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用于遗传转化的贯叶连翘组织培养系统的研究 

邱 璐 ，罗春梅。，李艳华。，周银燕 ，黄 静 ，杨启国 ，吕加燕 

(1．云南省楚雄师范学院，云南楚雄 675000；2．云南省楚雄农业学校，云南楚雄 675000) 

摘要：贯叶连翘恢复生长的能力较强，用0．2％ HgCl 消毒幼茎3 min建立无菌苗具有较好效果；利用MS与 

1／2MS作为贯叶连翘的基本培养基均有较好效果；贯叶连翘的茎和叶均易于形成愈伤组织，1．0 111-g／L 6一BA十 

1．0 mg／L NAA不仅能较好地诱导贯叶连翘形成愈伤组织 ，而且能较好地诱导愈伤组织形成不定芽；6一BA对贯 

叶连翘不定芽的形成是必要的，但高浓度的6一BA易于导致苗玻璃化，0．1 mg／L 6一BA十0．01 mg／L NAA诱导 

不定芽形成具有较好效果；生长素与细胞分裂素的比例为1：10时有利于贯叶连翘形成不定芽，但不定芽生长速 

度慢 ；生长素与细胞分裂素的比例为 1：5时不定芽形成数量少 ，但不定芽生长速度快；以 50 mg／ml的 Gent．(庆 

大霉素)作选择压力筛选Gent．标记的阳性转基因植株效果最好；200 mg／L的Cef．(头孢霉素)对土壤农杆菌的生 

长抑制效果较好。 
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贯叶连翘(Hypericum peoCoratum L．)是藤黄科 

金丝桃属多年生草本植物，作为传统中药已收人我 

国药典，全草人药。主要用于抗抑郁症、抗病毒 、抗 

菌消炎、收敛止血、解毒消肿、镇痛  ̈ 。目前已从 

贯叶连翘中分离出金丝桃素，被认为是一种能影响 

脑内 5一HT去 甲肾上腺素和多巴胺的物质，对 

RNA、DNA病毒具有较强抗性 。临床上主要用于 

治疗抑郁症 、甲型肝炎、乙型肝炎、风湿、痛风、调经 

活血。目前，贯叶连翘被作为抗艾滋病、抗肿瘤的新 

药开发 J。由于野生资源的极度破坏，已进行大面 

积贯叶连翘的人工生产栽培，利用转基因技术，研究 

抗性强、有效成分含量高的新品种已成为发展趋势。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

贯叶连翘的茎段采自云南省楚雄农校药园。 

1．2 方法 

1．2．1 无菌苗建立 以MS+1．0 mg／L 2，4一D+ 

1。0 mg／L 6一BA为基本培养基，以贯叶连翘幼嫩茎 

段作外植体，用洗涤剂水清洗外植体 5 min，再用流 
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水冲洗5 min。用0．2％的 HgC1：作为消毒剂，消毒 

时间分别为2、2．5、3、3。5、4 rain，筛选出最佳消毒时 

间。消毒后用无菌水冲洗外植体 8—1O次，接种，2O 

d后统计污染率与成活率。 

1。2．2 不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响 

以贯叶连翘无菌苗的茎段为材料，以1．0 mg／L 2，4 
一 D+1．0 mg／L 6一BA为激素种类及配比，分别以 

MS、1／2MS为基本培养基，接种后给予暗处理，30 d 

后统计愈伤组织诱导结果。 

1．2．3 不同外植体部位对愈伤组织诱导的影响 

以MS为基本培养基，以 1。0 mg／L 2，4一D+l。0 

mg／L 6一BA为激素种类及配比，分别以贯叶连翘 

无菌苗的茎段、叶为材料，对它们形成愈伤组织的能 

力进行比较。 

1。2．4 不同激素种类及配比对愈伤组织诱导的影 

响 以无菌苗的茎段为外植体，以MS为基本培养 

基，设置 7组不同种类及配比的激素进行比较试验。 

1。2．5 不同激素种类及配比对不定芽形成的影响 

以贯叶连翘茎段形成的愈伤组织为外植体，以 MS 

为基本培养基，设置 5组不同种类及配比的激素进 

行比较试验。光照时问每天 12 h，光照强度2 000～ 

3 000 lx，培养温度(25±1)℃，pH值5．8。 

1。2．6 不同浓度的6一BA与 NAA对芽增殖的影 

响 以贯叶连翘茎段形成的愈伤组织为材料，设计 

4组试验进行比较，以筛选出芽增殖的最佳 BA和 

NAA浓度。 
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1．2．7 生长素与细胞分裂素的配比对芽增殖的影 

