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云南萝芙木叶愈伤组织诱导与植株再生 
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摘 要 ： 研究了云南萝芙木叶愈伤组织的诱导及器官发生条件．结果表明：诱导愈伤组织的培养基为 MS+2，4-D 2．0 rag／L@ 

6-BA 0．5 mg／L；诱导愈伤组织芽分化和增殖的培养基分别为 MS+6-BA 3．0 mg／L+NAA 0．05 mg／L和 MS+6 BA 3·0 rag／L+ 

NAA 0．1 mg／L；根分化的最适培养基为 1／2 MS+NAA 0．8 mg／I ；生根苗经练苗后移栽，成活率达 9O ，生长良好． 
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Callus Inducement and Plantlet Regeneration from 

Leaves of Rauvolfia yunnanensis Tsiang 

LONG Jiang—xue ，CAO Fu—xiang ，CAO Ji—wu ，DONG Xu—jie ，LI Zhi—ping 
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Abstract：This paper makes a study of callus{ormation and bud di{{erentiation{rom the leaves of Rauvolfia yunnanensfs Tsiang．The 

results show that the optimum medium for the inducement is that of MS+2，4-D 2．0 mg／L+6-BA 0．5 mg／L；the MS medium with 

6-BA 3．0 g／L+ NAA 0．05 mg／I and 6-BA 3．0 g／L+ NAA 0．1 mg／L is preferable to the bud sprouting and regeneration；and 

the 1／2MS medium with NAA0．8 mg／L is suitable for the root differentiation．After acclimatization，90 of the regenerated 

plantlets transferred to an open field survive and grow wel1．re 90 of the plantlets surivered and showed excellented growth． 
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云南萝芙木 Rauvolfia yunnanensis Tsiang为夹竹桃科萝芙木属植物，中国植被记录本属植物大约有 60 

种，分布于美洲、非洲、亚洲及大洋洲各岛屿．我国有 7种n]，主要分布于西南、华南及台湾等省区．萝芙木以干 

燥根及茎人药．在印度，萝芙木 R．serpentina又称蛇根木，数百年来被用来治疗头痛、焦虑和解蛇毒等，享有“灵 

丹妙药”的美称[2]．1952年，Muller等人从萝芙木根粗提取物中分离出利血平 ]，随后被用来治疗高血压和精 

神方面的疾病 ，引起了医药界的高度重视．现已发现萝芙木根中含有几十种生物碱，最主要的有利血平、阿马 

尼新、育亨宾等，可以用于治疗多种疾病．国际市场上对该原料药总需求大，每年需干根约 20 000 t，且每年以 

1O0～150 t的需求增长 ． 

我国上个世纪 60年代利用本国的萝芙木资源 自主生产了“降压灵”等降压药，替代了印度进口的萝芙木制 

剂“寿比南”，成为当时全国广泛应用的抗高血压药 ]．在国产萝芙木中，云南萝芙木 生物总碱和育亨宾、利血 

平含量较高．由于过度采挖 ，云南萝芙木野生资源出现 了严重紧缺的局面．目前 云南萝芙木主要通过种子与扦 

插繁殖种苗 ，但萝芙木种子采收困难，发芽率低，扦插生根困难，因此进行萝芙木的组培快繁是解决萝芙 

木种源不足的有效途径n孔 ．关于云南萝芙木的组织培养仅见 1979年郑光植 利用茎段诱导愈伤组织提取 
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利血平等生物碱的报道，然而有关云南萝芙木组织培养进行植株再生还未见报道．本研究利用云南萝芙木叶作 

