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山茱萸的组织培养与植株再生 
李 焘 王拮 之 

(陕西师范大学生命科学学院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：建立山茱萸的组织培养及植株再生体系。方法：分别以山茱萸的叶片、花柄和花托为材料，进行山茱萸不同外 

植体的离体培养研究，筛选最佳培养基组成。结果：适宜山茱萸叶片愈伤组织诱导的培养基组合为1／2MS，附加 BA 2．Om异／L、IBA 

0 5—1．0mg／L；适宜山茱萸花柄、花托愈伤组织诱导的培养基组合为 1／2MS，附加 BA1．0mg／L、2，4一D 0．5mg／L；在 1／2MS附加 BA 

2．Om异／L、IBA0．05mg／L的培养基上，可诱导不定芽的产生；1／2MS附加 IBA 2．0mg／L的培养基有利于山茱萸试管苗生根。讨论： 

山茱萸的花托是进行组织培养的最适外植体，白色或翠绿色、结构致密的愈伤组织较易分化产生不定芽。 
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Tissue culture and plant regeneration of Macrocarpium officinale 
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ABSTRACT Objective：To establish a system of tissue culture and plant regeneration of Macrocarpium offlcinale．Methods：Different explants 

(1eaf，floral shoot and floral receptacle)were cultured on different medium，and the best culture conditions were selected．Results：1／2 MS， 

supplemented BA 2．0mg／L and IBA 0．5—1．Omg／L，is the favorable medium for leaf callus induction．And 1／2MS，supplemented BA1．0ms／ 

L and 2．4一D 0．5mg／L iS file favorable medium  for induction of callIls offloral shoot and floral receptacle．When the callus were cultuIed on 1／ 

2MS medium ，supplemented withBA 2．0mg／LandIBAO 05mg／L，the adventitious buds couldformed ．Alotof rootswere obtained afterfile ad— 

venfitious buds were cultured on 1／2MS，supplemented with IBA 2．Omg／L．Conclusion：Floral receptacle is file best explants．Hard，white or 

dark—green callus call produce adventitious buds． 
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山茱萸(Macrocarpium oti3cinale(Sieb．et Zucc．)Nakai．)为 

山茱萸科山茱萸属的落叶乔木，分布于北温带、亚寒带的高山 

地区，在我国主产于陕西、河南、四川I、浙江、安徽、山西、山东 

等省。其果肉称山萸肉、蜀枣、枣皮、魁实等；性微温，味酸涩， 

归肝肾经。主要含有甙类、有机酸类、鞣质类、糖类及肌醇、生 

物碱、维生素、氨基酸、矿物元素等成分。具有补肝益肾、固涩 

收敛、利尿壮阳等多种功能；现代药理研究表明，山茱萸具有 

抗菌消炎、降血糖、降血脂、抗休克、强心、抗癌、抗衰老，提高 

免疫力等作用【1,2,3 J。在我国山茱萸主要作为补益肝肾的中 

药，此外，在保健食品方面还被制成保健酒、保健饮料等HJ，因 

此，具有十分重要的临床应用价值和实用开发前景。 

但是，目前山茱萸生产中普遍存在产量低、质量不稳定； 

病虫害严重；果实形状变异幅度大、品质差异显著等问题。同 

时山茱萸实生苗生长周期长，一般 10年以上才能挂果，20～30 

年进入盛果期_5J5。这些问题的存在严重制约着山茱萸的大面 

积推广种植，造成了一部分传统中成药的药源短缺。选择山 

茱萸的优良单株，进行离体培养研究，可以在较短时间内获得 

大量的优质无毒试管苗，从而缩短山茱萸的育种年限；此外， 

还可以利用细胞培养，进行次生代谢产物的生产。本文拟以 

山茱萸的叶片、花托、花柄等不同外植体为实验材料，研究山 

茱萸的组织培养技术，为建立和完善山茱萸组织培养及植株 

再生体系研究。以及山茱萸优良品种的筛选提供参考。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

本实验材料为山茱萸(Macrocarpium ottlcinale(Sieb．et 

zucc．)Nakai．)的叶片、花柄和花托，采 自西安市植物园。 

1．2 方法 

分别选取山茱萸幼嫩叶片、花柄和花托作为外植体进行 

组织培养。先用洗涤剂洗去材料表面的浮尘，置于自来水下 

流水冲洗 1～2h；无菌条件下，于超净台上用 75％的乙醇浸泡 

30～60s后取出。用无菌水冲洗一次；然后放入0．1％ ngO2溶 

液中处理8min。用无菌水冲洗 5～6次。最后，用无菌滤纸将 

外植体表面的水吸干，分别将幼嫩叶片(0．5cm×0．5cm)、花柄 

(0．5～1．0cm)和花托接种在各种培养基上，观察并记录其生 

长状况。 

1．3 培养条件 

培养室温度为25±2℃，光照强度2000～3000 lx，每天光 
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照12 14h，基本培养基为 1／2MS，其中附加琼脂6．5g／L，蔗糖 

