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药用植物粉花绣线菊的组织培养的建立与快速繁殖研究

胡益明,甘烦远3 ,彭丽萍,郝小江α

(中国科学院昆明植物所,云南 昆明　650204)

摘　要:目的　建立了粉花绣线菊 S p iraea jap on ica L. f. 愈伤培养系统和快速繁殖方法。方法　通过用M S、6, 72
V、B 5 等 3种不同的培养基对粉花绣线菊植株的茎尖、嫩叶、叶柄等不同部位进行愈伤组织诱导和成苗诱导。结果
　通过本研究,建立了愈伤培养系统,实现了快速繁殖。结论　M S 培养基诱导愈伤效果最好,在M S+ 2, 42D 210

m göL + KT 013 m göL 培养基中,幼叶、茎尖、叶柄等外植体均能诱导出愈伤组织,其中以茎尖外植体诱导的效果最
好; 茎尖外植体在M S+ 2 m göL BA + 011 m göL NAA 能长出丛生苗,将丛生苗转入培养基 1ö2M S+ 0125 m göL
BA + 015 m göL NAA 可生根成小苗。
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Stud ies on establ ishm en t of ca ll i culture for rap id propaga tion of Sp iraea j ap on ica
HU Y i2m ing, GAN Fan2yuan, PEN G L i2p ing, HAO X iao2jiang

　　 (Kunm ing Institu te of Bo tany, Ch inese A cadem y of Sciences, Kunm ing Yunnan 650204, Ch ina)

Abstract: Object　To estab lish a calli cu ltu re system fo r the rap id p ropagat ion of S p eiraea jap on ica

L. f. . M ethods　Callu s and shoo t induct ion w ere carried ou t on M S, 6, 72V o r B 5 m edia w ith differen t

parts of the p lan t such as stem tip , tender leaves and pet io le as exp lan ts. Results　A calli cu ltu re system

w as estab lished fo r the rap id p ropagat ion of S. jap on ica. Conclusion 　M S cu ltu ra l m edium w as found to
be mo st su itab le fo r calli induct ion. M S w ith 2. 0 m göL 2, 42D + 0. 3 m göL KT can induce calli w hen the

exp lan ts w ere u sed fo r the induct ion, w ith stem tip s being the mo st sa t isfacto ry exp lan t. C lu sters of

seedlings can be induced on M S+ 2 m göL BA + 0. 1 m göL NAA and w hen these seedlings w ere tran sferred

to 1ö2 M S + 0. 25 m göL BA + 0. 5 m göL NAA m edium , roo t w ere developed to give young seedlings. 2
Key words: S p iraea jap on ica L. f. ; cu llus tissue; rap id p rop ag a tion
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　　粉花绣线菊 S p iraea jap on ica L. f. 又名土黄

连、火烧尖,为蔷薇科绣线菊属植物。落叶灌木,高可

达 115 m。根、叶、果实都可入药。民间常用于通经、

通便、利尿、止咳、明目、镇痛,主治月经不调、痢疾、

咳嗽、头痛、慢性脊髓炎等疾病[1 ]。

粉花绣线菊的化学成分研究起于 1964年,前苏

联学者 F ro lova 等人报道了该植物中的二萜生物

碱,此后至今一直有对此植物化学成分的报道。从报

道的结果看,其化学成分皆为 at isine 和 het isine 型

生物碱[2 ]。我们课题组自 1987年开始对该植物的化

学成分进行了系统的化学研究,从中分离得到了 26

种新的 at isine 型二萜生物碱和 7个新的 at isane 型

二萜。经药理实验证明这些二萜生物碱和二萜都有

一定的抗血小板凝集 (an t i2PA F )作用[3 ]。我们已先

后报道了生物碱 sp iram ine Q 的 an t i2PA F 和抗炎

症活性[4 ] ,生物碱 sp iram ine T 的神经保护作用[5 ]。

为了研究二萜生物碱的生物合成途径,扩大这

类二萜生物碱的来源,我们进行该植物的组织培养

的研究。试图通过建立各种组织培养体系,利用生物

技术、饲喂前体,来弄清二萜生物碱生物合成途径。

作者用M S、6, 72V、B 5 等 3 种不同的培养基粉花绣

线菊植株的茎尖、嫩叶、叶柄等不同部位进行愈伤组

织诱导,首次成功地诱导了该植物愈伤组织,并考察

了各种培养因子的作用与影响,确定了最佳培养基;

