
安徽农业科学，Journal 0fAnhui AS,i．Sci．2008，36(7)：2664—2665，2667 责任编辑 刘月娟 责任校对 马君叶 

膜荚黄芪不定根组织培养的研究 

廉家盛，高日，吴松权，朴炫春，廉关兰 (延边大学农学院园艺系，吉林龙井l334oo) 

摘要 [目的]建立黄芪不定根培养的无性繁殖体系。[方法]以膜荚黄芪无茵苗的胚根为外植体，诱导了不定根。将长约1 cm的不定 
根切段接种于4种培养基( 、M_s、LS和while)以筛选培养基。然后以 为基本培养基附加不同浓度 IBA(1—6 r L)、不同种类糖(蔗 
糖、葡萄糖、果糖和食用白糖)和不同浓度白糖(2o一50 g)，研究IBA浓度和糖的种类及浓度对黄芪不定根组织培养的影响。[结果]4种 

‘培养基中， 培养基效果最好，切段可分化大量不定根，且生长良好。IBA浓度为2 r L时，黄芪不定根生长旺盛。在 +IBA2．0 r L 
培养基上，附加3o g／L蔗糖或白糖时不定根生长良好，白糖与蔗糖的效果差异不明显。[结论]在黄芪不定根规模化生产中可用白糖代 
替培养基中蔗糖，降低培养基成本。 
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h n响呻I，rStudy 011theT 瓯砖 Culture ofAdvcatitiom Rootin Astraga／us J，搬州 r℃，，j瞄 

uAN赫  et al (Department of Horticulture，College of Agronomy，Yanbian University，Longiing，Jilin 133400) 

A 删  [Objecdve] nIe study aimed to establish the clone propagation system of adventitious root culture in Astraga／us 瑚 ．【MethodJ 
tIl radicelsof aseptic seedlings ofA．membrcmaceus as explants．tIle adventitious roots were induced．Ⅲ segments witIl leng~ofabout l锄 ofadven— 

titious rootswe．reinsulated o1"14 n'ledia(&， ，LS andWhite)to screenmedia ThenmA witIl different conch．(1～6 L)，different kindsof sugar 

(目】c∞)6e，sluec~，fructose and ediblewhite sugar)andwhite sugarwith different conch．(2O～50 g)were addedinto Bs basicmediato staytheintlu— 

el艄 of IBA conch．，tIle kind and conch．of sugar on the tissue culture of adventitious roots in A．membrcmaceus．【ReSultJ Among4 kinds ofmedia， 

the effectof & n-~linmwas best，onwhich，the nts could differentiate alotof adventitious roots andthey grewwel1．WhenmAwas 2ms／L，the 

A．membrcmac~ adventitious root grew prosperously．(h1 the medium ofBs+IBA 2．0 mg／L，when 30异／L,~lCl'OSe or white sugar was added，the ad· 

ventitions rootgrewwel1． difference ollthe effects ofwhite sugar and sucrose Wss not significant．【ConchsionJ In tIle scaleproduction ofA．~ ／lbrc- 
"Mcc adventitious mots．the sucrose in media could be replaced by wh ite sugar to reduce medium cost． 

酗 wards Astraga／m 玎 rc，n口 ；Adventitious root；Tissue culture 

黄芪是豆科多年生草本植物，根为重要的中药材 J̈。目 

前我国可供药用的黄芪品种很多，但主要以膜荚黄芪和蒙古 

黄芪为主。药理研究证明，黄芪具有补益强壮、益气升阳、利 

尿降压、抗炎、强心及提高机体免疫功能等多种药理作用L21。 

我国黄芪野生资源的蕴藏量为4．6 x 107 ks，而每年的需求量 

为6．0×106 ks，野生资源逐年减少。人工栽培黄芪在播种后 

3～4年才可采收，周期较长 J。笔者建立黄芪不定根培养的 

无性繁殖体系，为开发利用黄芪提供一条可行的新途径，同 

时为在生物反应器内培养不定根以大量生产次生代谢产物 

提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 将膜荚黄芪[Astragalus melTlbFcmz1cells(fisch．) 

