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狭叶松果菊的组织培养和植株再生 
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摘要：以狭叶松果菊无菌苗叶片为外植体，通过正交试验筛选出最佳的愈伤组织诱导培养基：MS+6-BA0．5 mg／L 

+NAA1．0 mg／L,最佳的丛芽诱导培养基为：MS+6-BA1．0 mg／L+NAA0．5 mg／L．再生芽经附加 IBA0．5 mg／L 

的 1／2MS培养基生根后移栽成活获得再生植株． 
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狭叶松果菊(Echinacea．angustifolia)也称狭叶紫锥菊，是菊科(Compositae)紫菀族(Aster family)松 

果菊属(Echinacea)植物，原产美洲，是印地安人的传统草药，被用作治疗外伤、蛇咬、头痛及感冒已有上 

百年的历史u ．松果菊的治疗用途十分广泛，可以治疗各种炎症和感染 j，最近的研究表明松果菊提取物 

还有抗氧化、抗衰老口]、调控细胞凋亡l_4]、抗肿瘤[5 等作用，其疗效得到了越来越多的临床肯定，是国际市 

场需求量最大的植物药之一．由于狭叶松果菊种子的深度休眠性，严重制约了种苗的繁育，笔者采用组织 

培养技术，以无菌苗叶片作为外植体，成功诱导出愈伤组织和丛芽，实现了植株再生． 

1 材料和方法 

1．1 植物材料 

狭叶松果菊种子购自加拿大． 

1．2 培养基和培养条件 

培养基：MS培养基，加 30 g／L蔗糖，7 g／L琼脂，调 pH值为 5．8 

培养条件为：温度(23±1)℃，照度 2 000 lx，光照时间 12 h／d． 

1．3 试验方法 

狭叶松果菊种子剥去外种皮流水冲洗 1 h后，于 75 的酒精溶液浸泡 30 s，转入 0．1 的 HgCI。中灭 

菌 10 min，用无菌水冲洗 5次，在无菌滤纸上吸干种子表面水分后，将种子接种到 MS培养基中，于(23± 

1)℃，照度 2 000 Ix，12 h／d光照条件下萌发．30 d后可获得无菌苗，剪取无菌苗叶片作为愈伤组织和丛 

芽诱导的试验材料． 

采用三因素三水平正交试验的方法筛选出最适宜的愈伤组织和芽诱导培养基．获得的丛芽切下后接种 

到添加不同激素的 1／2 MS培养基上使之生根，然后移栽．正交表 IJ9(3‘)，表头设计见表 1，9种培养基及 

三因素的详细配比见表 2． 
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裹 1 L，(3‘)正交试验褒头设计表 

Table 1 The Design form of Orthogonal Test I 9(3 ) 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织的诱导及芽的分化 