3o L，灭菌后 pH值约5．8左右。 

2 结果与分析 

2．1 叶片外植体诱导愈伤组织形成 

将山茱萸幼嫩叶片接种到 1／2MS分别 附加 BA／IBA和 

KT／2，4一D不同组合的培养基上进行愈伤组织的诱导。实验 

结果表明，BA／IBA与KT／2，4一D组合均可不同程度地诱导愈 

伤组织形成，而BA／IBA组合更有利于叶片愈伤组织的形成， 

其愈伤组织诱导率普遍高于KT／2，4一D组合，最高可达 9r7． 

8％。当BA的浓度达到2．0—4．0mg／L，IBA的浓度为0．5—1． 

0mg／L时，叶片愈伤组织导率达到 90％以上 ，如组合 2、3、5。 

因此适宜山茱萸叶片愈伤组织形成的最适培养基组成为 1／ 

2MS附加BA 2．0mg／L、IBA0．5—1．0mg／L。实验观察发现，所 

产生的愈伤组织中有的疏松易碎，呈灰白色，不易分化，这种 

愈伤组织在培养的过程中，如果继代不及时，培养的时间过 

长，则会变得愈加疏松易碎，进而转为灰褐色，直至死亡；但是 

如果培养条件适宜，继代及时，这种愈伤组织则会变得坚实紧 

密，颜色也逐渐转为翠绿色或白色。在培养的过程中还发现， 

有一些呈绿色或白色的愈伤组织在形成时结构坚实紧密，质 

地坚硬，不易褐化，可在分化培养基上诱导产生不定芽。 

表 1 不同浓度 KT／2。4一D和 BAZ1BA对叶片愈伤组织诱导率的影响 

1 t of different combinations and concentration of hormones On the induction rate of callus 

注：接种后 25d的统计结果； 

Note：Datawere reeonted after 25 days of culture． 

2．2 花柄、花托外植体诱导愈伤组织形成 

分别以山茱萸的花柄和花托为外植体进行愈伤组织的诱 

导。实验结果表明，山茱萸的花柄、花托极易形成愈伤组织， 

在1／2MS附加 BA1．0mg／L、2，4一DO．5 mg／L的培养基上，花托 

愈伤组织的诱导率达到 100％，花柄愈伤组织的诱导率为96． 

2％。激素的配比及其组合影响愈伤组织的形成。单独附加 

BA或2，4一D时都不利于愈伤组织的形成，如组合4、6、8；山 

茱萸花托、花柄外植体接种在不含任何外源激素的1／2MS培 

养基上，将无法诱导愈伤组织的形成，如组合 1。实验观察表 

明，由山茱萸花托、花柄形成的愈伤组织呈现灰白色，结构较 

致密，与培养基接触的地方易发生褐化现象，但不影响愈伤组 

织的形成。经2—3次继代培养之后，这类愈伤组织可转变为 

翠绿色或白色愈伤组织，结构变得更加致密坚实，可在分化培 

养基上诱导产生少量不定芽。因此，适宜山茱萸花托、花柄愈 

伤组织形成的培养基组成为1／2MS+BA1．0mg／L+2，4一D0．5 

mg／L。 

表2 不同浓度的BA、2。4一D对花柄和花托愈伤组织形成的影响 

Tab 2 Effect of different concentration of BA and 2．4一D on callus formation Offloral reeeptacl and floral shoot in Macrocarpium offieinale 

注：接种后20d的统计结果；s：花柄，R：花托 

Note：Data were recu．ted after20 days 0f culture S：floral shoot．R：floral receptacle 
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2．3 不定芽诱导 

将由叶片、花托、花柄诱导产生的愈伤组织转入 1／2MS，附 

加 BA1．0—2．0mg／L、IBA 0．01—0．05mg／L的培养基中，连续继 

代培养2个月后，可从愈伤组织上分化出不定芽，随着培养时 

间的延长，不定芽的数量有所增加。当BA浓度达到2．0mg／L， 

IBA浓度为0．05ng／L时，不定芽的形成率可以达到54．8％，实 

2006 V01．6 No．1O 

验结果见表 3。在山茱萸愈伤组织的继代培养过程中，不定芽 

的分化率相对较低，分化周期偏长；灰白色的愈伤组织经多次 

继代培养之后，可以转变为绿色或白色、结构致密的愈伤组 

织，最终可由其表面诱导产生不定芽。因此，适宜山茱萸不定 

芽分化的培养基为1／2MS，附加 BA2．0mg／L、IBA0．05mg,／L。 

表 3 不同激素浓度对山茱萸叶片、花托、花柄愈伤组织不定芽诱导的影响 

Tab 3 111e effect ofdifferent eoneentratlon of hormones onthe adventitious budformationof callusinducedfrom floral receptacle and shoot 

