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大花金挖耳无菌外植体的获得及
愈伤组织诱导的初步研究
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　　[摘　要 ]　以大花金挖耳 (Carp esium m acrocep ha lum F ranch. et Sav) 种子为材料, 进行了种子消毒和愈伤组

织诱导及继代的初步研究。结果表明, 对大花金挖耳种子进行消毒的最佳条件为, 以体积分数70% 的乙醇消毒5 m in

后, 再用50% 的N aC lO 3 处理30 m in。在大花金挖耳无菌苗的根形成愈伤组织的正交试验中, 基本培养基对愈伤组织

诱导率的影响最大, NAA 次之, 62BA 影响最小, 对愈伤组织诱导的较优组合是B 5 + NAA 3. 0 m göL + 62BA 0. 2

m göL , 诱导率为 100% ; 在优化诱导愈伤组织的激素浓度配比试验中, B 5+ NAA 2. 0～ 3. 0 m göL + 62BA 0. 2～ 0. 4

m göL 对大花金挖耳愈伤组织的诱导率为 100% , 且产生的愈伤组织多为淡黄色、质地疏松、生长势极好、褐化时间

长, 适合于大花金挖耳愈伤组织的诱导。在培养基中分别添加500 m göL V C 和10 000 m göL PV P 能抑制大花金挖

耳愈伤组织的褐变, 且有利于愈伤组织的继代。
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　 　 大 花 金 挖 耳 ( Ca rp esium m acrocep ha lum

F ranch. et Sav) 是菊科天明精属植物, 主要分布于

我国东北、华北及河南、陕西 (南部)、甘肃、四川等

地, 常见于海拔1 000～ 2 000 m 的山坡林缘、山谷等

灌丛中, 花期7～ 8 月, 果期9～ 10 月。其花和果实可

用来提取芳香油, 民间用于治疗吐血[1 ]。大花金挖耳

含有黄酮、天明精内酯酮等倍半萜内酯及其苷类等

多种活性成分[226 ] , 有较高的抗人体肝癌细胞活性和

杀菌活性[728 ]。由于大花金挖耳生长周期长, 生长受

到地域和环境因素的限制, 所以从大花金挖耳花等

部位化学提取活性成分具有较大的局限性。因此, 对

大花金挖耳进行细胞培养, 让其产生有用的次级代

谢产物, 以解决其资源保护和开发利用的矛盾很有

必要。目前, 国内外关于大花金挖耳的研究主要集中

在其化学成分及其医药和农药活性[229 ]方面, 对其组

织、细胞培养等方面的技术研究尚未见报道。本试验

以大花金挖耳种子为材料, 探讨获得无菌外植体的

条件, 设计正交试验研究大花金挖耳愈伤组织诱导

的培养基、激素条件, 并在筛选的基础上进行了

NAA 和 62BA 两种激素配比对诱导愈伤组织的优

化试验, 以期为大花金挖耳高产细胞系的筛选、大规

模细胞培养生产有用物质以及转基因研究提供良好

的材料。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

　　大花金挖耳种子, 采自陕西秦岭蒿坪寺。

1. 2　方　法

1. 2. 1　大花金挖耳种子消毒试验　首先挑选饱满

大花金挖耳种子包于医用纱布中, 用自来水冲洗过

夜, 接着分别采用3 种方法进行消毒处理: ①体积分

数70% 乙醇消毒5, 10, 30 m in; ②体积分数70% 乙醇

消毒 5 m in 后, 再分别用体积分数为 6. 25% ,

10. 00% , 12. 50% , 20. 00% , 25. 00% , 50. 00% ,

100. 00% 的N aC lO 3 消毒 5, 10, 30 m in; ③体积分数

70% 乙醇消毒 5 m in 后, 再分别用质量分数为

0. 10% 和0. 50% 的H gC l2 消毒5, 10, 30 m in。消毒结

束后分别用无菌水漂洗5 次, 按每瓶4 粒接种于盛有

无激素的M S 固体培养基上, 每处理接种10 瓶, 置温

度 (25±2) ℃、光照 12 höd、光照强度1 500～ 2 000
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lx 的光照培养架上, 7 d 后进行未污染发芽种子率

