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外源激素对丹参愈伤组织诱导和有效成分含量的影响
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摘 要：以丹参(Salvia miltiorrhiza)无菌苗的叶为外植体，接种于附加2，4．D、NAA、6一BA及其组

合的MS固体培养基上，研究了外源激素对愈伤组织的诱导及有效成分含量的影响。结果表明：单

独使用3种外源激素在一定浓度范围内均能诱导外植体产生愈伤组织；2，4一D对丹参愈伤组织的

生长有促进作用，但当2，4一D的浓度在4 mg／L以上时，对愈伤组织的生长有抑制作用；配合使用

外源生长素和细胞分裂素，能获得出愈率高、生长快、质量好的愈伤组织；外源激素的适宜组合为

2，4-D2．0 mg／L+6一BAl．0 mg／L；愈伤组织中丹酚酸B的含量随培养时间的延长呈下降趋势。
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Abstract：Salvia miltiorrhiza aseptic leaves were used as explants cultured in solid medium MS supple—

mented with 2，4一D，NAA，6一BA or combinations of plant exogenous hormones with different concentra—

tions，to study their the effect on callus induction and the bioactive component accumulation．The results

showed that all the three exogenous hormones could induce callus under certain concentration ranges．Bet—

ter results could be obtained by combining three exogenous hormones，the optimum combinationwas Ms+

2，4-D2．0 mg／L+6-BAl．0 mg／L．Higher concentration of 2，4一D(over 4 mg／L)could restrain callus

growth．The content of salvianolic acid B reduced with the increase of induction time．
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外源激素对愈伤组织的诱导及分化具有十分复

杂而重要的影响[1]。在植物离体培养过程中，外植体

的内源激素水平不断变化，生长素类物质存在极性

运输现象，由此导致了其体内分布的特异性改变，这

一变化与器官发生和愈伤组织的形成密切相关。在

培养基中加入外源激素可以改变和影响外植体的内

源激素水平。早在20世纪60年代，Quinlan等用6一

BA处理葡萄，发现光合作用产物明显地向处理部

位集中[2]。Mazari等在西黄松(Pinus ponderosa)子

叶的细胞培养中证实低浓度的6一BA和2iP能有效

地诱导叶绿体中与光合作用有关的6种多肽的形

成[引。外源激素作为诱导和调节愈伤组织的重要因

素，并对次生代谢产物的形成有重要作用。丹参

(Salvia miltiorrhiza)是唇形科鼠尾草属多年生植

物。对心血管疾病具有显著的疗效。丹参的细胞培

养研究开始于20世纪80年代，细胞培养物中丹参
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总酮含量远远高于生药[引，培养物中含有迷迭香

酸[5]．固定化培养细胞可连续产生隐丹参酮和铁锈

醇[“。本研究以丹参无菌苗的真叶为外植体，考查外

源激素种类及浓度对丹参叶愈伤组织的诱导能力及

愈伤组织的分化能力，并对丹参愈伤组织中丹酚酸

B的合成积累动态规律进行了研究。

1 材料与方法

1．1材料来源

丹参种子，来源于天士力GAP药源基地(陕西

商洛)。

1．2仪器与试剂

LC一10ATvp型高效液相色谱仪(日本岛津)，

SPD-10A vp紫外检测器；Module型超声波提取机

(天津科贝尔)。丹酚酸B(Salvianic acid B)标准品

(中国药品生物制品鉴定所)。色谱分析用甲醇(美国

Fisher公司)，水为双重蒸馏水。

1．3无菌苗的获得

丹参种子用自来水冲洗2"-'4 h，然后用纱布擦

掉其表面的蜡质层，再用自来水冲洗干净，于70％

的酒精中浸泡30 S，无菌水冲洗3～4次，0．1％Hg—

c12常规灭菌10～15 min，无菌水冲洗3"-'4次，接

种在1／2MS固体培养基上培养。培养基pH为5．8，

培养室温度(24士2)fc，每天光照12～14 h，光强

2 000"--3 000 lx，生长1个月待用。

1．4丹参愈伤组织的诱导

取生长1个月的丹参无菌苗，将叶片剪成0．5

cmX 0．5 cm的小块，接种于附加不同外源激素及浓

度配比的MS固体培养基上(pH5．8，高压灭菌)，每

个处理接种25瓶，每瓶接2"-'3块外植体，在光照条

件下诱导形成愈伤组织。培养室温度为(25-t-2)℃。

每天光照10～12 h，光强2 000"一3 000 Ix，在愈伤组

织生长过程中转接4～5次，培养过程中观察生长情

况，20 d后统计诱导出愈伤组织数量并计算诱导

率，同时记录愈伤组织的质地，颜色及生长情况。愈

伤组织诱导率按下列公式计算：

诱导率一(长出愈伤组织的外植体数／总接种外

植体的块数)×100％

1．5不同时期愈伤组织样品的采集

从愈伤组织诱导出开始到生长20 d后，每隔10

d取样1次(3个重复)，样品置90。C的烘箱中烘干，

研细后密封，保存于冰箱中，待用。培养期间继代3

～4次。

1．6愈伤组织中丹酚酸B的提取

称取丹参愈伤组织的干燥细粉0．2 g左右．加5

mL 50％的乙醇，超声波提取30 min。静置，取上清

液，用0．45 btm的微孔滤膜过滤后作为待分析样

品。

1．7丹酚酸B的含量测定[6]

