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蒺藜愈伤组织培养体系的建立及其总黄酮醇苷的测定 

戴  莹，杨世海* 
吉林农业大学中药材学院，吉林 长春  130118 

摘  要：目的  建立蒺藜 Tribulus terrestris 愈伤组织培养体系，并考察种子、全草及愈伤组织中总黄酮醇苷量。方法  采用

正交试验研究不同外植体、培养基、光照条件、激素种类及其配比等对蒺藜愈伤组织诱导和增殖的影响，确定蒺藜愈伤组织

培养体系，采用 HPLC 测定其种子、全草及愈伤组织中总黄酮醇苷量。结果  以蒺藜茎段为外植体，诱导愈伤组织的适宜

培养基为 MS＋2,4-D 0.5 mg/L＋6-BA 0.1 mg/L，25 ℃全天恒温暗培养；最佳增殖培养基为 MS＋2,4-D 1.0 mg/L＋6-BA 0.2 
mg/L＋ZT 1.0 mg/L，12 h/d 光培养，pH 6.2，继代周期为 35 d。种子、全草及愈伤组织中总黄酮醇苷量分别为 1.46%、2.01%、

5.22%。结论  愈伤组织质地疏松，适合建立稳定高效的组织培养体系，其有效成分总黄酮醇苷量高于种子和全草。 
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Establishment of callus culture system of Tribulus terrestris and determination of 
total flavonoid glycosides 

DAI Ying, YANG Shi-hai 
College of Chinese Medicinal Materials, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China 

Abstract: Objective  To establish the callus culture system of Tribulus terrestris and investigate the contents of the total flavonoid 
glycosides in its seeds, whole herb, and callus. Methods  By using the orthogonal test design, different explants, the effects of culture 
medium, light condition, suitable hormones, and their ratio on callus induction and proliferation were studied. Callus culture system of 
T. terrestris was determined and the total flavonoid glycosides of its seeds, whole herb, and callus were detected. Results  The stems 
of T. terrestris were used as the experimental materials. The optimal medium for the callus induction was MS + 2,4-D 0.5 mg/L + 6-BA 
0.1 mg/L, with temperature of 25 ℃ and darkness of 24 h/d. The optimal medium for callus differentiation was MS + 2,4-D 1.0 mg/L + 6-BA 
0.2 mg/L + ZT 1.0 mg/L, with light of 12 h/d, pH of 6.2, and subculture cycle of 35 d. The total flavonoid glycosides in the seeds, 
whole herb, and callus of T. terrestris were 1.46%, 2.01%, and 5.22%. Conclusion  Callus induced by tissue culture technique are soft, 
luster, and transparent, which are suitable for establishing the stable and efficient callus culture system of T. terrestris. The total 
flavonoid glycosides in callus are more than those in the seeds and whole herb. 
Key words: Tribulus terrestris L.; tissue culture; callus; secondary metabolite; flavonoid glycosides 
 

蒺藜 Tribuli Fructus 别称白蒺藜、旁通、屈人，

是蒺藜科（Zygophyllaceae）蒺藜属 Tribulus L. 植
物蒺藜 Tribulus terrestris L. 的干燥成熟果实，全国

各地均有分布，生于沙地、荒地、山坡附近[1]。蒺

藜全草均可入药，含有皂苷、黄酮、生物碱等多种

化合物，其中甾体皂苷和黄酮类成分是其主要化学

成分，且以甾体皂苷类成分研究最多，具有改善心

脑血管功能、调节血糖、抗衰老、调血脂、改善性

功能和抑制癌细胞活性等药理作用[2-4]。近几年研究

表明，蒺藜主要黄酮类成分是其主要皂苷类成分的

1.5 倍，并且在心脑血管方面同样具有显著作用，具

有增加血流量、抗缺氧、阻滞血小板凝集的作用，

其功效和潜在药用价值不可忽视[5]。 
我国是世界上使用和出口中药材最多的国家，

且 80%以上来源于药用植物，随着中药现代化发展，

药用植物资源日渐匮乏，因此利用细胞全能性，使 
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植物外植体在离体无菌条件下通过人工调节实现脱