同时还实现了该植物的快速繁殖。粉化绣线菊的组

织培养工作国内外未见报道,本文初次报道这一工

作。

1　材料和方法

111　材料: 取自昆明市西山,由中国科学院昆明植

物所植物园的龚洵副研究员鉴定。

11111　无菌外植体的来源:取茎段、茎尖、叶柄或鲜

嫩叶片加洗衣粉漂洗 30 m in,自来水冲洗 3次后用

蒸馏水洗 3次。在超净工作台上用 70%酒精消毒 1

m in, 012% H gC l2 消毒 5 m in,无菌水冲洗多次。叶

片剪成 015 cm ×0. 5 cm 大小, 茎段及叶柄剪成

015～ 1 cm 长。

11112　所有的培养基均经 121 ℃, 011 M Pa 消毒

20 m in。

112　方法

11211　丛生芽的诱导与增殖:将上述茎尖、叶柄、叶

片等外植体按 5片 (或个) ö瓶,分别接种到 3×15瓶

( 50 mL 小三角瓶)M S、6, 72V、B 5 3 种基本培养基

中, 这三种培养基中, 都添加 2 m göL BA 和 011

m göL NAA , 3%蔗糖, 017%琼脂粉, pH 518, 培养

温度为 23 ℃～ 27 ℃,光照 10～ 12 höd,光强 2 000

lx。30 d 后,选择长势良好的小苗,转入增殖培养基

M S+ 0125 m göL BA + 011 m göL NAA。

11212　生根培养与试管苗的移栽:将在芽增殖培养

基中正常生长的新芽切下, 转至培养基 1ö2 M S+

0. 25m göL BA + 0. 5 m göL NAA 中,光照 30 d 后。

试管苗出瓶前 3 d, 打开瓶塞在培养室内进行炼苗

后,植入过渡栽培基质。30 d 后,移栽至温室培养。

11213　愈伤组织的诱导培养:

1)基本培养基的考察: 选择 3 种常见的培养基

M S、6, 72V、B 5 附加 2, 42D 210 m göL + KT 013 m gö

L ,将上述不同部位的外植体按 5 片 (或个) ö瓶混合
均匀地接入 3×15瓶中 (50 mL 小三角瓶装 25 mL

相应的培养基)进行处理。重复 3次。与丛生芽的诱

导中所使用的条件不同的是—暗培养,不需光照。培

养 30 d,统计外植体的诱导情况。

2)不同部位的外植体的诱导效果考察: 上述不

同部位的外植体按 5片 (或个) ö瓶,按类别接入培养

基M S附加 2, 42D 210 m göL + KT 013 m göL ,每类

外植体都接 15瓶,其它条件同上。培养 30 d,统计外

植体的诱导情况。重复 3次。

3)不同激素配比对愈伤的诱导: 用茎尖作外植

体,M S 为基本培养基, 改变不同激素的配比, 培养

30 d,统计外植体的诱导情况。重复 3次。

2　结果与分析

211　基本培养基的选择: 由表 1 可看出,M S 培养

基最适合愈伤的诱导,诱导率达 80% ; 6, 72V 次之,

诱导率为 3313% ; B 5 培养基最差, 诱导率为 24%。

M S 培养基为富集元素平衡培养基, 有较高含量的

氮盐,适于外植体的脱分化。B 5 培养基为 KNO 3 含

量高的培养基,而它的诱导效果比 6, 72V 差,说明:

愈伤诱导不仅需要较高含量的氮盐, 而且N H 4
+ ö

NO 3
- 比例要高 (M S 培养基 N H 4

+ öNO 3
- 比是

20. 62ö39. 41 总氮量是 60. 03 mmo löL , 而B 5 培养

基相应是 2. 00ö25. 00, 27. 03; 6, 72V 培养基相应是
1. 514ö7. 914, 9. 4)。一般来说,还原态氮 (N H 4

+ )对

外植体的脱分化成愈伤组织有利,且不能被硝态氮

(NO 3
- )所代替。
表 1　不同培养基对粉花绣线菊愈伤诱导的影响　%　

培　养　基

M S 6, 72V B 5

外植体的诱导率 80 33. 3 24

212　不同部位的外植体的诱导效果不同。在M S附

加 2, 42D 210 m göL 和 KT 013 m göL 培养基中,幼
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叶、茎尖、叶柄等外植体均能诱导出愈伤组织,其中

