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物种濒危的主要原因。

本课题组多年研究结果表明，肉苁蓉种内DNA

分子遗传多样性较丰富，并在形态特征、产量及品质

性状等方面多样性显著，说明现阶段该物种的种内

丰度较高，其濒危原因不在于此；而肉苁蓉的生境独

特、专性寄生、生长缓慢、自然繁殖率低、异花授粉、

种子休眠等脆弱的生物学特性影响它们的生存和繁

衍，使其在受到长期的人为干扰时自我更新困难，导

致濒危。因此，在现阶段建立管理规范的自然保护

区，并配合野生抚育，完全能够提高其野生资源的蕴

藏量。而由于药材的需求量逐年扩大，必须同时大力

发展人工种植，才能满足市场需求，实现资源的可持

续利用。而核心种质库的建立、良种繁育和种植基地

的规范建设应是肉苁蓉资源保护和利用过程中的重

要任务。
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青羊参遗传转化中组织培养系统的研究
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摘要：目的建立用于遗传转化的青羊参组织培养系统。方法以不同外植体部位、不同消毒剂、不同消毒时间

建立无菌苗·以不同外植体部位、不同激素种类及配比、不同质量浓度的2，4一D与KT诱导青羊参愈伤组织形成、

继代、分化}测定青羊参对标记基因分解物庆大霉素(Gent．)的敏感性。结果以青羊参的种子及茎段做外植体，以

10“趺氯酸钠消毒种子20～30 rain，或以0．z“HgCl；消毒茎段3 min建立无菌苗具有最好效果F青羊参的种子、

根、茎、叶易于形成愈伤组织；2，4一D对青羊参愈伤组织的形成是必要的；青羊参对KT较为敏感，不论用KT诱导

青羊参愈伤组织的形成．还是诱导胚芽或腋芽形成，均有较好效果；以MS为基本培养基，以2，4一D1．0mg／L+KT

1．0mg／L为激素配比诱导青羊参愈伤组织的形成具有较好效果；以MS+2，4-D 0．5mg／L+KT 0．5mg／L继代

愈伤组织具有较好效果}磁MS+KT 0．5 mg／L+NAA 0．1 mg／L诱导种子的胚芽或茎段的腋芽萌发具有较好效

果}青羊参的愈伤组织不论来源于种子，还是来源于根、茎、叶．不i龟使用激素6-BA，还是使用KT、ZT、2ip均未观

察到愈伤组织分化形成不定芽；100 pg／mL的庆大霉素是青羊参转基因植株筛选的最佳压力。结论通过基因枪

介导转基因时，选择种子或茎段在Ms+2。4一D 1．0 mg／L+KT 1．0 mg／L培养基上萌动14 d．形成愈伤但未形成

芽的材料作为基因枪轰击材料较好。

关罐词：青羊参；组织培养；愈伤组织；不定芽，遗传转化；选择压力
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Tissue culture system of Cynanchum otophytum in genetic transformation

QIU Lul，WANG 1301．FAN Shu—gu01，LUO Chun—mei2，LI Yan—hua2，CHEN Kail，

ZHOU Yiu—yanl，YANG Qi—gu01，YANG Fu—SU01

(1。Chuxiong Norrnal University，Chuxiong 675000，China}2．Chuxiong Agricultural School，Chuxiong 875000，China)

Abstract：Objective To esta6lish the tissue culture system of Cynanchum otophylure in genetic trans—

formation．Methods Asepsis seedling was set up by using different explant parts，disinfeetors．and disin—

fecting time。The callus wss indueed，breeded，and differentiated by using different media．different hor-

mone categories and combinations，and different hormone concentrations of 2，4-D and KT．Results It

was the best method that asepsis seeding wss built up by using seed as the explant and using 10％NaCIO

to treat the seed for 20—30 min or using 0．2％HgCl2totreat the stem／or 3 min．The seed，root，stem，

and lear of C．otof,hylum can form callus easily．The 2，4-D was important in forming callus．C．ot印hilum
was more sensitivity to KT．The effect was better when KT was used to induee callus or adventitious

buds．MS+2，4-D 1．0 mg／L+KT 1．0 mg／L was the better medium to joduee callus to form．The callus

can
7
t be induced to form adveotitous buds without refereoce to using seed or root，stem，and leaf as the

explant，without reference to using hormone 6-BA or KT，ZT，2ip．Gentsmiein 100 gg／mL is the opti-

mum pressure in genetic transformation of C．otophylum．Conclusion The seed or stem is the ideal mate—

rial bombarded by particle gun that is induced to form callus for 14 d in the media MS+2-4一D 1．0 mg／L+

