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金屬離子與誘引劑處理對丹參毛狀根生長與丹參酮累積

之影響
1   
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摘    要 

陳威臣、李秋儀、詹効松、曹進義、夏奇鈮。2010。金屬離子與誘引劑處理對丹參毛狀根

生長與丹參酮累積之影響。台灣農業研究 59:49–60。 

本研究以丹參 (Salvia miltiorrhiza Bunge) 毛狀根為材料，測試在液態培養中

添加金屬離子與誘引劑 (elicitors) 對毛狀根生長與丹參酮 (tanshinones) 累積之影

響。添加銅、鐵、錳及鈷金屬離子之試驗結果顯示，除鈷離子對毛狀根乾重未達

顯著促進效果外，鐵、錳及銅離子的添加皆有利於毛狀根乾重增加；適當濃度之

鐵、錳及鈷離子可促進毛狀根之丹參酮累積，其中以 100 μM 鐵離子處理效果最

佳，丹參酮總產量可達對照組之 1.8 倍。誘引劑處理顯示添加酵母誘引劑、茉莉酸

及離層酸對毛狀根生長無不良影響，且除水楊酸處理外，皆可促進丹參酮含量的

累積，其中以 2 mg/L 離層酸處理之丹參酮含量為對照組的 3.4 倍效果最佳。進一

步測試以不同濃度離層酸配合處理時間的結果顯示，三種濃度 (1、2、4 mg/L) 離
層酸處理均可促進丹參酮含量累積，其中以 1 mg/L 離層酸處理 3 週後之效果最佳，

丹參酮累積達 22.9 mg/L，促進效果主要在於隱丹參酮與丹參酮 IIA 含量的增加。 

關鍵詞︰丹參、金屬離子、誘引劑、離層酸、酵母誘引劑、二次代謝物、丹參酮。 

前    言 

丹 參  (Salvia miltiorrhiza) 為 唇 形 科 
(Labiatae) 多年生草本植物，其根部具有活血

化瘀的功效，係神農本草經上品藥材，為治療

心血管疾病之重要中藥  (Tang & Eisenbrand 
1992)。丹參酮Ⅰ (tanshinone I; TanI)、丹參酮

IIA (tanshinone IIA; Tan IIA) 及隱丹參酮 
(cryptotanshinone; Crypto) 為丹參藥材中主要

脂溶性之有效成分 (Hu et al. 2005; Li et al. 
2002)；現代藥理研究證實，丹參酮具有抗腫

瘤、抗氧化、抗菌、抗過敏、免疫調節功能提

升、治療缺血性疾病與急性心肌梗塞、抑制血

小板凝集等作用，臨床治療之應用潛能極高 
(Hu et al. 1999; Lin et al. 2003; Park et al. 1999; 
Tang & Eisenbrand 1992) 。 

利用植物細胞、組織與器官培養方式獲取

培養物之有效活性成分，具有不受天候影響、
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提高二次代謝物產率與縮短培養週期等諸多優

點；此外，藉由改善培養基組成分、添加前驅

物與誘引劑及利用反應器培養等策略，經由放

大培養規模可大量獲得重要二次代謝物，具有

商 業 開 發之 潛 力  (Bourgaud et al. 2001; 
Georgiev et al. 2007; Kim et al. 2002; Radman et 
al. 2003; Zhao et al. 2005; Zhong 2001)。近年

來，利用轉殖毛狀根培養應用於二次代謝物生

產，相較於細胞培養策略，毛狀根具有遺傳穩

定性高及產率較高之優點  (Bourgaud et al. 
2001; Hamill & Lidgett 1997; Hu & Du 2006; 
Zhang et al. 2005)。毛狀根培養生產二次代謝物

並可藉由添加生物性  (biotic) 或非生物性 
(abiotic) 誘引劑等處理，促進毛狀根的藥用成

分大量累積 (Hu & Du 2006; Georgiev et al. 
2007; Radman et al. 2003; Zhang et al. 2005; 
Zhao et al. 2005)；前者如真菌或細菌類誘引劑 
(fungal or bacterial elicitors) (Ge & Wu 2005b; 
Pitta-Alvarez et al. 2000; Shi et al. 2007; Yan et 
al. 2005, 2006a)；後者如乾旱、高鹽、受傷等環

