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土贝母组织培养的研究 

李翠芹，王拮之 
(陕西师范大学教育部药用植物资源与天然药物化学重点实验室，陕西 西安 710062) 

[摘要】 目的：研究土贝母茎段、叶片外植体愈伤组织的诱导和培养方法及其与土贝母皂苷积累的关系。方 

法：在Ms或 B5培养基上，试验不同种类、不同含量的植物生长物质及其组合对土贝母茎段和叶片愈伤组织诱导和 

增殖的影响。结果：茎段愈伤组织诱导的最佳培养基配方是Ms附加2，4．D 2．0 nag·L～，NAA 0．5 nag·LI1和BA 1．0 

nag·LI1；叶片愈伤组织诱导的最佳培养基配方是Ms附加2，4-D O．5 nag·LI1和NAb．2．0 nag·L～。愈伤组织在 Ms附 

加2，4-D 2．0 nag·L～，NAA O．5 mg·LI1和 BA 1．0 nag·LI1的培养基上积累土贝母皂苷的含量最高；在 B5附加 2，4-D 

2．0 nag·L～，NAA 0．5 mg·LI1和 BA 1．0 nag·LI1的培养基上经多次继代培养后，可形成较为均一、稳定的愈伤组织 

系。结论：建立了土贝母茎段、叶片外植体愈伤组织的诱导和培养方法，为植物组织细胞培养生产土贝母皂苷提供 

实验依据。 
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土贝母 Bolbostemma paniculattun(Maxim)Fran— 

quet是葫芦科土贝母属植物，其鳞茎供药用。主治 

乳腺炎、疮疖痈肿、淋巴结核和骨结核，外敷可消肿 

止血。土贝母皂苷(tubeimoside)是从土贝母的鳞茎 

中提取分离的一类三萜皂苷，用于治疗各种皮肤疣， 

药理研究显示具有抗病毒作用⋯1。其中土贝母苷甲 

(tubeimoside I)对神经胶质细胞瘤、胰腺癌、宫颈癌 

和尖锐湿疣均有疗效，是当今公认的较好的抗肿瘤 

和抗病毒活性成分之一[2 。国内外对土贝母的研 

究主要集中在化学成分、药理活性、药代学以及制剂 

学等方面【5-8]。植物组织细胞培养生产土贝母皂苷 

未见报道。作者开展土贝母的组织培养研究，并为 

利用细胞培养大规模提取土贝母皂苷等药用成分奠 

定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

土贝母采自本校校园内栽培的植株茎段和叶 

片，经陕西师范大学生命科学学院田宪华教授鉴定 

为 B．pan／cu／aturn。 

色谱分析系统包括 SPECTRA SERIE P200色谱 

泵和 SPECTRA 100紫外检测器 (Thermo Separation 
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Products，美国)，7125型手动进样阀(Rheodyne公司， 

