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露水草愈伤组织的诱导及分化研究 
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摘要：以露水草的种子为外植体，以10％次氯酸钠为消毒剂，以20—30 min为消毒时间建立无菌苗具有最 

好效果；MS培养基较适合露水草愈伤组织的形成和芽的分化；以MS+6一BA 1．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L的激素 

组合诱导露水草的种子和茎形成愈伤组织，并分化成芽具有较好效果，露水草的根、叶形成愈伤组织的能力较 

差；露水草的种子 、茎段易于诱导形成不定芽；KT、6一BA对露水草不定芽的形成是必要的，其效果明显优于 zT 

和2一ip，以MS+KT 1．0 mg／L+NAA 0．1 mg／L或MS+6一BA 1．0 mg／L+NAA 0．1 mg／L的激素组合诱导露水 

草的种子、茎段形成不定芽具有较好效果。 

关键词：露水草；组织培养；愈伤组织 ；不定芽 ’ 
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露水草又名珍珠露水草 (Cyanotis arachnoidea 

c．B．Clarke)，是鸭跖草科兰耳草属的多年生宿根草 

本，是提取昆虫 B一蜕皮激素的优良原料，是迄今发 

现含 p一蜕皮激素最多的资源植物。其 p一蜕皮激 

素的含量达全草干重的1．2％，地下部分p一蜕皮激 

素含量达干重的 2．9％【11。p一蜕皮激素 (p— 

ecdysone)又称 20一羟基蜕皮 甾酮(20一hydroxy 

ecdysterone)，其分子式 c H O7，分子量480 J。它 

能促进昆虫化蛹，缩短蚕龄，促进蚕吐丝，提高蚕丝 

的质量与产量。它还能抑制昆虫进食，可作为选择 

性杀虫剂。经药理与临床研究，B一蜕皮激素具有 

补虚除湿、舒筋活血的功效。《滇南本草》中记载 

“治一切虚症，阳痿无子，采服之”；《昆明民间常用 

草药》中记载“发汗除湿，清阴热” 。它还能促进 

人体内蛋白质尤其是肝脏蛋白的合成，可以排除体 

内胆固醇的积累，抑制血糖上升，还有降血压的作 

用 J。另外还用于化妆品中，有防皱嫩肤的效果。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

露水草的种子及茎段均采自楚雄农校药园。 

1．2 方 法 
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1．2．1 不同外植体、消毒剂、消毒时间对无菌苗建 

