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激素对杜仲幼茎愈伤组织诱导及生长的影响
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　　[摘　要 ]　以M S 为基本培养基, 添加不同浓度的 2, 42D ,NAA , IBA ,BA , KT 或其组合, 研究杜仲嫩茎愈伤组

织的诱导及生长情况。结果表明, 3 种生长素均可 100% 诱导出愈伤组织, 以 0. 5 m göL 2, 42D , 0. 5～ 1. 0 m göL

NAA , 1. 0 m göL IBA 效果较好; 2, 42D 和BA 及 KT 的组合均不利于愈伤组织诱导, 低浓度的BA 与NAA 和 IBA

组合能促进愈伤组织的诱导和生长, 其中 1. 0 m göL NAA + 0. 3～ 0. 5 m göL BA , 1. 0 m göL IBA + 0. 5 m göL BA 诱

导出的愈伤组织生长旺盛, 富有光泽, 适合进一步继代培养, 而高浓度则起抑制作用; KT 的加入对愈伤组织的诱导

及生长均起抑制作用。
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　　在药用植物组织培养研究中, 常发现培养细胞

中含有各种有药用价值的代谢产物, 其中有些是利

用微生物或化学方法不能合成的, 有些则是在整体

植株中含量甚微或植物资源本身十分缺乏, 如呋喃

香豆素衍生物V isadin 在种子愈伤组织中的含量为

0. 1%～ 0. 31% , 而在种子中含量仅为 0. 01%～

0. 06% [1 ]。因而利用植物细胞培养技术生产有用的

次生代谢产物已成为开发药用植物资源的重要途

径[2 ]。杜仲 (E ucom m ia u lm oid es O liv. ) 为重要的药

用植物, 被认为是世界上最高级的降压药物[3～ 5 ]。杜

仲的药用成分绿原酸、桃叶珊瑚甙、京尼平甙、京尼

平甙酸均为次生代谢产物[6 ] , 其在植株中含量低, 因

而利用组织培养筛选高产细胞株系和进行有用成分

的生产, 是一条可行方法, 大规模细胞培养必须以愈

伤组织为材料。本试验主要就几种常用的植物生长

素和细胞分裂素对杜仲愈伤组织诱导和生长的影响

进行了研究, 以期为杜仲大规模细胞培养生产次生

代谢产物奠定基础。

1　材料与方法

供试材料为西北农林科技大学西林校区杜仲优

树资源圃 6 年生杜仲优树L 33, 2002203220 和 20022
04210 采当年新生幼茎并迅速带回实验室后, 修去

叶片, 切成 3～ 4 cm 小段, 用体积分数 1% 洗洁精洗

涤并用自来水反复清洗后, 流水冲洗 2 h, 体积分数

70% 乙醇消毒 40 s, 无菌水冲洗 3～ 4 次, 1 göL
H gC l2消毒 8 m in, 无菌水冲洗 4 次, 无菌条件将其

切成 0. 7 cm 长的小段, 接种于培养基上。以M S 为

基本培养基, 加入蔗糖 30 göL , 用琼脂 6 göL 固化,

pH 调至 6. 3, 分别添加不同浓度的 2, 42D , NAA ,

IBA , BA , KT 等激素, 每处理接种 20 瓶, 每瓶接种

2 个外植体。在温度 (25±2) ℃, 光照 12 höd, 光照

强度 1 000～ 1 500 lx 的培养室内培养 20 d 后, 调查

出愈率。

2　结果与分析

2. 1　3 种生长素对愈伤组织诱导和生长的影响

2. 1. 1　2, 42D 浓度的影响　培养 3 d 后, 各处理幼

茎两端开始膨大变白, 6 d 时大部分外植体开始从

两端长出愈伤组织。对照的幼茎一直无明显变化, 也

无愈伤组织产生。培养 20 d 时, 3 种生长素各浓度处

理的外植体出愈率、愈伤组织的生长情况和颜色已

有明显差异。2, 42D 处理的培养基出愈时间比其他

2 种均早, 愈伤组织呈乳白色,NAA 和 IBA 处理的

出愈时间基本一致。愈伤组织状况随激素浓度不同

差异较大。在不同浓度的 2, 42D 中 (表 1) , 以 0. 5

m göL 的出愈率最高, 为 100% , 所诱导的愈伤组织

生长也最好。2, 42D 浓度过高或过低均不利于愈伤

组织的诱导和生长。2, 42D 浓度为 4. 0 m göL 时, 已

完全抑制外植体产生愈伤组织。
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表 1　不同浓度 2, 42D 对愈伤组织诱导和生长的影响