K，r 1．0 mg／L and without forming adventitious buds．

Key words：Cynanchum otophylum Schneid，tissue culture；callus，adventitious bud i genetic transfor．

mation}optimum pressure

青羊参Cynanchum otophylum Schneid．，为萝

蓐科牛皮消属Cyaanchum Linn．的多年生草质藤

本。在《滇南本草》中又名自蔹，在云南丽江又名自首

乌，民间又称之为白岑、奶浆草。分布于云南、四川、

广西、贵州、西藏等地，多生长在海拔1 100～2 500

m的亚热带山地草丛中。是一种重要的药用植物，

以根部入药，但根有毒。民间用作滋补强壮，治疗腰

痛、风湿骨痛、小儿惊风症、头晕、耳鸣、心慌、毒蛇咬

伤等。根中主要含青羊参苷甲和青羊参苷乙，临床上

具有较好的抗惊厥作用，对癫痈和迁延性肝炎有较

好疗效。目前，已从根部提取青羊参总苷生产青羊参

片剂与健脑克癫片，用于癫痫病、脑震荡后遗症、美

尼尔氏综台症等“]。关于青羊参组织培养的研究报

道较少，而关于青羊参遗传转化的研究未见报道。本

实验对青羊参遗传转化中组织培养系统进行了详细

研究，为青羊参遗传转化、离体培养、种质资源开发

提供参考。

l材料与方法

1．1材料：青羊参的种子及茎段均采自云南省楚雄

农校药园。

1．2不同外植体部位、不同消毒剂、不同消毒时问

对无菌苗建立的影响：以MS为基本培养基，以2，

4一D 1．0 mg／L+KT 1．0 mg／L为激素配比，以青羊

参的种子、幼嫩茎段作外植体。用lo％NaCl0作为

消毒剂，设置消毒时间为15、20、25，30 rain；用

0．2％HgCl：消毒，设置消毒时间为2、2．5、3、3．5，4

min进行对照，以筛选出最佳的外植体部位、最佳消

毒荆种类及浓度。消毒后用无菌水冲洗外植体5～8

次，茎段直接接种，种子用无菌水浸泡5～10 h后接

种。消毒剂消毒前均用洗涤剂水清洗材料5 min。再

用流水冲洗材料5 rain。

1．3不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响：以青羊

参无菌种子为材料，以MS为基本培养基，以2。4-D

1．0 mg／L+KT 1．0 mg／L为激素种类及配比，以

MS、1／2MS(大量元素及微量元素减半，其他不变)为

对照，以筛选出诱导愈伤组织的最佳基本培养基。蔗糖

30 g／L，琼脂7．5 g／L，pH值5．8(灭菌前)，培养温度

22～25℃，接种后暗处理30 d进行统计(以下同)。

1．4不同外植体部位对愈伤组织诱导的影响二以

MS为基本培养基，以2，4一D 1．0 mg／L+KT 1．0

mg／L为激素种类及配比，以青羊参的无菌种子及

无菌苗的根、茎、叶为材料，对青羊参的种子、根、茎、

叶形成愈伤组织的能力进行对照。

1．5不同激素种类及配比对愈伤组织诱导的影响；

以种子为外植体，以MS为基本培养基，设置7组不

同种类及配比的激素进行对照。以筛选出最佳激素种

类及配比。第1组：2，4-D 1．5 mg／L；第2组：2，4一D

1．5 mg／L+6-BA 1．5 mg／L}第3组：2，4-D 1．5

mg／L+KT 1．5 mg／Ll第4组：2，4一D 1。5 mg／L+

ZT 1．5 mg／L；第5组2，4-D 1．5 mg／L+2ip l·5
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rag／L；第6组：2，4一D 1，5 mg／L+NAA 1．5 mg／L；

