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摘 要:以“凤党”优株种子离体培养的无菌苗茎段为外植体,研究植物生长调节剂对其愈伤组织诱

导及再分化的影响。结果表明,愈伤组织诱导的最适培养基为 MS+0.5
 

mg·L-1
 

NAA+1.0
 

mg
·L-1

 

6-BA,芽分化的最适培养基为MS+0.1
 

mg·L-1
 

NAA+0.5
 

mg·L-16-BA,生根的最适培

养基为1/2
 

MS+0.2
 

mg·L-1
 

NAA+0.2
 

mg·L-1
 

IBA,愈伤组织诱导率、芽分化率及生根率分

别可达91%、100%和97%。建立的离体再生植株快速繁殖体系,为“凤党”优异种质推广利用和工

厂化育苗奠定了基础。
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Abstract:Codonopsis
 

pilosula,a
 

perennial
 

species
 

belongs
 

to
 

genus
 

Codonopsis
 

in
 

family
  

Campanulaceae,

its
 

root
 

is
 

a
 

traditional
 

tonic
 

medicine
 

used
 

commonly
 

in
 

China.C.pilosula
 

that
 

is
 

produced
 

in
 

Fengxian
 

County
 

of
 

Shaanxi
 

Province
 

is
 

named
 

“Fengdang”,also
 

famous
 

for
 

its
 

rare
 

and
 

high
 

quality.In
 

this
 

study,

effects
 

of
 

different
 

plant
 

growth
 

regulators
 

on
 

callus
 

induction
 

and
 

redifferentiation
 

were
 

tested
 

by
 

using
 

sterile
 

stem
 

explants
 

in
 

vitro
 

that
 

germinated
 

from
 

seeds
 

of
 

superior
 

"Fengdang"
 

plant.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

optimum
 

medium
 

for
 

callus
 

induction
 

was
 

MS
 

with
 

0.5
 

mg·L-1
 

NAA+1.0
 

mg·L-1
 

6-BA.The
 

optimal
 

medium
 

for
 

bud
 

differentiation
 

was
 

MS
 

medium
 

with
 

0.1
 

mg·L-1
 

NAA+0.5
 

mg·L-1
 

6-BA,

while
 

shoot
 

rooting
 

was
 

best
 

in
 

the
 

medium
 

of
 

1/2
 

MS
 

with
 

0.2
 

mg·L-1
 

NAA+0.2
 

mg·L-1
 

IBA
 

medi-
um.By

 

using
 

the
 

media
 

mentioned
 

above,the
 

rates
 

of
 

callus
 

induction,bud
 

differentiation
 

and
 

rooting
 

could
 

reach
 

91%,100%
 

and
 

97%,respectively.The
 

rapid
 

propagation
 

system
 

of
 

tissue
 

culture
 

established
 

in
 

this
 

study
 

laid
 

foundation
 

for
 

high
 

quality
 

germplasm
 

spread
 

and
 

utilization
 

as
 

well
 

as
 

industrial
 

seedling
 

of
 

"Fengdang".
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  党参(Codonopsis
 

pilosula)是桔梗科(Cam-
panulaceae)党参属(Codonopsis)多年生草本,为中

国常用大宗药材。陕西省凤县产的党参俗称“凤
党”,据《凤县志》和《凤县民国志》等资料记载:“凤



党”以名贵质优享誉,远销于东南亚、日、韩等地,
清末作为上等贡品为朝廷进贡。随着近年来人们对

其需求日益增长,野生资源日益减少[1-4]。因此,对
“凤党”进行组织快繁培养,以便大面积的人工栽培

扩大药源十分必要。与传统繁殖方法相比,植物组

织培养快繁技术能在较短的时间内提供大量优异基

因型的种苗,在许多植物中广泛应用,越来越受到人

们的重视。关于党参的研究报道主要集中在生物学

特性、化学成分、栽培技术等方面,对其离体快繁技

术鲜有报道[5-8],“凤党”的组织培养研究尚未见报

道。本文以“凤党”茎段为外植体,研究植物生长调

节剂对愈伤组织诱导和芽分化,以及生根的影响,初
步建立植株再生体系,为工厂化生产优质种苗提供

依据。

1 材料和方法

1.1 材料

采集陕西省凤县留凤关镇种植基地“凤党”优良

单株种子,用自来水冲洗干净,无菌水浸泡过夜。用

75%的酒精消毒30
 

s再用0.1%
 

HgCl2 溶液消毒10
 

min后,无菌水冲洗5次,接种于添加2%蔗糖和

0.6%琼脂的MS基本培养基上进行萌发培养。以种

子萌发无菌苗的嫩茎为外植体进行愈伤组织诱导。

1.2 方法

将幼茎切成约1
 

cm的茎段,接种于MS基本培

养基,其中添加不同质量浓度 NAA(0.1、0.5、1.0
 

mg·L-1)和6-BA(0.5、1.0、2.0、3.0
 

mg·L
 

-1)组
合的愈伤组织诱导培养基上培养4周,统计愈伤组

织诱导率(出愈率)。
出愈率(%)=(形成愈伤组织的外植体数/接种

外植体数)×100 (1)