T able 1　Effects of 2, 42D on callus induction and grow th

2, 42D 浓度ö
(m g·L - 1)

2, 42D concen tration

接种外植体数
N o. of exp lan ts

inocu lation

愈伤组织块数
N o. of callus

induction

出愈率ö%
Percen tage of

callus induction

愈伤组织颜色
Co lour of the callus

生长情况
Grow th status
of the callus

0 40 0 0. 00 - -
0. 1 40 37 89. 25 乳白色, 无光泽M ilk2w h ite, fading + +
0. 3 38 36 94. 74 乳白色, 有光泽M ilk2w h ite, g lo ssy + + +
0. 5 40 40 100. 00 乳白色, 有光泽M ilk2w h ite, g lo ssy + + + +
1. 0 38 34 89. 47 乳白色, 有光泽M ilk2w h ite, g lo ssy + + +
2. 0 40 19 47. 50 乳白色, 无光泽M ilk2w h ite, fading + +
4. 0 36 0 0. 00 -

　　注: - - . 有明显抑制作用; - . 有抑制作用; + . 生长差; + + . 生长一般; + + + . 生长较好; + + + + . 生长好; + + + + + . 生长最好。下表同。

N o te: - - . obviously con tained grow th; - . con tained grow th; + . wo rse grow th; + + . generally grow th; + + + . good grow th; + + + + .

better grow th; + + + + + . the best grow th. It is the sam e in the fo llow ing tab les.

2. 1. 2　NAA 浓度的影响　NAA 在 2. 0 m göL 以

下时, 出愈率均在 90% 以上, 各处理间无明显差异,

但愈伤组织出愈时间、颜色、大小和继代后生长差异

较大 (表 2)。NAA 在 0. 1～ 0. 5 m göL 时, 愈伤组织

虽然长势较好, 但颜色暗淡, 没有光泽, 继代后生长

缓慢。NAA 1. 0 m göL 时, 愈伤组织生长较好, 呈奶

油色, 发亮, 有光泽, 转接后长势较好。NAA 在 1. 0

m göL 以下诱导出愈伤组织的时间基本一致, 为 7

d。NAA 为 2. 0 m göL 时, 诱导率和长势均较好, 继

代后生长一般, 但诱导愈伤组织所需要的时间较

1. 0 m göL 以下晚 2～ 3 d。NAA 为 4. 0 m göL 时, 出

愈时间比 2. 0 m göL 晚 2 d, 在仅有少量愈伤组织长

出后, 逐渐发褐, 死亡。

表 2　不同浓度NAA 对愈伤组织诱导和生长的影响

T able 1　Effects of NAA on callus induction and grow th

NAA 浓度ö
(m g·L - 1)

NAA concen tration

接种外植体数
N o. of exp lan ts

inocu lation

愈伤组织块数
N o. of callus

induction

出愈率ö%
Percen tage of

callus induction

愈伤组织颜色
Co lour of the callus

生长情况
Grow th status
of the callus

0 40 0 0. 00 - -
0. 1 40 36 90. 00 灰绿色, 无光泽 Grey2green, fading + + +
0. 3 38 37 97. 37 黄绿色, 无光泽 Yellow 2green, fading + + + +
0. 5 40 40 100. 00 黄绿色, 无光泽 Yellow 2green, fading + + + +
1. 0 38 38 100. 00 奶油色, 有光泽 C ream y, glo ssy + + + +
2. 0 40 37 89. 25 灰白色, 无光泽 Grey2w h ite, fading + + +
4. 0 40 9 22. 50 灰白色, 无光泽 Grey2w h ite, fading +

