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蒙古黄芪不定根的诱导 

马 琳 ，王秀杰卜。高文远 

(1．天津中医药大学 ．天津 300I 93；2．天津大学药物科学与技术学院 ，天津 3001 93) 

摘 要 以蒙古黄芪无菌芽的下胚轴 、无菌苗 的根 、茎 、ui 为外植体 ，分别接种在不同激素组合的 Murashige 

和 Skoog(MS)培养基巾 ，在(25±1)℃条件下暗培养 ．蔗糖浓度为 3．0 ，pH 值为 j．8。琼脂 的浓度为 0．8 。对 

蒙古 黄蓖(Astragah~sⅢ㈨26r【l7I“r“s Bge．v&r．monghol&“ (13ge．)Hsiao)进行 愈伤组织诱导 。结果表明最适合 

蒙 黄芪下胚轴愈伤组织诱 导的激 素组合为 Ms+2．4二氯苯氧 乙酸(2，4 D)2．0 ml／I +6苄氮基嘌呤 (6 BA) 

0．5 ml 1 和 Ms+a奈乙酸(NAA)3．0 mg L 6 BA0．j ml L；最适合作 为蒙古黄芪 愈伤组织诱 导 的外植体 为 

叶 ．最佳培养基为 Ms+NAA 3．0 mg／I 。综 合考 虑愈伤组织质地以及后期试验 目的 ，最终 确定蒙古 黄芪愈伤组 

织诱导和增殖培养皋为 Ms’-NAA 3．0 mg I +6 BA 0．5 mg I 。黄芪愈伤组织生长 曲线 呈现 s型 ，在 d9进 入 

快速增 长期，最佳继代时问是在 21 d左右。 
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蒙 占 黄 芪 L Astl agalus D1e1)l[)to1l~Cgigs 

(Fisch．)Bge．vsr．mongholicus(Bge．)Hsl ao 5为 

豆科多年生草本植物 。为中药黄芪主要来源之一。 

其根具有升举阳气、扶正固表的功效 。现代医学研 

究证明其具有提高人体免疫力的作用。黄芪根主 

要活性成分有三萜皂苷、黄酮多糖类 。目前市场 

上对黄芪的需求量大 ，为解决资源紧张的问题．人 

们研究利用组织培养技术进行黄芪植株再生和器 

官的培养或细胞悬浮培养技术。力求更加方便 、快 

捷、大量的得到黄苠的有效成分。然而无论采用何 

种组织培养途径．均需首先诱导 出黄芪 的愈 伤组 

织。因此 ．本文以蒙 占黄芪无菌芽为外植体。对愈 

伤组织的不同诱导方法进行了比较，并绘制出愈伤 

组织的生长曲线 ，从而确定了蒙古黄芪愈伤组织诱 

导的最佳条件 。 

1 材 料和方 法 

1．1 材 料 

蒙古黄芪种子由山西省五寨县芪参中药材开 

发中心提供．经鉴定为蒙古黄芪(Astraga]glS z 

， allaceu5(Fisch．)Bge． var．mo Pl eg’holi~、IIS(Bge．) 

Hsiao)的种子。 

1．2 蒙古黄芪种子处理 

选择饱满的蒙古黄芪种子 ，加 98 浓硫酸搅 

拌处理 40 min，自来水冲洗 5 h，去离子 水浸泡过 

夜。75 酒精消毒 30 S。无菌水冲洗 4～5次，每次 

2～ 3 m in。 

1．3 蒙古黄 芪无菌苗的培养 

1．3．1 蒙古黄芪无菌芽的获得 将按 1．2项下处 

理过的种子 ，接种在 MS培养基上 ，在(25±1)D(1下 

暗培养 ，4 d左右得到了蒙古黄芪无菌芽卫。 

1．3．2 蒙古黄芪无菌苗的获得 将按 1．2项下处 

理过的种子，接种在装有 30 ml MS固体培养基 的 

100 ml锥形 瓶 中，25℃无 菌条件 下暗培养 ，培 养 

7 d．待芽长为 3～j Ci'I1后，转移到 自然光下培养。 

20 d左右可得到蒙古黄芪无菌苗 。 

1．4 蒙古黄芪外植体的获得 

取蒙古黄芪无菌芽，去掉顶端和尾部，选取 中 

问粗壮部位切成 0．5 cm的小段 ，即得 ；取蒙古黄芪 

无菌苗茎 、根分别切成 0．5 cm 的小段，叶片切成 

0．2 cm×0．2 cm的小块 ，即得外植体。 
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1．5 不同激素组合对 蒙古黄芪下胚轴愈伤组织 