分化和再生已成为解决药用植物资源可持续发展的

重要途径。药用植物有效成分主要是次生代谢产物，

利用组织培养技术培养愈伤组织可直接生产活性成

分，这不仅具有短周期、快速生长、不受自然条件

影响的特点，还以降低生产成本、提高次生代谢产

物产量及利于自动化的独特优势和经济、社会效益

成为研究热点[6]。 
本研究利用组织培养技术，通过对蒺藜不同外

植体、培养基种类、培养温度和激素配比等实验，

确定诱导蒺藜愈伤组织的最佳条件；并通过不同影

响因子筛选出蒺藜愈伤组织增殖最佳培养配方，首

次建立了稳定的蒺藜愈伤组织培养体系，为蒺藜组

织扩大培养和次生代谢产物的工业化生产提供科学

参考，同时也为药用植物蒺藜生物工程技术的进一

步研究奠定基础。 
1  材料与方法 
1.1  材料 

样品采自长春中医药大学药植园，经吉林农业

大学中药材学院杨世海教授鉴定为蒺藜 Tribulus 
terrestris L. 种子。槲皮素（批号 150302）、山柰酚

（批号 150414）、异鼠李素（批号 141119）对照品购

自成都普菲德生物技术有限公司，质量分数均大于

98.50%。 
2  方法 
2.1  蒺藜无菌苗培养   

挑选当年成熟饱满干燥的蒺藜种子，去刺温水浸

泡 2 h，不去种皮采用的消毒剂为 75%乙醇浸泡 30 s，
无菌水清洗 3 次，每次 2 min，0.1%升汞浸泡不同时

间，无菌水再次清洗 5 次，每次 2 min，洗净后无菌

纸吸干表面水分，接种在不添加任何激素的 1/2 MS
固体培养基中，置于光照强度 2 000 lx、光照条件 12 
h/d、湿度 60%的 25 ℃恒温培养箱中培养，7 d 后按