将无菌苗叶片切下接种在 L。(3 )正交试验的9种培养基(表 2)中，每个处理接种 12瓶，每瓶接种 1～2 

个外植体．1周后叶片外植体切块出现不同程度卷曲，并整体膨大；2周后从外植体切口处产生大量疏松浅 

绿色或淡黄色愈伤组织(图 1)，并且随着培养时间延长，愈伤组织体积逐渐增大，20 d左右 9号处理最先 

出现芽的分化．随着培养时间的延长 9种处理陆续出现芽的分化． 

表 2中列出了 30 d时愈伤组织的诱导率，表 3列出了愈伤组织诱导的直观分析．正交试验结果表明： 

在各个试验条件下狭叶松果菊叶片均出现了不同程度的愈伤组织分化，且愈伤组织的生长情况与 NAA的 

浓度密切相关．试验结果的直观分析显示出C因素的极差最大，A、B因素次之，即蔗糖对愈伤组织的诱导 

影响最大，30 g／L的蔗糖最有利于愈伤组织诱导和生长．进一步将试验结果中愈伤组织诱导率最好的 2组 

即2号处理 AIB2C2和 9号处理 A3B3C2与直观分析筛选出来最佳组合 AIB3C2，进行比较，分别接种 2O 

瓶，均诱导出愈伤组织，但愈伤组织的长势明显不同，6一BA浓度高时愈伤组织生长较缓慢且比较致密， 

NAA浓度高，愈伤组织生长快．通过上述分析可知，最佳愈伤组织诱导培养基应为：Ms+6一BA0．5 mg／L 

+NAA1．0 mg／L+蔗糖 30 g／L． 

表2 狭叶松果菊愈伤组织及芽诱导正交试验结果 

Table 2 The Results of Callus and Shoot Induction of E．angusti(olia in Orthogonal Test I 9(3‘) 

实验代码 因 素 外植体数 芽诱导数 愈伤 导率 

1=A1B1C1 

2=A1B2C2 

3=A1B3C3 

4=A2B1C2 

5一A2B2C3 

6=A2B3C1 

7=A3B1C3 

8=A3B2C1 

9=A3B3C2 

注：1．每个处理 12瓶，每瓶 1～2个外质体，每瓶的出芽率一出芽数／外植体数，60 d时统计出芽率；2．30 d统计愈伤 

组织诱导率． 

表 3 狭叶松果菊愈伤组织诱导正交试验结果的直观分析 

Table 3 Audio Visual Analysis Concerning to the Results of Callus Induction in E．angustifolia 

接种20 d时9号处理最先出现了芽的分化，表明高浓度的激素能够快速诱导芽的分化，但随着培养时 

间的延长，激素浓度高的处理会出现玻璃化现象．60 d时各个处理芽分化的结果显示中等浓度(1．0 mg／l ) 

4  2  5  4  O  O  2  

∞ 鲫 ∞ ∞ 昭 ∞ 

C —l 2 3 2 3 1 3 1 2 

B —l  2  3  1  2  3 l  2  3  

A —l l  l  2  2  2 3  3  3  
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的 6一BA最有利于芽的分化和生长，且长出的芽健壮．当 NAA为中等浓度(O．5 mg／I )时分化的芽数 目较 

多．表 4列出了芽分化方差分析结果，结论：条件 C(蔗糖浓度)对松果菊组织培养中芽的分化有显著影响， 

30 g／L的蔗糖最有利于狭叶松果菊芽的分化．表 5利用邓肯氏新复极差法(SSR法)对蔗糖诱导芽分化的效 

果进行多重比较：结果表明培养基中 30 g／I 与 40 g／L蔗糖浓度对松果菊组织培养中芽的分化有显著差 

异，培养基中30 g／I 与 20 g／I ，40 g／L与 20 g／I 蔗糖浓度对松果菊组织培养中芽的分化没有显著差异， 

最终结论 ；狭叶松果菊芽分化的最佳培养基应为 MS+6-BA1．0 rag／L+NAA0．5 mg／L+30 g／L蔗糖． 

表 4 狭叶松果菊芽分化正交试验结果方差分析 

Table 4 The Variance Analysis of Shoot Induction in E．angustifolia 

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 F值 c z一 Fo m 

A 

B 

C 

Sel 

Se2 

合并误差 

11．58 

3．13 

16．69 

9．78 

2O5．82 

215．6 

2 

2 

2 

2 

99 

1O1 

5．79 

1．57 

8．35 

4．89 

2．O8 

2．13 

2．72 

0．74 

3．92 

4．82 

4．82 

4．82 

3．O9 

3．O9 

3．O9 

*表示有显著差异 

表 5 蔗糖诱导芽分化效果的多重 比较 

Table 5 The Multi—Cornparation of Shoot’S Differentiational Effect Induced by Sucrose 

