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毛喉鞘蕊花愈伤组织的诱导

及其活性成分的产生

甘烦远 郑光植
4中国科学院昆明植物研究所 5 2 6 7 6 8 9

摘 要 本文简要报道了毛喉鞘蕊花 4〔勺绝韶 州
召版动瓜 9无菌苗愈伤组织的诱导

,

初

步培养及细胞悬浮培养
,

同时对培养细胞中的有效成分进行了初步分析
1

关健词 毛喉鞘蕊花
,

愈伤组织
,

活性成分

毛喉鞘蕊花 4‘乞如
吕

沙
吕加舰“9为唇形科鞘蕊花属植物

,

主要分布于南亚的印度
、

斯里

兰卡及尼泊尔等地
,

我国直至最近才在云南省东北部地区发现并采集到
。

其所含的活性成

分二猪化合物具有强降压和强心作用
,

是一种高效低毒的新型心血管药物:3;
,

有关单位和

科研人员正在进行新药的临床研究及开发
。

但其化学成分的研究表明
,

其活性成分在原植

物中含量极低
,

得率仅为 6
1

6 6< = 一 6
1

62 = :3∀
,

并且野生资源有限
,

栽培方法及条件尚有

不少困难
。

虽然也有过组织培养的报告:71 叭但着重点在快速繁殖方面
。

国外学者 已对其进

行过细胞培养的研究
,

但培养物中有效成分含量仍然太低!8>
。

为了保护野生资源及生态环

境
,

提高活性成分的含量
,

本文应用植物细胞工程技术
,

对毛喉鞘蕊花进行 了组织及细胞

培养的初步研究
,

为将来应用于工业化大量生产其有效活性成分打下基础
。

材 料 和 方 法

愈伤组织的诱导

取毛喉鞘蕊花的种子
,

用 6
1

7 =升汞减压消毒 <2 分钟
,

然后接种于含 6
1

? =琼脂的培

养基上进行无菌苗的诱发
。

在 7甘℃下种子大约 拓 天左右即萌发
,

发芽率为 25 =左右
。

取

无菌苗的不同器官部位即胚根
、

胚轴及子叶三部分进行愈伤组织的诱导
,

方法是将不同器

官的外植体剪成长约 61 2 一 <
·

& ≅ ≅ 左右的切段
,

在无菌条件下接种到墙养基上进行愈伤

组织的诱导
。

诱导愈伤组织的基本培养基为 /Α Β 么 +≅ Χ Δ ∃ Ε
,

咬
一

∋ 十 61 3≅ Χ Δ∃ Φ  十 61 ? =

琼脂
,

并进行了其它不同培养的比较
。

75 土 <℃暗中培养
。

愈伤组织培养及细胞悬浮培养

将诱导出的愈伤组织与母体分离
,

然后接种到与诱导愈伤组织相同的培养基上进行
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继代培养
,

