
· 652 · 

2．5 各组培养神经元培养液中 SOD、MDA含量 

见表 3。 

表 3 各组培养神经元培养液 SOD、MDA含量 

郑州大学学报 (医学版 ) 2006年 7月 第 41卷 第 4期 

损伤。氦氖激光照射可使因光化作用失活或减退的 

神经元抗氧化酶活性恢 复或提高，从而加速 自由基 

的清除，阻断其对神经元的损伤，延缓神经元衰老。 

因此，作者认为，氦氖激光照射可能通过调节自 

由基代谢 ，提高线粒体的呼吸功能 ，增加神经元尼氏 

体含量 ，进而增加神经元蛋 白质及 内源性营养因子 

的合成 ，为神经元提供能量和生物信息 ，从而达到促 

进神经元生长发育 、抗衰老、抗损伤的作用。 
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摘要 目的：应用现代生物技术研究中国粗榧的组织培养技术。方法 ：观察不同消毒时间(5 min，10 i ．15 

min)，不同激素(6-苄基嘌呤(6-BA)、萘乙酸(NAA)、6-呋喃氨基嘌呤(KT)、2，4-二氯苯氧乙酸(2，4-D))组合及不 

同激素浓度的 Ms培养基对中国粗榧不同的外植体材料(茎尖、当年生幼茎、当年生幼叶)愈伤组织诱导的影响。 

结果与结论：选用茎尖、幼茎为外植体，消毒时间为 10 rain，培养基以Ms+6一BA+NAA+2，4-D(6-BA、NAA质量浓 
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度均为 20 nq-g／L，2，4一D为 1．0 nl g／L)可较好地诱导中国粗榧愈伤组织的形成。 
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Abstract Aim ：To study the method of tissue culturing of Chinese cephalotaxus sinensis by model3t~biological teeh— 

nology．Methods：By observing the different sterilization time，the different hormone combination and the different ex— 

plants，the optimum conditions of callus induction on Chinese cephalotaxus sinensis were studied．Results and Conclu— 

sion：It is shown that the stem apex and the young stem are suitable explants．With 10 min sterlization time and the culture 

medium MS+6一BA +NAA +2．4一D，more ideal callus can be induced． 

中国粗榧(Chinese cephalotaxus sinensis)是我国 

特有濒危型树种 ，其果实 、枝叶及树皮 中含有三尖杉 

酯碱和高三尖杉酯碱等 20多种生物碱有效成分，具 

有抗癌活性 ，对治疗 白血病和恶性淋巴瘤 、绒毛膜上 

皮癌、胃癌 、肺癌等均有一定疗效 ，并 已用 于临床 。 

由于中国粗榧生长缓慢 ，且其生物碱 的含量又极低 ， 

无法满足生产需要 ，急需应用现代生物技术研究和 

探索中国粗榧的培养技术和方法 。目前普及率 

最高，国内外最成功的是组织培养的微繁技术，其占 

地小 ，耗材少 ，繁殖周期短 、速度快 、系数高 ，产量大 ， 

已 被 广 泛 应 用 于 多 种 植 物 及 花 卉 的保 存 和 繁 

殖 。 。作者采用组织培养方法对中国粗榧的愈伤 

组织进行诱导，探索其微繁途径，现报道如下。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 中国粗榧样 品采 自河南省南阳市 

