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小檗科
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桃儿七属
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# 多年生草本#

$太白七药% 之一# 具有祛风除湿# 止咳止痛# 活血解毒的功效# 用于治疗风湿关节痛# 心胃痛# 风寒

咳嗽# 月经不调等症状& 桃儿七根茎中含有的鬼臼毒素是合成
=>?
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(和
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等抗癌药物的起始物质!

#
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& 桃儿七残存于东亚# 生长地域受限# 呈零星分布# 由于根状

茎与果实入药) 种子萌发率低) 生长发育迟缓和人工栽培较为困难# 以及过度采挖# 使得自然繁殖十分

困难# 随着植被的破坏而导致其生境的改变# 植株日益减少# 分布区日渐缩减# 造成资源急剧减少& 因

此# 进行桃儿七离体培养和快速繁殖研究不仅能够保存种质资源# 还能够解决其繁殖问题# 加快繁殖速

度# 这在理论和实践上均具有重要意义& 桃儿七的组织培养前人已做了部分研究# 国外已有报道!

""E

"

#

中国在此方面虽有报道!

A"F
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# 但仅停留在愈合组织和无菌苗的诱导及芽生芽组织培养途径# 尚未建立由

愈合组织诱导不定芽再生根的完整组织培养体系& 同时# 组织培养过程中存在愈合组织生长缓慢# 诱导

率低# 生长停滞# 分化能力较弱# 继代培养不稳定# 极易褐化等问题# 使得桃儿七组织培养过程受阻&

本研究以桃儿七成熟种胚为外植体# 对愈合组织的诱导) 褐化) 不定芽的分化及生根问题进行研究# 以

期建立器官发生途径完整的植株再生体系# 为工厂化大规模生产提供理论依据# 同时也为其他草本类植

物再生体系的建立提供参考&
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材料与方法
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试验材料

试验材料为
"G#"

年
H

月在太白山采集的桃儿七成熟果实# 并放入
I #

冰箱保存备用&

*+,

试验方法

#:":#

无菌材料的建立 剥取桃儿七果实中的种子# 流水冲洗
# ,

# 于超净工作台上用体积分数为
?G$

的乙醇消毒
!G (

# 质量浓度为
#:G 8

*

J

K#的氯化汞'

L89#

"

(消毒
"E M$7

# 再用无菌水冲洗
!%E

次& 无菌条

件下# 用解剖刀剥取种胚# 水平接种于诱导培养基中&

#:":"

愈合组织诱导和继代 以
B N

'

B62*(,$8' *7- NO338

(为基本培养基 # 单独添加
G

'
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(#

G:#

#
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#

G:E

#

#:G

#

":G M8

*

J

"#噻苯隆'

PQR

(# 研究它对愈合组织诱导的影响& 培养
? -

时开始观察生长

情况& 培养条件+ 光培养& 将生长良好的愈合组织切成约
# 0M

!左右的小块# 接于附加
G:E M8

*

J

"#

PQR

的
BN

培养基中培养# 诱导愈合组织再分化& 培养条件+ 暗培养&

#:":!

不定芽的分化和增殖 将切成小块的愈合组织转接至以
BN

为培养基的分化培养基中# 同时添加

#:G

#

#:E

#

":G M8

*

J

"#

A!

苄氨基腺嘌呤'

A!<S

(和
G:"

#

G:E

#

#:G M8

*

J

"#萘乙酸'

CSS

(的不同配比# 进行不定

芽的分化与增殖& 培养条件+ 暗培养
? -

后进行光培养&

#:":I

根的诱导 丛生芽长至
" 0M

时# 切割成单芽转入以
BN

为基本培养基# 分别添加
G:E M8

*

J

"#吲哚

乙酸'

TSS

(和
G:E M8

*

J

"#

CSS

的生根培养基中诱导根的分化& 培养条件+ 暗培养
? -

后转至光培养&

AG -

后统计生根率& 以上所有培养基均添加琼脂
A 8

*

J

"#

# 蔗糖
!G 8

*

J

"#

#

1L E:H

及水解酪蛋白'

9L

(

EGG M8

*

J

"#

& 光培养条件为'

"E&#

(

#

# 补充光照
#I ,

*

-

K#

# 光照强度
# EGG%" GGG %U

& 接种
E

瓶*处理K#

# 培养物

!

