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芦荟试管微克隆繁育中芽增殖体系的建立
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　　 [摘　要 ] 　研究了库拉索芦荟茎尖组织、叶盘组织和茎盘组织的离体培养特性, 发现芦荟茎尖组织芽增殖

效率较低, 叶盘组织无再生能力, 而茎盘组织是芦荟试管克隆芽增殖系建立的最佳外植体。利用茎盘组织建立微

克隆增殖系与茎盘组织在茎段上的位置有关, 库拉索短宿茎的中部茎段不定芽形成能力最强。细胞分裂素是诱导

库拉索芦荟芽增殖的主要激素, 但质量浓度过高, 不定芽生长弱, 玻璃化现象严重。1. 0 m göL 62BA , 1. 5 m gö

L KT 和0. 5 m göL NAA 组合的M B 培养基 (该培养基由M S培养基大量元素、微量元素、铁盐, B 5培养基的有

机物质构成) 是库拉索芦荟试管苗增殖的最佳培养基。
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　　芦荟原产于非洲, 属百合科芦荟属多年生草本

植物。近年来研究表明, 芦荟含有多种生理活性物

质, 具有抗溃疡、细胞赋活、强心、促进血液循环、

镇痛、抗癌、消炎、皮肤收敛、防腐等多种药理作

用[1 ] , 其作为药用、绿色保健食品及美容化妆品已引

起人们的广泛关注, 开发利用前景十分广阔。

芦荟雄、雌花开花时间不一致, 授粉不亲和, 结

籽很少, 且种子繁殖发育时间太长, 因此种子繁殖

在生产上很少利用。现阶段生产上主要靠扦插和分

枝进行无性繁殖以保持品种的特性, 长期的分枝繁

殖将带来芦荟种性的退化。试管微克隆繁殖技术是

利用植物组织培养方法快速超常繁殖植物个体的一

种生物技术, 它能在较短的时间内快速大量繁殖个

体, 并能很好保持植物的种性。这一技术在芦荟上

已得到利用, 这方面的相关报道较多[1～ 12 ]。美国库

拉索芦荟是芦荟中较好的品种之一, 但在离体繁殖

条件下增殖效率低。本研究对美国库拉索芦荟试管

微克隆繁殖中高效芽增殖体系的建立进行了初步的

探讨, 以期建立美国库拉索芦荟高效试管微克隆繁

殖技术体系。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

　　供试材料为西安百隆生物工程有限公司提供的

美国库拉索芦荟。

1. 2　试验方法

从田间取回一年生芦荟, 除去大的叶片, 将芦

荟短宿茎和未展开的叶片放入体积分数 75%的乙

醇中迅速漂洗消毒后, 用体积分数 0. 1%的升汞消

毒 10～ 12 m in, 无菌水冲洗 3～ 4次。于无菌条件下

切下茎尖、茎盘和未展开的叶片组织, 茎盘厚度为

0. 5 cm 左右, 分别接种于不定芽诱导培养基中。茎

尖以下位置各茎盘依次标记为 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7。

不定芽诱导培养基M S+ 62BA 2. 0 m göL + NAA

0. 2 m göL + CA 500 m göL + Su (质量分数 3% ) +

琼脂 (质量分数 0. 5% )。培养温度为 25～ 28 ℃, 采

用昼夜 24 h 全光照, 光照强度为 3 000 lx。12 d 左

右, 茎段开始生成丛生芽。30 d 后丛生芽分单株, 以

研究芽的最佳增殖培养基。增殖培养基以M B 培养

基为基本培养基, 附加不同激素配比 (详见表 3)。

2　结果与分析

2. 1　库拉索芦荟不同组织的培养特性

　　在附加 1. 0 m göL KT , 2. 5 m göL 62BA , 质

量分数 3%蔗糖的M B 培养基上, 研究了美国库拉

索芦荟不同组织的培养特性。结果 (表 1) 表明, 在

芽增殖培养基上, 茎尖组织有一定的生长, 并有一

定的芽增殖, 但增殖效率低, 且大多数为单芽生长。

茎盘组织 (中间) 在形成层产生大量不定芽, 增殖

效率普遍较高, 且通过此组织产生的芽体能很快通
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过转移培养基增殖。叶盘组织在培养过程中直接转

