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乙酸对杜仲愈伤组织胶含量的影响

何泼，任红媛， 申 延

(陕西科技大学生命科学与工程学院，陕西成阳712081)

摘要：对培养基中影响杜仲愈伤组织胶合成的前体物质乙酸浓度进行了研究。结果表明，以s。代

杜仲愈伤组织为原料，随着培养基中乙酸浓度的增加，杜仲愈伤组织中胶合量不断提高，但过高浓

度的乙酸会抑制愈伤组织的生长；最适乙酸添加浓度为1．0～1．5 mmol／L，此时，不会影响愈伤组

织的生长，且其平均增长率为1 977．97％，其平均舍胶量达原植株的81．20％，从而提高了杜仲愈

伤组织的含胶量。
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Effects of Adding Acetic Acid on the Rubber Content in the Callus of

E“commia ulmoides
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Abstract：Effects of acetic acid on the rubber content in the callus of Eucommia ulmoides by adding different

amounts of the acid．The optimized concentrations of acetic acid were 1．0-'-,1．5 mmol／L，which could not

only enhance the growth of callus，but also increase the rubber content．Under this condition，the average

growth rate of callus was 1 977．97 0,4 and the average rubber content of callus reached 81．20％of the origi—

hal plant．Therefore，acetic acid can be added into the medium as a precursor to biosynthesize the rubber，

SO as to greatly increase the rubber content in callus．
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杜仲(Eucommia ulmoides)是我国十分宝贵的

天然橡胶资源，其果皮、树皮、叶片等都含有杜仲

胶[1。引。目前杜仲胶主要是通过从植株中提取来获

得，受到原料少、生长周期长、成分含量低等条件的

限制，提取量不高，使其生产成本很高，从而影响工

业化大规模生产。采用植物组织和细胞培养技术具

有繁殖速度快、繁殖系数高，且不受地理环境及气候

等自然条件影响，是解决原料资源不足的最佳途

径[5]。目前有关杜仲组织培养所得的愈伤组织，其胶

含量较原植株均有所降低。本试验主要研究在不影

响杜仲愈伤组织生长的前提下，在其继代培养过程

中，添加前体物质乙酸来增加杜仲胶在愈伤组织中

的含胶量。

1 材料与方法

1．1材料

用于诱导愈伤组织的外植体材料为实验室培养

的2个月左右的杜仲无菌苗。

1．2方法

1．2．1愈伤组织的诱导和继代培养有关文献报

道：杜仲不同来源的外值体诱导产生的愈伤组织含

胶量无明显差异，而幼茎作为外植体时愈伤组织的

出愈时间短，愈伤组织的增长率大，故本试验采用杜

仲的茎段诱导愈伤。具体做法为：将无菌苗的幼茎切

成0．5 cm小段，叶片切成0．5 cm×0．5 cm的方块

接种于MS培养基上并且附加NAA 2．0 mg／L+
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6-BA 0．5 mg／L，进行愈伤组织的诱导。控制培养温

度25℃左右，光照时间12 h／d，光照强度1 500---

2 000 lx。诱导的愈伤组织选择生长旺盛和颜色、质

地及形态都相似者，切成均匀一致的小块，接种于

B5培养基上并附加NAA 1．0 mg／L+6-BA 1．5

mg／L进行继代培养[6’7]，每25 d继代1次，并计算

增长率。

增长率一学×100％
¨’1

式中：阢为愈伤组织的初始重量，％为收获
重量。

1．2．2 乙酸对愈伤组织含胶量的影响B5培养基

中分别加入不同浓度的乙酸(o．3、0．5、0．7、1．0、

1．5、2．0、3．0、4．0 mol／L)，并调节培养基pH值为

6．5，其他培养条件与继代培养完全相同。接种第四

代(S。)愈伤组织，25 d后收获，测量各组愈伤组织的

增长率和含胶量。

1．2．3杜仲胶合量的测定参照杨振堂等人的方

法[8]，略有改动。将愈伤组织自然凉干、粉碎。称取样

品0．5 g(精确到0．000 1 g)，用50 mL 10％铬酸沸

水浴中氧化1 h，然后通蒸汽蒸出氧化产物醋酸。蒸

馏至溜出液达500 mL。用真空泵抽气30 min，排除

溜出液中的C02。用标定的0．1 mmol／L NaOH滴

定，记录NaOH溶液用量。每一样品重复做3组}贝0

定，并取其平均值。同时做不加愈伤组织样品的空白

对照实验，其他操作方法相同。

橡胶烃含量一(VXNX0．0908／w)×100％。

式中V：NaOH用量(mL)，N：NaOH当量浓度

(mmol／L)，W：样品重量(g)，0．0908换算常数。

2 结果与分析

B。培养基上分别添加系列浓度的乙酸，并用碱

调节培养基pH为6．5，继代培养S。代愈伤组织，测

定其增长率和含胶量(表1)。
表1 乙酸对愈伤组织增长率和含胶量的影响

TabLe 1 Effects of acetic acid Oil the growth ratio of callus and the quantities of rubber

