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红三叶愈伤组织培养与异黄酮的产生 

谷文英，陈 莹，余 飞 
(扬州大学动物科技学院，江苏 扬州 225009) 

摘要：对红三叶 Tr folium pratense下胚轴和子叶进行愈伤组织的培养，结果表明：添加 2．0 mg／L 2，4-D和 

0．5 mg／L 6-BA的 MS培养基最适合诱导愈伤组织。采用紫外分光光度法对愈伤组织总异黄酮含量进行测 

定，结果发现 ：愈伤组织中异黄酮的含量明显高于实生苗，子叶愈伤组织中异黄酮的含量比下胚轴愈伤组织 

中的高，且差异显著(P<O．05)。 
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红三叶Trifolium pratense为豆科车轴草属多 

年生草本植物，在英国和新西兰为第二大豆科牧 

草Ⅱ]，是我国长江流域以南地区优良的豆科牧草和 

蜜源植物，是豆科植物中异黄酮含量最高(1．5％～ 

2．5 9，6)的植物，具有抗肿瘤、治疗 胃溃疡、胃癌、乳 

腺癌、肠癌和骨质疏松症等作用[z。]。1974年首次 

被匈牙利科学家用作饲料添加剂后，又逐渐引起动 

物学家的兴趣，认为这类物质符合绿色饲料添加剂 

的基本条件，即能够替代抗生素和相关激素等生长 

促进剂，而成为养殖业研究的一个热点 ]。 

异黄酮可以直接从植物中提取，但是这样会 

浪费大量植物材料，而且生产周期长，成品纯度较 

差。目前，Fedoreyev、Maria、罗 建平、张春 荣 

等[5 利用怀槐 Maackia amurensis、葛根 Puer— 

aria lobata的组织或细胞，尝试通过组织培养途 

径直接生产异黄酮。由于红三叶含有鹰嘴豆芽素 

A(biochanin A)、B(formonetin)、染 料 木 素 

(genistein)、大豆素(daidzein)4种具有植物雌激 

素样作用的异黄酮，以红三叶为材料，研究异黄酮 

的产生与积累更具有实际意义。故对红三叶愈伤 

组织诱导的影响因素以及愈伤组织异黄酮积累之 

间的关系进行了研究，希望为进一步开发、利用异 

黄酮资源提供理论依据。 

1 材料和方法 

1．1试验材料 供试材料为红三叶种子，由百 

绿公司驻北京办事处惠赠。 

1．2试验方法 

1．2．1材料的处理 将用于诱导愈伤组织的种子 

置于无菌台上经 2．6 的次氯酸钠消毒 5 min，然 

后用无菌水漂洗干净，选择大小均一、整齐饱满的 

种子接种于无激素的 MS基本培养基上，放入 

25℃恒温光照培养箱中令其萌发，4～5 d后切取 

无菌苗下胚轴和子叶作为诱导愈伤组织的外植体。 

另取红三叶种子适量种植于花盆内，此为实 

生苗，2个月后取地上部分测定异黄酮含量。 

1．2．2培养基和培养条件 试验中使用的基本培 

养基为 MB(由 MS大量元素、B 微量元素、铁盐 

及有机物质组成)和 MS。所有培养基均附加 

10 mg／I VC和 30 g／L蔗糖并以 7 g／L琼脂固 

化，在高压灭菌前将 pH值调至 5．8。 

培养箱温度为 25土2℃，光照时间 12 h／d， 

光照强度 1 500．-．,3 000 lx。 

1．2．3愈伤组织的诱导、继代培养及其生长量的 

测定 将外植体分别接种于不同的诱导培养基中 

(MB、MS)。选择 MS培养基上红三叶下胚轴愈 

伤组织，继代培养于原来相同的培养基上，每处理 

设 3次重复，4周后测定鲜质量并计算愈伤组织 

相对生长参数。 

1．2．4愈伤组织异黄酮含量的测定 将幼苗地上 

部分及各处理所得到的愈伤组织分别经真空冷冻 

干燥处理制成粉末。 

准确称取各处理粉末 0．1 g 3份，并分别置 

于 1O mL离心管中，依次加入 6 mL 7O 乙醇溶 
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液，然后置于35℃恒温箱中浸提 3 h，之后取出离 

心 3 min，转速 3 500 r／rain。最后所得上清液即 

为供试样品。 ’ 

