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摘耍 目的 :建立 山茱芡的组织培养及植株再生体系
。

方法 : 分别以 山茱芡的叶片
、

花柄和花托为材料
,

进行山茱芡不 同外

桂体的离体培养研究
,

筛选最佳培养基组成
。

结果 :适宜山茱芡叶片愈伤组织诱导的培养基组合为 l左Ms
,

附加 BA 2
.

加官L
、

田A

0
.

5 一 1
.

侃叮L ;适宜山莱芡花柄
、

花托愈伤组织诱导的培养基组合为 1左MS
,

附加 BA I
.

。叫扩L
、

2
,

4 一 D 0
.

5网酬L ;在 1左侧巴附加 BA
2

.

加州L
、

m AO
.

仍n
喇L 的培养基上

,

可诱导不定芽的产生 ; l左MS 附加 IBA
2

.

加娜L 的培养基有利于山茱芡试甘苗生根
。

讨论 :

山茱芡的花托是进行组织培养的最适外植体
,

白色或早绿色
、

结构致密的愈伤组织较易分化产生不定芽
。

关性询 : 山茱芡 ; 组织培养 ;植林再生

中圈分类号 :】U 82
.
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山茱英科山茱英属的落叶乔木
,

分布于北温带
、

亚寒带的高山

地区
,

在我国主产于映西
、

河南
、

四川
、

浙江
、

安徽
、

山西
、

山东

等省
。

其果肉称山莫肉
、

蜀枣
、

枣皮
、

魁实等 ;性微温
,

味酸涩
,

归肝肾经
。

主要含有贰类
、

有机酸类
、

裸质类
、

糖类及肌醉
、

生

物碱
、

维生素
、

氛基酸
、

矿物元素等成分
。

具有补肝益肾
、

固涩

收敛
、

利尿壮阳等多种功能 ; 现代药理研究表明
,

山茱英具有

抗菌消炎
、

降血糖
、

降血脂
、

抗休克
、

强心
、

抗庙
、

抗衰老
,

提高

免疫力等作用 [1. 2 .3]
。

在我国山茱英主要作为补益肝肾的中

药
,

此外
,

在保健食品方面还被制成保健酒
、

保健饮料等t’]
,

因

此
,

具有十分重要的临床应用价值和实用开发前景
。

但是
,

目前山茱英生产中普遍存在产量低
、

质量不稳定 ;

病虫害严重 ;果实形状变异幅度大
、

品质差异显著等问题
。

同

时山茱英实生苗生长周期长
,

一般 10 年以上才能挂果
,

20 一 30

年进人盛果期[s]
。

这些问题的存在严重制约着山茱英的大面

积推广种植
,

造成了一部分传统中成药的药源短缺
。

选择山

茱英的优良单株
,

进行离体培养研究
,

可以在较短时间内获得

大量的优质无毒试管苗
,

从而缩短山茱英的育种年限
; 此外

,

还可以利用细胞培养
,

进行次生代谢产物的生产
。

本文拟以

山茱英的叶片
、

花托
、

花柄等不同外植体为实验材料
,

研究山

茱英的组织培养技术
,

为建立和完善山茱英组织培养及植株

再生体系研究
,

以及山茱英优良品种的筛选提供参考
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

本实验材料为山茱英 (M朗m 叨甲.
二 西d l. k (si eb

.

et

乙,即
.

) N公画
.

)的叶片
、

花柄和花托
,

采自西安市植物园
。

L Z 方法

分别选取山茱英幼嫩叶片
、

花柄和花托作为外植体进行

组织培养
。

先用洗涤剂洗去材料表面的浮尘
,

t 于 自来水下

流水冲洗 1 一 Zh ;无菌条件下
,

于超净台上用 75 % 的乙醉浸泡

30 一

既后取出
,

用无菌水冲洗一次 ; 然后放人 0
.

