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1.1 R\ 5 & 0 i 38 5= & e AR AL

MLHEERE T MS EREMFRFAFHLAMS ExE, HEW
EKBIFHRLEE-GKEN DK, BFTHESTHHALMS
EREL

1.1.1 R\LEFEMF T ENILER

A A REAHER 47 190 E &R . FHERE 165 EEH . L4
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5000 R, WAEHE, BMS EHREFR A, 4°CRELA;
AR BREL 4 6.76 EER . ML 344 E=h. L 248 &
B0, 5T 0332 EER. A4 0.1 EEM. FLER4H 0.00005
EEH. A 0.00005 EEG, 480K 200 ARG, FH A
B EAVEM; BT RBEBREA, MAZE 2000 KRG, BAHA,
& MS EREHR B, 49°CREEH; 272 B EDTANa, 7.45 &
0. MR 557 EER, 4AK 1000 ARG, FeiE
TAWM; K2 MERRS, Wi, mAZE 2000 &F4, &5 MS
EHREHRC, 4°CRELF; MBHAR 04 EER. HRHAK
£008FEEH. HBmAMLE0.1 FEEH. WK 0.1 EEMALE
20 EE M, fmK 1000 AR, FEmiE T 2B/, mAKZE 1000
ERG, BAEHE, HFMSEREFRD, 4°CHRELA; BUE
PE 120 EE G, Ak 2000 RARAGERE, MR EHE, A MS
B AR AL100 AR AL . MS R £ B10 A . MS &
AR C20 R fr MS 3R E R D10 A, FRAEE
FAERR; B 24 EE 4, MK 2000 ARG S, AL
RRAEREFRE, MIREHE, T2 IHEM; AKE 4000
B 4% A AN, HpH £ 5.8, HHEKFEF MS Ex
£ pE; R#E; 24,

Tl MS s x £ 8w, FRILF N A:B:C:D=5:2:2:1, 4°C
BAEEF; B0.15~025g 8 2,4-D, #Elrd %NEAENNER A
B, AKE 1000 KRG, #45, 72, 4-DB#E, 4°CREF%
F s Bl 0.05~0.15 EE4H 6-BA, Hi 4% A 8NN E T A B,
A E 500 R, #4, 5 6-BA #Fik, 4°CHREEFH,; BE
P 120 EE4, A 2000 RAR B, mAEHE, A LR
MS 3} 75 £ H A200 R4 . MS 8 5x £ #% B20 R4, MS
Bor R C40 R R . MS B 7 £ 83 D20 K. 2.4-D #
R 20 R fr 6-BA R 4 KA, FRAERETR; TR
fE 24 EE A, Ak 2000 ARG, B, AL RREERER
TR, IR E S, g 2B K E 4000 RARG; B 4%
A8 NH, ApH £ 58, BHFFAMALAMS E5xE; 43%; X
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®; &

KRB R LEENFRE, IRKENRKLEEMNRTFEL
BHAUHTEMERTHWEKEFSMSERE L, H25mlEnE
PR 8~15 AL AP F; 72 25°C, EL LML HTESE 10 K,
HEFE, BHRraRALETEME, 1 %A RKE 1l min, LHEAFE
SR, FEERMK, HFEN100%, KERRRIT.

R EE-RRERERE 5~8cem, RBAKETFH R LT
EMRENMER IR REN T IEFRAMEAMS E5H7E L,
F25mlEHREFEMN6~10REREN 0.5cm WIMERK, B HF
5~10d; FERFARMGAEN, SHHARELBLIHETESR, X
AR 8~12 /NE/ K, BE K 22~28°C,

1.1.2 25 = A\ E #4002 ik

WA R LEERGARANERAERBET 4 HFHEXR
LWEEMER: AR, B0 A, GERAMELIBR,; X4fHa
RS AHATT IR, BN EEAKEE, REHSENK
M, HERICHARRA KRS, REHEN W ERT WA
A, ALTHEMMR, £, TURFrraipfhm A gaes
B &, iR A ZEE N AMER,

HECRLL AR N R AR, F Bk B g
WTEFERE, e VEERNEITERGHLEAE MS iR 6-BA,
NAA. 0.6 g/L 32 JE B 30 g/ FEAE By Bl 3 1 2 F RSk RIE 55
B E&MH 25°C, KB 10~12 /NEF. 2000 Lux. X F 459414
AR, BREEMEANSFIE 3mm UL T, XAk F4mpe 2
FAF Y, £ 100 RIGERF T o UEREARNRE S~ K
LW EEMEA, ZHEBAEKITR, Festh, X066, &4
. BAR, FME—. 220 8; LB HEE N EIESE
ERLEEEAY S, BEGERNEET THAEARLEE;, R
EELEWMEENAETEN 8~12%,