2. 1. 3　 IBA 浓度的影响　 IBA 浓度为 1. 0 m göL
时出愈率最高, 愈伤组织呈黄绿色, 有光泽, 生长较

好 (表 3)。当 IBA 浓度为 2. 0 m göL 时, 虽然出愈率

和长势也较好, 但愈伤组织暗淡, 没有光泽, 继代后

生长缓慢。 IBA 不同浓度的处理出愈时间与NAA

相同, 浓度为 0～ 1. 0 m göL 时, 各处理愈伤组织出

现时间为 7 d, 2. 0 m göL 较之晚 2～ 3 d, 4. 0 m göL
则较 2. 0 m göL 晚 2 d。

表 3　不同浓度 IBA 对愈伤组织诱导和生长的影响

T able 3　Effects of IBA on callus induction and grow th

IBA 浓度ö
(m g·L - 1)
IBA concen2

tration

接种外植体数
N o. of exp lan ts

inocu lation

愈伤组织块数
N o. of callus

induction

出愈率ö%
Percen tage of

callus induction

愈伤组织颜色
Co lour of the callus

生长情况
Grow th status
of the callus

0 40 0 0. 00 - -
0. 1 40 7 17. 50 灰白色, 无光泽 Grey2w h ite, fading +
0. 3 38 11 28. 95 灰绿色, 无光泽 Grey2green, fading +
0. 5 40 28 70. 00 灰绿色, 无光泽 Grey2green, fading + +
1. 0 40 40 100. 00 黄绿色, 有光泽 Yellow 2green, glo ssy + + +
2. 0 38 35 92. 11 灰白色, 无光泽 Grey2w h ite, fading + + +
4. 0 40 8 20. 00 灰白色, 无光泽 Grey2w h ite, fading +

2. 2　生长素和细胞分裂素交互作用对愈伤组织诱

导和生长的影响

2. 2. 1　2, 42D 与BA 和 KT 交互作用的影响　在

0. 5 m göL 的 2, 42D 中分别加入不同浓度的BA 和

KT 时, 随着添加的细胞分裂素浓度的增加, 愈伤组

织的诱导率明显下降, 诱导的愈伤组织长势也逐渐
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衰退 (表 4) , 在BA 和 KT 达 2. 0 m göL 时, 已完全 抑制了愈伤组织的形成。
表 4　2, 42D 与BA , KT 交互作用对愈伤组织诱导和生长的影响

T able 4　Effects of in teraction of 2, 42D and BA , KT on the callus induction and grow th

激素浓度ö(m g·L - 1)
Phytoho rmones
concen tration

接种外植体数
N o. of exp lan ts

inocu lation

愈伤组织块数
N o. of callus

induction

出愈率ö%
Percen tage of

callus induction

生长情况
Grow th status
of the callus

0. 5 2, 42D 40 40 100. 00 + + + +
0. 5 2, 42D + 0. 1 BA 40 38 95. 00 + + +
0. 5 2, 42D + 0. 3 BA 38 30 78. 95 + +
0. 5 2, 42D + 0. 5 BA 38 19 50. 00 +
0. 5 2, 42D + 1. 0 BA 36 2 5. 56 -
0. 5 2, 42D + 2. 0 BA 40 0 0. 00 - -
0. 5 2, 42D + 0. 1 KT 40 36 90. 00 + +
0. 5 2, 42D + 0. 3 KT 38 27 71. 05 +
0. 5 2, 42D + 0. 5 KT 40 19 47. 50 +
0. 5 2, 42D + 1. 0 KT 40 4 10. 00 -
0. 5 2, 42D + 2. 0 KT 40 0 0. 00 - -