HPLC法。色谱柱：shim—pack C18(150 mm×

4．6 mm)；流动相：甲醇：5％冰乙酸=40 l 60；流

速：1 mL／min；进样量：5 t-tL；检测波长：281 nm柱

温：30℃；理论塔板数以丹酚酸B记不少于4 000，

分离度为3．76。

2 结果与分析

2．1外源激素对丹参愈伤组织的诱导效应

2．1．1 2，4一D对丹参愈伤组织的诱导 由表1可

以看出，不同浓度的2，4一D对丹参真叶愈伤组织的

诱导效应不同，过低和过高浓度的2，4一D均不能使

丹参真叶很好地诱导出愈伤组织。当培养基中2，4-

D浓度为0．3～4．0 mg／L时对愈伤组织的诱导率

呈先增加后降低的趋势，浓度为2．0 mg／L时愈伤

组织的诱导率为最大。从愈伤组织生长情况来看，在

浓度为1．o～2．0 mg／L时，愈伤组织生长状况较

好，有光泽。2，4一D浓度增加到4．0 mg／L时，愈伤

组织生长差，大部分呈灰褐色，无光泽。浓度增加到

5．0 mg／L时，虽有少量愈伤组织诱导出，在不能正

常生长。可能是因为高浓度的2，4一D会诱导愈伤组

织内多酚氧化酶活性升高，从而导致愈伤组织褐

化[7|。

2．1．2 NAA对丹参愈伤组织的诱导由表2可以

看出，NAA对丹参外植体叶愈伤组织的影响也较

强。NAA的浓度在1．0 mg／L时，诱导率最高(100

％)，NAA的浓度在0．3---0．5 mg／L时，愈伤组织

长势较好，但颜色暗淡，没有光泽，继代后生长缓慢。

NAA的浓度在1．0 mg／L时，愈伤组织生长好，呈

黄绿色，具光泽，转接后长势好。浓度在3．0 mg／L

以上时，生长缓慢。浓度达到4．0"--'5．0 mg／L时，有

少量愈伤组织产生，随后逐渐发褐，死亡。这是因为

低浓度的生长素能促进生长，超过适宜浓度，由于生

长素可诱导乙烯的产生而干扰内部生理平衡，从而

抑制生长[81。
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表1 2，4·D对丹参愈伤组织诱导和生长的影响

