.68d 159.81 

SH34 2157.08 160.70 13.90 179.61 ±0.39c 235.54 

SH35 3037.59 226.30 13.04 169.88 ±0.59c 222.78 

SH38 4462.78 332.47 13.32 142.08 ±1.06d 186.33 

SH40 2898.48 215.93 15.12 247.87 ±1.46a 325.06 

SH42 4499.28 335.19 14.44 261.17 ±0.19a 342.50 

SH43 2469.02 183.94 13.01 275.45 ±0.82a 361.22 

SH74 2189.56 163.12 14.03 119.99 ±0.48d 157.35 

SH79 2543.62 189.50 12.74 214.05 ±0.46d 280.70 

SH80 3856.42 287.30 13.80 225.95 ±0.06b 296.31 

SH84 2856.43 212.80 10.63 152.11 ±0.42d 199.48 

SH86 2946.82 219.54 13.87 152.13 ±0.31d 199.50 

SH89 2518.25 187.61 13.49 168.76 ±0.22c 221.31 

SH100 2099.91 156.44 12.32 140.37 ±0.51d 184.09 

SH102 2511.03 187.07 12.54 142.96 ±0.08d 187.48 

SH105 1943.87 144.82 12.91 139.80 ±2.07d 183.33 

SH108 2452.24 182.69 12.85 228.31 ±1.02b 299.41 

SH113 2611.58 194.56 11.17 112.04 ±0.10d 146.94 

n =3; 小写字母表示 HupA 的代谢水平。 

n =3; Lowercase letters indicate metabolism levels of HupA. 
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图 1 诱变处理后恢复生长的鳞片叶。A: 移接第 3天；B: 移接第 15天。 

Fig. 1 Restore growth of leaves after mutation treatment. A: The third day after transplanted; B: The 15th day after transplanted. 

 

这 20 个叶状体株系第 7 代 HupA 含量均表现显著

差异(P<0.05)，它们 HupA 含量比对照株(CK)高, 约

提高了 0.46~2.61 倍。SPSS-ward 聚类分析表明, 当

聚类系数小于 5 时，可将包括初始株在内的共 21 个

株系分为 a、b、c、d、e 五类代谢水平(表 2)。其中

SH40、SH42、SH43 株属于高产 HupA 株系，依据

相对生长率和产 HupA 质量分数两个指标，SH42

为最好的高产 HupA 株系，其相对生长率和 HupA

含量分别达到 4499.28%和(261.17±0.19) μg g
–1 

DW, 

比 CK 株分别提高了 2.35 倍和 2.43 倍。 

 

2.3 叶状体产 HupA 的稳定性及其对 AChE 的抑制

效应 

统计连续多代培养诱变后代叶状体株系的相

对生长率和 HupA 含量，结果表明，CK 株的相对 

生长率和积累 HupA 含量均表现出稳定性；诱变后

代叶状体的相对生长率在世代间变化不显著，而积

累 HupA 含量在第 2~5 代表现不稳定，自第 5 代以

后，虽各株系积累 HupA 的水平不同但趋于稳定(图

2: A)。 

叶状体提取物对 AChE 活性试验结果表明，高

效液相检测不同 HupA 含量的叶状体对 AChE 抑制

率存在显著差异(图 2: B)，高产 HupA 叶状体的抑

制率较高，证实了 H2O2 对叶状体次生产物具有有

效诱变作用。 

 

2.4 叶状体株系间 SOD 同工酶酶谱及可溶性蛋白

图谱特征 

6个叶状体株系的 SOD同工酶酶谱共显示 3条

谱带，P1、P2和P3的Rf分别为 0.096、0.25和0.46(图 

 

 
图 2 叶状体在继代培养中的 HupA含量(A)和叶状体提取物对 AChE活性的抑制率(%) (B) 

Fig. 2 HupA content of thallus in subcultures (A) and AChE inhibitory rate of thallus extracts (B) 



第 6期 叶丽婻等: H2O2对蛇足石杉离体培养物诱变效应的研究 591 

 

 

