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北柴胡愈伤组织诱导、分化及不定芽增殖条件研究

郝建平1，徐丽霞2，杨东方2

(1．山西大学生命科学与技术学院，山西太原030006；2．山西生物应用职业技术学院中药系，山西太原030031)

摘 要：目的研究北柴胡叶片、茎段和花芽愈伤组织诱导、分化和不定芽增殖的条件，探讨快速繁殖的新途径。方

法选择优良的北柴胡类型。在附加不同种类、不同质量浓度和不同配比外源植物激素的MS培养基中，进行不同

外植体愈伤组织的诱导和分化培养以及愈伤组织再生植株的繁殖和生根培养。结果 附加2，4一D 1．0 mg／L、KT

0．5 mg／L和6-BA 0．5 mg／L的MS培养基最适合于叶片、茎和花芽愈伤组织的诱导，其中以花芽愈伤组织的诱导

效果最好；在附加6一BA 1．0 mg／L、NAA 0．03 mg／L和CM 15％、CH 500 mg／L的培养基中，愈伤组织的分化率最

高；附加6一BA 1．5 mg／L、NAA 0．05 mg／L和CH 250 mg／L的MS培养基为芽苗增殖的适宜培养基；附加NAA

0．5 mg／L的1／2 MS培养基是生根的适宜培养基。结论北柴胡的茎段和花芽外植体在适宜的激素组合中均可通

过愈伤组织途径分化出不定芽，继而得到正常生长、发育的再生植株。

关键词：北柴胡；愈伤组织诱导；愈伤组织分化；不定芽；试管苗l快速繁殖
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Condition for induction and differentiation of callus and propagation

of adventitious buds in Bupleurum chinese
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Abstract：Ob iective To study the condition for induction and differentiation of callus and

propagation of adventitious buds in lamina，stem，and bud of Bupleurum chinese and establish a new

method for rapid propagation．Methods In MS media added with different phytohormones，calli were

induced from explants of lamina，stem，and floral bud of B．chinese，adventitious buds and adventitious

roots were differentiated from calli of stern and floral bud。test—tube plantlets were formed．Results MS

Medium added with 2，4-D 1．0 mg／L，KT 0．5 mg／L，and 6-BA 0．5 mg／L was suitable for calli induction

of the lamina，stems，and floral buds．In medium added with 6一BA 1．0 mg／L，NAA 0．03 mg／L，CM

1 5％and CH 500 mg／L，the differentiation rate of floral buds callus was the highest．MS Medium added
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with 6一BA 1．5 mg／L，NAA 0．05 mg／L and CH 250 mg／L was suitable for propagation of test—tube

plantlets，1／2 MS medium added with NAA 0．5 mg／L was suitable for rooting．Conclusion A great deal

of test—tube plantlets could be differentiated and propagated rapidly by calli induced from stems and floral

buds of B．chinese．Then the regeneration plantlets with normal growth and development are obtained．

Key words：Bupleurum chinese DC．；callus induction；callus differentiation；adventitious bud；test—