外植体诱导愈伤组织，进而诱导分化形成完整植株，为云南萝芙木快速繁殖提供了有效途径． 

1 材料与方法 

1．1 叶片愈伤组织诱导及芽的分化 

1．1．1 外植体的消毒 

选取云南萝芙木茎尖 1～2轮嫩叶作外植体，用 自来水冲洗 2 h，蒸馏水冲洗 2～3次，用 70％酒精消毒 

10 s，0．1 升汞消毒 7～8 min，再用无菌水冲洗 5～6次，备用． 

1．1．2 愈伤组织的诱导 

将消毒的叶片切成 5 mm×5 mm大小并接种在含不同质量浓度的生长素及生长素与细胞分裂素组合的 

MS培养基上，25。C暗培养，每 3 d观察 1次，25 d后统计不同激素处理对愈伤组织诱导的影响．挑选其中呈颗 

粒状、饱满富有光泽的愈伤组织，经继代增殖培养，用于下一步的诱导分化(注：每个处理接种 2O个外植体，重 

复 3次 ，下同)． 

1．1．3 芽的分化诱导 

转接上述愈伤组织到含 6-BA(1．O～3。0 mg／L)~NAA(O．O5～O．20 mg／L)组合的MS培养基上，暗培养 

2周后转为自然光培养 1周，再 12 h／d光照培养(光强 2 000 Ix)．每 3 d观察 1次，记录出现芽点的时间，6周后 

统计芽的分化率． 

1．1．4 芽的增殖 

将带芽点的愈伤组织切成小块，接种到含较高质量浓度 6-BA的新鲜培养基中进行继代培养，经过 20 d观 

察并记录芽的增殖情况 ，用芽增殖倍数来表示 ，即 

芽增殖倍数(倍)一(芽总数／总愈伤组织块数)×100 

1．2 试管苗的生根诱导与炼苗移栽 

l‘2．1 生根诱导 

切下增殖产生的 3～4 cm高的试管苗，接种在配有不同质量浓度 NAA、IBA的 1／2MS生根培养基中，每 

5 d观察记录，4周后统计其生根率、平均根数、平均根长及生长状况． 

1．2．2 练苗移栽 

练苗时间为 5～7 d．先将生根苗转移至室外，松开封口膜 (但不要揭掉)，自然光照 2～3 d后可完全揭去 

封口膜．练苗完成后移出生根苗，洗去培养基，栽入准备好栽培基质的营养钵中，栽培基质为珍珠岩、河沙及泥 

炭土的混合物( 珍珠岩： 河沙： 泥炭土一1：1：1)，初次浇透水，第 1个星期注意湿度保持在 85G左右．20 d后 

统计成活率及生长状况，成活的小苗可移至大田栽培． 

2 结果与分析 

2．1 植物激素对愈伤组织诱导的影响 

2．1．1 3种生长素类对愈伤组织诱导的影响 

将外植体分别接种在含有 2，4一D、NAA、IBA(分别为 0．5、1．0、2．O、4．0 mg／L)的MS培养基上，进行单因 

素生长素对愈伤组织诱导影响试验 ，结果见表 1． 

由表 1可知 ，2，4一D启动愈伤组织诱导比 NAA、IBA早．在 2。4一D的处理上 ，幼叶接种后 5～8 d叶片边缘 

开始发皱，10 d后叶片边缘开始长出灰绿色愈伤组织，第 18 d整个叶片已经完全诱导出愈伤组织，愈伤组织疏 

松水渍状．在一定质量浓度范围内，随着 2，4一D质量浓度的增加，愈伤组织启动时间提前，但高质量浓度的 

2，4一D对愈伤组织的发生具有抑制作用，所形成的愈伤组织也逐渐褐化，说明培养基中2，4一D的质量浓度过高 

时会产生毒害作用．低质量浓度的NAA(O．5～1．0 mg／L)不能诱导愈伤组织；随着 NAA质量浓度的增加，愈 
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伤组织也逐渐增多，同时有不同程度地分化．单独使用不同质量浓度的 IBA，一个月后也未见愈伤组织发生．由 

此可见，单独使用 IBA对云南萝芙木叶片愈伤组织诱导是不适宜的，2，4-D、NAA对愈伤组织诱导具有一定的 

促进作用，但单独使用的诱导效果均不佳． 

表 1 不 同质量浓度的生长素对愈伤组织诱导 的影 响 

Table 1 The effect of different cOncentratiOn auxin on callus inducement 

十 +愈伤生长量少 ；++愈伤生长量较多 ；+++愈伤生长量 多，～无愈伤 ，下 同 

2．1．2 不同激素配比对愈伤组织诱导的影响 

不同植物激素组合对云南萝芙木愈伤组织诱导的影响见表 

2．由表 2可以看出，不同激素组合对愈伤组织的诱导优于单因素 

生长素．2，4一D与BA组合能有效地促进愈伤组织的形成和生长， 

其中 2．0 mg／L 2，4-D十0．5 mg／L BA组合形成的愈伤组织富有 

光泽，生长快，为胚性愈伤组织，适宜作分化培养或细胞悬浮培养 

的材料(见 图 1)；KT的加入对愈伤组织 的启动有抑制作用； 

2，4一D+NAA组合愈伤组织诱导率高，但愈伤组织易褐化；BA+ 

NAA组合愈伤组织诱导启动慢，形成的愈伤组织量较少，同样逐 

渐褐化．综合对比后得出，2．0 mg／L 2，4-D+0．5 mg／L BA组合 

对愈伤组织的诱导和分化培养是最适宜的，因此 ，愈伤组织 的诱导 

及继代均以此为培养条件． 

图 1 叶片愈伤组织诱导 

Fig．1 Inducted callus from leaf 

表 2 不 同激素 交互作 用对 叶片愈伤 组织诱 导的影晌 

Table 2 Interactive effeets of plant hormorein on callus inducement 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