褐死亡。这表明库拉索芦荟不同组织培养特性差异

很大, 茎盘组织是建立芽增殖体系的最佳组织。
表 1　库拉索芦荟不同组织的培养特性

T able 1　Cultu ral character of the differen t

t issues of CU RA CAO A loe

取样部位
P rim ary
exp lan t

接种外殖体数
N o. of inocu2

lat ion
exp lan t

增殖芽总数
To tal N o. of

p lan tlet
fo rm ed

增殖倍数
M ultip2
lication

rate

茎尖 Shoo t tip 10 15 1. 50

茎盘 (中间)
Stem segm ent (m iddle) 27 96 3. 56

叶盘 L eaf segm ent 20 0 0

2. 2　不定芽的诱导与发育

库拉索芦荟外植体培养 7～ 10 d 后, 中部茎盘

组织的形成层组织上形成一团或几团白色球状突

起, 后逐渐变绿, 形成丛生芽, 并进一步发育成苗

(图 1)。茎尖组织在保持长期绿色后, 有一定程度的

生长, 但生长速度迟缓, 部分蘖芽开始发育并分裂,

形成 1～ 2个芽体。茎尖组织和腋芽形成的芽体经转

移继代后生长能力较差,不定芽分生能力也较差。而

茎盘组织形成的不定芽体, 在转移继代后分生能力

强, 芽体生长旺盛, 增殖快, 因此从总体上看, 茎

盘组织增殖优于茎尖组织。

图 1　不定芽的诱导和发育

F ig. 1　T he induction and developm ent of adven tit ious bud

2. 3　不同茎位茎盘组织形成不定芽的差异

试验分析了 9个一年生芦荟茎段不同茎盘不定

芽产生的特性。结果 (表 2) 表明, 库拉索芦荟茎段

不同位置芽的增殖能力不同, 第 4个茎盘位置芽的

增殖能力最强, 平均每盘芽增殖 5. 78个。该位置

上下茎盘芽增殖能力逐渐降低, 茎尖下首段和茎段

末段位置未出现芽分化。这表明美国库拉索芦荟茎

盘不定芽的形成与茎段位置有关。
表 2　库拉索芦荟茎段不同茎盘对形成不定芽的影响

T able 2　T he induction of adven tit ious bud from differen t part of the stem segm ents of CU RA CAO A loe

茎盘位置 (自上而下)
Site ofstem segm ent

(up to dow n)

接种外植体数
NO. of inocu lation

exp lan ts

不定芽数
N o. of adven tit ious

buds

平均每盘不定芽数
N o. of adven tit ious buds

per segm ent (average)

1 9 0 0
2 9 0 0
3 9 26 2. 89
4 9 52 5. 78
5 9 18 2. 00
6 9 0 0
7 9 0 0
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2. 4　激素配比对芽增殖效率的影响

将丛生芽切割成单株, 在附加不同激素配比的

培养基上继代培养 30 d, 观察库拉索芦荟芽增殖情

况。结果 (表 3) 表明, 在保持诱导培养基NAA 质

量浓度不变的情况下, 不同的细胞分裂素及其组合

对库拉索芦荟芽增殖效率影响很大。单独使用高质

量浓度 62BA 以及较高质量浓度的 62BA 和 KT 组

合, 虽然能获得较高的不定芽增殖率, 但不定芽生

长弱, 玻璃化现象严重。低质量浓度的 62BA , KT

与NAA 组合, 芽增殖效率较低, 但可获得健壮、均

一、无玻璃化现象的芽苗。对比分析表明, 附加 1.

0 m göL 62BA , 1. 5 m göL KT 和 0. 5 m göL NAA

是库拉索芦荟的最佳增殖培养基。

表 3　不同激素配比对库拉索芦荟芽增殖的影响

T able 3　Effect of exogenous ho rmones on the p lan tlet m ult ip licat ion of CU RA CAO A loe

培养基ö(m g·L - 1)
T reatm en t

接入不定芽数
N o. of

inocu lation bud

芽增殖数
N o. of p lan tlet

fo rm ed

增殖率ö%
M ultip lication

rate

玻璃化苗数
N o. of

vitrification
62BA 6. 0+ NAA 0. 5 18 96 5. 33 5

62BA 2. 5+ KT 2. 5+ NAA 0. 5 21 140 6. 67 3
62BA 2. 0+ KT 2. 0+ NAA 0. 5 20 105 5. 25 1
62BA 1. 0+ KT 1. 5+ NAA 0. 5 55 231 4. 20 0