113 RLEEHMm AN BRE xR

B 3 g RiExRE, O MS Ex£%E;, @ BsE#E; G
N6 B 55 4 3 75 £ #3475 1 0.2~0.5 mg/L 6-BA .2~4 mg/L NAA,
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pH 1& 5.2~5.8; Jﬁ%ﬂf@lSN@Oi;;%dﬁ=ﬁﬁmﬁ?%ﬁ%ﬁ,
W, FHAMSBAERBNRLEERAMTERS, ALE
REMEERS,; FANCKALFHBHRALE ﬁ%%%*ﬁ
LWEEREMEERLG THEANERE, ERAENRLEESE
FMTERMK. 6 LRMER, REAFEEMS BHRE,

1.1.4 B & & 7= 77

1.1.4.1 FEARTE R I 7= | Ff

@O & FF

HHIE R 10~14 KX, KBRS, Plesin, ZRI6, Fk
KA, R —HE R ER AR

@ 7 EEH

KA 500ml B, FRE 120~150 ml B HK, BHRERK
A-H MS e 6-BA. NAA F 30 g/L &4, pHE K 5.5; 52
KH: 121°C, 20 min,

3 #Ef

TEFHT, BErmAE T L E#EMNEXF 120~150 ml
B IR 500 ml B FREE, BEAE S5% (W/V, g+ FW/ml),

@ EREFR

BERAM: BERIRE A 25°C, BIRFEE 110 rpm, 37 AT 4|
9d, ®FE 11h, 2000 Lux, #HIEFR, ZHLF LKL,

1.1.4.2 B3

@© KA FEF 40 HE Y 32 B

FEHMERERN, SRAEstit, ERI6, KHKRIH.
ST BRI A T T R SR A R A T AR

@ Ex&k

MS FH A 6-BA. NAA. 0.6 g/L FEAE & 30 g/L 4 0y B 4K
ERE,

3 FEA

THEAHT, BEFAMENERBRER, KERmEsE s S
HAWIRAALHEERLY, KBMAKERE, Fesin, EXO
B, BT BRSNS, TN aEEAEEZESERE L,
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BRIk A /NN 4~6 mm.

@ B HF

BExEE. 25°C, X 11h, 2000 Lux; ¥#EAH#H: 15 K.

1.1.4.3 S x9mR & KA & -

© &5

AMEEFHEE, TUNTRELAKERE, leasn, £
ReTe, EMBE. BRI, BB A RENTHANE M,
FTHRAEERER, B EUTBIREFEN 1I5% A H,

@ EHRIHEE

W ER AR, REBES T, BT, REFE, TUE
TR B 3 - B AR AR B4 R, Bk R SR 3 BX B R L ALV e
7o

1.2 % % 40 i 3 o At B AL

1.2.1 EE M A%

KaMS BRERE FREAXRNAGAL, N3 MS K
iERAE %EME, pH5.8) FHATEFE R, LH 16 WER
h #ATHE R, UEBBLEHEANME, #AR®E 120/ min , Eihi
mE (251) C, BEMEA N 2g/L#E, R3INEE. BAK
F A 0.5 mg/L 2,4-D #2 3 mg/L TDZ .

1.2.2 XM 28 B R A AR &

1221 EX3F, EXEZNE

BEXEFHEME SmL, 4C. 12000g &\ /5, BEx LiE,
MEFREEMANFE I mL, 2R E, #7120 min, BLH,
BHrERE, AFEARBANTE, #5, LK, BESER,
0.45um JEEVE ., # i AE: TC-C18 (4.6 mm x250 mm, 5 um).
MhAE: TRE- K-8, (23:77:10) (A); ZFE-K-FE (80:20:10)
(B); # LRt 4% Z ¥ B2 F A ¢ 0-15 min, 100% (A); 15-25 min,
100%-87% (A); 25-40 min, 87%-52% (A); 40-60 min, 52%-0% (A).
)% K 280 nm; AT B [A] 60 min: A& 30°C,

1222 KB EZ AR AT ELZ T 22N

EAREHT, EXH4EEF 20 K2R e, 413 21831
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ng/g, WjE B R EEIRA S, £% 26 K TN 148.95ug/g, [#1E
53177 %; EEBEAHGT, AEFNTMERELREAG K,
% 20 K 4 183.78 ng/g, 2| 5 26 K[ % 96.32 pg/g, M 1@ 14 47.59 %.