各供试样 品用 7O 乙醇稀释 30倍 后在 

260 nm波长处测定吸光度(OD)值 ，根据标准 

曲线 y一2．699 1 X+0．088 5计算其异黄酮的 

含量。其中 X表示吸光值，y表示异黄酮含量 

(ttg／mL)。 

2 结果与分析 

2．1愈伤组织的诱导、继代培养及生长量测定 

2．1．1基本培养基对愈伤组织诱导及生长的影 

响 MS和 MB均可用以诱导红三叶愈伤组织， 

在添加 1．5 mg／L 2，4一D，0．5 mg／L 6-BA的激素 

水平下，比较 MS培养和 MB培养基诱导红三叶 

下胚轴愈伤组织的效果，其结果见表 1。 

表 1 2种基本培养基上红三叶下胚轴愈伤组织的诱导和生长情况 

由表 1可以看出，在 MS和 MB培养基上，红 

三叶下胚轴愈伤组织的诱导率均为 100 。在 

MS培养基上，愈伤组织的褐化率为 23．33 ，而 

在 MB培养基上，愈伤组织 的褐化率则上升至 

46．48 ，因此 MS培养基更适合愈伤组织的诱导 

和生长 。 

2．1．2离子强度对愈伤组织诱导及生长的影响 

为了进一步了解离子强度对红三叶下胚轴愈伤组 

织的诱导情况，将外植体分别接种于附加 1．5 

mg／L 2，4一D，0．5 mg／L 6-BA 的 2MS、MS、 

1／2MS、1／4MS培养基上，1个月后统计其出愈率 

和褐化率 ，结果见表 2。 

表 2 不同离子强度对红三叶下胚轴愈伤组织的诱导及生长的影响 

从表 2可以看出，在 2MS、MS和 1／2MS 3种 

离子强度下，红三叶下胚轴外植体的出愈率相同， 

均为 100 。但愈 伤 组织 褐 化 情 况 却 不 同， 

1／2MS培养基上的愈伤组织褐化最严重，褐化率 

达 93．62 ，MS培养基上的褐化程度最轻，仅占 

22．68 。不难看出，MS的离子强度最适合红三 

叶下胚轴愈伤组织的诱导与生长。 

2．1．3不同水平的激素组合对红三叶不同外植体 

愈伤组织诱导与生长的影响 在孟玉玲等人的研 

究基础上，以MS为基本培养基，着重考察了几种 

不同水平的激素组合对红三叶下胚轴和子叶愈伤 

组织的诱导及生长的影响，结果如图1所示。 

由图 1可知，几种不同水平的激素组合下，下 

胚轴愈伤组织的诱导情况基本相同，红三叶下胚 
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图 l 不同激素组合对外植体愈伤组织诱导和生长的影响 

注：MS1为 MS+2．0 mg／L 2，4-D+0．5 mg／L 6-BA； 

MS2为 MS+2．O mg／L 2，4-D+0．4 mg／L 6-BAi MS3为 

MS+2．0 mg／L 2，4-D+0．4 mg／L 6-BA+0．1 mg／L IN— 

AA；MS4为 MS+ 1．5 mg／L 2，4-D+ 0．5 mg／L 6-BA； 

MS5为 MS+1．0 mg／L 2，4-D+0．5 mg／L 6-BA。下同。 
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轴的愈伤组织诱导率均为 100％。但是从褐化率 

来看，不同水平的激素组合对愈伤组织的生长情 

况有一定的影响。在添加 2．0 mg／L 2，4-D和0．5 

mg／L 6-BA的培养基上，愈伤组织的褐化程度最 

轻，只有 17．44％，在添加 1．0 mg／L 2，4-D和0．5 

mg／I 6一BA的培养基上，愈伤组织的褐化最严 

重，为36．19 。其他 3种激素组合上的褐化程度 

介于上述两者之间。 

2．1．4愈伤组织的继代培养及其生长量的测定 

将 2．1．3得到的愈伤组织继代培养，继代培养基 

与其诱导培养基成分相同。接种 4周后，按公式 

计算愈伤组织的相对生长参数，即： 

愈伤组织相对生长参数一(愈伤组织收获量 
一 接种量)／接种量 

从表 3可以看出，在 MS1上，愈伤组织的相 

对生长参数值最大，为 15．30，其次是在 MS3上 

的，为 10．03，再次 是 MS2的，为 9．76。在 MS5 

上的愈伤组织生长最差，其相对生长参数为7．31， 

低于其他 3种培养基的。由此可见，继代培养基 

的种类影响愈伤组织的生长，在第 1种培养基上 

愈伤组织生长的最快。 

表 3 不同继代培养基上愈伤组织的生长情况 

2．2愈伤组织异黄酮含量的测定 

2．2．1基本培养基和离子强度对愈伤组织异黄酮 

积累的影响 对 MS、MB上的愈伤组织及幼苗中 

的异黄酮进行测定，结果发现：3种所测样品中均 

含有异黄酮，其中MS和 MB培养基上的愈伤组 

织含异黄酮分别为 4．43和 4．06 t~g／mg，对照组 

(幼苗)中的为 1．97 t~g／mg，2种愈伤组织中的异 

黄酮含量差异不显著，但都明显高于对照组中的， 

且差异显著(P<0．05)。 

从图 2可以看出，离子强度对异黄酮的积累 

有明显影响，MS、1／2MS和 2MS上诱导的愈伤组 

织异黄酮含量不 同，1／2MS上 的最高，为 5．67 

t~g／mg，其次为 MS的，为 4．43 t~g／mg，2MS的最 

低，为 3．26 t~g／mg，统计分析表明，3种离子强度 

下的异黄酮含量问差异显著(P<0．05)。 
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图2 基本培养基及离子强度对愈伤组织异黄酮的影响 

