
粗茎秦芜组织培养及再生植株
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摘要 用粗茎秦芜 G。 。 t fa a n e ra s o i。 a o l i。子叶和下胚轴为材料
。

在 M S+ Zm g /L Z
,
魂一 D + 0

.

5

m g / L B A的培养基上进行培养
,

子叶及下胚轴的出愈率为 1 00 %
。

愈伤组织继代培养于M S + 0
.

5

m g / L Z
,

4刃
+ o

.

s m g / L B A + o
.

s m g / L N A A + 50 o m g / L L H + 3倍M S有机物和维生素的培

养基上生长旺盛
。

愈伤组织转入分 化培 养基M S + l m g / L N A A + Zm g / L B A + 3m g / L z T + 3

m g / L G A + s o o m g / L L H + 6%蔗糖 + 3倍M S有机物和维生素 + 3倍 F e S O 一 ( N a : 一 E D T A ) 上

培养
,

其中40 %形成体细胞胚
。

体细胞胚在无激素M S培养基上发育成苗
。

关键词 秦芜 组织培养 体细胞胚胎发生 再生植株

秦芙是国家重点保护野生药材之一
。

秦芜以根入药
,

能祛风湿
,
退虚热

,

止痹痛〔。
。

秦

芜主要含龙胆苦贰等生物碱
,

秦芜生物碱对抗风湿性关节炎有显著作用 (2 〕
。

粗茎秦芜属龙胆

科植物
,

组织培养成功的龙胆科植物只有龙胆草 G即 t i a肋 s c a b r a B u n g e 〔3〕和 东 北 龙胆

G
.

。 。 。 s
加

r i o a K it ag 〔` 〕
。

粗茎秦芜 的组织培养在国内外尚未见报澎
。

粗茎秦充为国家药典

规定的 4种商品秦羌之一
。

近年来野生资源大量减少
,

应用组织培养方法繁殖和保存野 生 药

用植物种质已成为必需
。

今通过体细胞胚胎途径获得粗茎秦芜再生苗
,

具有诱导周期短
、

再

生苗频率高
、

无玻璃化苗
、

苗具有健状的根等优点
。

为粗茎秦苏的人工繁殖
,

选育药用成分

含量高的突变系提供可靠的实验基础
。

1 材料和方法

粗茎秦芜种子经 70 % 乙醇浸泡 30 5 , 0
.

1% 升汞浸泡 8 ~ 10 m in
,

无菌水冲洗 3一 4 次
,

接

入无激素M S培养基 中
,

生长至子叶完全展开
,

苗高约 cZ m
,

将子叶及下胚轴切成段
,

然 后

分别接入各种诱导培养基 ( 表 1 ) 上诱导形成愈伤组织 ( 图
, 1 、 2 ) 3周后统计形成愈伤组织

的外植体数
,

并计算出愈率
。

出愈率% 二 形成愈伤组织的外植体数 /接入外植体数 x 1 00 %
。

形成的愈伤组织继代保存于 M S + o
.

s m g / L Z ,
4一 D + o

.

s m g / L B A + o
.

s m g / L N A A +

5 00 m g / L L H + 3倍M S有机物和维生素的培养基上
。

将形成的白色松软愈伤组织切割为直径

3 ~ 4 m m 的小块
,

分别放在不 同培养基 ( 表 2 , 3 ) 上进行对比实验
。

3周后统计在愈伤组织上

形成体细胞胚的情况
。

体细胞胚诱导率% = 形成体细胞胚的愈伤组 织 块数 /接种的愈伤组 织

块数 x 1 00 %
。

体细胞胚在实体显微镜 O P T O N 上观察并照相 ( 图
,
4 )

。

形成体细胞的愈伤组

织块转入无激素 M S培养基上
,

在光照 15 0 0~ Z o 00 lx 下培养
, 2周 后 就 形成具有根的健壮 苗

( 图
, 5 )

。

培养基均以 M S为基本培养基
,

用 l m o l / L N a 0 H调 p H S
.

8~ 6
.

2 , 0
.

8% 琼 脂 固

化
。

在昼夜温 度 25 ℃ / 18 ℃
,

光强 8 00 ~ 1 0 00 lx
,

光暗交替 1 4 / 1 h0 的条件下培养
。

所有统计

数据是 3次重复的平均值
。

2 结果和讨论

2
.

1 粗茎秦芜愈伤乡
_

织的诱写
:

子叶及下胚轴诱导形成愈伤组织的实验 结果 见 表 1
。

在 含

Z m g/ L Z , 4一 D 和。
.

s m g / L B A 的培养基上
,

下胚轴经大约 7 d培养后在其切口处形成 白色

松软愈伤组织 , 相比较
,

子叶切块形成愈伤组织较迟缓
,

形成的愈伤组织稍带黑色而且具粘

性
,

生长缓慢
。

无 2
, 4一 D 时

,

出愈率为零 , 只加 l m g / L Z , 4一 D 出愈率上升到 30 % ~ 44 %
。

.