1% H酥飞溶

液中处理 sn lin
,

用无菌水冲洗 5 一 6 次
。

最后
,

用无菌滤纸将

外植体表面的水吸干
,

分别将幼嫩叶片(0
.

scm
x 0

.

5二)
、

花柄

(0
.

5 一 1乃口
1

)和花托接种在各种培养基上
,

观察并记录其生

长状况
。

1
.

3 培养条件

培养室温度为 25 土 2℃
,
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照 12 一 14h
,

墓本培养基为 1左MS
,

其中附加琼脂 6
.

5了L
,

蔗糖

加了L
,

灭菌后 声值约 5
.

8 左右
。

2 结果与分析

2
.

1 叶片外植体诱导愈伤组织形成

将山茱英幼嫩叶片接种到 1左MS 分别附加 BA/ m A 和

Kl’/ 2
,

4 一 D 不同组合的培养基上进行愈伤组织的诱导
。

实验

结果表明
,

BA/ 】BA 与 K】’/ 2
,

4 “ D 组合均可不同程度地诱导愈

伤组织形成
,

而 BA/ IB A 组合更有利于叶片愈伤组织的形成
,

其愈伤组织诱导率普遗高于 K l’/ 2
,

4 一 D 组合
,

最高可达 q7
.

8%
。

当BA 的浓度达到 2
.

0 一 4. 侃留L
,

m A 的浓度为 0
.

5 一 1
.

on

娜L 时
,

叶片愈伤组织导率达到卯% 以上
,

如组合 2
、

3
、

5o

因此适宜山茱英叶片愈伤组织形成的最适培养基组成为 l/

ZMS 附加 BA 2
.

侃娜L
、

田人。
.

5 一 1
.

侃叮L
。

实验观察发现
,

所

产生的愈伤组织中有的琉松易碎
,

呈灰白色
,

不易分化
,

这种

愈伤组织在培养的过程中
,

如果继代不及时
,

培养的时间过

长
,

则会变得愈加疏松易碎
,

进而转为灰褐色
,

直至死亡 ;但是

如果培养条件适宜
,

继代及时
,

这种愈伤组织则会变得坚实紧

密
,

颜色也逐渐转为翠绿色或白色
。

在培养的过程中还发现
,

有一些呈绿色或白色的愈伤组织在形成时结构坚实紧密
,

质

地坚硬
,

不易褐化
,

可在分化培养基上诱导产生不定芽
。

裹 1 不同浓度 KD佗
.
4 一 D 和 B刀IB A 对叶片愈伤组级诱导率的影晌
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2 花柄
、

花托外植体诱导愈伤组织形成

分别以山茱英的花柄和花托为外植体进行愈伤组织的诱

导
。

实验结果表明
,

山茱英的花柄
、

花托极易形成愈伤组织
,

在 l左MS 附加 BAI
.

o n
可L

、

2
,

4 一
功

.

5 州扩L 的培养基上
,

花托

愈伤组织的诱导率达到 100 %
,

花柄愈伤组织的诱导率为肠
.

2%
。

激素的配比及其组合影响愈伤组织的形成
。

单独附加

BA 或 2
,

4 一 D 时都不利于愈伤组织的形成
,

如组合 4
、

6
、

8; 山

茱英花托
、

花柄外植体接种在不含任何外源激家的 l左肥培

养基上
,

将无法诱导愈伤组织的形成
,

如组合 1
。

实验观察表

明
,

由山茱英花托
、

花柄形成的愈伤组织呈现灰白色
,

结构较

致密
,

与培养基接触的地方易发生褐化现象
,

但不影响愈伤组

织的形成
。

经 2 一 3次继代培养之后
,

这类愈伤组织可转变为

翠绿色或白色愈伤组织
,

结构变得更加致密坚实
,

可在分化培

养基上诱导产生少量不定芽
。

因此
,

适宜山茱英花托
、

花柄愈

伤组织形成的培养基组成为 1左M巴+

BA I 乃。州L + 2
,

4 一
加

.