响 以贯叶连翘茎段形成的愈伤组织为材料，设计 

5组试验进行比较，以筛选出芽增殖的最佳生长素 

与细胞分裂素配比。 

1．2．8 贯叶连翘对庆大霉素敏感性测定 以贯叶 

连翘茎段形成的愈伤组织为材料 ，以MS+0．5 mg／L 

6一BA+0．05 mg／L NAA为基本培养基，在培养基 

中分别加入0、25、50、75 mg／100ml的Gent．(庆大霉 

素)，以筛选出 Gent．标记的阳性贯叶连翘转基因植 

株的最佳选择压力。 

1．2．9 土壤农杆菌对头孢霉素敏感性测定 以贯 

叶连翘茎段形成的愈伤组织为材料，以 MS+0．5 

mg／L 6一BA+0．05 mg／L NAA为基本培养基，在培 

养基中分别加入 0、100、200、300、400 mg／L的 Cef． 

(头孢毒素)，以筛选出有效抑制土壤农杆菌生长的 

最佳 Cef．浓度。 

2 结果与分析 

2．1 无菌苗建立试验结果 

从表 l可看出，贯叶连翘茎段随消毒时间的增 

加，污染率大幅度降低，但成活率并非递增。综合来 

表 1 无菌苗建立试验结果 

消毒时间 接种材 污染材料 成活材 污染率 成活率 
(min) 料数(个) 数(个) 料数(个) (％) (％) 

2．0 

2．5 

3．0 

3．5 

4．0 

20 

加  

20 

20 

20 

8 

l2 

l5 

2 

l 

60 

30 

20 

l0 

5 

40 

60 

75 

l0 

5 

看，使用0．2％ HgC1 消毒3 min效果最好，成活率 

高达75％，污染率仅 20％。 

2．2 不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响 

MS培养基与 1／2MS培养基对愈伤组织诱导的 

影响差异不大，愈伤组织形成时间均较早，诱导率均 

高达 100％，但愈伤组织的长势在 MS上比在1／2MS 

上好(表 2)。 

表2 不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响 

2．3 不同外植体部位对愈伤组织诱导的影响 

贯叶连翘易形成愈伤组织，茎和叶的愈伤诱导 

率均高达 100％，但茎形成的愈伤组织长势更旺，有 

更多不定芽形成(表3)。 

表3 不同外植体部位对愈伤组织诱导的影响 

2．4 不同激素种类及配比对愈伤组织诱导的影响 

培养基 1～7均能 100％地诱导贯叶连翘形成 

愈伤组织，愈伤组织大多为黄白色，见光后转化为黄 

绿色。从愈伤组织的长势和形成时间来看，5号培 

养基优于2号，2号优于其他。但 7号培养基不仅 

能较好地形成愈伤组织，而且愈伤组织能直接分化 

形成不定芽，因此可作为首选配方(表4)。 

表4 不同激素种类及配比对愈伤组织诱导的影响 

2．5 不同激素种类及配比对不定芽形成的影响 

由表 5可见，1号培养基诱导贯叶连翘形成不 

定芽效果最好，增殖系数高，苗的长势旺；5号培养 

基次之；其他几个培养基效果相近，均不如 l号和5 

号。说明 6一BA诱导贯叶连翘形成不定芽的效果 

优于 KT、ZT、Zip。 

表5 不同激素种类及配比对不定芽形成的影晌 
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2．6 不同浓度的6一BA与 NAA对芽增殖的影响 