境因子和金屬離子 (Cd2+, Co2+, Cu2+, Ag+等) 
(Ge & Wu 2005b; Pitta-Alvarez et al. 2000; Yan 
et al. 2006a)；此外，許多訊息傳導物質 
(transduction signal) 及其衍生物，如水楊酸 
(salicylic acid, SA)、茉莉酸  (jasmonic acid, 
JA)、茉莉酸甲酯 (methyl jasmonic acid, MJ)、
離層酸 (abscisic acid, ABA) 等物質也具有促

進二次代謝物累積的效果 (Kang et al. 2004; 
Ge & Wu 2005a; Wang et al. 2007)；然而亦有部

份報告之結果顯示，施用誘引劑常會抑制毛狀

根生長 (Ge & Wu 2005a; Guo et al. 2005; Kang 
et al. 2004; Pitta-Alvarez et al. 2000; Yan et al. 
2006a)。 

目前，藉由丹參毛狀根培養生產丹參酮已

有相當的報導 (Chen et al. 2001; Ge & Wu 
2005a, 2005b; Guo et al. 2005; Hu & Alfermann 
1993, 1999; Shi et al. 2007; Wang et al. 2007; 

Yan et al. 2005, 2006a)。本研究室利用已建立之

丹參毛狀根固態培養系統 (Lin 2005)，並以液

態培養繁殖毛狀根生產丹參酮，惟丹參酮類生

產效率仍待提高 (Chen et al. 2008)。因此，本

研究以添加生物性酵母誘引劑 (yeast elicitor, 
YE) 與非生物性之金屬離子、茉莉酸 (JA) 與
離層酸 (ABA)，探討其施用濃度及時間對丹參

毛狀根生長與丹參酮累積之影響，作為建立丹

參毛狀根大量培養生產丹參酮系統之重要參考

依據。 

材料與方法 

丹參毛狀根培養 
本試驗所用之毛狀根為農桿根群菌 

(Agrobacterium rhizogenes, R1601) 感染丹參 
(S. miltiorrhiza) 無菌瓶苗葉片所得 (Lin 2005)。
毛狀根培養於含有 3%蔗糖之 B5 (Gamborg et 
al. 1968) 固態培養基，於 25℃ ± 1℃恆溫、黑

暗環境靜置培養 4週後，切取根尖 (長約 1.5 cm) 
作為液態培養試驗接種材料。 

培養基製作與培養環境 
固態培養基在加入 9 g/L Bacto-agar (Difco, 

U.S.A.) 前先以 0.1–1 N NaOH 及 HCl 將 pH 值

調至 5.7 ± 0.1，液態培養基之成分相同於固

態培養基，但不添加凝膠物質，且 pH 值調為

5.2 ± 0.1。培養基以 121℃、15 lb/in2 (1.05 kg/cm2) 
進行高溫高壓滅菌 15 分鐘後冷卻備用。液態培

養於 250-mL 錐形瓶注入 40 mL B5 培養液，每

瓶接種 10 個根尖培植體，每處理接種 3 瓶，於

25℃、暗培養環境、以 80 rpm 速度之水平迴轉

振盪器振搖培養。 

誘引劑溶液之製備 
酵母誘引劑 (yeast elicitor, YE) 係以 25 g 

yeast extract powder (酵母抽出物粉末，USB, 
USA) 溶於 125 mL 純水後加入 100 mL 甲醇 
(methanol)，置於 4℃冰箱 4 天後，移除上層液，

沉澱物再重複上述步驟 2 次後，加入 50 mL 純
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水後備用 (Hahn et al. 1978) 。水楊酸 (salicylic 
acid, SA; Sigma)、茉莉酸 (jasmonic acid, JA; 
Sigma) 及離層酸  [(±)- abscisic acid, ABA; 
Sigma] 以 95%乙醇 (ethyl alcohol) 溶解後，再

