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波棱瓜愈伤组织诱导及植株再生研究 
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摘  要：目的  研究波棱瓜愈伤组织诱导、分化及生根的条件，探讨波棱瓜快速繁殖新途径，为波棱瓜组织培养与离体植株

再生奠定基础。方法  以波棱瓜幼嫩茎段和叶片为材料，比较不同外植体、基本培养基及植物生长调节剂对波棱瓜愈伤组织

诱导、分化及生根的影响。结果  幼嫩茎段作为外植体时，其出愈率较叶片高，愈伤量大；MS 基本培养基能够产生明显的

愈伤组织，出愈率较高；幼嫩茎段愈伤组织诱导适宜的培养基为 MS＋6-BA 2 mg/L＋NAA 0.5 mg/L，出愈率达 93.3%。愈伤

组织的最佳分化培养基为 MS＋6-BA 2 mg/L＋NAA 0.1 mg/L＋KT 3.0 mg/L，分化率达 87.2%。生根培养的适宜培养基为 1/2 
MS＋NAA 1.0 mg/L，生根率达 95%。结论  波棱瓜幼嫩茎段在适宜的培养基中可通过愈伤组织途径分化不定芽，且极易生

根，能够得到正常生长发育的再生植株。 
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Callus induction and plant regeneration in Herpetospermum pedunculosum 
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Abstract: Objective  To investigate the conditions influencing the induction, differentiation, and rooting of callus in Herpetospermum 
pedunculosum, establish a new method for rapid propagation, and lay a foundation for plant tissue culture and regeneration. Methods  
With the young stems and leaves of H. pedunculosum as materials, effects of different explants, basic medium, and plant growth regulators 
on callus induction, differentiation, and rooting were compared. Results  When young stems were used as explants, the induction rate 
was higher than that of leaves. MS medium could produce obvious callus with high induction rate. The optimum compositions for callus 
induction, differentiation, and rooting were MS+6-BA 2 mg/L+NAA 0.5 mg/L, MS+6-BA 2 mg/L+NAA 0.1 mg/L+KT 3.0 mg/L, and 1/2 
MS+NAA 1.0 mg/L. The callus induction rate, differentiation rate, and rooting rate were 93.3%, 87.2%, and 95%, respectively. 
Conclusion  The young stems of H. pedunculosum could differentiate the adventitious buds in a suitable medium through callus, and be 
easy to take root. The regeneration plantlets with normal growth and development could be obtained. 
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波棱瓜 Herpetospermum pedunculosum (Ser.) 
Baill. 为葫芦科波棱瓜属一年生攀援状藤本植物，

又名塞季美朵、塞美塞古。主要分布在西藏东南地

区海拔 2 600～3 000 m 的山坡林缘及村寨等附近[1]。

作为藏药中一种重要的药用植物，波棱瓜主要以种

子晒干入药。其味苦，具有清热解毒，柔肝，治

黄疽性传染性肝炎，胆囊炎，消化不良等症的作

用[2-3]。近年来市场对波棱瓜籽的需求逐渐加大，生

产上需要大量的优良雌株以保证其经济产量，但受

西藏特殊的地理气候条件和波棱瓜自身雌雄异株的

限制，其产量远不能满足市场需求，因此，人工种

植栽培已势在必行，成功地进行波棱瓜组织培养与

植株再生，对于其进行大规模种植及转基因十分必

要。在葫芦科及其他科物种中已进行的组织培养国 
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内外均有较多报道[4-10]。本研究以波棱瓜幼嫩茎段

