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黄波罗的愈伤组织培养 

亓 磊 詹亚光 
(东北林业大学，哈尔滨 ，150040) 

摘 要 通过组织培养技术研究了NAA、NAA与6一BA组合、培养基类型、培养基pH值、蔗糖质量浓度、接种量、 
培养时间及继代次数对黄波罗愈伤组织生长的影响。结果表明：单独使用NAA时，以1．0 rng·L 愈伤组织生长率最 
高；NAA与6一BA组合，以0．3 ·L～6一BA+1．0 ·L N从 最好，其生长量明显大于单独使用NAA的处理。黄 

波罗愈伤组织最佳的培养体系为：NT+0．3 rng·L～6一BA+1．0 rng·L N从，培养基pH值为6．3左右，蔗糖质量浓度 
为2o g·L～，接种量0．4 g，继代时间为2o d，愈伤组织生长量在培养4代后达到最大，达2．14 g左右。 

关键词 黄波罗；愈伤组织；继代培养 
分类号 Q813．1 

Callus Culture of PheUodendron amurense Rupr．／Qi Lei，Zhan Yaguang(Northeast Forestry University．Harbin 

15Oo4o，P．R．China)／／Journal of Northeast Forestry University．一2007，35(9)．一14～15。23 
，I1le effects of different concentrations of NAA，combination of NAA and 6一BA。types ofculture media．pH of media． 

carbon sources．inoculating quantity。culture time．and subculture number on callus culture of Phellodendron 0批  ， e 

were studied by tissue culture．Resuits show that 1．0 mg·L NAA is the best for callus culture when it is used singly． 

The optimal comb ination is 1．0 mg·L N从 +0．3 mg·L～ 6．BA when both NAA and 6．BA are used．and the callus 

yield is significantly higher than that using NAA singly．Th e best culture system of尸 伽 啪 ， e is obtained as medium 

supplemented with Nrr，0．3 mg·L 6．BA an d 1．0 mg·L NAA，pH 6．0，carbon sources 20 g·L一，inoculating 

quantity 0．4 g，and culture time 20 days．Th e callus yield up to 2．14 g after the subculture is repeated 4 times． 
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黄波罗(Phellodendron amurense Rupr．)是芸香科黄檗属 

植物，为我国东北地区三大珍贵阔叶树种之一，材质优良，树 

皮富含小檗碱、药根碱等多种生物碱成分，是传统中药学珍贵 

的三大木本药材之一，其是提取小檗碱的重要原材料u J。然 

而，从天然植株上提取小檗碱受到季节、资源等条件的约束， 

提取量有限，难以满足市场需求 J。因此，利用植物组织培 

养技术快速繁殖小檗碱含量高的黄波罗植株，或者通过组培 

繁殖愈伤组织进行大规模细胞培养生产药用次生产物，具有 

重要的实践意义。至今，应用组织培养技术生产次生代谢产 

物的植物已超过百种，一半以上次生代谢产物含量超过原植 
株 J。该技术在人工控制的条件下改变培养条件，筛选出高 

次生代谢产物量的优良细胞系，为下一步大规模细胞悬浮培 

养以及利用生物工程手段改良细胞，生产有用次生代谢产物 

提供了材料保证 J。但迄今国内对黄波罗愈伤组织培养及 

其次生代谢产物的研究还未见报道，多数为离体快繁研 

究 J。笔者旨在通过比较不同的激素组合、培养基类型、培 

养条件等 对黄波罗愈伤组织继代培养的影响，筛选黄波罗 

愈伤组织继代培养最佳的生长条件，为通过细胞悬浮培养进 

行黄波罗中小檗碱的代谢调控及生产等工作奠定基础。 

1 材料与方法 

2005年5月份，采集成年黄波罗枝条，水培。取下休眠 

芽，经体积分数为3％的次氯酸钠表面消毒后，接于MS培养基 
上，诱导形成无菌枝条。取茎段作为愈伤组织诱导材料，在 

Ms+0．3 mg·L～6一BA+2．0 mg·L NAA上诱导的愈伤 

组织，经 NT+0．3mg·L～6一BA+1．0mg·L NAA培养基 
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上继代培养一代后，进行愈伤组织继代培养的研究。每个处 