000 LR
m SR
2500+

200.0+
150.0F

100.0+

HEH (nee )

500 F

00 =

20 22

A1 EXEFARTEXFEENASEMA (P<0.05)

13 B M AREFRFHHLNL

1.3.1 LT B A 4 3 7%

Bt RFrr. REENMEER, ELESHT, ALEFA
W RLTHE TR LEER. £, TR F. FEF A& 2~5mm
KN, W R M TIEAE L, 8 30ml ERHE P EM 8~
10 R EE A 0.5 cm WAMEIKR, KIMEMRAMT 22°C, B 5~
10d; Z EHBERE N 25SCHEFRERZ I 10~20d; &%
FTEEICHERZEEA10~15d, RELIVAGHE, &
TG AR Y SME RS R E RS .

132 & 4018 # fr ik

HRMAKIER, THET., Ea6FENRGHERIAT AN
R, RENWNERSE N 20 g &FH LT 1000 ml
EARERA, BAABAN35d, BEHREEHN23C, HHAKE
B, L%, EOERTHNRGHEENR FHENE, SEritd
BB HEARN 0.8~1.0m WM FTHMAAT IR, LELHA
3~6/NEF/ K, BEFRIEE AN 22~28°C, B3 30~35d Bk,

LEEREER
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2021128, WRIEIE TAELH £ KA it 8 & A vE S B . 1A
&R, XENERALIHYE, TEHARET (25 Aa % im s
FEANEY EE. HEl A,

BEZRET20224 128 T4, TREHATTHNETXNEIL,
WIERAEBRAFARBLIMEHEEZRZLANE M ET KR, %
BEANMNEMREATERANEZE LERENL.

X)) TRAEKREN

20224E 1 Fl THIATVEREEMURNB AR, HIiLE T4 H
AEFEHAF. BERMAAF. FHFERAF. ERXFEHLH K
F.AARAF, HRFEHAF. MHEHERAF. RAFEH A
¥, FPEHGHAY, “BL L RGELRFARK. | AEL R0
B, BEXHELZ RS, FEARG SR EARIK. BEALFYE
HAFEAFETBNESEELETRAEREN, FKEB048EX
“UERENAE”, EERFEENNERI0EL.

() ERHGT

20224F4F-TH, BREANEXRENH#ATICEHTLE,
GoH RN, CE RN BOCRENT WREERN, TR
BICRAER” (B ALK B IC R A3 &-20 A 20 fe 3 7=
BAME) . BRI RAR KA A EM A IEREANE) (EF)
BBRENLE, REEXIENLN (LA A EEARTANE) (E
) PP RWELEKR., KB, EX. THEXEH. FrERH. &
FETEH ., HEEAERFEFHT TR, BT ET (HAMHE
WA RIEREANE) (EE), RAWE (GRAEMAEERE
AR XFfm, TRERIE,
(N\) ERRF

20224 7A23H, REAMFRFELF ML T EFHH,
AFELEFR., FERH. TRELLCEAER. # 7%,

W, 5 E A S AR R b 8T Ao R R UL
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(DOHRENIEER BXAFEIEAEL T HRFRTAE? &
wEEEMENK, FHAKA?

E B B A 4N T IE A5 52 e BK B & i B AR 4 28 B 3 R A R AR
Ko, KRR FH EWNG Ay HEEFRNEAANLE., EFRY
MHEFREFE., EARALENRE., BN REEE LS LY/T
1882-2010 #h A H L # #+ & ¥ A MAZ A1 DB/T 752-2009 48 47 1
HREBRAANEEEMZL, 55T LRk, B2 AR
BrmfAdEsGaeszr, D ERENEBHECE L5 LR
EHREEZR
() RESIAMEXARE? Bl|ARNAZEEMA?

