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虎杖愈伤组织的诱导及其白藜芦醇形成初探 

欧菊泉 ，陈冒香 ，丁利华 ～，曹 庸 

(1．湘潭大学后勤产业处，湖南 湘潭 411105；2．吉首大学张家界校区湖南省林产化工工程重点实验室，湖南 张家界 427000； 

3．湖南省张家界市一中，湖南 张家界 427000) 

[摘 要] 将虎杖Polygonum cuspidatum不同外植体经不同消毒时间处理后，接种在添加不同激素种类和水平的相同基本培养基 

上或相同激素种类和水平基本培养基上进行诱导实验，同时对根和根茎芽、叶、韧皮诱导的愈伤组织进行白藜芦醇含量的测定．结果 

表明，基本培养基以MS较好，外植体叶对激素种类较为敏感，其中适当浓度的NAA诱导愈伤组织比2，4一D的效果好，KT比BA好， 

添加 KT的培养基上诱导愈伤组织比较紧密，有利于分化，在 MS+NAA2 mg／L+KT0．1 mg／L培养基上诱导愈伤组织较好，根茎芽 

的诱导率最高，为 73 ；愈伤组织的生长趋势从接种的第 3天开始生长，到 21 d时生长达到最高峰，干质量为0．461 2 g，以后生长速 

度减慢；对不同材料诱导的愈伤组织进行白藜芦醇含量的测定，其中根茎部芽的诱导的愈伤组织中白藜芦醇含量最高 t其次是叶和 

根，最低的为韧皮． 
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Callus Inducement and Resveratrol Formation of Polygonum cuspidatum 

oU Ju—quan ，CHEN Xue—xiang ，DING Li—hua ～，CAO Yong 

(1．Rear Service Industry Department of Xiangtan University，Xiangtan 411105，Hunan，China； 

2．Hunan Province Key Laboratory of Forest Product and Chemical Industry Engineering，Zhangjmjie 427000，Hunan，China ； 

3．The First Middle School of Zhangjiajie，Zhangjiajie 427000，Hunan，China) 

Abstract：The inducing experiments were carried out．Different explants of Polygonum cuspidatum after treatment of different 

antisepsis time were inoculated on the same elementary culture medium to which are added different kinds and levels of photohormones 

or on the different elementary culture medium to which are added the same kinds and levels of photohormones．The results show：MS 

is the best elementary culture medium；leaf explant was more sensitive to photohormone kinds f effects on calli inducing NAA were 

better than 2，4-D l and KT were better than BA．Calli induced on the culture medium with KT were of high compactness that was 

quite beneficial to differentiation．Divided culture medium containing MS+NAA 1．0 mg／L+KT 1．5 mg／L had good effects of re- 

divided onplant stem．Culture medium containing MS+NAA 2 mg／L+KT0．1 mg／L had good inducing effect on calli and its inducing 

rate on rhizome with bud was the highest，reaching up to 73 ．The growi ng trend of callus began to grow three days after 

inoculation，and its growth came to the tiptop in the twenty-first day，but its growi ng speed became slow after its suttle reached 

0．461 2 g．A determination of the content of Resveratrol in the callus induced by different materials indicates the fact that the buds of 

rhizoma had the maximum content，the following be ing leaves and roots t and the bast ha ving the minimum． 

Key words：plant tissue culture；callus；inducement；resveratrol；Polygonum cupidatum 

对植物愈伤组织的诱导，在其它方面已有不少的研究n~ ]，而虎杖愈伤组织的诱导还鲜见报道．虎杖 

Polygonum cuspidatum是蓼科蓼属多年生草本植物m ，其仔含有较高的白藜芦醇．白藜芦醇 resveratrol具有 

防癌 ]、抗高血压和导致冠状动脉血管扩展等活性，具有降低大鼠血清中总胆固醇以及降血脂等作用 ]，可有 

效抑制血管细胞中组织因子TF和细胞质的异常表达，防止心血管疾病发生 ．随着白藜芦醇的市场需求量加 

大，虎杖的采挖量也在加大．因虎杖是一种小型灌木，生长速度较慢，若长期大量的采挖，将会造成虎杖野生资 
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源大幅度减少和虎杖野生资源的缺乏，因此利用虎杖组织及细胞培养大规模生产自藜芦醇，已成为一条重要途 