以下公式统计种子污染率和发芽率。去种皮处理，只

采用 75%乙醇进行消毒处理，方法同上。萌发获得的

蒺藜无菌幼苗，作为诱导愈伤组织的外植体备用。 
种子污染率＝污染的种子数/接种的种子数 

种子发芽率＝发芽的种子数/接种的种子数 

2.2  蒺藜愈伤组织的诱导及培养   
在超净工作台中取蒺藜叶片剪成约 0.5 cm×0.5 

cm 大小的叶盘，根和茎段切成长约 0.5 cm 的小段，

用镊子轻轻接种于添加不同激素配比的 1/2 MS、MS、
B5、N6、White 5 种诱导培养基中，并置于不同温度

的恒温培养箱中暗培养，10 d后统计愈伤组织诱导率，

筛选出诱导蒺藜愈伤组织的最佳培养基配方。将生长

状态优良、黄绿色且有光泽的愈伤组织接种到上述筛

选所得的新鲜培养基中，进行蒺藜愈伤组织的继代培

养，为蒺藜愈伤组织体系的建立打下坚实基础。蒺藜

愈伤组织诱导率按以下公式计算。 
愈伤组织诱导率＝长出愈伤组织的外植体数/接种外植

体的总数 

2.3  蒺藜愈伤组织体系建立及优化   
利用培养药用植物愈伤组织直接获取次生代谢

产物，其目标产物的积累不仅受温度、光照、pH 值、

碳源等因素的影响，而且植物生长调节剂的种类及质

量浓度配比亦会显著影响次生代谢产物的积累量[6]。

以 MS 为基础培养基，选取 3 种碳源蔗糖、麦芽糖、

葡萄糖，加入一定质量浓度 2,4-D、6-BA、玉米素

（ZT）以不同光照条件培养，测定其增长量并确定

适宜培养基配方。利用正交助手软件设计正交试验，

25 mL 三角瓶中加入一定质量的小块愈伤组织，25 
℃下恒温培养。通过筛选培养基 pH 值、碳源、光

照条件、生长周期及不同浓度植物生长调节剂配比，

优化蒺藜愈伤组织培养条件；每个影响因子设 3 组

平行试验，建立最佳蒺藜愈伤组织培养体系。以上

述培养条件为基础，测定蒺藜愈伤组织中总黄酮醇

苷量，并与蒺藜种子和全草中总黄酮醇苷量相对比。 
2.4  总黄酮醇苷的测定   

参考相关文献方法[7-10]，采用 HPLC 法测定蒺

藜种子、全草和愈伤组织中总黄酮醇苷的量。 
3  结果与分析 
3.1  蒺藜种子灭菌方法 

用 75%乙醇 30 s 和 0.1%升汞对未去种皮的蒺

藜种子灭菌，仅用 75%乙醇对去种皮种子灭菌，接

种到不添加任何激素的 1/2 MS 固体培养基中，7 d
后，结果见表 1。 

通过实验数据统计发现，不去种皮直接用灭菌

剂处理接种后，发芽率低，污染率高。原因是蒺藜

种皮较硬并且表面凹凸不平，使用灭菌剂很难达到

理想的灭菌效果。剥去种皮后，只经过无菌水处理，

发芽率即可达到 100.0%，但是污染率较高；分别用

75%乙醇处理 5、10、15、20 s 发现，随着处理时间

的增加，污染率降低，但发芽率也相应降低；在处

理 10 s 时发芽率可达到 100.0%，污染率为 10.4%，

而处理 15 s时发芽率为 96.3%，污染率可降至 5.4%， 
但根据实际的无菌苗生长情况，处理 10 s 的苗子叶 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 47 卷 第 10 期 2016 年 5 月 

   

• 1770 • 

表 1  不同处理方法对种子发芽率和污染率的影响 
Table 1  Effects of different treatments on germination and 
contamination rates of seeds 

处理方法 灭菌剂 灭菌时间 污染率/% 发芽率/%

2 min 98.5 15.7 

4 min 94.8 16.7 

8 min 89.3 20.1 

12 min 45.3 6.0 

不去种皮 0.1%升汞 

20 min 12.0 3.9 

剥去种皮 75%乙醇  5 s 45.9 100.0 

  10 s 10.4 100.0 

  15 s 5.4 96.3 

  20 s 2.7 45.7 

 无菌水  86.7 100.0 
 

正常，而处理 15 s 萌发正常，子叶展开时间较慢，

所以选择 75%乙醇处理 10 s。综上分析，获得蒺藜

无菌苗的种子处理条件为剥去种皮后用 75%乙醇处

理 10 s，无菌水洗净后吸干表面水分，接种在不添

加任何激素的 1/2 MS 固体培养基中。 
3.2  蒺藜愈伤组织的诱导 
3.2.1  外植体的筛选  理论上单个细胞或任意一部

分外植体在适宜条件下均可利用细胞全能性进行脱

分化而形成愈伤组织。但实践中不同外植体诱导愈

伤组织的能力及其条件要求却有显著差异，这与外

植体供体的遗传因素、基因型和外植体本身生理生

化状态密切相关。选取蒺藜无菌苗叶片、茎段和根

为外植体，接种到 MS＋2,4-D 0.5 mg/L＋6-BA 0.1 
mg/L 固体培养基中，25 ℃恒温暗培养，10 d 后统

计愈伤组织诱导率，结果见图 1。 
据图 1 可知，不同外植体对蒺藜愈伤组织诱导

有明显差异。茎段和叶片诱导率分别为 93.13%和 

 
 

图 1  不同外植体对蒺藜愈伤组织诱导的影响 
Fig. 1  Effect of different explants on callus induction of T. 
terrestris 

54.17%，茎段和叶片诱导率显著大于主根，主根无

分化能力，因此茎段为诱导蒺藜愈伤组织的最适宜

外植体材料，以下实验均以茎段为外植体。 
3.2.2  培养基种类筛选  培养基种类对愈伤组织诱

导也有较大影响，以蒺藜无菌苗茎段为外植体，配制

含有 3%蔗糖和 0.6%琼脂粉的 1/2 MS、MS、B5、N6、
White 5 种诱导培养基，并选择 2,4-D 0.5 mg/L＋6-BA 
0.1 mg/L 激素质量浓度配比，每瓶接入 5 个外植体，

每组样品设 3 组平行试验，25 ℃恒温暗培养，10 d
统计愈伤组织诱导率，见图 2。 

 

 

图 2  不同培养基对蒺藜茎段愈伤组织诱导的影响 
Fig. 2  Effect of different media on callus induction of T. 
terrestris stems 

