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枸杞的组织培养及植株再生的条件优化 
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研究报告 

[摘要 ] 目的 ：探讨枸杞组织培养及其植株再 生条件 的优化。方 法：应用 MS培养 基为基本 培养 基，以各种 不同激 素配比进 

行枸杞愈伤诱导、分化诱导及根的诱导。结果：以枸杞叶片为外植体，利用2，4一D(2，4一二氯苯氧基乙酸)与KT(细胞分裂素) 

不 同配比诱导 出了愈伤组织。利用 6-BA(6一苄基腺嘌呤)与 NAA(ot一萘 乙酸)不 同浓度的配比组合 ，成功地进 行 了杞再 生芽 

诱导及根 系诱导。结论 ：以 MS培养基为基本培养基，并采用各种激素的不同配比，可以优化枸杞植株 的再生条件。 
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[Abstract] 0bjecfive：To approach on the regeneration and propagation of Lycium barbamm L． ．barbarum)．Me~ods： 

Depending on the MS base medium mixed with different plant hormones，the calli
， buds and roots of L．barbarum were in— 

duced． Results： The Chinese traditional herb of the L．barbarum calli were induced from L．barbarum leaves on the MS 

medium with 2，4一D(2，4一dicholrophenoxyacetic acid)(3．0 PPg)and KT(kinetin)(0．2 PPg)．Depending on the MS base medium 

mixed with 6-BA(6一benzyl adenine)and NAA(naphthylacetic acid)，the regenerated buds were successfully obtained，and 

the roots come out．Conclusion：The MS base medium mixed with different plant hormones could be used for the regen— 

eration of L．barbarum． 
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枸杞(Lycium b~barum L．)为茄科植物，是我国宝贵的中药 

资源。枸杞易于遗传操作，可长期栽培生长，遗传性状稳定。与其 

同科的烟草、番茄和马铃薯已被用于表达重组疫苗。同样 ，也有 

研究者利用转基因枸杞遗传性状的优势 ，构建新型的表达体系， 

在现有基础上对枸杞的植株快速再生生长条件进行优化，并获 

得 了转基因植株IlJ。 

1 材料和方法 

1．1 材 料 

宁红一号枸杞种子，外植体为枸杞种子长成的试管苗。 

MS基础培养基。6一BA(6-benzyl adenine，6一苄基腺嘌呤)； 

NAA(naphthylacetic acid，0L一萘 乙 酸 )；2，4-D(2，4-dicholrophe— 

noxyacetic acid，2，4一二氯 苯氧基 乙酸 )；KT (kinetin，细胞分裂 

素 )。 

l-2 枸杞种子 外植体的培养 

将宁红一号枸杞种子置于灭菌的三角烧瓶中，先用灭菌水 

冲洗 4遍 ，加 75％的乙醇处 理 50 s，再 用灭菌水 冲洗 4遍 ，然后 

用 l％的次氯酸钠处理 3 min，再用灭菌水冲洗 4遍 ，最 后将种子 

接种 于灭 菌的 MS+6一BA(0．5 ms／L)+NAA(0．3 ms／L)的培养基 

中，培养条件为光照 14 h和暗培养，培养温度为(28+2)℃。 

l-3 愈伤组织的诱 导、分化 

将枸杞试管苗的不同部位分别处理。无菌幼茎切成 0．6 cm 

长度 ，无 菌叶片剪成 0．5 cm 见方 ，分别 接人 附加不 同激素配 比 

的愈伤组织诱导培养基中，于 28℃暗培养进行愈伤组织的诱导。 

将诱导出的愈伤组织于愈伤组织继代培养基上每 4周进行继代 

培养 。选取生长旺盛 、质地致密 、表 面有细颗粒状结构、颜色鲜黄 

的愈伤组织进行分化诱导 。 

1．4 芽生根培养 

将 3-4个长约 1．5 cm的由无菌试管苗繁殖所得的芽转入 

到 MS芽生根培养基中进行生根诱导 。在培养基 中分别加入不同 

浓度配 比的 6一BA与 NAA，还须加入不 同浓度 的活性炭 (分别 为 

0、l、2 PPg)，在上 述无 菌苗生长 环境下 培养 ，观察 生根时 间 ，记 

载生根诱导率。 

2 结果 

2．1 激素对愈伤组织诱导的影响 

细胞分裂素和生长素的共同作用 ，能诱导体外培养的枸杞 

愈伤组织的生成。本试验研究了2种不同的组合及其不同浓度 
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的配比，结果见图 1，其中以2，4一D与 KT的组合最佳(表 1)。 

赛 

实验号 

图 l 不同浓度 KT诱 导的枸杞 愈伤组织 

2．2 激素对丛生芽诱 导的影响 

利用6一BA与NAA不同浓度的配比组合，对愈伤组织进行 

芽诱导与增殖试验 ，确立 了最佳浓度配比 ，见图 2。当 6一BA浓度 

为 1．5 PPg时诱导芽的发生率最高；对此时不同浓度的NAA诱 

导芽的发生率进行统计学分析，最终确定丛生芽诱导的最佳浓 

度配 比为 6-BA 1．5 PPg、NAA 0．3 PPg。 
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图 2 6一BA与 NAA不同浓度 的配 比诱导的枸杞芽分化 