1. GB/T 6682 - #T LI = F /K A AS Fo 1R 3o 77 vk
SR A B s B KB K
2.LY/T 1882-2010 Mk A H AR EFEH HANE
BRI A BRI AR R RENTRE,
3. DB/T 752-2009 A5 4 f ¥ = & 5 A HLAE
SR A B AR R AEE A

. BT ERAEERFRERIRREAN KR

AFREE G IATR A E ZATERRFENTT B H

)

o

Ny REREFSBERIHWAEE IR E

TERFAEFREASE, AT HEETNFETRT2
BT A,
. B, HMAREMNE IO AT E R
(—) Eff. RUFENEH
1. AR HYSEH 2 AL
AN LA, AT Fe W fa 25 R A [B] 3 77 B TR AR
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ZAFEQ, PEFERFRFLGREF L, AEEHEETEAT
[Roaadl, THRGRAEME, RRTEHAF, AERBERXRETHR
TRAAERNE ., AR CEERG VAR AE ., ST FEHKX
F 5L Mo
2. HtnEf. RMARENEHE

2. 1 7R 7EE)|

WA WERHABRERFRCVELAEFEL KL EHE
B AT E R, TE A EEY AR E A BRHE A
k. HESN, HARAWNAEXARER. #) (GAHESH
B FRBAARE) X —HERRE, 820 B AmEEF. RE
fFf EA RS, WA, BTEF, BiE. BEEHAE T
YERL R, FFx AR R AT AR Ry A AR AT B A AR A

