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老瓜头愈伤组织诱导培养技术的研究

胡海英，叶芳芳

(宁夏大学生命科学学院．宁夏银川750021)

捕要；目的为老瓜头Cynanchum kmnarovii资源利用提供前期的生物技术实验参考。方法以老瓜头的根段、

茎段和叶片为外植体，采用正交试验方法。筛选诱导愈伤组织产生的最适培养基，进行愈伤组织增殖培养过程中。

测定了不同时间愈伤组织的鲜、干质量，绘制愈伤生长曲线；同时进行了愈伤组织分化培养基的实验筛选。结果

不同外植体诱导愈伤产生，其根诱导效果最好，各处理诱导率选90％～100“，茎段和叶片愈伤组织诱导最佳配方

分别为MS+2。4-D1．0mg／L+6-BA 2．0mg／L+NAA 0．5mg／L和MS+2，4-D 0．5mg／L+6-BA 0．5mg／L+

NAA 0．5mg／L，茎段比叶片较容易诱导，各处理诱导出的愈伤组织质地松散t颜色鲜黄，几乎无褐化现象。愈伤组

织继代生长在第10天进^对数生长期+愈伤鲜生长量最大达4．961 g，干质量0．496 g。虑伤组织的分化率很低，很

难生芽，易分化出钉状根。结论对于诱导愈伤形成．根段是最佳的外植体，筛选出了茎段和叶片诱导愈伤的最适

配方．禽伤组织生长量较大，但分化困难。

关键词：老瓜头‘愈伤组织；生长量1分化
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Inducing and culturing technology of callus in Cynanchura komarovii

HU Hal—ying·YE Fang—fang

(school of Life Science．Ningxia University，Yinchuan 750021，China)

Abstract：Objective To provide the initiative experimentsl reference for resource utilization of Cy-

nanchum komarovii by biological technology．Methods Using root，stem，and leaf of C．komarovii as ex—

plants，the proper media for inducing of callus were optimized by orthogonal test．In culturing process for

proliferation of callus，the fresh and dry weights were determined at various times and callus growth curve

was drawn．Meanwhile，division test of callus was taken．Results ROOt callus test showed the best effect

in successful inducing percentage of 90％一100％．The best media combination of stem and leaf were MS+

2，4-D 1．0 mg／L+6一BA 2．0 mg／L+NAA 0．5 mg／L and MS+2，4-D 0．5 mg／L+6一BA 0．5 mg／L+NAA

0．5 mg／L．The stem segament was more easily induced than Iear．The callus induced by various treat-

ments is in loose character and fresh yellow co]our with no brown phenomenon．At day 10 the growth en．

tered the exponent period of callus offspring，the maximal fresh weight to 4．961 g and the dry weight to

0．496 g．The division rate of callus was rather low and not easy to shoot．However，the nail root was tom—

monly seen in the test．Conclusion The root is proved to be the best explants in the test of inducing cal—．

1us，which shows the best medium of stem and leaf for forming the callus．The growth of callus is bigger，
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but the division is not easy．
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老瓜头Cynanchum komarcroii Al Iljinski系萝

