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裕丹参愈伤组织诱导、继代及植株再生的研究

李明军，刘 杰，周 娜，张晓丽，孙琳静，涂荣涛

(河南师范大学生命科学学院，河南新乡453007)

摘要：目的建立裕丹参愈伤组织的诱导、继代及植株再生体系。方法 比较不同的外植体基本培养基及植物生

长调节剂对裕丹参愈伤组织的诱导、继代及植株再生的影响。结果MS+6一BA 2 mg／I。+NAA 0．2～2 mg／l。有利

于叶柄和叶片愈伤组织的诱导，其出愈率均为100％，但叶柄出愈量更大；MS+6-BA 2 mg／L有利于叶片芽的分

化，其分化率达55．6％，并有直接成芽现象；B；十6-BA 1 mg／L+2，4-D 1 mg／L是愈伤组织继代培养的最佳培养

基。结论 愈伤组织诱导的最佳外植体为叶柄，最佳培养基为MS+6-BA 2 mg／L+NAA 0．2～2 mg／L；诱导芽分化

的最佳外植体为叶片。最佳培养基为MS+6-BA 2 mg／L；愈伤组织继代培养的最佳培养基为B；+6-BA 1 mg／L+2，

4一D 1 mg／[。。
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中图分类号：R282．1 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2008)07—1078—04

Inducement，subculture，and plantlets regeneration of callus from Salvia miltiorrhiza

LI Ming—jun，LIU Jie，ZHoU Na，ZHANG Xiao-li，SUN Lin-jing，TU Rong—tao

(1．College of Life Sciences，Henan Normal University，Xinxiang 453007，China)

Abstract：Objective To establish the system of inducement，subculture，and plantlets regeneration

of callus from Salvia miltior，I^iza．Methods Compared with the effect of different explants，basic media，

and plant growth regulator on the inducement，subculture of callus，and the differentiation of buds．

Results MS+6一BA 2 mg／L+NAA o．2—2 mg／L was propitious to the inducement of callus and the ratio

of induced callus，for both the leafstalk and lamina，was 1 OO％，but quantity of induced callus was more of

The ratio of buds differentiation was 55．6％on the medium of MS+6一BA 2 mg／L，and it could grown into

buds directly．B5+6一BA 1 mg／L+2，4-D l mg／L was the better subculture medium of callus．Conclusion

So for the callus inducement。the better exptant and medium are leafstalk and MS+6一BA 2 mg／L+NAA

0．2—2 mg／L，respectively；For the buds differentiation，the better explant and medium are lamina and

MS+6-BA 2 mg／L，respectively；For the subculture of callus，Bs+6-BA 1 mg／L+2，4-D 1 mg／L is bet—

ter．

Key words：Salvia miltiorrhiza Bunge；callus；buds differentiation；plant growth regulator

