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牛蒡组织培养和高频植株再生的研究 

何雯婷 ，侯岁稳 弘，王崇英 

(1兰州大学 生命科学学院，兰州 7300001 2中国科学院近代物理研究所，兰州 730000) 

摘 要：通过对牛蒡(Arctium lappa I ．)不同外植体、不同激素配比的比较研究，建立了牛蒡离体培养高效植株再 

生体系。牛蒡子叶与下胚轴切段在含2．0 mg／l 2，4一D和0．5～2．0 mg／I BA的MS培养基中愈伤组织诱导率可以 

达到 87 ～1OO ；在 1．O～3．0 mg／l NAA和 0．5～2．0 mg／I BA的MS培养基上通过愈伤组织问接分化或外植 

体直接分化形成不定芽，其中愈伤组织分化率可达 1OO ；下胚轴的分化率明显高于子叶，在 1．0 mg／I NAA和 

1．0 mg／I BA的MS培养基上下胚轴直接分化率达 77．3 。组织学观察发现牛蒡再生有器官发生和体细胞胚发生 

两种途径 。将生 长状 态 良好的不定芽转 至含 1．0 mg／l IBA 和 1．0 mg／l NAA 的 1／2 MS培养基上生根 ，移栽 ，成 

活率达到93．3 。从诱导愈伤组织到组培苗在珍珠岩中过渡成活，大约需要 13周。组培苗次年开花并结实，生长形 

态特征正常 。 
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Tissue Culture and High—efficiency Plant Regeneration of Arctium lappa 
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Abstract：Different Arctium lappa L．explants and the compounding proportions of different hormones were 

comparatively studied in tissue culture and thereafter a high——efficiency plant——regeneration system by in vit — 

ro A．1appa culture。On MS mediums containing 2．0 mg／L 2，4-D and 0．5——2．0 mg／L BA．cotyledon and 

hypocotyl pieces could be induced to produce callus at 87％～100％；On MS medium containing 1．O～3．0 

mg／L NAA and 0．5～2．0 mg／L BA．the callues could indirectly differentiate or the explants could directly 

differentiate to form adventitious buds and the differentiation rate of the calli could reached as high as 

1 00％；The hypocotyls differentiated at a higher rate than the cotyledons and their direct differentiation 

rate amounted to 77．3 on MS medium containing 1．0 mg／L NAA and 1．0 mg／L BA．A．1appa was histo— 

chemically found capable of regenerating by two approaches，organogenesis and embryogenesis
． W ell—grow— 

ing adventitious buds were inoculated on 1／2 MS medium containing 1．0 mg／L NAA and 1．0 mg／L BA for 

their rooting and thereafter transplanted，and their survival rate reached 93
． 3 ．It approximately took 1 3 

weeks to complete the transition from callus induction to in vitro plantlet transplantation to perlite matrix
．  

The in vitro plantlets flowered in the following year and presented a normal morphology in their growth
． 
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牛蒡 (Arctium lappa L．)别名牛菜，白肌人参 