tube plantlet；rapid propagation

柴胡为常用中药，在许多成药制剂中广泛应用，

需求量很大。目前对于柴胡的研究主要集中于药用

成分提取分离、栽培技术、发育生物学和柴胡属内不

同种的比较与鉴定[1～43等领域。在柴胡组织培养方

面，罗玉[53观察了三岛柴胡下胚轴离体培养中的全

息现象；姚智等[83探讨了北柴胡愈伤组织生长和不

定根诱导的条件；笔者先后进行了三岛柴胡的固定

化细胞培养[7]以及北柴胡快速繁殖和种子萌发条件

的研究[8]。

《中国药典》(2005年版)收录北柴胡

Bupleurum chinese DC． 和狭叶柴胡B．

scorzonerifolium willd．为药用柴胡的原植物。本实

验以北柴胡的幼叶、茎段和花芽为外植体，采用不同

种类、不同质量浓度的外源植物激素比较和分析北

柴胡愈伤组织诱导和不定芽分化、增殖、生根形成再

生完整植株的最佳条件及其影响因素，为柴胡的快

速繁殖探讨新的途径。

1材料与方法

1．1 材料：实验用北柴胡为种植于山西太谷、引种

于山西左权的优良类型。幼茎和叶采集于5月份，花

芽采集于8月份。

1．2方法

1．2．1 培养基：表1和表2分别为愈伤组织诱导与不

定芽增殖培养基中附加的外源植物激素。表中的D代

表2，4-D(2，4-二氯苯氧乙酸)，K代表KT(激动素)，

B代表6一BA(6一苄基腺嘌呤)，N代表NAA(萘乙酸)，

M代表CM(椰乳)，H代表CH(水解酪蛋白)。

1．2．2 叶、茎和花芽愈伤组织的诱导：取3～4 cm

长的北柴胡幼叶、幼茎和花芽，用自来水冲洗以后，

75％的酒精浸泡30 S，然后用0．1％HgCI。水溶液

处理8～10 min，无菌水冲洗3～5次。将消毒后的

幼叶、幼茎和花芽切成0．5～1 cm的切段，分别接

种于MS基本培养基(表3)上，每种培养基接10

瓶，每瓶接种5块材料。培养基中添加蔗糖3％，琼脂

0．7％，pH 6．0"6．5。在26～28℃条件下暗培养，

30 d后统计愈伤组织诱导率，并记录愈伤组织的颜

色、质地及生长状况。

表l 愈伤组织诱导培养基L(23)正交设计

Table 1 L．(23)Orthogonal design of callus induction

曩2不足牙增殖培养基L，(3‘)正交设计

Table 2 L·(3‘)Orthogonal design of adventitious

buds propagation

因 素水平～
B／(mg·L一1)N／(mg·L一1)M／(mg·L一1)H／(mg·L一1)

1 0．5 0 0 0

2 1．0 0．03 15 250

3 1．5 0．06 30 500

表3比较了2，4一D、KT和6一BA 3种外源植物

激素对北柴胡叶片、茎段和花芽愈伤组织诱导的影

响，按下式计算愈伤组织的诱导率，所得结果用极差

分析法进行分析。

愈伤组织诱导率=(形成愈伤组织的外植体块数／外植

体的总接种块数)×100％

1．2．3愈伤组织的分化培养：分别将叶、茎和花芽

的愈伤组织转入附加不同质量浓度6-BA、NAA、

CM和CH的MS基本培养基上进行继代培养，每

瓶接种5块材料，每种处理重复10瓶。每日光照

12 h，光照强度2 000 lx，40 d后进行统计。

1．2．4试管苗的扩大繁殖：挑选由花芽愈伤组织分

化出的长势好且生长均一的丛生芽，用手术刀切成

单芽，分别接种到添加不同浓度6-BA和NAA的

MS基本培养基上光照培养，30 d后进行统计。

1．2．5试管苗的生根培养：将扩大繁殖得到的北柴胡

丛生苗切成单株，接入添加不同质量浓度NAA的1／

2 MS培养基中诱导生根。在培养20 d后进行统计。

2结果与分析

2．1不同激素配比对叶、茎和花芽愈伤组织诱导的

影响

2．1．1外源激素对北柴胡叶片愈伤组织诱导的作

用：在4种不同激素配比的愈伤组织诱导培养基(表

3)上，接种8 d左右时，叶片外植体上、下切口处开

始膨胀上翘；接种11d左右，两侧切口处也开始膨
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大，颜色变浅；约30 d后形成愈伤组织(图1-1、2)。

从表3可以看出，附加了植物激素的4种处理均可

诱导出愈伤组织，但不同植物激素配比对愈伤组

织的诱导率、质地、颜色和生长速度有着明显的

差异。

MS+2，4一D 1．0 mg／L+KT 0．5 mg／L-+-6一BA

0．5 mg／L的组合对于叶片愈伤组织的诱导效果最

好，诱导率达到48％，而且愈伤组织生长快，呈淡黄

色疏松状。极差分析结果(表4)表明，3种因素中对

北柴胡愈伤组织诱导率影响最大的是2，4一D，而6一

BA和KT的影响作用较小。极差分析筛选的最适

培养基与观察结果相一致。

表4 3种外植体愈伤组织诱导的极差分析

Table 4 Range analysis on callus induction

of three different explants

水因素(叶愈伤组织诱导)因素(茎愈伤组织诱导)因素(花芽愈伤组织诱导)