2. 2. 2　NAA 与BA 和 KT 交互作用的影响　在
NAA 为 1. 0 m göL 时, 加入低浓度BA 对愈伤组织
诱导率影响不大, 但有利于其生长 (表 5)。当BA 为
0. 1 和 0. 3 m göL 时, 愈伤组织生长旺盛, 呈奶油色,
富有光泽, 生活力强; BA 为 1. 0 m göL 时, 愈伤组织

的诱导和生长明显受到抑制; BA 为 2. 0 m göL 时,
愈伤组织有 50% 的出愈率, 但长势较差, 继代后很
快枯死。加入 KT 对愈伤组织的诱导和生长有明显
的抑制作用, 且浓度越大, 抑制作用越强。当 KT 为
1. 0 m göL 时, 已完全抑制了茎段愈伤组织的形成。

表 5　NAA 与BA , KT 交互作用对愈伤组织诱导和生长的影响

T able 5　Effects of in teraction of NAA and BA , KT on the callus induction and grow th

激素浓度ö(m g·L - 1)
Phytoho rmones
concen tration

接种外植体数
N o. of exp lan ts

inocu lation

愈伤组织块数
N o. of callus

induction

出愈率ö%
Percen tage of

callus induction

生长情况
Grow th status
of the callus

1. 0 NAA 38 38 100. 00 + + + +
1. 0 NAA + 0. 1 BA 40 40 100. 00 + + + +
1. 0 NAA + 0. 3 BA 40 40 100. 00 + + + + +
1. 0 NAA + 0. 5 BA 38 38 100. 00 + + + + +
1. 0 NAA + 1. 0 BA 38 30 78. 95 + + +
1. 0 NAA + 2. 0 BA 38 19 50. 00 +
1. 0 NAA + 0. 1 KT 40 28 70. 00 + +
1. 0 NAA + 0. 3 KT 36 18 50. 00 +
1. 0 NAA + 0. 5 KT 40 8 20. 00 +
1. 0 NAA + 1. 0 KT 38 0 0. 00 -
1. 0 NAA + 2. 0 KT 40 0 0. 00 - -

表 6　 IBA 与BA , KT 交互作用对愈伤组织诱导和生长的影响

T able 6　Effects of in teraction of IBN and BA , KT on the callus induction and grow th

激素浓度ö(m g·L - 1)
Phytoho rmones
concen tration

接种外植体数
N o. of exp lan ts

inocu lation

愈伤组织块数
N o. of callus

induction

出愈率ö%
Percen tage of

callus induction

生长情况
Grow th status
of the callus

1. 0 IBA 38 38 100. 00 + + +
1. 0 IBA + 0. 1 BA 40 40 100. 00 + + + +
1. 0 IBA + 0. 3 BA 38 38 100. 00 + + + +
1. 0 IBA + 0. 5 BA 40 40 100. 00 + + + + +
1. 0 IBA + 1. 0 BA 38 23 60. 53 + +
1. 0 IBA + 2. 0 BA 36 7 19. 44 +
1. 0 IBA + 0. 1 KT 36 29 80. 56 + + +
1. 0 IBA + 0. 3 KT 38 27 71. 05 + +
1. 0 IBA + 0. 5 KT 40 16 40. 00 +
1. 0 IBA + 1. 0 KT 40 6 15. 00 -
1. 0 IBA + 2. 0 KT 40 0 0. 00 - -

2. 2. 3　 IBA 与BA 和KT 交互作用的影响　用 1. 0

m göL IBA 和细胞分裂素BA 配合使用诱导愈伤组
织, 当BA 浓度为 0. 1～ 0. 5 m göL 时, 出愈率均达
100% , 且愈伤组织块随着BA 的增加而增大 (表
6)。BA 浓度高于 1. 0 m göL 后, 明显抑制愈伤组织
的产生和生长。 IBA 培养基中加入 KT 明显抑制愈