、注：*生长差；**生长一般；***生长较好；****生长好；*****生长最好；一一不生长或有抑制作用。

从试验结果看，培养基中加入适量的乙酸可以 发生严重褐化。

促进愈伤中杜仲胶的合成，且随着乙酸浓度的增加

愈伤组织的含胶量总体呈上升趋势。当乙酸浓度为

0．0 mmol／L时，愈伤组织中杜仲胶含量仅为

6．53％，乙酸浓度上升到3．0 mmol／L时，胶含量为

9．44％，达到原植株胶含量的98．33％。另一方面，

乙酸的加入也会影响愈伤组织的生长，低浓度的乙

酸可以促进愈伤组织的生长。乙酸浓度保持在o～

1．0 mmol／L时愈伤生长旺盛，增长率均在2 000％

以上，特别是乙酸浓度为0．3 mmol／L时，愈伤组织

的增长率高达2 920．92％。而当乙酸浓度>2．0

mmol／L后，对愈伤的生长有明显的抑制作用，乙酸

浓度达到4．0 mmol／L时愈伤基本停止生长，而且

3 结论与讨论

据相关文献报道[10 1]]，从杜仲不同外植体(幼

茎、叶片、子叶)诱导出的愈伤组织，其含胶量并无明

显差异，均在5．20％～5．42％(指S。代)。表明在杜

仲的组织培养中，使用不同部位的外植体进行培养

对杜仲胶的积累影响不显著。在进行前期愈伤组织

的诱导和继代培养试验时，发现幼茎作为外植体时

愈伤组织的出愈时问短，愈伤组织的增长率大，所以

在进行杜仲胶的生产时，建议使用幼茎为外植体诱

导愈伤组织。

在愈伤组织的继代培养时发现，随着继代次数

万方数据



第2期 何泼等乙酸对杜仲愈伤组织胶含量的影响 151

的增多，含胶量呈上升趋势，在S。～S。代出现一个

含胶量的高峰值，S。代愈伤组织的含胶量为

9．06％，已达原植株杜仲胶含量的94．38％。S。代以

后含胶量又迅速下降，出现这种变化趋势的可能原

因是愈伤组织的分化程度随继代次数的增加而升

高，培养到一定时间后，分化过程基本稳定，而次生

代谢物的合成与分化程度是正相关的。至于高峰区

以后出现下降，可能是因为愈伤组织又开始增殖，要

进入更高分化程度的形态构建，因而减少了次生代

谢物杜仲胶的合成。杨振堂等人报道[10|，在杜仲愈

伤组织的继代培养时，s；～s，代杜仲胶的含量最

高，s。代以后又迅速下降，本试验结果与之基本相

同。由于目前实验进展原因，本试验选用S。愈伤组

织为原材料进行研究。在实际生产时，考虑到胶含量

与生产效率方面的因素，可以选取S；～S。代的愈伤

组织进行杜仲胶的提取。

乙酸作为杜仲胶合成的前体，它通过羟甲基戊

二酰辅酶A还原酶(3-hydroxy一3一methylglutary

coenzyme A reductase，HMGR)的作用生成另外一

个前体甲瓦隆酸后再生成杜仲胶[9|。在杜仲的组织

培养过程中向培养基中添加适量的乙酸，提高杜仲

胶合成的前体物质的量，可以提高愈伤组织中杜仲

胶的产量。本试验结果证明培养基中乙酸浓度的高

低会明显影响愈伤组织中杜仲胶的含量，其两者呈

正相关性，即随着浓度的上升，杜仲胶含量也呈上升

趋势[9]。乙酸浓度为3．0 mmol／L时，愈伤组织中杜

仲胶含量为9．44％，占原植株中杜仲胶含量的

98．33‰。但是，另一方面随着乙酸浓度的升高，愈伤

组织的增长率在出现一个最高值后会迅速下降，这

可能的原因是适量的前体物质对愈伤组织的生长起

到促进作附，一‘旦前体物质含量过高，则会打破愈伤

组织原有的／t长环境(pH值等)，从而抑制愈伤组

织的生长，虽然杜仲胶还在不断合成，但对整体来

说，愈伤组织的含胶量降低的趋势。因此，在实际生

产时为了使含胶量尽量提高而又不影响愈伤组织的

生长，以S。杜仲愈伤组织为原料，培养基中可添加

适量浓度的乙酸。从本试验结果看，选用S。代愈伤

组织为原料，培养基中添加1．0---'1．5 mmol／L的

乙酸浓度最为合适。

本试验也考察了其他理化因子对愈伤组织的增

殖的影响，例如采用不同培养基对愈伤组织进行培

养，光照条件对愈伤组织增殖的影响，培养基pH值

对愈伤组织增值的影响等。结论基本上与其他研究

者的结论相同[4^川。

在研究乙酸与杜仲胶含量的关系时，由于现有

实验进展关系，目前仅做了S。代愈伤组织培养中，

乙酸对杜仲胶含量的影响试验。目前为止，还未见有

利用添加乙酸来改变杜仲愈伤组织胶含量的报道，

我们还对杜仲愈伤组织胶含量的变化进行了考察，

在没有添加乙酸的前提下，证明S。～S。代为杜仲胶

含量高峰值，乙酸是否能进一步提高高峰区其他继

代次数愈伤组织中杜仲胶的含量，尚需进一步实验

研究。
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