3: A)。其中 SH35、SH40、SH42、SH43 株系具有

P1、P2、P3 带；SH29、HS30 株系则缺少 P1 带, 且

SH29 株的 P2、P3 带亮度高，即表明酶含量较高。

这表明 6 个株系在相同培养条件下的 SOD 同工酶

酶谱间具有明显的差异，其中 Rf 为 0.096 谱带的

表达与高产 HupA 性状有一定规律，疑为高产株系

的 SOD 特异酶带。 

从图 3: B 可以看出，6 个叶状体株系的可溶性

蛋白电泳图谱带非常丰富，株系间存在许多相似的

谱带，但也有差异表达的条带。与 CK 株比较，诱

变株系的蛋白质条带更丰富，在 55~170 kD 间出现

较多条带。SH13、SH30 株系未出现 P4 带，而

SH40、SH42、SH43 株系都表达了 P1、P2、P3、P4

条带，但这些带的深浅有明显差异，表明不同叶

状体株系的可溶性蛋白质在相同培养条件有选择

性差异表达。 

 

 
图 3 叶状体培养 80 d的 SOD同工酶酶谱(A)和可溶性蛋白 SDS-PAGE的图谱(B)。A: 1: SH29; 2: SH30; 3: SH35; 4: SH40; 5: SH42; 6: SH43; B: M: 

Marker; 1: CK; 2: SH13; 3: SH30; 4: SH40; 5: SH42; 6: SH43。 

Fig. 3 Maps of SOD isoenzyme (A) and soluble protein (B) of thallus cultured for 80 days. A: 1: SH29; 2: SH30; 3: SH35; 4: SH40; 5: SH42; 6:SH43; B: M: 

Marker; 1: CK; 2: SH13; 3: SH30; 4: SH40; 5: SH42; 6: SH43. 

 

3 讨论 
 

植物次生代谢产物作为特有功效的天然产物

和药用植物的主要活性成分，其生物合成量往往比

较低。为了提高这些次生代谢产物的生物合成，已

从优化培养基、改变生长条件、采用人工诱变和转

基因技术等多方面进行了探索研究，以期推广规模

化生产。紫外线辐照和甲基磺酸乙酯(EMS)诱变剂

常用于植物离体培养筛选高产目标次生代谢产 

物[18–19]。针对蛇足石杉中的 HupA 具有强抗氧化 

性[13]
, 本研究选择H2O2诱变处理蛇足石杉叶状体。

经连续近 10 代的培养，采用高效相液相色谱(HPLC)

检测诱变后代各株系的目标产物 HupA 含量，建立

了一批叶状体株系，其中 SH42 株系为双高产叶状

体株系，其相对生长率和 HupA 含量比 CK 株分别

提高了 2.35 倍和 2.43 倍。这表明 H2O2适用于 HupA

生物合成通路的诱变育种，同时，该诱变技术可为

本领域的相同类型研究提供借鉴应用。 

有研究表明，植物经诱变剂处理后，诱变后代

变异株系细胞的同工酶和可溶性蛋白质表达均会

发生明显变化，两者作为基因表达的直接产物，可

以直观地反映个体间遗传的差异[20–21]。本研究 H2O2

诱变蛇足石杉叶状体对 SOD 同工酶和可溶性蛋白

质也发生了明显的效应。高产株系较低产株系在 Rf

为 0.096 处多了 1 条 SOD 同工酶条带，表明高产

株系体内的抗氧化系统能力有增强。当瞬间超氧阴

离子自由基升高，一方面，该信号可能激发次生代

谢物合成的响应；另一方面，在高产株系中存在新

的抗氧化 SOD 同工酶与超氧阴离子自由基作用解

毒, 以保证叶状体高产株系正常的生命结构和代谢

活动不受影响。可溶性蛋白质电泳带谱表明叶状体

高产株系的差异蛋白条带丰富，为研究次生产物

HupA 积累的生物合成关键酶提供了物质基础。鉴

于代谢途径是由多个基因产物调控的，H2O2诱变提
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高 HupA 量的生物合成分子机理还待进一步深入研

究。 
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