第7组：6一BA 1．5 mg／L+NAA 1．5 mg／L。

1．6不同质量浓度的KT与z，4一D对愈伤组织继

代的影响：以无菌苗的茎段为外植体，以MS为基本

培养基，设置4组不同的KT与2，4一D质量浓度进行

对照，以筛选出愈伤组织继代的最佳KT与2，4一D质

量浓度。第1组；KTl．5“g／L+2，4一D1．5mg／L{

第2组：KT 1．0 mg／L+2，4-D 1．0 mg／L；第3组：

KT 0．5 mg／L+2，4一D 0．5 mg／L；第4组：KT 0．1

mg／L+2，4一D 0．1 mg／L。

1．7不同激素种类及配比对不定芽形成的影响：以

无菌苗的茎段为外植体，以MS为基本培养基，设置

5组不同种类及配比的激素进行对照，以筛选出不

定芽形成的最佳激素种类及配比。第1组：6-BA 1．0

mg／L+NAA 0．2 mg／L；第2组：KT 1．0 mg／L+

NAA 0．2 mg／L；第3组：ZT 1．0 mg／L+NAA 0-2

mg／L；第4组：2ip 1．0mg／L+NAA 0．2mg／L；第

5组：6一BAl．0mg／L。暗培养1周后光照，光照时间

15 h／d，光照强度2 000 lx(以下同)。

l。8不同质量浓度的KT与NAA对不定芽形成

的影响：以无菌苗的茎段为外植体，以MS为基本培

养基，设置5组不同质量浓度的激素进行对照，以筛

选出不定芽形成的最佳KT与NAA质量浓度。第1

组：KT 1．0 mg／L+NAA 0．2 mg／L；第2组：KT

0．5 mg／L+NAA 0．1 mg／L；第3组：KT 0．3

mg／L+NAA 0．15 mg／L；第4组：KT 0．1 mg／L+

NAA 0．02 mg／L。以上培养基细胞分裂索与生长素

1．9青羊参对庆大霉素(Gent．)敏感性测定：以青

羊参的种子在MS+2，4-D 1．0 mg／L+KT、1．0

mg／L上形成的愈伤组织为材料，以MS为基本培

养基，以KT 1．0mg／L+NAA 0．2mg／L为激素种

类及配比，在培养基中分别加入0、25、50、75 pg／mL

的庆大霉素进行青羊参敏感性对照实验。

1．10统计方法：使用Spssl3．0软件进行统计分析。

2结果

2．1不同外植体部位、不同消毒剂、不同消毒时间

对无菌苗建立的影响：以青羊参种子为外植体，以

10％NaCIO消毒20～30 min，有90％～i00％的无

菌率，85％～95％的萌发率。lo％NaClO消毒青羊

参的茎段30 rain也有一定的效果，NaCIO对外植体

的损伤较小，只要不污染的茎段均能成活，但污染率

较高，高达55％。0．2％HgCl2消毒茎段3．0 rain效

果较好，有60％的无菌率和50％的成活率，但

0．2％HgCI：消毒种子，无菌率虽然较高，种子萌发

率却较低。对袭1的无菌率及成活率进行统计分析，

结果表明：以种子作外植体，10％NaClO消毒30

rain与0．2％HgCI：消毒2 rain的无菌率差异极显

著，U。一3．179>U。。_P<0．01；萌发率差异也极显

著，U。一5．805 5>Uo⋯尸<0．01，说明10％NaCl0

消毒种子20～30 rain明显优于0．2％HgCIz消毒种

子2 min。以茎段作外植体，10％NaClO消毒30 rain

与0．2％HgCI：消毒3 rain的无菌率差异不显著，

“。一1．27<“。⋯尸>0．05；成活率差异也不显著，

U。=0<‰05，P>o．05，说明lO％NaCIO消毒茎段
的比例均为5。1 a 20～30min与0．2％HgCl，消毒2min均有效果。

表1不同外檀体部位、不同消毒帑、不同消毒时间对无菌苗建立的影响

Table 1 Influence of different explants parts，disinfectors，and disinfecting times nil asepsis seedling forming