和叶片为材料，对其愈伤组织诱导及植株再生影响

因素进行系统研究，初步建立其快繁体系，为波棱

瓜人工快繁、遗传转化等奠定理论基础。 
1  材料与方法 
1.1  材料 

波棱瓜采集于西藏农牧学院濒危藏药材示范基

地，经西藏农牧学院副教授兰小中鉴定为波棱瓜

Herpetospermum pedunculosum (Ser.) Baill.，4 月下

旬播种，经萌发、生长至 5 月下旬时取叶片和幼嫩

茎段作为试验材料。 
1.2  方法 
1.2.1  无菌材料的获得  幼嫩茎段先用清水清洗

后，用剪刀剪成约 2 cm 的小段，流水冲洗 1～2 h。
无菌条件下，先用 75%乙醇消毒 10 s，再用 0.1%氯

化汞消毒 10 min，用无菌水冲洗 4～5 次后接种。 
幼嫩叶片用毛刷蘸取洗洁精清洗干净后，流水

冲洗 1～2 h，无菌条件下，先用 75%乙醇消毒 8 s，
再用 0.1%氯化汞消毒 8 min，无菌水冲洗 4～5 次后

剪成约 1 cm2 小块后接种。 
1.2.2  基本培养基筛选  将消毒过的外植体，分别

接种于 MS、1/2 MS、B5和 WPM 基本培养基上，

附加 2.0 mg/L 6-BA、0.5 mg/L NAA，观察生长情况，

确定其最佳基本培养基。 
1.2.3  愈伤组织的诱导  在选定的基本培养基上分

别添加不同质量浓度 6-BA（0、1.0、2.0、4.0 mg/L）
和 NAA（0、0.5、1.0 mg/L），25 d 后统计各处理出

愈率，40 d 后观察生长状况及产生愈伤量（生愈伤

量＝产生愈伤组织的个数/接种总个数）。 
1.2.4  丛生芽的诱导  在愈伤组织诱导培养基的基

础上调节 6-BA 和 NAA 质量浓度，另配合增加 KT
（1.0、2.0、3.0 mg/L），采用 3 因素 3 水平试验设计。

25 d 后统计产生丛生芽数，筛选丛生芽诱导最佳激

素组合，计算增殖系数（增殖系数＝增殖周期结束

时的芽苗数/增殖周期起始时的芽苗数）。 
1.2.5  生根培养  挑选由茎段愈伤组织分化出的长

势好且生长均一的丛生芽，切成单芽，接入添加不

同浓度 NAA（0、1.0、2.0 mg/L）的 MS、1/2 MS
培养基中诱导生根。培养 30 d 后观察根生长情况，

统计生根率（生根率＝生根苗数/培养总苗数）。 
1.2.6  培养条件  以上培养基均附加 4.5 g/L 琼脂、

30 g/L 蔗糖，pH 值 5.8。温度为（25±2）℃，光照

12 h/d，除愈伤组织诱导在 1 200 lx 下培养外；丛生

芽诱导及生根均在 2 000 lx 下进行培养。 
1.2.7  统计分析  数据采用 DPS 软件进行统计处理。 
2  结果与分析 
2.1  不同外植体类型对愈伤组织诱导的影响 

将波棱瓜幼嫩茎段和叶片均接种于添加 2.0 
mg/L 6-BA＋0.5 mg/L NAA 的 MS 培养基上。接种

1 周左右幼嫩茎段上即有愈伤组织开始产生，呈浅

黄绿色或淡黄色。疏松且生长旺盛，25 d 时愈伤量

基本达到最大（图 1）；以幼嫩叶片为外植体时，叶

片膨大极明显，后期发生严重卷曲、失绿，部分叶

片直接生根，只有个别外植体表面有极少量愈伤组

织产生（图 2）。茎段诱导时出愈率、愈伤量明显高

于叶片，且污染率较低。具体见表 1。 

 

图 1  幼嫩茎段诱导的愈伤组织 
Fig. 1  Callus induced from young stems  

  