加入純水配製成 400 mg/L 溶液，以 0.45 μm 濾

膜 (Millipore，日本) 過濾備用。 

金屬離子對毛狀根乾重與丹參酮累積之影

響 
毛狀根振搖培養至第 4 週時，於培養液中

添加 CoCl2、CuSO4、FeSO4與 MnSO4溶液，使

培養液中各金屬離子最終濃度分別為 2.5、5 μM 
Co2+，2.5、5 μM Cu2+，50、100 及 200 μM Fe2+，

30、60 及 120 μM Mn2+，再經 4 週振搖培養後，

調查毛狀根乾重與丹參酮含量。 

誘引劑處理對毛狀根乾重與丹參酮累積之

影響 
毛狀根振搖培養達 8 週時，於培養液中加

入誘引劑溶液，使培養液中誘引劑之終濃度分

別為 1.875 mg/L JA、400 mg/L SA、400 mg/L YE
及 2 mg/L ABA，繼續培養 2 週後收獲調查。 

離層酸濃度處理對毛狀根生長與丹參酮累

積之影響 
毛狀根振搖培養達 8 週時，於培養液中添

加 ABA 溶液，使其在培養液中之終濃度分別

為 1、2 與 4 mg/L，持續培養 1、2、3 及 4 週

後分別收獲調查。 

毛狀根乾重與丹參酮含量分析 
毛狀根乾重、檢品製備與丹參酮之 HPLC

分析係依據 Chen et al. (2008) 之方法。簡述如

下：毛狀根乾重係將毛狀根於 45℃烘箱乾燥 2
天所得重量。乾燥毛狀根經研磨後，以二氯甲

烷 (dichloromethane)：甲醇 = 1：4 混合溶劑萃

取兩次，合併濾液以真空減壓濃縮機 (EYELA，

日本) 濃縮，再以甲醇定容後以 0.45 μm 濾膜

過濾，以HPLC法分別檢測丹參酮 I (Tanshinone 
I, Tan I)、丹參酮 IIA (Tanshinone IIA, Tan IIA) 

與隱丹參酮 (Cryptotanshinone, Crypto) (丹參

酮類標準品購自九鼎生技，台灣)。萃取分析所

使用之溶劑，均使用 Merck (美國) 公司 LC 級

試劑。 

資料收集與統計分析 
試驗採用完全逢機設計  (Completely 

Randomized Design, CRD) 設計，每處理 3 重

複，毛狀根乾重與丹參酮含量係取自同批培養

3瓶毛狀根之平均值。所得資料經SAS 8.2 (SAS 
Institute Inc. 2001) 套裝統計分析軟體進行變

方分析 (ANOVA)，若處理效應顯著 (p < 0.05)，
則進而利用最小顯著性差異 (least significance 
difference, LSD) 測驗比較各處理平均值間之

差異。 

結  果 

金屬離子對毛狀根乾重與丹參酮累積之影

響 
表 1結果顯示，4種金屬離子中以添加Cu2+

處理之丹參毛狀根乾重最高， Fe2+與 Mn2+處理

次之，Co2+與對照組最低；而毛狀根中隱丹參

酮 (Crypto)、丹參酮 I (Tan I) 與丹參酮 IIA (Tan 
IIA) 之總量 (簡稱丹參酮含量) 的累積，則是

以添加 2.5、5 μM Co2+處理最高，分別達到

6.9、6.5 mg/g，100 μM Fe2+處理次之，60 μM 
Mn2+再次之，但均高於對照組之 4.46 mg/g。在

總產量方面則以 2.5 μM Co2+與 100 μM Fe2+處

理最高，分別達到 42、46 mg/L，其次為 60 μM 
Mn2+處理。所有金屬離子濃度之添加均較對照

組為高，僅 2.5 μM Cu2+相似於對照組。此外，

2.5 μM Co2+與 100 μM Fe2+處理促進丹參酮累

積之效果，主要均為 Crypto 含量的增加，分別

可達對照組的 1.5 與 1.8 倍。各金屬離子添加處

理之毛狀根生長情形如圖 1 所示，在毛狀根生

長量、毛狀根顏色與培養液顏色的表現均有差

異，毛狀根外觀紅色較深者經 HPLC 分析顯

示，其丹參酮含量亦較高。 
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表 1. 添加金屬離子對丹參毛狀根乾重與丹參酮含量的影響 
Table 1. Influence of metal ions on dry weight and tanshinone production of Salvia miltiorrhiza hairy root culture 

Tanshinones x (mg/g dw) 

Treatment (μM) z 
Dry weight 

(g/L) Crypto Tan I Tan IIA SUM Yield (mg/L) 

Control  5.58 ± 0.144 d y 2.47 ± 0.022 b 1.17 ± 0.031 d 0.82 ± 0.031 c 4.46 ± 0.084 d 24.89 ± 1.078 f 

Co2+ (2.5)  6.08 ± 0.629 cd 4.47 ± 0.016 a 1.55 ± 0.009 a 0.89 ± 0.005 b 6.91 ± 0.030 a 42.02 ± 4.230 a 

Co2+ (5.0)  4.33 ± 1.433 e 4.11 ± 0.003 a 1.48 ± 0.032 a 0.85 ± 0.013 b 6.45 ± 0.048 a 27.93 ± 9.307 e 