2．2不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响：愈伤

组织在MS培养基上不仅形成时间早，而且愈伤诱

导率高(97％)，愈伤长势旺。而在1／2MS培养基上

虽愈伤诱导率也较高(95％)，但愈伤形成时问晚，愈

伤长势不如MS。对表2的愈伤诱导率进行统计分

析，结果表明，“。=一0．556 6<‰。5，P>0．05，MS

与1／2Ms的愈伤诱导率差异不显著。但从愈伤组织

形成时间、愈伤组织长势来看，MS培养基明显优于

1／2MS培养基。

2．3不同外植体部位对愈伤组织诱导的影响：青羊

参的种子、根、茎、叶在MS+2，4-D 1．0 mg／L+KT

1．0 mg／L中易于形成愈伤组织。在愈伤组织形成的
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裹2不同基本培养基对瘕伤组织诱导的影响

Table 2 Influence of different media on calhls inducing

同时，种子形成的愈伤组织中总有1个芽形成，观察

发现是胚芽萌发形成；茎段形成的愈伤组织中总有

2个芽形成，而且是由茎段最基部的两个腋芽形成。

根和叶形成的愈伤组织没有观察到芽形成，见图1。

对表3的愈伤诱导率进行统计分析，结果表明：“。=

--0．161 3<uD。5，尸>0．05，种子、根、茎和叶的愈伤

诱导率差异不显著。但从愈伤组织形成的时间、长势

及不定芽形成数来看，种子、茎形成愈伤组织的能力

优于叶，叶形成愈伤组织的能力优于根。

图1青羊参种子在MS+2，4一D 1，O mg／L+

KT 1．0 mg／L上形成的血伤组织

Fig．1 Callus from C·otophylum seed in media MS+

2·4-D 1．0mg／L+KT 1，O mg／L

2．4不同激素种类及配比对愈伤组织诱导的影响；

青羊参的种子在①～⑦号培养基中均能诱导愈伤组

织形成，且形成率均高达100“。但愈伤组织的长势

有较大差异，③号培养基中的愈伤组织具有较快的

生长速度和较强的生长活性，长势最好，明显优于其

他培养基。②、④、⑤培养基诱导愈伤组织的效果不

如③，但比①效果好，①效果优于⑥、⑦。①～⑦培养

基中胚芽形成，但都只有一个芽形成。在以青羊参无

菌苗的茎段为材料的重复实验中，结果相同，而且③

号培养基诱导青羊参愈伤组织形成的优势更为显

著，见表4。

表3不同外檀体部位对愈伤组织诱导的影响

Table 3 Influence of different explants parts

on callus inducing

裹4不同激素种类厦配比对愈伤组织诱导的影响

TaMe 4 Influence of different hormone categories

and combinations on callus inducing

序号培养⋯配比篇愈嚣：；：i

2．5不同质量浓度的2，4一D与KT对愈伤组织继

代的影响：青羊参的愈伤组织在③号组合1／2Ms+

2，4-D 0．5 mg／L+KT 0．5 mg／L中继代具有最好

效果，愈伤长势旺，生命力强，体积成倍增长时间短。

在①号组合1／2MS+2，4一D 1．5 mg／L+KT 1．5

mg／L中，愈伤也有较旺的长势，但愈伤易老化，变

为深黄色，进而变成黑褐色，失去生命力。在②号组

合1／2Ms+2，4一D 1．0“g／L+KT 1．0 mg／L中继

代的愈伤也有一定程度的老化现象，见表5及图1。

表s不同质量浓度的2，4-D与KT对愈伤组织继代的影响

Table 5 Influence of diiferent boFmone concentrations 0f 2，4-D and KT OD callus breeding offspring

2．6不同激素种类及配比对不定芽形成的影响：青

羊参的种子在②号培养基MS+KT 1．0 mg／L4-

NAA 0．2 mg／L中成苗最快，苗最高，长势最好，但

只有胚芽形成的一个苗，无不定芽形成。在以青羊参

无菌苗的茎段为材料的重复实验中，结果相同，②号

培养基诱导茎段的腋芽成苗具有显著优势，每个茎

段最基部的一个腋芽均能形成苗，但无不定芽形成。

在以青羊参在MS+2，4-D 1．0 mg／L+KT 1．0

mg／L上继代的愈伤组织为材料的重复实验中，不

论愈伤组织是来源于茎段，还是来源于叶、根、茎、种

子，均无不定芽形成，而且愈伤组织很难由黄白色转

变为绿色，见表6，图2～4。

2．7不同质量浓度的KT与NAA对不定芽的影响：

①～④号组合均不能诱导愈伤组织形成不定芽，但均
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裹6不同激素种类殛配比对不定芽形成的影响