以茎尖外植体诱导的效果最好。具体情况见表 2。因

此,本实验选用茎尖作为外植体来诱导愈伤组织。
表 2　不同的部位的愈伤诱导率 %　

幼叶 叶柄 茎尖

诱导率 23. 3 35. 6 80

213　不同激素配比对愈伤的诱导: 用茎尖作外植

体,M S 为基本培养基, 附加不同配比激素组合, 培

养 30 d,诱导情况见表 3。从表中可看到: 激素对愈

伤的形成有重要的影响。2, 42D 对愈伤的形成有很
强的诱导能力, 而 IAA , NAA 不能诱导出愈伤组

织,但较高的浓度的 2, 42D 易使外植体严重褐化而
死亡。KT 对愈伤的诱导起重要作用, 但高浓度的

KT 不利于愈伤的形成。因此, 2, 42D 210 m göL 和

KT 013 m göL 激素配比最适合愈伤的诱导 (图 1)。

图 1　粉花绣线菊的愈伤组织

214　激素对丛生芽的诱导与增殖影响:上述 3种外

植体在M S+ NAA 011 m göL + BA 210 m göL 培养
基以及光照条件下均能诱导出苗,其中,茎尖外植体

诱导效果最好。外植体 7 d 后小芽萌发, 15 d 后并生

丛芽但产生玻璃化现象。调整激素配比将BA 由 2

m göL 降低到 0125 m göL , 即转入M S 附加NAA

011 m göL 到BA 0125 m göL 培养基中,玻璃苗消失

呈正常生长。形成玻璃化苗的原因,作者推测有以下

3 点: (1) 62BA 的浓度过高, 促使嫩苗产生不正常

的脱分化,因而使幼苗叶片形成不正常的气孔和保

卫细胞,易形成玻璃化苗; (2) 据文献报道[6 ] , 培养

基中的氨态氮过高是导致玻璃苗产生和加剧的重要

因素之一。而M S培养基属高含氮的培养基,易产生

玻璃苗; (3) 小瓶的有限容积,使得瓶内的乙烯过饱

和而诱导了玻璃化苗的形成。Kevers等[7 ]的实验表

明,苹果砧木等的玻璃苗是由于过氧化物酶2吲哚乙
酸氧化酶系统控制的乙烯过饱和的影响,并认为细

胞激动素或N H 4
+ 离子的过剩是一种最初的胁迫,

受胁迫的试管苗在乙烯过剩的空气中,抑制了乙烯

的生物合成,结果降低苯丙氨酸解氨酶 (PAL )和酸

性过氧化物酶的活性,从而妨碍了组织木质化,导致

形成玻璃苗。因此,降低 62BA 的浓度,转入到新的

培养基中,可抑制玻璃化苗的产生。
表 3　不同浓度配比的 2, 4-D 和KT组合以及

IAA、NAA 和 KT组合的愈伤诱导率　　　　%

(m göL )
KT (m göL )

0. 1 0. 2 0. 3 0. 5 0. 6 0. 9 1

2, 42D 1. 0 22　 12. 5 25　 16. 7 13. 3 12. 5 9. 4

1. 5 14. 8 30. 7 67. 5 37. 5 37. 5 49. 5 23. 7

2. 0 53. 2 66. 7 80　 72. 5 75. 5 66. 6 33. 6

3. 0 23. 5 39. 5 61. 5 56. 5 54. 5 24. 6 9　
5. 0 22　 22　 11　 9. 8 7. 6 22　 22　
7. 0 22　 0　 0　 0　 0　 0　 0　