据图 2 可知，培养基种类对蒺藜茎段愈伤组织

诱导率有明显作用，诱导率从大到小依次为 MS＞
1/2 MS＞B5＞N6＞White，MS 和 1/2 MS 培养基愈

伤组织诱导率显著高于其他 3 种培养基，诱导率分

别为 93.11%和 84.00%；B5 培养基对愈伤组织诱导

率也明显好于 N6 培养基；White 培养基中诱导率最

低，为 28.22%，比 N6 培养基低了 8.22%。因此本

实验中选用的诱导培养基为 MS（3%蔗糖＋0.6%琼

脂粉）。 
3.2.3  培养温度的影响  培养温度可影响植物细胞

生长、分化，从而影响愈伤组织诱导率及次生代谢

产物积累[11]。将蒺藜外植体接种于 MS＋2,4-D 0.5 
mg/L＋6-BA 0.1 mg/L 的弱酸性（pH 6.5）固体培养

基中，置于 15、20、25、30、35 ℃恒温培养箱中

暗培养，10 d 统计愈伤组织诱导率，结果见图 3。 

 
 

图 3  不同温度对蒺藜愈伤组织诱导的影响 
Fig. 3  Effect of different temperature on callus induction of 
T. terrestris 
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由图 3 可知，蒺藜愈伤组织诱导率随温度升高

呈先升高后下降的趋势，温度在 0～15 ℃，外植体

细胞分裂比较缓慢，愈伤组织数量较少，诱导率在

15.50%；在 15～25 ℃时，诱导率急剧增加，并在

25 ℃时诱导率达到 94.50%；25～30 ℃时，愈伤组

织进入分裂末期，诱导率缓慢降低至 85.83%；30～
35 ℃时，愈伤组织诱导率急剧下降，并且颜色由黄

绿色变为褐色，直至死亡。所以 25 ℃为诱导蒺藜

愈伤组织的最佳培养温度。 
3.2.4  植物生长调节剂筛选  诱导愈伤组织成败关

键在于植物生长调节剂，用于诱导愈伤组织形成的

生长素一般为 2,4-D、NAA、IAA；常用细胞分裂素

为 KT、6-BA、ZT。一般情况下，单独使用 2,4-D
就可以诱导愈伤组织，但配合细胞分裂素使用，二

者的联合作用更有利于愈伤组织发生及次级代谢产

物积累[12]。本实验采用单因素和双因素对比方法进

行蒺藜愈伤组织诱导的激素及配比筛选。将外植体

接种在只添加 0.20、0.40、0.60、0.80、1.00、1.20、
1.40 mg/L 2,4-D 或 0.05、0.10、0.15、0.20、0.25、
0.30、0.35 mg/L 6-BA 及二者联合使用的 MS 固体

培养基中，25 ℃恒温暗培养，10 d 统计愈伤组织诱

导率，由软件正交助手设计双因素正交试验，数据

由 SPSS 17.0 分析，结果见图 4 和表 2。 
由图 4 可知，2,4-D 和 6-BA 单独使用均可发生

蒺藜愈伤组织的形成，2,4-D 对蒺藜愈伤组织的诱

导起主要作用。在一定范围内，愈伤组织诱导率均

随二者质量浓度增加而升高，当超出最适质量浓度

时诱导率不断降低，甚至出现严重褐化现象。因此

筛选出 2,4-D 和 6-BA 最佳质量浓度为 0.60 mg/L 和

0.15 mg/L，诱导率分别为 88.89%和 85.17%。 
根据上述结果可知，2,4-D 和 6-BA 联合使用更

能刺激愈伤组织形成，且最佳质量浓度较单独使用

时发生了微小变化，这可能是由于细胞分裂素与植 

 
 

图4  不同质量浓度2,4-D和6-BA对蒺藜愈伤组织诱导的影响 
Fig. 4  Effect of 2,4-D and 6-BA on callus induction of T. 
terrestris 

表 2  不同激素配比对愈伤组织诱导的影响 ( ±x s ，n = 3) 
Table 2  Effect of different hormone ratios on callus 
induction of T. terrestris ( ±x s , n = 3) 