随 6一BA与 NAA浓度的降低，不定芽形成时 

间延长，不定芽形成数减少，但苗越来越壮，叶片越 

来越大，玻璃化现象越来越轻。MS+1．0 mg／L 

6一BA+0．1 mg／L NAA形成的不定芽虽多，但苗过 

于纤细；MS+0．1 mg／L 6一BA+0．01 mg／L NAA形 

成的不定芽数虽不如 MS+1．0 mg／L 6一BA+0．1 

mg／L NAA，但苗壮，无玻璃化现象，可作为首选配方 

(表6)。 

表 6 不 同浓度的 6一BA及 NAA对芽增殖的影响 

(m g／L)眦 鬻臀 
MS+1．0 6一BA+0．1 NAA 6 7 ++++ 100 严重 

MS+0．7 6一BA+0．07 NAA 7 7 ++++ 100 严重 

MS+0．5 6一BA+0．05 NAA 7 6 ++++ 100 轻 

MS+0．3 6一BA+0．03 NAA 8 5 ++++ 100 不明显 

MS+0．1 6一BA+0．01 NAA 8 5 ++++ 100 无 

2．7 生长素与细胞分裂素的配比对芽增殖的影响 

生长素与细胞分裂素的比例为 1：10时有利于 

贯叶连翘形成不定芽，不定芽数多，但不定芽生长速 

度慢；生长素与细胞分裂素的比例为 1：5时不定芽 

形成数少，但不定芽生长速度快(表 7)。 

表7 不同浓度的NAA影响芽增殖的试验结果 

2．8 贯叶连翘对庆大霉素敏感性测定结果 

从表 8可知，使用 50 mg／ml的 Gent，作选择压 

力筛选 Gent．标记的阳性转基因植株效果最好。75 

mg／ml及 100 mg／ml浓度过高，对细胞造成严重伤 

害，非转基因植物细胞不能正常生长。 

表 8 贯叶连翘对 Gent．敏感性测定 

Gent．浓度 非转基因 Gent，浓度 非转基因 

(ms／m1) 植物长势 (ms／m1) 植物长势 

0 植株绿色，长势较好 75 均死亡，全部白化 

25 大多白化，出叶枯叶 100 均死亡，全部白化 

5O 均死亡，全部白化 

2，9 土壤农杆菌对头孢霉素敏感性测定结果 

从表9可知，使用 100 mg／L的Cef．不能有效抑 

表9 土壤农杆菌对 Cef．敏感性测定 

土壤农杆菌 隋况 贯叶连翘不定芽形成情况 

制土壤农杆菌的生长，影响贯叶连翘不定芽诱导； 

300 mg／L的Cef．浓度太高，能有效抑制土壤农杆菌 

的生长，但不定芽形成较快，影响转基因的效果；200 

mg／L的 Cef．能有效抑制土壤农杆菌的生长，能稳 

定地进行转基因，同时对贯叶连翘细胞无毒害作用， 

转基因贯叶连翘细胞能较快形成不定芽。 

3 讨论 

贯叶连翘植株较矮，离地面较近，被土壤污染的 

可能性较大，但植株表面光滑，无表皮毛，且对消毒 

剂的忍耐性较好，自身恢复生长的能力较强，因此在 

用幼茎做外植体时，用0．2％HgC1 消毒效果较好。 

贯叶连翘易于形成愈伤组织，用 MS或 1／2MS 

为基本培养基，用茎段或叶做外植体，使用生长素 

2，4一D或 NAA，用细胞分裂素 6一BA或 KT、ZT、 

Zip，均能较好地诱导贯叶连翘形成愈伤组织。 

贯叶连翘形成的愈伤组织易于分化形成不定 

芽，使用细胞分裂素 6一BA或 KT、ZT、Zip，均能较 

好地诱导不定芽，但 6一BA诱导不定芽形成的效果 

明显优于 KT、ZT和 Zip，不仅能较好地形成愈伤组 

织，而且愈伤组织能直接分化形成不定芽。6一BA 

与NAA配合诱导愈伤组织分化形成不定芽，在不定 

芽形成时间及不定芽形成数量上均显著优于 KT或 

ZT、Zip与 NAA配合。随着 6～BA浓度的升高，不 

定芽形成时间缩短，不定芽形成数增加，但苗越来越 

纤细瘦弱，玻璃化现象也越来越重。MS+0，1 mg／L 

6一BA+0．01 mg／L NAA形成的不定芽数较适中， 

苗壮，无玻璃化现象，效果最好。 

在植物组织培养中，细胞分裂素具有促进芽生 

长的作用，生长素具有促进根生长的作用，细胞分裂 

素与生长素的比值高低对外植体的发展方向起着决 

定性作用 J。生长素与细胞分裂素的比例为 1：10 

时有利于贯叶连翘形成不定芽，不定芽数多，但不定 

芽生长速度慢；生长素与细胞分裂素的比例为 1：5 

时不定芽形成数少，但不定芽生长速度快。 

(下转第218页) 
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种植方式 ( ：) ( ：) ( ) ( ：) ( ：) ( ：) 

注： 为紫云英一次播种多年(以5年计)繁殖利用的经济效益。 

紫云英一水稻优于油菜一水稻、冬闲一水稻。 

3 结论与讨论 

尽管小麦一水稻种植方式的 N、P O 径流损失 

较大，但其净收入、机械化生产程度、劳动生产率都 

很高，仍是当地稻田种植方式的首选。 

油菜一水稻种植方式的 N、P O 径流损失大， 

经济效益也不高。冬闲一水稻虽然 N、P O 流失较 

少，但经济效益低。因此，在经济发达地区稻田应减 

少和限制油菜一水稻、冬闲一水稻种植方式的应用。 

紫云英一水稻种植方式 N、P O 流失少，具有 

良好的生态效益，且经济效益较好，可逐步替代冬 

闲一水稻和油菜一水稻种植方式，尤其在水体富营 

养化比较严重的地区，以及与水体接壤地带的稻田， 

应优先应用。 

同时，应加强紫云英一水稻种植方式配套技术 

的研究和示范，如通过紫云英一次播种多年繁殖利 

用技术，以降低紫云英生产成本等。 

(上接第 180页) 

植物转基因过程中，常在 目的基因上携带抗生 

素抗性基因，作为转基因识别标志。因此须在培养 

基中加入抗生素作为转基因抗性细菌或植物的选择 

压力 J。使用 50 mg／ml的庆大霉素作选择压力筛 

选庆大霉素标记的贯叶连翘阳性转基因植株效果 

最好。 

在植物转基因过程中，用携带 目的基因的土壤 

农杆菌侵染植物时，一方面土壤农杆菌要有一定的 

浓度，确保有效地进入植物细胞，另一方面土壤农杆 

菌在细胞中大量生长繁殖，会导致植物细胞死亡。 

为防止土壤农杆菌大量繁殖对植物细胞的破坏作 

用，须在培养基中加入一定浓度的头孢霉素抑制土 

壤农杆菌 J。头孢霉素具有广谱抗性，能有效抑制 

土壤农杆菌生长，同时对贯叶连翘的细胞无毒害 

作用。 
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