Cu2+ (2.5) 10.67 ± 0.382 a 0.92 ± 0.020 e 0.50 ± 0.037 e 0.68 ± 0.002 d 2.09 ± 0.057 f 22.31 ± 0.617 f 

Cu2+ (5.0) 10.50 ± 0.500 a 0.60 ± 0.017 f 0.37 ± 0.015 f 0.27 ± 0.001 e 1.24 ± 0.032 g 13.02 ± 0.831 g 

Fe2+ (50)  8.32 ± 0.012 b 1.99 ± 0.008 c 1.04 ± 0.005 cd 0.79 ± 0.004 c 3.82 ± 0.017 e 30.77 ± 0.140 d 

Fe2+ (100)  8.29 ± 0.016 b 3.59 ± 0.002 ab 1.32 ± 0.001 ab 0.90 ± 0.001 b 5.81 ± 0.005 b 45.86 ± 1.410 a 

Fe2+ (200)  8.51 ± 0.028 b 1.92 ± 0.003 d 0.85 ± 0.001 d 0.60 ± 0.001 d 3.37 ± 0.004 e 27.15 ± 0.820 e 

Mn2+ (30)  8.02 ± 0.020 bc 2.14 ± 0.001 c 1.26 ± 0.002 bc 0.95 ± 0.001 a 4.35 ± 0.001 d 34.79 ± 1.090 c 

Mn2+ (60)  7.53 ± 0.010 c 2.70 ± 0.006 b 1.31 ± 0.004 ab 0.95 ± 0.003 a 4.96 ± 0.013 c 38.21 ± 0.100 b 

Mn2+ (120)  7.86 ± 0.026 bc 2.05 ± 0.007 c 1.10 ± 0.003 cd 0.77 ± 0.002 c 3.92 ± 0.012 e 31.14 ± 2.180 d 
z Hairy root of Salvia miltiorrhiza was cultured on liquid B5 medium for 4 weeks at 80 rpm shaking speed condition, and then 

treated with various concentration of cobalt ion (Co2+), copper ion (Cu2+), iron ion (Fe2+), and manganese ion (Mn2+) for an 
additional 4 weeks of culture. 

y Values are mean ± SE of three samples.  Means with different letters in the same column are significantly different (p < 0.05) by 
least significance difference test. 

x Tanshinones include cryptotanshinone (Crypto), tanshinone I (Tan I), and tanshinone IIA (Tan IIA).  SUM is the total content 
summing up of Crypto, Tan I and Tan II A. 

 

