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0．236％，但未见后续报道。本实验体系中喜树碱量

仍低于野生植株，因此有必要从改进培养方式和代

谢调控等诸多方面对喜树细胞悬浮培养体系进行深

人研究以期提高其喜树碱量，为喜树细胞体外培养

生产的工业化提供技术支持。
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罗汉果脱毒苗的快速繁殖研究
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摘要：目的筛选适宜的罗汉果脱毒苗茎段增殖培养基，研究培养温度与光照对茎段增殖培养的影响。方法采

用正交试验设计和完全随机实验设计筛选罗汉果脱毒苗茎段增殖培养基。正交L。(34)实验以在MS+BA 0．1 mg／

L+NAA 0．1 mg／L上培养30 d的罗汉果脱毒苗单芽姊妹系的单节茎段为外植体，以培养基中BA，NAA，IBA及

蔗糖为试验因子，各因子设3个水平，以在不同处理得到的增殖系数为测定指标；在此基础上进一步研究了培养基

中BA和蔗糖质量浓度对增殖效果的影响；采用完全随机实验设计研究温度，光照对茎段增殖培养生成试管苗的

影响。结果 通过对正交实验结果的极差分析及方差分析表明，在4个因子中，对罗汉果茎段增殖系数影响最大的

是BA，其次是蔗糖的NAA，IBA的影响最小；BA，NAA，IBA及蔗糖对增殖系数的影响都达到极显著。根据新复极

差检验的结果，当前研究得到的罗汉果离体茎段的最佳增殖培养基为MS+BA 0．5 mg／L+NAA 0．01 mg／L+

IBA 0．1 mg／L+蔗糖40 g／L，罗汉果茎段在此培养基上培养30 d后增殖系数为13．13；不同浓度BA与蔗糖对茎

段培养的研究结果表明，BA在1．0 mg／L增殖系数最大。考虑为保持试管苗的遗传稳定性，BA为0．5 mg／L为宜。

增殖培养基中的蔗糖适宜质量浓度为4．o％；罗汉果茎段培养适宜条件为培养温度25．c，培养光强1 000 3 000

lx。结论 增殖培养基的成功筛选及培养温度与光强的选择，有助于实现罗汉果脱毒苗的工厂化生产。

关键词：罗汉果；脱毒苗；茎段培养；快速繁殖

中图分类号：R282．21 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2005)08—1225一05

Rapid propagation of Momordica grosvenori virus-free plantlets

FU Chang—lian91，MA Xiao—junl，BAI Long—hua2，MIAO Jian—hua2，SONG Jing—yuanl

(1．Institute of Medicinal Plant Development，Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College，

收稿日期：2004—1l—02
*通讯作者马小军Tel：(010)62890692 E—mail：xjma@public．bta．net．cn



·1226· 中草药Chinese Traditional and Herbal Drugs第36卷第8期2005年8月

Beijing 1 00094，China；2·Guangxi Branch，Institute of Medicinal Plant，Guangxi Botanical Grarden
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Abstract：Objective To sift the fitting shoot segment multiplying culture media of Momordica

grosvenori virus——free plantlets and to study the effect of temperature and light on the shoot segment multi．．

plying culture．Methods The selection of the fitting shoot segment multiplying culture media was studied

by orthogonal test design and completely random experimental design．Single nodes of virus—free plantlets

from single—bud sibling—line cultured on MS+BA 0．1 mg／L+NAA 0．1 mg／L for one month were used as

explants，multiplying coefficient of different treatment as index of the experiment，and the effects of four

factors，namely BA，NAA，IBA，and sucrose were evaluated by L9(34)orthogonal design．On the basis of

the result of orthogonal test the different concentration BA and sucrose affecting on the growth of regener—

ated plantlets were studied，then the effect of temperature and light on the growth of regenerated plantlets

were studied．Results The extreme deviation analysis and the variance analysis of the orthogonal test re—

sults showed that BA，NAA，IBA，and sucrose were very considerable．BA had the greatest effect，fol—

Iowed by sucrose，NAA，and IBA．The further analysis of SSR test appeared the best medium was the

combination of A381C3D3(MS supplemented with 0．5 mg／L BA，0．01 mg／L NAA，O．1 mg／L IBA，40 g／