个*瓶K#

# 重复
!

次& 实验数据采用
N>NN #?:G

进行统计分析&

"

结果与分析

,+* -./

对桃儿七愈合组织诱导的影响

桃儿七胚接种在含
PQR

的
BN

培养基上#

? -

后种胚明显膨大伸长#

#I -

时# 伸长的胚轴表面有较

紧实颗粒状愈合组织生成# 继续培养愈合组织生长迅速# 并逐渐变得较疏松且呈淡绿色'图
#S

(& 培养

EG -

时统计诱导率'表
#

(& 结果表明+ 桃儿七愈合组织的诱导必须依赖于植物生长调节物质# 在不含植

物生长调节物质的培养基中不能诱导愈合组织的形成& 在不同质量浓度的
PQR

处理下# 桃儿七愈合组

景 宁等+ 桃儿七愈合组织的诱导及植株再生
#A!
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噻苯隆对愈合诱导的影响
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处理
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!
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!#

# 愈合诱导率
9=

生长状况

对照!

.>

#

% % *

# %?+ @@A$"%AB! 8

颗粒状或伴随有幼苗生长$ 淡绿色$ 较疏松%

! %A! CDAD"%A@# .

颗粒状或变态叶$ 淡绿色$ 较疏松%

E %A$ FBAD"%AE! '

颗粒状$ 绿色$ 较疏松%

@ +A% F$AC"%ADF (

颗粒状$ 绿色$ 较疏松%

$ !A% CCAF"%A@E .

颗粒状或小片状$ 子叶膨大$ 绿色$ 较疏松%

说明& 表中统计数据均为
E

次重复的平均值' 不同小写字母表示差异显著!

!＜%A %$

#%

织诱导率存在极显著差异$ 随

着
&12

质量浓度增加 $ 诱导

率呈先升高后降低的趋势% 愈

合组织诱导率变异幅度为

@@A$=#FBAD=

%

&12

质量浓度

为
%A+ :;

"

<

!+ 时 $ 诱导率最

低$ 为
@@A$=

'

&12

质量浓度

增加至
%A$ :;

"

<

!+时$ 愈合诱

导率最高$ 达
FBAD=

$ 显著高

于其他处理' 随着质量浓度继

续增加$ 愈合组织诱导率呈下降趋势% 上述结果表明& 诱导桃儿七外植体形成愈合组织的过程中$ 在培

养基中添加适宜质量浓度的
&12

能诱导愈合组织的形成$ 但质量浓度过高反而会起抑制作用%

"#" $%&

对桃儿七愈合组织继代的影响

将诱导出的愈合组织接种到含
%A$ :;

"

<

!+

&12

的
GH

培养基上进行增殖培养$ 每
@% 8

继代
+

次% 实

验结果发现&

&12

能够诱导体细胞胚胎发生% 培养
!% 8

左右$ 愈合组织切口边缘形成簇生的愈合组织%

培养
@% 8

左右$ 周围出现松散的大颗粒状乳白色的胚性愈合组织$ 连接极为松散$ 很容易从愈合组织

上剥离$ 继续培养逐渐出现球形胚和心形胚!图
+I

#% 再继续培养
C% 8

左右发现愈合组织产生的体细胞

胚停滞生长$ 并逐渐死亡$ 未见鱼雷和子叶期体细胞胚的出现%

"#'

添加物对桃儿七愈合组织继代阶段褐化的影响

愈合组织的诱导过程未出现褐化现

象$ 但在愈合的继代阶段却极易褐化%

因此解决褐化现象是桃儿七组织培养成

功的关键问题% 为了降低褐化率$ 在培

养基中添加不同质量浓度谷胱甘肽

!

JHK

#和聚乙烯吡咯烷酮!

LML

#$ 观察

它们对褐化的影响$

@% 8

后统计褐化率

!表
!