*表示有显著差异． 

2．2 根的诱导和植株再生 

根据方差分析结果将叶片产生的新鲜浅黄绿色愈伤组织转接至含 6一BA1．0 mg／L+NAA0．5 mg／I 的 

MS培养基上诱导芽的分化，1周后愈伤组织变得更疏松，呈浅绿色或部分愈伤组织呈绿色，并开始出现零 

星的绿色或紫红色小芽点，约 2周后，从愈伤组织上长出黄绿色或绿色小芽，至 30 d后发育成具许多绿色 

小芽的芽丛(图2)，将诱导得到的丛芽从基部切下接种到下述几种培养基中 导生根(表 6)．接种 3～5 d 

后4号和 5号最先出现根的分化，表明高浓度的激素生根快，10 d后各个处理均出现了根的分化(图3)．30 

d统计试验结果见表 6．结果显示添加 NAA的根粗壮、但愈伤组织化严重，移栽不易成活．IBA诱导的根较 

细，浓度过高过低根的数目都较少，以 0．5 mg／L最有利于根的分化，并且生的根健壮，数目多，愈伤组织少， 

移栽易成活．1个月后根长度 3--4 cm，打开培养瓶盖炼苗 3～4 d J亓移栽到花盆巾，得到再生植株(图4) 

表 6 狭叶松果菊生根试验结果 (30 d统计结果) 

Table 6 The Results of Root Induction of E．angustifolia 
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图 l 狭叶松果菊愈伤组织 

Fig．1 Callus of E．angustifolia 

图 3 丛芽诱导生根 

Fig．3 Roots of E．angustiJblia Induced from Shoots 

图2 狭叶松果菊从生芽 

Fig．2 Shoots of E．angustifolia 

图 4 组培苗移栽成活 

Fig．4 Regeneretion Plantlet of E．angustiJolia 

3 讨 论 

正交设计是多因素多水平分析的有力工具，采用正交设计的方法，可以精简试验次数，大大提高试验 

结果的正确性和可靠性．本文采用正交设计的方法，仅用较少的试验组合，通过统计学分析，明确了影响 

狭叶松果菊愈伤组织与芽诱导的主要因素，筛选出愈伤组织诱导和丛芽诱导的最佳培养基，大大提高了试 

验效率．本试验中，各试验条件下均有愈伤组织和丛芽生成．试验证明，培养基中蔗糖浓度对狭叶松果菊 

愈伤组织和芽的诱导有显著影响，而在本试验条件下，激素浓度对实验结果影响的差异并不显著，表明狭 

叶松果菊的愈伤组织和丛芽诱导较为容易． 

松果菊属共有植物 9种 ，常作为药用的为紫花松果菊、淡紫松果菊和狭叶松果菊．目前国际市场上 

有关松果菊属药用植物制剂已连续 3年名列榜首，是国际流行免疫调节剂．关于紫花松果菊的组织培养文 

献报道较多，而对于淡紫松果菊和狭叶松果菊的组织培养至今无人报道，本文所建立的狭叶松果菊的植株 

再生体系在很大程度上克服了种子繁育的局限性，为狭叶松果菊规模化育苗及其有效成分的开发利用提供 

了理论支持，为进一步建立狭叶松果菊的遗传转化体系奠定了基础． 
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Abstract：Efficient plant regeneration was achieved via organogenesis from callus cultures derived from leaf 

tissue of Echinacea angustifolia．Proliferating shoot cultures were obtained by placing leaf explants on 

Murashige and Skoog(M S)medium supplemented with 6-benzylaminopurine(6-BA)and naphthaleneacetic 

acid (NAA)combinations．According to the results of Orthogonal Test I 9(3 )MS medium supplemented 

with 6一BA (O．5 rag／L)and NAA (1．0 rag／L)was the most effective for eallus inductien while MS medi— 

um supplemented with 6一BA (1．0 mg／I )and NAA (0．5 mg／I )was the most effective for shoots induc— 

tion．Plantlets were rooted on 1／2MS medium supplemented with different concentrations of indo1e一3一bu— 

tyric acid(IBA)，and high rooting and survival was achieved when the IBA concentration was 0
． 5 mg／I 。 

All p[ant[ets survived acclimatization producing healthy plants in the greenhouse
． 

Key words：Echinacea+angusti
．folia；tissue cultivition；plants regeneretion：orthogonal test 
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