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摘要：目的 研究利用组织培养技术对药用植物墨旱莲进行快速繁殖。方法 以顶芽、茎、叶和幼苗(上部为绿体，下部为愈 

伤组织)为外植体，诱导愈伤组织及根和芽的分化。结果 在顶芽、茎、叶和幼苗4种外植体中，顶芽的愈伤组织诱导率和芽 

分化率均高达 100％ ，愈伤组织褐化少，生长良好，易被诱导出不定芽，是较为理想的快速繁殖材料；茎段的愈伤组织诱导率也 

达100％，但其中不带茎节的茎段不能直接诱导芽分化。在适宜的培养基中顶芽和带节的茎段能大量生根，生根率均达 

100％。结论 较适宜诱导愈伤组织的激素组合是 MS+6一BA 2．0 mg·L +NAA 0．5 mg·L～，诱导芽分化适宜的激素组合 

为Ms+6一BA 3．0 mg·L +NAA 0．3 mg·L-。，根的诱导则在 Ms+NAA 0．2 mg·LI1上进行。 
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ABsTRACT：0B．JECTIVE To study the speeding propagation of medicinal plant Ecl 8 prostrata L by tissue culture．METHODS 

Bud，stem，leaf and seedling were used as explants to induce callus，adventitious roots and buds．砌 UL rI11e results showed that 

bud WaS the best explant in speeding propagation among four explants．It had 100％ inductivity and WaS eaSy to induce adventitious buds． 

Stem had also 100％ inductivity of callus．The bud differentiation WaS induced when the stem without node WaS used as explant The bud 

and stem with node produced many roots in appropriate media and the roofing pe rcentage of two materials WaS up to 100％ ．CONCLU- 

S10N The suitable plant growth regulator compositions to induce callus，adventitious buds and roots are MS+6一BA 2．0 mg·L一 + 

NAA 0．5 mg‘L一 ，MS+6-BA 3．0 m ·L一 + NAA 0．3 mg·L一 ，MS+ NAA 0．2 mg·L一 ，respectively． 

KEY W 0RDS：Eclipta prostrata L ；tissue culture；regeneration 

中药墨旱莲即菊科鳢肠属植物鳢肠 (Eclipta 

prostrata L)，地上部人药，是二至丸、参鹿补膏、凉 

血安神片等的原料之一。墨旱莲在全国各地均有分 

布，主产于江苏、江西、浙江、广东等地。该品始载于 

《唐本草》，也是2005年版《中国药典》所收载的药 

用植物，主要用于牙齿松动、须发早白、腰膝酸软、阴 

虚血热、外伤出血等症的治疗_1]。近年来因发现其 

有免疫调节和抗肿瘤活性 J，以及对心血管系统疾 

病也有一定的治疗效果而受到广大科学工作者的重 

视，随之对墨旱莲的化学成分[2 、药理药效 '6-7]、 

临床应用等方面进行了大量的研究和应用，其中在 

墨旱莲原有主要化学成分为三萜皂苷、噻吩、香豆草 

醚类化合物  ̈的基础上又分离得到了3个新的苷类 

化合物 ，同时研究表明，墨旱莲能不同程度上抑 

制 CY诱导的小鼠胸腺细胞的凋亡_9]，其醇提物的 

乙酸乙酯部分对 CC1 诱发的小鼠肝损伤有明显的 

肝保护作用 J。 

随着墨旱莲研究的深入，使用量逐步增加，传统 

的栽培方式已经不能满足其需要，在生产中如何建 

立该药材的快速繁殖体系，缩短其生长周期，仍是需 

要解决的问题。目前，国内外有关墨旱莲的组织培 

养还未见相关报道，本实验试图通过组织培养方式， 

育出快速繁殖的墨旱莲苗，为墨旱莲大田规范化种 

植奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

供试材料为2004年 8月采 自广西南宁市的野 

生墨旱莲 (E．prostrata L )种子，由中国医学科学 

基金项目：国家杰出青年科学基金资助项目(30325047) 