激素/(mg·L−1) 
组别 

2,4-D 6-BA 
诱导率/% 

1 0.30 0.05 54.63±0.85 g 
2 0.30 0.10 73.52±1.16 d 
3 0.30 0.20  75.37±1.70 cd 
4 0.50 0.05 86.67±2.00 b 
5 0.50 0.10 93.15±1.39 a 
6 0.50 0.20 77.04±0.85 c 
7 1.00 0.05 70.37±0.85 e 
8 1.00 0.10 60.00±2.00 f 
9 1.00 0.20 44.08±1.40 h 

不同字母表示数据间差异显著 P＜0.05，下同 
Different letters mean significant difference, P < 0.05, same as below 

物生长素发生了联合作用，影响了植物细胞的分裂，

有助于外植体脱分化形成愈伤组织。第 5 组激素配

比为 2,4-D 0.5 mg/L＋6-BA 0.10 mg/L，蒺藜愈伤组

织诱导率最高，达到 93.15%，且比单独使用 2,4-D
和 6-BA 时诱导率高，颜色呈浅黄绿色且有光泽，

质地均匀，适合进一步的继代培养，是蒺藜愈伤组

织诱导的最佳激素配比。由 SPSS 17.0 分析，第 5
组与其他组别间存在极显著差异（P＜0.01）。 
3.3  外蒺藜愈伤组织培养体系建立及优化 
3.3.1  光照条件对愈伤组织增长量影响  光照条件

虽不是诱导愈伤组织的必要条件，但却影响愈伤组织

分化和次生代谢产物合成，即光照条件不同，愈伤组

织生长分化和次生代谢产物的累积就不同。据研究，

延长光照时间或增加光照强度有利于黄酮类物质的

量提高[13-14]。在超净工作台中，将蒺藜愈伤组织切成

约0.3 cm3的小块，接种于MS＋2,4-D 1.0 mg/L＋6-BA 
0.2 mg/L＋ZT 1.0 mg/L 固体培养基中，温度 25 ℃，

pH 值 6.2，设置 24 h/d 暗培养、24 h/d 光培养、12 h/d
光培养 3 种光照条件，每瓶接种 0.5 g，各样品设 3 组

平行，35 d 后测定愈伤组织增长量，见图 5。 

 

图 5  不同光照时间对蒺藜愈伤组织增长量的影响 
Fig. 5  Effects of different light time on growth of T. 
terrestris callus 
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如图 5 所示，由于 24 h/d 暗培养过程中无光照

来源，细胞无法供给愈伤组织生长所需，愈伤组织

增长量很少，并且严重褐化甚至死亡；24 h/d 光培

养较暗培养增长量有明显提高且褐化现象减轻，但

可能由于光照时间的延长，培养环境中温度升高抑

制细胞分化，愈伤组织增长量仍未达到理想状态；

12 h/d 光培养时，愈伤组织生长状态最佳，呈淡黄

绿色，颗粒均匀疏松，增长量达到 7.63 g。 
3.3.2  继代周期和 pH 值对愈伤组织增长量影响  接
种 0.5 g 愈伤组织接种于 MS＋2,4-D 1.0 mg/L＋6-BA 
0.2 mg/L＋ZT 1.0 mg/L 的固体培养基中，每 7、14、
21、28、35、42、49 d 继代 1 次，编号 1～7 组；设

置 pH 值 5.2、5.8、6.2、6.8、7.2、7.8、8.2，编号 1～
7 组，25 ℃、12 h/d 光培养，研究不同继代周期和 pH
值对愈伤组织增长量的影响，结果见图 6。由图 6 可

知，继代周期在 7～21 d 时，愈伤组织增长缓慢且

呈浅黄色，少量褐化；21～35 d 愈伤组织增长迅速，

愈伤组织浅黄绿色且有光泽，35 d 时增长量达到

7.59 g；35～49 d，虽然愈伤组织仍在增殖，但增长

量很小，仅比 35 d 时增长了 0.4 g 左右，并且愈伤

组织逐渐褐化，变为黄褐色，最后停止生长，故 35 
d 为愈伤组织增殖的最佳继代周期。愈伤组织增长

量随 pH 值增加而先增大后减小，pH 值小于 5.2 或

大于 7.8 都不利于愈伤组织的生长发育，愈伤组织

严重褐化；pH 值为 6.2 时，增长量最大为 7.25 g，
愈伤组织呈淡黄色，固弱酸性培养基适于蒺藜愈伤

组织增殖。 
3.3.3  增殖培养基激素筛选  据以上优化所得培养

条件，配制固体 MS 培养基，选择 2,4-D、6-BA、

ZT 利用软件正交助手进行正交试验，以 MS0（未

添加激素 MS 培养基）为对照，每瓶接种量 0.5 g，
每组设 3 组平行，温度 25 ℃，pH 值 6.2，12 h/d
光培养，35 d 后测定愈伤组织增长量，结果见表 3。 