L sucrose。on which M．grosvenori could multiply 1 3．1 3 times ofter 30 d．The results of BA affecting on

the growth of regenerated plantlet showed that 1．0 mg／L is the most，followed by 0．5 mg／L．To keep the

hereditary stability in regenerated plantlets，the optimized concentration of BA should be 0．5 mg／L．The

optimized concentration of sucrose was 4％．The optimized temperature and light are 25℃，l OOO一3 000

lx．Conclusion The selection of shoot segment multiplying culture media，temperature，and light helps to

produce large—scale virus—free seedlings of M．grosvenori．

Key words：Momordica grosvenori Swingle；virus-free plantlets；shoot segment culture；rapid propa—

gation

罗汉果Momordica grosvenori Swingle是我国

特有的葫芦科多年生草质藤本植物，以果实人药，具

有止咳祛痰，润肠通便等功效。罗汉果是异花授粉植

物，在生产中以种植雌株为主。由于种子繁殖后代中

雄株比例偏高，因此实际生产中主要采取压蔓等营

养繁殖的方式生产种苗，繁殖系数低，且易患病毒

病。病毒在植物体内世代累积，导致品种退化，质量

下降，产量锐减。离体脱毒培养既能生产大量优质种

苗，同时也是解决罗汉果病毒病的根本途径。

前人曾就罗汉果的组织培养进行了多方面的探

索[1~5]，并进行了茎尖脱毒培养及病毒检测研

究[6‘7]，但对于脱毒苗的快速繁殖未见有系统研究报

道。因此，本实验在培养得到罗汉果脱毒苗的基础

上，对罗汉果离体茎段增殖培养的影响因素进行了

研究，以期从多个因素中找出影响实验结果的各因

素的主次顺序，筛选适宜的罗汉果脱毒苗茎段增殖

培养基，并在此基础上，进行了不同培养温度，不同

培养光强的实验。以期快速生产高质量的罗汉果试

管苗，为实现脱毒苗的工厂化生产奠定基础。

1材料与方法

1．1 实验材料：研究所用材料采自罗汉果主产区广

西永福县龙江乡，经马小军研究员鉴定。罗汉果脱毒

培养参照相关文献[6’7]，经病毒检测筛选得到脱

毒苗。

1．2 单芽姊妹系的建立；参照HaoE83等建立单芽姊

妹系的方法，选取生长健壮的罗汉果脱毒苗的单节

茎段培养在MS+BA 0．1 mg／L+NAA 0．1 mg／L

培养基上，对得到试管苗进行2次茎段增殖培养，最

终所得试管苗为罗汉果脱毒苗单芽姊妹系。

1．3增殖培养基的筛选

1．3．1 正交实验：选用L。(34)正交设计(表1)，以

BA(A)、NAA(B)、IBA(C)与蔗糖(D)为试验因子，

各因子设3个浓度，以培养30 d后的增殖系数为考

察指标。截取在MS+BA 0．1 mg／L+NAA 0．1

mg／L培养30 d的罗汉果单芽姊妹系的单节茎段，接

种至含30 mL增殖培养基的100 mL锥形瓶中。

1．3．2 BA及蔗糖质量浓度对茎段培养的影响：在

正交实验得到的最佳培养基础上对培养基的BA和

蔗糖对茎段培养生成试管苗生长的影响进行了进一

步分析。



中草药Chinese Traditional and Herbal Drugs第36卷第8期2005年8月 ·1227·

表1 罗汉果茎段增殖正交试验L，(34)设计

Table 1 Design of Lq(34)orthogonal test of shoot

segment multiplification of M．grosvenori

1．4培养温度和光强对再生试管苗的影响：在获得

适宜的茎段增殖培养基基础上，进行了不同培养温

度实验，设4个温度处理，分别是15、20、25、30℃；

根据不同温度实验结果选择适宜培养温度，进行不

同培养光强实验，设4个处理，分别是500、1 000、

2 000、3 000 lx。

1．5培养基及培养条件：本实验以MS为基本培养

基，附加不同浓度的蔗糖和激素(BA、NAA、IBA)及

8 g／L琼脂，pH在加入琼脂及灭菌前调节至5．9，

121。C灭菌18 rain。除特别注明外，培养温度为

(25±2)℃，光强为1 500 lx，12 h／d光照。

1．6数据分析：上述实验各处理接种25个茎段，重

复3次；在培养30 d后记录外植体的增殖系数(以

一个单节茎段(茎尖)为一个增殖单位)以及生成试

管苗的生长情况；使用SPSS 11．0软件对所得数据

进行处理：对正交实验结果进行极差分析，多因素方

差分析及多重比较(新复极差检验)；对其它实验结

果的增殖系数进行单因素方差分析及多重比较(新

复极差检验)。

2实验结果

2．1增殖培养基的筛选

2．1．1不同因子对增殖系数影响的分析：增殖培养

的正交实验结果如表2所示。极差分析结果为ReA一

3．767；RNAA一2．554；RIBA一0．717；R蔗糖一3．612，对

罗汉果茎段增殖率影响最大的因素是BA，其次是

蔗糖和NAA，IBA的影响最小。

2．1．2最佳激素组合的选择：为分析各因素水平间

差异及选出最优组合，进行了方差分析(表3)及新

复极差检验(表4、5)。方差分析结果表明，BA、

NAA、IBA及蔗糖对罗汉果茎段培养增殖系数的影

响达到极显著(P<0．01)。新复极差检验的结果表

明，BA的水平3极显著优于水平1、2；NAA的水平

l极显著优于水平2、3；IBA的水平3极显著优于水

