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不同因子对杜仲愈伤组织继代培养的研究
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摘要：实验进行NAA，NAA与BA及KT的组合，光照条件，培养基pH和糖种类对杜仲愈伤

组织继代培养的影响。结果表明，单独使用NAA时，以0．5 mg·L“愈伤组织继代生长率最

高。NAA与细胞分裂素配合使用时，以0．5 mg·L“NAA+0．5 mg·L“BA最好，其愈伤组

织生长量明显大于单独使用NAA，KT的加入不利于愈伤组织的生长。光照奈件以12 h光照

12 h暗培养最好，pH以6．3最为适宜，耱以分析纯的蔗糖比葡萄糖和市售普通白糖生长量大。

关键词：杜仲；愈伤组织；继代培养

中图分类号：$722．37 文献标识码：A 文章编号：1001_7461(2004)014)0614)3

Influence of Different Factors on Callus Subculture of Eucommia ulmoides
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Abstract：Callus subculture of Eucommia ulnwides was studied by different concentrations of NAA．combination of

NAA and BA or KT，condition of light，pH of medium and carbon sources．The result showed that，0．5mg·L一1

NAA was best for callus subcuhure when it was used singly．The best combination was 0．5mg·L一1 NAA+0．5mg

·L“BA when both NAA and cytokinins were used．The callus yield was significanfly higher than using NAA sin·

gly．KT was not suitable for callus subculture．12 hour light and 12 hour dark was benefit to callus growth．The
best pH value of the medium for the callus growth was 6．3．Sucrose a8 carbon SOUl∞e was better than glucose and

refined sugar．
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利用植物细胞培养生产药用成分是近年发展起

来的新领域，它已成为开发药用植物资源的重要途

径”。“。据不完全统计，应用于植物组织培养生产

次生代谢产物的植物已达百种以上，近半数的次生

代澍产物含量超过原植物。人参根的培养在日本已

商业化，长春滕、毛地黄组织培养已逐步走向中试和

工业化规模”1。杜仲(Eucommia ulmoides)为我国

特有的经济树种，国家二类重点保护植物”“’。杜

仲的有效成分木脂素类、桃叶珊瑚甙、木酚素二葡萄

糖甙等为次生代谢产物，植株内含量很低，在其它植

物中的含量也很低，虽然可以通过提取获得产品，但

受愿料，季节等条件的限制，提取量很有限，利用微

生物或化学方法至今不能合成，杜仲这些药用成分

药物至今难以满足市场需要。利用组织培养生产有

用的次生代谢产物可以在人工控制的条件下改变培

养条件，进行特定的生物转化反应，得到超越整株植

物产量的代谢产物及节省土地资源，但迄今为止国

内外对杜仲组织培养研究的报导并不多”-13j。本

实验为组织培养的初期工作。旨在比较不同的理化

因子对杜仲愈伤组织继代培养的影响，筛选出杜仲

愈伤组织生长的最佳条件，为下一步工作的顺利进

行奠定基础。

1 材料与方法

供试材料为杜仲茎段在MS+NAA 1．0 mg／L+

BA 0．3mg／L上诱导的愈伤组织，置于不同因子处
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理的B，培养基上，进行愈伤组织继代培养的研究，