平 D K B D K B D K B

188 174 160

150 164 178

38 10 18

2．1．2外源激素对北柴胡茎段愈伤组织诱导的作

用：北柴胡幼茎在不同培养基上的生长情况见表3。

幼茎在接种4～5 d后切口处颜色开始变浅，8～9 d

逐渐膨大，继而出现绿色和黄绿色的愈伤组织(图

l一3)。对表3中各因素的水平进行极差分析(表4)，

结果表明最优组合是D。K：B。，即2，4一D 1．0 mg／L+

KT 0．5 mg／L+6一BA 0．5 mg／L。直观观察适宜的

培养基组合为2，4一D 1．0 mg／L-+-KT 0．1 mg／L+

6一BA 0．2 mg／L，与极差分析相比二者在KT和6一

BA的使用质量浓度上表现出不同。从极差分析结果

看，对茎诱导愈伤组织影响作用最大的是2，4一D，其

次是6一BA，而KT的作用相对较小。处理1和处理3

中(表3)愈伤组织诱导率分别为88％和95％，说明

1．0 mg／L的2，4～D对于愈伤组织诱导效果最好。

2．1．3 外源激素对北柴胡花芽愈伤组织诱导的作

用：在接种花芽3～4 d后，大部分材料切口部位颜

色开始变浅，7～8 d时逐渐膨大，切口处开始出现

黄绿色薄壁细胞团，进一步形成愈伤组织(图1—4)。

从表4结果可以看出，当2，4一D为1．0 mg／L时，花

芽愈伤组织诱导率较高。从表4各因子水平来看，最

优组合是D，K：B：，即2，4一D 1．0 mg／Lq--KT 0．5

mg／L+6一BA 0．5 mg／L，与观察结果相同。

极差值越大，表示该因素越重要。由表4可以看

出，2，4一D的极差值为38，6一BA的极差值为18，KT

的极差值为10，因此在各激素因素中，对北柴胡花芽

愈伤组织诱导影响最大的是2，4．D。2，4一D达到2．0

mg／L时，北柴胡叶片愈伤组织的诱导率明显下降，

其适宜质量浓度为1．0 mg／L。

2．2愈伤组织的分化：与叶片愈伤组织相比，茎愈

伤组织和花芽愈伤组织具有很强的分化能力。在务

化培养基中培养30 d左右，愈伤组织块上开始分化

根或芽，且分化根和芽的数量逐渐增多；培养到40 d

时，已分化出芽的愈伤组织开始有根的分化，分化出

根的愈伤组织开始有芽的分化，最后发育成完整的植

株(图1—5)。而叶片愈伤组织在培养过程中大部分褐

化死亡，有少量继续分裂增殖，但始终没有分化。

从表5、6可以看出，在MS培养基中加入一定

量的6一BA、NAA和CM有利于北柴胡花芽愈伤组

织分化芽和根，而CM加入的量对北柴胡愈伤组织

的分化影响不大；在6一BA 1．0 mg／L+NAA 0．03

mg／L+CM 30％的组合中花芽的分化率最高，为

95％。茎段愈伤组织在添加1．0 mg／L 6一BA、15％

CM和500 mg／L CH的MS培养基中的分化率最

高，为88％。极差分析的结果(表6)表明CM在北

柴胡愈伤组织分化中影响最小。

2．3丛生芽的扩大繁殖：将北柴胡试管苗切割成单

芽接入芽增殖培养基中，结果见表7。可以看出，1号

培养基中长出的丛生芽数量较少，较细弱(图l一6)；2

号培养基长出的丛生芽数量最多，且比较粗壮，长势

好(图1—7)；3号培养基中长出的丛生芽数量最少，

生长较差，有畸形苗出现(图1-8)。

2．4试管苗生根试验：随着培养时间的延长和继代

次数的增多，不定芽形成大量的丛生苗(表8)。将其

从基部分切，转入附加不同浓度NAA的1／2 MS

培养基中，诱导其生根，得到完整再生植株(图1—9)。
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衰5不同培养基对愈伤组织分化的影响

Table 5 Effect of different media on callus differentiation

表6不同培养基对愈伤组织分化的影响极差分析

Table 6 Range analysis for effect of different

media oil callus differentiation

1一叶片愈伤组织 2一叶片愈伤组织 3一茎段愈伤组织 4一花芽

愈伤组织 5一由愈伤组织分化的试管苗 6一不定芽芽苗扩大增

殖得到的再生植株(较细弱)7-不定芽芽苗扩大增殖得到的再

生植株(较粗壮)8-畸形苗9一生根形成完整植株

1-callus of lamina Z—callus of lamina 3-callus of stem

4-callus of floral bud 5-test—tube plantlets from callus

differentiation 6-regeneration plants from adventitious bud

(slimmer) 7-regeneration plants from adventititious bud

(stronger)8-abnormal plants 9-test-tube plantlets

图1北柴胡的愈伤组织及其分化形成的试管苗

Fig．1 Calli of B．chinese and tube plantlets

of their mfferentiatiOn

表7不同培养基对不定芽增殖的影响

Table 7 Effect of different media on adventitiOus

bud propagation

表8不同培养基对试管苗生根的影响(万一3)