美国)和ANASTAR色谱工作站(奥泰科技有限公司， 

天津)。土贝母苷甲(陕西中医药研究院，纯度 > 

98％)。 

1．2 方法 

1．2．1 外植体培养 取茎段和叶片，洗洁剂清洗 

干净，流水冲洗约2 h,0。l％HgCh常规灭菌 10 min， 

无菌水冲洗4—5次，将茎切成约0．5 cm长的切段， 

叶片切成0．5 cm×0．5 cm的小块，接种在附加不同 

植物生长物质的MS培养基上进行培养。培养基中 

加蔗糖 3％，琼脂 0．7％，pH 5-8 6．0，培养室温度 

(25士2)℃，每天光照 14 h，光照强度2 000～3 000 

k。 

1．2．2 愈伤组织观察和统计 观察各种培养基中 

外植体产生愈伤组织的时间及愈伤组织的长势，愈 

伤组织产生后统计各培养基中出现的愈伤组织块 

数，计算愈伤组织的诱导率。 

诱导率=愈伤组织的块数／接种的茎段或叶片的外植体 

数×100％ 

1．2．3 土贝母皂苷的检测与含量测定 以浓硫酸 

显色反应定性检测愈伤组织中土贝母皂苷的存在。 

精密称取干燥至恒重的土贝母愈伤组织粉末(6o 

目)0．3 g，置 100 mL量瓶中，加水45 mL浸提3 h，提 

取液用45 mL正丁醇分3次萃取，合并萃取液，用正 

丁醇稀释至刻度，摇匀，取 8 mL水浴蒸干作为供试 
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品。另取土贝母皂苷对照品以甲醇溶解，精确吸取 
一 定量(线性范围为40—320 )，热风吹干或水浴 