立的影响 以MS为基本培养基，以KT 1．0 mg／L+ 

NAA 0．1 mg／L为激素配比，以刚采摘的露水草成熟 

种子、叶片、去叶幼嫩茎段为外植体，10％次氯酸钠 

(NaC10)消毒，设置消毒时间为 15、20、25、30 min； 

0．2％ HgC12消毒，设置消毒时间为2、2．5、3、3．5、4 

min，以筛选出最佳的外植体部位、最佳消毒剂种类 

及消毒时间。消毒后用无菌水冲洗 5—8次，茎、叶 

直接接种，种子用无菌水浸泡5—10 h后接种。消 

毒剂消毒前均用洗涤剂清洗种子5 min，再用流水冲 

洗5 min。 

1．2．2 不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响 

以露水草无菌种子为材料，以6一BA 1．0 mg／L+ 

NAA 1．0 mg／L为激素种类及配比，以MS、1／2MS为 

对照，以筛选出最佳基本培养基。接种后暗处理 30 

d进行统计(以下同)。 

1．2．3 不同外植体部位对愈伤组织诱导的影响 

以 MS为基本培养基，以6一BA 1．0 mg／L+NAA 

1．0 mg／L为激素种类及配比，以露水草无菌种子及 

无菌苗的根、茎、叶为材料，对露水草的种子、根、茎、 

叶形成愈伤组织的能力进行比较。 

1．2．4 不同激素种类及配比对愈伤组织诱导的影 

响 以种子为外植体，以MS为基本培养基，设置 7 

组不同种类及配比的激素进行对比，以筛选出最佳 

激素种类及配比。第 1组：2，4一D 1．5 mg／L；第 2 

组：2，4一D 1．5 mg／L+6一BA 1．5 mg／L；第 3组： 

2，4一D 1．5 mg／L+KT 1．5 mg／L；第 4组：2，4一D 

1．5 mg／L十ZT 1．5 mg／L；第 5组：2，4一D 1．5 mg／L 
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+2一ip 1．5 mg／L；第6组：2，4一D 1．5 mg／L+NAA 