 
 

图 6  不同继代周期和 pH 值对蒺藜愈伤组织增长量的影响 
Fig. 6  Effects of different culture periods and pH values on 
growth of T. terrestris callus 

表3  不同激素配比对蒺藜愈伤组织增长量的影响 ( ±x s ，n = 3) 
Table 3  Effect of different hormone ratios on growth of T. 
terrestris callus ( ±x s ，n = 3) 

培养基激素因素/(mg·L−1) 
组别

6-BA 2,4-D ZT 
增长量/g 

对照 0 0 0 0.21±0.12 h 

1 0.1 0.5 0.5 2.16±0.10 g 

2 0.1 1.0 1.5 6.27±0.11 c 

3 0.1 1.5 1.0 6.32±0.09 c 

4 0.2 0.5 1.5 2.91±0.17 f 

5 0.2 1.0 1.0 7.26±0.08 a 

6 0.2 1.5 0.5 2.94±0.15 f 

7 0.3 0.5 1.0 4.07±0.14 e 

8 0.3 1.0 0.5 6.97±0.20 b 

9 0.3 1.5 1.5 5.80±0.18 d 

结果显示，不同种类激素及其配比，对蒺藜愈

伤组织增殖存在明显差异。由 SPSS 17.0 分析所得，

对照组增长量极小，愈伤组织深红褐色；第 1 组较

第 2、3 组愈伤组织增长量小，且颜色呈现深黄褐色，

这说明在 6-BA 质量浓度相同时 2,4-D 和 ZT 对愈伤

组织增长起促进作用；第 2 组和第 3 组间差异不显

著；第 4 组和第 6 组不存在显著性差异；第 5 组除

与第 8 组差异非极显著外，与其余处理间均差异极

显著（P＜0.01），增长量最高为 7.26 g，愈伤组织

淡黄绿色且生长状态最佳，是蒺藜愈伤组织增殖优

化阶段最佳激素处理组合。 
3.4  蒺藜总黄酮醇苷测定 
3.4.1  总黄酮醇苷标准曲线绘制  精密吸取槲皮

素、异鼠李素、山柰酚混合对照品溶液 2、4、6、8、
10 μL 进样，以峰面积（Y）对进样量（X）进行线

性回归，得回归方程分别为槲皮素：Y＝90 175 X－
18 616，R2＝0.999 7；山柰酚：Y＝64 537 X－18 616，
R2＝0.999 7；异鼠李素：Y＝27 108 X－3 537.7，
R2＝0.999 7。 

结果表明，槲皮素在 0.040 0～10.000 0 μg，峰面

积与进样量有良好的线性关系；山柰酚在 0.020 8～
10.400 0 μg，峰面积与进样量有良好的线性关系；

异鼠李素在 0.010 2～10.200 0 μg，峰面积与进样量

有良好的线性关系。 
3.4.2  总黄酮醇苷的测定  取蒺藜种子、蒺藜全草、

蒺藜愈伤组织为供试品材料，参考文献方法[7-10]，

进行槲皮素、山柰酚、异鼠李素混合对照品溶液和

供试品溶液的制备，测定蒺藜种子、全草及愈伤组
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织 3 种样品中总黄酮醇苷的量。 
总黄酮醇苷量＝(槲皮素量＋山柰酚量＋异鼠李素量)×