Bunge．]种子在70％乙醇中浸泡 1 min，用无菌水冲洗 2次，然 

后用 2％次氯酸钠溶液进行表面消毒30 min后，用无菌水浸 

洗 5次。将已灭菌的种子接入 Ms培养基(琼脂 7 L，蔗糖 

30 g／L，pH值5．8)中，在温度(25±2)℃、相对湿度 70％、光照 

强度3 200 Ix、每天光照16 h的条件下培养。4～5 d后种子萌 

发，约2周2片子叶展开，胚根长 2 cm左右。切取无菌苗的 

胚根(长约 1．5 cm)，平置于Ms+IBA 7．0mg／L培养基中进行 

暗培养。待不定根形成后，切分成单根，接种于MS+IBA 3．0 

ms／L培养基中进行继代培养，当不定根达到一定量时用作 

试验材料。 

1．2 方法 

1．2．1 培养基种类筛选方法。将不定根切成约 l cm大小， 

接入含有 100 ml培养基的500 ml锥形瓶中培养。培养基种 
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类设置为MS、IS、 和 w}lite培养基。每种基本培养基中均 

加入吲哚丁酸(IBA)3．0 rr L、蔗糖 30 g／L和琼脂7 g／L，pH 

值调节为 5．8。 

1．2．2 IBA浓度试验。依据培养基种类筛选结果，在以 

为基本培养基的基础上，添加IBA 1⋯2 3 4、5和 6 ms／L，以不 

添加 IBA处理为对照。培养基的其他成分为蔗糖 30 g／L，琼 

脂粉7 g／L，pH值调节为 5．8。 

1．2．3 糖种类和浓度试验。在 +IBA 2 mg／L培养基中分 

别加入蔗糖、葡萄糖、果糖和食用白糖，浓度均为30 g／L；在 

B5+IBA 2．0嘿／L培养基中分别加入食用白糖 20、30、40和 

50 g／L。培养基内均加入琼脂 7 g／L，pH值调节为5．8。 

1．2．4 培养条件。所有试验处理均接种 5瓶，每个培养瓶内 

接入4个根段。在温度为(25±2)oC、相对湿度 70％的条件 

下暗培养，培养 30 d后调查不定根生长情况。 

1．3 数据分析 试验数据利用 SAS(Statistical Analysis Sys． 

tem，Gary，NC，usA)程序分析，采用邓肯氏新复极差法进行比 

较，显著水平为0．05。 

2 结果与分析 

2．1 培养基种类筛选 将膜荚黄芪长约 1 cm的不定根切 

段，接种于 、MS、IS和 White培养基中，发现培养 10 d时接 

入的不定根切段组织开始软化，并有些膨大，进而在不定根 

的一些部位形成愈伤组织，约 15 d时在愈伤组织和原根段组 

织上均形成不定根。在不同培养基，不定根生长能力不同。 

由表 l可知，在 培养基中不定根分化多，饱满，自嫩，培养 

30 d不定根布满培养基表面，鲜物重可达 l3．3 mg，为 MS培 

养基的2．0倍，分别为Ls和White培养基的6．1倍和7．3倍。 

将不定根在 60℃烘干箱中干燥 24 h后测定干物重，发现 

培养基中不定根干物重在 0．05水平显著高于 MS、Ls和 

w1lite培养基，其干物率达到9．0％。MS 、IS 和White培养基 
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中也可诱导不定根，但不定根生长慢，分化的根数少，尤其是 