将增殖的愈伤组织转入附加不同质量浓度6-
BA(0.2、0.5、1.0

 

mg·L-1)和 NAA
 

(0、0.1、0.5
 

mg·L-1)组合的 MS基本培养基,诱导不定芽的分

化,定期观察并记录分化情况及再生芽的生长状况,

4周后统计分化率[9-10]。
分化率(%)=(出芽块数/接种愈伤组织数)×

100 (2)
再生丛芽生长至3.0~4.0

 

cm高时,切割成单

芽,转入不同质量浓度IBA(0、0.2
 

mg·L
 

-1)和

NAA(0、0.2
 

mg·L-1)组合的 MS、1/2MS培养基

上进行生根培养,30
 

d后统计生根率。
生根率(%)=(生根芽数/接种芽数)×100 (3)
所有培养基均添加

 

30
 

g·L-1 蔗糖、6
 

g·L-1

琼脂(产地:北京),pH调至5.8,于
 

121
 

℃高压湿热

灭菌
 

20
 

min。培养条件为培养室温度25±2
 

℃,光
强为2

 

000
 

Lx,16
 

h光照。每个处理接种30瓶,每
瓶接种3个外植体。

所有数据均在Excel
 

2016软件中完成处理,并
以平均值±标准偏差形式表示;SPSS

 

20.0软件进

行数据统计分析,其中包括方差分析、Duncans多重

比较分析。

2 结果与分析

2.1 植物生长调节剂对愈伤组织诱导的影响

无菌苗幼茎在不同处理培育4周后,可看到茎

段伤口处凸起,经脱分化形成愈伤组织。方差分析

表明,植物生长调节剂对愈伤组织诱导的影响显著

(P<0.05)
 

。培养基中添加0.5
 

mg·L-1
 

NAA和

1.0
 

mg·L-1
 

6-BA,愈伤组织长势旺盛,呈亮黄色,
出愈率达99%,当 培 养 基 中 添 加1.0

 

mg·L-1
 

NAA和3.0
 

mg·L-1
 

6-BA时,出愈率最低(表1)。
表1 不同植物生长调节剂处理愈伤组织诱导率

Table
 

1 The
 

induction
 

rate
 

of
 

callus
 

in
 

differentplant
 

growth
 

regulator
 

combinations

处理 NAA/(mg·L-1) 6-BA/(mg·L-1) 外植体数/个 出愈数/个 出愈率(%) 长势

1 0.1 1.0 90 64 0.71±0.02c ++

2 0.1 2.0 90 56 0.62±0.03d ++

3 0.1 3.0 90 47 0.52±0.02e ++

4 0.5 1.0 90 89 0.99±0.01a +++

5 0.5 2.0 90 82 0.91±0.01a ++

6 0.5 3.0 90 72 0.80±0.04bc ++

7 1.0 1.0 90 74 0.82±0.02b ++

8 1.0 2.0 90 68 0.76±0.02bc ++

9 1.0 3.0 90 42 0.47±0.05e +

  注:同列相同字母表示差异不显著(P>0.05)
 

。+为长势弱;++为长势一般;+++为长势旺盛。下同。

2.2 植物生长调节剂对不定芽分化的影响

将增殖的愈伤组织在添加不同浓度6-BA 和

NAA激素的 MS培养基上培养4周后都发生了较

好的分化,形成了较多的不定芽(表2、图1B、C)。
其中处理5(0.1

 

mg·L-1
 

NAA、0.5
 

mg·L-1
 

6-BA)愈伤组织分化率最高,为100%,产生的芽较
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多且壮,处理7(0.5
 

