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野葛高频植株再生体系相关因子的优化 
洪森荣，尹明华，邵兴华 

(江西上饶师范学院 生命科学系，江西 上饶 334001) 

摘 要：对野葛高频植株再生体系相关因子进行优化，结果表明，野葛带芽茎段再生体系的最佳消毒方式为 

70％酒精处理30s后用0．1％HgC12处理 15min；最佳培养基为MS+NAA0．5mg／L+6-BA5．0rag／L；最佳培养 

条件为：蔗糖浓度30g／L，pH 6．0，液体培养，培养温度 25~C，光照培养。 
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Optimization of Factors Related to High Frequency Plant Regeneration of 

Pueraria lobata 
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Abstraot：The effects of several factors on dedifrerentiation and redifrerentiation ofPueraria lobata 

earthnut were studied．The results showed that the best disinfection way of Pueraria lo6口 stems 

with a bud was倚stly仃eated witl1 70％ ethyl alcohol for 30 seconds then仃eated with 0．1％ HgCI2 

for 15 minutes．and the optimum regeneration culture medium Was MS+NAA 0．5mg／L+ 6一BA 

5．0megL．Liquid culture with sucrose 30g pH 6．0，cultured in light at 25℃ gave a best result for 

high frequency plant regeneration ofPueraria lobata． 
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野葛 (Pueraria lobata)系豆科葛属药用植物，其块根为解暑退热、生津解渴的常用生药。对野葛 

的资源调查、药用成分、药理及临床应用已有较多研究【I 。目前野葛生药主要依赖挖掘野生资源，难 

以满足医药工业的需求，且严重破坏生态环境。近年来野葛生药市场需求日益增加，野生资源日趋短 

缺，因此，人工栽培是解决野葛野生资源不足的有效途径。组培苗可作为栽培种苗和变异材料的来源， 

也可作为植物细胞培养或遗传转化的基础【3．41。本文比较了不同因子对离体野葛带芽茎段再生体系的影 

响，旨在为野葛再生体系的优化提供参考。 

1 材料与方法 

1．1材料 

供试野葛材料取自江西省上饶市横峰县葛源镇。 

1．2方法 

将野葛带芽茎段 (0．5～1．5cm)用洗洁精浸泡0．5h，并用 自来水冲洗2．5h。于超净工作台上将其分 

为三等份。将第一份经70％酒精处理30s(处理I)，第二份先用70％酒精处理30s，再用10％H202处理 

15min(处理II)，第三份先用70％酒精处理30s，再用0．1％HgCI2处理15min(处理HI)。各处理用无菌 

水冲洗3次后，将茎段接种至再生培养基。再生培养基以MS为基本培养基，附加不同浓度的2种生长调 

节剂 (6-BA和NAA，或KT和NAA)。KT浓度为0、1．0、2．0mg／L，NAA浓度为0、0．5、1．0mg／L，6-BA 
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浓度为O、3．0、5．0mg~。按照正交表L9(3 )设计试验 (表1)。所用培养基中蔗糖含量均为3Og／L， 

冷凝脂含量均为7．5g／L，pH 5．8~6．0。筛选最佳培养基后进行其它单因子实验，后续实验所用培养基中 

蔗糖含量为0、5、1O、3O、50、100g／e，pH为1．0、3．0、6．0、10．0、12．0。培养条件分光培养 (光照12h／d) 

和暗培养，琼脂含量为0、1、2．5、5、1Og／L，培养温度为5、1O、15、25、35、45~C。以上实验均在60d 

时统计试管苗的新生芽数、株高、鲜重和叶片数。 

表1 培养基中NAA与6一BA、KT 3水平正交设计(mg／L) 

1．3 统计方法 

以上均为单因子实验，重复 3次，所有数据表示为Mean+SD。实验数据用 SPSSI1．5软件One—Way 

ANOVA分析后，进行 t检验。 

2 结果与分析 

2．1外植体消毒方法的筛选 

由图 l可知，野葛带芽茎段经单一 

消毒剂消毒后，污染率较高；H2o2的灭 

菌效果不如 HgC12。故野葛带芽茎段再生 

的最佳消毒方式为70％酒精处理30s后， 

再用0．1％HgC12处理 15min。 

2．2植物生长调节剂对野葛带芽茎段再 

生的影响 

由表 2和表 3可知，高浓度的6一BA 

和 KT单独使用都有助于野葛带芽茎段 

的再生，但与NAA组合的效果更好，尤 

其以6-BA与NAA组合的效果最好。值 

得注意的是，KT单独使用时，浓度越高 

效果越好，而与NAA组合时，则 KT浓 

度必须适当降低才有助于带芽茎段的再 

生；而 6一BA无论单独使用或与 NAA组 

合使用，所需浓度都较高，这可能与植 

物内源生长调节剂含量存在差异有关； 

综合表2和表 3的实验结果可知，野葛带 

芽茎段再生的最佳培养基为 MS+NAA 

O．5m#e+6-BA 5．0mg／e。 

2．3光照条件对野葛带芽茎段再生的影响 

表2 NAA和6-BA对野葛带芽茎段再生的影响(60d) 