52 中 南 林 业 科 技 大 学 学 报 第 28卷 

2．1．3 6-BA与NAA的比例对愈伤组织诱导芽分化的影响 

通过 6-BA( 6-BA)与 NAA(zNAA)配比试验结果表明(表 3)： 

6-BA 的质量浓度对愈伤组织 的分化有明显 的影响，随着 6-BA 

质量浓度的增加，愈伤组织诱导芽的分化率也增加，但并不完全 

呈正相关．同时 ，6-BA 与 NAA 的配 比对愈伤组织分化出芽有 

明显影响：z6 BA 比值低时，促进愈伤组织生长，抑制芽的分 

化，分化的芽矮小畸形；当 6 BA／ w 的比值为 5时，愈伤组织褐 

化严重，部分愈伤组织分化出根；随着 z6 BA／zw 比值的增大，芽 

分化率也逐渐增大，愈伤组织也由原来的黄白色逐渐变为绿色， 

并在其表面出现突出的芽点 ；当 X6 BA／ 达到 60时，芽的个数 

和生长状态达到最好(见图 2)．实验还发现，接种的愈伤组织块 

不能太小，以直径 0．8～1．0 cm大小为宜，过小的组织块容易死 

亡 ；一般接种 的组织块在分化培养基上可进一步生长到原来的 

1．5～2．0倍． 

图 2 愈伤 组织分化芽 

Fig．2 Differentiated shoots from callus of leaf 

表 3 6-BA与 NAA 的 比例对愈伤组织芽分化的影响 

Table 3 Effect of different concentrations and combinations of auxin and cytokinins on the differentiation of 

leaf callus 

BA+NAA／(mg·L ) 6一BA／XNAA 出芽外置体／个 出芽率／ 出芽总数 平均出芽数 

1．0+ 0．2 5 7 13．3± 3．3 11 1．6 

1．0+ 0．1 10 11 18．3± 1．7 23 2．1 

1．0+ 0．05 20 14 26．7± 3．3 36 2．6 

2．0+0．2 10 13 21．7士 3．3 29 2．2 

2．0+0．1 20 20 33．3士 1．7 56 2．8 

2．0+0．05 40 25 41．7士 3．3 78 3．1 

3．0+0．2 15 17 28．3± 6．7 54 3．2 

3．0+0．1 30 27 45．0± 5．0 97 3．6 

3．O+0．05 60 32 53．3± 1．7 138 4．3 

十每组接种外植体 2O个 ，出芽外植体 和出芽总数 为 3次总和，平均出芽数一出芽总数 ／出芽外植体总数 

2．1．4 6-BA与 NAA的比例对芽增殖的影响 

根据分化培养结果 可以看出，较高质量浓度 的 6-BA与较 

低质量浓度 的 NAA有利于愈伤组织分化 出丛生芽 ，因此芽 的 

增殖培养选择较高比例的6-BA与NAA组合，诱导芽增殖的激 

素配 比及结果见表 4．由表 4可知 ，2．0 mg／L BA+0．05 mg／L 

NAA组合的芽由于增殖系数较低，因此芽粗壮，芽高 3～4 cm， 

节间长度适中；随着 6-BA使用质量浓度 的增加(2．5～3．0 

mg／L)，芽增殖系数也大大提高，出芽较整齐，但再生的芽总体 

上 没 有前 者 壮 实，节 间较 长 ，特别 是 3．0 mg／L BA +0．05 

mg／L NAA组合，芽出现疯长，表现为茎杆细长，叶片小，此种 

试管苗对生根诱导不利 ；3．0 mg／L BA+0．1 mg／L NAA组合 

可作最适芽增殖培养基配方，在此培养基上，原愈伤组织基部可 

以再形成新的丛生芽团(见图 3)，从而进一步提高了芽的增殖倍 

数．由于丛生芽生长不一致，较长的芽可以直接作生根诱导或进 

图 3 增殖的丛生芽 

Fig．3 Development of adventitious shoots 

行芽的增殖，较短的芽可以通过继代继续生长．培养基中添加 200 mg／L水解乳蛋白，可以提高丛生芽的质量． 
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表 4 BA 与 NAA配 比对芽增殖的影响 