2．3 枸杞的生根诱导 

利用 6_BA与 NAA不同浓度的配比，筛选能够诱导生根的 

生长素与细胞分裂素组合。在试管苗生根培养过程中，发现在培 

养基 中加入活性炭更有利于根的形成 ，参 见图 3。当 MS培养基 

中含 2．0 g／L活性炭时，最佳浓度配比为 l_0 PPg的6-BA、0．1 

PPg的 NAA，可作 为试 管苗的生根培养基 ，1周左右即可长 出 5～ 

6条根 ，生根率 可达 9O％以上 ，并获得了生长健 壮的试管苗 。 

图 4为按照上述实验结果确定的诱导流程 培养下的枸杞植 

株再生。 
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图 3 6-BA与 NAA不 同浓度的配 比诱导的枸杞根分化 

3 讨论 

3．1 不同生长素与细胞分裂素组合对构杞愈伤组织诱导形成的 

影 响 

细胞 分裂素和生长素共同作用 ，能诱导植物外植体 的愈伤 

组 织形成 。将不 同浓度 的 6一BA、NAA、2，4一D及 KT加入 MS培 

养基中进行愈伤组织的诱导，培养 1个月后观察记录愈伤组织 

的诱导率，可发现 2，4一D与 KT的组合更有利于枸杞愈伤组织 

的诱导形成。而选取诱导率最高的2，4一D与 KT浓度配比，固定 

2，4一D浓度 ，分析不 同 KT浓度下枸杞愈伤组织 的诱导状况 ，可 

发现当 2，，4一D浓度为 3．0 PPg、2，4一D与 KT浓度之比为 15：1时 

的诱导率最高。细胞分裂素对植物的生长和发育有多方面的调 

节 作用 ，细胞分裂 素能促使种子萌 发 、果实发育 、开花等121。如果 

细胞分裂素含量很高 ，则可抑制愈伤组织的形成 。本实验利用不 

同激素的配比，在用生长素诱导愈伤形成的同时适量加入细胞 

分裂素，有利于获得的愈伤组织容高频的分化和再生13．41。 

3．2 愈伤组织分化 的诱 导 

表 1 不同的生长素与细胞分裂素组合对愈伤组织诱导的影响 

■ 
图 4 诱导流程 
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选用枸杞叶片形成的愈伤组织进行分化诱导，利用含有不 

同浓度的细胞分裂素 和生 长素的 MS培养基对诱导 出的愈伤组 

织进行培养 ，在 4周时愈伤组织出现大面积的绿化点 ，但未有芽 

形成，7周时方能观察到长出大量从生芽，8周时计数。所诱导出 

的芽大部分玻 璃化。当采用 6一BA浓度 为 0．6 PPg、NAA浓度为 

0．3 PPg或 6-BA浓度 为 1．0 PPg、NAA浓度 为 0 PPg的配 比时 ， 

诱导出的玻璃芽最严重，最高能达到 80％～90％；而当6一BA浓度 

为 1．5 PPg、NAA浓度为0．3 PPg时，玻璃化现象减轻。玻璃化通 

常与培养基的环境条件和生理生化因素有很大关系，增加琼脂 

浓度、降低培养基中的渗透势、控制温度及调整激素的浓度可以 

控制分化苗 的玻璃化。 

3．3 枸杞的生根诱导 

当将 6一BA与 NAA浓度分别调整为 1．0 PPg与0．1 PPg时， 

所有接种无菌苗均能生根，且长出的苗粗壮 。在枸杞生根诱导过 

程中加入2．0 PPg的活性炭，能够使配制的培养基结构疏松，透 

气保水，且可固定植株，比不加活性炭的培养基诱导出根的时间 

更早，同期诱导率更高，且枸杞植株也更高。实验中发现诱导出 

的根须越多，则植株越高；而如果培养基中不加任何激素，也可 

生根，这说明植物本身也产生促进其生根的激素。但其叶片较之 

上述培养基所培育的枸杞叶片较小，其植株不粗壮 。这证明同 

时加入生长素与细胞分裂素，在促进其生根的同时，也有利于植 

株的生长。 

我们利用所构建的枸杞植株再生系统，将由HIV一1基质蛋 

白(MA)的最后 4个氨基酸残基结合到壳蛋白(CA)的 N端形成 

的 MA。一CA目的片段转入枸杞，并借助于水稻中一个富含甘氨 

酸的内质网信号肽 (GRP)，使生成的疫苗被导入枸杞根细胞间 

隙，并从根系不断地分泌到培养液中，由此产生了高纯度的 HIV 

疫苗嘲。 
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