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忍冬组织培养体系的建立和优化 

向增旭 ，高山林 
南京农业大学 园艺学院 中药材研究所，江苏 南京 210095； 

2．中国药科大学 中药学院，江苏 南京 210038) 

金银花是我国常用中药材，具清热、解毒、抗菌 

等功效u J。忍 冬科植物忍 冬 Lonicera japonica 

Thunb．是中药材金银花的基原植物，以干燥花蕾入 

药。忍冬属药用植物种类很多 j，已有关于北京忍 

冬 引、灰毡毛忍冬 ，引、金花忍冬 组织培养方面的 

报道。但经作者重复文献试验，所报道的金银花组 

织培养方案繁殖系数不高或试管苗生长不旺盛。本 

研究对 2005年版药典收载的金银花来源植物忍冬 

L japonica进行组织培养的研究，旨在为进一步采 

用生物技术进行多倍体育种作好技术准备。 

1 材料与方法 

研究材料取 自中国药科大学药用植物 园内 

2001年引种的山东蒙花品系金银花。经中国药科 

大学中药学院高山林教授鉴定为忍冬 L japonica。 

2 试验方法 

2。1 外植体的灭菌 

在田间取长势好的金银花的顶芽和侧芽，剥去叶 

片，用洗衣粉洗去表面尘土，自来水冲洗 1 h，然后进行 

表面灭菌。分别采用升汞、次氯酸钠及漂白精粉3种 

灭菌剂，进行不同灭菌剂的消毒效果试验。经过表面 

灭菌处理的芽用无菌水冲洗5次，剥去外层叶片，接种 

于 B5+BA 2 0 mg·L一 +KT 0．5 mg·L一 +nA 0．5 

mg·L 培养基。培养基含蔗糖0．3％，pH 5．8。 

2．2 不同外植体愈伤组织的诱导 

外植体材料叶片、茎段、幼芽。消毒后分别接种 

于 B5+BA 2．0 mg·L一 +KT 0．5 mg·L一 +IAA 

0．5 mg·L 的培养基上。 

2．3 组织培养技术的优化 

2．3．1 金银花丛生芽诱导培养基的优化 实验设计 

见表l，三因素三水平正交实验。将金银花愈伤接种 

于含蔗糖3％,pH 5．8的B5培养基中。每个处理10 
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瓶，每瓶3块愈伤组织。30 d后测出芽数和生长率。 

表 1 丛生芽诱导培养基优化因素水平 mg·L 

2．3．2 生根培养基的优化 实验设计见表 2，三因 

素三水平正交实验。将在繁殖培养基中继代培养 

30 d的试管苗，切成 2 em左右的小段，接种于含 

3％，pH 5．8的附加激素的 1／2MS培养基中。每个 

处理 10瓶，每瓶 10节。20 d后测定生根率。 

表 2 生根培养基优化激素水平 mg·L 

2．3 培养条件 

以上试验的培养条件均为每天光照 16 h，光强 

1 000 Lx，培养温度(25±1)℃。 

3 结果与分析 

3．1 外植体的灭菌消毒 

对 5种消毒程序进行了比较。消毒方法和灭菌 

效果见表 3。在选择消毒方案时既要考虑能杀死附 

着在植物表面的微生物，降低污染，又要尽量降低对 

外植体的伤害。综合以上实验结果可以看出，外植 

体用洗衣粉洗去表面灰尘和部分细菌，流水冲洗 l 

h，0．1％升汞浸泡7 min，无菌水冲洗4—5次，是比 

较理想的消毒方案。 

3．2 不同外植体愈伤组织的诱导 

实验结果见表4。从表4中可以看出，茎、叶、 

芽诱导形成愈伤组织能力各不相同，顶芽的脱分化 

能力最强。实验结果表明金银花芽和叶片是比较理 

想的诱导愈伤组织外植体。 
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表4 金银花不同部位愈伤组织的诱导 

3．3 丛生芽的诱导 

试验结果及数据统计见表 5。三因素极差分别 

为5．46，2．46，1．91，因素 A(BA浓度)的极差最大， 

其水平改变时对试验指标的影响最大，因此，因素 A 

是要考虑的主要因素，它的3个水平所对应的出芽 

个数平均值分别为 7．35，12．81，11．11，以第二水平 

所对应的数值 12．81为最大，所以取它的第 2水平 

为最好；依此，因素 取第 3水平；因素 C第 1水 

平。最好的方案应当是 A ，C 。筛选出丛生芽诱 

导培养基为 B +BA 2．0 mg·L +KT 0．75 mg· 

L一 +IAA 0．25 mg·L～。 

表5 不同激素配比诱导丛生芽效果 

3．4 生根培养基的优化 

表 6可见，三因素极差分别为 30，7．1，6．6，因 

素A(IAA浓度)的极差最大，说明因素A的水平改 

变时对生根的影响最大，它的 3个水平所对应的生 

根个数平均值分别为23．4，42．5，53．4，所以取它的 

第3水平为最好；依此，因素 取它的第一水平；因 

素C取它的第 1水平。单个因素对试验指标 (出 

芽)的影响按大小次序来说应当是A(IAA浓度)> 

B(ABT浓度)>C(PP，，，浓度)。最佳方案是 A， C 。 

即筛选出生根诱导培养基为1／2MS+nA 0．5 mg· 

L一 +ABT 0．1 mg·L一 +PP鹑3 0．2 mg·L一 。 

表6 不同激素配比诱导生根效果 

4 讨论 

关于金银花组织培养的文献报道不多，且均以 

MS培养基为基本培养基 ，̈2J。作者重复文献的方 

法发现，在 MS培养上虽然也能不同程度的诱导出 

愈伤组织，但是愈伤的生长状况较差。B 培养基的 

主要特点是铵含量较低，因铵可能对某些生长物有 

抑制生长的作用。作者以 B 培养基作为基本培养 

基，以叶片、茎段及顶芽做为外植体，结果诱导出愈 

伤组织生长旺盛，愈伤经过2至3次继代培养，不同 

程度的诱导出了丛生芽，尤其以顶芽做为外植体诱 

导丛生芽效果最为理想。但 BA激素质量浓度大于 

2．5 mg·L一时，诱导出的丛生芽有较为严重的玻璃 

化现象，BA减低到 2．0 mg·L 后，玻璃化现象消 

失，丛生芽生长良好。 
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