统计分析, 并以 7 d 后所获无菌苗的根 (2 cm ) 为外

植体进行愈伤组织诱导试验。

1. 2. 2　大花金挖耳愈伤组织诱导正交试验　设计

L 9 (34)正交试验[10 ] (表1) , 将1. 2. 1 所获无菌苗的根

切段 (长 0. 5～ 1 cm ) 接种到不同处理的诱导培养基

上, 进行诱导愈伤组织最佳培养基、生长素萘乙酸

(NAA ) 和细胞分裂素 62苄基腺嘌呤 (62BA ) 等条件

的初步筛选试验。表1 中培养基的蔗糖浓度均为20

göL、pH 为5. 8, 光照时间为12 höd、光强为2 000～ 3

000 lx。每处理接种10 瓶, 每瓶4 块外植体, 试验中

所用的三角瓶均为100 mL , 培养基量为50 mL。

表 1　L 9 (34)正交试验因素水平编码表

T able 1　T reatm ent level code of L 9 (34) o rthogonal experim ent

水平
L evel

因子 Facto rs

培养基
Cultu re m edium

A

NAA ö
(m g·L - 1)

B

62BA ö
(m g. L - 1)

C

空闲因子
V acancy

D

1 M S 0. 3 0. 2

2 B 5 1. 0 0. 6

3 N T 3. 0 1. 6

1. 2. 3　诱导大花金挖耳愈伤组织激素配比的优化

试验　通过 1. 2. 2 正交试验, 在确定基本培养基的

基础上, 以愈伤组织诱导率、颜色、质地和褐化时间

为评判指标, 设计NAA 的浓度为0, 0. 25, 0. 5, 1. 0,

2. 0, 3. 0, 4. 0 和5. 0 m göL , 62BA 的浓度为0, 0. 1, 0.

2, 0. 4, 0. 8, 1. 6 m göL , 研究两种不同浓度激素组合

对大花金挖耳愈伤组织诱导的影响, 培养条件同 1.

2. 2。

1. 2. 4　抗氧化剂对大花金挖耳愈伤组织继代培养

的影响　将 1. 2. 2 试验所获得的愈伤组织在B 5 +

NAA 2. 0 m göL + 62BA 0. 2 m göL 培养基上继代培

养3 代后, 以B 5+ NAA 2. 0 m göL + 62BA 0. 2 m göL
为基本培养基, 向其分别添加抗坏血酸 (V C )、聚乙

烯吡咯烷酮 (PV P)、活性炭等抗氧化剂, 以不添加任

何抗氧化剂作为对照。每处理接种 10 瓶, 培养条件

同1. 2. 2, 培养45 d 后统计愈伤组织褐变等级, 比较

不同抗氧化剂对大花金挖耳愈伤组织继代培养中褐

变的抑制效果。

1. 3　观测项目

外植体接种6～ 20 d 后开始产生愈伤组织, 30 d

后对根诱导的愈伤组织进行诱导率和形态指标的统

计, 其中诱导率= (产生愈伤组织的外植体块数ö总
接种块数)×100%。观察愈伤组织的颜色、质地和生

长势, 将愈伤组织褐化的程度分为5 级, 其中0 级: 外

观鲜艳, 黄色; 1 级: 暗黄色, 轻度褐变; 2 级: 黄褐色,

褐变; 3 级: 褐色, 严重褐变; 4 级: 黑色。

2　结果与分析

2. 1　大花金挖耳种子的消毒

　　大花金挖耳种子经体积分数 70% 酒精及N a2
C lO 3, H gC l2 处理后的萌发率和污染率测定结果如

表2 所示。
表 2　消毒处理后大花金挖耳种子的萌发率和污染率分析 (7 d)

T ab le 2　Germ ination and con tam ination rate of seed after sterilized w ith CH 3CH 2OH ,N aC lO 3, H gC l2 %