平1、2；蔗糖的水平3极显著优于水平1、2。基于上

述分析，当前研究得到的罗汉果茎段快速繁殖的最

优组合为A。B。C。D。(不在实验出现的处理中)，即

MS+BA 0．5 mg／L+NAA 0．01 mg／L+IBA 0．1

mg／L+蔗糖40 g／L。

表2 罗汉果茎段增殖的正交试验L，(34)结果

Table 2 Result of shoot segment multiplication 0f

M．grosvenori in L9(34)orthogonal test

试验

处理

因素／(mg·L．1) 增殖系数’

A B C D I Ⅱ Ⅲ

3．64

5．24

5．66

0．12

6．12

7．08

0．64

0．44

5．00

*增殖系数=增殖节数／接种茎段

*Multiplying coefficient—total number of multiplying minicut—

tings／total number of inoculation mini—cuttings

表3不同因素对罗汉果增殖研究的方差分析

Table 3 Variance analysis of different factors

in multiplication of M．grosvenori

*士’0．01(2，18)一6．01 *Pd0·01

2．1．3最佳组合增殖效果的验证：以筛选出的最佳

组合配制培养基，对同上述实验所用相同培养条件

的材料进行增殖培养，共接种15瓶，每瓶接5株。30

d后观察，生成苗植株健壮，统计其增殖系数为

13．13。这一结果表明利用正交设计筛选罗汉果增殖

培养基的工作是成功的。

表4培养基中BA和NAA对罗汉果脱毒苗增殖系数影响的新复极差检验

Table 4 Effect of different concentration of BA and NAA on multiplying coefficient by SSR test

差异显著性 差异显著性
水平 BA／(mg·L一1) 增殖系数 水平NAA／(mg·L_1) 增殖系数

a一0．05 a一0．01 a一0．05 a一0．01

3 0．5 8．704 a A 1 0．01 8．161 a A

2 0．3 7．666 b B 2 0．05 7．539 b B

1 0．1 4．937 C C 3 0．10 5．607 C C
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表5培养基中IBA和蔗糖对罗汉果脱毒苗增殖系数影响的新复极差检验

Table 5 Effect of different concentration of IBA and sucrose on multiplying coefficient by SSR test

差异显著性
水平 蔗糖／(mg．L一·) 增殖系数

差异显著性
水平 IBA／(rag·L一1) 增殖系数

Ⅱ一0．05 Q=0．01a一0．05 n一0．01

3 0．10 7．548 a A 3 40 8．736 a A

2 0．05 6．928 b B 2 30 7．447 b B

1 O．01 6．831 b B 1 20 5．124 c C

2．2不同质量浓度BA对茎段培养的影响：正交试

验结果表明增殖系数随着培养基中BA的提高而增

加，为此以正交实验得到的最佳增殖培养基为对照，

研究了较高质量浓度BA对茎段培养生成试管苗生

长的影响。不同BA对茎段培养生成的试管苗的影

响见表6，结果表明当增殖培养中BA达到1．0 mg／

L时增殖系数达到最大，随着BA进一步增加对试

管苗的增殖系数和生长都产生了不利影响，特别是

BA较高时，产生大量的畸形苗，不利于生产，更会

影响试管苗的遗传稳定性。基于此考虑，同时因为

BA为1．0 mg／L与0。5 mg／L时增殖系数差异不

大，罗汉果茎段增殖培养时所用BA以0．5 mg／L

为宜。

表6不同BA浓度对罗汉果茎段培养生成

试管苗生长的影响

Table 6 Effect of different concentration of BA on

growth of-regenerated plantlets from shoot

segment culture of M·grosvenori
’

2．3不同蔗糖浓度对茎段培养再生试管苗的影响：

正交实验结果表明随着培养基中蔗糖质量浓度的提

高增殖系数亦增加，为了研究继续提高蔗糖质量浓

度能否有利于提高试管苗的增殖系数，在正交实验

得到最佳培养基基础上研究了不同蔗糖质量浓度对

罗汉果茎段培养的影响。实验结果见表7，随着蔗糖

质量浓度的提高，生成试管苗的增殖系数先增加达

到13．67±0．64，随后较显著降低；当蔗糖较高时，

生成较多的畸形苗，试管苗颜色淡黄。当培养两个月

时观察，高质量浓度蔗糖处理试管苗死亡率明显高

于较低质量浓度处理。综合分析各指标，蔗糖为

4．0％最适于罗汉果试管苗的增殖繁殖。

2．4不同培养温度对茎段培养的影响：不同培养温

度对罗汉果茎段生成试管苗生长的影响见表8。温

表7不同蔗糖浓度对罗汉果茎段培养生成

试管苗生长的影响

Table 7 Effect of different concentration of sucrose on

growth of regenerated plantlets from shoot

segment culture of M．grosvenori

表8不同培养温度对罗汉果茎段培养生成

试管苗生长的影响

Table 8 Effect of different temperature on growth

of regenerated plantlets from shoot

segment culture of M．grosvenori

度对茎段培养影响很大，不同温度培养条件下得到

的增殖系数差异达到极显著(P<o．01)。较低培养

温度下，生成试管苗矮小，节间距很小，不利于下一

步继代培养，且生成畸形苗较多；较高温度(30‘C)