后来对培养基进行了改进
,

愈伤组织培养于/Α 十 <
·

& ≅ Χ Δ∃ Η琳 Β 6
‘

吕=琼脂的

培养基上
,

培养条件与方法同上
。

每 ΑΙ≅3 三角瓶分装 72 耐 的培养基
,

每次断代的愈伤组

织接种量大约为 6
1

& 7+4 干重 9左右
。

细胞悬浮培养的培养基与愈伤组织培养的相简
,

但去

掉琼脂
。

摇床转速 < 76 ϑ% ≅ ,

其它条件同上
。

每 7 26 ≅3 三角瓶分装 52 间 的液体培养基
,

细胞

悬浮培养的接种量在约为 6
1

Ι?Χ4 干重9左右
。

培养时间均为 Κ6 天
。

细胞生长速率的测定

收获的培养细胞冰冻干燥后称重
,

以每天每升培养基增加的细胞干重克数表示培养

细胞的生长速率 4Χ Δ ∃
1

ΛΜ Ν 9
,

每处理至少重复三次
,

结果取其平均值
。

培养细胞中活性成分的初步鉴定

培养细胞收获后
,

冰冻干燥至恒重
,

取 < 6? 干重细胞
,

无水乙醇 ?6 ℃回流提取三次
,

每次 8 小时
,

合并回流液
,

减压蒸干
,

得棣黑色提取物 7
1

22
,

提取物丙酮定量溶 解
。

进行

 ∃ , 分析
,

硅胶 Ο 板
,

以石油醚
Π

丙酮‘ ? ‘ 7 作展开剂
,

<6 =硫酸乙醇溶液显色
。

同时与原

植物提取液进行对比
1

三个标准有效成分分别为
Π !ϑΘΜ

,

Ρ!Ν 卜,& 3Ρ &Σ &3
一

Τ4 Η 9
, Μ,Ρ !Ν 3

一

0& ϑ+ Υ& 3ΘΣ

4
一

贫9
, Ρ& 3Ρ&

Σ & 3ς Τ 4一 9 :‘〕
。

结 果 与 讨 论

愈伤组织的诱导

我们对毛喉鞘蕊花无菌苗的不同器官部位进行了愈伤组织的诱导
。

道先把切段接种

到不同的培养基上
,

结果表明
,

并不是所有供试的培养基都适合于毛喉鞘蕊花愈伤组织的

诱导
。

供试的几种培养基如/+
、

5
, Ω一. 等中只有/+ 培养基较适合

,

其它的培养基如 5
, Ω ς

. 培养基
,

切段接种后 76 天左右两端开始变褐色
,

只有极少胚抽切段中央稍微变粗
,

到

Κ6 天后
,

绝大部分切段变黑死亡
,

在接种到 5
, Ω 一. 培养基的 Κ6 块切段中

,

最后 只有 8 块

胚轴切段未死亡并长出褐色粘稠的愈伤组织
,

诱导率仅为 <Κ =左右
。

接种到 /Α 培养基上的切段
,

培养 <6 天后
,

胚轴切段中央开始膨大
,

72 天后整个胚轴

切段 明显变大
,

两端开始增厚
,

Κ6 夭后胚轴切段开始全身长出白色
、

粘稠状的愈伤组织
,

8 6 天后愈伤组织长满并包围切段全身
,

诱导率为 88 =左右
,

但非常粘稠
,

极不容易与母体

分离
。

胚根切段由于太小
,

接种后 76 天死亡
,

子叶切段的诱导率也不高
,

仅为 2 =
。

因此
,

在以后的愈伤组织继代培养中
,

我们只进行了由胚轴诱导而来的愈伤组织的培养
,

其它切

段诱导的愈伤组织已弃去
。

愈伤组织培养及细胞悬浮培养

上面 已提到
,

从毛喉鞘蕊花无菌苗胚轴诱导得到的愈伤组织非常粘稠
,

很不成形
,

为

了改变愈伤组织的这种特性
,

我们对愈伤组织培养的培养基进行了选择
,

在供试的几种培

养基中
,

也只有 /+ 培养基较为合适
,

但生长并不快
。

培养在 5
,

Ω
一

. 及其它培养基上的愈

伤组织 76 天以后便变黑死亡
。

那么愈伤组织生长缓慢并粘稠的原因是什么呢 Ξ 因此
,

我

们对培养基中的激素进行选择
,

结果见表 <
。

从表 < 可以看出
,

ΗΤ � 最适合于愈伤组织的生
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长
,

特别是浓度为 <
1

&≅ +Δ ∃ 的 ≅ �
,

可使愈伤组织迅速生长
,

其生长速率可与其它的植物

愈伤组织如红花等:+> 相近
1

但愈伤组织仍不很疏松
,

还偶有不定根分化
。

其它植物激素或

组合都不很适合其生长
。

在以后的断代培养中
,

我们进一步对培养基进行了优化
,

包括添

加 有 机 复合物
、

1

各种培养基的配 比等
。

最 后 得 到 了 一 种理 想 的培 养基 配 方
,

即

/Α Β 3
·

Ι≅ +Δ ∃ ΗΤ � Β 6
1

? =琼脂
。

在这种培养基条件下
,

愈伤组织生长迅速
,

灰白色
,

疏松
,

不结块
,

也没有不定根分化
。

其生长速率可达 6
1

Κ2 +Δ ∃
1

ΛΜ Ν
,

而细胞悬浮培养的生长速率

可达 6
1

26 +Δ ∃
1

Λ ΜΝ 以上
。

一些培养因素对愈伤组织生长的影响

表 < 植物激紊对毛喂梢蕊花愈伤 愈伤组织培养于光照条件下 4每天光照

组织生长的影响
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<7 小时
, 二& &&3 ⎯9 会变为绿色

、

结块
、

变硬
,

有

不定根长出
。

其它的物理 因素试验表明
,

较适

合的 %− 值为 2
1

2 一 2
1

? ,

较合适的培养温度

为 76 一 Κ 6 ℃
1

添加有机附加物 4如椰子汁
、

水

解酪蛋白等 9可以使愈伤组织生长更快
,

但不

到收获时间愈伤组织便会变黑死亡
。

因此
,

毛

喉鞘蕊花愈伤组织的培养条件是
Π

75 ℃暗中

培养
,

培养基的 Ζ − 为 2
1

5 左右
。

愈伤组织中有效成分的初步鉴定

 ∃ , 层析结果表 明
,

愈伤组织乙醇提取

物的成分与原植物根的乙醇提取物的成分相

似
,

均含有与标准品4 Η
、

Η
、

班 9相对应的点
,

在用石油醚
Π

丙酮 一 ? Π
7 作展开剂时

,

标 准

品 Η
、

<
、

1 的 # 0 值分 别是
Π
6

1

8 Ω
、

6
1

Κ 5
、

6
1

7α
1

从  ∃ , 层析图上可以看出
,

愈伤组织

乙醇提取物中与三种标准品对应的斑点要比

原植物根的乙醇提取物的相对应的斑点大 4在相同重量及相同定容体积情况下 9
,

说明愈

伤组织中这几种有效成分的含量要比原植物高
。

但由于我们对其含量分析方法还未成熟
,

因此
,

准确的含量分析要在另文中介绍
。

致谢 金歧端先生提供毛喉期蕊花种子及标准品
。
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