消毒剂
D isinfecto r

消毒时间öm in T im e

5 10 30

萌发率
Germ ina2
t ion rate

污染率
Contam ina2

t ion rate

萌发率
Germ ina2
t ion rate

污染率
Contam ina2

t ion rate

萌发率
Germ ina2
t ion rate

污染率
Contam ina2

t ion rate

70% CH 3CH 2OH 0 100 0 100 10 100

70% CH 3CH 2OH (5 m in) + 6. 25% N aC lO 3 28. 30 12. 17 45. 24 0 57. 35 0

70% CH 3CH 2OH (5 m in) + 10% N aC lO 3 29. 63 7. 54 36. 11 0 45. 33 0

70% CH 3CH 2OH (5 m in) + 12. 5% N aC lO 3 48. 19 4. 81 46. 67 0 57. 45 0

70% CH 3CH 2OH (5 m in) + 20% N aC lO 3 63. 46 1. 08 72. 22 0 78. 95 0

70% CH 3CH 2OH (5 m in) + 25% N aC lO 3 61. 96 0 70. 19 0 83. 05 0

70% CH 3CH 2OH (5 m in) + 50% N aC lO 3 59. 46 0 96. 43 0 98. 80 0

70% CH 3CH 2OH (5 m in) + 100% N aC lO 3 38. 30 0 61. 67 0 46. 77 0

70% CH 3CH 2OH (5 m in) + 0. 1% H gC l2 0 0 0 0 0 0

70% CH 3CH 2OH (5 m in) + 0. 5% H gC l2 0 0 0 0 0 0
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　　从表 2 可以看出: ①在对大花金挖耳种子进行

消毒时, 仅用体积分数 70% 酒精处理 5～ 30 m in, 污

染率仍达 100% ; ②在体积分数 70% 酒精前处理 5

m in 后, 再用体积分数 6. 25%～ 100% 的N aC lO 3 消

毒, 当N aC lO 3 体积分数为 6. 25%～ 20% 时, 消毒 5

m in 会引起污染, 随消毒时间的延长, 污染率降低为

0% , 灭菌效果较好; 而用体积分数 25%～ 100% 的

N aC lO 3 处理 5～ 30 m in, 污染率均为 0% , 灭菌效果

很好。在相同消毒时间内, 随N aC lO 3 体积分数的增

加, 灭菌效果越好, 但N aC lO 3 体积分数过高 (100% )

会抑制种子的萌发, 其中用体积分数 50% N aC lO 3

消毒30 m in 的灭菌效果最好, 且大花金挖耳种子的

萌发率达 98. 80% , 污染率为 0% ; ③在用体积分数

70% 酒精前处理5 m in, 再用质量分数0. 1% 和0. 5%

H gC l2 处理后, 大花金挖耳种子的萌发率和污染率

均为0%。总之, 种子消毒的基本要求是既要杀死种

子表面的全部微生物, 使污染率降到最低, 又要不伤

害种子, 使种子具有较高的萌发率。由此可知, 体积

分数70% 酒精消毒5 m in 后, 再用体积分数50% N a2
C lO 3 消毒 30 m in 是大花金挖耳种子消毒的最佳条

件。

2. 2　大花金挖耳愈伤组织的诱导

由表 3 可见, 以M S 和B 5 为基本培养基的处理

É 21～ É 26 的诱导率均高于 50% , 其中É 26 处理的

诱导率最高, 为100%。将无菌苗的根段接种到培养

基B 5+ NAA 3. 0 m göL + 62BA 0. 2 m göL 上, 培养6

d 后观察发现, 在根段的切口处和根尖处开始形成

愈伤组织, 该愈伤组织淡黄色, 质地疏松, 生长势极

好。以N T 为基本培养基的处理É 27～ É 29 的诱导

率均低于 50% , 愈伤组织黄色, 质地致密, 生长势一

般。由表3 还可知,A 因素 (基本培养基)对愈伤组织

诱导率的影响最大, B 因素 (NAA ) 次之, C 因素 (62
BA ) 的影响最小; 根据平均值大小可知最优组合为

A 2B 3 C 1, 即B 5+ NAA 3. 0 m göL + 62BA 0. 2 m göL
最适合于大花金挖耳愈伤组织的诱导。

表 3　培养基组成对愈伤组织诱导的影响

T able 3　Effect of cu ltu re m edia compo sit ion on callus induction

处理
T reatm en t

培养基
M edium

A

NAA ö
(m g·L - 1)