Table 6 Influence of different hormolle categories and

combinations Oll adventitious bud inducing

图2青羊参在MS+2，4一D 0．5 mg／L+KT

0．5 mg／L上继代的愈伤组织

Fig．2 Callus breeding offspring of C．otophylum

In media MS+2，4-D 0·5 rag／L+

KT 0．5mg／L

围3愈伤组织在培养基MS+KT 0．5 mg／L+

NAA O．1 mg／L未分化或苗

Fig．3 Callus unforming adventitious buds in media

MS+KT 0．5 mg／L+NAA 0．1 mg／L

图4种子在MS+KT 0，5mg／L+NAA 0．1mg／L中

形成癜伤组织和苗

Fig．4 CaJlus and advenUtious buds from seed in media

MS+KT 0．5 mg／L+NAA 0．1 mg／L

能100％诱导腋芽萌发，③号组合MS+KT 0．5+

NAA 0．1诱导青羊参腋芽萌发的效果最好。不仅腋

芽萌发所需时间最短，而且芽长势最好。①号组合

MS+KTl．0+NAA0．2诱导芽萌发也有较好效果，

但苗在生长后期有枯叶现象。③、④号培养基中苗的

长势均不如②号，见表7。

囊7不同质量浓度的KT与NAA对腋芽的影响

Table 7 Influence of different concentrations of KT

and NAA on axillary bourgeonlng

序号培养基激素配比篙宇兹苗鼬ii：
①MS+KTl 0+NAA0．2 8

②MS+KT0．5+NAAo．1 9

③MS+KT0．3+NAA0．15 11

④MS+KT0．1+NAA0 02 1Z

100 较好 有

100 最好 有

100 好 有

100 一般 有

z．8青羊参对庆大霉素敏感性测定：100 pg／mL的

庆大霉素为转基因植物最佳选择压力，在100 tzg／mL

质量浓度的培养基中，所有愈伤均褐变死亡。而在75

vg／mL质量浓度的培养基中，仍有20％的愈伤能正

常生长，因此不宜作为最佳选择压力。对表8的死亡

率进行统计分析，结果表明，z2—275．64>埔o-=

13．28，P<0．01，说明不同庆大霉素质量浓度间差

异极显著。

裹g青羊参对庆大霉素敏感性测定

Table 8 Measurement of C-otop时lum

sensitivity 011 Gentamlcin

3讨论

3．1青羊参的果实为闭果，种子具有较高的清洁

度。另外，青羊参为草质攀援藤本，茎尖离地面较远，

植株表面无毛状附属物，其幼茎也具有较好的清洁

度。因此，以青羊参的种子或幼茎作外材，易于消毒。

使用10％Naclo对青羊参的种子进行消毒，具有

较高的无菌率，同时又不毒害种子，具有较好的萌发

率。10％NaCIO对幼茎的毒害较小，但消毒效果不

够理想，无菌率低，仅45％。0．2％的HgCI。捎毒幼

茎3 rain效果较好，超过3 rain，无菌率虽高，但材料

中毒现象明显，死亡率较高。0．2％的HgCI：不仅对

幼茎有毒害作用，而且对种子的毒害作用更大，

0．2％的HgCI。消毒种子，虽然无菌率很高，但萌发

率较低。

3．2青羊参易于形成愈伤组织，不论是青羊参的种

子，还是根、茎、叶均易形成愈伤组织。在表4的实验



·1712· 中革焉Chinese Traditional andHerbal Drags第38卷第11期2007年11月

中，有2，4-D的①～⑤号培养基效果优于无2，4-D

的⑥与⑦号，说明2，4-D对青羊参愈伤组织的形成