#% 实验结果表明&

JHK

和
LML

都

能降低褐化率$ 随着
JHK

质量浓度增

加$ 褐化率降低% 添加
!% :;

"

<

!+

JHK

的培养基 $

+% 8

后未出现明显褐化现

象$

+$ 8

左右部分愈合开始褐化$

E% 8

时$ 愈合组织周围培养基变褐色%

+C% :;

"

<

!+

JHK

时$ 培养
!% 8

后$ 个别愈合组织开始出现褐化$ 但程

度较轻$ 褐化率为
+EAB=

$ 抑制褐化效果显著高于其他处理$ 能够很好地抑制褐变$ 且愈合组织生长健

壮%

! %%% :;

"

<

!+

LML

时$ 褐化率为
+CAE=

$ 抑制褐化作用不如
JHK

$ 同时也会抑制愈合组织生长% 因

此$ 本实验最佳抑制褐化的方案是添加
+C% :;

"

<

!+

JHK

%

"#(

不同种类植物生长调节物质及其质量浓度对桃儿七不定芽分化的影响

将桃儿七种胚诱导的愈合组织接种在添加不同质量浓度
C$IN

及
ONN

的
GH

培养基上!表
E

#$

$% 8

分化培养$ 处理
D

和处理
F

愈合组织表面开最先出现绿色小芽点$ 之后
!% 8

其他处理出现芽点%

B% 8

时$ 处理
D

先分化出不定芽$ 继续培养$ 各处理均可分化出不定芽% 处理
#

和处理
!

不定芽瘦弱$ 处理

F

有玻璃化现象% 在原有培养基上增殖$ 实验结果表明& 不同处理下芽分化率和增殖芽数存在极显著差

异$ 分化及增殖与
C$IN

和
ONN

质量浓度有关% 当
#A% :;

"

<

!#

C$IN

时$ 随着
ONN

质量浓度增加$ 芽分

化率和增殖芽数呈上升趋势' 当
C$IN

质量浓度为
#A$ :;

"

<

!#时$ 随着
ONN

质量浓度增加$ 芽分化率和

增殖芽数呈下降趋势' 当
C$IN

质量浓度为
!A% :;

"

<

!#时$ 随着
ONN

质量浓度增加$ 芽分化率和增殖芽

数先升高后下降% 在添加
#A% :;

"

<

!#

C$IN

$

%A! :;

"

<

!#

ONN

的培养基上$ 芽诱导率及增殖芽数最低$ 分

别为
!EA!P

和
+A%

% 在添加
!A% :;

"

<

!+

C$IN

$

%A$ :;

"

<

!+

ONN

的培养基上$ 芽分化率为
C%A@=

$ 增殖芽数

表
"

不同添加物及其质量浓度对愈合组织褐化的影响

&'()* ! ,--*./ 0- 85--*4*3/ '885/5Q*7 '38 .03.*3/4'/503 03 /R* (40S353; 0- .'))67

处理
&129

!

:;

"

<

!+

#

JHK9

!

:;

"

<

!+

#

LML9

!

:;

"

<

!+

# 褐化率
9=

+ %A$ !% BBAE '

! %A$ D% @%AB (

E %A$ +!% +$AD *

@ %A$ +C% +EAB -

$ %A$ + %%% EDAD .

C %A$ ! %%% +CAE *

B %A$ $ %%% +DAC 8

说明& 表中统计数据均为
E

次重复的平均值' 不同小写字母表示差异

显著!

!＜%A %$

#%

+C@



第
!"
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#

期

表
!

不同质量浓度
"!

苄氨基嘌呤与萘乙酸对芽分化及增殖的

影响

$%&'( ! )**(+, -* ./**(0(1, +-1+(1,0%,/-12 3!45 %1. 655 -1 &7. ./**(0(1,/%,/-1

%1. 87',/9'/+%,/-1

处理
3!45:

!

8;

"

<

"#

#

655:

!