图 2  叶片诱导的愈伤组织 
Fig. 2  Callus induced from leaves  

2.2  基本培养基对愈伤组织诱导的影响 
从表 1 可以看出，MS 培养基对波棱瓜幼嫩茎段

愈伤组织的诱导效果最好，诱导率达到 93.3%，1/2 
MS 次之，B5和 WPM 较差。波棱瓜幼嫩茎段在 MS
培养基上生长良好，有大量浅黄绿色或淡黄色愈伤

组织产生；1/2 MS 培养基培养时波棱瓜幼嫩茎段的

出愈率为 66.7%，外植体生长一般，产生的愈伤量明

显减少；而在 B5和 WPM 培养基上外植体逐渐失绿，

出愈率仅为 25.6%和 6.7%，产生的愈伤量极少。 
2.3  激素配比对愈伤组织诱导的影响 

从表 2 可以看出，在不添加任何激素的 MS 培
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表 1  基本培养基与外植体类型对波棱瓜愈伤组织诱导的影响 (n＝3) 
Table 1  Influences of basic medium and types of explants on callus of H. pedunculosum (n＝3) 

基本培养基 外植体 出愈率 / % 污染率 / % 愈伤量 表 现 
叶片 10.0 11.1 ＋ 叶片膨大、卷曲、失绿 MS 
茎段 93.3 2.2 ＋＋＋＋ 淡黄绿色，淡黄色，润泽，表面光滑 
叶片 7.8 15.6 ＋ 叶片膨大、卷曲、失绿 1/2MS 
茎段 66.7 3.3 ＋＋ 黄色，细胞紧致，润泽 
叶片 7.8 4.4 ＋ 叶片膨大、卷曲、失绿 B5 
茎段 25.6 3.3 ＋ 黄绿色，质地较硬 
叶片 2.2 8.9 － 叶片膨大、卷曲、失绿，生根 WPM 
茎段 6.7 2.2 ＋ 黄绿色，质地较硬 

愈伤组织大小顺序为＋＋＋＋＞＋＋＋>＋＋＞＋，下同 
Sequence of callus size: ＋＋＋＋ > ＋＋＋ > ＋＋ > ＋, same as below 

表 2  激素配比对波棱瓜幼嫩茎段愈伤组织诱导的影响 (n＝3) 
Table 2  Influences of various combinations of 6-BA and NAA on callus of H. pedunculosum (n＝3) 

激素配比 / (mg·L−1) 
 处 理 

6-BA NAA 
出愈率 / % 愈伤量 

1 0 0 40 ef ＋ 
2 1 0 48.9 de ＋ 
3 2 0 93.3 a ＋ 
4 4 0 63.3 bcd ＋＋ 
5 0 0.5 32.2 ef ＋ 
6 1 0.5 56.7 cd ＋ 
7 2 0.5 94.4 a ＋＋＋＋ 
8 4 0.5 77.8 b ＋＋＋ 
9 0 1.0 31.1 f ＋ 

10 1 1.0 41.1 ef ＋ 
11 2 1.0 68.9 bc ＋＋ 
12 4 1.0 57.8 cd ＋＋ 

不同字母间表示差异显著（P＜0. 05），下表同  
Different letters show significant differences (P < 0.05), same as below 

养基上也能诱导产生愈伤组织，但出愈率较低，添

加激素可以显著提高幼嫩茎段的出愈率。培养基中

只添加 6-BA 时，不同质量浓度所对应的出愈率差

别较大，当 6-BA 为 2 mg/L 时，出愈率达到 93.3%。

培养基中只添加不同质量浓度的 NAA 时所对应的

出愈率几乎无差别。6-BA 与 NAA 配合使用时，茎

段的出愈率较高，愈伤量也相应增加。其中 6-BA 2 
mg/L＋NAA 0.5 mg/L 时诱导效果最好。因此确定最

佳愈伤组织诱导的培养基为：MS＋6-BA 2 mg/L＋
NAA 0.5 mg/L。 
2.4  激素配比对丛生芽诱导的影响 

波棱瓜茎段产生的愈伤组织接种于丛生芽诱导

培养基上，一周后愈伤组织表面出现淡绿色的小突

起，15 d 后即可看到明显的丛生芽（图 3）。各个处

理下愈伤组织的分化率差异较大，其中在 6-BA 2 
mg/L＋NAA 0.2 mg/L＋KT 1.0 mg/L 组合中分化率 

 
图 3  愈伤组织分化产生的丛生芽 

Fig. 3  Multiple shoots from callus differentiation  

最高达 87%，与其他处理间差异显著（P＜0.05）。
从产生丛生芽的数量及质量来看 6-BA 2 mg/L＋
NAA 0.1 mg/L＋KT 3.0 mg/L 组合中丛生芽数量较