5

网扩玩

裹 2 不同浓度的 B人.2
,
4 一 D 对花柄和花托愈伤组级形成的影晌
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2. 3 不定芽诱导
;

将由叶片
、

花托
、

花柄诱导产生的愈伤组织转人 l左M呀
,

附

加 BA I
.

0 一 2
.

侃解L
、

田A 0
.

01 一 0
.

仍
n

解L 的培养基中
,

连续继

代培养 2 个月后
,

可从愈伤组织上分化出不定芽
,

随着培养时

间的延长
,

不定芽的数t 有所增加
。

当:

BA 浓度达到 2
.

阮刨L
,

田A浓度为 0
.

仍
.

喇L 时
,

不定芽的形成率可以达到 54
.

8%
,

实

验结果见表 3
。

在山茱英愈伤组织的继代培养过程中
,

不定芽

的分化率相对较低
,

分化周期偏长;灰白色的愈伤组织经多次

继代培养之后
,

可以转变为绿色或白色
、

结构致密的愈伤组

织
,

最终可由其表面诱导产生不定芽
。

因此
,

适宜山茱芡不定

芽分化的培养基为 1左MS
,

附加 BA2
.

加娜L
、

扭加
.

05 叫扩肠

衰 3 不同傲介浓度对山莱芡叶片
、

花托
、

花摘愈伤组叔不定芽诱导的影晌
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4 不定芽的增殖
;

不定芽可经多次继代增殖
,

每个绪每代新增 3 一 4 个丛生

芽
,

但经多次继代后
,

分化率逐渐降低
,

为了促进壮芽和后期

生根
,

经过筛选得到壮芽培养基为 1左Ms
,

附加 BA3
.

阮侧L
、

田A 0
.

仍网酬L
。

在壮芽培养基上进行继代
,

再生芽生长快且健

壮
。 。

2. 弓 山莱黄完盛植株的获得
‘

随若培养时间的延长
,

继代次数的增多
,

诱导出的不定芽

在培养基中继续增殖并长大
,

形成试管苗
。

当不定芽长至 2
.

仅m 高时
,

将其从基部切下
,

转人 1左MS
,

附加不同生根剂的培

养基中
,

诱导其生根
,

以得到山茱英的完整植株
。

实验结果表

明
,

山茱英试管苗生根较难
。

实验结果表明
,

适宜山茱英生根

的培养基为 1忍MS 附加 m 故
.

阮娜甄 经过 〕矢双左右的生根诱

导
,

可由试管苗基部长出4 一 5 条白色细长的根
,

每根长 3
.

0 -

4
.

伍加
。

在此生根培养基上诱导生成的根系较为健壮
、

发达
,

生根率达 20 %左右
,

可用于后期的驯化移栽
。

衰 4 不同培养谷组成对山茱芡试甘苗生根率的影晌
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玛
刀 3众好L

小芽基部长出少t 愈

伤组织
,

不生根

小芽墓部无愈伤

组织
,

不生根

小芽蓦部无愈伤

组织
,

不生根

小芽生长正常
,

不生根

1左 MS
+ m 人 1

.

0 州扩L 16
.

2

1左 MS + IBA 2
.

0 州酬L 20
.

5

小芽生长正常
.

不生根

小芽基部有少t 愈伤组

织产生
,

根细
,

较长

小芽荃部基本无愈伤组

织产生
.

根细
、

长

注
:
接种一个月后的统计结果 ;

N. e 二 皿、扭 侧吧花 川翔d曰】d 份 能 ~
出 试 。目灿花

.

3 讨论
;

3
.