注：经 2次继代培养的统计结果； 

Note：Datawere recorded after 2 generations of culture． 

2．4 不定芽的增殖 

不定芽可经多次继代增殖，每个芽每代新增3 4个丛生 

芽，但经多次继代后，分化率逐渐降低，为了促进壮芽和后期 

生根，经过筛选得到壮芽培养基为 1／2MS，附加 BA3．0mg,／L、 

IBA 0．05mg／L。在壮芽培养基上进行继代，再生芽生长快且健 

壮。 

2．5 山茱萸完整植株的获得 

随着培养时间的延长，继代次数的增多，诱导出的不定芽 

在培养基中继续增殖并长大，形成试管苗。当不定芽长至2， 

0cm高时，将其从基部切下，转入 1／2MS，附加不同生根剂的培 

养基中，诱导其生根，以得到山茱萸的完整植株。实验结果表 

明，山茱萸试管苗生根较难。实验结果表明，适宜山茱萸生根 

的培养基为1／2MS附加 IBA2．0mg／L。经过30d左右的生根诱 

导，可由试管苗基部长出4—5条白色细长的根，每根长3．0— 

4．0cm。在此生根培养基上诱导生成的根系较为健壮、发达， 

生根率达20％左右，可用于后期的驯化移栽。 

表4 不同培养基组成对山茱萸试管苗生根率的影响 

Tab 4 Theeff ectof different combinationsof medium on the rooting rateof testtube shootsinMaertx：mpium oflldnale 

注：接种一个月后的统计结果； 

Note：Datawere recorded after onemonth ofculture． 

3 讨论 

3．1 山茱萸不同外植体对愈伤组织诱导的影响 

实验分别选择茎段、幼嫩叶片、花柄及花托作为外植体， 

通过比较发现，花柄和花托是较为适宜的培养材料，以花柄为 

外植体诱导愈伤组织的形成，诱导率可达90％以上，而花托愈 

伤组织的诱导率可达100％；同时愈伤组织形成的时间也相对 

较短，一般 12d左右即可形成。而以山茱萸幼嫩叶片为外植 

体进行组织培养时，叶片极易褐化，同时愈伤组织形成时间较 

长，一般需要20d左右的时间，而愈伤组织的诱导率也低于花 
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柄和花托。此外，实验还以山茱萸的离体茎段作为组织培养 

的材料进行了不定芽的诱导，结果表明，不定芽的分化时间 

长，且污染率高；不定芽长势较弱，同时伴有超度含水态苗的 

形成，因此，以山茱萸茎段为外植体虽也可以诱导不定芽的分 

化，进而形成完整植株，但仍非理想的选择。 

3．2 不同形态愈伤组织不定芽分化的差异 

实验以幼嫩叶片、花柄和花托为外植体分别诱导形成了 

大量的愈伤组织。其中有的愈伤组织呈灰白色，结构松散，不 

易分化。在适宜的条件下经多次继代培养后，颜色转为白色 

或翠绿色，结构变得坚实而紧密，并在分化培养基上诱导出不 

定芽。但是在继代培养中，如果继代不及时或培养条件不适 

宜，则最终褐化死亡。薛庆善[63,8j等的研究结果表明，诱导条 

件不同，愈伤组织的形态和物理性质也有一定的差异。在山 

茱萸的组织培养中，出现了不同质地、形态和颜色的愈伤组 

织，且其培养条件、生长速度和分化能力各不相同，白色或翠 

绿色、结构致密的愈伤组织易于诱导出不定芽，而松脆灰白色 

的愈伤组织只有在转化成白色或翠绿色、结构致密的愈伤组 

织后才能分化，愈伤组织质地、形态特征与分化之间的关系尚 

待进一步研究。 

3．3 山茱萸组培苗的生根 

和绝大多数植物一样[9,10j，降低无机盐的浓度有利于山 

茱萸组培苗的生根。山茱萸组培苗对于常用生根剂的诱导均 

不敏感。1．Om#L的IBA导致少量愈伤组织的产生，随着生长 

素浓度的升高，山茱萸组培苗基部形成愈伤组织的量逐渐减 

少，直至完全消失，而所形成根的数量和长度进一步增多和伸 

长，使得根的质量进一步提高。在试验中还发现，在黑暗条件 

下，幼苗生长不良，逐渐变黄，叶片脱落，最终死亡。光照条件 

下山茱萸组培苗的生根情况较好，在 1／2MS附加IBA2．Omg／L 
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的培养基上，经过30d左右的培养，在山茱萸幼苗基部形成4 

— 5条白而细长的根，每根长 3．0—4．0cm，可用于后期的驯化 

移栽。 

山茱萸的不同外植体在适宜的激素组合中可以经过愈伤 

组织诱导分化出不定芽，继而形成生长健壮、根系较为发达的 

再生植株，并可进行大量繁殖。这为山茱萸的快速繁殖提供 

了一种有效途径，并在品质改良以及大面积推广等方面具有 

重大意义。 
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对微生物蛋白质组学尤其是病原微生物蛋白质组学的研究将 

对包括结核在内的人类疾病的致病机理和防治起到关键性的 

作用。作为蛋白质组学的支撑性技术，双向电泳的分辨率和 

重复性决定了这一方法的应用范围。本研究从样品处理和电 

泳体系两方面进行优化，获得了比较理想的双向电泳图谱，可 

以为后续结核分枝杆菌菌体蛋白表达谱的建立、菌体蛋白的 

比较蛋白质组学分析提供方法学参考。 
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