作者简介：韩丽，女，硕士研究生 通讯作者：郭顺星，男，研究员 Tel：(010)62829619 E-mail：sxguo2006@yahoo
． c0n  cn 

ChinPharm J，2007 January，Vo1．42 No．2 中国药学杂志2O07年1月第42卷第2期 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


院药用植物研究所广西分所谭小明老师鉴定。 

1．2 外植体的培养 

将采回的种子用自来水冲洗干净。接种前，用 

体积分数70％乙醇浸泡 1 min，无菌水冲洗干净，再 

用体积分数 0．1％的升汞溶液浸泡 10 min后，无菌 

水冲洗4～5次，无菌滤纸吸去种子表面水分，接种 

于无激素的MS基本培养基上。5 d后种子萌发，约 

1个月左右的时间长成完整植株，分别切取无菌苗 

的顶芽(长约 1．5 em)、茎切段(长约 1．5 em，分为带 

茎节和不带茎节两种)、叶片(1．0～2．0 em)及在 

Murashigeskoog medium(MS +6．BA 2．0 mg·L + 

NAA0．4 mg·L ll。。培养基上用种子培养了1个月 

的幼苗(上部为部分分化的植株，下部为愈伤组 

织)，作为外植体。 

1．3 愈伤组织的诱导 

以改良MS培养基为基础 ⋯̈，筛选了6一BA和 

NAA含量对外植体愈伤组织诱导的效果。具体培 

养基组合为 Y1培养基(简称 Y1)：6-BA 1．0 mg· 

L～，NAA 0．02 mg·L～；Y2培养基(简称 Y2)：6- 

BA 2．0 mg·L～，NAA 0．1 mg·L～；Y3培养基(简 

称 Y3)：6-BA 2．0 tug·L一，NAA 0．25 mg·L～；Y4 

培养基 (简称 Y4)：6-BA 2．0 mg·L～，NAA 0．4 

mg·L～；Y5培养基(简称Y5)：6-BA 2．0 mg·L～， 

NAA 0．5 mg·L 5个激素组合，主要考察了在6． 

BA 2．0 mg·L 时，不同的NAA变化量对愈伤组织 

诱导的影响。 

250 mL三角瓶，每瓶接外植体共 11个，其中茎、 

叶、幼苗每瓶3个，顶芽 2个，每组重复3～4次。外 

植体培养30 d后，统一计算外植体的愈伤组织诱导 

率，即长出愈伤组织的外植体与全部外植体的比值， 

见表1。不同外植体诱导愈伤组织的情况见表2。 

1．4 芽分化的诱导 

实验以MS为基本培养基，在此基础上添加不 

同激素后分别为 F1培养基(简称 F1)：6-BA 1．0 

mg·L～ ，NAA 0．02 mg·L～；F2培养基 (简称 

F2)：6-BA 2．0 mg·L～，NAA 0．4 mg·L～；F3培养 

基(简称 F3)：6-BA 2．0 mg·L～，NAA 0．5 mg· 

L ；F4培养基(简称 F4)：6一BA 3．0 mg·L-。，NAA 

0．3 mg·L～；F5培养基(简称 F5)：6．BA 4．0 mg· 

L～，NAA 0．15 mg·L～；F6培养基(简称 F6)：6． 

BA 5．0 mg·L～，NAA 0．05 mg·L～。培养基中6． 

BA的含量从 1．0 mg·L 逐渐提高到5．0 mg· 

L～，而 NAA含量从 0．02 mg·L 提高到0．5 mg· 

L 又逐渐减少到0．05 mg·L～。 
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250 mL三角瓶，每瓶接外植体共 11个，其中 