裕丹参Salvia miltiorrhiza Bunge属唇形科多

年生草本植物，产于河南省方城县，是我国传统的道

地中药材。具有祛瘀止痛、活血通经、清心除烦等功

效[1]，在抗癌、抗衰老等方面具有良好的效果[23，经

中国医学科学院、国家参茸产品质量检测中心等单

位检测，丹参酮取的量为《中国药典》规定标准的

3．25倍，居全国众多产地生产的丹参之首。近年来，

对裕丹参优良品种的脱毒快繁、脱分化和高频率植

株再生等进行了系统的研究，为其产量和质量的提

高、新品种的选育和工厂化生产次生代谢物奠定了

基础。本实验报告其中的部分内容。

1材料与方法

1．1材料：裕丹参，采自方城县丹参野生品种抚育

基地，由裕丹参科研所所长曹金斌鉴定。
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1．2方法

1．2．1无菌体系的建立：参照相关文献将材料表面

消毒[3]后接入MS+6-BA 2．0 mg／L+NAA 0．02

mg／L中，30 d时获得无菌试管苗。

1。2．2 愈伤组织的诱导及芽分化：将叶片切成1

cm×1 cm，叶柄切成1 cm分别接种在表1的培养

基中。每瓶接种叶7小片，叶柄7小段，叶片接种方

式为背接(背面向上)，叶柄接种方式为横接，每种培

养基接种6瓶。30 d时统计叶片和叶柄的出愈率和

芽分化率。

1．2．3植物生长调节剂组合对愈伤组织继代培养

的影响：将愈伤组织分别接种于(1)MS+6-BA 1

mg／L+NAA 1 mg／I。，(2)MS+6-BA 1 mg／L+2，

4一D 1 mg／L，(3)MS+6一BA 0．5 mg／L+2，4一D 2

mg／L上，每种培养基接7瓶，每瓶1．5 g(平均分为

3份均匀地接于瓶中)，30 d时称其鲜质量。

1．2．4基本培养基对愈伤组织继代培养的影响：将

愈伤组织接种于以MS、B。、N。、LS为基本培养基并

附加1．2．3项筛选出的植物生长调节剂组合的培养

基中，接种瓶数和方法同1．2．3项，25 d时称其鲜质

量和千质量。

所用培养基均加入冷凝脂6 g／L、蔗糖30 g／L，

pH调至5．8～6．0，在121℃，1．1 kg／cm2压力下灭

菌20 min。培养条件均为：温度(25土2)℃，光照14

h／d，光强2 000 lx。

1．2．5试验数据处理：数据应用SPSS统计软件进

行方差分析。采用LSD法进行多重比较检验，

在尸一0．01水平上差异达到显著。

2结果与分析

2．1愈伤组织的诱导及芽分化

2．1．1不同外植体对裕丹参愈伤组织诱导的影响：

1号培养基中，叶片和叶柄均在接种5 d后陆续褐化

枯死；其他培养基中，叶柄在接种3～5 d时开始启

动脱分化，两端膨大，颜色变白，6～9 d时膨大部位

开始出现愈伤组织，呈浅黄绿色(2和3号培养基)