每个处理接种20瓶，每瓶接种愈伤组织2—3块、鲜

重控制在0．30～0．40 g之间，每处理接种20瓶，培

养20 d后收获，计算愈伤组织增长量和增长率。

愈伤组织增长量=收获量／瓶一接种量／瓶

愈伤组织增长率=愈伤组织增长量×100／接种

量

以上培养基除实验处理外，加入蔗糖30 g·

L～，用琼脂6 g·L。1固化，50 mL三角瓶内装20 mL

培养基，高压灭菌前将pH调至6．3．pH对愈伤组

织生长影响的培养基pH用PHS一2c型酸度计测

量。培养室温度为25℃4-20C，光照12 h／d，光照强

度为1 000～1 500ix。

2 结果与分析

2．1 激素对杜仲愈伤组织继代培养的影响

2．1．1 NAA对愈伤组织继代培养的影响由表1

可知，NAA不同浓度，对杜仲愈伤组织生长差异较

大(表”，NAA浓度为0，5 mg·L“时，愈伤组织生

氏最旺盛，呈奶油色，结构疏松、富有光泽，仅20 d，

每瓶鲜重达4 g左右。其它浓度NAA对愈伤组织

生长均有一定的促进作用，但均不如0．5 mg·L～。

表1 NAA对愈伤组织继代培养的影响

1l'ab)e 1 Effects of小fierent conoentration of NAA on callus subculnlIe

!!咝：!：：! 立：塑：! !墨
对照0 99±0．03 302

0 1 1．27±1．10 40l

0 3 3．09±0．21 883

O 5 4．07±0 17 1 201

1 0 3．82±0．33 1 611

2 0 2 83±0 41 832

2．1．2 NAA与细胞分裂素交互作用对愈伤组织继

代培养的影响以NAA最佳的0．5 mg·L“为基

础，分别加入BA和KT，其对愈伤组织生长明显不

同(表2)，加入BA在1．0 mg·L“以下，有促进愈

伤组织生长的作用，以0．5 mg·L“效果最好。BA

浓度在2．0 mg·L“对愈伤组织生长有轻微抑制作

用。含NAA 0．5 mg-L 1培养基中加入KT．明显抑

制愈伤组织的生长，随KT浓度的增大愈伤组织生

长越差。0．1 mg·L。KT与对照相近，2．0 mg·

L。KT时，愈伤组织生长量很少，仅为对照的1／5。

试验还进行2．4一D单独及BA和KT的配合对

愈伤组织生长的影响，凡含2．4-D的培养基，不管单

独使用浓度高低，还是加入细胞分裂索均逐渐变褐

死亡。

表2 NAA和细胞分裂素组合对斑伤

组织继代培养的影响
Table 2 Effects of the combination of NAA蛐d cytokinins

on c4U㈣ul，cull=llre
激素组合 愈伤组织增长量 愈伤组织增长率

!氅：!：。 盘：塑：! !暨
一

0 5NAA 4 07±0．17 1 20l

0．5NAA+0．IBA 4．17±0．25 j 191

0．5 NAA十0 3BA 4．92±0 44 l 447

0 5 NAA+0．5BA 5．98±0 39 I 708

0．5 NAA+1．OBA 5 13±0．08 1 554

0．5 NAA+2．OBA 4．01±0．39 l 114

0．5 NAA+0．1KT 4 19±0．35 1 197

0．5 N^^+0．3 KT 3．03±0．04 842

0 5 NAA+0．5 KT 2．41±0．15 634

0．5 NAA 4-1．0rr 1．30±0 09 367

0．5 NAA 4-2 0 KT 0．84±0．05 240

2．2光照对愈伤组织继代培养的影响

试验表明，在连续光照条件下，愈伤组织生长速

度缓慢，逐渐失去光泽；暗光培养的愈伤组织和12 h

光照培养的愈伤组织相比，虽然生长量差异不明显，

但暗光培养的愈伤组织在生长的同时逐渐变成乳白

色，失去光泽，继续继代培养时，生长缓慢；12 h光

照处理愈伤组织呈奶油色生长旺盛，富有光泽，继代

后生长旺盛(表3)。

表3光照条件对愈伤组织继代培养的影响

Table 3 Effects of light on callus subculture

堕鲞垒壁 蕉壁塑!堂蟹 !!!堂竖 蔓丝兰!堕些

嬲掣嚣2．17t0．13 s．95一s。5．83t0,21
愈伤组织增长碡f／％ 603 I 700 I 619

愈伤组织颜色 潍黄色，五光泽 奶油色，有光掸 乳向色，无光泽

继代后生长情批 继代后干枯 继代后牛长旺盛琳代后生长缓慢

2．3培养基pH值对愈伤组织继代培养的影响

5种pH值的培养基对愈伤组织生长影响不同

(表4)，当pH值为6．3对，愈伤组织生长速度最快，
20 d的增长率达l 700％。pH值5．8时也较好。当

pH值为4．8和6．8时，随着培养时间的延长，愈伤

组织逐渐失去光泽，生长缓慢。故培养基的pH值

以6．3为好。

裹4不同pH值对愈伤组织缠代培养的影响
Table 4 FJTects“pH value of the medium m callus aubcuhuw

2．4碳源对杜仲愈伤组织继代培养的影响

组织中糖不仅起碳源的作用，而且还调节渗透
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压的作用，因而对愈伤组织的生长有明显的影响。

实验选用30 g·L。分析纯蔗糖，市售食用白糖，分

析纯葡萄糖作为碳源，3种糖中以分析纯的蔗糖最

好，葡萄糖最差(表5)。

表5不同碳源对愈伤组织继代培养的影晌

Tabk 5 Effects,ff diffctEnt cm31JOll删此哪0rI callus subcultu坤

～塑!!壁 蕉蔓塑 矍塑!坌堑垫!旦筻!堕堡!
愈伤组织增长量

1．95±0．09 5 97±0．40 5．52±0，37

(鲜ii)／g·瓶。

愈伤组织增长率／％ 557 l 756 t 577

3 讨论

试验表明，在没有添加植物激素的培养基上，杜

仲愈伤组织继代生长很差，单独使用NAA的生长速

度不如NAA与BA配合使用，以0．5 rag·L一1 NAA

+O．5 nag·L“BA组合使用愈伤组织生长最好。

KT与NAA配合明显抑制愈伤组织的生长。2．4一

D单独使用或与BA或KT配合使用，愈伤组织转接

后很快变褐于枯，明显抑制愈伤组织生长。杜仲禽

伤组织对不同激素组合的这些反应，说明同一类激

素内不同种类问的效应差异和植物物种或品种对激

素反应的特异性，进一步说明了激素作用的复杂性。

光对愈伤组织的生长既有促进作用也有抑制作

用，有些植物可以在黑暗条件下培养，例如乌饭树的

愈伤组织在黑暗中比在光下生长好，而Robusta咖

啡的愈伤组织仅仅在黑暗中才能生长”“。在杜仲

的愈伤组织培养中发现，黑暗中和12 h光照条件下

愈伤组织的增长量相似，但颜色差异较大。这些形

态不同的愈伤组织的生理生化特征和分化能力上均

有很大的差异”“，其在次生代谢产物的含量方面是

否有差异还需进一步研究。
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