Table 8 Effect of different media on rooting

of test—tube plantlets(一=3)

实验结果表明，适合北柴胡生根的培养基为1／2

MS+NAA 0．5 mg／L。经过20 d左右的生根诱导，

可由试管苗基部长出4～5条白色细长的根，每根

长4--一5 cm。 ．

3讨论

3．1不同外植体愈伤组织形成的差异：实验分别选

择了北柴胡幼叶、茎段和花芽作为外植体，通过比较

发现，北柴胡花芽和茎段是比较适宜的培养材料，茎

段和花芽愈伤组织的诱导率可达88％以上，同时

出愈的时间也比叶片短，一般7 d左右即可形成愈

伤组织。而北柴胡叶片培养时很容易褐化，愈伤组织

的诱导率也低于茎段和花芽。

3．2不同愈伤组织分化不定芽的差异：6-BA是影

响芽分化的关键植物激素，但取材的部位与器官的

分化密切相关。北柴胡的茎和花芽脱分化形成的愈

伤组织质地致密、颜色翠绿，是分化试管苗的适合材

料。6-BA为1．0 mg／L时，北柴胡茎段愈伤组织和

花芽愈伤组织分化芽的比例最高，分别为88％和

95％。6-BA为1．5 mg／L时，茎愈伤组织和花芽愈

伤组织分化芽的能力下降，说明细胞分裂素浓度过
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高不利于北柴胡愈伤组织的分化。而叶片诱导产生

的愈伤组织较茎段产生的愈伤组织松软且褐化严

重，不具有分化能力。

3．3试管苗的扩大繁殖：在不同的培养基中不定芽

增殖和生长状态不同。随着6一BA质量浓度的增大，

柴胡试管苗变为畸形。当培养基中添加CH的量达

到250 mg／L时，北柴胡试管苗生长速度加快，苗的

高度显著增加，叶片也变的嫩绿。这可能与CH中含

有丰富的氨基酸有关[9]。

3．4试管苗的生根：实验过程中发现，在黑暗条件

下试管苗生长不良，逐渐变黄，叶片脱落，最终死亡。

而在光照条件下则生根情况较好，在1／2 MS+

NAA 0．5 mg／L的培养基上，经过20 d的培养，北

柴胡组培苗的基部长出4～5条白色、细长的根，可

用于后期的驯化移栽。

北柴胡的茎段和花芽外植体在适宜的激素组合

中均可经过愈伤组织阶段分化出不定芽，继而得到

生长健壮、根系发达的再生植株进行扩大繁殖。这一

结果为北柴胡的快速繁殖、品质改良和大面积种植

提供了又一条有效的途径。
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枸杞品质及其与土壤肥力关系的研究
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摘要：目的通过测定宁夏8个不同产区枸杞头茬、盛果期和秋果中总糖、多糖、甜菜碱、氨基酸、总黄酮、类胡萝

卜素的量及百粒质量，并分析总糖碱比，研究枸杞中这些指标间以及它们与土壤肥力因子间的相互关系。方法采

用HPLC和分光光度等实验方法以及聚类分析、相关性分析和方差分析等生物统计方法。结果 枸杞中各指标被

归为以总糖、甜菜碱和类胡萝卜素为代表的3类，各指标受各种土壤肥力因子的作用不同。结论总糖、甜菜碱和类

胡萝卜素这3种成分及糖碱比值能较科学地评价枸杞的品质；施肥时应综合考虑各种肥力因子对枸杞成分的协同

‘作用，不宜片面考虑其单一的相关性。该研究为枸杞品质评价及合理施肥提供了依据。

关键词：枸杞’总糖碱比；聚类分析}相关性分析；土壤肥力因子
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Quality in fruits of Lycium barbarum and its relationship with soil fertility factors
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Abstract：Objective The contents of total sugar，polysaecharide，amino acid，betaine，carotenoid，

flavone．hundred—seed weight of Lycium barbarum fruits from eight different habitats in first stubble，

prosperous time，and autumn were determined and the ratios of total sugar to betaine were analyzed，in

order to classify these indexes，and investigate the relationship with the soll fertility factors．Methods
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