等，是菊科牛蒡属二年生草本植物 ，高 70～150 cm， 

花紫红色，原产亚洲，主要分布于中国和日本的大部 

分地区 ]。其嫩叶、茎、花和肉质根均可食用，营养价 

值很高 ，富含蛋 白质、氨基酸 、多种维生素和微量元 

素瞳]。因此 ，在 日本牛蒡是一种广为流行的蔬菜口j。 

牛蒡叶 中含有的绿原酸可用作食 品抗氧化剂 ，根 中 

富含的菊糖和膳食纤维均可用来开发保健食品 。 

近年来科研人员经过努力 ，已经开发出了有关牛蒡 

的种子、根、茎、叶的清汁饮料 、罐头 、茶片和低糖 口 

含片等一系列产品，其制品在 国内外市场上具有 良 

好的开发利用前景_5]。牛蒡还是我国民间传统的药 

用植物 ，种子具有疏风散热 ，宣肺透疹 ，解毒利咽，滑 

肠通便之功效l6]。自1929年 日本人田 ·川越等 从 

牛蒡种子获得牛蒡苷以来 ，关于牛蒡化学活性物质 

的研究取得 了重要进展 ，从其种子、茎叶和根中分别 

获得 30余种不同类 型的天然化合物 ，譬如牛蒡酚、 

牛蒡子酸等 ]，并且发现 了它们许多重要的药理 和 

生理活性。目前研究表明，牛蒡具有抗肿瘤 、抗癌、抗 

菌、清除 自由基、防衰老和降血糖等作用 嵋；另外 

发现 ，牛蒡子甙元可强烈地抑制白血病 HL一60细胞 

株以及 HIV一1病毒 P17和 P24的表达_1 引，因此推 

断它对白血病和艾滋病 的治疗可能也有一定 的作 

用。随着牛蒡的营养价值和药用价值得到认可 ，其研 

究越来越受到人们的关注 。目前有关 牛蒡的研究主 

要集中在药理方面，而其组织培养和高效再生体系 

的详细研究在国内外还鲜有报道l1 。 

1 材料和方法 

1．1 植物材料 

实验所用牛蒡种子购于兰州市中草药公司。将 

种子用 70 乙醇浸泡 30 S，用 0．1％升汞溶液灭菌 

10 min，无菌蒸馏水清洗 5次，然后接种于附加 3％ 

蔗糖 、0．8％琼脂粉的 MS培养基上 。所有培养条 

件为 ：光照强度 30／~mol·m ·S ，光照 16 h／d， 

温度 (25±2)C。 

1．2 愈伤组织的诱导 

取生长 7 d的牛蒡无菌苗，将其子叶和下胚轴 

切成 5～10 mm 的小段，接种在含有不同激素组合 

的 MS培养基上 ，进行愈伤组织诱导。2周后观察各 

种外植体的愈伤组织诱导频率，并选择诱导频率最 

高的培养基作为愈伤组织继代培养基，每 3周继代 

培养一次。 

1．3 芽的分化与增殖 

将生长状态 良好 的愈伤组织 转至含不 同浓度 

NAA和 BA的 MS分化培养基上诱导分化，30 d后 

统计分化率。 

1．4 根的诱导和移栽 

切取生长健壮的幼苗转至含不同浓度 IBA、 

IAA和 NAA的 1／Z MS培养基上诱导生根，3周后 

统计生根率。对以上所有统计数据进行 ANOVA分 

析。取根系发达的再生苗栽至珍珠岩铺成的苗床，过 

渡 2周后新根长出 ，转至混合土中(营养土 ：蛭石 一 

1：1)，在温室里继续培养。植株长到高约 15 ClTI时 

移栽到植物园大 田中。 

1．5 组织学观察 

取诱导培养 5～30 d的外植体，用 FAA液(甲 

醛 ：冰乙酸 ：无水乙醇一5：5：90，v：v：v)固定， 

按照郑国}昌等 的方法，逐级酒精脱水，石蜡包埋， 

切片厚度 10 m，苏木精染色，镜检 。 

2 结果与讨论 

2．1 愈伤组织的诱导 

种植在 MS无激素培 养基上 的牛蒡种子萌发 

10 d，发芽率达到 9O ，生长 1周后长度达 1．5～2 

cm。不同外植体在不同的激素组合(表 1)培养基上， 

均能产生愈伤组织。在含有 2．0 mg／L 2，4-D和 0．5 

-- 2．0 mg／I BA的培养基上 ，子叶和下胚轴的诱导 

率达到了 87％～100％(表 1)。在 2，4一D和 BA组合 

的培养基上得到 了大量的愈伤组织 ，都呈黄褐色且 

松软，继代一次后出现褐化 ，这很有可能是其分泌的 

大量酚类物质所致 ，但是褐化并没有影响到分化(图 

版 I，b)；而 NAA 和 BA组合 的培养基上 ，除 了得 