誘引劑處理對毛狀根乾重與丹參酮累積之

影響 
不同誘引劑添加試驗結果如表 2 所示，誘

引劑處理組在乾重上與對照組無顯著差異，顯

示四種誘引劑處理對毛狀根生長無不良影響。

誘引劑處理組之丹參酮含量為 0.51–2 mg/g dw；

其中茉莉酸、酵母誘引劑及離層酸處理之丹參

酮單位含量均高於對照組，其中離層酸單位含

量約為對照組的 3.4 倍最佳；而茉莉酸與酵母

誘引劑則分別約為對照組的 1.8 及 1.5 倍次之，

水楊酸處理對於丹參酮累積則無效果。在丹參

酮總產量方面，茉莉酸、酵母誘引劑及離層酸

處理組均明顯高於對照組。圖 2 (A1–F1) 為誘

引劑處理前之毛狀根生長情形，而圖 2 之

C2–F2 可明顯看出添加誘引劑後培養液紅色加

深的現象，而圖 2 之 A2 與 B2 為分別加入純水

與 2%乙醇之對照組，在顏色表現方面與未添

加純水與乙醇前相比較並無明顯不同。 

離層酸處理濃度對毛狀根生長與丹參酮累

積之影響 
於添加 1、2 及 4 mg/L ABA 後 1–4 週收穫

毛狀根調查之結果如圖 3 顯示，就乾重而言，

ABA處理組間在添加處理後1–4週之毛狀根乾

重約為 3.5–4.7 g/ L 之間，處理組間差異並不顯

著，但均較對照組為低，且在 ABA 處理後第 3
週時之差異達顯著水準，第 4 週時則 ABA 處

理間已無顯著差異，但仍均高於對照組。若就

丹參酮單位含量而言，在 ABA 處理後 1–3 週

時，1 mg/L ABA 處理對於丹參酮累積效果最

佳，在 ABA 處理後第 3 週時可達 5.1 mg/g，且

顯著高於 2、4 mg/L ABA 處理與對照組。在丹

參酮總產量方面，1、2 及 4 mg/L ABA 處理在 
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圖 1. 鈷、銅、鐵與錳離子對丹參毛狀根生長與丹參酮累積之影響。 
Fig. 1. Influence of cobalt ion (Co2+), copper ion (Cu2+), iron ion (Fe2+), and manganese ion (Mn2+) on growth and 
tanshinone production of Salvia miltiorrhiza hairy root culture.  Hairy root was cultured on a liquid B5 medium for 
4 weeks at 80 rpm shaking speed in the dark (A), and then treated with 0 μM (B), 2.5 μM Co2+ (C), 5 μM Co2+ (D), 
2.5 μM Cu2+ (E), 5 μM Cu2+ (F), 50 μM Fe2+ (G), 100 μM Fe2+ (H), 200 μM Fe2+ (I), 30 μM Mn2+ (J), 60 μM Mn2+ 
(K), and 120 μM Mn2+ (L) for an additional 4 weeks of culture.
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表 2. 酵母誘引劑、茉莉酸、水楊酸及離層酸對丹參毛狀根乾重與丹參酮含量的影響 
Table 2. Influence of yeast elicitor, jasmonic acid, salicylic acid, and abscisic acid on dry weight and tanshinone 
production of Salvia miltiorrhiza hairy root culture 

Tanshinones w (mg/g dw) 

Treatment (weeks) z 
Dry weight 

(g/L) Crypto Tan I Tan IIA SUM Yield (mg/L) 

Control (4) 3.00 ± 0.104 c y 0.17 ± 0.001 d 0.12 ± 0.001 c nd x 0.29 ± 0.002 d 0.87 ± 0.031 e 

Control (8) 5.17 ± 0.667 b 0.22 ± 0.002 c 0.17 ± 0.001 c 0.16 ± 0.001 c 0.55 ± 0.003 c 2.84 ± 0.359 d 

Control (10) 8.02 ± 0.145 a 0.11 ± 0.001 d 0.23 ± 0.002 b 0.24 ± 0.002 b 0.58 ± 0.002 c 4.65 ± 0.045 c 

YE 400 mg/L (10) 7.77 ± 0.460 a 0.42 ± 0.001 b 0.26 ± 0.002 b 0.20 ± 0.005 b 0.88 ± 0.004 b 6.84 ± 0.421 b 

JA 1.875 mg/L (10) 7.72 ± 0.426 a 0.42 ± 0.001 b 0.35 ± 0.013 a 0.25 ± 0.004 b 1.02 ± 0.016 b 7.87 ± 0.376 b 

SA 400 mg/L (10) 7.87 ± 0.242 a 0.20 ± 0.003 c 0.17 ± 0.004 c 0.14 ± 0.002 c 0.51 ± 0.003 c 4.01 ± 0.124 d 

ABA 2 mg/L (10) 8.60 ± 0.362 a 1.19 ± 0.002 a 0.39 ± 0.005 a 0.42 ± 0.001 a 2.00 ± 0.001 a 17.20 ± 0.730 a 
z Hairy root of Salvia miltiorrhiza was cultured on liquid B5 medium for 8 weeks at 80 rpm, and then treated with 1250 mg/L yeast 

elicitor (YE), 1.875 mg/L jasmonic acid (JA), 400 mg/L salicylic acid (SA), and 2 mg/L abscisic acid (ABA) for an additional 2 
weeks of culture. 

y Values are mean ± SE of three samples.  Means with different letters in the same column are significantly different (p < 0.05) by 
least significance difference test. 

x nd = non-detected. 
w Tanshinones include cryptotanshinone (Crypto), tanshinone I (TanI), and tanshinone IIA (Tan IIA).  SUM is the total content of 

Crypto, TanI, and Tan IIA. 