B

62BA ö
(m g·L - 1)

C

空闲因子
V acancy

D

诱导率ö%
Fo rm ation
frequency
of callus

愈伤组织 Callus

颜色
Co lour

质地
Q uality

生长势
Grow th

stat

É 21 1 (M S) 1 (0. 3) C1 (0. 2) 1 62. 70 黄色 Yellow 致密 T igh t + +

É 22 1 (M S) 2 (1. 0) C2 (0. 6) 2 65. 35 黄色 Yellow 致密 T igh t + +

É 23 1 (M S) 3 (3. 0) C3 (1. 6) 3 83. 8 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + +

É 24 2 (B 5) 1 (0. 3) C2 (0. 6) 3 77. 8 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + +

É 25 2 (B 5) 2 (1. 0) C3 (1. 6) 1 75. 43 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + +

É 26 2 (B 5) 3 (3. 0) C1 (0. 2) 2 100 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + +

É 27 3 (N T ) 1 (0. 3) C3 (1. 6) 2 15. 45 黄色 Yellow 致密 T igh t +

É 28 3 (N T ) 2 (1. 0) C1 (0. 2) 3 30. 33 黄色 Yellow 致密 T igh t +

É 29 3 (N T ) 3 (3. 0) C2 (0. 6) 1 45. 05 黄色 Yellow 致密 T igh t +

K 1 211. 85 155. 95 191. 29 183. 18

K 2 251. 49 171. 11 188. 2 179. 06

K 3 90. 83 227. 11 174. 68 191. 93

k1 70. 616 67 51. 983 33 63. 763 33 61. 06

k2 83. 83 57. 036 67 62. 733 33 59. 686 67

k3 30. 276 67 75. 703 33 58. 226 67 63. 976 67

R 53. 553 3 23. 72 5. 536 7 4. 29

　　注: + + + + , + + + , + + , + , - 分别表示愈伤组织生长势极好、好、较好、一般及受到抑制。下表同。K 1, K 2, K 3 表示水平; k1, k2, k3 表示

水平均值。

N o te: + + + + , + + + , + + , + , - indicate the excellen t, very good, good, no rm al and restrain grow th status of callus, respectively. K 1,

K 2, K 3 refer to sum of level; k1, k2, k3 refer to average.

2. 3　诱导愈伤组织激素配比的优化

由表 4 可以看出, 在附加不同激素配比的B 5 培

养基中, 大多数愈伤组织的启动期为6～ 7 d, 褐化时

间一般为26～ 45 d; 在不加激素的B 5 培养基中, 无菌

苗的根不能诱导出愈伤组织; 在只添加生长素NAA

的Ê 22～ Ê 28 处理中, 愈伤组织的诱导率随NAA

浓度的增加而逐步增大, 生长势逐步增强, 在NAA

浓度为1. 0～ 2. 0 m göL 时达到最高, 过高的NAA 浓

度 (4. 0～ 5. 0 m göL )又会抑制愈伤组织的生长。
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表 4　B 5 培养基中不同NAA , 62BA 激素配比对愈伤组织诱导的影响

T able 4　Effect of m ult ip licat ion NAA and 62BA in teraction in B 5m edium on callus induction