径． 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

采取吉首大学张家界校区试验地虎杖的根状茎、根状茎芽、茎、叶作为实验材料． 

1．2 实验方法 

1．2．1 愈伤组织适宜培养基的筛选 

用固体培养法培养，通过不同基本培养基以及外源生长调节物质的对比试验，筛选出愈伤组织的适宜培养 

基． 

选取健壮无病的虎杖植株，取其根状茎、根状茎的芽、茎、叶，用自来水冲洗干净并晾干表面水分，在超净工 

作台内用 75 酒精消毒 30 s，无菌水冲洗 1次，然后用 0．1 HgCI：溶液消毒 10 min，再用无菌水冲洗 7次，放 

在无菌滤纸上晾干，切成 0．5×0．5 cm 的小块，接种在以B 、N。、MS为基本培养基并附加不同生长调节剂的 

愈伤组织诱导培养基上培养．培养条件为：温度(25士1)℃，光照强度 1 200 Lx，每 20 d继代 1次． 

1．2．2 根状茎芽愈伤组织生长曲线的测定 

以 MS培养基为基本培养基，附加 2 mg·L_1 NAA+O．1 mg·L叫KT的植物激素，每三角瓶(50 mL)中 

装入 20 mL的固体培养基，在超净工作台中每瓶接入 0．9 g愈伤组织，并将愈伤组织分为大小相近的 6小块， 

在温度为(25士1)℃，光照 12 h，光照强度 1 200 Lx，湿度为 85 的培养箱进行培养，每隔 3 d取 1次样，用超纯 

水洗掉表面的培养基，用滤纸吸干表面水，装入塑料管中，放到一35℃的超低温冰箱中预冷 12 h，然后放到真 

空干燥器中干燥 24 h，将冷冻干燥的愈伤组织称重．观察时间为 27 d，分别记载其干质量和鲜质量，每个结果 

为 3个平行式样的平均值． 

1．2．3 不同材料诱导的愈伤组织中自藜芦醇含量的测定 

选取健壮无病的虎杖植株，取其根、根茎芽、茎、叶、韧皮作为诱导愈伤组织的外植体，清洗杀菌方法同1．2．1， 

将其接在 MSz培养基伤上进行培养，培养条件为温度(25士1)℃，光照强度 1 200 Lx，每 20 d继代 1次． 

1．2．3．1 自藜芦醇的提取与检测 将材料放到一35℃的超低温冰箱中预冷 12 h，然后放到真空干燥器中干 

燥 24 h，将冻干的愈伤组织称重，磨碎，提取体积为愈伤组织：乙酸乙酯一1；90．先用超声波处理 30 min后，放 

到冰箱中冷藏提取 48 h．提取液过滤，浓缩定容进行自藜芦醇含量的测定． 

1．2．3．2 白藜芦醇的测定 采用高效液相 LC一9A(日本 Shimadzu)分析，柱子 Dima Technologies(C。。迪马公 

司一色谱配件专家．规格：250 mm×4．6／zm，流动 48．2 的乙醇．流速：1 mL／min，柱温 30~C．检测器：紫外检测 

器．标样为含量 99．8 的 Resveratrol(Sigma公司)．检测波长为306 nm．采用外标一点法计算样品的含量． 

2 结果与分析 

2．1 不同基本培养基上的诱导 

实验 

不同的基本培养基诱导的愈伤率差 

异较大，在 MS基本培养基和 2，4一D+ 

KT0．3的激素水平上诱导率最高，为 

86 ，且其出愈伤时间最短，为 13 d，而 

B 、N。基本培养基上的诱导率偏低，出 

愈伤时间较 MS基本培养基要长(见表 

】)． 

表 1 不同基本培养基对虎杖叶愈伤组织的诱导 

Table 1 The induction of callus of Polygonum cuspidatum"s 

leaves in the different elementary culture mediums 

t 均以未污染外植体计数． 
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2．2 激素种类及水平的诱导比较实验 