茎、叶、幼苗每瓶 3个，顶芽2个，每组重复4次。外 

植体在培养基中接种 30 d后，计算外植体芽的分化 

率，即有芽分化的外植体数与全部外植体的比值，见 

表3。在表4中，计算不同外植体芽的分化率，外植 

体的芽分化率为发生分化的外植体与全部外植体的 

比值；平均分化芽数为外植体分化的全部芽数与发 

生分化外植体数的比值。 

1．5 生根的诱导 

培养基均以 MS为基本培养基，在此基础上添 

加不同激素后分别为 G1培养基(简称 G1)：6-BA 

1．0 mg·L～，NAA 0．02 mg·L～；G2培养基(简称 

G2)：6．BA 2．0 mg·L～，NAA 0．4 mg·L～；G3培 

养基(简称 G3)：6-BA 3．0 mg·L～，NAA 0．3 mg· 

L～；G4培养基(简称 G4)：6-BA 4．0 mg·L～，NAA 

0．15 mg·L～；135培养基 (简称 t35)：6-BA 5．0 

mg·L～，NAA 0．05 mg·L～；G6培养基 (简称 

G6)：NAA 0．2 mg·L～；t37即CK，为不添加激素的 

MS培养基。250 mL三角瓶，每瓶接外植体共 11 

个，其中茎、叶、幼苗每瓶3个，顶芽 2个，每组重复 

4次。接种30 d后计算生根率，即生根外植体数与 

接种外植体数的比值。生根数为外植体基部直接发 

出的根相加之和。表6中外植体生根量为同种外植 

体基部直接生根数之和。 

1．6 培养基处理和培养条件 

以上实验均以 MS为基本培养基，附加蔗糖 3O 

g·L～、琼脂粉8．5 g·L～，培养基 pH为5．8，培养 

基装量75 mL／250 mL三角瓶，121 oC高压灭菌2O 

min。培养室温度为 23～25℃，光强 1 800～2 000 

lux，光照时间为 1O～12 h·d～。 

2 结 果 

2．1 愈伤组织的诱导 

墨旱莲愈伤组织的诱导在不同培养基中效果不 

同(表 1)。外植体在以6-BA为主的培养基中，都能 

产生愈伤组织。当6-BA 2．0 mg·L一时，各种外植 

体的诱导率均达到了100％，但由于 NAA的含量不 

同，诱导的愈伤组织的多少和生长状况也有所不同， 

其中NAA 0．5 mg·L 最佳。该组合下不仅愈伤组 

织的诱导率高达到 100％，而且愈伤组织的生长量 

大，色绿疏松，不易褐化。 

经过消毒处理的不同外植体在 Y5培养基中培 

养7～10 d后，开始陆续产生乳白色愈伤组织。愈 

伤组织先出现在近培养基的材料切口处，随即在材 

料切口的四周生出。其中顶芽、带节的茎段产生愈 
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表1 不同激素组合对愈伤组织的诱导情况 

Tab 1 Callus induction condition of explants on medium 

Nn．of Induetivily rates 
Medium 

explants of callus／％ 

伤组织的数量较多，质地疏松，呈乳 白色略带青绿 

色。接种 20 d后，可以观察到顶芽的下端、茎段下 

端、叶缘均有白绿色的愈伤组织大量产生，而已有愈 

表2 培养基上不同外植体对愈伤组织诱导的影响 

Tab 2 Callus induction rates of different explants Oll medium 

伤组织的幼苗下部，愈伤组织继续增殖，颜色加深， 

中心为青绿色，边缘为乳白色；生长到 40 d后，则可 

以明显看到白色的愈伤组织变老，先由白色变为墨 

绿色，最终变为黑褐色。 

墨旱莲不同外植体产生愈伤组织的能力也有所 

不同 (表 2)。经多种激素组合实验结果表明，顶 

芽、茎的愈伤组织诱导率均能达到100％，且愈伤组 

织的生长量大(图 1A)，而叶片形成愈伤组织的能 

力相对较差，虽然能通过改变激素种类与浓度来提 

高其诱导率，但愈伤组织的生长量仍较低，且组织紧 

密，易褐化枯死。 

注：+外植体在培养基中诱导愈伤组织的生长量；+一15％ ～25％；++一25％ 一50％；+++一50～75％；++++一>75％ 

Note：+the quantity of induced callus by the explants；+ 一15％ ～25％ ；+ +一25％ 一50％ ；+ + + 一50～75％ ；+ + + + 一 >75％ 