是必要的，其效果优于NAA。②、④、⑤培养基诱导

愈伤组织的效果优于①、⑥及⑦号，说明生长素2，4．

D与细胞分裂素配合诱导青羊参愈伤组织的形成是

必要的，其效果优于生长素2，4-D与生长素NAA配

合o]。青羊参对细胞分裂素KT较为敏感，不论KT

与2，4一D配合诱导愈伤组织形成，还是KT与NAA

配合诱导腋芽萌发，均有较为显著的效果．

3．3青羊参不易形成不定芽，青羊参的愈伤组织不

论来源于种子．还是来源于根、茎、叶f不论使用激素

6-BA，还是使用KT、ZT、2ip，均未观察到愈伤组织

分化形成不定芽。而且愈伤组织在光照条件下由黄

色转变为绿色速度极慢，转化率极低。在由种子、茎

段直接诱导芽形成中，除种子的顶芽、茎段基部的腋

芽能萌发成苗外，没有观察到不定芽的形成。在由种

子、茎段诱导愈伤组织的形成中，每粒种子形成的愈

伤组织中总有一个苗形成，每个茎段形成的愈伤中

也总有一个苗形成。经研究发现，这些苗来源于种子

的胚芽、茎段最基部的腋芽，不是来源于愈伤组织。

这与青羊参在遗传上具有较强的顶端优势有较大关

系“]，顶端优势抑制了靠近顶茅的腋芽萌发，只有距

顶芽最远的腋芽萌发成苗。

2，4一D对大多植物愈伤组织的形成是必要的，

但z，4一D的使用往往导致某些植物愈伤组织不能

分化成芽o]，这可能是该实验中未观察到愈伤组织

分化成芽的一个原因。

生长素的浓度与术质部分化过程之闻存在着一

种反比关系，而木质部中管胞的分化率与细胞分裂

素的浓度成正相关“。本实验使用了1 t 5的生长索

与细胞分裂素诱导不定芽形成，该比例不够恰当，细

胞分裂素的浓度不够高，而生长素的质量浓度不够

低可能是该实验中未观察到愈伤组织分化成芽的第

2个原因。

糖的种类和质量浓度对愈伤组织的分化有较大

影响，不同植物愈伤组织分化所需的糖质量浓度各

不相同，有的植物1．5％的蔗糖便能促进术质部分

化，而有的植物要8％的蔗糖才能促进木质部分

化“】。本实验仅使用了3％的蔗糖，蔗糖质量浓度的

梯度范围不够，可能是该实验中未观察到愈伤组织

分化成芽第3个原因。

高质量浓度的还原态氮有利于胚胎发生，一般还

原态氮和氧化态氮的最适合比例为10 mmo|／L

NH．Cl和40 mmol／L KN03口]即NH。+：N03～；

l：4。本实验使用了NH。、NO。与KNO，，未使用

NH4cl，而且NH‘+：N03一=1 I 2，NHl+与NOa。

的绝对质量浓度及比例的不恰当可能是该实验中未

观察到愈伤组织分化成芽第4个原因。

有报道在一个马铃薯品种叶肉原生质获得的愈

伤组织中，只有在培养基中加入0．2～o．3mol／L的

甘露醇才可能出现茎芽的分化，否则愈伤组织不能

变绿，而愈伤组织变绿是芽分化的前提o]。本实验中

发现青羊参的愈伤组织不易变绿，有必要在培养基

中添加甘露醇开展进一步的研究。

另外加入水解酪蛋白，提高培养基中PO。-3的

水平，减少愈伤组织继代次数也能促进芽分化o]，这

些因素是否有助于青羊参的愈伤组织分化成芽将在

下一步的实验中作进一步的研究。

3．4青羊参通过基因枪介导转基因时，选择种子或

茎段在MS+2，4一D 1．0 mg／L+KT 1．0 mg／L培养

基上萌动14～15 d形成愈伤(表5)，但未形成苗的材

料作为基因枪轰击材料较好。植物转基因过程中，常

在目的基因上携带抗生素抗性基因作为转基因识别

标志，如庆大霉素抗性基因。因此常在培养基中加入

抗生素作为转基因抗性植物的选择压力，凡被基因枪

轰击而成功转基因的胚芽细胞或腋芽细胞能在含有

庆大霉素的选择培养基中正常成苗，而未被成功转基

因的细胞不能在选择培养基中成活““]。100_ug／mL

的庆大霉素是青羊参转基因植株筛选的最佳压力。
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