蒸干。以上样品冷却至 15～20℃，加入5％香草醛 

冰醋酸溶液0．2 mL，高氯酸2．0 mL，摇匀，恒温水浴 

60 ocjjn热 15 min，冷却 15 min，在 l5～20℃下加冰 

醋酸2．8 mL，摇匀，同法作空白对照，于470 nln处测 

定吸收度。回归方程为 C=665．259A一1．753(r= 

0．999)，计算出各种样品土贝母总皂苷的含量。 

1．2．4 色谱条件 K,omai]ODS色谱柱(4．6／nm x 

150 nlln，0．5胂 )；流动相70％甲醇；流速 1．00 mL· 

minI1；柱温为室温(26℃)；检测波长214砌 ；进样 

量 l0 。 

1．2．5 样品含量测定【9J 精密称取干燥至恒重的 

土贝母愈伤组织粉末(60目)0．3 g，置 100 mL量瓶 

中，加水45 mL浸提 3 h，间歇振摇，用水稀释至刻 

度，摇匀，过滤，续滤液为供试品溶液。另取 105℃ 

减压干燥至恒重的土贝母苷甲对照品，加流动相溶 

解，制成0．1 nag·mLI1对照品溶液。精密吸取上述2 

种溶液各l0止进样，测定峰面积，计算出各种样品 

土贝母苷甲的含量。 

2 结果 

2．1 愈伤组织的产生及形态 

在MS培养基上，试验不同种类、不同含量的植 

物生长物质及其组合对土贝母外植体愈伤组织诱导 

的影响。茎段愈伤组织的产生先是茎两端膨大，从 

断面分化出淡绿色、乳白色的愈伤组织，最后整个外 

植体全部转为愈伤组织。叶片愈伤组织的产生先是 

叶片切块卷曲，接着产生淡绿色或翠绿色的愈伤组 

为2类，第一类愈伤组织为乳白色或黄色，疏松易 

碎，生长速度快，这类愈伤组织可应用于次生代谢产 

物的生产；第二类愈伤组织为翠绿色或绿色，一般呈 

紧密坚实状，生长速度缓慢，这类愈伤组织经培养可 

产生不定芽。 

土贝母愈伤组织诱导的结果(表 1)表明，茎段 

愈伤组织产生时间早于叶片，茎段为7 d左右，叶片 

约 l4 d；茎段和叶片的愈伤组织诱导率都较高，一般 

都在80％以上；茎段在上述培养基的组合中都能诱 

导产生愈伤组织，而叶片在单独使用 BA，ZT， 

以及2，4．D，NAA与BA的组合中不能诱导产生愈伤 

组织，BA与zI’使叶片黄化，玻璃化；单独使用2，4． 

D，NAA或者二者的组合虽能诱导茎段产生愈伤组 

织，但 10 d以后就分化不定根，而且二者同时使用 

时不定根生长非常旺盛，叶片在 2，4．D以及2，4．D 

与NAA的组合中诱导的愈伤组织在15 d以后也有 

不定根产生。以上所产生的愈伤组织都为第一类愈 

伤组织。BA与NAA的组合既能诱导茎段又能诱导 

叶片产生愈伤组织，并且两类愈伤组织都有，提高 

BA，NAA含量可提高叶片愈伤组织产生率。另外， 

在BA与 IBA组合中，茎段与叶片的愈伤组织产生 

晚，愈伤组织产生率低，提高 IBA，愈伤组织产生速 

度和愈伤组织产生率下降，愈伤组织产生后，生长速 

度非常缓慢。茎段和叶片相比，茎段产生愈伤组织 

的时间早，诱导率高，愈伤组织生长速度快。茎段愈 

伤组织诱导的最佳培养基配方是MS附加2，4．D 2．0 

nag·L～，N从 0．5 lIlg·L 和 BA 1．0 nag·LI1；叶片愈 

伤组织诱导的最佳培养基配方是MS附加2，4一D 0．5 

织。所有愈伤组织，依照其外部形态可明显将其分 rng·LI1和NAA 2．0 mg·L一1 o 

表 1 土贝母愈伤组织的诱导 

2．O 

2．O 

2．O 

O．5 

O．5 

注：基本培养基为Ms；外植体接种数为5o个 
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2．2 愈伤组织增殖和驯化 

虽然土贝母的愈伤组织诱导率较高，但诱导后 

的生长状况却不同。将疏松易碎、浅绿色或乳白色 

的愈伤组织接种于不同种类和不同含量植物生长物 

质的培养基中，观察植物生长物质对愈伤组织增殖 

的效果。植物生长物质的种类和含量对茎段愈伤组 

织的生长率和土贝母皂苷含量的影响见表2。从表 

2中可以看出，愈伤组织在不同植物生长物质作用 

下生长和土贝母皂苷积累差别较大，其中以MS附 

加 2，4-D 2．0 mg·L～，NAA 0．5 mg·L一 和 BA 1．0 mg 
·L 生长率最高，积累土贝母皂苷的含量最多。 

愈伤组织在 附加2，4．D 2．0 nag·L～，NAA 0．5 
表2 土贝母愈伤组织增殖和驯化 

mg·L 和BA 1．0 II1g·L 的培养基上经多次继代培 

养后，可形成较为均一、稳定的无性系。愈伤组织在 

MS培养基上比在 培养基上生长快，但老化速度 

快，颜色逐渐加深，由白色或浅绿色到黄色至黄褐 

色，其中在Ms附加2，4．D 2．0 mg·L～，NAA 0．5 mg· 

L 和BA 1．0 mg·L 的培养基上颜色最深。 

3 讨论 

在段基本培养基上愈伤组织在继代中基本保 

持乳白色或浅绿色，而在 MS基本培养基上愈伤组 

织由白色或浅绿色到黄色至黄褐色，由此可见基本 

培养基组成影响土贝母愈伤组织的生长状况。 

在愈伤组织中提取药用成分，为药物生产开辟 

了新的途径。利用土贝母愈伤组织直接生产其药用 

成分土贝母皂苷，是一种经济而有效的途径。但此 

方面的研究未见报道，本实验经过培养与驯化得到 

的土贝母愈伤组织中土贝母皂苷的含量最高达到 

0．68％，说明了利用土贝母愈伤组织生产土贝母皂 

苷是可行的。 

组织细胞培养生产皂苷的药用植物还有人参、 

西洋参和三七等，这些药用植物多采用细胞悬浮培 

养，植物细胞悬浮培养是走向工业化生产的必经步 

骤。与固体培养基相比，其特点是细胞增殖速度快， 

能大规模培养，提供均匀一致的培养物，为进一步大 

容积发酵罐生产创造条件和提供依据。早在20世 

纪70年代，就开始了人参细胞大规模的培养工作， 

到80年代已筛选出人参皂苷含量高、稳定的高产愈 

伤组织细胞株。关于皂苷的含量，刘长军等_l o_指 

出，悬浮培养的西洋参细胞经刺盘孢菌丝体诱导子 

处理后，总皂苷产率可由对照的296 mg·L 增加到 

679 mg·L一，比对照组提高了约 1．3倍，而且总皂苷 

85％排放到培养基中。张以恒等[11]研究三七悬浮 

培养，仅添加合适含量的白糖可使干细胞达到35 g· 

L～，人参皂苷可达 1．52 g-L“。。。本研究为组织细胞 

培养生产土贝母皂苷奠定了一定基础，还有许多工 

作需要进一步完成。 
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(Key Laboratory ofMedicbml Plant Resource and Natural Pharmaceutical Chemistry of 

