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表4色谱图相似性分析结果(参照模板：s2)

Table 4 Results of comparability of chromatogram(control template：S2)

从色谱图上比较，虽各批样品成分的量有差异，

但色谱图概貌一致，说明该药材群体成分的一致性

(包括成分种类和相对质量分数的一致性)，且稳定，

制定的指纹图谱可对白术药材组分群体特征的一致

性作出判断。白术指纹图谱有自身化学条码的特征，

是其内在化学成分种类与数量的反映。在白术药材

指纹图谱的共有特征峰中，整体分离度比较好；不同

批次药材指纹图谱概貌也有较好的一致性，能充分

反映白术药材化学成分的特征。

采用996 PDA二级管阵列检测器，在分析时进

行全波长紫外扫描，同时得到不同波长下全数据。结

果显示，检测效果受波长影响较大，经比较后表明在

254 nm色谱峰形最好，出峰数目适中，各色谱峰相

互之间分离度较好，故检测波长定在254 nm。

在供试品溶液制备方法考察中，对提取条件

(溶媒、提取方法)及色谱条件(流动相、流速、进样

量)进行了单因素平行研究。不同溶媒(石油醚、氯

仿、甲醇、50％甲醇)中以石油醚提取物共有峰相

对稳定，绝对峰面积和总峰数均最高。故确定提取溶

剂为石油醚；超声提取较索氏提取、回流等方法操作

方便，提取时间短且效率高，但为了防止溶剂挥发和

有效成分损失，提取时应注意水浴温度不宜过高。

本研究首次将HPLC色谱法运用到自术药材

的鉴定与质量评价中，能更加有效地评价药材化学

成分的多样性与复杂性；通过使用国家药典委员会

2004年出版的中药色谱指纹图谱相似性分析软件

进行相似度评价，为指纹图谱研究成果运用于中药

材生产和市场流通中具体环节的质量检验，提供一

个新的方法。对科研与生产实践的结合，具有重要的

指导意义。
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摘要：目的 用不同质量浓度2，4-D和外植体类型对刺五加体细胞胚胎诱导进行研究，为刺五加的资源保护和

遗传工程提供理论依据。方法 以刺五加的萌发3周幼苗和层积处理种子合子胚的胚根、下胚轴和子叶为外植体，

收稿日期：2005—07—01
基金项目：国家“十五”科技攻关子课题(2001BA51080801)
作者简介：邢朝斌(1975一)，男，河北省定州市人，讲师，硕士，主要从事药用植物细胞工程的研究。

Tel：(031 5)3725859 E—mail：xingzhb@mail．edu．cn

  



·770· 中草芮Chinese Traditional and Herbal Drugs第37卷第5期2006年5月

考察不同激素对刺五加体细胞胚胎发生的影响。结果来自层积处理种子合子胚的外植体接种于附加0．5 mg／L

2，4一D的MS或1／2MS培养基中体细胞胚胎诱导率(57．1％)和数量(3．3)最高。体胚在原培养基中即可发育成

熟，转入降低2，4一D质量浓度的培养基后更有利于新体胚的产生和原有体胚的成熟。刺五加体胚的发育历程与合

子胚相似。结论刺五加可以通过来自合子胚的外植体实现体细胞胚胎发生，体胚诱导率取决于2，4一D质量浓度

和外植体的发育程度。

关键词：刺五加；体细胞胚胎发生；2，4一D
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Abstract：Objective To study somatic cell embryogenesis of Acanthopanax senticosus induced by dif—

ferent concentration of 2，4-D and type of explants，which provides theoretic evidence in protection of A．

senticosus resources and genetic engineering．Methods Using 3-week seedlings and zygotic embryos

(cotyledon，hypocotyls，and roots)of stratificated seeds as explants researches the effect of different hor—

mones on somatic cell embryogenesis of A．senticosus．Results Explants of zygotic embryos of stratificat—

ed seeds cultured on MS and 1／2MS media containing 0．5 mg／L 2，4-D generated the highest frequency

(57．1％)and the most number(3．3)of somatic cell embryos，which can develop into maturation in the

initial medium．But it is more beneficial to generate new somatic cell embryos and to develop primary SO—

matic cell embryos into maturation when transferred into 2，4-D of decreased concentration．And the deve—

lopment process of somatic cell embryos of A．senticosus is similar tO that of zygotic embryos．Conclusion