人 d d r o s s : M e u g Y u l i n g
,
D e P a r t m e n t o f B i o l o g y

,
L a n 乞 h o u

U n i v e r s i t y
,
L a n 落h o u
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可能与供试的植物种类和诱导材料有关
。

细胞分裂素对体细胞的诱导有较为显著的 促进 作

用
, l m g / L B A 与 l m g / L Z T配合

,

诱导率为 5% ~ 6% 这与 红豆草〔的体细胞胚的诱导结果

相一致
。

l m g / L N A A + 会m g / L B A + 3m g / L Z T + 3 m盯 L G A
3

配合使用
,

可将诱导率

提高到 12 % ~ 20 %
,

达到最佳诱导效果
。

在体细胞胚的发生中激素起着非常重要的作用
,

这一

点已由大量的报道所证实
。

但对于不同的植物种类及不同的诱导材料来说
,

诱导体细胞胚所

要求的激素种类
、

组合和用量都不相同
。

2
.

3
.

2 蔗糖
、
水解乳蛋白 ( L H )

、

M s有机物和维生素及 F e s o
`

( N a Z一 E D T A ) 对体细胞

胚发生的影响
: 以下胚轴来源的愈伤组织为材料

,
选用诱导效果最好的激素组合

,

然后分别

加入蔗糖等 4类物质
,

结果见表 3
。

蔗搪浓度从 3%提高到 6%
,

可使休细胞胚诱导率从 20 %提

高到 42 %
。

效果汲为显著
。

已有报道阐明高浓度蔗搪对体细胞胚的发生有显著的 促 进 作 用

〔9〕
。
5 0 0琪 g / L L H

, 3倍M S有机物和维生素和 3倍 F e S O
`

( N
a : 一 E D T A ) 的加入刘体细胞

胚的发生有明显的促进作用
。
4种物质配合使用

,

可使诱导率提高到 5 ,%
。

复合添加物 质 对

体细胞胚发生的促进作用 已在许多实验中得到证实〔的
。

培养基中常常加入各种 生 长辅助物

质如肌醇
、

烟酸
、
V B :

、
V B。
等

,

对培养未分化的幼胚是必须的〔7 〕
。

2
.

3
.

3
、

体细胞胚植株的形成
:
将形成体细胞胚的愈伤组织转入无激素的M s培养基中

, 2周后

成形 cI m左右的具根小苗 ( 图
, 5 )

。

外源激素的加入对体细胞胚的进一步发 育 不 利
。

A l-

A b at 等〔功〕认为从细胞决定到球形胚阶段依赖于外源激素的存在
,
但球形胚以后的发育受到

外源激素的抑制
。

粗茎秦大的体细胞胚的发育符合上述规律
,

形成的体 细胞 胚 在无激素的

M S培养基上分化成苗率可达 9 0% 以上
。

致谢
;
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。

, 考 文 献

王晓燕
.

中草药
, i 。。s ,

2魂 ( 一 ) : 1 5 ,

宋振玉
,

等
.

生理学报
,
i , 5吕

, 22 : 2 0 1

张治国
,

等
。

浙江人民卫生实验院院报
,

1 9 8 3

( 3 4 )
:
2 1 7

刘伟华
,

等
.

遗传
,
i , , 2

,
i 通 ( s ) : 2 7

庄承纪
,

等
。

实验生物学报
,
1 9 85

,

18 ( 3 》 : 2 75

谷祝平
,

等
。

实验生物学报
,
1 , 8 8

,

21 ( 2 )
:
1相

胡适宜
,

著
。

被子值物胚胎学
.

北京
:

人民教育出

版社
,
1 9 8 3

.

1 9 8

E v a n s D A
, e t a l

。

P l
a n t a T i s s u e C u l t u

·

r e ,

M e t h o d s a n d A P P l i c a t i o n i n 人 g r
-

五c u l t u r e 。

N e w Y
o r k : A e a d e m i o P r e s s ,

19 8 1
。

4 5

L u C Y
, e t a l

。

J
。
P l a n t a P h y s i o l

,
1 9 8 4

,

1 1 5
:
2 3 7

A I
一

A b r a S
, e t a l

.

N e w P h y s i o l o g i s t
,

19 79
, 8 2 : 2 9

4667

( 2 9 9 4
一 0 5一 16 `}觉稿 )

(上接 第5 2 3页 )

5
.

谁 紫外吸收光谱图一致
,

层析图谱
,

除了冷浸 正丁醇萃取
、

硅胶柱层 析 外
,

其余层析图

谱一致
。

因此
,

用甲醇冷浸法一步提取趁可作为葛根 总黄酮的提取工艺
。

5
.

5 通过对葛根总黄酮薄异层析巾
, 5神展开溶媒的比较说明

,

以氯仿一甲醇
一
水 ( 7

· 2 ` 5 :

0
.

2 5 ) 为最佳呢开挤媒
。

因此
,

可作为葛根总黄酮分离时的 哎开溶媒
。
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