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摘　要: 目的　研究CO 2 激光对大叶龙胆种子萌发及幼苗生长的影响。方法　使用不同剂量的CO 2 激光辐照大叶
龙胆湿种子, 观察不同光照条件下种子的萌发情况, 并研究激光处理后的幼苗生长情况。结果　光照条件下, 激光
可提高大叶龙胆种子的发芽势及发芽率, 但对黑暗条件培养的种子无明显促萌发作用。低剂量激光还可提高大叶
龙胆幼苗的叶绿素和可溶性蛋白含量, 促进幼苗生长。结论　低剂量的CO 2 激光可促进光照条件下的大叶龙胆种
子萌发及幼苗生长。
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　　大叶龙胆 Gen tiana m acrop hy lla Pall1 为龙胆

科龙胆属的多年生草本植物, 分布在西北、华北、东

北及四川等地, 其根入药称秦艽, 为一种常用的传统

中药。近几年以秦艽为原料的新药开发取得了较大

进展, 需要量越来越大, 由于过去秦艽的药用全靠野

生, 而野生受自然条件的制约, 分布面狭窄, 加之耕

作范围扩大和盲目采集, 使资源日趋减少, 产量和质

量下降, 面临濒危, 药用资源严重紧缺, 被国务院列

为野生药材资源保护管理物种之一。因此开展大叶

龙胆规范化种植尤为重要。大叶龙胆多以种子繁殖,

但其种子萌发率较低。目前关于大叶龙胆种子发芽

特性的研究较少, 故研究促其种子萌发和幼苗生长

的方法对探索大叶龙胆人工栽培有一定意义。

　　国外自 20 世纪 60 年代, 我国自 20 世纪 70 年

代初, 已经开发了激光诱变育种技术的研究[1 ]。美国

和加拿大等国较早采用红宝石激光处理蚕豆、萝卜、

紫花苜蓿和南瓜种子, 结果激光处理都提高了种子

的发芽率和发芽势[2 ] , 在玉米、小麦、马铃薯、甜橙等

的研究中都表明低剂量的激光辐照种子, 能打破休

眠, 提高发芽率、发芽势, 促进苗期生长、早熟高产、

代谢旺盛、抗逆性增强[3, 4 ]。李雨润等[5 ]曾通过对 6

种不同蔬菜种子进行低剂量CO 2 激光照射后, 进行

实验室或田间栽培。观测其各种生理指标得出结论:

适量CO 2 激光照射蔬菜种子可增强种子的活力, 提

高幼苗素质, 增加产量, 促进早熟, 加强生理功能, 改

善解剖结构。因此, 本研究拟用不同剂量CO 2 激光

辐照大叶龙胆种子, 探索促进其萌发和营养生长的

途径。

1　材料与方法

实验用大叶龙胆种子由陕西省陇县西北大学秦

艽种植基地提供, 为 2002 年收获的干燥成熟种子。

111　种子品质的检验

11111　形态观察: 用体视显微镜观察大叶龙胆种子

形态并用测微尺测量其大小。

11112　种子净度的测定: 用十字区分法[6 ]取 3 组种

子测定种子净度, 用下面公式计算, 取平均值。

种子净度=
供试种子质量2废种子质量2杂质质量

供试种子质量 ×100%

11113　千粒质量测定: 从洁净种子中随机取 1 000

粒称质量, 重复 3 次, 取平均值。

11114　种子含水量测定: 先将称量瓶放在 105 ℃烘

箱内烘干, 冷却后称质量, 再将 5 g 供试种子放入称

重瓶, 在 105 ℃烘箱中烘 6～ 8 h 至恒重后, 盖瓶盖

并取出, 放入干燥器内冷却至室温称重。

种子含水量=
种子烘前质量2种子烘后质量

种子烘前质量 ×100%

112　CO 2 激光促萌发试验
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11211　种子处理方法: 2002 年 10 月 27 日将种子

用饱和漂白粉溶液消毒 015 h, 流水冲洗, 然后室温

浸泡 24 h; 28 日将湿种子摆在铺有两层滤纸的培养

皿内用 CO 2 激光器 (M SHCO —A —C800MM , 西北

大学光电研究所生产)做 6 组处理, 本研究所用CO 2

激光波长 1 060 nm , 扩束光斑直径为 30 mm , 照射

距离为 25 cm , 功率密度为 312 mW ömm 2, 照射时间

分别为 0 (CK) , 30, 60, 90, 120 s。每皿种子 100

粒, 每处理 3 个重复。然后放入 22 ℃温箱里, 光照培

养。作相同的另外一批在 22 ℃温箱里, 黑暗中培养。

11212　萌发率的统计[7 ]: 第 8 天统计发芽势, 第 14

天统计发芽率。当幼根长度等于或大于种子长度时,

即认为种子发芽。
发芽势= (规定天数内发芽数ö实验总粒数)×100%

发芽率= (发芽总粒数ö实验总粒数)×100%

113　促生长实验

11311　幼苗的培养: 同上法作 5 个处理的种子, 然

后放入 22 ℃温箱中光照培养。第 6 天种子开始萌

发, 施以M S 培养液, 第 10 天将各处理的幼苗种在

花盆中, 并做标记, 放入花房培养。培养土为 1∶1 的

黄土和腐殖质混合物, 花盆上盖塑料布以保湿透光,

并每天用小型喷雾器浇水。第 15 天揭去塑料布, 幼

苗已经适应土壤环境, 长势良好。继续保持条件使其

生长。20～ 30 d 后幼苗长出两片真叶, 在此期间适

时间苗, 留下生长一致的幼苗, 并去杂草。1 月 8 日

(即生长两个月后) 将各处理的苗采下, 进行生理指

标的测定。

11312　叶绿素、可溶性糖及可溶性蛋白含量的测

定: 用魏海姆 (1974) [8 ]方法测叶绿素含量, 蒽酮法[9 ]

测可溶性总糖含量, 考马斯蓝染色法[10 ]测定可溶性

蛋白含量, 含量以m gög 计算。

11313　统计分析: 对叶绿素、可溶性糖及可溶性蛋

白含量分别进行单因素方差分析。

2　结果与分析

211　种子品质: 大叶龙胆种子椭圆形, 长 115～ 117

mm , 直径 015～ 016 mm , 表面黄棕色至褐色, 光滑;

种脐位于基部尖端, 不明显, 解剖镜下见种子表面密

布略凸起的纵皱纹。种子净度为 9418% , 千粒重

01145 g, 种子含水量为 918%。

212　CO 2 激光处理对无光条件下大叶龙胆种子萌

发的影响: 在无光培养条件下, 虽然不同剂量的CO 2

激光处理的大叶龙胆种子萌发数都略大于对照, 但

是CO 2 激光对种子萌发并无显著的影响, 最大发芽

率还不足 35%。说明CO 2 激光对打破大叶龙胆种子

的光萌发特性无显著作用 (图 1)。

图 1　CO 2 激光处理对无光条件下大叶龙胆

种子萌发的影响

F ig11　Effects of CO 2 laser irrad iation on seed

germ ination of G1 m acrop hylla in dark

213　CO 2 激光处理对有光条件下大叶龙胆种子萌

发的影响: 在光照条件下, 各处理的大叶龙胆种子萌

发数都大于对照, 其中 60 s CO 2 激光处理的促进作

用最大, 其发芽势、发芽率分别为对照的 130% ,

133% , 而且长势整齐, 其次为 30 和 90 s 的处理

(图 2)。

图 2　CO 2 激光处理对有光条件下大叶龙胆

种子萌发的影响

F ig12 　Effects of CO 2 laser irrad iation on seed

germ ination of G1 m acrop hylla in l ight

214　CO 2 激光处理对大叶龙胆幼苗叶绿素、可溶性

糖、可溶性蛋白含量的影响: 结果表明 (表 1) , 30 和

60 s 处理组的大叶龙胆幼苗叶绿素 a、叶绿素 b 及

总叶绿素含量均高于对照, 其中 30 s 处理组的显著

高于对照的 (P < 0105) ; 而 90 和 120 s 处理组的叶

绿素 a、叶绿素 b 及总叶绿素含量均低于对照, 且差

异显著 (P < 0105)。30 和 60 s 处理组的大叶龙胆幼

苗可溶性糖含量与对照的接近, 而 90, 120 s 处理组

的可溶性糖含量均显著低于对照 (P < 0105)。30～

120 s 各处理组大叶龙胆幼苗的可溶性蛋白含量均

显著高于对照 (P < 0105)。总的来看, 30 和 60 s 处

理组的大叶龙胆幼苗的各种生理指标都比对照高,
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表 1　CO 2 激光对大叶龙胆幼苗叶绿素、可溶性糖、可溶性蛋白含量的影响 (xθ±s)

