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不同植物激素对冬凌草愈伤组织增殖及褐化的影响
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摘 要:研究了不同种类的植物激素对冬凌草叶片诱导愈伤组织及褐化的影响,结果表明: 培养基中植物激素的种

类、浓度及其组合对愈伤组织增殖及褐变影响较大。适宜浓度的 2, 4- D、IAA 和 NAA生长素、KT 和 6- BA细胞

分裂素及 GA 3 ,能不同程度地减轻或抑制褐化,促进愈伤组织的生长, 其中以 2, 4- D( 2. 5) + KT ( 0. 2) + GA 3

( 0. 2)效果最好。
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Effects of Different Phytohormone on Callus Tissue

Growth and Browning of Rabdosia rubescens
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Abstract: Effect s o f different kinds of phytoho rmone on callus tissue gr ow th and brow ning o f leaves of Rabdosia rubescens w as

studied. The results indicated t hat the kinds, concent ration and combination o f plant. g row th. substance in a medium played an

import ant r ole. The feasible concentr ation of aux in such as 2, 4- D, IAA and NAA and cytikinin such as KT , 6- BA , GA3 ,

respectively promo ted the callus g rowth, alleviated or r estr ained brow ning. And the optimal r atio w as 2, 4- D ( 2. 5) + KT

( 0. 2) + GA 3 ( 0. 2) .
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冬凌草 Rabdosia rubescens( H emsl) . Ha ra. , 为唇形科香

茶菜属多年生草本或亚灌木植物。传统医学上具有清热解

毒、消炎止痛的功效。近年来的药理研究充分证明, 冬凌草

有良好的消炎、抗菌、镇痛作用,尤其是冬凌草中的主要成分

冬凌草甲素及冬凌草乙素, 有很强的抗癌活性[1, 2]。研究开

发冬凌草细胞培养法生产抗癌新药前景广阔。因细胞培养

大都是用愈伤组织建立起来的,所以维持愈伤组织的长期培

养是该研究的基础。但在培养过程中,冬凌草愈伤组织褐化

问题较普遍。本文着重从不同植物激素的角度探讨对冬凌

草叶片诱导愈伤组织及褐变的影响。

1 材料与方法

1. 1 愈伤组织诱导和培养

取冬凌草叶片,用自来水洗净后, 先用 75%酒精灭菌 30

s,再用 2%次氯酸钠溶液浸泡灭菌 8 min, 再用无菌蒸馏水

冲洗 4 次。将叶片剪成 0. 5~ 1 cm2 ,分别接种在添加不同激

素配比的 M S 培养基中,于 25 2 暗培养。随时调查愈伤

组织的生长、增殖及褐化的情况。

1. 2 愈伤组织生长参数

培养 30~ 35 d,取样称量愈伤组织鲜重。愈伤组织增殖

率(倍) = (收获鲜重- 接种鲜重) /接种鲜重。每种处理至少

重复 3 次。

1. 3 褐化指数

培养 40 d,观察愈伤组织和培养基褐化程度,确定其褐

化等级。划分褐化等级( A )标准如下, 其中 A = 愈伤组织

(或培养基)褐化面积/愈伤组织(或培养基)体积。

0 级:外观新鲜, 黄白色,无褐化( A= 0) ;

1 级:轻度褐变, 基本为黄白色( A 1/ 4) ;
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2级: 褐变,黄褐色( 1/ 4< A 1/ 2) ;

3级: 较严重褐变, 褐色 ( 1/ 2 < A 3/ 4) ; 4 级: 严重褐

变,黑褐色( A> 3/ 4)。

2 结果与分析

2. 1 生长素对愈伤组织生长及褐化的影响

生长素主要作用在于诱导愈伤组织的形成[ 3]。所以本

实验首先比较了 2, 4- D、NAA、IAA 三种不同的生长素对

冬凌草愈伤组织增殖及褐化的影响。每种生长素设定两种

浓度( 1. 5 mg / L、2. 5 mg / L )进行对比实验。结果显示, 同一

种生长素不同浓度实验结果趋势基本一致,既 2. 5 mg/ L 组

比 1. 5 mg / L 组愈伤组织生长旺盛期提早 1~ 2 d, 生长量有

一定提高,但褐化等级基本一致;而不同生长素种类的对比

实验结果为: 2, 4- D 组明显优于 NAA 组和 IAA 组, 尤其是

2. 5 mg/ L2, 4- D 愈伤组织增殖率最高 ( 3. 98 倍) , 质量最

好;而 NAA 组和 IAA 组结果基本相同(见表 1)。

表 1 不同生长素对愈伤组织增殖及褐化的影响

激 素/

( mg L- 1)