2．2．2激素水平与组合对愈伤组织异黄酮积累的 

影响 MS1一MS5考察了激素组合与水平对下 

胚轴愈伤组织异黄酮积累的影响，结果见图 3。 

MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 对照 

培养基 

图 3 激素水平与组合对愈伤组织 异黄酮积累的影响 

从图3可以看出，MS1诱导的愈伤组织异黄 

酮含量最高，为 5．12 t~g／mg，MS3上的最低，为 

4．08 t~g／mg，其他的介于二者之问。统计分析表 

明，5种处理下异黄酮的含量均比对照组高，且差 

异显著(P<0．05)。各处理之间，MS1与 MS3， 

MS1与 MS5间差异显著(P<0．05)，其余各处理 

之间差异不明显。 

2．2．3不同外植体对愈伤组织异黄酮积累的影 

响 在添加不同激素的培养基上诱导下胚轴和子 

叶的愈伤组织并测定愈伤组织异黄酮含量，结果 

发现，子叶愈伤组织异黄酮的含量均比下胚轴的 

高(如表 4所示)。统计分析表明，MS2和 MS5 

上的子叶愈伤组织异黄酮明显高于下胚轴的，且 

差异显著(P<0．05)，MS1和 MS3上的子叶愈伤 

组织异黄酮也比下胚轴的高，但差异不显著。 

6  5  4  3  2  l  O  

一曲宣／暑n)嘟舡匿枢昧 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


PRATACULTURAL SCIENCE(VoI．23，No．8) 