mg·L-1
 

NAA、0.2
 

mg·L-1
 

6-BA)的分化率最低,为82%,芽较多且壮。由分化

率的显著性分析可知,处理5组和6组之间的分化

率差异不显著且都高于其他组,处理1、7、8组之间

的分化率差异不显著且都低于其他组。

表2 不同植物生长调节剂对不定芽分化的影响

Table
 

2 Effects
 

of
 

different
 

plant
 

growth
 

regulators
 

on
 

adventitious
 

bud
 

differentiation

处理 NAA/(mg·L-1) 6-BA/(mg·L-1) 接种愈伤组织数/个 再分化愈伤组织数/个 分化率(%) 长势

1 0 0.2 90 76 0.84±0.02d 芽较多、较细弱

2 0 0.5 90 82 0.91±0.02c 芽多、较细弱

3 0 1 90 85 0.94±0.03bc 芽多、细弱

4 0.1 0.2 90 84 0.92±0.01c 芽较多、壮

5 0.1 0.5 90 90 1.00±0.00
 

a 芽较多、壮

6 0.1 1 90 88 0.98±0.01ab 芽多、较细弱

7 0.5 0.2 90 74 0.82±0.01d 芽较多、壮

8 0.5 0.5 90 75 0.83±0.02d 芽较多、较细弱

9 0.5 1 90 82 0.91±0.01c 芽较多、较细弱

2.3 生根培养

将长至3.0~4.0
 

cm高的丛生芽切割成单芽转

入不同质量浓度IBA(0、0.2
 

mg·L-1)、NAA(0、

0.2
 

mg·L-1)组合的 MS、1/2MS培养基,在一定

培养条件下诱导根的发生(图1),培养30
 

d后统计

其生根率和根的生长情况(表3、图1D)。处理6(1/

2MS培养基、0.2
 

mg·L-1
 

NAA、0.2
 

mg·L-1
 

IBA)的生根率最高,为97%,且与其他处理组的生

根率差异显著,根的长势旺盛,处理1组的生根率最

低,为37%,根的生长情况一般。
表3 不同基本培养基及植物生长调节剂对生根的影响

Table
 

3 Effects
 

of
 

different
 

media
 

and
 

plant
 

growth
 

regulator
 

combinations
 

on
 

rooting

处理 培养基 NAA/(mg·L-1)IBA/(mg·L-1) 接种芽数/个 生根芽数/个 生根率(%) 根生长情况

1 MS 0 0.2 90 33 0.37±0.03d ++

2 0.2 0 90 73 0.81±0.04c +++

3 0.2 0.2 90 79 0.88±0.01b +++

4 1/2MS 0 0.2 90 34 0.38±0.01d ++

5 0.2 0 90 76 0.84±0.03bc ++

6 0.2 0.2 90 87 0.97±0.02a +++

2.4 驯化移栽

待根长至1~2
 

cm时,开瓶2
 

d,小心洗去上面残

留的琼脂培养基,移入体积比(腐殖质)∶体积比(蛭
石)=1∶1的基质中,湿度保持在90%、自然光50%
的条件下,培养15

 

d转移到通风透光处,获得“凤党”
植株。

3 结论与讨论

3.1 不同植物生长调节剂处理对植株愈伤组织诱

导的影响

  在诱导植株愈伤组织和再生体系的形成中,植
物生长调节剂的种类和配比是影响其生长的重要因

素[1],通常使用细胞分裂素和生长素相结合的办法

提高愈伤组织的愈导率[11-12],其中6-BA是比较常

用的 细 胞 分 裂 素,NAA 和IBA 是 常 用 的 生 长

素[13-14]。
本研究发现,当NAA的浓度为0.1

 

mg·L-1,

6-BA质量浓度从1.0
 

mg·L-1 逐渐增大时,“凤

党”愈伤组织的出愈率逐渐减少,说明高浓度的6-
BA对“凤党”愈伤组织诱导有不利影响。这与姚凤

琴等
 [4]、鲁青青等[5]的研究结论一致,当6-BA浓度

不变,NAA的质量浓度逐渐增大时,茎段出愈率先

增加后降低,这有可能是因为只有生长素和细胞分

裂素平衡时,才能更好地促进茎段愈伤组织的生长,
进一步说明生长素和细胞分裂素的配比是影响植株

愈伤组织形成的重要因素[15-17]。
综上所述,本研究中最优组合 MS+0.5

 

mg·

L-1NAA+1.0
 

mg·L-16-BA,茎段出愈率最高,为

99%。张延红等[6]利用党参茎段在不同浓度配比的

MS培养基中得到诱导愈伤组织的最佳组合为 MS
+2.0

 

mg·L-16-BA+1.5
 

mg·L-1NAA,出愈率

为90%,唐玉倩等[8]通过0.5
 

mg·L-12,4-D+1.0
 

mg·L-16-BA+0.5
 

mg·L-1KT的处理得出茎段

愈伤组织的诱导率为90%,彭金环等[9]在轮叶党参

再生培养过程中得出0.5
 

mg·L-16-BA+0.2
 

mg
·L-1NAA可以促进愈伤组织的分化。由此可以
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看出,本研究中的激素组合所得的茎段的出愈率最