Somatic embryogenesis of A．senticosus is realized by culturing explants of zygotic embryos and the induc—

tive rate of somatic cell embryos iS related tO the concentration of 2，4一D and developmental stage of ex，

plants．

Key words：Acanthop口砚口z senticosus Harms；somatic cell embryogenesis；2，4一D

刺五加Acanthopanax senticosus Harms是我国

医药珍品，根、茎、叶均可人药[1]。历代本草医药记

载，有益气健脾、补肾安神之功效。自20世纪70年

代末，以刺五加为原料生产的各种制剂和饮料等产

品远销国外，因而使刺五加资源消耗与日俱增n．2]。

在自然状态下刺五加有性生殖能力弱[2]、无性繁殖

困难[3“]，1992年出版的《中国植物红皮书》已把刺

五加列为了渐危物种。

近年来利用植物组织、细胞培养快速繁殖刺五

加和生产其药用成分的研究成为热点。张喜春等[43

和张健夫等[53以刺五加茎尖为外植体，尝试过离体

培养，但繁殖系数低，不能满足生产需要。李学宝

等[63用农杆菌感染刺五加，获得了能在无生长调节

剂的培养基上生长的愈伤组织，但因不能再生而未

能获得转基因植株。体细胞胚胎发生作为植物快速

繁殖的方法之一，与茎尖培养相比具有繁殖速度快、

繁殖系数高等优点。笔者以刺五加的胚轴为外植体，

获得了体细胞胚胎，为刺五加快速繁殖和基因工程

等提供了可靠技术参考。

1材料与方法

1．1材料与培养条件

1．1．1材料处理：刺五加种子采自东北林业大学帽

儿山实验林场。将种子混拌2倍湿沙，放入花盆内，

在20℃左右温度下催芽3个月后，转入3℃以下

低温处层积3个月，期间保持种沙含水量在60％～

70％进行层积处理。处理结束后选取胚根即将伸

出、具有完全成熟胚的种子，在无菌操作台中，用

75％酒精消毒30 S，无菌水冲洗3次，然后用10％

H。O：消毒15 min，无菌水冲洗5次，用无菌纱布吸

干水分。将种子剖开取出胚，用解剖刀将胚切分成胚

根、胚轴、子叶3部分，分别水平放置在培养基中。

所用基本培养基为MS和1／2MS培养基，附加10

g／L蔗糖、6 g／L琼脂，pH 5．8，121℃灭菌15 min。

1．1．2 培养条件：光照强度为2 000 Ix，每日光照

16 h，培养温度(25±1)℃。

1．2方法

1．2．1外植体材料的获得：取灭菌后经层积处理的

种子，接种于三角瓶中，经3周种子萌发后，分别切

取胚根、胚轴、子叶3部分作为外植体转入体细胞

胚胎诱导培养基中培养。
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1．2．2体细胞胚胎的发生：根据实验要求设置MS

和1／2MS基本培养基(对照)；MS和1／2MS+6一

BA 0．1、0．2、0．5、1．0、2．0 mg／L；MS和1／2MS+

2，4一D 0．1、0．2、0．5、1．0、2．0 mg／L等不同组合，各

组合均重复6次，采用50 mL三角瓶，每瓶20 mL

培养基，来自同一胚的外植体接种于同一三角瓶。每

4周继代1次，共继代3次。外植体分为层积种子与

萌发幼苗的胚根、胚轴、子叶和未经层积处理种子。

待胚状体产生后转移至0．1 mg／L MS培养基中光

培养，诱导胚状体发育成熟。

2结果与分析

2．1外植体材料的获得：未经层积处理的种子，经

8周培养后，全部未萌发，即使长期培养，仍没有任

何变化，解剖后发现这些种子中的绝大多数均具有

胚，但胚体的大小在培养前后并无显著差异。在未附

加任何激素的MS培养基中培养3周后，70％经层

积处理的种子不同程度地萌发。将获得的幼苗分成

胚根、下胚轴和子叶3种外植体，接种于体细胞胚

胎诱导培养基。

2．2体细胞胚胎的诱导：在未添加任何植物激素的

MS基本培养基上，外植体很少生长，基本保持原

样。在含6-BA的培养基上，胚只稍有增大但无体胚

或不定芽的形成。在使用生长素2，4一D的情况下，

外植体在培养基上培养l～2个月后，普遍肿大伸

展，并从肿胀的子叶及胚轴上直接分化出黄白色不

同发育时期的体细胞胚胎。

2．2．1体细胞胚胎的形态发生：刺五加外植体在试

管中培养2周后，自胚轴和胚根外植体的木质部与

韧皮部结合部，即形成层处和子叶外植体的形成层

迹线处开始产生突起，子叶、下胚轴和胚根外植体上

所产生的胚状体，最初为一些圆形突起，表面十分光

滑，产生数量较多，此为处于球形胚阶段的体细胞胚

胎(图1-a)。原胚纵向伸长后，先端两侧生长速度加

快，此为心形胚(图1-b)。进而子叶原基快速伸长生

长成为鱼雷形胚，并最终发育形成成熟的体胚(图

I-c)。从培养的第4周开始，在突起的周围产生淡黄

色愈伤组织。此愈伤组织经过两周的培养，颜色渐渐

变浅，从愈伤组织表层略下层次开始形成原胚突起，

继续培养后，原胚发育成为成熟胚。

2．2．2 2，4一D对体细胞胚胎诱导的影响：2，4-D对

体胚和愈伤组织的影响如表1所示。在未添加生长

素2，4-D的培养基中，经lo周培养后，所有外植体

均未见有体胚的产生。6周培养后0．5 mg／L的2，

4一D使6 6．7％的外植体产生了体胚，显著高于

a一原胚b一心形胚c一成熟胚

a—primary embryo b-heart—shape embryo c—mature embryo

图1刺五加体细胞胚胎的发生

Fig．1 Somatic embryogenesis of A．senticosus

表1激素对体细胞胚胎和愈伤组织的影响(培养6周)