和 White培养基，培养 30 d接种的根段大部分因老化呈 

褐色。 

表1 培养基种类对膜荚黄芪不定根生长的影响 

'I]lble 1 EffectsofmlNihllgl印ed ∞ adventitious rootgrowthofA．them- 

西n M 螂 

注：同列不同小写字母表示差异在0。05水平显著。下同。 

Nqte：~ralues in sam colunm followed with a different lowercase letter repre- 

sent significantly different at0．05 probabilityleve1．The sam  aS below． 

2．2 IBA浓度对膜荚黄芪不定根生长的影响 IBA对膜荚 

黄芪不定根生长影响很大。当培养基中 IBA浓度大于 3 

L时，不定根段在培养 10 d开始表现松软，产生愈伤组织， 

进而形成不定根。而在低于3 mg／L IBA处理中，则不出现这 

种现象。不定根在接种的根段周围形成，形成的不定根较为 

紧实。当培养基中不添加 IBA时，不定根分化少，生长不良。 

由表2可知，培养 30 d后，在 IBA 0—2 mg／L范围内，随 

着 IBA浓度的升高，不定根的鲜物重和干物重增加，IBA 2 

mg／L时出现最大值；当IBA浓度继续升高时，不定根鲜物重 

和干物重呈下降趋势，尤其是 IBA浓度为5 mg／L时，不定根 

鲜物重和干物重 分别仅为 IBA 2 mg／L处理的 55．6％和 

5o．0％。干物率变化在 IBA浓度处理间不明显。虽然未添 

加 IBA处理干物率值较高，但是不定根干物重少。因此，在 

膜荚黄芪不定根培养时，在 培养基中以加入 2 mg／L IBA 

最为适宜。 

表 2 IBA浓度对膜荚黄芪不定根生长的影响 

'I]lble 2 Effects of IBA coneemration O11 adv~ itious root growth of A 

埘对曲 田 

2．3 糖种类和白糖浓度对膜荚黄芪不定根生长的影响 为 

了探明糖种类对膜荚黄芪不定根生长的影响；比较了蔗糖、 

葡萄糖、果糖和食用白糖的效果，发现在蔗糖和白糖培养基 

中不定根生长良好，而在果糖和葡萄糖培养基中不定根生长 

不良，尤其是果糖处理，不定根生成少，且培养30 d时培养体 

呈黄褐色。由表3可知，培养 30 d后，在蔗糖和白糖培养基 

中不定根鲜物重和干物重为在果糖和葡萄糖培养基中的3 

倍左右，而且两者间无显著性差异。 

由表 4可知，当白糖浓度较低(20异／L)时，不定根分化 

少，黄褐 出现枯萎现象；当白糖浓魔蔑 g／L时，不定根 

鲜物重和干物重分别为 13．4和 1．2 mg，在0．cI5水平显著高 

于其他处理，且不定根分化多，白嫩，生长旺盛；当培养基中 

糖浓度高于30异／L时，不定根鲜物重和干物重减少，且随着 

糖浓度的增加不定根生长受抑制现象严重，不定根干物率均 

可达 8％以上。 

表3 糖种类对膜荚黄芪不定根生长的影响 

'I]lble 3 Effects of sugar types O11 adveatilious root growth of A．／?／~l?lt／- 

brtmeceus 

表4 食用白糖浓度对膜荚黄芪不定根生长的影响 

'I]lble 4 Effectsofedible sugar coflcfllltrl~ofl∞ advmtiflous rootgrowthof 

A．髓 挣 n曩阳 

3 结论与讨论 

离体条件下不定根的形成受许多因素的影响，如外植体 

类型、培养基种类、植物生长物质的种类及浓度、碳源等。该 

试验从无菌种子苗的胚根诱导了不定根，比较了4种基本培 

养基对不定根生长的影响。结果表明，B5培养基可分化大量 

不定根，且生长良好。在黄芪不定根分化与生长过程中，生 