Table 1　Effects of CO 2 laser irrad iation on con ten ts of chlorophyll, soluble sugar,

and soluble prote in in seedl ing of G1 m acrop hylla (xθ±s)

时间ös
含量ö(m g·g- 1)

叶绿素 a 叶绿素 b 总叶绿素 可溶性糖 可溶性蛋白

对照 　　　0148±0105　 　　　0115±0102 　　　0163±0105 　　　1110±0117 　　　416±0136

30 0172±01023 0129±01023 1106±01023 1107±0121 710±01893

60 0152±0102 0116±0103 0169±0103 1112±0116 814±01533

90 0144±0101 0118±0103 0163±0105 0154±0107 710±01273

120 0135±01013 0112±01013 0147±01023 0139±01033 619±01333

　　　　3 处理组与对照组 (CK)之间有显著差异

　　　　3 indicated a sign ifican t difference betw een TR and CK

并且这两组的幼苗长势也明显好于对照和其他两处

理组, 所以 30 和 60 s 的 CO 2 激光辐照对大叶龙胆

幼苗生长有较好的促进作用。

3　讨论

　　激光对生物体的作用表现为光效应、电磁效应、

热效应和压力效应[11 ] , 但低功率的激光器产生的热

和压力很少, 因此, 激光对生物体的影响就主要为光

效应和电磁效应, 其本质是生物分子吸收不同波长

的激光, 或在激光的电磁场效应下, 分子内发生能级

跃迁, 达到一定的震动能和产生自由基引起生物分

子内分解、裂解或断裂, 导致分子激活或损伤。激光

对生物体有直接和间接作用, 即直接使生物体的性

状发生改变或导致生物体死亡, 或间接使生物分子

吸收能量, 分子内发生能级跃迁, 达到一定的震动能

以后, 使机体当代产生光照活化效应所至。从而使

DNA 酶活性提高, 有丝分裂加快, 核仁活化, 宏观上

可使种子发芽率高, 出苗快, 苗期生长旺盛, 多分蘖,

提早开花和成熟。产量增加, 对生产极为有利。

而本试验也表明, 低剂量 (30, 60 s) CO 2 激光处

理对大叶龙胆种子的萌发及幼苗生长有促进作用。

图 1 中, 在无光条件下。CO 2 激光处理的大叶龙

胆种子萌发率虽略增加却最高仅达到 35% , 这可能

与大叶龙胆种子的光萌性有关。李惠娟认为[12 ]种子

收获时其胚仅发育至心性胚, 需经过后熟阶段才能

萌发, 为实现进一步发育, 种子需吸水并保持有利的

温度条件。在本实验中, 虽有充足的水份, 适宜的温、

湿度, 却因无光照而使种子萌发率低, 关于光在大叶

龙胆种子萌发过程中的作用机制还需进一步研究。

从图 2 中可明显看出激光处理使大叶龙胆种子

的萌发率提高。随着处理时间的增大, 萌发率先是逐

渐提高, 60 s 处理的萌发率为最高, 后又下降, 但仍

高于对照。这样一个变化说明低剂量CO 2 激光辐照

主要表现为刺激效应, 随着剂量的增加, 其生物效应

从刺激向抑制转化。

在表 1 中可看到, 与对照相比, 30～ 60 s 的CO 2

激光处理可提高大叶龙胆的叶绿素含量, 同时各组

CO 2 激光处理均可显著提高可溶性蛋白含量, 表明

CO 2 激光处理可刺激酶类合成。酶的光激活是光生

物学发展最快的一个领域, 其重要性在于酶是一种

催化剂, 原则上讲一个光子可激活一个酶分子, 激活

的酶分子转而又能产生成千上万的物质分子。许多

实验也证明在一定的剂量范围内, 激光辐射会使生

物体内的硝酸还原酶、酯酶、淀粉酶等活性普遍提

高, 代谢旺盛, 抗逆性增强。总之, 与对照组相比, 在

