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杜仲叶片愈伤组织诱导的激素优化研究 

李 琰 姜在民 唐 锐 

(1．西北农林科技大学生命科学学院，杨凌 712100) 

(2．西北农林科技大学校医院，杨凌 712100) 

摘 要 以杜仲优树L33的幼叶为材料，在B5培养基上添加不同浓度的生长素与细胞分裂素进 

行愈伤组织诱导研究，结果表明：无激素的培养基上不能诱导出愈伤组织，单独加入2，4一D、NAA 

和 IBA均可诱导出愈伤组织，rX0．5 mg·L 2，4一D、0．5～1．0 mg·L～NAA、1．0 mg·L IBA 

出愈率最高，达 100％，且愈伤组织生长较好；在适宜浓度的生长素的培养基上加入细胞分裂素 

时，KT的加入对愈伤组织的诱导及生长起抑制作用；1．0 mg·L NAA+0．3～0．5 mg·L BA 

与1．0 mg·L IBA+0．3～0．5 mg·L BA的组合可明显促进愈伤组织的诱导和生长，适合进 
一 步继代培养。 
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Phytohormones combination on leaf callus induction of Eucommia ulmoides 
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Abstract I1le leaves of Eucommia ulmoides Oliv。L33 as explan~．the B5 being as the basic medium 

supplemented with auxin，the combination of auxin and cytokinin，the callus induction and growth of E． 

ulmoides Oliv．were studied．卟 e results showed that．callus wasn’t formed on the no phytohorm ones 

media．Callus Wfl8 induced when explants were cultured on B5 medium supplemented with 2，4一D，NAA 

and IBA only．0．5 mg·L 2，4-D，0．5～1．0 mg·L～ NAA，1．0 mg·L IBA were induced 100 

per cent for callus induction，and Was good for the growth；When the cytokinin was added in the proper 

auxin medium，KT was bad for callus induction and growth： n1e best combination of callus induction 

an d growth was 1．0 mg·L一‘NAA +0．3 ～ 0．5 mg·L一‘ BA or 1．0 mg·L一‘IBA +0
． 3 ～ 

0．5 mg·L BA，whose calluses were growt h quickly，suitable for subculture． 

Key words Eucommia ulmoides Oliv；tissue culture；callus induction；phytohorm ones 

杜仲(Eucommia ulmoides Oliv．)是杜仲科单属 

单种植物，为我国特有的经济树种，国家二类重点 

保护植物，也是一种名贵的药用植物，其树皮具有 

补肝肾、强筋骨、益腰膝，除酸痛和降血压等功效， 

特别是对血压有双向调节作用，被认为是世界上最 

高级的降压药物，因而受到世人的普遍重视 。 

而杜仲的药用成分绿原酸、桃叶珊瑚甙、京尼平甙、 

黄酮类等均为次生代谢产物 ，其在植株中含量 

低，且杜仲树生长缓慢，剥皮对树的生长有影 

响 。随着生物技术的发展，用组织培养生产有 
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用的次生代谢产物已取得了相当大的成绩  ̈，为 