伤组织的产生和生长, 浓度为 2. 0 m göL 的 KT 已
能完全抑制愈伤组织的形成。

3　讨　论

一般来说, 高生长素和低细胞分裂素有利于愈
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伤组织的诱导及生长[7 ] , 但生长素和细胞分裂素是
愈伤组织的形成所必需的。本试验中, 单独使用
2, 42D , NAA 和 IBA 3 种生长素均可 100% 诱导出
愈伤组织, 这说明杜仲幼茎中已含有一定量的细胞
分裂素, 在愈伤组织诱导的培养基中可不再加入, 而
不是诱导时不需要细胞分裂素。对 3 种生长素, 杜仲
幼茎的反应不同, 即各生长素的活性不同。2, 42D 的
最适浓度为 0. 5 m göL , 出愈时间最早; IBA 为
1. 0 m göL , 其出愈时间和NAA 相当, NAA 最适浓
度为 0. 5～ 1. 0 m göL , 其范围较宽, 而且诱导出的愈
伤组织长势最好。2, 42D 诱导出的愈伤组织在继代
培养中, 继续使用 2, 42D 会导致愈伤组织枯死, 转
入含有NAA 的培养基继代培养时愈伤组织生长启
动较晚, 第一代生长缓慢, 尽管许多有关杜仲愈伤组
织诱导的适宜配方中均含有2, 42D [8～ 11 ] , 考虑到外
植体内源激素的多变性和2, 42D 的致癌作用, 在作

为药源的杜仲组织培养中, 可以用 NAA 来代替
2, 42D。

不同种类激素对外植体的效应表现为相互促进
或拮抗。本研究表明, 在NAA , IBA 中加入低浓度的
BA , 促进愈伤组织的诱导和生长, 高浓度时起抑制
作用; 在 2, 42D 中加入细胞分裂素BA 或 KT 后, 均
抑制愈伤组织的诱导和生长, 这与前人有关 2, 42D
与BA 的配合有利于杜仲愈伤组织形成的结论不
同[11 ]; KT 与 3 种生长素配合使用均不利于杜仲愈
伤组织的诱导和生长, 这与唐建军等[11 ]在加入 0. 6

m göL KT 不利于杜仲愈伤组织的诱导结论一致。表
现为 3 种生长素与 KT、2, 42D 与BA 在杜仲幼茎愈
伤组织诱导方面的拮抗, 而NAA 和 IBA 与BA 间
既有拮抗也有促进。一般认为, KT 抑制禾本科植物
愈伤组织形成[7 ] , 而在双子叶植物中很少报道。
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Effect of phytoho rm om ones on shoo t ca llu s induct ion
and grow th of E ucom m ia u lm oid es O liv

L IYan 1, ZHANG Zhao-hong2, CU I Hong-an 1

(1 Colleg e of L if e S ciences; 2 Colleg e of H orticu ltu re,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 shoo ts of E ucom m ia u lm oid es O liv. as exp lan ts, theM S as the basic m adium supp lem en t2
ed w ith 2, 42D , NAA , IBA , KT , the callu s induct ion and grow th of E. u lm oid es O liv. w ere studied. T he re2
su lts show ed that, ca llu ses w ere induced 100 per cen t w hen exp lan ts w ere cu ltu red on M S m edium supp le2
m en ted w ith th ree aux in s. 0. 5 m göL 2, 42D , 0. 5- 1. 0 m göL NAA , 1. 0 m göL IBA w as best fo r ca llu s in2
duct ion and grow th. Com b inat ion of 2, 42D and BA o r KT w as w o rse than 2, 42D singly. L ow concen tra ted

BA and NAA o r IBA com b inat ion s had bet ter effect than singly, bu t h igh concen tra ted BA w as bad. T he

best com b inat ion of callu s induct ion and grow th w as 1. 0 m göL NAA + 0. 3- 0. 5 m göL BA o r 1. 0 m göL
IBA + 0. 5 m göL BA ,w ho se callu ses w ere grow ing qu ick ly, g lo ssy, su itab le fo r subcu ltu re. KT w as bad fo r

callu s induct ion and grow th.

Key words: E ucom m ia u lm oid es O liv; t issue cu ltu re; ca llu s induct ion; phytoho rmomones
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