诱导 的影响 

分别对 2，4一D、NAA、6 BA、KT进行不同激素 

浓度配比 (表 1)，观察不同激素组合对蒙古黄芪 

愈伤组织 诱导 的影响，培 养条件 为：琼 脂浓 度为 

8．0 g／L，蔗 糖 浓 度 为 30 g／L，pH 值 为 5．8，在 

(25±1)℃下暗培养 。 

Tab 1 Various plants growth regulator combination on 

callus induction 。f A． menlbranaceus 72a r． mongholicus 

P1ant Concentration of plant hormone(rag／L) 

hormone A1 A? A A
l A A A． A8 A A1。 

1．6 不同植物激素组合对蒙古黄芪不同外植体愈 

伤组织诱导的影响 

取蒙 古黄芪根 、茎、叶外植 体分别 接种在 含 

2，4一D 2．0 mg／L，NAA 3．0 mo／L，2，4-D 2．0 mg／I 

+6一BA 0．5 rag／I KT 0．1 rag／L，6-BA 0．5 rag／I + 

NAA 2．0 rng／I ／3．0 mg／L的培养基中(表 2)。 

Tab 2 Various plants growth regulator combination on 

callus induction of A． i?lelllbrall~cglgsvoa r． mogbolicus 

P1ant Concentration of plant hormone(rag／I ) 

hormone B1 B2 B3 B4 B5 B6 

1．7 蒙古黄芪愈伤组织生长曲线的测定 

以蒙古黄芪无菌芽的下胚轴为外植体 ，接种在 

MS+NAA 3．0 mg／ L+6-BA 0．5 rag／L培 养基 

上 ，分别选取培养 0，3，6，9，12，15，18，21，24，27， 

30．33 d的愈伤组织测其鲜重 ，每次取 2盘，每盘 

5个外植体，取其平均值 。相同的外植体在 105℃ 

下灭活 30 min，60oC下 干燥 至恒重 ，测其干重，以 

生长天数为横座标 ．以愈伤组织鲜重和干重为纵座 

标做黄芪愈伤组织的生长曲线 。 

1．8 愈伤组织诱结果统计 

愈伤组织诱导率 = 愈伤化外植体个数 接种 

的外植体个数 ×100 。 

2 试验结果 

2．1 不同植物激素对蒙古黄芪下胚轴愈伤组织诱 

导率的影响 

将蒙古黄芪无菌芽下胚轴切成0．5 cm长的小 

段的外植体 ，分别接种在不同激素配 比的培养基 

中，每种 激 素接 种 4盘。愈伤 组织 的诱 导 率 见 

表 3。 

Tab 3 The percentage of callus induction using various 

plants growth regulator combination 

Combination of plant Num of explants Num of Percentage of 

Num 
h。rm。ne(m1／I ) 。n every dish ca11us inducti。n( ) 

由表 3可知 ，2，4一D与 KT组合 ，无论 比例是 

多大 ，诱导率均 不是很高 ，且从诱导 愈伤组织 的 

形成过程来看 ，该 组合诱导 的愈伤组 织易褐化 ； 

2，4一D与 6-BA组合 ，当生长素／分裂素 比例越高， 

愈伤组织 的诱导率就越高，且愈伤组织形成的时 

间短 ，颜 色 较 深 ，但 是 当 2，4一D 的 浓 度 达 到 

2．0 mg／I 时 ，诱导 的愈伤组织质地较疏松 ；NAA 

与 6-BA组合使愈 伤组织 的形成 较慢，但 不容易 

褐化 ，随着 NAA浓度 的增加 愈伤组织 由黄褐色 

变成黄 白色，质地 由较 坚实变 得疏松 。NAA与 

KT组合的诱导率均低于其它组合 。综上所述最 

适合 蒙 古 黄芪 愈 伤 组织 诱 导 的激 素组 合 应 为 

MS+2，4 D 2．0 rag~L+ 6-BA 0．5 mg／L和 MS+ 

NAA 3．0 mg／L+ 6一BA 0．5 rag／I 。 

2．2 不同植物激素对蒙古黄芪不同外植体愈伤组 

织诱导率的影响 

把根 、茎、叶外植体 分别接种 在含不 同激 素 

的培养基上 ，每种 激素组合 重复 3次 ，诱导率见 

表 4。 
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在接种 d4后，各种外植体开始变大，叶外植体 