蘼科鹅绒藤属植物，其别名为牛心朴子、芦芯草、瓢

柴等。老瓜头全草可入药，性温，味苦，有毒。据报道，

老瓜头含有的两种主要生物碱7一脱甲氧娃儿藤次

碱和氧化脱氧娃儿藤次碱均具有细胞毒作用，其体

内化合物牡丹酚在临床上具有镇痛作用，槲皮素具

有抗炎及止咳、祛痰作用“3；又是一种较好的蜜源植

物，其蜂蜜质量为中上等o]。因此，可作为药用资源

利用。老瓜头广泛分布于次生沙漠中的半固定沙丘

和荒漠流沙区。为强早生适阳植物，喜光，极为耐旱，

耐高温。有人认为老瓜头是在沙化进程中，适应其环

境而保存下来的沙漠生态型植物，是土地严重沙质

荒漠化的指示植物之一，也是草原逆行演替过程中

最后阶段的指示种口]。有关老瓜头组织培养方面的

文献报道很少，曲玲等01以其茎段作为外植体，对老

瓜头的组织培养及快繁技术进行了初步研究。本实

验从老瓜头愈伤组织诱导及增殖培养方面人手，对

其愈伤组织最适诱导培养基、愈伤组织增殖生长规

律和愈伤组织的分化3个方面进行了较详细的实验

研究，以其为老瓜头体细胞胚胎发生、细胞成分开发

等生物工程技术奠定基础和提供参考。

1材料与方法

1．1材料：供试材料为老瓜头Cynanchum komarovii

AI．Iljinski，采自宁夏盐池县郊区野生老瓜头种子。

1．2方法

1．2．1种子处理：选取生长健壮、无病虫害的老瓜头

种子，用肥皂水浸泡，多次冲洗，用无菌水浸泡1～2

h，置于超净操作台，先用75％的酒精消毒1 rain后

倒出，倒人0．1％升汞浸没振荡10b12 rain，后用无

菌水反复冲洗6～8次，在无菌滤纸上吸于水分。将消

毒好的种子接种在培养基MS+6-BA 0．1 mg／L+

NAA 0．02 mg／L+蔗糖30 g／L+琼脂6 g／L，使其

发芽。

1．2．2愈伤组织的诱导：以老瓜头无菌苗的叶片和

茎段为外植体，接种到愈伤组织诱导培养基，放置在

(24土1)℃温度条件下暗培养，3 d后观察现象，生

长一个月后统计愈伤诱导率、颜色、大小、质地等。诱

导培养基以MS为基本培养基，采取正交试验设计，

比较2，4一D(o、0．5、1．0mgfL)，6-BA(O．5、1．0、2．0

mg／L)，NAA(0．05、0．5、1．0 mg／L)3种激素3种

质量浓度水平组合对愈伤组织诱导的影响。

1．2．3愈伤组织生长量的测定“]：选取由无菌苗诱

导所得的愈伤组织，要求色泽鲜黄、疏松，无白化、无

褐化状态好的愈伤组织，接种到MS+6-BA 2．0

mg／L+2，4一D 1．0 mg／L+NAA 0．5 mg／L和

MS+2，4-13 0．5 mg／L+6-BA 0．5 mg／L+NAA

0．5 mg／L增殖培养基上进行增殖培养，20 d后选

取色泽鲜黄、疏松的愈伤组织转接到上述增殖效果

较好的培养基中，进行生长量的测定，每5天测其

鲜、干质量，进行5个重复。由此绘出愈伤组织生长

曲线图。培养条件为温度(24士1)℃，暗培养。

1．2．4愈伤组织的分化：选择色泽黄亮、松散易碎

的老瓜头愈伤组织转接到不同激素质量浓度的培养

基中进行分化培养，以MS为基本培养基，采取正交

试验设计比较6一BA(0．5、2．0、4．0 mg／L)，KT

(0．2、1．0、2．0 mg／L)，NAA(O、0．02、0．1 mg／L)3

种激素3种质量浓度水平下对愈伤组织分化的影

响。培养条件为温度(24士1)℃，光照1 6 h／d，光强

3 000lx。

愈伤组织鲜、干质量测定方法“]：无菌称取一定

量的愈伤组织接种在新鲜培养基上，每隔5 d取出

愈伤组织，称鲜质量，后置于已知质量的滤纸在60

℃恒温烘箱24 h左右至恒重．称干质量，重复5次。

1．2．5实验结果统计方法”M：利用SPSS软件对

愈伤组织诱导培养实验数据进行方差分析。利用

Exeell软件绘制愈伤组织生长曲线图。

2结果与讨论

2．1不同激素配比对诱导老瓜头不同外植体产生愈

伤组织的影响：老瓜头的愈伤组织很容易被诱导，以

根和茎段为外植体明显优于叶片。根的茎段材料在不

同培养基上几天后均膨大并逐渐长出突起，30 d后

为浅黄，疏松状态的愈伤组织。但在不同培养基中愈

伤组织的形态和质地没有明显的差异。结果见表1。

实验设计9种配方的诱导率差异很大。以根作

为外植体，其诱导率几乎为100％(除1号培养基)。

以茎段为外植体，在3号、7号、9号培养基上诱导培

养，愈伤组织诱导率均达100％·且诱导出的愈伤组

织质地松散，颜色鲜亮，是下一步增殖和悬浮培养的

最佳材料。以叶片为外植体进行愈伤组织诱导效果

较差，最高的诱导率为55．6％。由于对根诱导愈伤

化最为有效，不同浓度激素作用之间无明显差异。不

进行方差分析，只以茎段和叶片为外植体对以上实
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裹1不同激素配比对诱导老瓜头斑伤组织的影响

Table l Efirect of different hormones combinations

on inducing for callus of C-komaro试

验结果进行L9(33)方差分析，分析结果见表2。

直观分析可以比较出3因素的影响力，含有

2，4一D的配方中愈伤组织诱导率较高，只含有6-BA

和NAA两种激素的配方中，激素质量浓度越低，其

诱导率就越低。用方差分析的方法可知：在实验所选

的水平范围内，在显著性水平口=0．05下因素

2，4-D、6一BA、NAA对实验指标均无显著影响。在这

个过程中，3种激素的重要性主次顺序为2，4一D>6一

BA>NAA，通过重复实验，综合因素考虑，将2，4一D

1．0 rag／L+6一BA 2．0 mg／L+NAA 0．5 mg／L作为

诱导茎段愈伤产生最适培养基；诱导叶片愈伤化的适

宜培养为2，4一D 0．5 mg／L+6-BA 0．5 mg／L+

NAA 0．5 mg／L。

裹2不同激素配比对诱导老瓜头茎段，叶片愈伤组织的

影响方差分析表

Tahie 2 Variance analysis of different hormone combina—

tions on callus of stem and leaf of C．komarovii

2，4-D

6-BA

NAA

误差

总和

189 O 945 1．438

1581 790 1．203

2331 116 5 1．773

13l 4 657

71l 8

130 5 652 1．291

274 137 0．27l

101 8 509 1 007

101 1 505

361 0

Fo os(2·2)=19·00·FD ol‘z，2)=99·01

2．2老瓜头愈伤组织生长量的测定：经诱导培养

后，所得愈伤组织在培养基2，4一D 1．0 mg／L+6一

BA 2．0 mg／L+NAA 0．5 mg／L上进行增殖培养。

同时进行愈伤组织生长量的测定并以此绘制愈伤组

织生长曲线。测定不同培养时间的愈伤组织鲜、干质

量，以培养时间为横坐标，分别以细胞的鲜质量和干

质量为纵坐标绘制愈伤组织生长曲线图。见图1。

从图1可见，老瓜头愈伤组织生长增重的变化
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围1不同培养时间老瓜头血伤组织的生长情况