高99%,明显优于其他几组研究结果。即 MS+0.5
 

mg·L-1NAA+1.0
 

mg·L-16-BA的组合对于党

参茎段愈伤组织的诱导具有很好的效果。

注:A.愈伤组织上再生植株;B.不同培养基上再生效果比较;C.再生芽继代培养;D.生根状。

图1 “凤党”愈伤组织形成及植株再生

Fig.1 Callus
 

induction
 

and
 

plantlet
 

regeneration
 

of
 

“Fengdang”

3.2 不同植物生长调节剂处理对不定芽诱导的影

响

  仅添加6-BA且质量浓度逐渐增大时,芽的分

化率依次增大,芽的数目变多、细弱程度增加。当

NAA质量浓度分别为0.1
 

mg·L-1、0.5
 

mg·

L-1,6-BA质量浓度依次增加时,芽的变化情况和

NAA浓度为0.0
 

mg·L-1 基本一致,说明6-BA的

质量浓度变化对芽生长影响最为显著,NAA对芽

的影响不明显,但低质量浓度的 NAA(0.1
 

mg·

L-1)可以降低芽分化中的变异。
本研究利用9种不同的培养基诱导不定芽的分

化,对比9组数据得到 MS+0.1
 

mg·L-1NAA+
0.5

 

mg·L-16-BA培养基为最佳不定芽的诱导培

养基,分化率为100%。张延红等[6]在对芽的诱导

中得出最佳激素组合为 MS+0.1
 

mg·L-1NAA+
0.5

 

mg·L-16-BA、MS+0.1
 

mg·L-1NAA+0.1
 

mg·L-16-BA,分化率均为100%,张雪君等[7]在对

党参丛生芽的诱导过程中发现0.1
 

mg·L-1NAA
+0.3

 

mg·L-16-BA组合,分化率最高为90%,但
丛生芽矮化情况严重,当激素组合为0.1

 

mg·

L-1NAA+0.5
 

mg·L-16-BA 时,芽 分 化 率 为

62.5%,但丛生芽的生长情况良好,彭金环等[9]在对

党参再生苗的诱导中发现,1/2
 

MS+0.2
 

mg·

L-1NAA+0.5
 

mg·L-16-BA的培养基,分化率最

高达89.4%。通过以上几组数据可以看出,此次芽

诱导所选择的激素组合能够高效促进芽的诱导,是
较优良的芽诱导激素组合。

3.3 不同植物生长调节剂对生根培养的影响

用6种不同的培养基对再生苗进行生根培养。
对比观察其生根状况,得出1/2

 

MS+IBA
 

0.2
 

mg
·L-1+NAA

 

0.2
 

mg·L-1 为最佳生根培养基,生
根率97%。由表3可以看出,不管是 MS培养基还

是1/2
 

MS培养基,2种激素都添加比只添加NAA
或IBA中一种激素时根的生长情况好,说明在根的

生长过程中生长素和细胞分裂素的配比使用有助于

促进根优良生长,当 NAA 和IBA 质量浓度一定

(0.2
 

mg·L-1),1/2
 

MS培养基中芽的生长情况优

于 MS培养基。综上所得,培养基的种类、NAA和

IBA的浓度对根的生长都有显著的影响。
彭金环等[9]在轮叶党参的组织培养过程中,得

到1/2
 

MS+0.2
 

mg·L-1
 

IAA+0.2
 

mg·

L-1NAA下培养再生苗的生根率最高为92.5%,张
雪君等[7]在对党参不定根的培养中发现1/2

 

MS+
0.5

 

mg·L-1NAA+40
 

g/L蔗糖为不定根的最佳

培养基。综合本研究的最佳培养基(1/2
 

MS+IBA
 

0.2
 

mg·L-1+NAA
 

0.2
 

mg·L-1)来看,在党参

组培中不同的激素组合对不定根的影响较大,且党

参最佳基础培养基为1/2
 

MS培养基,其他激素和

蔗糖等物质的组合都具体按照外植体种类和生长的

环境条件等决定。对比本研究和彭金环等[9]的最佳
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生根培养基可以看出,培养基相同,但外植体的采集

时间和外植体的种类都有可能影响根的生长。
本研究以优株种子培养所得无菌苗的茎段为材

料,MS+0.5
 

mg·L-1NAA+1.0
 

mg·L-16-BA
培养基中诱导愈伤组织,愈伤组织接种在 MS+0.1

 

mg·L-1NAA+0.5
 

mg·L-16-BA培养基中诱导

植株再生,生根培养基用1/2
 

MS+IBA
 

0.2
 

mg·

L-1+NAA
 

0.2
 

mg·L-1,当根长至1~2
 

cm时开

始炼苗移栽,基质用体积比(腐殖质)∶体积比(蛭
石)=1∶1,建立的优良种质的快速繁殖技术,为“凤
党”的标准化栽培奠定了基础。
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