8;

"

<

"#

# 芽分化率
:=

增殖芽数

# #>? ?>" "!>"#?>"# ( #>?#?>!! +

" #>? ?>@ "A>B#?>CA ( #>!#?>#C +

! #>? #>? !?>3#?>@3 . #>!#?>"# +

A #>@ ?>" @!>!#?>AD & !>C#?>!B &

@ #>@ ?>@ @">A#?>@# & !>!#?>3D &

3 #>@ #>? !!>##?>AB + ">B#?>A? &

B ">? ?>" !#>C#?>#! +. !>@#?>#" &

C ">? ?>@ 3?>A#?>3B % @>"#?>A3 %

D ">? #>? @#>C#?>"3 & #>3#?>"B +

为
@>"

$ 显著高于其他处理$ 且芽生长

健壮$ 丛生芽数量多!图
#E

#%

#$%

生根培养

将不定芽切下转至生根培养基中

进行生根培养%

"@ .

后$ 添加
F55

的

处理基部膨大$ 有突起$ 根开始长出%

!? .

时$ 添加
655

的处理开始长根$

3? .

时统计生根率% 实验结果表明 &

这
"

种培养基均能诱导根的生成!图

#G

#$ 但生根时间及生根率不同% 添加

?>@ 8;

"

<

"#

F55

的培养基生根率最高$

为
"">A=

$ 只有
#

条不定根 $ 较短且

粗% 添加
?>@ 8;

"

<

"#

655

的培养基$ 生

根率为
#3>B=

$ 只有
#

条根$ 短基部肿

大$ 且有愈合组织长出%

图
#

桃儿七组织培养再生过程

H/;70( # I(;(1(0%,/-1 90-+(22 -* !"#$%$&$%'())*+ ',-.#&/*+ *0-8 ,/227( +7',70(

5>

愈合组织'

4>

球形胚和心性胚'

E>

不定芽'

G>

生根发芽%

!

结论与讨论

影响愈合组织诱导及生长的因素有多种$ 如外植体类型( 培养条件( 培养基(

9J

值( 植物生长调

节物质等$ 其中植物生长调节物质对愈合诱导极为重要)

#?

*

% 我们研究了
$GK

对愈合组织诱导的影响%

结果表明& 桃儿七愈合组织诱导的最适培养基为
LM N ?>@ 8;

"

<

"#

$GK N @?? 8;

"

<

"#

EJ

$ 愈合诱导率为

DB>CO

$ 高于漆燕玲等)

B

*的实验结果!

!3>3B=

#$解决了桃儿七愈合诱导率低的难题%

$GK

作为一种高效细

胞分裂素$ 近年来被广泛用于植物组织培养中$ 具有很强的细胞分裂素活性$ 许多难以再生的植物应用

$GK

可获得体细胞胚和再生植株)

##

*

%

$GK

在桃儿七愈合组织的诱导中起关键作用$ 低质量浓度
$GK

易

诱导出芽$ 而高质量浓度过高会抑制愈合组织的产生% 在添加
?>@ 8;

"

<

"#

$GK

继带培养$ 可以诱导出胚

性愈合组织$ 观察为球形期和心形期$ 但在心形期出现生长停滞$ 有关体细胞胚胎发生途径还有待进一

景 宁等& 桃儿七愈合组织的诱导及植株再生
#3@
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步研究!

桃儿七愈合组织继代过程极易褐化" 致使组织培养无法继续进行" 这是桃儿七无性繁殖的一大难

题! 前人研究认为组织培养过程中褐变是由于培养物含有丰富的多酚化合物" 在多酚氧化酶的作用下发

生酶促褐变反应生成有毒的醌类物质#

&!

$

! 谷胱甘肽%

'()

&能对多酚氧化酶产生抑制效应" 对褐变反应抑

制效果明显" 且能起促进生长分化#

#*

$

! 前人采用
+,+

和活性炭等吸附剂降低桃儿七褐化率#

-

$

" 但吸附剂

同时会吸收培养基中的营养" 影响愈合组织生长! 我们采用
'()

能显著降低褐化率" 质量浓度为
&.%

/0

'

1

!&时" 抑制褐化效果最优" 且愈合增殖快" 生长良好! 本研究添加不同质量浓度
."23

和
433

进行

增殖实验" 均有不定芽形成" 当
!5% /0

(

1

!&

."23

和
%5$ /0

(

1

!&

433

时" 芽诱导率最高" 增殖芽数多且生

长健壮! 但在生根过程中" 生根率较低" 生根效果仍不理想! 这也是今后研究的重点!
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