 
處理後 1 及 2 週時之產量分別約為 7.8–10.4 mg/g
及 12.3–14.3 mg/g 之間，處理間差異並不顯著；

但在處理後第 3 週時，1 mg/L ABA 處理組之丹

參酮總產量可達 22.9 mg/L，顯著高於 2及 4 mg/L 
ABA 處理與對照組，但在第 4 週時則降為

21.6 mg/L，但仍顯著高於對照組。此外，2 及

4 mg/L ABA 處理後第 3 週時已達 16.7 mg/L 與

17.4 mg/L，亦顯著高於對照組，但在第 4 週時

與對照組相較已無顯著差異。 
表 3 結果為 ABA 處理後第 3 週之各別丹參

酮含量，顯示 ABA 處理對 3 種丹參酮累積均有

促進效果，但 ABA 三種濃度處理間並無顯著差

異，其中以隱丹參酮的累積效果最佳，1 mg/L 
ABA 處理之隱丹參酮含量達3.93 mg/g；丹參酮 IIA
累積也以1 mg/L ABA 處理最高可達0.41 mg/g；丹

參酮 I 含量與對照組相較差異並不顯著。 

討  論 

植物於自然環境遭受微生物侵襲或各種不

利生長的環境因子的影響時，會啟動本身之防

禦機制，常以產生某些二次代謝物以抵抗逆

境，此類物質稱為植物防禦素 (phytoalexin)；
而這些誘導植物防禦素形成的物質即可稱之為

誘引劑或誘導子 (elicitor) (Bourgaud et al. 2001; 
Radman et al. 2003)。在細胞或器官培養過程中

添加誘引劑，具有誘使培養物產生特定產物之

功效，因此在離體培養上常被用來提高二次代

謝物之方法 (Wasternack et al. 1998; Radman et 
al. 2003; Zhao et al. 2005)。 

Guo et al. (2005) 於丹參 (S. miltiorrhiza) 
不定根培養結果指出，Fe2+與 Mn2+濃度太高與

不足均抑制不定根生長，Cu2+與 Mg2+於高濃度

下可促進其生長，而在低濃度 Zn2+、Cu2+、

Mg2+與高濃度 Fe2+、Mn2+的條件下均具有促

進 Tan IIA 累積的效果。本研究結果顯示，Cu2+

處理有利於毛狀根乾重增加，但不利於丹參酮

的累積，而 Co2+處理之效果主要在促進丹參酮

的累積。適當濃度之 Fe2+與 Mn2+處理不但可促

進毛狀根乾重的提高，亦可提高丹參酮的含

量，其中以 100 μM Fe2+處理效果最佳，此結果
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與 Guo et al. (2005) 丹參不定根培養所得結果

相似。此外，本研究之培養液萃取後經 HPLC
分析，其紅色深淺與丹參酮含量有關，顯示丹

參酮可由毛狀根釋放至培養基中 (資料未列)。 

Chen et al. (2001) 於丹參毛狀根培養過程

添加不同濃度的 YE 溶液，結果顯示毛狀根乾

重從 3.9 g/L 增至 7.3 g/L；而隱丹參酮含量也從

0.001%增至 0.096%。Ge & Wu (2005a) 於丹參毛 

 

圖 2. 酵母誘引劑、茉莉酸、水楊酸與 ABA 對丹參毛狀根生長與丹參酮累積之影響。 
Fig. 2. Influence of yeast elicitor (YE), jasmonic acid (JA), salicylic acid (SA) and abscisic acid (ABA) on growth 
and tanshinones production of Salvia miltiorrhiza hairy root culture.  Hairy root was cultured on a liquid B5 medium 
for 8 weeks at 80 rpm shaking speed condition, root growth before (A1, B1, C1, D1, E1, and F1) and after treated 
with H2O (A2), 2% ethyl alcohol (B2), 1250 mg/L YE (C2), 1.875 mg/L JA (D2), 400 mg/L SA (E2), and 2 mg/L 
ABA (F2) for an additional 2 weeks of culture. 
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圖 3. 添加離層酸對丹參毛狀根乾重與丹參酮在培養期間之表現。 
Fig. 3. Time-course study of additional abscisic acid (ABA) on dry weight (A), tanshinones content (B) and 
tanshinones yield (C) of Salvia miltiorrhiza hairy root culture.  Hairy root was cultured on a liquid B5 medium for 8 
weeks at 80 rpm shaking speed condition, and then treated with 2% ethyl alcohol (control), 1, 2 and 4 mg/L ABA for 
an additional 1, 2, 3, and 4 weeks of culture. 
 