3　讨论与结论

已有研究[ 2, 6 ]表明, 芦荟茎尖是试管克隆的最

佳外植体, 叶片组织也能通过不定芽增殖。本研究

证明:茎尖组织虽然能够建立起芦荟无性繁殖系,但

需要时间长, 且无性系繁殖效率低, 同时无性系建

立需要较高的激素质量浓度, 而未展开的幼嫩叶片

组织的任何部位都不具有再生能力, 茎盘组织是无

性系建立的理想外植体, 通过这种外植体易建立起

芦荟克隆增殖无性系, 且增殖效率高而稳定。

通过茎盘组织建立芦荟试管克隆无性系, 增殖

效率与其在茎段上的位置有关。研究发现, 库拉索

芦荟短宿茎的中部茎段形成层组织不定芽形成能力

最强, 而茎段的上部和下部茎段不定芽很难形成。

细胞分裂素是诱导库拉索芦荟芽增殖的主要激

素。M eyer H J , Staden 研究发现[12 ]: 芦荟组织培养

过程中 62BA , KT 能够增加组织褐变。本研究证实,

高质量浓度细胞分裂素显著增加褐变, 并且易引起

试管苗的玻璃化现象; 但低质量浓度的KT , 62BA

和NAA 配合使用可以显著降低褐变和玻璃化现

象,同时也有利于库拉索芦荟芽苗增殖和健壮生长。

在芦荟组织培养过程中一般采用M S培养基作

为基本培养基[1～ 12 ], 本研究在此基础上增加了有机

物质的用量, 采用B 5 培养基的有机物质, 结果得到

的试管苗健壮翠绿, 移栽成活率高, 这表明较高的

有机物质有利于芽苗健壮生长。
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O rganogenesis and p lan t le t regenera t ion in vit ro of

CU RA CAO aloe m icrop ropaga t ion

NG Y un -x ian 1, CHEN Yao-feng1, FU J ian -x i2, GUO D ong-we i1, REN Hui- l i1, CAO Tuan -wu1, GAO Lan 2

(1 L abora tory of Cy toeng ineering , Colleg e of A g ronomy , 2 Colleg e of L if e S ciences, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re

and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he research of cu ltu ra l character in vit ro of CU RA CAO A loe w as carried ou t u sing young

stem apex, leaf segm en ts and stem segm en ts as in it ia l exp lan ts. T he resu lt ind ica ted that young stem apex

had low er rep roducing ra te w h ile leaf segm en ts had no ab ility to rep roduce. Stem segm en t w as the best

exp lan t fo r the p lan t let regenera t ion in vit ro of CU RA CAO A loe. Bu t the m u lt ip lica t ion ra te had

rela t ion sh ip w ith the site w here the stem segm en ts set. T he segm en t in the m iddle of the stem had mo re

po ten t to p roduce adven t it iou s bud. Cytok in in w as the m ain exogenou s ho rmone w h ich induced the p lan t let

regenera t ion. Bu t h igh concen tra t ion resu lted in adven t it iou s bud poo r grow th and severe vit rif ica t ion. T he

best m edium fo r the p lan t let regenera t ion of CU RA CAO A loe w as M B m edium (M B m edium con ta in s the

m acroelem en t, m icroelem en t, mo lysite of M S m edium and o rgan ic m at ter of B 5 m edium ) w ith 62BA

1 m göL , KT 1. 5 m göL , NAA 0. 5 m göL.

Key words: a loe; m icrop ropagat ion; t issue cu ltu re; p lan t let regenera t ion
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Study on asparagu s spears physio log ica l change in

grow ing on fie ld and after harvest

D UAN Xu-chang, GAO Peng-cheng, L I Zh i-cheng, YANG Gong-m ing
(Colleg e of F ood S cience and E ng ineering , N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: R esp ira t ion ra te of asparagu s spears m easu red in the field show ed that the ra te of the t ip is

fou r t im es to that of the bu t t fo r 190 mm h igh spear. A fter harvest, there w as an imm edia te rise to a peak

in the resp ira t ion ra te, fo llow ed by a rap id drop du ring 24 h to a con stan t level 30% of the peak resp ira t ion

ra te. R esu lt of sugars and p ro tein s m easu red show ed there are low level of sugars and h igh level of p ro tein s

in the spear t ip s than that in bu t t, sugars and p ro tein s declined in the first 24 h after harvest. Fo r 24 h after

harvest, to ta l free am ino acids rem ained steady. A sparagineöaspart ic acid increased, g lu tum ineöglu tam ic

acid and p ro line decreased. 48 h after harvest, to ta l free am ine acids increased by 75%.

Key words: asparagu s spear; resp ira t ion ra te; sugars; p ro tein; free am ino acid
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