理接种20瓶，每瓶接种外植体2块。接种量均控制在0．4 g 
左右，培养3周后收获，观察并记录生长情况。 

愈伤组织增长量 =收获量／瓶 一接种量／瓶： 

愈伤组织增长率 =愈伤组织增长量 ×100／接种量。 

培养基中加入蔗糖20 g·L～，琼脂5．3 g·L一，添加抗 

坏血酸1．0mg·L～，pH值(酸度计测量)控制在6．0左右。 

培养温度控制在(25±2)oC，光照12 h·d～，光照强度1 000～ 
1 5oo1)【 

2 结果与分析 

2．1 激素对黄波罗愈伤组织培养的影响 

2．1．1 N从 对愈伤组织培养的影响 

取继代培养一代的新鲜愈伤组织，分别接种到NAA质量 

浓度为0、0．1、0．5、1．0、2．0、4．0mg·L NT培养基上，进行 

NAA对愈伤组织培养的影响试验。由表 1可知，不同质量浓 

度的NAA对黄波罗愈伤组织继代生长的影响差异较大。低 

质量浓度 NAA的处理 ，愈伤组织增长量较小；当 NAA质量浓 

度为 1．0mg·L 时，愈伤组织生长最旺盛 ，呈浅黄色，表面 

富有光泽；当NAA质量浓度在 2．0mg·L 以上时，愈伤组织 

鲜质量增长量有所下降。培养20 d左右，部分愈伤组织出现 

褐化现象，说明高质量浓度的生长素对愈伤组织生长有一定 

的抑制作用。 

表 1 NAA质量浓度对愈伤组织生长的影响 

NAA质量浓度／mg·L 愈伤组织增长量(鲜质量)／s愈伤组织增长量率／％ 
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2．1．2 N从 与6--BA交互作用对愈伤组织培养的影响 