到大量的愈伤组织外，外植体还直接分化出芽，其愈 

伤组织致密且呈颗粒状 (图版 I，a)。BA可以促进 

愈伤组织 的产生 ，当单独使用 2，4一D或 NAA 时，其 

诱导率均未超过 50％，加入 0．5 mg／L的 BA后，诱 

导 率 提高 了 2～3倍 。但 当 BA 浓 度较 高时 (4．0 

mg／L)，子 叶 和 下 胚 轴 的 愈 伤 组 织 诱 导 率 仅 为 

23．5 和 28．6 ，严重抑制 了愈伤组织的产生 (表 

1)。在 BA浓度较低时 ，2，4一D浓度的变化并没有 明 

显 影响 到愈伤 组织 的诱 导率 ；但 当 2，4一D 为 4．0 

mg／L时，愈伤组织极易褐化 。而愈伤组织的诱导对 

NAA浓度的变化比较敏感，当 NAA浓度由 2．0 
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mg／L上升为 4．0 mg／I 时 ，子叶和下胚轴的愈伤组 

织诱导率均下降了 14％2~ (表 1)。对于两种不同 

的外植体，其产生的愈伤组织质地基本没有差异，诱 

导率也相差无几。 

表 1 不 同外植体 与激素对 牛蒡 愈伤 组织诱导的影响 

Table 1 Callus inductions of A．1appa with different explants and growth regulators 

注：显著性 水半 为 0．05。Note：The signifleance probability IS 0·05． 

2．2 愈伤组织的分化和苗的形成 

将得到的愈伤组织切成 5 mm 左右 的小块接 

种于分化培养基上。诱导过程 中发现在含有 NAA 

的培养基上有分化现象 ，因此将培养基设计为不 同 

浓度 NAA和 BA 的组合 。30 d后 ，100 的愈伤组 

织分化。由图1看出，NAA 1．0 mg／I 时，随着 BA 

浓度的增高 ，平均每块愈伤组织的诱导芽数减少 ；对 

于芽的伸长生长而言，1．0 mg／L BA显著地提高芽 

的长度。而由图 2可 以看到，随着 NAA浓度 的升 

高，芽 的平 均 高 度 逐 渐 下 降；同时 2．0 mg／L 的 

NAA更适合于芽的诱导 ，平均每块 愈伤组织分 化 

出芽的个数达到 5个 。 

另外，由于在愈伤组织诱导实验中出现了外植 

体直接分化，所以对就如何通过直接分化途径建立 

牛蒡的再生体系做 了详细研究 。将由无菌苗得来的 

子 叶和下胚轴切成小块 和小段 ，接种于表 2的培养 

基上。结果可以看出，牛蒡的下胚轴能直接高频诱导 

芽的分化 ，而子 叶的直接分化率均未超过 5O％(表 

2)。在 NAA浓度一定(1．0 mg／I )而改变 BA的浓 

度时，两种外植体的反应发生了明显的变化 ：BA为 

1．0 mg／L时，分化率有显著的提高，特别是下胚轴 

的分化率提高了近 5O (表2)。NAA浓度对分化的 

影响与 BA相似 ，也是适 中的浓度 (2．0 mg／L)更有 

利于芽的分化 。 

将诱导出的芽置于 NAA 1．0 mg／L+BA 1．0 

mg／L+GA。3．0 mg／I 的 MS培养基上增殖、增壮 ， 

2周后，每个芽的增殖系数达到 5～6倍 ；同时，芽也 

得以增壮，平均芽高达到 3～4 cm。 

表 2 不同激素对牛蒡子叶和下胚轴直接分化的作用 

Table 2 Direct shoot differentiations of A．1appa cotyledons and hypocotyls with differently combined growth regulators 

注 ：显著性水平为 0．01。下 表同。 

Note：The significance probability is 0．01．It is the same as below 
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铺 

— o_芽数／愈伤组织 Rateofshoots／callus 

BA浓度 
BA concentrations(mg／L) 