1．5 mg／L；第 7组：6一BA 1．5 mg／L+NAA 1．5 

mg／L。 

1．2．5 不同浓度的6一BA与 NAA对愈伤组织诱 

导的影响 以叶为外植体，以MS为基本培养基，设 

置4组不同的6一BA与 NAA浓度进行比较，以筛 

选出最佳6一BA与 NAA浓度。第 1组：6一BA 1．5 

mg／L+NAA 1．5 mg／L；第 2组：6一BA 1．0 mg／L+ 

NAA 1．0 mg／L；第 3组：6一BA 0．5 mg／L+NAA 0．5 

mg／L；第4组：6一BA 0．1 mg／L+NAA 0．1 mg／L。 

1．2．6 不同外植体部位对不定芽形成的影响 以 

MS为基本培养基，以KT 1．0 mg／L+NAA 0．1 mg／L 

为激素种类及配比，以露水草无菌种子及无菌苗的 

根、茎、叶为材料，对露水草的种子、根、茎、叶形成不 

定芽的能力进行比较。接种后给予 7 d时间的暗处 

理，然后光照，光照强度 2 000 lx，培养温度21—26 

℃。接种后30 d统计(以下同)。 

1．2．7 不同激素种类及配比对不定芽形成的影响 

以种子为外植体，以MS为基本培养基，设置6组 

不同种类及配比的激素进行对比，以筛选出最佳激 

素种类及配比。第 1组：6一BA 1．0 mg／L+NAA 

0．1 mg／L；第 2组：KT 1．0 mg／L+NAA 0．1 mg／L； 

第 3组：ZT 1．0 mg／L+NAA 0．1 mg／L；第 4组： 

2一ip 1．0 mg／L+NAA 0．1 me,／L；第 5组；6一BA 

1．0 mg／L；第 6组：不加任何激素的MS。 

2 结果 

2．1 不同外植体、不同消毒剂、不同消毒时间对无 

菌苗建立的影响 

对表 1的无菌率及成活率统计分析结果显示， 

以种子作外植体，10％ NaC10消毒30 rain与0．2％ 

HgC1 消毒2 rain的无菌率差异不显著，“ ：1．724 

<“ ，P>0．05；但萌发率差异极显著，“ ：9．434 

>“ ，P<0．01。说明以露水草种子为外植体，以 

10％ NaC10消毒20～30 rain明显优于0．2％ HgC1 

消毒2 rain。以茎段作外植体，10％ NaC10消毒30 

rain与0．2％ HgC1 消毒3 rain的无菌率差异极显 

著，“ =3．688>“。．0 ，P<0．01；萌发率差异也极显 

著，“ =3．161>“o．ol，P<0．01。0．2％ HgC12对茎 

段的消毒效果明显优于 10％ NaC10消毒 30 rain。 

以叶作外植体，10％ NaC10消毒 30 rain与0．2％ 

HgC1 消毒 3 rain的无菌率差异极显著，“ ：2．634 

>‰ P<0．O1；萌发率差异显著；“ =2．108> 

M。
． 。 ，P<0．05。0．2％ HgC12对叶的消毒效果明显 

优于 10％ NaC10消毒 30 rain。试验还发现以露水 

草茎段、叶为外植体建立无菌苗，虽然0．2％ HgC1 

作为消毒剂明显优于10％ NaC10，但消毒效果仍然 

较差，无菌率及萌发率均较低。10％ NaC10对露水 

草的茎段、叶几乎无消毒效果。 

2．2 不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响 

在 MS培养基上不仅愈伤形成时间早，而且愈 

伤诱导率高(95％)，愈伤长势旺。而在1／2MS培养 

基上虽愈伤诱导率也较高(90％)，但愈伤形成时间 

晚，愈伤长势不如MS。对表2的愈伤组织诱导率进 

行统计分析结果显示，“ <“。．。 ，P>0．05，说明 MS 

与 1／2MS的愈伤诱导率差异不显著。但从愈伤组 

织形成时间和愈伤组织的长势来看，MS培养基明显 

优于 1／2MS培养基。 

表1 不同外植体、消毒剂、消毒时间对无菌苗建立的影响 

注：种子、茎段、叶接种数均为 20。 

2．3 不同外植体部位对愈伤组织诱导的影响 NAA 1．0 mg／L上易于形成愈伤组织，且愈伤组织 

露水草的种子、茎在 MS+6一BA 1．0 mg／L+ 易于分化成芽，不定芽数高达4～6个。表3的统计 
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表 2 不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响 

注：愈伤长势，“+++++”表示最好，“++++”表示较好，“+十+” 

表示好，“++”表示一般，“+”表示差(以下同)。 

表 3 不同外植体对愈伤组织诱导的影响 

结果,X2=290．39>Xo-0I =11．34，P<0．i01，说明不 

同外植体部位形成愈伤组织的能力差异极显著，种 

子、茎形成愈伤组织的能力较强，根、叶形成愈伤组 

织的能力较差。其中，种子与茎之间，根与叶之间差 

异不显著，／Z <／Z0．05，P>0．05。 

2．4 不同激素种类及配比对愈伤组织诱导的影响 

露水草种子易形成愈伤组织，第 1—7组培养基 

均能诱导露水草种子形成愈伤组织，且形成率均较 

高。对表4的愈伤组织诱导率进行统计分析，结果 

显示,X2=44．66>Xo 0l =16．81，P<0．01，说明不同 

激素种类及配比对愈伤组织诱导的影响差异极显 

著。第7组培养基 Ms+6一BA 1．5 mg／L+NAA 

1．5 mg／L诱导露水草形成愈伤组织有显著优势，其 

愈伤诱导率高，长势最佳，呈黄绿色，能分化形成不 

定芽。第 1—6组培养基能形成愈伤组织，但愈伤组 

织长势不佳，且未观察到不定芽分化形成(表4)。 

表4 不同激素种类及配比对愈伤组织诱导的影响 

2．5 不同浓度 6一BA与 NAA对愈伤组织诱导的 

影响 ． r 

第 1—4组浓度均能 100％诱导露水草种子形 

成愈伤组织，但愈伤组织的长势及分化形成不定芽 

的效果各不相同。随 6一BA与 NAA浓度的升高， 

愈伤组织的生长速度越快，长势也越好。当浓度为 

6一BA 1．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L时愈伤的长势最 

好，超过该浓度，如 6一BA 1．5 mg／L+NAA 1．5 

mg／L时，愈伤组织长势有所下降，分化形成的不定 

芽数也有所减少(表5)。 

表 5 不同浓度6一BA与NAA对愈伤组织诱导的影响 

2．6 不同外植体对不定芽形成的影响 

露水草的种子、茎易于形成不定芽，且不定芽的 

长势较好。叶形成不定芽的能力较差，露水草的根 

未观察到直接分化形成的不定芽(表6)。 

2．7 不同激素种类及配比对不定芽形成的影响 

第2组培养基 Ms+KT 1．0 mg／L+NAA 0．1 

mg／L可作为首选配方，它对露水草不定芽的形成及 

表 6 不同外植体对不定芽形成的影响 
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根、茎、叶的生长发育效果最好，苗的长势最好、最健 