表 4 下胚轴和子叶愈伤组织对异黄酮的积累 

MS1 Ms2 MS3 MS5 

F胚轴 5．12i0．14"4．57±O．378 4．O8士0．052 4．16i0．40 

子 叶 5．14i0．1l5 5．86~0．018 4．86±O．60 7．57i0．31 

注：相同字母表示差异不显著(P>O．05)，不同字母表示差 

异显著(P<O．05)。 

3 讨论 

3．1选择合适的诱导培养基 在对基本培养 

基、离子强度、激素的考察中发现：MS诱导的外 

植体出愈率高，愈伤组织生长较好，相 比较而言， 

MB的愈伤组织诱导率虽也较高，但是愈伤组织 

的褐化率也高，且长势较差。这可能是因为MS培 

养基的无机盐浓度高，铵盐和硝酸盐比例适宜，外 

植体脱分化后生长迅速，酚类物质的分泌受到抑 

制，所以愈伤组织的褐化率低，生长状况较好。离 

子强度试验结果也进一步证明：无机盐浓度对诱导 

外植体脱分化及愈伤组织的生长是有一定影响的。 

在几种激素组合中，2．0 mg／L 2，4一D和 0．5 

mg／L 6-BA的激素组合更适合诱导下胚轴产生 

愈伤组织和降低其褐化程度生长。孟玉玲等 在 

红三叶的组织培养中发现，2，4一D在红三叶愈伤 

组织诱导中起重要作用，2，4一D浓度增加，愈伤组 

织诱导率提高，2．0 mg／L 2，4-D和 0．5 mg／L 

6-BA配合使用，愈伤组织诱导率可达 89 以上。 

而在试验 中发现，当 2，4一D的浓度为 1．0～2．0 

mg／L，6-BA 的浓度为 0．4 mg／L或 0．5 mg／L 

时，红三叶下胚轴的愈伤组织诱导率均为 100 9，6， 

只是激素水平不同，愈伤组织的褐化率有差别， 

2，4-D与 6-BA／6-BA+NAA 的浓度 比为 4：1 

时，愈伤组织的褐化程度较轻。 

3．2培养基和外植体类型会影响愈伤组织 

异黄酮的积 累 在考察了基本培养基、离子强 

度、激素对下胚轴愈伤组织异黄酮积累的影响后 

可以断定：不同条件下诱导的愈伤组织中，异黄酮 

的含量均 比实生苗中的高，且差异极显著 (P< 

0．05)；最适合诱导愈伤组织的培养基并不一定适 

合积累异黄酮，例如在离子强度试验中，MS是下 

胚轴出愈率最高而褐化率最低的培养基，而异黄 

酮测定结果则表明 1／2MS培养基最适合积累异 

黄酮，其原因尚待进一步研究。然而对于添加不 

同激素的培养基，愈伤组织诱导及生长 良好的培 

养基也最适合积累异黄酮，如 MS1上的下胚轴出 

愈率高且褐化率低，愈伤组织相对生长参数也最 

高，达 15．O0。植物组织培养中次生代谢物质的 

合成与培养物的生长具有一定的负相关性[1。。，而 

在红三叶组织培养中，生长快的愈伤组织积累的 

异黄酮也多，不存在负相关性。 

试验结果表明：愈伤组织异黄酮含量的多少不 

仅与培养基成分有关，也与外植体类型有关。在下 

胚轴和子叶的培养发现，相同培养基上生长的子叶 

愈伤组织和下胚轴愈伤组织，前者的异黄酮含量总 

是比后者的高。而 Fedoreyev等 在对怀槐的不同 

部位进行愈伤组织培养时发现，叶柄、花序和顶端分 

生组织来源的愈伤组织中异黄酮的含量基本相同。 

这也许是因植物种类不同而导致试验结果的差异。 

综上所述，红三叶愈伤组织可合成异黄酮且 

异黄酮含量明显比实生苗中的高，这为今后大规 

模开展细胞悬浮培养和生产异黄酮奠定了基础。 
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Callus culture and isoflavones production of Trifolium pratense 

GU W en—ying，CHEN Ying，YU Fei 

(College of Animal Science and Technology，Yangzhou University，Yangzhou 225009，China) 

Abstract：Callus culture of hypocotyl and cytoledon of Trifolium pratense were established．The re— 

sult showed that MS basal medium containing 2．0 mg／L 2，4-D and 0．5 mg／L 6 BA was the optimum 

inducing medium．The content of the isoflavones from callus was determined in this experiment by 

UL—vis spectrop hotometry method．The results showed：the content of isoflavones from callus was 

significantly higher than seedling’S．The callus with the higher isoflavones content was obtained from 

cytoledon．The difference of isoflavones content in hypocotyl and cytoledon was statistically obvious 

(P< 0．05)． 

Key words：Trifolium pratense；callus；isoflavones；UL-vis spectrophotometry 

巷 我国草原监理体系取得进展 § 
《 长 咏 

近年来，草原监理体系建设取得突破性进展，草原保护制度稳步推进，草原执法监督工作进 
一 步加强，草业可持续发展战略研究取得重大成果。目前全国已有县级以上草原监理机构 790 

备个，草原监理人员7 400多人，为进一步做好草原监理工作奠定了基础。 絮 

据新近召开的 2006年草原监理工作会议介绍，目前全国已有县级以上草原监理机构 790 

个，草原监理人员 7 400多人，分别比2003年增加了 52 9／6和 17 9／6，中央、省、地、县四级草原监理 

嚏体系的构架进一步完善，力量得到了充实和加强，为进一步做好草原监理工作奠定了基础。几年 

来，草原禁牧休牧轮牧制度稳步推行，到 2005年，内蒙古、陕西、甘肃等 7省(区)禁牧休牧轮牧面 

积已达293．33万hm。，其中禁牧面积 173．33万 hm。，休牧面积120万hm。。2003年至2005年， 

全国共查处草原违法案件 2万多起，对破坏草原的违法活动产生了强烈的震慑作用。2005年农 

业部草原监理中心首次组织全国 l7个主要草原省区，开创性地开展了全国草原监测工作，调查 

嚏样地2 700多个、样方8 000多个，涉及全国91 的草原面积，形成了全国草原监测报告，为研究 

制定草业可持续发展战略，编制草原保护建设利用总体规划，指导草原保护建设提供了重要的科 § 

眩 奢学依据。 呐 。 
目前，片面追求眼前利益忽视生态保护的现象还很普遍，草原牧区落后的生产方式在短期内 

难以根本改变，草原监理力量薄弱手段落后的问题还很突出，开展草原监理工作的阻力、压力和 

难度还很大。农业部草原监理中心主任兼畜牧业司副司长宗锦耀说 ，要重新认识草原的作用，明 

确草业的战略地位，树立“大资源、大生态、大农业、大食物”的理念，要像重视海洋、矿产等资源一 

样高度重视草原资源的保护开发，像建设林业生态一样建设草原生态，像保护基本农田一样保护 尝 

基本草原，像重视粮食安全一样重视草原安全。他说，加强草原监理工作是维护国家生态安全的 

战略举措，是依法维护农牧民合法权益的迫切需要，是推进草业可持续发展的重要保障。“十一 

五”期间将进一步加强草原监理体系建设，把依法行政贯穿于草原保护建设和监督管理工作的各 

个环节，加大对禁牧休牧的监管力度，依法打击各种破坏草原的违法行为，保证禁牧休牧的各项 

措施落到实处，切实做到严格执法、公正执法、文明执法。 (白锋哲)《 
钔 

e 与 政 
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