2. 2 FRUE R

e B E R e ek, BERAERASL. HEL
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	1.任务背景
	2.任务来源
	任务来源于国家863计划《药食同源重要功能因子提取、分离及规模化生物合成关键技术研究》（2014AA
	3.标准起草单位
	珍稀濒危药用植物国家地方联合工程研究中心，中国中医科学院中药资源中心，大连普瑞康生物技术有限公司，广
	主要技术内容为药用植物细胞培养过程中的条件和技术方法，包括工作区条件、清洗与灭菌、试剂与培养基、药用
	遵循“没有记录，就没有发生”的原则。列出标准制定过程中全部工作步骤及工作内容，召开会议要提供会议纪要
	（一）文献和现有标准、应用情况梳理
	2021年1月~2月，标准起草的负责人团队在中国知网学术文献总库（CNKI）、万方数据知识服务平台（
	1.植物细胞工程的应用
	植物细胞工程技术的应用，催生了一大批先进实用的研究成果和技术， 培育了一批优良品种，包括植物细胞工程
	药用植物细胞中含有各种特殊的代谢产物、药用成分和各种香精等。其中有些是人工所不能合成的物质；有些是整
	近50年来，这一领域的研究取得了飞速的发展。目前已经对400多种药用植物进行了相关研究，从培养细胞中
	3.现有标准情况
	（二）成立标准起草组
	1.标准起草组成立方式
	标准起草组由负责人召集相关科研院所、标准使用企业推荐及面向相关企业征集专家等方式召集起草组成员，于2
	2.标准起草组组成情况
	① 标准起草组组成情况：
	标准起草单位由珍稀濒危药用植物国家地方联合工程研究中心（发改委批准的珍稀濒危药用植物研究机构），中国
	② 标准起草组成员名单及分工：见表1。
	3.利益冲突声明
	标准起草组包含了科研、生产和医疗等不同领域的专家，不存在利益冲突，可避免标准推荐意见的影响。
	（三）标准制定的可行性论证、编制计划制定及项目调研
	2021年2月1日在标准起草组的线上会议上，对天山雪莲培养物等2个拟进行起草团体标准的研制背景、标准
	（四）提案、申请、立项
	（五）标准草案起草
	1.标准的实验研究
	外植体选择、愈伤组织诱导、细胞培养是药用植物细胞培养的主要步骤，严格控制组织培养过程中培养基的各营养
	1.1天山雪莲细胞培养条件的优化
	配制植株诱导MS培养基和诱导愈伤组织MS培养基，选取生长良好的天山雪莲植株作为外植体，接种于诱导愈伤
	1.1.1天山雪莲细胞诱导方法的比较
	分别称取硝酸钾190重量份、硝酸铵165重量份、硫酸镁37重量份、磷酸二氢钾17重量份、氯化钙44重
	配制MS培养基母液，母液比例为A:B:C:D = 5:2:2:1，4℃保存备用；取0.15～0.25
	将保藏的天山雪莲种子灭菌，彻底灭菌的天山雪莲种子在无菌条件下接种在配好的植株诱导MS培养基上，每25
	天山雪莲植株继续培养至5～8 cm，选取生长良好的天山雪莲植株作为外植体；将外植体接种于诱导愈伤组织
	1.1.2稳定高产天山雪莲细胞系筛选
	通过对天山雪莲愈伤组织的诱导和培养得到了4种新疆天山雪莲细胞系：白色系、黄色系、绿色系和紫红色系；对
	选取紫红色细胞系为原始细胞系，用目测法从固体培养基中挑选颜色较深、色彩鲜亮的紫红色愈伤组织在MS中添
	1.1.3天山雪莲细胞系的继代培养
	比较3种继代培养基：① MS 培养基；② B5培养基；③N6培养基。培养基中均添加0.2～0.5 m
	1.1.4液固交替生产方法
	1.1.4.1 液体摇床培养制种
	① 选种
	选取培养10~14天，长势较好，颜色鲜艳，呈紫红色，颗粒均匀，质地均一的细胞系作种子细胞。
	② 培养基配制
	采用500 ml 培养瓶，每瓶装 120~150 ml培养液，培养液成分为MS中添加 6-BA、NA
	③ 接种
	无菌条件下，将培养物用镊子夹碎后接种到装有120~150 ml 培养液的500 ml培养瓶中，接种量
	④ 摇床培养
	培养条件：培养温度为25℃，摇床转速110 rpm，培养时间9 d，光照11 h、2000 Lux。
	1.1.4.2固体培养
	① 液态种子细胞的选取
	用显微镜观察检测，选取颜色鲜艳、呈紫红色、长势较好、分散性好、颗粒均匀无污染的培养物作生产用种子细胞
	② 培养基
	MS中添加6-BA、 NAA、0.6 g/L琼脂及30 g/L蔗糖的固体培养基。
	③ 接种
	无菌条件下，将培养瓶中的培养液滤除，将培养物转移到垫有无菌滤纸的无菌培养皿中，挑取生长旺盛、颜色鲜艳
	④ 固体培养
	培养温度：25℃，光照11 h、2000 Lux；培养周期：15天。
	1.1.4.3培养物的收集及循环生产
	① 留种
	大规模生产的同时，可以从中选择生长旺盛、颜色鲜艳、呈紫红色，结构致密、呈团粒状，质地均匀为特征的愈伤
	② 培养物的收集
	收集剩余培养物，低温真空干燥，即可。根据需要，可以将干燥的培养物磨成粗粉或细粉，或者用来提取黄酮及其
	1.2黄芩细胞培养条件的优化
	1.2.1黄芩细胞系培养
	将在MS固体培养基上稳定继代的愈伤组织，转入到MS液体培养基（3％蔗糖，pH5.8）中进行悬浮培养，
	1.2.2黄芩细胞系有效成分的积累
	1.2.2.1黄芩苷、黄芩素的测定
	取黄芩悬浮细胞液5 mL，4℃、12000 g离心后，除去上清，沉淀中精密加入甲醇1 mL，称定质量
	1.2.2.2光照对黄芩细胞系中黄芩苷含量的影响
	在光照条件下，黄芩苷含量在第20天含量最高，达到218.31 μg/g，随后呈逐渐降低趋势，在第26
	图1黄芩悬浮细胞中黄芩苷含量的动态变化（P≤0.05）
	1.3红豆杉细胞培养条件的优化
	1.3.1红豆杉细胞培养
	取叶及子叶、胚芽作为外植体，在无菌条件下，用无菌手术剪刀和无菌镊子将无菌苗根、茎、叶及子叶、胚芽切成
	1.3.2高产细胞系筛选
	选取生长旺盛、无褐变、黄白色特征的愈伤组织进行周期性的继代培养，愈伤组织的培养条件为：20 g愈伤组
	2.撰写标准草案 
	2021年12月，根据项目工作组专家研讨确定的标准范围、调研结果、文献证据和实验数据，项目组起草了《
	草案成稿于2022年12月下旬，完成后进行了组内专家的论证，论证采用通讯形式通过微信将草案发送给组内
	（六）专家征求意见
	2022年1月下旬标准起草单位以网络形式，通过电子邮件向北京中医药大学、福建农林大学、南方医科大学、
	（七）草案修订
	2022年4月-7月，起草组对专家意见进行汇总和研究处理，给出“采纳”、“部分采纳”或“未采纳”的处
	（八）草案送审
	2022年7月23日，起草组向中华中医药学会报送了送审材料，包括送审稿、编制说明、征求意见汇总处理表
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