处理
T reatm en t

激素浓度ö(m g·L - 1)
Ho rmone concen tration

NAA 62BA

启动期öd
D ays of

callus
beginn ing

诱导率ö%
Percen tage
of callus
induction

愈伤组织 Callus

颜色
Co lour

质地
Q uality

生长势
Grow th
status of

callus

愈伤组织
褐化时间öd
B row ning

tim e

Ê 21 0 0 0 0. 00 - 0

Ê 22 0. 25 0 7 81. 42 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 35

Ê 23 0. 5 0 7 89. 14 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 36

Ê 24 1. 0 0 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + + 40

Ê 25 2. 0 0 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + + 35

Ê 26 3. 0 0 8 81. 49 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 36

Ê 27 4. 0 0 8 81. 49 黄色 Yellow 致密 T igh t + + + 36

Ê 28 5. 0 0 8 60. 49 黄色 Yellow 致密 T igh t + + 30

Ê 29 0 0. 1 18 68. 14 黄色 Yellow 致密 T igh t + 33

Ê 210 0 0. 2 20 69. 08 黄色 Yellow 致密 T igh t + 32

Ê 211 0 0. 4 0 0. 00 - 0

Ê 212 0 0. 8 0 0. 00 - 0

Ê 213 0 1. 60 0 0. 00 - 0

Ê 214 0. 25 0. 1 7 40. 00 黄色 Yellow 致密 T igh t + 37

Ê 215 0. 25 0. 2 7 41. 11 黄色 Yellow 致密 T igh t + 37

Ê 216 0. 25 0. 4 7 77. 42 黄色 Yellow 致密 T igh t + + + 37

Ê 217 0. 25 0. 8 7 76. 22 黄色 Yellow 致密 T igh t + + + 35

Ê 218 0. 25 1. 6 7 76. 92 黄色 Yellow 致密 T igh t + + + 30

Ê 219 0. 5 0. 1 6 80. 00 黄色 Yellow 致密 T tigh t + + 37

Ê 220 0. 5 0. 2 6 100. 00 黄色 Yellow 致密 T igh t + + + 37

Ê 221 0. 5 0. 4 6 100. 00 黄色 Yellow 致密 T igh t + + + 37

Ê 222 0. 5 0. 8 6 86. 22 黄色 Yellow 致密 T igh t + + + 30

Ê 223 0. 5 1. 6 6 85. 71 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 30

Ê 224 1. 0 0. 1 6 86. 22 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 37

Ê 225 1. 0 0. 2 6 84. 36 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 37

Ê 226 1. 0 0. 4 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 39

Ê 227 1. 0 0. 8 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 36

Ê 228 1. 0 1. 6 6 80. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 30

Ê 229 2. 0 0. 1 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 45

Ê 230 2. 0 0. 2 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + + 45

Ê 231 2. 0 0. 4 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + + 45

Ê 232 2. 0 0. 8 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + + 40

Ê 233 2. 0 1. 6 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 40

Ê 234 3. 0 0. 1 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 45

Ê 235 3. 0 0. 2 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + + 45

Ê 236 3. 0 0. 4 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + + 45

Ê 237 3. 0 0. 8 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 38

Ê 238 3. 0 1. 6 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 38

Ê 239 4. 0 0. 1 6 73. 33 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 35

Ê 240 4. 0 0. 2 6 76. 32 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 35

Ê 241 4. 0 0. 4 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + + 35

Ê 242 4. 0 0. 8 6 100. 00 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 30

Ê 243 4. 0 1. 6 6 97. 32 淡黄色 P rim ro se yellow 疏松 L oo se + + + 29

Ê 244 5. 0 0. 1 6 63. 33 黄色 Yellow 致密 T igh t + + 30

Ê 245 5. 0 0. 2 6 66. 32 黄色 Yellow 致密 T igh t + + 30

Ê 246 5. 0 0. 4 6 70. 00 黄色 Yellow 致密 T igh t + + 30

Ê 247 5. 0 0. 8 6 42. 50 黄色 Yellow 致密 T igh t + + 30

Ê 248 5. 0 1. 6 6 35. 79 黄色 Yellow 致密 T igh t + 26
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　　由表4 可知, 只添加62BA 不利于愈伤组织的形

成, 低浓度 (0. 1～ 0. 2 m göL )的62BA 可形成少量愈

伤组织, 但启动期较晚; 高浓度 (0. 4～ 1. 6 m göL ) 的

62BA 抑制愈伤组织的形成。从褐化时间上看,NAA

和62BA 结合使用较单一使用时的诱导效果好, 尤以

B 5+ NAA 2. 0～ 3. 0 m göL + 62BA 0. 2～ 0. 4 m göL
较佳 (图 1) , 所获愈伤组织淡黄色、疏松且生长势极

好, 褐化时间达45 d。

2. 4　抗氧化剂对愈伤组织继代培养的影响

　　据报道[11 ] , 培养物褐变是由于培养物含有的丰

富多酚化合物在多酚氧化酶的作用下氧化所致, 在培

养基中加入抗氧化剂或活性炭, 对防止某些植物培养

物的褐变具有一定的效果。本试验发现, 愈伤组织继

代培养45 d 左右会产生不同程度的褐变 (图2, 表5)。
表 5　不同抗氧化剂对大花金挖耳愈伤组织继代培养的影响

T able 5　Effects of various ox idation2resistan t active compounds on calli cu ltu re