多，平均 4.1 个，且芽较粗壮。结合丛生芽的分化

率，最优丛生芽诱导组合为 6-BA 2 mg/L＋NAA 0.1 
mg/L＋KT 3.0 mg/L，见表 3。 
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表 3  激素配比对波棱瓜愈伤组织分化的影响 (n＝3 ) 
Table 3  Influence of various combinations of 6-BA,  

           NAA, and KT on callus differentiation  
of H. pedunculosum (n＝3 )  

激素配比 / (mg·L−1) 
处理 

6-BA NAA KT 
分化率 / % 

1 0.5 0.1 1.0 37.8 ef
2 1.0 0.1 2.0 49.3 de
3 2.0 0.1 3.0 75.3 b
4 0.5 0.2 2.0 49.5 de
5 1.0 0.2 3.0 49.5 de
6 2.0 0.2 1.0 87.2 a
7 0.5 0.5 3.0 56.3 cd
8 1.0 0.5 1.0 56.3 cd
9 2.0 0.5 2.0 27.8 f

 
2.5  试管苗的生根试验 

将诱导产生的丛生芽切成单芽后接入不同的生

根培养基进行生根培养，15 d 后开始生根，40 d 后

大多数根生长趋于稳定（图 4）。各个处理下生根率、

生根数及平均根长见表 4。从表中可以看出，在不同

处理下波棱瓜的生根都是极其容易的，生根率均高

于 85%，生根数为 1.3～3.6 条，根长为 0.8～4.8 cm。

其中 1/2 MS＋NAA 1.0 mg/L 时生根效果最佳。 

 

图 4  再生植株 
Fig. 4  Regeneration plant 

表 4  不同培养基对试管苗生根的影响 
Table 4  Influence of different media on rooting of plantlets 

培养基 NAA / (mg·L−1) 生根率 / % 生根数 / 条 根长 / cm
0.0 92.3 3.1 4.3 
1.0 95.1 3.6 4.8 

1/2 MS 

2.0 90.2 3.1 4.0 
0.0 87.6 2.4 1.1 
1.0 89.4 2.9 1.3 

MS 

2.0 87.8 1.3 0.8 

3  讨论 
波棱瓜幼嫩茎段在 MS 基本培养基上愈伤组织

诱导率最高，这与他人的研究结果一致[11]。这可能

是因为 MS 基本培养基所含无机盐量高，微量元素

种类齐全[12]，能够保证培养物的生存和最低生理活

动需要。本实验以叶片与幼嫩茎段为两种外植体，

从实验结果来看幼嫩茎段作为外植体时其出愈率与

愈伤量远远大于叶片。 
激素是影响愈伤组织和丛生芽诱导的重要因素

之一。培养基中不同激素的种类与配比对波棱瓜愈

伤组织和丛生芽的诱导影响显著。在波棱瓜生根培

养过程中，不同处理下波棱瓜的生根均极其容易。 
波棱瓜幼嫩茎段在适宜的培养基条件下可经过

愈伤组织阶段分化出不定芽，且极易生根，进而得

到生长健壮、根系相对发达的再生植株进行扩大繁

殖。但作为雌雄异株的植物，雌雄株在生长过程中

是否发生转化，如何有效提高雌株比例还有待于进

一步研究。而这些问题的逐步深入和解决都将进一

步完善波棱瓜组织培养快繁体系，为波棱瓜的快速

繁殖和人工规模化种植提供了有力的理论依据。 
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