长素 IBA效果明显。当IBA浓度为2 mg／L时，黄芪不定根生 

长旺盛；IBA浓度低于或高于2 mg／L均不利于不定根生长。 

这与高先富等对三七的研究结果_4j类似，但与朴炫春等对人 

参的研究结果_5J有差异。这说明植物生长物质对不定根诱 

导的效应可能与植物种属差异有关。 

经高压灭菌后，组织培养中蔗糖部分分解为葡萄糖和果 

糖。一般，这更有利于植物体吸收和利用。但从试验结果来 

看，对于黄芪不定根培养，葡萄糖和果糖的单独存在不利于 

不定根的生长，只有当葡萄糖或果糖与部分蔗糖共存时才有 

利于不定根的生长。这与王蒂的研究结果_6J相一致。此外， 

对黄芪不定根培养，蔗糖和白糖效果相近，但食用白糖价格 

仅为蔗糖的 1／10。在培养基中添加30 L食用白糖，既可促 

进不定根生长，又可降低培养基成本。 

不定根的培养属于分化水平高的植物器官培养。一般， 

分化水平高的植物器官次生代谢产物更易于产生和大量积 

累，而关于黄芪不定根有效成分的含量及其与药材、悬浮细 

胞培养体系的比较有待于今后进一步研究。 

(下转第2667页) 
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分别为0．1、0．3,0．5、0．8时，蓝色斑点数依次为3．2、6．3、9．4、 

5．7个。由此可知，当农杆菌生长到对数生长期(D6oo = 

0．5)时，转化效率最高，平均每个外植体上出现9．4个蓝色斑 

点；当农杆菌生长到对数生长后期(D6oo =0．8)时，转化效 

率又下降。菌液浓度高时，靶组织上吸附的农杆菌很难用抗 

生素杀死，常常导致材料污染死亡，从而降低了转化效率。 

2．3 侵染时间对转化效率的影响 侵染时间对 GUS瞬时表 

达效率也有影响。由图1可知，在5、10、3o、60、120、180 min 6 

个不同侵染时间中，侵染时间为 60 min时转化效率最高。 

30、120、180 min 3个侵染时间对 GUS瞬时表达效率的影响相 

近。当农杆菌侵染时间过长时，由于农杆菌过度繁殖而造成 

抑菌困难或因农杆菌毒性过强而使外植体褐化死亡，因此农 

杆菌侵染时间不易过长。从该试验的结果来看，较适宜的农 

杆菌侵染时间为3o～60min。 

侵染时间Inf~tion time rain 

图 l 侵染时间对转化效翠的影晌 

№ ．1 i~ects otlnfeellonlime Ontrardormaflon~lideney 

3 结论与讨论 

影响农杆菌介导的大豆遗传转化效率的因素很多，笔者 

仅对共培养基中乙酰丁香酮浓度、农杆菌侵染时间及菌液浓 

度等因素进行了研究。农杆菌浓度、侵染时间、共培养时间 

等决定着感染植物细胞的菌数多少和 T-DNA转移的机 

会[14]。 

不同生长时期的农杆菌均能够侵染大豆，但是转化效率 

明显不同。一般农杆菌生长到对数期和对数后期时活力高、 

侵染能力强。侵染时间也是影响转化效率的一个重要因 

素_9J。侵染时间过短，农杆菌不能充分吸附到外植体上或吸 

附到外植体上的农杆菌较少，使得 T-DNA不能有效地转移或 

被转化的细胞不够多，从而降低了转化效率；相反，如果农杆 

菌侵染时间过长，由于农杆菌过度繁殖而造成抑菌困难或因 

农杆菌毒性过强而使外植体褐化死亡，两者均可导致转化效 

率下降。因此，对侵染时间进行研究，确定最佳侵染时间是 

十分必要的。结果表明，当农杆菌D6oo 值为0．5时，转化效 

率最高，农杆菌侵染时间以30～60 min较适宜。 

越来越多的研究表明，在大豆转化的共培养基中添加乙 

酰丁香酮可以部分克服农杆菌介导的大豆转化的种和组织 

的特异性，是农杆菌介导的大豆转化成功的重要因素[佗．1 。 

该试验结果表明，添加200 tmaol／L的乙酰丁香酮能够有效地 

提高转化效率。 
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