1 山茱芡不同外桩体对愈伤组织诱导的影晌

实验分别选择茎段
、

幼嫩叶片
、

花柄及花托作为外植体
,

通过比较发现
,

花柄和花托是较为适宜的培养材料
,

以花柄为

外植体诱导愈伤组织的形成
,

诱导率可达卯% 以上
,

而花托愈

伤组织的诱导率可达 100 % ; 同时愈伤组织形成的时间也相对

较短
,

一般 12d 左右即可形成
。

而以山茱英幼嫩叶片为外植

体进行组织培养时
,

叶片极易褐化
,

同时愈伤组织形成时间较

长
,

一般需要 2众】左右的时间
,

而愈伤组织的诱导率也低于花



柄和花托
。

此外
,

实验还以山茱英的离体茎段作为组织培养

的材料进行了不定芽的诱导
,

结果表明
,

不定芽的分化时间

长
,

且污染率高 ; 不定芽长势较弱
,

同时伴有超度含水态苗的

形成
,

因此
,

以山茱黄茎段为外植体虽也可以诱导不定芽的分

化
,

进而形成完整植株
,

但仍非理想的选择
。

3
.

2 不同形态愈伤组织不定芽分化的差异

实验以幼嫩叶片
、

花柄和花托为外植体分别诱导形成了

大t 的愈伤组织
。

其中有的愈伤组织呈灰白色
,

结构松散
,

不

易分化
。

在适宜的条件下经多次继代培养后
,

颇色转为白色

或翠绿色
,

结构变得坚实而紧密
,

并在分化培养基上诱导出不

定芽
。

但是在继代培养中
,

如果继代不及时或培养条件不适

宜
,

则最终褐化死亡
。

薛庆善[6, 7 ,8] 等的研究结果表明
,

诱导条

件不同
,

愈伤组织的形态和物理性质也有一定的差异
。

在山

茱英的组织培养中
,

出现了不同质地
、

形态和颜色的愈伤组

织
,

且其培养条件
、

生长速度和分化能力各不相同
,

白色或翠

绿色
、

结构致密的愈伤组织易于诱导出不定芽
,

而松脆灰白色

的愈伤组织只有在转化成白色或翠绿色
、

结构致密的愈伤组

织后才能分化
,

愈伤组织质地
、

形态特征与分化之间的关系尚

待进一步研究
。

3
.

3 山茱黄组培苗的生根

和绝大多数植物一样[9. 10]
,

降低无机盐的浓度有利于山

茱英组培苗的生根
。

山茱英组培苗对于常用生根剂的诱导均

不敏感
。

1
.

0 11
解L 的 m A 导致少量愈伤组织的产生

,

随着生长

家浓度的升高
,

山茱英组培苗基部形成愈伤组织的量逐渐减

少
,

直至完全消失
,

而所形成根的数盆和长度进一步增多和伸

长
,

使得根的质量进一步提高
。

在试验中还发现
,

在黑暗条件

下
,

幼苗生长不 良
,

逐渐变黄
,

叶片脱落
,

最终死亡
。

光照条件

下山茱英组培苗的生根情况较好
,

在 1左Ms 附加 IB A2
.

伪喇L

的培养基上
,

经过别习左右的培养
,

在山茱黄幼苗基部形成 4

一 5 条白而细长的根
,

每根长 3
.

0 一 4
.

伍, . ,

可用于后期的驯化

移栽
。

山茱英的不同外植体在适宜的激素组合中可以经过愈伤

组织诱导分化出不定芽
,

继而形成生长健壮
、

根系较为发达的

再生植株
,

并可进行大t 繁殖
。

这为山茱英的快速繁殖提供

了一种有效途径
,

并在品质改良以及大面积推广等方面具有

重大惫义
。
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对微生物蛋白质组学尤其是病原微生物蛋白质组学的研究将

对包括结核在内的人类疾病的致病机理和防治起到关键性的

作用
。

作为蛋白质组学的支撑性技术
,

双向电泳的分辨率和

重复性决定了这一方法的应用范围
。

本研究从样品处理和电

泳体系两方面进行优化
,

获得了比较理想的双向电泳图谱
,

可

以为后续结核分枝杆菌菌体蛋白表达谱的建立
、

菌体蛋白的

比较蛋白质组学分析提供方法学参考
。
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