狀根試驗結果指出，β-氨基丁酸 (β-aminobutyric 
acid, BABA) 與 BABA + YE 處理均可促進丹

參酮累積，且 BABA 具有提高 YE 促進丹參酮

累積的效果，雖然 MJ 也具有誘發 YE 促進丹

參酮累積的效果，但 MJ 效果較差，然 BABA
會抑制丹參毛狀根生長，而 MJ 則對其生長並

無影響。Yan et al. (2006a) 指出生物性與非生

物性誘引劑均能提升丹參毛狀根丹參酮的產

量，但其中 Co2+處理會抑制毛狀根生長的結

果，且生物性誘引劑所誘導之丹參酮主要以

Crypto 為主，而非生物性誘引劑則以促進 Tan I
產生為主。Yan et al. (2006b) 於丹參毛狀根的

培養過程中添加 100 mg/L YE，其丹參酮 
(Crypto + Tan I + Tan IIA) 含量從 0.46 mg/g 增 
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表 3. 離層酸處理對丹參毛狀根之不同種類丹參酮含量的影響 
Table 3. Influence of abscisic acid (ABA) on content of various tanshinones in Salvia miltiorrhiza hairy root culture 

Tanshinones x (mg/g dw) Treatment  
(culturing weeks) z Crypto Tan I Tan IIA 

Control (4) 0.15 ± 0.000 c 0.50 ± 0.000 b 0.20 ± 0.001 b 
Control (8) 0.84 ± 0.002 b 0.34 ± 0.000 c 0.15 ± 0.000 b 
Control (11) 1.22 ± 0.017 b 0.69 ± 0.011 ab 0.18 ± 0.000 b 
ABA 1 mg/L (11) 3.93 ± 0.006 a 0.75 ± 0.000 a 0.41 ± 0.002 a 
ABA 2 mg/L (11) 3.56 ± 0.000 a 0.81 ± 0.000 a 0.39 ± 0.002 a 
ABA 4 mg/L (11) 3.44 ± 0.007 a 0.73 ± 0.001 a 0.36 ± 0.001 a 
z Hairy root of Salvia miltiorrhiza was cultured on liquid B5 medium for 8 weeks at 80 rpm, and then treated with 1, 2, and 4 mg/L 

abscisic acid (ABA) for an additional 3 weeks of culture. 
y Values are mean ± SE of three samples.  Means with different letters in the same column are significantly different (p < 0.05) by 

least significance difference test. 
x Tanshinones include cryptotanshinone (Crypto), tanshinone I (Tan I), and tanshinone IIA (Tan IIA). 

 
為 1.37 mg/g；生物性誘引劑 [YE、寡半乳糖醛

酸 (oligogalacturonids) 及真菌 (fungal elicitor)] 
與非生物性誘引劑 [Ag+、Co2+及 α-氨基異丁酸 
(α-amino isobutyric acid)] 的比較試驗結果顯