Table 1 Effect of hormone on somatic cell embryos

and callus(cultured for 6一week)

与0mg／L 2，4一D比较：。P<0·05～P<0-01

+P<0．05。。P<O．01"US 0 mg／L 2．4一D group

0．2、1．0，和2．0 mg／L的体胚诱导率，后3者之间

的诱导率没有显著性差异，但显著高于0．1 mg／L

处理的诱导率。在体胚的数量上，附加0．2或2．0

mg／L 2，4-D的外植体上平均产生了1．0个体胚，

0．5 mg／L 2，4一D诱导产生的体细胞胚胎数量最多

(5．5个)。

愈伤组织的诱导率在试验设计的质量浓度梯度

内与2，4一D的质量浓度呈正相关，1．0与2．0 mg／L

处理的诱导率均>90％，显著高于其他水平。但无论

何种质量浓度水平，产生的愈伤组织数量均很少，经

由愈伤组织产生的体胚也仅有1例。

2．2．3外植体对体细胞胚胎诱导的影响：经过3

周培养，首先从下胚轴外植体直接产生了体胚，随着

培养时间的推移，子叶和胚根外植体也先后产生了

体胚。6周培养后57．1％的下胚轴外植体产生了体

胚，体胚诱导率显著高于子叶和胚根外植体，后两者

间无显著差异，并且胚轴外植体产生的体胚数量最

多，是子叶的1．4倍，胚根的3．3倍(图2)。

2．2．4培养基和外植体发育程度：MS与1／2 MS

培养基在体胚诱导率上没有显著差异。来自层积处

理种子直接剖取的合子胚外植体，有35．9％产生

了体胚，而来自萌发幼苗的所有外植体即便是长时

间培养也未见有体胚的产生，外植体始终维持原有

状态。
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图2不同外植体对体细胞胚胎诱导的影响

Fig．2 Effect of various explants on somatic

cell embryos induction

2．3体细胞胚胎的诱导成熟：已经诱导产生体胚的

外植体在附加有相同质量浓度2，4一D的培养基中，

经2周左右发育成为成熟的体胚。若将上述外植体

整体继代入附加了0．1 mg／L 2，4一D的MS培养基

中，培养1周后，外植体在诱导培养基中未产生体

胚的区域逐渐产生数量不等的体胚，先前产生的体

胚随着培养时间的推移依次经心形、鱼雷形等阶段

后，渐次发育成熟。

3讨论

五加科药用植物的体细胞胚胎发生，在人参[7]、

西洋参[8]上已有成功报道。它们均为从外植体上先

产生愈伤组织，由愈伤组织再分化出体细胞胚胎。桂

耀林等[7 9,t0]认为刺五加与这些植物不同，在植物激

素作用下，不经过胚性愈伤组织阶段，而由外植体直

接产生体胚。在本实验中，虽然多数体胚直接产自外

植体，但也发现有来自胚性愈伤组织的体胚。在多数

植物中，2，4一D只对胚性细胞或细胞团的形成起到

诱导作用，而对体细胞胚胎的进一步发育与生长却

是抑制的因素[1¨。但对于刺五加而言，不管其体胚

发生途径如何，2，4一D对胚性细胞的诱导及体胚的

分化均起到了促进作用，像刺五加这样只需在培养

基中加入2，4一D一种植物激素，就足以保证大量体

细胞胚胎的产生，这一特点与在禾本科植物组织培

养中要求有较高质量浓度的2，4-D以诱导胚状体

产生的情况十分类似口]。笔者的研究表明，在来自刺

五加合子胚外植体的培养过程中，0．5 mg／L 2，4一D

对于体胚的诱导率和产生的体胚数量是最优的，来

自萌发3周幼苗的任何外植体，均不能产生体胚。

Choi等m101认为来自萌发1周幼苗的外植体(子

叶、下胚轴和胚根)在含1．0 mg／L 2，4一D的培养基

中培养，体胚诱导率和数量为最高。这说明来自合子

胚时期的外植体诱导产生体胚所需要的2，4一D质

量浓度比来自幼苗外植体的低，且萌发时间越久，成

胚能力越低。因此可以推论：若去除其他萌发抑制因

素后，种子成熟后具有未成熟胚的刺五加的未经层

积处理种子应该具有更高的成胚能力。
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