注：同列数值后注·、”分别表示与CK差异达显著、极显著水平，表3同。 

表 3 NAA和KT对野葛带芽茎段再生的影~(60d) 

由图2可知，以MS+NAA O．5mg／e+6-BA 5．0mg／L为再生培养基，光培养有利于野葛带芽茎段的 

再生。 

2．4蔗糖浓度对野葛带芽茎段再生的影响 

由图3可知，以MS+NAA 0．5mg／L+6-BA 5．0mg／L为再生培养基，野葛带芽茎段再生的最佳蔗糖 

浓度为 3Og／L。 
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消毒剂类别 
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图3蔗糖浓度对野葛带芽 
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2．5 pH值对野葛带芽茎段再生的影响 

由图4可知，以MS+NAA 0．5rag／L+6一BA 5．0mg／L为再生培养基，野葛带芽茎段再生的最佳pH 

为 6。 

2．6琼脂浓度对野葛带芽茎段再生的影响 

由图5可知，以MS+NAA0．5mg／L+6一BA5．0mg／L为再生培养基，野葛带芽茎段再生的最佳培养 

方式为液体培养 (琼脂浓度为 0g／L)，这可能与液体培养有利于茎段切口代谢次生产物的扩散，而不会 

累积在茎段周围影响带芽茎段的再生有关。 

2．7 培养温度对野葛带芽茎段再生的影响 

由图6可知，以MS+NAA 0．5rag／L+6一BA 5．0 mg／L为再生培养基，野葛带芽茎段再生的最佳培 

养温度为25℃。 

pH值 

图4不同pI-IN"~葛带芽 
茎段再 生的影响 

3 讨 论 

琼脂( ) 

图5 不 同琼脂浓度对野 葛 

带芽茎段再生的影响 

培养温度(℃) 

图6不同培养温度对野葛 
带芽茎段再生的影响 

研究表明，带芽茎段有较强的分生能力，是最理想的外植体【5】。生长调节剂对带芽茎段的再生起 

着至关重要的作用【6】。在植物组织培养中，使用最多的生长调节剂是细胞分裂素类和生长素类【 。本实 

验表明，使用6一BA与NAA配比高的培养基，野葛繁殖系数高；反之，则繁殖系数低。这与任华等【sJ在 

玫瑰天竺葵上的试验结果一致。 
一 般而言，暗培养有利于愈伤组织的诱导，而光培养对愈伤组织的分化及器官的形成有利【9，1 UJ，这 

在本试验野葛带芽茎段的再生过程中也被证实。但师校欣 】̈和裴东等【121发现暗培养后的苹果试管苗 
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再生能力较强，这可能是由于植物的基因型不同所致。 

糖主要为试管芽苗的生长提供碳源和调节渗透势【̈】。本试验发现提高蔗糖浓度对带芽茎段再生有 

促进作用，但蔗糖浓度过高会抑制试管芽苗的生长，降低繁殖系数。这与Chenevard等【H 对核桃试管苗 

再生的报道一致。但管道平 】认为，无糖培养使圆叶海棠离体新梢根系发达，根系活力显著提高。 

关于基质pH对培养物影响的机制尚不十分清楚，一般认为基质pH会影响细胞代谢途径，从而间接 

影响培养物的生长、分化和物质积累。本试验结果表明，适宜的pH(6．0)对带芽茎段再生有促进作用， 

而过高或过低的pH值均会抑制试管芽苗的生长，降低繁殖系数。这与罗天宽等【 q在生姜脱毒试管苗的 

实验结果一致。 

本试验表明，培养基中琼脂浓度低有助于带芽茎段增殖，繁殖系数高。随着琼脂浓度的升高，培 

养基硬化，影响试管苗吸收养分，使其生长减慢，芽增生减少，繁殖系数降低。这与汪建亚【 7】对山地 

杨的研究相似。 

本试验还表明，适宜的温度(25℃)可以使试管苗生长良好，繁殖系数高。当温度低时，容易形成玻 

璃化苗，温度越低玻璃化苗的比例越高；而温度高时，虽然玻璃化苗减少，但生长受到抑制。 
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