宝天曼保护区葛条爬国有林场，采集时间为2005年 

4月中旬。 

1．2 方法 

1．2．1 培养基母液及培养基 的配制 ：以 Murashige 

和 Skoog培养基(简称 MS培养基)为基本培养基， 

并附加不 同浓度的 6-苄基 嘌呤 (6-BA)、萘 乙酸 

(NAA)、6．呋喃氨基 嘌呤 (KT)、2，4．二氯 苯氧 乙酸 

(2，4-D)等。MS培养基母液包括 4种，即 1号母液 

(为大量元素成分)、2号母液 (铁盐)、3号母 液(为 

微量元素成分)和 4号母液(维生素成分 )。 

配制 MS培养基时 ，分别 向烧杯 中顺序加入 1 

号母液 100 ml、2号母液 5 m1、3号母液 5 m1和 4号 

母液 5 m1，并加入适量蒸馏水 ，按 30 g／L加入蔗糖 

调节渗透压，按 8 g／L加入琼脂，加热，搅拌。待琼 

脂完全熔化后定容至 1 000 ml，调整 pH至 5．8～ 

6．0。均匀分装在三角瓶 中(50 ml／瓶 )，标记后灭菌 

15 min(温度 121℃ ，压力 110 kPa)，然后置于人工 

气候箱中保存备用 。 

1．2．2 愈伤组织诱导 ：第 1次接种 ：选取茎尖 、当年 

生幼叶、当年生幼茎作为实验用外植体。用清水冲 

洗干净后 置 于 0．2 g／L新 洁尔 灭 溶 液 中浸 泡 10 

min，取出，用无 菌水冲洗 3次；再置于 1．0 g／L升汞 

溶液中浸泡 10 min，取出，用无菌水 冲洗 3次。外植 

体材料先用紫外灯灭菌 20 min后 ，于超净工作台上 

取茎尖 2 mm，幼 叶、幼茎各 5 mm，分别接 种于附加 

不同激素组合及浓度配比(见表 1)的 MS培养基 

上 ，每种外植体接种6瓶 ，每瓶接种 5块(计 30块)； 

第 2次接种 ：不 同的外植体材料在 0．2 g／L新 洁尔 

灭溶液及 1．0 g／L升汞溶液 中分 别消毒 5 min、10 

min或 15 min。在筛选的 MS+6．BA+NAA+2，4．D 

培养基 (6-BA、NAA浓度均 为 2．0 mg／L，2，4．D浓 

度为 1．0 mg／L)上 ，每类外植体接种 3瓶，每瓶接种 

各类外植体各 3块 (计 9块)。2次接种均置于温度 

为 28℃ ，相对湿度 70％的人工培养箱 中培养 ，光照 

时间 8 h／d。每 3 d定时观察 。 

1．2．3 观察指标 ：计算污染率与出愈率。污染率 = 

(污染外植体数／接种外植体数)X 100％ ；出愈率 = 

(发生 愈 伤 组 织 的 外 植 体 数／接 种 外 植 体 数 )X 

100％ 

2 结果与分析 

2．1 不 同激素组合及浓度配 比对 3种外植体愈伤 

组织的诱导作用 见 表 1。由表 1可 知，将不 同外 

植体接种在附加 6．BA、NAA、2，4-D与 KT的不 同组 
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合及浓度配比的诱导培养基上，对愈伤组织诱导率 

的影响存在 明显 的差异 ，而无激素 的对照组 (编号 

1)及仅加入2，4．D的处理组(编号2，3)无愈伤组织 

产生(但在高激素浓度时，添加适当浓度的 2，4一D 

处理却表现出极高的诱导率)，这说明激素在愈伤 

组织产生过程中起决定作用。 

3种外植体材料中，出愈率最高的激素组合与 

浓度配比见编号 17，茎尖、幼叶、幼茎 出愈率分别为 

93．3％、33．3％、96．7％，幼叶出愈率相对较低。幼 

叶形成致密 、浅黄色 的愈伤组织 ，生长缓慢 ，为保守 

分裂型愈伤组织，容易分化成苗。幼茎和茎尖形成 

疏松 、微褐色的愈伤组织 ，生长旺盛 ，繁殖速度快 ，为 

亢进分裂型 ，易通过悬浮培养获得单细胞。 
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min可以保证低污染率，但会使一些细胞活力丧失， 

甚至死亡。10 min消毒基本上可以保证低污染率和 

外植体正常的生长状况 。 

表 2 不 同消毒 时间的消毒 效果 

表 1 激素及浓度组合对不同外植体愈伤组织诱导的影响 接种外植体数均为9 

接种外植体数均为 30 

2．2 不同消毒 时间的消毒效果 见表 2。由表 2 

可知，5 rain消毒时间时尽管茎尖、幼叶和幼茎 3种 

外植体当时生长正常，但由于其较高的污染率，很难 

保证以后愈伤组织具有 良好的生长状况；浸泡 15 

此外 ，本研究预实验 中选用 2 a生老叶及老茎 

作为外植体，结果显示出愈率为零。且以老茎为外 

植体不能保证较低的污染率。 

总之，中国粗榧的愈伤组织诱导应选择当年生 

茎尖和幼茎作为外植体 ；比较理想 的外植体消毒方 

法是外植体经过清水冲洗后，先在0．2 g／L新洁尔 

灭溶液中浸泡 10 rain，无菌水 冲洗 3遍后 ，再用 1．0 

g／L升汞浸泡 10 min，无菌水 冲洗 3遍后 即可用 于 

接种；培养基选用 MS+6一BA+NAA+2，4一D(6-BA、 

NAA浓度均为 2．0 mg／L，2，4-D浓度为 1．0 mg／L) 

转为合适 。 
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