Table 1 Effect of 2，4-D On callus induction and growth

衰2 NAA对丹参愈伤组织的诱导和生长的影响

Table 2 Effect of NAA On callus induction and growth

2．1．3 6-BA对丹参愈伤组织的诱导从表3可以

看出，6-BA对丹参外植体叶的愈伤组织有较大的影

响。6-BA浓度为1．0mg／L时出愈率高，愈伤组织呈

黄绿色，有光泽，生长好。当6-BA的浓度在1．0 rag／

L以下时，出愈率低，愈伤组织颜色较暗，生长差；6一

BA的浓度在3．0 mg／L以上时，有少量愈伤组织产

生．生长缓慢。由于6-BA在适宜的浓度时，具有促

进细胞分裂和伸长，促进细胞分化及物质的合成和

运输，影响细胞中各种酶的活性等作用。如果浓度过

低．就容易形成多核体阻止细胞分化，加速细胞衰

老，逐渐死亡。而高浓度的6．BA使细胞体积因强烈

的分裂活动而急剧缩小，已形成的愈伤组织不能正

常生长，逐渐变褐。

衰3 6-BA对丹参愈伤组织的诱导和生长的影响

Table 3 Effect of 6-BA on callus induction and growth

2．1．4不同外源激素的组合对丹参愈伤组织的诱

导从表4可以看出，适宜浓度的NAA与6-BA组

合，2，4．D与6-BA组合的出愈率均较高。结合愈伤

组织诱导出后生长发育情况来看，NAA与6-BA组

合对愈伤组织的诱导效应较2，4一D与6-BA组合

差，愈伤组织不但诱导率低，而且生长较慢。2，4一

D2．0mg／L+6．BAl．0mg／L组合不仅生长好，愈伤

组织呈黄绿色，具光泽，质地较紧密，此时的愈伤组

织可作细胞培养的材料。在2。4一D与6-BA组合的

培养基上，随着2，4．D浓度的增加．愈伤组织的诱

导率有所增加。当2，4。D浓度在3 mg／L以上时，诱

导率低且愈伤组织生长缓慢，这时愈伤组织的质地

紧密，坚硬，颜色发暗，并且逐渐变褐，其生长受到抑

制。

表4不同浓度的外源激素配比对丹参愈伤

组织诱导和生长的影响

Table 4 Effect of combination of different exogenous

hormones on callus induction and growth

／m琴g L-1 诱／琴磊生长僦· ％ 织颜色

丙AA 0．5rag／L+6．BA 1．0mg／L 75．0 绿色无光泽 生长差
NAA 1．0rag／L+6一BA 1．0mg／L 85．0 绿色光泽 生长较好

NAA2．0mg／L+6一BAI．Omg／L 82．5 绿色光泽 生长较好

NAA 3．0rag／L+6一队1．0mg／L 70．0 绿色无光泽 生长差
2．4·D 0．5mg／LW6一BA 1．0mg／L 87．5 绿色光泽 生长较好

2，4-D 1．0mg／L+6·BA 1．0mg／L 90．0黄绿色有光泽生长较好

2，4一D 2．0mg／L+6一BA 1．0mg／L 100．0黄绿色有光泽生长好

!：!：望!：竺!堡垒±!：坠!：!竖丝 !!：!堡鱼垂堂竖竺量鲞

2．2丹参外植体叶愈伤组织中丹酚酸B含量的变

化动态

图1显示，丹参叶愈伤组织中丹酚酸B的含量

随培养时间的延长而逐渐减少。从愈伤组织诱导出开

始生长到20 d时，愈伤组织中丹酚酸B含量最高。随

着培养时间的延长，丹酚酸B的含量呈明显的下降趋

势。愈伤组织生长20 d是收获的最佳时期。

盖
董
褰

图l愈伤组织中丹酚酸B含量随时间的变化

Fig 1 Effect of time on the content of salvianolie acid B of callus

(下转第175页)
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锦(镶边悬垂)

4 结论

我国当前的景观大道的建设方兴未艾，但这种

以“政绩工程”和“形象工程”面向世人的“城市化妆

运动[3]，’却不尽如人意，也并没能“以人为本”，更谈

不上生态理念的渗透，形成千城一面、万路一形，恰

恰丧失了城市特色和道路应有的个性，这样也就很

难形成城市的意象。所以在今后的具体实践中，积极

地把场地的精神和生态的理念运用到道路或更大区

域的景观设计中去，走出一条能够引领城市良性发

展的和谐的景观之路。

参考文献：
[1]刘滨谊，王敏．城市道路景观规划设计的系统整合[J]．新建筑，

2000，(2)：6-9．

[2]凯文·林奇著．(方益萍译)．城市意象[M]．北京：华夏出版社，

2001．

[3]俞孔坚，李迪华．城市景观之路——与市长们交流[M]．北京：

中国建筑工、lk出版社，2003．
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3结论与讨论

诱导丹参叶产生愈伤组织的适宜外源激素及其

浓度配比为2，4-D2．0mg／L+6-BAl．0mg／L；从愈

伤组织诱导出开始生长到20 d时，愈伤组织中丹酚

酸B含量最高，随着培养时间的延长，丹酚酸B的

含量呈明显的下降趋势。

外源激素的种类和浓度均影响丹参叶愈伤组织

的诱导率和生长。从诱导率及生长情况来看，外源激

素在低浓度时，随着浓度的升高，诱导作用逐渐加

强，高浓度时相反。单独使用浓度为2 mg／I。的2，4一

D，对愈伤组织的诱导效果较好，愈伤组织长势好，

呈颗粒状，疏松、浅绿色。而单独使用NAA和6-BA

愈伤组织呈块状，坚硬、绿色或灰白色，长势较差。从

出愈出时间看，单独使用2，4一D愈伤组织出愈时间

早于单独使用NAA和6-BA；生长素与细胞分裂素

配合使用的处理，愈伤组织的诱导率明显高于单个

生长素的处理。2 mg／L的2，4一D与1 mg／L的6一

BA搭配，丹参叶愈伤组织的诱导率较高，生长情况

也较好。

影响愈伤组织诱导的因素很多，如外植体的种

类、生育状态、培养方法、培养条件等内外因素[9]。外

源激素可促进细胞生长、分裂和分化。外源激素的平

衡对诱导愈伤组织的形成非常重要，在培养基介质

中，外源激素的平衡是建立在组织内部和器官形成

部位的生长调节剂的平衡。外源激素的种类、浓度和

组合错综复杂，会影响植物内源激素的水平，是导致

丹参愈伤组织诱导率和生长差异的主要原因。
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