示，生物性誘引劑對丹參酮類成分的誘導能力

較非生物性誘引劑為佳。本研究預備試驗結果

顯示，在丹參毛狀根培養中添加酵母誘引劑 
(YE)、茉莉酸 (JA)、水楊酸 (SA) 及離層酸 
(ABA) 等誘引劑處理結果顯示，不僅對毛狀根

無生長抑制的現象，且對丹參酮累積具有促進

效果，而各處理組均有其表現最佳的處理濃度 
(資料未列)，因此後續誘引劑處理即採用其最

佳處理濃度進行試驗。表 2 結果顯示添加適當

濃度之 YE、JA、SA 及 ABA 對丹參毛狀根生

長並無不良影響，但就丹參酮含量而言，以

ABA 對丹參酮累積效果最佳，添加 ABA 處理

2 週後丹參酮 (Crypto + Tan I + Tan IIA) 含量約

為對照組的 3.4 倍，且 ABA 處理對 3 種主要丹參

酮皆有促進效果。本研究進一步測試不同 ABA
濃度處理不同時間之試驗結果則顯示 1 mg/L 
ABA 對丹參酮的誘導累積效果最佳，處理後

第 3 週之丹參酮含量為對照組的 2.4 倍，而總

產量為對照組的 1.9 倍，但 ABA 處理則會抑制

毛狀根生長，在第 3 週時的差異已達顯著水準 
(圖 3)。 

Shi et al. (2007) 於丹參毛狀根培養結果指

出，在含有蔗糖的培養基中添加 YE 或山梨糖

醇 (sorbitol) 可促進丹參酮累積，但若是無蔗

糖的條件下則毛狀根無法生長，且無促進丹參

酮累積，顯示 Sorbitol 僅具有調節培養基滲透

壓 (osmotic pressure) 作用的角色，並無法被毛

狀根培養所吸收利用。Li et al. (2003) 於丹參 Ti
轉殖細胞懸浮培養中進行 YE、SA 及 YE + SA 的

添加處理，結果顯示單獨 SA 處理雖然無法增加

丹參酮含量，但 YE + SA 處理則可促進 Crypto
大量累積，同時也會抑制細胞生長，此時細胞

內 ABA 含量比對照組增加 9.8 倍，此結果似乎

顯示 ABA 與細胞生長及二次代謝物累積有

關。本研究結果顯示，ABA 處理對 3 種丹參酮

累積均有促進效果，其中對隱丹參酮的累積效

果最佳，約為對照組的 3.2 倍，丹參酮 IIA 累積

效果次之，約為對照組的 2.3 倍，而丹參酮 I 累
積雖然較對照組高，但是未達顯著水準 (表 3)。 

Wang et al. (2007) 於丹參毛狀根培養結果

指出，添加 MJ 可促進丹參酮累積，並證實是

藉由 DXP 路徑  (deoxyxylulose phosphate, 
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non-mevolanate, non-MVA pathway) 所促進。

然而，Ge & Wu (2005b) 於丹參 (S. miltiorrhiza) 
毛狀根培養結果指出，添加 YE 與 Ag+均可促

進丹參酮累積，但兩者所導致的丹參酮累積係

分別來自 DXP 途徑與異戊二烯代謝途徑 
(mevalonate, MVA pathway)。本研究結果顯

示，JA、YE 及各種金屬離子皆有利於丹參酮

累積，應與上述研究指出之代謝途徑有關聯，

但本研究中所使用之 ABA 對於丹參酮的累積

效果是否亦經由上述兩種途徑之一或另有其他

途徑，則有待進一步證實。 
綜合本研究結果得知，適當的 Fe2+、Mn2+、

Co2+離子不但有助毛狀根乾重的累積，且可提

高毛狀根之丹參酮含量，添加 Cu2+僅對毛狀根

生長有幫助，但不利於丹參酮之生產。誘引劑

除 SA 不利丹參酮之累積外，JA 與 ABA 皆具

有促進其丹參酮累積的效果，其中 ABA 濃度

配合處理時間對丹參酮的累積將更有效率，而

且培養過程有部份丹參酮會釋放至培養液中，

可直接抽離回收而純化。因此，本研究後續將

利用適當誘引劑的添加，配合反應器培養之饋

料與吸附等問題，進行放大培養與提高產率之

相關研究，期能建構生產丹參二次代謝產物最

具優勢的生產策略。 
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Influence of Metal Ion and Elicitor on Hairy Root Growth and 

Production of Tanshinones of Salvia miltiorrhiza 1 

Uei-Chern Chen2, Choi-Yi Lee2, Hsiao-Sung Chan3, Chin-Yi Tsao2, and Chi-Ni Hsia2,4 

Abstract 

Chen, U. C., C. Y. Lee, H. S. Chan, J. Y. Tsao, and C. N. Hsia. 2010. Influence of metal ion and elicitor on hairy root 
growth and production of tanshinones of Salvia miltiorrhiza. J. Taiwan Agric. Res. 59:49–60. 

The objective of this study was to examine the effect of metal ions and elicitors on root growth and 
tanshinones production of Salvia miltiorrhiza hairy root culture.  Metal ions of Cu2+, Fe2+, Mn2+, and 
Co2+ with various concentrations were tested.  Results showed except Co2+ treatment that Fe2+, Mn2+, and 
Cu2+ were all able to increase the dry weight of hairy roots, significantly comparing the control treatment.  
Moreover, applications of suitable concentration of Fe2+, Mn2+ and Co2+ into the medium could promote 
tanshinones accumulation.  Among them, the 100 μM Fe2+ treatment the highest yield of tanshinones 
had a 1.8-fold increase than that of the control.  Elicitors of yeast elicitor, jasmonic acid, abscisic acid 
and salicylic acid were found no effect on root growth however only the first three could enhance 
tanshinones production.  Among elicitor treatments, best result with a 3.4-fold increase on tanshinones 
production was found by using 2 mg/L ABA than the control.  Consecutive experiment using 1, 2, and 4 mg/L 
ABA in combination with expose duration was conducted.  All ABA treatments resulted in higher 
tanshinones production than that of the control.  The highest tanshinones production 22.9 mg/L was 
found using 1 mg/L ABA for 3-weeks exposure duration and cryptotanshinone and tanshinone IIA were 
counted for the major increasing part of the yield. 

Key words: Danshen, Salvia miltiorrhiza, Metal ion, Elicitator, Abscisic acid (ABA), Yeast elicitor 
(YE), Secondary metabolites, Tanshinones, Hairy root culture.   
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