2．2 芽分化的诱导 培养基上各种外植体的分化均较高，达到61．4％， 

在上述实验基础上，设计了6组不同激素配比 且各种外植体的生长情况良好，确定 F4为最佳的分 

的培养基(表 3)，并选取顶芽、茎、叶、幼苗作为外植 化培养基。 

体，进行最佳分化培养基的筛选。结果表明，在 F4 顶芽、带节的茎段和幼苗在分化培养基中均可 

表3 几种分化培养基上外植体的分化率 

Tab 3 Differentiation rates of buds from explants Oil medium 

注：IJ外植体生长30 d时芽的分化情况 

Note： )The state explicationof differentiated buds hythe explantsfor 30 d 

直接分化出芽。在培养基 F4中生长 8 d后，可以观 

察到外植体开始出现分化，长出绿色芽点；生长15 d 

后，就可以明显看到分化出的丛生芽，且丛生芽可进 
一 步诱导生根。实验表明，在高浓度 6-BA、低浓度 

NAA组合中，外植体的分化率较高。当6-BA为3．0 

mg·L～，NAA为 0．05 mg·L～，芽的诱导率为 

61．4％，平均每个顶芽分化出9个丛生芽，每个茎段 

分化出6．33个丛生芽，而在更高浓度的6-BA和更 

低浓度的NAA组合中，外植体虽然同样能分化出大 

量的芽，但植株的生长明显不如中等浓度的组合中 

ChinPharm J。2007 January，Vo1．42No．2 

生长健壮，植株会出现矮化、黄化的现象，同时也伴 

有玻璃体现象(图1B)的发生。 

在墨旱莲分化培养基的筛选中，可以看到不同 

外植体的分化情况不同。除叶片和不带茎节的茎段 

外，其他外植体均能分化芽，其中以顶芽的分化率最 

高，达到 100％(表 4，图 1C)，带茎节的茎段也达到 

100％的分化，但它们在平均分化芽数上有差异(表 

4)，绝大多数培养基中顶芽高。在幼苗的分化中， 

不同培养基中的情况差距较大。 

2．3 生根诱导 
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表 4 几种分化培养基上不同外植体的分化的状况 

Tab 4 Differentiation rates of buds from different explants on medium 

注：芽分化后的生长状况；+一长速最慢，短小少分枝；++一长速较慢，短小少量分枝；+++一长势良好，较多分枝；++++一长速最快，大量分枝 

Note：The living condition of differentiated buds by the explants；+ 一growing~owest，short，little branch；+ + 一growing slower，short，alitde branches； + ++ 一growing 