开始卷曲。在培养 2周后各种外植体在切 口处开 

始出现愈伤化现象 。 

试验结果显示 ：叶最适合做诱导愈伤组织的外 

植体．培养基 中最佳 的激素组合 为 MS+2．4 D 

2．0 mg／I—MS+ NAA 2．0 mg， I 、MS+ 2，4 D 

2．0 mg I +6-BA 0． mg／I ；中片愈伤组织的颜色 

为淡绿色。最适合根的愈伤组织诱导的培养基 中 

激素组合为 MS+2，4 D 2．0 rag／ I 或 MS十NAA 

3．0 mg／I ，培养 20 d后诱导率均达到 100 ；愈伤 

组织的颜色为黄色．在第 4周有红色出现 ，愈伤组 

织的质地较疏 松。以茎作为外植体 的最适合诱导 

愈伤组织的激素组合为 MS+2，4 D 2．0 mg／L或 

MS+NAA 2．0 mg／I ；诱导 出的愈伤组织颜色为 

黄 白色，其质地较紧密。 

2．3 愈伤组织的增殖培养 

以 NAA 3．0 rag／I +6一BA 0．5 mg／L作为增 

殖培养基，用无菌芽的下胚轴作为外植体进行蒙古 

黄芪愈伤组织的增列培养 。其愈伤组织诱导率可 

以达到 100 ，诱导的愈伤组织黄 白色 ，质地紧密， 

而且愈伤组织褐化率低。 

2．4 蒙古黄芪愈伤组织生长曲线 

不同培养天数的蒙古黄芪愈伤组织鲜重和干 

重数据见表 5，生长曲线见图 1。 

Tab 5 The weight of callus on different days 

Day of culture 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 3O 33 

W eight of callus(mg) 14．1 20．3 35．6 60．3 82．0 11O．7 125．0 137．3 147．5 1 55．0 158．8 1 58．5 

Dry weight of callus(mg) 1．01 1．61 2．47 3．87 5．90 9．03 12．1 17．9 2O．7 24．3 24．5 24． l 
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50 
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Fig 1 The growth curve of A．i)lelHbra"“(ells 

从蒙古黄芪愈伤组织生长曲线图可见 ，从接种 

d6开始愈伤组织增长较快 。从干重和鲜重增加的 

百分 比可以看出，这个增长很有可能是外植体从培 

养基中吸水的原因，从 d9刘 d24进 入快速增长时 

期，从 27 d开始进入稳定期 。因此可知，黄芪愈伤 

组织在 24 d左右继代较为合适 。 

3 讨 论 

3．1 蒙古黄芪种子的处理方法 

曾经对黄芪种子不经 98 浓硫酸处理，直接 

用去 离 子水 浸 泡 过 液 ，与 用 98 浓 硫 酸 处 理 

30 min和 40 min方法进行 比较 ，结果用 98 浓硫 

酸处理 40 min的发芽率高于用 98 浓硫酸处理 

30 min的，不经浓硫酸处理的发芽率最低。 

3．2 琼脂 浓度 的选择 

在 MS培 养 其 基 中 分 别 添 加 10 g／L 和 

8．0 g／I 的琼指，观察其对培养基的影响。结果发 
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现添加 10 g／I 琼脂 的培养基质地 比较 坚硬 ，不利 

于培养物营养物质的吸收。所 以最终确定选择添 

加 8．0 g／I 的琼脂 。 

3．3 诱导愈伤组织外植体的选择 

从实验数据中可以看出蒙古黄芪无菌苗的叶 

和根做外值体时，叶的愈伤组织诱导率很高，但由 

于无菌苗的培养需要很长时间，且 叶、根外植体和 

无菌芽下胚轴外植体诱导的愈伤组织在质地上没 

有很大的差别，所以我们选择蒙古黄芪无菌芽的下 

胚轴为外植体。 

3．4 愈伤组织增列培养的选择 

虽然 MS+2，4一D 2．0 rag／L+6 BA 0．5 rag~'L 

和 Ms+NAA 0．3 rag／L+6-BA 0． rag／ I 对黄芪 

无菌芽下胚轴外植体愈伤组织诱导效果都很好 ，但 

2，4一D不利于下一步的器官分化试验 ；所以最终选 

择 NAA 3．0 mg／I +6 BA 0．5 mg／I 作为增殖培 

养基 ，根 、茎和叶愈伤组织的诱导效果也很好 ，但培 

养无菌苗所需时间较长，所以无菌芽的下胚轴作为 

外植体，进行黄芪愈伤组织的增殖培养 。 
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Callus Initiation of Astragalus membranaceus var．mongholicus 
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Abstract Using hypocotyl segments obtained from sterilized bud of A．Inembranaceus var．mongholi~’US 

and root-stern and leaf from sterilized plants as explants，then germinating explants on MS medium 

supplemented with different combinations and concentrations 0f hormone
． The temperature was con— 

trolled (25± 1)0C under dark conditions．the suger was 3．0 ，pH was 5
． 8 and agar was 0．8 ．To in— 

duce callus of A．DIeDIDra”“Cells var．mongholicus，the maximum and the best callus were aehived on MS 

medium with 2．0 rag／'L 2，4-D and 0．5 mg／I 6-BA，and the other culture could receive the same yield of 

callus wad MS medium supplamented with 3．0 mg／I NAA and 0．5 mg／I 6-BA．On both medium and 

the explants could initate 100 ． The optimal explant was leaf and the medium was MS+ NAA 

3．0 mg／I ．We chose MS+NAA 3．0 mg／I +6-BA 0．5 rag／I as callus subculture and hypocotyl segma— 

nts as explant．Callus growth curve of A．iDembraIlaceus var．mongholicus showd“S”
．
The time of log— 

arithim growth appeared after being cultured for 9 days，we confirmed that about 24 days were the time 

of exchange medium． 
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