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诱导成功，就可通过扩增用于大规模生产。
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甘草愈伤组织培养中激素优化组合的研究

刘 颖，魏景芳，李冬杰

(河北科技大学生物科学与工程学院，河北石家庄050018)

摘要：目的选择甘草愈伤组织诱导和继代培养的最佳激素组合。方法 以甘草无菌苗的胚根为外植体设计正

交试验考察不同浓度的激素组合对愈伤组织诱导和继代的影响。结果 以诱导率为指标．NAA对甘草细胞脱分化

影响最显著；以相对生长速率为指标．6一BA、2，4一D、NAA对甘草细胞生长分裂影响最显著。结论甘草愈伤组织诱

导及继代的最佳激素组合为2，d—D 1．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L+6 BA 1．0 mg／'I。I KT 0．3 mg／L。
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Optimum combinations of plant hormone in callus culture of Glycyrrhiza uralensis
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甘草Glycyrrhiza uralensis Fisch．为豆科多年

生草本植物，其根和根茎为常用中药，具有补气健

脾、清热解毒、润肺止咳、缓急止痛，调和药性之功

效。这些年来，甘草自然生产量逐年锐减，因此，利用

组织培养技术对甘草进行无性快繁，加快甘草次生

代谢活性物质的提取已迫在眉睫。目前，有一些关于

甘草组织培养方面的报道“J，但在这些研究中，所用

培养基中植物激素的组合是否最佳难以比较。本研

究采用正交试验设计法考察2，4 D、NAA、6 BA、

KT 4种植物激素对甘草愈伤组织诱导和生长产生

的影响，确立最佳的激素组合，为进一步稳定培养物

的有效生长速率和提高其中含有效成分的量，建立

稳定高产的甘草次生代谢产物牛产体系奠定实验

基础。

1材料与方法

新疆甘草无菌苗的胚根切成1 cm长的小段。均

匀接种在培养基表面。所用基本培养基为MS

(120℃，0．1 MPa，灭菌20 min)，培养条件采用暗

培养，(25士】)‘C。

1．1 愈伤组织诱导及继代培养：本试验采用正交设

计考察植物激素对甘草愈伤组织诱导及生长的影

响。综合分析了生长素和细胞分裂素对愈伤组织诱

导的影响‘⋯，在MS基本培养基中添加2，4 D、

NAA、6 BA、KT 4种不同质量浓度的激素，I。(4 4)

试验设计见表L

表1因素水平

Table 1 Factors and levels

外植体接种7 d，胚根肿胀、膨大，20 d胚根表

面产生分散的愈伤组织．颜色淡黄色、质地疏松，统

计不同浓度的激素组合对甘草胚根愈伤组织诱导率
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的影响情况。筛选质地疏松、生长旺盛的优异愈伤组