2.51[10] 
结果表明，蒺藜种子、全草及愈伤组织中总黄

酮醇苷量分别为 1.46%、2.01%、5.22%。其中，蒺

藜全草中总黄酮醇苷量是蒺藜种子的总黄酮醇苷

量 1.37 倍，蒺藜愈伤组织培养体系中的总黄酮醇

苷量最高，是蒺藜种子的总黄酮醇苷量 3.57 倍，

这说明利用外植体进行蒺藜愈伤组织培养可直接

产生更多的次生代谢产物，稳定高效的蒺藜愈伤组

织培养体系为蒺藜总黄酮类活性成分的工业化生

产奠定了基础。 
4  讨论 

植物组织培养中由于种子表面凹凸不平，常以联

合使用灭菌剂的方法诱导无菌苗，但蒺藜种子表面有

刺、种皮坚硬，不利于种子灭菌及萌发；另外升汞对

种子损伤较大易残留，又损害人体、污染环境[15]，因

此本实验将蒺藜种子去种皮后用 75%乙醇处理 10 
s 于 1/2 MS 培养基上培养长势优良的无菌苗。愈

伤组织生长状态、色泽及诱导率受外植体类型影

响，因此选择正确的外植体部位对愈伤诱导极其重

要，另外，外植体污染是制约组织培养发展的首要

难题，且外植体自身带菌是影响污染的主要因素[16]。

本实验选取无菌苗茎段、叶片、主根为诱导愈伤组

织的外植体，阻隔了空气、风尘、雨雪等污染源与

外植体接触，有效地避免外植体自身带菌情况。实

验结果表明，茎段是诱导蒺藜愈伤组织最佳外植

体。这与叶下珠研究结果一致[17]，与夏枯草研究

结果相反[18]，可能是由于植物基因型不同造成外

植体分化能力存在差异性。主根无分化能力。这不

同于蒺藜科植物四合木研究结果[19]，可能是因为

供体所处环境基质与激素种类配比不适宜诱导蒺

藜主根的愈伤组织，同时证明了即使同一科属植物

同一外植体在相同介质中也会体现出不同的实验

结果。 
除营养物质以外，为了诱导愈伤组织及其增殖，

通常还有必要在培养基中加入一种或一种以上生长

调节物质，促进外源激素传递遗传物质进行脱分化

并配合内源激素共同影响植物生长发育[16]。本实验

单独添加 2,4-D 和 6-BA 的培养基上均能诱导出愈

伤组织，且 2,4-D 对外植体茎段诱导有较大影响，

推测是因 2,4-D 与外植体受伤细胞所释放的损伤激

素更能促进蒺藜细胞分裂。实验结果表明，2,4-D

与 6-BA 配合使用更能强烈地刺激愈伤组织形成，

诱导率达 93.15%且愈伤组织质地疏松、有光泽、活

性强适于增殖培养，这一实验结果与石云平等[20]诱

导白芨愈伤组织结果一致，因此蒺藜愈伤组织最佳

诱导培养基配方确定为MS＋2,4-D 0.5 mg/L＋6-BA 
0.1 mg/L。ZT 是从高等植物中分离得到的首个天然

细胞分裂素，是类似于激动素的细胞分裂促进物质，

可促进愈伤组织生长，与细胞生长素协同使用效果

更佳。本实验研究表明，将长势优良的愈伤组织以

每瓶 0.5 g 接种于 MS＋2,4-D 1.0 mg/L＋6-BA 0.2 
mg/L＋ZT 1.0 mg/L 固体增殖培养基中，愈伤组织

增长量达 7.26 g，颜色淡黄绿色，适于愈伤组织分

化根和芽。 
人工培养条件下植物离体细胞均具有“母体”

细胞全能性，即细胞合成有效成分能力[21]。本实验

为促使蒺藜愈伤组织更快速地高产目标产物，从诱

导无菌苗及选取适宜外植体开始，设定了影响有效

产物积累量的最适环境条件，以合适的营养基质配

比奠定愈伤组织增殖生长基础，有效地添加植物生

长调节剂，诱导所得蒺藜愈伤组织中所含总黄酮醇

苷量高于蒺藜全草及其药典入药部位蒺藜种子中的

总黄酮醇苷量。这与其他植物愈伤中有效成分量高

于供体的研究结果相似[22]，并说明在适宜人工培养

条件下，愈伤组织能更低成本、短周期、安全经济

的积累有效药用成分，具良好的医药工业产业化生

产前景。 
本实验建立了稳定的蒺藜茎段愈伤组织培养体

系，为获得大批量总黄酮醇苷提供理论依据，为蒺

藜稳定高产悬浮培养体系奠定了良好基础，同时也

为蒺藜愈伤组织再生和进一步遗传转化体系建立提

供了科学依据。 
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