wel1．some branches； + + + + 一growing quickly．having lots of branches 

2．3．1 不同激素对于生根的影响 诱导生根是组 

织培养中的一个关键环节。本实验在前面实验的基 

础上，分别选用6-BA，NAA不同的激素配比设计生 

表5 不同培养基上外植体的生根情况 

Tab 5 Em ct of different hormones on root differentiation 

根培养基，比较了不同激素配比对墨旱莲外植体生 

根的影响，见表 5。 

从表5中可以看出，在不含激素的基本培养基 

注：”外植体生长30 d时根的诱导情况 

Note：‘)The slate explication ofinducedl'oo~s bythe explantsfor 30 d 

G7即CK中，外植体可以诱导生根，植株也可正常 

生长；在含有低浓度的6-BA和 NAA组合中，外植体 

能够少量生根。随着6-BA和NAA组合浓度的不断 

提高，不同外植体均以分化为主，而不生根。在这些 

激素配比中，6-BA的量 占了主导地位。而在只有 

NAA的G6培养基中，NAA 0．2 mg·L一，不同外植 

体的生根状况都有明显的好转，大多外植体能够大 

量生根，生根率达 77．3％，与不加激素的培养基相 

比(图 1D)，生根量有了显著的提高，生根总数从 

127增加到 237，且植株的生长健壮，色绿(图 1E)， 

是较好的生根培养基。统计中生根总量只统计了直 

表6 培养基上不同外植体对生根的影响 

Tab 6 Root differentiation by different explants on medium 

接从外植体基部发出的根数，而在 G6培养基中外 

植体大量生出侧根，同时基部发出的根生长比其他 

培养基中的长且粗。 

2．3．2 不同外植体在培养中生根状况的比较 墨 

旱莲不同外植体在相同培养基中的生根效果是不同 

的。相对于叶片和幼苗，顶芽和茎段的生根能力较 

强，能诱发出大量的根，其中以顶芽的生根力最强， 

它不但能诱导出大量的根，且主根较长，分生大量侧 

根，生长粗壮。在 G6培养基中，顶芽所生根中，最 

长的一根粗达到0．1 cm以上，根长达 7．8 cm，共分 

生有侧根43条。见表6。 

3 讨 论 

在所采用的外植体中，顶芽生长的状况与激素 
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的种类和浓度有关。当为6．BA 2．0 mg·L一，NAA 

0．5 mg·L 时，顶芽均能生出大量叶片，芽切口处 
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产生大量愈伤组织，6-BA为3．0 mg·L～，NAA为 

0．3 mg·L 时，顶芽除产生愈伤组织外，还可分化 

出不定芽，形成芽丛，而在缺少 6-BA，NAA为0．2 

mg·L 的培养基中，顶芽则能生长健壮，且大量生 

根。 

茎段在无激素的培养基中是不能诱导生根的， 

在 NAA 0．2 mg·L 的培养基中则能够生根(图 

1F)，且在适宜的培养基中也可以大量诱导产生愈 

伤组织(图 1G)。选用带有茎节的茎段作为外植体 

时，不但能够大量生根，且能诱导产生愈伤组织，同 

时能够大量分化丛生芽。 

幼苗在适宜的诱导愈伤组织的培养基中，上部 

的器官分化不明显，下部的愈伤组织不断增殖(图 

1H)，长势良好，在适宜的分化培养基中，幼苗上部 

会有明显的器官分化，有些分化出小的幼苗 ，且单株 

分化都在 3苗以上。但总体的分化率不高。 

图1 墨旱莲的组织培养图片 

A一在诱导愈伤组织培养基中，外植体生出愈伤组织；B一分化培养基中出现的外植体玻璃化现象；C一分化培养基中，顶芽的分化丛生芽；D—G6和G7培养基中， 

外植体生根状况的比较，左为 G6，右为G7；E—G6培养基中外植体的生长状况；F一生根培养基中，茎段生根；G一在诱导愈伤组织培养基上，茎段底部分化出白色 

愈伤组织；H一幼苗在诱导愈伤组织培养基中，上部无明显的器官分化 ，下部愈伤组织分化明显 

Fig 1 Tissue culture ofEcliptaprostrata L 

A—callus(~-ow)WaS induced from explants on callus induction medium；B—hyaloid body(~-ow)on differentiation medium；c—shoots sprout form buds on differentiation 

medium；D—contrast of rooting condition on different medium，the left is G6 and the right is G7；E —growth of explants on G6 medium；F—roots were induced from stem 

without node on rooting medium；G—white callus(~-ow)induced from base of the stem on callus induction medium ；H—there were no obvious organ differentiation of seed- 

ling~upside and obvious induction of callus of downside on callus induction medium 
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