或淡黄色(4号培养基)，疏松且生长旺盛；叶片在接

种5～7 d时开始启动脱分化，其边缘膨大、卷曲，9

d时边缘膨大处开始出现愈伤组织，呈黄绿色(2和

3号培养基)或灰黄色(4号培养基)，透明且增殖较

慢。30 d时，不同外植体对裕丹参愈伤组织诱导的

影响见表1。可知2号培养基上叶柄的出愈率高于

叶片，但出愈率较低，3、4号培养基上叶片和叶柄的

出愈率均为100％；从出愈量上看，叶柄(图1—3)明

显好于叶片(图1—2)。

表1不同外植体对裕丹参愈伤组织诱导及芽分化的影响

Table 1 Effect of different explants on callus induction

and buds differentiation of S．miltiorrhiza

1-MS 2-MS+6-BA 2 mg／L 3一MS+6一BA 2 mg／L+NAA

0．2 mg／I，4-MS+6-BA 2 mg／L+NAA 2 mg／L“一、+、++、

+++”分别表示愈伤组织没有、少、多和最多

1-MS 2-MS+6-BA 2 mg／L 3-MS+6-BA 2 mg／L+NAA

0．2 mg／L 4-MS+6-BA 2 lng／L+NAA 2 mg／L。一、+、++、

+++”mean callus are none，little，more，and most，respectively

2．1．2不同外植体对裕丹参芽分化的影响：2号和

3号培养基中，叶柄形成的愈伤组织在15～20 d时

开始出现绿色芽点，25～28 d时芽点分化成芽，为

丛生芽(图1—5)，间接成芽；叶片在接种13"-q5 d时

边缘处或愈伤组织上出现绿色芽点，20 d时芽点分

化成芽，多数是从叶片边缘直接成芽，为单生芽(图

1—6)，少数是经愈伤组织再分化成芽，为丛生芽。30

d时，不同外植体对裕丹参芽分化的影响见表l。由

表1可知，2、3号培养基上均有芽分化现象，且叶片

的芽分化率高于叶柄，其中以2号培养基芽的分化

率最高。

2．2愈伤组织的继代培养

2．2．1 植物生长调节剂组合对愈伤组织继代培养的

影响：3种不同培养基对裕丹参愈伤组织的增殖达到

了极显著影响。愈伤组织在MS+6-BA 1 mg／L+

NAA 1 mg／L上生长缓慢(30 d时增殖1．2倍)，呈

灰褐色，且易褐化死亡；在MS+6-BA 1 mg／L+2，

4一D 1 mg／L和MS+6一BA 0．5 mg／L+2，4一D 2

mg／L上生长旺盛(前者30 d时增殖2．6倍，图1—

4；后者30 d时增殖1．9倍)，呈淡黄色且无分化。

2．2．2基本培养基对愈伤组织继代培养的影响：由

表2可知，B。培养基在鲜质量、干质量和增殖倍数

方面均与N。培养基、LS培养基达到极显著差异，

MS培养基在鲜质量和增殖倍数方面与Ne培养基、

LS培养基达到极显著差异，而B。和MS培养基对

愈伤组织的生长没有显著差异。另外，愈伤组织在

B。培养基上从第10天起开始变为红褐色，可能是

其中丹参酮的量较高所致。

3讨论

3．1 外植体对愈伤组织诱导及芽分化的影响：不同

植物以及同一植物的不同器官对诱导条件的反应是
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图1 裕丹参愈伤组织的诱导、继代及植株再生

Fig．1 Inducement，subculture，and plantlets regeneration of callus from S．miltiorrhiza

表2基本培养基对愈伤组织继代培养的影响(25 d)

Table 2 Effect of basic media on subculture of callus(25 d)

培养基中均添加6-BA 1 rag／L+2，4一D lmg／Lt大写字母表示P=0．01水平差异达显著

There are 6-BA 1 mg／L+2，4-D 1 mg／L in all mediaI Capital lettersrere represent significant differences，P；0．01

不同的。在诱导丹参愈伤组织和植株再生的研究中， 分化的最佳外植体为叶片，最佳培养基为MS+6一

多数选用叶片为外植体ms．，也有用叶柄、茎段、根与 BA≥mg／L，且可直接分化成芽，NAA对叶片的芽

叶片相比较的，但均无明显差异[6’7]。本实验发现裕

丹参叶片和叶柄均能诱导形成愈伤组织，但愈伤组

织的出现时间、方式、形态、数量、出愈率及芽分化等

方面均表现出很大的差异，诱导愈伤组织以叶柄为

佳，诱导芽的分化以叶片为佳。

3．2植物生长调节剂对裕丹参愈伤组织诱导及芽

分化的影响：植物生长调节剂是诱导愈伤组织形成

的重要因素。冯玲玲等口]发现，单独使用5种植物生

长调节物质在一定质量浓度范围均可诱导丹参产生

愈伤组织，但最佳组合的诱导培养基为MS+2，4一D

0．5 mg／L+6一BA 1．0 mg／L；客绍英等口1研究表明，

丹参茎段在MS+2，4一D 5．0 mg／L+NAA 0．2 mg／

L+6一BA 1．0 mg／L上易形成愈伤组织。本实验发

现，裕丹参叶柄和叶片的脱分化需要植物生长调节

剂，且6一BA与NAA配合使用的效果明显优于单独

添加6一BA，当6一BA质量浓度一定时，出愈量随

NAA(O～2 mg／L)的升高而增多；诱导愈伤组织再

分化具有一定抑制作用。

3．3基本培养基对愈伤组织继代培养的影响：MS

培养基中的硝酸盐、钾和铵的量高，I。S培养基由

MS演变而来；B。培养基的主要特点是含有较低的

铵和较高的烟酸；N。培养基钾盐的量较高。Gam—

burg[8]在研究中发现烟酸能够刺激愈伤组织的生长。

铵可能对不少培养物的生长有抑制作用。本实验表

明，裕丹参愈伤组织继代培养的最佳基本培养基为

B。。因此，推测B5能够促进愈伤组织的增殖，可能与

其含有较低浓度的铵和较高浓度的烟酸有关。

参考文献：

[1]中国药典Is]．V01．I．2005．

[2J Liu J。Shen H M。Namong C．Salvia miltiorrhiza inhibits

cell growth and induces apoptosis in human hepatoma HepG2

cells I-J]．Cancer Lett，2000，153：85—93．

[33客绍英，石洪凌，马作东．利用正交试验优化丹参愈伤组织培

养[J]．中药材，2005，28(2)：82—83．

[4]赵洁，陈志胜，万钧．丹参叶片无性系快速繁殖及植株再

生研究EJ]．华中师范大学学报：自然科学版，1999，33(1)：



中草蔼 Chinese Traditional and Herbal Drugs第39卷第7期2008年7月 ·1081·

108—111．

[5]粱红，何宇清，赵

根芽分化的效应口]．

31(3)：228—231．

洁．生长调节物质对丹参叶片脱分化及 [7]