IAA 2. 0 0　 22　 22　 22　 22　 0　 0　

NAA 2. 0 0　 0　 22　 22　 22　 0　 0　

　　22表示很少,难以统计

215　生根培养与试管苗的移栽:将在丛芽增殖培养

基中正常生长的新芽切下, 转至培养基 1ö2 M S+

0125 m göL BA + 015 m göL NAA 中,光照 10 d 左

右, 芽切口出现根,生成小苗 (图 2) , 30 d 后植株生

长粗壮,生根率达 80% ,每株生根 3～ 8条。试管苗

出瓶前 3 d,打开瓶塞在培养室内进行炼苗后,植入

过渡栽培基质。栽培基质为珍珠岩混有少量腐殖土。

30 d 后,可移栽至温室培养。由于 2, 42D 很容易引
起愈伤组织的形成,所以避免用 2, 42D ,改用 IAA ,

NAA。而 IAA 在培养基中不稳定, 所以选择用

图 2　已长出的试管苗

NAA [8 ]。高浓度的 62BA 有利于诱导丛芽,但浓度太

高,易诱发玻璃苗。诱导丛芽以 62BA 和NAA 组合

效果较好[9 ]。较高浓度的NAA ,能促进根的萌发,但

重要的是细胞生长素与细胞分裂素的合理配比[10 ]。

实验还表明[8 ] ,低盐培养基有利于生根。因此采用

1ö2 M S培养基。减少蔗糖的含量有利于生根,所以

生根培养时,蔗糖浓度为 110%～ 115% [8 ]。光照有
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利于生根,增加光照强度,能刺激植株产生通过光合

作用而进行自养的能力[8 ]。因此,需要 3 000 lx 的光

强,并且日照时间为 16 höd 有利于炼苗。移栽之前,

要进行预栽培,要保持一定的温度、光照和湿度。这

样能提高成活率。成活率可达 85%以上。

3　小结

从当前的趋势来看,组织培养应用于制药主要

有两个领域: (1) 生产天然的植物成分; (2)外供化

合物的生物转化。我们现已建立了粉花绣线菊的组

织培养系统,下一步是借助它,通过饲喂前体,弄清

二萜生物碱的生物合成途径。从而达到大量生产的

目的。同时,粉花绣线菊的变异性强,品质不稳定,我

们建立的快繁技术可帮助大量生产。另外,我们还可

以利用愈伤组织诱导生成体细胞胚,进行种质保存。

相关的进一步研究工作正在进行之中。
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良种银杏幼苗叶质量分析 (É )

杨义芳,王　晖,夏野鹰α

(江西省药物研究所,江西 南昌　330029)

摘　要:目的　进行良种银杏幼苗叶质量分析。方法　采用H PL C 方法测定银杏叶总黄酮含量。结果　实生苗 6月
份含量明显高于 8月份与 11月份,极显著地高于嫁接苗; 2岁树龄实生苗总黄酮含量是 50年树龄的 215～ 318倍。
嫁接苗 6月份高于 8月份,雌性高于雄性。结论　活性成分含量与生长季节、树龄、培育方式、生长环境、基地条件
等诸因素有关。
关键词: 良种银杏幼苗叶;银杏黄酮;高效液相色谱;质量分析
中图分类号: R 28212　　文献标识码: A　　　文章编号: 0253 2670 (2001) 11 1033 04

Ana lysis on qua l ity of leaves of im proved G inkgo biloba seedl ing sprout É
YAN G Y i2fang, WAN G H ui, X IA Ye2ying

　　 (J iangx i Inst itu te of M ateria M edica, N anchang J iangx i 330029, Ch ina)

Abstract: Object　To exam ine the quality of leaves from the imp roved G inkg o biloba L 1 seedling

sp rou t1 M ethods 　To tal f lavono ids in the leaves w ere determ ined by H PL C1 Results　F lavono ids in the

leaves of seedling sp rou t w ere apparen t ly h igher in June than in A ugu st and N ovem ber, and w ere m uch

h igher than graft ing seedling sp rou t w h ich w as also h igher in June than in A ugu st1 22year2o ld tree con2
ta ined 215 to 318 t im es mo re flavono ids than 502year2o ld tree1 T he con ten t of fem ale trees w ere h igher

than that of m ale1 Conclusion　T he con ten t of act ive flavono ids w ere rela ted to the season, age, b reeding,

environm en t and geograph ic condit ion s, etc11
Key words: leaves from imp roved G inkg o biloba L 1 seedling sp rou t; f lavono ids; H PL C; quality analy2

sis

　　银杏叶 G inkg o biloba L 1产品风靡全球, 在我 国就有数十种之多,银杏叶提取物干浸膏生产企业
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