姬 

图 1 NAA浓 度为 1 mg／I 时 BA浓度对芽分化 的影响 

Fig．1 Shoot differentiations of A．1appa 

at different BA concentrations 

with NAA set at 1．0 mg／I 

： 

镯 

-。_芽数／愈伤组织 Rateof shoots／callus 
．--l--平均芽高Average length ofshoots 

NAA浓度 
NAA concentrations fmg／L) 

檀 

图 2 BA为 1 mg／I 时 NAA浓 度变化 

对牛蒡芽分化 的影 响 

Fig．2 Shoot differentiation of A．1appa 

at different NAA concentrations 

with BA fixed at 1．0 mg／I 

表 3 牛蒡增殖芽的生根 

Table 3 Adventitious shoot rooting of A．1appa with different by combined growth regulaters 

2．3 根的分化和苗的移栽 

将增殖后生长状态 良好的芽接种到生根培养基 

中进行培养，激素组合、生根率及生长状况见表 3。 

可 以看出 IBA 比 IAA更适合 于诱导牛蒡 生根，这 

与其它一些菊科植物譬如黄花蒿 、甜叶菊等诱导生 

根 的情况相 同[1 。当 NAA 1．0 mg／L，IBA 1．0 

mg／I 时最易生根 ，且生长状况较好 (图版 I，C)。 

用 5 cm厚的珍珠岩制作苗床，将生根苗洗净培 

养基后移入，在光强为 30／~mol·m ·s～、每天光 

照 14 h、温度 为 22 C培养室 内培 养，湿度保 持在 

85％以上 ，2周 即可成活，成活率 100％，根 系发达 ， 

平均根长达 8～9 cm。从诱导愈伤组织到组培苗在 

珍珠岩中过渡成活 ，整个过程大约需要 13周。将苗 

移入营养土 中(砾石 ：土一1：1)，在培养室培养 3 

周左右(图版 I，d)，移栽至植物园大田中，在 自然条 

件下生长 ，3个月后成活率为 93．3％。牛蒡的田问管 

理较为容易，每月浇水 1次，不用施肥，过冬时用土 

覆盖保温，第二年春季新芽破土而 出，5月开花，植 

株高达 1．5 m，基部叶片长达 40 cm，形态正常，生长 

状况良好 ，无病虫害(图版 I。e、f)，比 自然植株分枝 

多且健壮 。6、7月份结籽 ，生长状态完全正常。 

2。4 组织学观察 

组织切片观察发现，牛蒡的再生可以通过器官 

发生或胚状体发生两种途径。器官发生途径是先在 

外植体切口处诱导产生愈伤组织，7 d后从愈伤组 

织内部开始分化形成分生细胞，这些分生细胞不断 

进行分裂，2O d后形成一个芽前体，即突起状的分 

生组织 (图版 I，g)，继而形成芽原基 ，30 d后形成 

不定芽；胚状体发生途径起源于单细胞，先在外植体 

的表面诱导产生胚性细胞 ，这些胚性细胞不断分裂 ， 

形成 的顶部细胞大 于基部细胞 ，有类似于胚柄状的 

结构 出现 ，形成 了早期 的球形胚 (图版 I，h)；经过 

继续发育 ，最终形成子叶胚(图版 I，i)。 

牛蒡适应性强、易栽培、产量大，在我 国具有丰 

富的资源。由于其耐盐性较好 ，已在山东和江苏两省 

大面积种植[4]，据估计 ，仅山东一省，2004年产量就 

达 100万 t。从本实验栽培情况来看 ，牛蒡亦适应西 

北的干旱与半干旱环境 。目前，牛蒡作为一种新特蔬 

菜，大量出口到日本、韩国及欧美一些国家。但国际 

市场对出口牛蒡的品质规格要求较高，造成大量等 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


期 何雯婷 ．等 ：牛蒡组 织培养和高频植株再生的研究 323 

外根、叶等的废弃，致使资源浪费。如果能利用牛蒡 

生产 出优质的高附加值产品，将会使其具有更好 的 

开发利用前景。本实验建立的完整再生体系，为牛蒡 

的种质改良、生理活性和药理作用的研究、以及进一 

步开发利用奠定了很好的实验基础 。 
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