激素种类和浓度对虎杖叶愈伤组织的影响较 

大，NAA的诱导比2，4一D要好，NAA1+KTO．1 

的激素种类水平组合的诱导率为 9O ，且诱导愈 

伤组织的时间为 13 d，诱导较快．比 2，4-D1+ 

KT0．1组合的诱导率要高 4 ，愈伤组织比较紧 

密，易分化，产生不定芽，而 NAA2+6-BA0．2的 

激素种类组合诱导率最低，为 35 ，且出愈伤时 

间较长，为2O d(见表 2)． 

2．3 不同消毒时间处理对愈伤组织诱导的影响 

不同的实验材料用不同的消毒方法处理后， 

从不同的材料诱导率看，叶作为外植体诱导愈伤 

组织较茎、根茎、带芽根茎要好．在叶消毒的处理 

表 2 不同激素种类和水平对虎杖叶愈伤绾织诱导的影响 

TlabIe 2 The effects different kinds and levels of photohormoneson 

induction of callus of Polygonum cuspidatum’ leaves 

中，其中用 75 酒精消毒 30 S和0．1 汞消毒 10 rain的诱导率为8O ，材料的污染率为5 ，而叶用 75 的酒 

精消毒 30 s和 0，1 的升汞消毒 5 min处理后，其诱导率虽然较前一种高 4 ，但其从材料的污染率和未污染 

材料的诱导率两方面综合考虑看，前一种消毒处理较好(见表 3)． 

2．4 根茎和根茎芽在不同激素水平培 表3 不同实验材料用不同消毒时间处理后消毒效果 

养基上的诱导 Table 3 

根和根茎芽在不同激素水平培养基 

的诱 导，其 中根茎 和根茎芽在 MS+ 

NAA2 mg·l +KTO．1 mg·L 中诱 

导率较高，分别为 67 和 73 ，但从出 

愈伤时间看，根茎芽的出愈伤时间只要 

6 d，比根茎出伤愈要快，其诱导效果较 

好； 而 MS+NAA2 mg／LWKT1．0 

mg／L培养基的诱导时间长，且诱导率 

低，其诱导效果差(见表 4)． 

2．5 茎和叶在不同培养基上的诱导 

从茎和叶的诱导实验看，茎和叶在 

MS+NAA1 mg／L+KTO．1 mg／L上的 

The Disinfection results of different experiment materials 

treated with different disinfection time 

诱导率均较高，诱导率分别为 55 和77 ，且叶的诱导时间为 11 d，较茎的诱导时间要短．从诱导的培养基考 

虑，以MS+NAA1 mg／L+KTO．1 mg／L诱导较好，从诱导的外植体的材料看，叶比茎好(见表 5)． 

表 4 根茎及根茎芽在不同激素水平培养基的愈伤组织诱导率 表 5 茎和叶在不同激素水平培养基上的诱导 

Table 4 The induction rates of root stem and rhizome bud Table 5 The induction expe riments of caudices 

of Polygonum cuspidatum in culture mediums and leaves in culture mediums with 

with different photohormone levels different photohormone levels 
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2．6 不同材料诱导的愈伤组织中自藜芦醇 

的含量 

不同材料诱导的愈伤组织中的白藜芦醇 

的含量见表 6． 

2．7 根茎芽愈伤组织生长 曲线 

刚接进去的愈伤组织为黄色，干质量为 

0．094 1 g，生长到第 6天时，愈伤组织的颜 

色 开始 出现一些 粉红色，干质 量增加到 

0．142 1 g，以后涿渐转为粉红色，愈伤组织 

生长较快；到 21 d时，愈伤组织的生长量达 

到最大，干质量为0．461 2 g；21 d后，愈伤组 

织开始出现绿点，以后涿渐转为绿色，愈伤组 

织生长速度减慢；到第 24天时，愈伤组织生 

长量已呈下降的趋势，愈伤组织的大部分转 

为绿色；27 d时，其干质量下降为 0．338 1 g． 

2．8 愈伤组织生长不同时期白藜芦醇的 

含量变化 

根茎芽在生长曲线的第 0天时，其白藜 

芦醇的含量较低，为 9．4 g·g_。，以后逐渐 

增多；到第 6天时，其含量达 16．21 g．g_。； 

但第 6天后，其白藜芦醇的含量逐渐降低；到 

第 12天时，其含量降到 6．3 g·g_。；到17 d 

时，其含量又逐渐上升；到第 26天时，其含量 

达到较高，为 14．9 g·g-1；26 d后，其白藜 

芦醇的含量又逐渐降低，仅为 7．5 g·g_1 

(见图 2)．其生长曲线与白藜芦醇积累表现 

出不一致性，与白藜芦醇类似物增加呈一定 

的正相关性．由此可见，白藜芦醇类似物量的 

增加，不影响愈伤组织的生长和增殖． 

3 讨 论 

表 6 不同材料的愈伤组织白藜芦醇含量’ 

Table 6 The content of resveratrol in the different calli of Polygo 

十 表中数据为 3次试验的平均值． 

■ 

基 

委 
$ 
镇 

图 1 虎杖根状茎芽愈伤组织生长曲线 

Fig．1 The growth cruves of Polygonum cuspidatum 

rhizome bud callus 

0 3 6 9 l2 l5 l8 21 24 27 

培养时间／d 

■I~lt-P醇似g·g) ■类似物~lt／Cug-g) 

图 2 虎杖根茎芽愈伤组织生长与白藜芦醇积累曲线 

Fig．2 Resveratrol accum ulation and growth curves of 

(1)以MS为基本培养基，叶为外植体， Polygo删肼cuspidatum rhizome bud calli 

75 的酒精消毒 30 S和 0．1 升汞消毒 10 min之后，在 MS+ NAA1 mg·L +KTO．1 mg·l 的培养基中 

诱导愈伤组织效果较好，而以MS+NAA2 mg·L +KTO．1 mg·I 培养基，以根茎芽为外植体诱导愈伤组 

织较好，且以根茎芽的诱导率较高，所需时间很短． 

(2)虎杖愈伤组织的生长与白藜芦醇的含量的关系，愈伤组织生长最快的时期，其白藜芦醇的含量不是最 

高的时期，其愈伤组织的生长最大的时期出现在 21 d，而白藜芦醇的含量最高时期是在第 6天和第26天，即愈 

伤组织的生长速度和白藜芦醇的含量不呈正相关性．由此可见，在虎杖愈伤组织旺盛生长的前期和后期收获是 

较合适的，可以得到较高产量的白藜芦醇． 
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