以NAA最佳质量浓度 1．0 mg·L 为基础，分别接种到 

添加质量浓度为 0、0．1、0．3、0．5、1．0、2．0 mg’L～6一BA的 

NT培养基上，进行 NAA与6一BA交互作用对愈伤组织培养 

的影响试验(表2)。另外，进行了单独使用 2，4一D及与6一 

BA组合对愈伤组织继代培养的试验。 
表2 NAA与6一BA交互作用对愈伤组织生长的影响 

6一BA+NAAZmg·L I1愈伤组织增长量(鲜质量)／g愈伤组织增长量萼 ％ 

表2结果表明：激素对黄波罗愈伤组织培养有很大的影 

响，在没有添加生长素的处理中，愈伤组织生长很差，添加 

NAA的处理生长较旺盛；6一BA与 NAA组合愈伤组织生长 

量较单独使用NAA的处理大，其中以0．3 mg·L～6一BA+ 

1．0mg·L NAA组合生长量最大。添加高6一BA的处理， 

增长量明显减少，说明6一BA质量浓度过高对黄波罗愈伤组 

织生长不利，但生长量较没有6一BA的处理高，说明6一BA 

对愈伤组织生长有一定的促进作用。所 以6一BA与 NAA组 

合要控制在一定的范围之内。 

生长素2，4一D对黄波罗愈伤组织生长有一定的抑制作 

用，无论浓度变化还是与6一BA组合，只要含有 2，4一D的处 

理，在培养一段时间后，愈伤组织均发生褐化，并逐渐枯死，说 

明黄波罗愈伤组织不宜使用2，4一D继代培养。黄波罗愈伤 

组织对不同激素组合的这些反应，说明同一类激素内不同种 

类间的效应差异和植物物种或品种对激素反应的特异性，进 
一 步说明了激素作用的复杂性” 。 

2．2 培养基类型对愈伤组织培养的影响 

以激素组合 0．3 mg·L～6一BA+1．0 mg·L N从 为 

基础，进行不同培养基类型 对愈伤组织培养的影响试验 

(表3)，结果表明：NT培养基最有利于黄波罗愈伤组织继代 

培养，其鲜质量增长量是其他培养基的2～3倍，其次是B5培 

养基，MS和WPM培养基继代效果最差。在 MS培养基上，大 

多数黄波罗愈伤组织发生褐化现象严重，说明高盐培养基对 

黄波罗愈伤组织生长不利。 
表3 不同培养基对愈伤组织生长的影响 

2．3 培养基pH值对愈伤组织培养的影响 

以NT+0．3 mg·L～6一BA+1．0 mg·L NAA为基本 

培养基，在培养基可调的pH值范围内进行不同培养基pH值 
对愈伤组织培养的影响试验，结果表明(表4)：不同的pH值 

对愈伤组织生长影响不同，其中pH值为6．3左右时，愈伤组 

织富有光泽，生长最旺盛，鲜质量增长量最大；pH值过低，愈 

伤组织褐化现象严重；pH值过高，愈伤组织逐渐失去光泽，生 

长缓慢。所以，黄波罗愈伤组织继代培养的培养基 pH值宜 

控制在6．3左右。 

2．4 培养基蔗糖质量浓度对愈伤组织培养的影响 

蔗糖不仅起碳源的作用，而且还具有调节渗透压的作用， 

对愈伤组织的生长影响显著。以NT+0．3 mg‘L～6一BA+ 

1．0 mg·L NAA为基本培养基，进行不同培养基蔗糖质量 

浓度对愈伤组织培养的影响试验。由表5可知，培养基最适 

的蔗糖质量浓度为 20 g·L～，而当蔗糖质量浓度为 40 g· 

L 时，鲜质量增长量明显下降，说明高蔗糖质量浓度对愈伤 

组织生长有一定的抑制作用。 
表4 不同培养基pH值对愈伤组织生长的影响 

表5 培养基蔗糖质量浓度对愈伤组织生长的影响 

2．5 接种量对愈伤组织培养的影响 
由表 6可知：当接种量在 0．20～0．40 g范围内，随着接种 

量的增加，愈伤组织增长量逐渐增大；当接种量到0．40 g时，愈 

伤组织增长量达到最大；当接种量为0．40 g以上时，愈伤组织 

增长量与增长率明显下降，说明较大块的愈伤组织更不利于增 

殖培养。其中，接种量为0．20 g的愈伤组织增长率最高，但是 

由于接种量较小，愈伤组织容易褐化，对大量继代培养不利，所 

以，最适的接种量为0．40 g。 
表6 不同接种量对愈伤组织生长的影响 

2．6 培养时间对愈伤组织培养的影响 

取继代第三代愈伤组织接种于NT+0．3 lIlg·L一6一BA+ 

1．0mg·L NAA的培养基上培养，每隔4 d取一次样，测定 

愈伤组织鲜质量，做愈伤组织培养的生长曲线(图1)。由图 

1可知，黄波罗愈伤组织生长曲线大致为s形：0～4 d，处于生 

长延迟期，生长量很低；8～16 d，愈伤组织生长明显加快，进 

人对数生长阶段，生长量为延迟期的10倍以上；20 d左右，愈 

伤组织生长量达到最大，之后逐渐开始下降，所以，愈伤组织 

最适的继代时间为 20 d。 

1 5 

1．2 

堂 。一9 
0．6 

耄 
0 

4 8 l2 l6 20 24 

培养时间，d 

图1 黄波罗愈伤组织生长曲线 

2．7 继代次数对愈伤组织培养的影响 

取黄波罗无菌幼茎诱导出新鲜愈伤组织接(下转23页) 
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径超过其他混交距离的油松。这个结果说明当混交距离大于 