抗氧化剂
A ntiox idan t

浓度ö(m g·L - 1)
Concen tration

愈伤组织 Callus

接种时鲜质量ö(g·瓶- 1)
Inocu lation cell FW

净干重ö(g·瓶- 1)
Increm en t cell DW

褐变等级
B row ning grade

抗坏血酸
V C

5 0. 45 0. 69 e 3
500 0. 45 0. 95 b 1

1 000 0. 45 0. 75 d 2

聚乙烯吡咯烷酮
PV P

1 000 0. 45 0. 72 d 2
5 000 0. 45 0. 87 c 1
10 000 0. 45 1. 04 a 1

活性炭
A ctive carbon

2 000 0. 45 0. 58 f 4
5 000 0. 45 0. 39 g 4
10 000 0. 45 0. 18 h 4

对照 CK 0. 45 0. 68 e 3

　　注: 同列数据后标不同字母者表示差异显著 (P < 0. 05)。

N o te: D atas w ith differen t letters indicate sign ifican t difference level at 0. 05 level.

571第 10 期 李玉平等: 大花金挖耳无菌外植体的获得及愈伤组织诱导的初步研究



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

　　由表 5 可见, 抗坏血酸 (V C ) 和聚乙烯吡咯烷酮

(PV P)具有良好的抑制大花金挖耳愈伤组织褐变的作

用(图3)。活性炭对愈伤组织褐变的抑制效果最差, 其

不但未减轻褐变, 反而使愈伤组织变黑死亡(图4)。由

愈伤组织净干重及褐变等级可知, V C 的最适浓度为

500 m göL , PV P 的最适浓度为10 000 m göL 左右。

3　讨　论

3. 1　正交设计在大花金挖耳愈伤组织诱导中的

应用

　　在植物细胞及组织培养工作中, 确定初培养的

配方往往是最重要的基础工作。在试验初期阶段若

依靠进行多次实验进行筛选, 则不仅费时、费力, 且

试验结果常常并非最佳组合, 因而使试验带有一定

的盲目性。正交试验虽是一种普通的数学方法, 但早

在20 纪70 年代我国已把正交设计应用于植物的离

体培养[12 ]。随后, 张国治等[13 ]、孟玉玲等[14 ]用正交

试验来筛选培养基, 均获得了较为理想的效果。本研

究采用正交设计, 筛选出了诱导大花金挖耳愈伤组

织的基本培养基和激素组合, 即 B 5 + NAA 3. 0

m göL + 62BA 0. 2 m göL , 缩小了研究范围, 为诱导

愈伤组织的激素配比优化试验奠定了基础。

3. 2　激素对大花金挖耳愈伤组织诱导的影响

在愈伤组织诱导及其培养中, 一般常采用外源

生长调节剂如生长素和细胞分裂素, 而在各种植物

激素中, 生长素萘乙酸 (NAA ) 和细胞分裂素62苄基

腺膘呤 (62BA ) 较为常用。前人[15217 ]已研究了NAA

和 62BA 在菊科植物组织培养中的作用, 由于菊科

植物普遍含有较高的内源激素[17 ] , 故本研究结果也

表明, 较低浓度的NAA 和 62BA 配比具有较好的组

织培养效果, 大花金挖耳愈伤组织诱导的最佳配比

为NAA 2. 0～ 3. 0 m göL + 62BA 0. 2～ 0. 4 m göL ,

用此配比 6 d 左右即可诱导出愈伤组织, 且愈伤组

织生长势好, 呈淡黄色, 质地疏松, 褐化时间晚。本试

验中有关其他植物生长调节剂对大花金挖耳愈伤组

织的诱导效果及液体培养活性细胞系的筛选, 还有

待于进一步深入研究。
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Study on the ob ta in ing of sterile exp lan ts and ca llu s induct ion

of Ca rp esium m acrocep ha lum F ranch. e t Sav

L IY u-p inga, b,W ANG Y ong-hongb, ZHANG Qiangb, FENG Jun - taob, ZHANG X ingb

(a Colleg e of L if e S ciences; b B iora tiona l P esticid es R esearch and D evelopm en t Cen ter,