Fig．1 Callas growth of C．komarovii

In different culturing times

情况表现为S形曲线，第1周愈伤细胞生长相对滞

后，生长缓慢，在1周后，愈伤组织增殖明显，约第

10天才进人对数生长期；尤其在第2周至第3周愈

伤组织生长最快，几乎呈现直线生长。愈伤鲜生长量

达到4．961 g，干质量达0．496 g。经过第30d后，由

于培养基中某些营养物质已经耗尽，或是由于有毒

代谢产物的积累H]，增长逐渐缓慢，最后进入静止

期，增长几乎停滞。所以，通过对老瓜头愈伤组织增

殖培养可以初步确定其增殖生长规律，即35 d为一

生长增殖周期，在30 d左右应尽快进行继代培养；

若要保持旺盛增殖，可在3周后继代，使愈伤细胞一

直保持对数生长口]。

2．3老瓜头愈伤组织的分化：老瓜头外植体诱导出

愈伤组织，经过1次继代培养后，设计了愈伤组织分

化实验。共设计3种因素3个水平，现象表明，老瓜

头愈伤组织不易分化成芽，出现了略泛红色的钉状

根，只有一种处理分化出2株芽。30 d后统计结果，

见表3。一

衰3不同激素配比对老瓜头敷伤组织分化的影响

Table 3 Effect of dlfferent hormone combinations

oD callus differentiation of C．komarovii

对结果分析表明，6-BA、KT、NAA3因子在设

计的3种质量浓度水平下对愈伤组织分化根和芽

中，3种激素影响均不显著。可见设计的激素种类和



中革菊ChineseTraditional andHerbal Drugs第38卷第11期2007年11月 ·1719·

质量浓度水平未能达到预期结果，为了获得愈伤分

化再生植株，设计将分化出的钉状根上诱导芽再生。

或者对愈伤组织直接分化出丛生芽的培养基激素和

浓度水平做进一步的筛选试验口]。

3讨论

用采来的老瓜头植株的叶片和茎段做外植体，

通过表面消毒，可以获得无菌材料，但再生芽的生长

速度慢，丛生芽容易玻璃化，用无菌播种的方法获得

的材料，植株生长快而旺盛，实生根发达，进行老瓜

头愈伤组织的诱导可操作性强，而且不受污染的影

响，大大提高了诱导率。本实验中以根和茎段作为外

植体，加入适量的激素配比，很容易诱导出愈伤组

织，且愈伤组织状态比较好，在诱导过程中无褐化现

象发生，其增殖的生长量较大，在25 d后仍然呈现

淡黄鲜亮疏松状态，增殖时问过长会有絮状老化、黄

褐色的现象发生。在实验中发现，愈伤组织能够分化

出钉状根，钉状根放到只有IBA的培养基上，伸长

很快，呈盘曲状。从很多研究文献中发现老瓜头的根

系发达，主要的有效成分来自于根部。通过以上实验

结果及现象，认为可以从老瓜头的根人手，深人研究

其根段产生的愈伤组织有效成分的量，而且可以设

计用毛状根的培养方法进一步研究其发根的有效成

分组成及量，最终为开发利用野生老瓜头资源提供

技术手段和理论基础。
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长春花突变细胞生理特征的研究

张秀省1，聂莉莉2，向蓓蓓2。王淑芳2，朱晔荣"，王 勇2

(1．聊城大学农学院，山东聊城252000 s 2．南开大学生命科学学院，天津300071)

摘要：目的研究以秋水仙碱处理的长春花突变细胞在继代培养过程中的生长规律，吲哚生物碱积累的规律及

营养成分的适宜浓度等方面的特征．期望得到适于工业化细胞培养的理想材料。方法将突变细胞培养于MS固

体培养基上，定期称取其鲜质量，用有机溶剂萃取吲哚生物碱，应用RP—HPLC法检测药用成分阿玛碱和长春质碱。

结果 突变细胞培养至第30代时，生长速度和吲哚总碱积累得最快，培养至第45代时，两者均明显下降。而药用

成分的量于第20代达到最高；在培养基中添加适量的色氨酸能提高药用成分的量；培养基中ca抖和zn件的质量

浓度分别为1 760和12．6mg／L时，明显促进了药用成分的积累。结论长春花突变细胞可能是一种适于工业化

细胞培养的理想材料。

美键词：长春花；突变细胞；阿玛碱；长春质碱
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