华中师范大学学报：自然科学版，1997，

[63强小利，闫亚平，王☆；之．植物生长因子对丹参愈伤组织有效

成分积累的影响[J]．陕西师范大学学报：自然科学版，2004，

[8]

32：115一118·

冯玲玲，范美华，周吉源．丹参愈伤组织的诱导及增殖效应

口]．生物学杂志。2004，21(5)：25—27．

Gamburg O L，Murashige T，Thorpe T A．Plant tissue cul—

ture media[J]．In Vitro c扰Develop Biol—Plant，1976，1z

(10)：473．

川贝母种子休眠及萌发特性的研究

于婧1，魏建和1-，陈士林1，代勇2，杨成民1

(1．中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所，北京100193；2．成都恩威集团有限公司，四川成都610041)

摘要：目的 了解川贝母种子休眠原因及层积处理打破种子休眠的作用。方法浸种称重法测定种皮透水性；生

物鉴定法检测发芽抑制物；解剖种子观察层积种子种胚发育；光照培养箱发芽检测层积种子萌发温度。结果 浸种

8 h后川贝母种子吸水率达80％以上；种子浸提液显著抑制白菜种子的萌发和生长；层积处理促进种胚后熟，60 d后

胚率由处理前12％增至43％；层积种子25℃发芽率显著高于其他发芽温度。结论JII贝母种皮无吸水障碍；种子休

眠的主要原因是胚形态后熟及存在发芽抑制物，属于混合休眠类型；层积处理可有效打破休眠，25℃发芽适温。

关键词：川I贝母；种子休眠；胚后熟；发芽抑制物
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Dormancy and germination characteristics of Fritillaria cirrhosa seed

YU Jin91，WEI Jian—hel，CHEN Shi—linl，DAI Yon92，YANG Cheng—minl

(1．Institute of Medicinal Plant Development，Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College，

Beijing 100094，China；2．Chengdu Enwei Group Limited Company，Chengdu 610041，China)

Abstract：Objective To investigate the mechanism of the seed dormancy of Fritillaria cirrhosa and

the stratification effect on seed dormancy．Methods The soaked seeds were used to test water permeabili—

ty by weighting．The biological test was applied for detecting the germination inhibitor．Seed dissection

was used to investigate the embryo development after stratification．The temperatures of seeds germination

after stratification were determined by artificial climate chamber at different temperatures．Results The

water absorption rate of F．cirrhosa seeds was more than 80％after soaking for 8 h．The extracts signifi—

cantly inhibited both the germination of seed and the root growth of Chinese cabbage．The stratificaton

could effectively accelerate the embryo afterripening and increase the embryo rate from 1 2％to 43％after

60 d．Germination rate of the seed after stratificaton in 25℃was significantly higher than that in other

temperatures．Conclusion There iS no obstacle of water permeability on testa of F．cirrhosa．The seed

embryo afterripening and the germination inhibitor are the main mechanism of seed dormancy of F·cir—

rhosa，whereas it is a type of mix-dormancy．The stratification is effective for seed dormancy relief and the

optimum germination temperature is 25℃．

Key words：Fritillaria cirrhosa D．Don；seed dormancy；embryo afterripening；germination i hibitor

川贝母Fritillaria cirrhosa D．Don属百合科多

年生草本植物，分布于云南、四川、甘肃和西藏等海

拔3 500 m以上的高原地区。鳞茎药用，有清热润

肺、止咳化痰的功效，是一味常用大宗名贵药材。野

生资源已趋于濒危，目前正在开展大规模野生抚育

工作‘¨。生产上曾采用鳞茎繁殖，但繁殖系数太低；

用种子繁殖，繁殖系数高，但种子地处高原，不易采

集，休眠期长，出苗率低，整齐度不理想。已有研究指
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