了更有效地保护杜仲资源，利用细胞培养生产天然 

产物药物是开发利用珍贵药用资源的重要途 

径 ．9】。本试验主要就几种常用的植物生长素和 

细胞分裂素对杜仲叶愈伤组织诱导和生长的影响 

进行了研究，以期为杜仲大规模细胞培养生产次生 

代谢产物奠定基础。 

1 材料与方法 

供试材料为西北农林科技大学西林校区杜仲 

优树资源圃6年生杜仲优树L33的幼叶，采后迅速 

带回实验室，用 1％洗洁精洗涤并用 自来水清洗 

后，用70％酒精消毒 40 s，无菌水冲洗 3—4次， 

1 g·L—HgCI2消毒 8 min，无菌水冲洗 4次，在无 

菌条件下将其切成0．5 cm ×0．5 cm的方块，接种 

于培养基上。以 B5为基本培养基，加入蔗糖 

30 g·L一，用琼脂 6 g·L 固化，pH调至 6．3，分 

别添加不同浓度的2，4．D，NAA，IBA，BA，KT等激 

素，每个处理接种20瓶，每瓶接种2个外植体。在 

温度(25 4-2)oC，光照 12 h·d～，光照强度为1 000 
— 1 500 lx的培养室培养 30 d后，调查出愈率。 

2 结果与分析 

2．1 2，4-D，NAA，IBA对愈伤组织诱导和生长的 

影响 

幼叶接种后 4 d表面开始发皱，逐渐在主脉处 

长出乳白色愈伤组织，第 15 d叶缘已有米粒大乳 

白色愈伤组织长出，20 d后 3种生长素浓度处理的 

外植体出愈率、愈伤组织的生长情况和颜色已有明 

显差别，其中 NAA、IBA处理的比2，4·D处理的出 

愈时间早2—3 d。 

在不同浓度的2，4-D中，以0．5 mg·L 的出 

愈率最高，为 100％，愈伤组织生长也最好，呈淡绿 

色，有光泽。过高或过低均不利于愈伤组织的诱导 

和生长。2，4一D浓度为4．0 mg·L 时，已完全抑 

制外植体产生愈伤组织(表 1)。 

不同浓度的 NAA处理中，0．3 mg·L 到 1．0 

mg·L 之间的几个处理出愈率均为 100％，各处 

理间无明显差异，但愈伤组织的颜色、大小差异较 

大(表 2)。NAA浓度在0．3 mg·L 时，愈伤组织 

虽为淡绿色，有光泽，但长势较差；NAA浓度为 

0．5 mg·L 时，愈伤组织生长最好，呈淡绿色，有 

光泽。NAA浓度在 1．0 mg·L 以下时诱导愈伤 

组织的时间基本一致，为 14 d。NAA浓度为 2．0 

nag·L 时，诱导率和长势均较好 ，但诱导愈伤组织 

所需要的时间较长，为20 d。NAA为4．0 nag·L 

时，25 d才开始出现愈伤组织，30 d统计时，出愈 

率仅为 12．5％。 

IBA浓度在0．5—1．0 mg·L 时出愈率最高 

均为 100％，愈伤组织有光泽，生长较好(表 3)。 

当IBA浓度为2．0 mg·L 时，虽然出愈率和长势 

也较好，但出愈m-j'l；3较长。 

表 l 不同浓度2，4-D对叶片愈伤组织诱导的影响 

Table l Effects of 2，4·D ON the leaves callus induction 

注：一一有明显抑制作用；一有抑制作用；+生长差；++生长一般；+++生长较好；++++生长好；+++++生长最好。下表同。 

Note： 一 一Obvious contained growth； 一Contained growth； +Wome growth； + +Generally growth； + + +Good growth； + + + +Better 

growth； ++ + ++The best growth．Th e$arlle as below． 
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表 3 不同浓度 IBA对叶片愈伤组织诱导的影响 

Table 3 Efrects of IBA on the leaves callus induction 

2．2 生长素和细胞分裂素交互作用对愈伤组织诱 

导和生长的影响 

不同浓度 BA和0．5 mg·L～2，4一D的培养基 

上，叶片培养 3 d后开始膨胀并发皱，20 d边缘有 

微量愈伤组织长出后，随后整个材料很快发褐、变 

干，30 d时愈伤组织全部枯死。NAA 1．0 mg·L 

和不同浓度 BA组合的培养基，BA浓度0．3 mg·L 

和0．5 mg·L 时，愈伤组织生长旺盛，呈淡绿色， 

富有光泽，生活力强；BA 1．0 mg·L 时，愈伤组织 

的诱导和生长明显受到抑制，愈伤组织只有 50％ 

左右的出愈率，长势较差，继代后很快枯死。IBA 

1．0 mg·L 和不同浓度 BA组合的培养基，BA浓 

度为0．1～0．5 mg·L 时，出愈率均达到 100％， 

且愈伤组织块随着 BA的增加而增大。BA浓度高 

于 1．0 mg·L 后，明显抑制愈伤组织的产生和生 

长(表 4)。 

在诱导愈伤组织最适宜的2，4一D 0．5 mg·L～、 

NAA 1．0 mg·L～、IBA 1．0 mg·L 的培养基中 

加入 KT对愈伤组织的诱导和生长有明显的抑制 

作用，且浓度越大，抑制作用越强 (表 5)。当 KT 

浓度为1．0 mg·L 时，已完全抑制了含 NAA、IBA 

的培养基幼叶愈伤组织的形成，对含2，4一D的培养 

基出愈率仅为 2．5％，KT 2．0 mg·L 时已经完全 

抑制愈伤组织的形成。 
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表 5 KT与不同生长素组合对叶片愈伤组织诱导的影响 
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3 讨论 

试验结果表明，3种生长素均可诱导杜仲幼叶 

的愈伤组织形成。但所需的最佳浓度不同，这与以 

杜仲幼茎为外植体诱导愈伤组织的结论相一致  ̈， 

均体现了不同生长素活性不同。4．0 mg·L_J NAA 

和4．0 mg·L IBA处理在30 d统计时，出愈率均 

很低，但叶片始终发绿，继续培养到 40 d时，出愈 

率达 100．0o％，培养到50 d时，愈伤组织生长量已 

和 NAA 1．0 mg·L～、IBA 1．0 mg·L 处理 的 

30 d统计时相当，且愈伤组织逐渐富有光泽、继代 

后仍能生长，低浓度(1．0 mg·L 以下)诱导的愈 

伤组织在40 d时已开始枯死。但幼茎为外植体诱 

导愈伤组织时，4．0 mg·L NAA和4．0 mg·L 

IBA处理的在 20 d后逐渐枯死，未出现延迟形成 

愈伤组织的现象。茎、叶在高浓度生长素培养条件 

下的差异，尚需进一步研究。 

虽然单独使用 2，4-D、NAA、IBA可 100％诱导 

出愈伤组织，但加入 BA后愈伤组织生长旺盛，富 

有光泽，生活力强，可见 BA与生长素的配合使用 

优于单独使用生长素；KT的加入对愈伤组织的诱 

导及生长不利，这与李琰等人 l 、唐建军等人_lI_ 

在杜仲愈伤组织诱导中得出的结论相一致，同属于 

细胞分裂素的 BA和 KT在愈伤组织诱导中作用不 

同。 

从 3种生长素诱导出愈时间上看，NAA、IBA 

的出愈时间基本相近，以叶片为外植体时，2，4．D 

的出愈比NAA、IBA晚2～3 d，而以茎段为外植体 

时2，4-D比NAA、IBA早 2～3 d_l ，可见，诱导愈 

伤组织是激素、外植体内源激素等共同作用的结 

果。 

试验中发现，以叶为外植体时愈伤组织的出愈 

时间普遍比以茎为外植体时晚 10 d左右  ̈。这 

可能是因为叶中的薄壁组织大多都分化成了具有 

光合作用的同化组织，而茎中的薄壁组织几乎还处 

于较原始的未分化状态，所以薄壁细胞在进行脱分 

化形成分生组织时茎所用的时间要比叶要短。体 

现了同一薄壁组织由于分化程度不同在脱分化成 

分生组织时所用的时间也是不一样的。 
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