壮。另外，第 1组培养基 MS+6一BA 1．0 mg／L+ 

NAA 0．1 mg／L苗的长势及增殖系数虽不如第 2组 

培养基，但也有较好效果。zT、2一ip诱导露水草不 

定芽的效果均不如 KT和 6一BA，而且差异显著。 

第5组培养基只有细胞分裂素6一BA 1．0 mg／L，没 

有加生长素，虽种子发芽较快，但长势极差，苗矮，叶 

细，种子萌发成苗后生长几乎停滞。第 5组培养基 

比第 6组不加任何激素的MS长势还差(表7)。 

表7 不同激素种类及配比对不定芽形成的影响 

3 讨论 

露水草全株密被白色丝状毛，地上部分有发达 

的莲座状基生叶，花排列密集，植株匍匐状生长，离 

地面近，易被泥土污染，而且含有内生细菌、真菌。 

因此，以露水草根、茎、叶、花等做外植体难以消毒彻 

底，无菌苗成功率较低。一般以露水草种子为外植 

体效果较好。由于露水草种子较小，种皮较薄，对 

HgC1 较为敏感，一般不用 HgC1 消毒，而以10％ 

NaC10消毒 20～30 min效果最好。 

2，4一D对露水草愈伤组织的形成并非必要，这 

与林如辉使用 KT、2，4一D或 NAA配比对露水草愈 

伤组织生长不利的试验结果相似 J。本试验中，不 

论2，4一D单独使用，还是与6一BA、KT、ZT、2一ip、 

NAA组合使用，诱导愈伤的效果均不理想。2，4一D 

在诱导很多植物形成愈伤组织中起着重要的不可替 

代的作用，但2，4一D对胎儿发育不利，对动物和人 

的神经中枢有严重损伤作用，造成孕妇畸胎，其次还 

阻碍植物次生代谢产物形成，影响愈伤组织分化成 

苗 J。而本试验结果说明，6一BA与NAA组合诱导 

露水草愈伤组织形成明显优于2，4一D，这有利于减 

少 2，4一D的使用，有利于中药材次生代谢产物形 

成，有利于愈伤组织进一步分化成苗，有利于中药材 

的无公害生产。 

KT、6一BA诱导露水草不定芽的形成、增殖、生 

长是必要的，其效果明显优于zT及2一ip。KT能较 

好地促进露水草不定芽生长，促进叶快速生长，叶色 

浓绿，具有较好的保绿作用，其苗高及叶宽均有较大 

优势，增殖系数也较高。6一BA促进露水草苗生 

长、叶增宽、保绿效果及芽的增殖虽不如 KT，但苗较 

为健壮，长势较好，带有正常的紫色，且增殖系数也 

较高。从降低成本的角度考虑，可用 6～BA代替 

KT。ZT、2一ip促进露水草生长及增殖的效果不如 

KT、6一BA。 

在植物组织培养中，细胞分裂素具有促进芽生 

长的作用，生长素具有促进根生长的作用，但两者需 

配合协调使用 J。本试验中，在只有细胞分裂素 

6一BA，没有生长素的培养基中，虽种子发芽较快， 

但苗矮、叶细，苗的生长几乎停滞，长势极差，比在不 

加任何激素的 MS培养基上长势还差。说明没有生 

长素，细胞分裂素不能促进芽生长，相反会严重抑制 

茎、叶生长。因为生长素能诱导细胞壁酶合成，增加 

细胞壁的可塑性，促使原生质的黏度下降，流动性增 

强，对水和溶质的透性提高，促进营养物质进入细 

胞，从而促进纵向伸长生长。细胞分裂素具有促进 

细胞分裂和横向生长的作用，但没有生长素，细胞壁 

不能松弛，其横向及纵向生长都不可能实现 。 

激动素／生长素的克分子比例决定着组织是生 

根还是生芽，比值高时，诱导芽的形成；两者的克分 

子浓度大致相等时，愈伤组织生长而不分化；比值小 

时，即生长素浓度相对大于激动素时，开始有长根的 

趋势 J。但本试验中，等浓度的6一BA与 NAA组 