褐化等级

愈伤组织 培养基

生长情况

旺盛生长始期/ d 增殖率/倍

2, 4 - D ( 1. 5) 1 2 26 3. 14

2, 4 - D ( 2. 5) 1 2 24 3. 98

NAA ( 1. 5) 2 3 27 3. 12

NAA ( 2. 5) 2 3 26 3. 65

IAA ( 1. 5) 2 3 27 2. 89

IAA ( 2. 5) 2 3 26 3. 23

2. 2 细胞分裂素对愈伤组织生长及褐化的影响

在红豆杉愈伤组织生长中附加一定浓度的 KT 或 6-

BA 的有减轻褐变的作用[4]。所以本实验在含 2 mg / L 2, 4

- D的培养基中, 分别实验了 KT 和 6- BA 两种不同浓度

( 0. 2 mg / L、0. 5 mg / L )对冬凌草愈伤组织生长及褐化的影

响,结果表明: 在培养基添加适宜浓度的 KT 及 6- BA 都有

减轻愈伤组织褐化和促进愈伤生长的作用。两种不同的细

胞分裂素中, KT 对褐化的抑制作用好于 6- BA。特别是

0. 2 mg/ L的 KT ,愈伤组织增殖率高,褐变最低。(见图 1)。

2. 3 GA3 对愈伤组织生长及褐化的影响

GA 3 是促进细胞生长和分裂的调节因子[3]。在红豆杉

的愈伤组织继代中, 盛长忠等[5] 证明 GA3 有抑制 PPO 活

性、减轻褐化的作用。所以本研究在含 2. 5 mg / L2, 4- D+

0. 2 mg/ LKT ( CK)的培养基中, 分别添加了 0. 1 mg/ L、0. 3

mg/ L、0. 5三种浓度的GA3 , 实验 GA 3 对冬凌草愈伤组织生

长及褐化的影响。结果如表 2 所示: GA3 三种浓度处理都能

促进愈伤组织生长, 减轻褐化。但浓度之间差别不大。

左: 2, 4- D( 2. 5) + 6- BA( 0. 2) 右: 2, 4- D( 2. 5) + KT ( 0. 2)

图 1 不同细胞分裂素对愈伤组织增殖及褐化的影响

表 2 GA 3 对愈伤组织生长及褐化的影响

激素组合

( mg/ L)

褐化程度

愈伤组织 培养基

生长情况

旺盛生长始期( d) 增殖率(倍)

2, 4- D(2. 5) + KT ( 0. 2) ( CK) 0 1 25 3. 98

2, 4- D( 2. 5) + KT ( 0. 2) + GA3( 0. 1) 0 1 25 3. 99

2, 4- D( 2. 5) + KT ( 0. 2) + GA3( 0. 3) 0 0 24 4. 08

2, 4- D( 2. 5) + KT ( 0. 2) + GA3( 0. 5) 0 1 25 4. 02

3 讨 论

本研究通过在培养基中添加不同种类、浓度及其组合的

植物激素, 系统的研究了其对冬凌草叶片诱导愈伤组织及褐

变影响, 获得了最佳配比, 这为冬凌草的细胞培养奠定了一

定的基础。

在植物组织培养过程中褐化现象是常遇到的问题, 但一

般多以木本植物中较严重[ 3]。但冬凌草属草本植物,在培养

中褐化也较严重。这也正说明了植物组培中褐化机理(酶促

褐变非酶促褐变、)的复杂性,影响因素(如植物种类、基因型、

外植体类型、生理年龄等)的多样性、培养条件(如培养基种

类、激素、pH、温度、光照等)的相关性等特点[3]。所以,有关

防止和克服愈伤组织褐化方法较多。如在培养基中添加一些

抗氧化剂或吸附剂等加以防止[6]。但作为药用植物应该尽可

能避免使用过多的化学药剂, 以免影响其药效。因为植物激

素是组培中不可缺少的要素之一。那么在冬凌草组培中, 探

索合理的植物激素种类及配比,以期在调控生长的同时, 也能

对褐化起到较好的抑制作用是最简易、首选的方法之一。
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