织进行继代增殖培养，30 d后测定愈伤组织增殖后

的鲜质量，计算愈伤组织相对生长速率。

1．2结果统计：愈伤组织诱导率⋯一诱导出愈伤组织

的外植体块数／接种的外植体块数×100％。

相对生长速率。1(Rr)一f 1in等

其中：w，接种时愈伤组织鲜重{Wz收获时愈伤组织鲜

重}t愈伤组织培养时间

2结果与分析

2．1 正交试验设计安排及极差分析：采用正交试

验，进行16组处理，每个处理组设计3个样本，以甘

草胚根愈伤组织的诱导率和相对生长速率为指标，

试验安排见表2。

表2正交设计中植物激素对愈伤组织诱导殛其生长的

影响

Table 2 Effect of phytohormones oR callus induction and

its growth of G，uradensis in orthogonal design

1 0 0 0 0 0 0

2 0 0．5 0 5 0 l 41．3 0．030 4

3 0 1．0 1．0 0．3 46．7 0．035 1

4 0 2．0 2．0 0 5 45．5 0 036 2

5 0 5 0 0 5 0 3 40 9 0 040 2

6 0．5 0．5 0 0．5 40．0 0．019 0

7 0 5 1．0 1 0 0 88．5 0．046 2

8 0．5 2．0 2 0 0 1 60 6 0 048 5

9 1_0 0 】．0 0 5 36．5 0．039 I

10 1．0 0．5 Z．0 0 3 75．5 0．046 6

11 1 0 1．0 0 0 i 86．3 0．037 5

1 2 1 0 2．0 0．5 0 76．2 0．045 0

13 2．0 0 2．0 0 l 50．2 0 033 3

14 2 0 0．5 j．0 0 72 1 0 035 0

1 5 2．0 1．0 0．5 0．5 69．7 0．051 2

16 2．0 2．0 0 0．3 67 3 0．028 0

K L l 33 5 126 2 1 93 6 236 8 以诱导率为指标，

诱K2
238·6 228-9 226·7 238·4

因素主次

摹K：274．．5 291．．⋯43．．8 239．，nACD,K259 3 249 6 231 8 191
优化组翠

d ．7
o l几叱m

R 141 165 50．2 47．3 舍BaAaDaCa

相Kz 0·101 7 0·112 6 0 084 5 0 126 2以相对牛长速率

銎Kz，“159

3仉1 31 o o 1 56 8 o“9 7
为指标，因素主

吾K3 0．168 2 0．170 0 0 165 4 0．149 9

簧K：，o．147 5 o 157 7 o 164 6 o．145 5
次CABD，优化

率R1 0．066 5 0 057 4 0．080 9 0 023 7 组合CaAaBaDa

经过4种不同质量浓度的植物激素的正交试

验，发现各种组合对甘草愈伤组织诱导和相对生长

速率的影响差别较大，对实验结果直观分析，发现以

诱导率为指标，4种植物激素对甘草胚根脱分化影

响力大小依次是NAA>2，4-D>KT>6-BA，较好

的给合为NAA 1．0 mg／I。+2，4-D 1．0 mg／L+KT

0．3 mg／I。+6-BA 1．0 mg／L。在甘草胚根细胞脱分

化过程中，生长素起主导作用。在继代培养中，以相

对生长速率为指标，4种植物激素对甘草胚根细胞

生长分裂的影响依次为6 BA>2，4一D>NAA>

KT，较好的给合为6 BA 1．0 mg／L+2，4-D 1．0

mg／L+NAA 1．0“g／L+KT 0．3 mg／L。结果表明

在甘草细胞继代生长过程中，细胞分裂素6-BA的

质量浓度变化影响较大。为了进一步反映各因素之

间的差异，以便寻求最佳质量浓度的激素组合，进行

方差分析。

2．2方差分析：对极差分析的结果进行方差分析，

结果见表3、4。

寰3方差分析(诱导率)

Table 3 Varience analysis with inducing rate as index

。Fo。5(3，16)=3．24 ++Fo。l(3，16)=5 29

表4方差分析(相对生长速率)

Table 4 Vavience analysis with relative growth

rate as index

。f o 05t3，16)=3．24 ’。Fa 01 L3，16 J一5．29

由表3、4方差分析结果可知，因素B(NAA)对

甘草愈伤组织诱导作用极显著，因素A(2，4一D)影

响作用较显著。而A(2，4-D)、B(NAA)、c(6-BA)、

D(KT)4种因素对甘草愈伤组织相对生长速率均有

较显著的影响。其中，c、A、B 3因素作用极显著，因

素D作用较显著。4种激素对愈伤组织的诱导作用

大小依次为B、A、D、c，对相对生长速率的作用依次

为C、A、B、D。

2．3激素浓度最佳水平的选择：综合考虑极差分析

和方差分析的结果，以甘草愈伤组织诱导率和相对

生长速率为指标，得到最佳的激素组合为

A。B。c。D。。采用这种激素组合对甘草胚根愈伤组织

进行多次继代培养，获得了质地疏松、淡黄色、分裂

旺盛的优异愈伤组织，见图1。

3讨论
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的过程中是必不可少的物质。植物细胞在诱导期，由

于生长素的作用，细胞代谢开始活化，启动植物细胞

脱分化的进行，因此在愈伤组织诱导阶段，生长素发

挥了重要作用，正交试验结果表明NAA对甘草愈

伤组织的诱导影响显著。植物细胞分裂素的作用是

使已经脱分化的细胞或细胞团保持有丝分裂，从而

使细胞团能够进行继代培养o]，在甘草细胞继代培

养过程中，6-BA的浓度变化对细胞相对生长速率影

响显著。因此，综合分析本试验的结果，选择2，4-D
圈1甘草胚根愈伤组织 1．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L+6-BA 1．0 mg／1。+

”ig·1。a¨“3 0f

G·”!‘“8括。8扭1e ．．

KT 0．3 mg／L为甘草愈伤组织诱导和继代的最佳
植物细胞进行脱分化(愈伤组织诱导)是一个复 谢音±日A

杂的生理生化过程，植物激素的作用极大，随着分子
R。fe，。。。。：

生物学的发展，人们已经证明植物激素是通过与植 [1]Pei Y X．H。。J P．Ti。。。。It。。f Gylycyrrhiza。。km
物细胞内的受体蛋白结合而起作用，即植物激素必嚣譬j船f者?‰胁”go‘49“‘SciTe“”“‘内蒙古农业科
须与靶细胞中的受体结合，才能调节植物的生长发 瞳1：点：：嚣。。X。Y。,。lL：盎}品．篇嬲；荛：‘臻错&
育“3一不同的植物激素对靶细胞的识别能力有差别，

[3]i露，’T2。0。04w,ixi‘拳h：：三一，。f。。thara。。hine。，od。i，ity

现上是不同种类、不同质量浓度的植物激奈组合影 [4]：盏L。ig。ht．瑶：蠹黧尝寿嚣翟戮?凳麓竺篡?‰。
响愈伤组织的诱导和继代生长。：淼渚矗忽躲勰?i毓’阿3“咖8‘cb“8 Ag“一

植物生长紊在植物细胞脱分化、形成愈伤组织 ‘53‰。Y，EZduc．P。la。。nt翟篓警％i植物生理学’m 3·“i”：

徐长卿地上部分扫描电镜的观察研究

张永清“2，周凤琴2，李佳2，高德民。，王建成2，李 萍”

(1．中国药科大学，江苏南京210009；2．山东中医药大学，山东济南250014)

摘要：目的观察徐长卿植株地上部分叶片、果实、种子等器官各部位的表面超微形态，为徐长卿植株品种鉴定

与生物学特性研究提供依据。方法采用扫描电子显微镜技术进行观察。结果徐长卿植株叶片上，下表皮，内、外

果皮，种皮和花粉块表面的超微形态各异，并各具特征。结论各部位表面超微形态可作为徐长卿植株生物学特性

研究、药材与品种鉴定的重要依据。

关键词：徐长卿；地上部分；超微形态；扫描电镜
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Observation of above—·ground part of Cynanchum paniculatum

by scanning electron microscope
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