合不仅能较好诱导露水草愈伤组织形成，而且能较 

好促进露水草愈伤组织分化成苗。本试验结果与在 

灯盏花、贯叶连翘等中药材组织培养研究中的试验 

结果相同 。 

本试验结果为露水草的离体快速繁殖、次生代 

谢研究及遗传转化研究奠定了基础。 

(下转第 162页) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 162一 江苏农业科学 2007年第 2期 

濒危植物珙桐ISSR—PCR反应体系的建立 

李雪萍 ，何正权 ，陈发菊 ，梁宏伟 ，姚 伟 ，李凤兰 

(1．三峡大学生物技术研究中心，植物天然产物研究与利用湖北省重点实验室，湖北宜昌~3002： 

2．北京林业大学生物科学与技术学院，北京 100083) 

摘要：以珙桐叶片为材料，通过单因子试验分别研究了退火温度、raq DNA聚合酶用量、dNTP浓度、Mg 浓 

度、引物浓度和模板 DNA浓度对 ISSR—PCR反应的影响，建立了适宜于珙桐 ISSR分析的扩增体系，即25 的 

反应体系中：模板 DNA 20 ng，Mg“ 1．5 mm0L／L，引物0．6 I~mol／L，dNTP 0．20 mmol／L， DNA聚合酶 1．5 U。 

关键词：珙桐；ISSR；反应体系；优化 

中图分类号：$792．990．04 文献标识码：A 文章编号：1002—1302(2007)02—0162—04 

珙桐(Davidia involucrata Bail1．)为珙桐科珙桐 

属落叶大乔木，我国特有的单型属孑遗植物，属第三 

纪古热带植物区系的残余种，被列为国家一级保护 

植物⋯。珙桐天然分布在贵州、湖南、湖北、陕西、 

四川、云南及甘肃 7省，分布范围较窄，资源量较少， 

仅限于一些边远山区人迹罕至之处 J。珙桐素有 

“中国活化石”之称，在植物系统发育和地史变迁上 

有很高的研究价值，对珙桐进行研究，可以为有效保 

护和合理利用珙桐提供必要的科学依据。 

简单重复序列区间扩增多态(ISSR)DNA分析 

是由 Zietkiewicz等 于 1994年建立的一项新的 

DNA标记技术。它结合了SSR和 RAPD技术的优 

点，不仅操作简单、所需 DNA量少、不需预知研究对 

象的基因组序列，而且稳定性高。因此，ISSR近年 
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ell 

来已迅速应用于品种鉴定、种质资源和遗传多样性 

的研究，并作为构建遗传图谱的工具 J。但至今 

未见将ISSR技术应用于珙桐相关研究的报道。 

本研究对影响ISSR—PCR扩增体系的相关因 

素进行优化筛选，建立了适于珙桐的简单、高效、稳 

定的ISSR反应体系，为进一步开展珍稀濒危植物珙 

桐遗传多样性的ISSR分析奠定了基础。 

1 材料与方法 

1．1 植物材料 

试验材料均采自神农架地区，取其幼叶于冰壶 

中带 回实验室，置于 一70℃超低温冰箱中保存 

备用。 

1．2 基因组 DNA的提取与检测 

参考邹喻苹等 ]介绍的CTAB法，稍做改良后 

提取珙桐的总 DNAl】。。。在紫外可见光分光光度计 

(HITACHI U一2800)上，于波长260 nm处测定其光 

吸收值，计算DNA浓度。用含有EB的1％琼脂糖 

凝胶电泳检测，自动凝胶成像系统(BIO—RAD)观 

察拍照。 

(上接第 167页) 
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