Ministry ofEducation．Shaanxi Norma／Un／vers／ty，X／’帆 710062，Ch／na) 

[Abstract] Objective：To study the method ofcall璐induction and culturing of Bolbostemmapo21／clt~／／／／t and its rehfionship with ac- 

cumulation oftubeimoside．Method：Stem and leafwere selected as explants．The effects ofgrowth substances and their combinations at differ- 

ent concentrations on callusformationand propagation onMSand B5 basicmediumwere studied．Remit：The optimal compositions ofmedium  

that induced calli from sterns and leaves were the MS lli~ um supplemented with 2，4．D 2．0 mg·L_。，NAA 0．5 mg‘L and BA 1．0 mg‘ 

L一 and t}le MS ml~um supplemented with 2，4-D 0．5 mg·LI1and NAA 2．0 mg’L_。，respectively．The calli cultured on the MS  medium  

supplemented with 2。4．D 2．0 mg·L～，NAA 0．5 mg·L一。and BA 1．0 mg。L～ weI'e optimal for the accumulation of tubeimoside．A uniform 

and stable callus line could be formed from the calli cultured repeatedly on B5 medium  supplemented with 2，4．D 2．0仃lg’L_。，NAA 0．5 mg 

· L_。and BA 1．0 mg·L_。．Cmaduslml：Using stem and leaf as explants，the me thod ofthe callus induction and culture of B．pan／cu／atum 

was established and it could provide some references for the production of t~ ide by tissue and cell culture． 

[Key words] Bo／bostemma pan／cu／atum；callus；plant substances；tubeimeside 
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源库比改变对白首乌产量形成的影响 

张 锋，王建华 ，余松烈，陈雨海，董庆裕 
(山东农业大学 农学院，山东泰安 271018) 

[摘要] 目的：研究人为改变自首乌源库比后对产量、干物质积累及相关生理指标的影响。方法：以自首乌为 

材料，在生育期内人工摘除花蕾、果实或摘除主茎分枝，以不进行处理的为对照，测定不同处理和时期的叶面积系 

数，叶片叶绿素含量及单叶净光合速率，干物质积累等指标。结果：在处理后前期，摘除主茎分枝虽然对叶片减少 

有补偿效应，单叶光合速率上升，但叶面积系数小，功能叶负荷大，叶绿素降鹅快，有早衰现象，物质积累低于对照。 

摘除花蕾和果实处理单叶光合速率与对照相比虽有降低，但叶绿素含量高，降解速度慢，明显延缓了植株衰老，并 

且叶面积系数一直处于较高水平，光合产物供应充足，干物质积累量以及对根部的分配显著高于对照和摘除侧枝 

． 处理，所以该处理产量显著高于其他处理。结论：摘除自首乌花蕾能增加叶面积系数，减缓叶片叶绿素降解，延长 

绿叶功能期，从而可以提高干物质积累和运往根部比例，提高产量和效益。 
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自首乌为萝蘼科鹅绒藤属几种植物的块根，常 

见的原植物有白首乌 Cynanchum bungei Decne，耳叶 

牛皮消 C．attriculatum Royle Wisht，隔山牛皮消 

C．wilfordii(Maxim．)Hems1．等。《中国药典))1977年 

版仅收录自首乌 C．bungei 1种，又名戟叶牛皮消， 

维普资讯 http://www.cqvip.com 
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