等于760 cm时混交对油松的生长有一定的促进作用，发展油 

松 一元宝枫混交是可行的，但混交距离不应小于760 cm。 

表 8 油松平均胸径与油松、元宝枫距离间关系 

4 结论与讨论 

不同混交模式林分生产力、生物量及其分配状况、林分土 

壤养分分配状况、混交距离对油松生长的影响与不同林分土 

壤水源涵养能力的试验数据表明：不同模式的油松 一元宝枫 

混交林种间关系具有不同的结构与功能。一方面，油松 一元 

宝枫块状混交林的生产力、生物量及其分配状况均好于油松 一 

元宝枫带状混交林与油松纯林。另一方面，油松 一元宝枫块状 

混交林林下枯落物分解速度较快，积累量明显少于油松 一元宝 

枫带状混交林与油松纯林，从而油松 一元宝枫块状混交林具有 

较好的改良土壤的作用，从而导致油松 一元宝枫块状混交林 

的土壤物理、化学性质及其涵养水源功能好于油松 一元宝枫 

带状混交林。 

无论是在地上还是在地下，元宝枫对油松生长都有一定 

的抑制作用，这种作用随着2个树种混交距离加大而减小，但 

当油松与元宝枫的距离大于760 cm时，油松生长不受影响， 

相反对油松生长起到一定的促进作用。混交方式采用块状混 

交能起到较好的效果。本研究结果可以作为 l5年生油松 一 

元宝枫混交林健康经营的指导参数。 
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(上接 l5页)种于 NT+0．3 mg·L～6一BA+1．0 mg·L 

NAA的培养基上进行继代培养，试验继代次数对愈伤组织生 

长的影响(表7)。结果表明，随着继代次数的增多，愈伤组织 

的增长量逐渐增加，到第4代增长量达到最大，之后增长量逐 

渐下降。经过几代培养后，愈伤组织质地变得松散，颜色多为 
浅黄色，这种松散、生长旺盛的愈伤组织适合进行愈伤组织的 

悬浮培养，所以，进行液体悬浮培养的最佳材料为继代 4次的 

愈伤组织。 
表 7 继代次数对愈伤组织生长的影响 

3 结论与讨论 

试验表明，激素对黄波罗愈伤组织继代培养有很大的影 

响，在没有添加生长素的处理 中，愈伤组织生长很差，添加 

NAA的处理，愈伤组织生长较旺盛。6一BA与NAA组合，愈 

伤组织生长量较单独使用NAA的处理大，其中以0．3 mg· 

L～6一BA+1．0 mg·L N从 组合生长量最大。另外，生长 

素2，4一D对黄波罗愈伤组织生长有一定的抑制作用，转接 
一 段时间后，愈伤组织褐化现象严重，不宜用于继代培养。 

不同培养基的无机元素浓度差异很大，对植物细胞生长 

和次生代谢产物的形成必然会有较大的影响。试验表明：高 

盐培养基(MS)培养，愈伤组织褐化现象严重，严重影响细胞 
增殖，不利于黄波罗愈伤组织继代培养；NT培养基继代培养， 

愈伤组织的增长率明显高于其他培养基类型，最适合于黄波 

罗愈伤组织继代培养。 
黄波罗愈伤组织继代培养过程中，早期培养褐化现象严 

重，对其继代生长影响严重。其中，主要的影响因素有：植物 

外植体基因型、外植体材料的生理状态、培养基成分(无机 

盐、细胞分裂素等浓度过高容易发生褐化)、继代时间过长、 

转接过程中操作不当等 ，因此，控制愈伤组织的褐化对下 
一 步愈伤组织液体悬浮培养、次生代谢产物生产有很重要的 

意义。试验表明，在选择合适的培养成分的基础上，添加 1．0 

mg·L 还原性物质抗坏血酸，在继代操作过程中尽量减少 

对愈伤组织的损伤，均可有效地减少黄波罗愈伤组织的褐化 

现象。 

培养条件对愈伤组织生长有较大的影响，说明控制生长 

条件可以有效地提高愈伤组织分化增殖效率。培养条件不 

同，愈伤组织的质地、颜色也有较大差异，这些生理生化特征 

及分化能力有较大差异的愈伤组织，在次生代谢产物含量方 

面是否存在差异，还需进一步的研究。 
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