N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: It w as the first t im e to induce the callu s of Ca rp esium m acrocep ha lum F ranch. et Sav by tak2
ing its roo t as the exp lan ts from its seeds in th is paper. T he resu lts ind ica ted that the asep sis germ inat ion

ra te of seed amoun ted to 98. 80% w hen its seeds w ere sterilized w ith 70% alcoho l fo r 5 m in, then 50%

N aC lO 3 fo r 30 m inu tes. It a lso show ed that such facto rs as basic m edia, types and concen tra t ion of ho r2
mones had a great effect on the induct ion ra te, grow th and b row n ing t im e of the callu s. T he p roper callu s

induct ion m edia w ere selected by o rthogonal design,mo re2over, the k ind and su itab le level of ho rmone w ere

ascerta ined. T he basic m edia w ere the crit ica l facto rs to callu s induct ion, then NAA , the op t im um m edium

fo r callu s induct ion of Ca rp esium m acrocep ha lum F ranch. et Sav w as B 5 + NAA 3. 0 m göL + 62BA 0. 2

m göL. M o reover the best effects w ere ob ta ined by u sing NAA of 2. 0- 3. 0 m göL + 62BA 0. 2- 0. 4 m göL
in B 5 so lid m edium s. T he induct ion ra te of the callu s w as 100% , and the callu s w as p rim ro se yellow and

loo se. By adding 500 m göL V C o r 10 000 m göL PV P, the callu s kep t p rim ro se yellow and vigo rou s.

Key words: compo sitae p lan t; Ca rp esium. m acrocep ha lum F ranch. et Sav; exp lan t; d isinfecto r; ca llu s in2
duct ion

　　 (上接第170 页)

Abstract ID : 1671-9387 (2006) 10-0164-CA

E thano l ferm en ta t ion from cellu lo se by exp ression of cellob iase

gene and d isrup t ion of GPD 1 in S accha rom y ces cerev isiae

ZHANG L ianga , SH I Gui-yanga ,W ANG Zheng-x iangb, ZHANG Ke-changa

(a L abora tory of B iom ass R esou rces, S chool of B iotechnology ; b T he K ey L abora tory of Ind ustry B iotechnology ,

M inistry of E d uca tion, S ou thern Y ang tz e U niversity ,W ux i, J iang su 214036, Ch ina)

Abstract: A cco rd ing to homo logou s recom b inat ion theo ry, Β2gluco sidase gene bg lÊ from T richod erm a

reesei w as in tegra ted in to the key enzym e gene GD P 1 of the glycero l m etabo lism pathw ay from indu stria l

S accha rom y ces cerev isiae ch romo som e DNA. A nd m u lt i2copy recom b inan ts w ere screened th rough increas2
ing G418 concen tra t ion in the m edium. It w as show n, based on the study, tha t cellob io se u t ility capab ility of

the recom b inan ts w as increased, g lycero l p roduct ivity of that w as decreased, and the bg lÊ gene exp ression

w as stab le in the ho st cell. N o impact on the cell character appeared after the in troduct ion of ex trin sic

gene, bu t the cells f luctuated w hen grow ing. W hen compared w ith paren t indu stria l S. cerev isiae Y to fer2
m en t w ith m icrocrysta lline cellu lo se fo r raw m ateria l inco rpo ra t ion cellu lase, ethano l st rength increased by

69% and cellob io se accum u lat ion decreased.

Key words: Β2gluco sidase; cellob io se; cellu lo se u t ility; ethano l ferm en ta t ion
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