Table 4 Effect of different concentrations and combinations of auxin and cytokinins on regeneration of 

adventiti0us shoot from leaf derived callus 

2．2 试管苗的生根诱导及练苗移栽 

NAA与 IBA对试管苗的生根影响 

见 表 5．由表 5可知 。从 根启 动时间、生 

根率及生根数等方面来看，NAA对根 

的诱导 明显优于 IBA． 

在附加 NAA 的培养基中，生根率 

及生根数随 NAA 的质量浓度 的增加而 

升高，当 NAA达到 0．8 mg／L时 ，其诱 

导 效果也达到最佳状态 (见 图 4、图 5)； 

NAA 的质量浓度增加到 1．0 mg／L时， 

表 5 不 同生长素对 诱导 生根 的影 响 

Table 5 Influence of medium combination of NAA and IBA on rooting 

生根率及生根数反而下降，说明高质量浓度的NAA对生根具 

有抑制作用．IBA对试管苗根的诱导表现出类似的规律，整体诱 

导效果较 NAA差．所不同的是，NAA诱导的试管苗基部均有 

不同程度的愈伤组织产生 ，在愈伤组织处产生大量的根 ，根短而 

粗，每条不定根直径超过 t n'lm，这对于以采收根部为主要原材 

料 的萝芙木来说具有十分重要 的意义 ，粗大发达 的根系有利于 

植株的生长和生物碱的积累，练苗与移栽也易于成活；IBA诱导 

的不定根直接由皮下形成层分化而来 ，没有愈伤组织产生，诱导 

出的根细长． 

生根苗在珍珠岩、河 沙及泥炭 土( 珍珠岩：m河沙： 泥炭土二== 

1：1：1)的基质上练苗锻练 20 d后，生长健康，成活率达 9O 

以上，并有新芽抽出(见图 6)，此后移至更大的营养钵或大 田能 

正常生长．从目前植株生长情况看，遗传稳定性好 ]． 

图 5 芽诱导生根 

Fig．5 Inducted rooting 

图 4 芽诱导生根 

Fig．4 Inducted rooting 

图 6 移栽的再生苗 

Fig．6 Plantlets regeneration 
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3 结论与讨论 

3．1 结 论 

(1)诱导云南萝芙木叶愈伤组织产生和继代的适宜培养基配方为 MS+2，4-D 2．0 mg／L+6-BA 0．5 

mg／C，诱导率达 lOO％；诱导的愈伤组织淡黄色，颗粒状，生长速度快．单独使用生长素诱导愈伤组织效果不 

佳，不同激素组合诱导效果优于单因素激素诱导． 

(2)诱导愈伤组织分化和芽增殖的适宜培养基配方分别为 Ms+6-BA 3．0 mg／L+NAA 0．05 mg／L和 

MS+6一BA 3．0 mg／L+NAA 0．1 mg／L，分化率为 53．3 ，最大增殖倍数达 20． ’ 

(3)诱导无菌苗根分化的适宜培养基配方为 1／2MS+NAA 0．8 mg／L，根分化率为 95 ，根系发达，练苗 

成活率达 90 ． 

3．2 讨 ‘论 

(1)离体的云南萝芙木叶外植体能分泌大量白色乳汁状液体，其中的酚类物质容易氧化引起愈伤组织褐 

化．因此，外植体应在自来水下冲洗 2 h以上，减少伤流和酚类物质，从而降低愈伤组织的褐化． 

(2)生长调节剂在植物组织培养中起着至关重要的作用，其中生长素有促进细胞增殖和促进生根等生理作 

用．有研究证明2，4-D对于愈伤组织的诱导和生长非常有效，其活力明显高于 NAA和 IBA_】引．本实验也证明 

了2，4-D对叶片愈伤组织的启动效果优于 NAA和 IBA，但 2，4-D与 BA配合使用效果更好．生根效果一般以 

IBA最好，属于皮下生根，形成的根多而细长．在云南萝芙木试管苗的生根诱导中，NAA的生根效果优于IBA， 

这与R．Baksha的研究结果一致，同时也表明不同植物对生长素诱导生根的敏感性不同． 

(3)在木本植物中，具有再生能力的愈伤组织主要由胚外植体得到，而其它部位获得的愈伤组织再生能力 

极低，这一直是木本植物利用组织培养技术进行植物改良和植物繁殖的一大障碍口 ．本实验通过较高比值 

(BA与 NAA的质量浓度比)的配比，获得了云南萝芙木叶愈伤组织再生，为云南萝芙木快速繁殖提供了有效 

的途径．如何进一步提高愈伤组织的分化率，降低愈伤组织分化过程中的褐化问题将有待继续探讨． 
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