幼苗期, 30 和 60 s 处理的幼苗生长都更为茁壮, 这

与它们生理指标表现出来的一致。而 90 和 120 s 处

理的幼苗生长就要差, 说明低剂量的CO 2 激光处理

可用以促进大叶龙胆种子的萌发及幼苗生长, 在后

续工作中将对大叶龙胆种子进行 30 和 60 s 处理,

并设立对照, 研究低剂量激光对其营养生长处秦艽

药材质量的影响, 为推广到生产实践提供更详实可

靠的依据。
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紫花洋地黄的组织培养和植株再生

施和平, 权　宏Ξ

(华南师范大学生命科学学院 广东省植物发育生物工程重点实验室, 广东 广州　510631)

　　紫花洋地黄D ig ita lis p u rp u rea L 1 是玄参科毛

地黄属的可供药用和观赏的两年或多年生的草本植

物, 原产欧洲。其叶片为制备强心药物西地兰和地高

辛的原料或将叶片直接作原料药药用。临床试验表

明, 其药用成分洋地黄强心苷等具有加强心肌收缩

力, 减慢心率, 抑制传导的作用, 并用于充血性心肌

功能不全症治疗等[1 ]。有报道表明, 洋地黄的细胞培

养物具有羟基化的生物转化能力, 能将洋地黄毒苷

转化为羟基洋地黄毒苷[2, 3 ]。但至今少见有关紫花洋

地黄组织培养和植株再生的正式报道。本实验报道

利用紫花洋地黄叶片外植体诱导形成愈伤组织并得

到再生植株的实验结果。

1　材料和方法

111　植物材料: 取紫花洋地黄D ig ita lis p u rp u rea

L 1 种子用清水吸胀后, 置于细纱布袋中, 先用 75%

酒精消毒 30 s, 再置入 011 % 升汞溶液中浸泡 24～

26 m in, 用无菌水冲洗 5～ 6 遍后, 将种子置于盛M S

培养基湿润滤纸的灭菌三角瓶中萌发。

112　愈伤组织的诱导: 将萌发生长 20 d 的无菌苗

叶片切 成 015～ 110 cm 2 的小块, 接种至含 2, 42D
110 m göL + KT 015 m göL 和 NAA 012 m göL 的

M S 培养基上诱导愈伤组织和继代培养。愈伤组织

每周继代一次。

113　芽和根的分化: 将叶片产生的新鲜浅黄绿色愈

伤组织转接至含 62BA 110 m göL + NAA 011 m göL
的M S 培养基上诱导芽的分化。将所得到的芽从愈

伤组织上切下, 转接至含NAA 015 m göL 或不含任

何外源生长调节剂的M S 培养基上诱导根的形成。

114　培养条件: 以上所用的培养基均加 017% 琼

脂, 3% 蔗糖 (A 1R ) , pH 518。除愈伤组织诱导在

(25±2) ℃, 光照 12～ 14 höd, 1 200 lx 下培养外; 幼

芽分化及生根诱导均在 (25±2) ℃, 光照12～ 14

höd, 光强 2 000 lx 下进行培养。

2　结果

211　愈伤组织的诱导及芽的分化: 幼嫩的紫花洋地

黄叶片外植体在愈伤组织诱导培养基上培养 1 周

后, 叶片外植体切块不同程度卷曲, 并整体膨大; 2～

3 周后从叶片外植体产生大量疏松浅黄绿色或淡黄

色愈伤组织; 且随着培养时间延长, 愈伤组织体积逐

渐增大。但若在该愈伤组织培养基上生长太久 (30～

40 d ) , 老的愈伤组织就开始变黄, 或轻微变褐

(图 1)。

图 1　紫花洋地黄叶片外植体产生的愈伤组织

F ig1 1 　Callus formation from D 1 p urp urea

blade explan ts

将叶片外植体上产生的新鲜愈伤组织转接至

M S+ 62BA 110 m göL + NAA 011 m göL 的芽分化

培养基中, 约 5～ 6 d 后愈伤组织变得更疏松, 呈浅
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