生成试管苗生长较好，特别是叶片较大，但是此温度

培养试管苗增殖系数低于25℃培养试管苗增殖系

数。综合分析，25℃左右是较适宜的培养温度。

2．5不同光强对茎段培养的影响：不同光强对罗汉

果茎段生成试管苗生长的影响见表9。培养光强较

低时，生成试管苗较高，叶片较小，节间距明显大于

其他处理(P<0．05)，造成这一现象的原因应是由

于培养光强低，造成试管苗的徒长。光强的增加有力

于茎段生成试管苗的生长，3 000 lx培养条件下的

试管苗生长最健壮。考虑到3 000 lx时试管苗生长

为1 000、2 000 lx增殖系数差异较小，在实际工作

中根据最大限度降低成本以获得最大收益的原则，

可依具体培养条件在1 000～3 000 lx范围选择适

当的光强。

3讨论

3．1 建立罗汉果单芽姊妹系的意义：本研究在获得
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表9不同培养光强对罗汉果茎段培养生成

试管苗生长的影响

Table 9 Effect of different light intensity on growth

of regenerated plantlets from shoot segment

culture of M．grosvenori

罗汉果脱毒苗基础上，建立了脱毒苗的单芽姊妹系，

以保证实验材料的遗传一致性，减少对实验结果的

干扰，并有利于进一步开展试管苗遗传稳定性研究。

3．2正交试验的优点：本研究表明正交试验是一种

理想的优化试验设计方案，采用正交试验，能够以较

少的次数，从多个因素中找出影响试验结果的各因

素的主次和最优结果。本实验得到的最优结果不在

所设计的9种培养基中，进一步证明了采用正交试

验，有利于以较少试验次数从较多组合中筛选罗汉

果茎段最优增殖培养基。

3．3适宜浓度的细胞分裂素的选择：带节茎段的离

体快繁一般采用两种方法，一种是采用较高浓度的细

胞分裂素诱导从生芽，一种是利用低浓度细胞分裂素

诱导腋芽生成单苗。前者繁殖系数较高，但高浓度的

细胞分裂素导致生成芽易于畸变，发生变异可能性较

大，且对芽的生长有一定抑制作用[9]，特别是有些培

养物生成的丛生芽生长缓慢，需要转移至“芽生长培

养基”才能成苗[10’11]；后者采用较低浓度的细胞分裂

素，试管苗生长较高，更适合工厂化生产。本研究在对

这两种方法进行了研究，结果表明较低质量浓度BA

对增殖效果有利，培养的试管苗生长也很好，而高质

量浓度BA不利于茎段增殖培养，生成畸形苗较多，

对生成的试管苗生长不利。因此，为保证遗传稳定性

及利于工厂化生产高质量的种苗，罗汉果脱毒苗的快

速繁殖应使用较低浓度细胞分裂素。

3．4蔗糖在离体培养中的作用：过去一般认为，蔗

糖在培养基中的作用是提供营养成分及调节渗透

压。已有研究证明，培养基中蔗糖质量浓度可调节试

管内源激素的水平和比例，从而影响器官的分化和

生长[12I。Liao等D3]在研究中国芦荟的离体增殖培养

时发现，蔗糖是BA、NAA及蔗糖3因素中对增殖

系数影响最大的因素。笔者的研究结果也证明蔗糖

对罗汉果茎段增殖培养具有非常重要的作用，建议

在组织培养研究中应重视蔗糖的作用。

3．5畸形苗问题：在此提出的畸形苗是指茎段增殖

培养生成的植株矮小(培养一个月苗高度小于o．5

cm)，茎膨大，节间距极短，不适于继代培养的试管

苗(相关研究另文报道)。为保证试管苗的遗传稳定

性，以得到优质的罗汉果种苗，在培养中应采取适宜

的条件，尽可能降低畸形苗的发生率，同时对生成的

畸形苗及时发现、清除。

罗汉果脱毒快繁的系统研究为脱毒苗的快速繁

殖，特别是为优良单株的快速繁殖提供了有效的技

术手段。其在生产上的应用和推广，以及简化培养基

从而降低生产成本，有待于进一步研究。
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