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麻疯树组培快繁技术研究进展 

袁瑞玲，郎南军，陈芳，吴涛，孔继君 (云南省林业科学院，云南昆明650204) 

摘要 综述了近年来麻疯树组培快繁技术中不同外植体、激素、其他添加物及培养条件对麻疯树愈伤组织的诱导、芽的分化与增殖的影 

响，以及生根培养和驯化移栽等方面的研究进展，并提出了继续深入研究的建议。 
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Research Progress of Tissue Culture and Rapid Propagation of Jatropha curcas 

YUAN Rui．1ing et al (Yunnan Academy of Forestry，Kunming，Yunnan 650204) 
Abstract The progress of tissue culture and rapid propagation of Jatropha CUFCaS in past few years was reviewed，which included the effects 

of different explants．hormones and other nutrition compositions and culture conditions on the inducement，multiplication and differentiation of 

callus，rooting and transplantation of plantlet．The suggestions for further research in tissue culture were put ferward． 
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麻疯树(Jatropha curcas L．)又名小桐子、膏桐、黑皂树、 

芙蓉树、臭油桐等，为大戟科麻疯树属落叶灌木或小乔木，原 

产热带美洲，现广泛分布于世界热带地区，在我国分布于云 

南、四川、广西、广东、海南等地⋯。麻疯树是优质的石油植 

物，其籽油经改性后可适用于各种柴油机使用，各项性能优 

于国产零号柴油；其副产品甘油、卯磷脂具有较高的经济价 

值 。 ；其毒蛋白、麻疯酮等活性成分具有抗病毒、抗肿瘤等 

多种功效；是生物农药、制皂、制漆、饲蚕及化妆品生产等的 

重要原料；并且又是扶贫和生态环境建设的重要树种 。 ， 

因此具有明显的经济生态效益和广泛的开发利用前景。 

目前，麻疯树的产量低、品质良莠不齐和适种区域狭窄 

等问题制约了其产业化的发展。因此，选育高产、高抗、高含 

油率品种及随后的快繁就成为其产业化发展的重要条件。 

利用组织培养法对具有优良品种特性的麻疯树进行快速繁 

殖，可在短期内得到大量整齐均匀的健壮种苗，有利于优良 

品种的产业化推广。近年来 ，麻疯树组织培养的研究报道 日 

渐增多，笔者概述了近年来麻疯树组织培养与快繁技术的研 

究进展，包括外植体和激素的选择以及生根培养和驯化移栽 

等，以期为麻疯树的产业化生产发展提供参考。 

l 外植体的选取 

1．1 外植体的类型 理论上，麻疯树植株上的任何器官均 

可诱导产生愈伤组织。近年来研究报道选用的外植体有胚 

芽、子叶 、下胚轴、叶片、叶柄 。]、茎段 、胚乳 、花 

药 和上胚轴 等。其中，以子叶、叶片、叶柄、胚乳、花药 

作为外植体的组织培养与植株再生是通过先诱导产生愈伤 

组织，进而诱导分化出芽实现的。上胚轴和下胚轴可以先诱 

导出愈伤组织后诱导分化出芽，也可以直接从表面直接诱导 

分化产生不定芽，这种方式比先形成愈伤组织的方式要节省 

时间 。胚芽、茎段外植体是直接诱导出腋芽。在这些研 

究报道中，选取的外植体不同，愈伤组织的诱导及芽的分化 

率有很大差异。 

1．2 外植体的灭菌 有关麻疯树的组织培养大多采用浓度 
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0．1％ HgC1，配合70％～75％酒精进行消毒灭菌。林娟等认 

为，种子去壳后在浓度0．1％ HgC1 中浸泡30 min，无菌水冲 

洗3次，转入浓度70％酒精中消毒 5 min能达到理想的灭菌 

效果 。陆伟达等将麻疯树的叶片和叶柄放人浓度75％酒 

精中摇 30 S，再转入浓度0．1％ HgC1：中消毒 8 min，灭菌效 

果较好 J。但侯佩等认为，HgC1 有剧毒，消毒后须用大量无 

菌水反复漂洗，但仍难以彻底消除残留 HgC1，对外植体的毒 

害，而经 NaC10消毒处理后易于除去残留，且其毒性较低。 

他们对麻疯树胚SL#b植体用浓度70％酒精处理30 S，然后用 

浓度 10％NaC10处理25 min，灭菌效果最佳 。而对于采自 

野外的幼嫩枝条，有报道先用洗衣粉浸泡并用软毛刷擦洗， 

自来水冲洗 1～2 h后，剪成短枝条在浓度75％酒精中浸泡 

10 min，无菌水冲洗6次能达到灭菌效果 。 

2 诱导分化研究 

组培快繁关键要获得大量芽苗，而芽苗产生是从器官发 

生开始的，其有 2条途径：直接器官发生和间接器官发生。 

直接器官发生是直接从起始外植体上诱导出芽或根，不经愈 

伤组织阶段；间接器官发生是从起始外植体先诱导出愈伤组 

织，再从愈伤组织诱导产生芽或根。 

2．1 愈伤组织的诱导 不同研究者因选用的外植体、激素 

种类和浓度不同，得出的试验结果有较大差异。只有添加合 

适激素的培养基才能诱导愈伤组织生长、分化以及根芽器官 

发生。已有的研究报道中常用的细胞分裂素有 6-BA和 KT， 

生长素有 IBA、NAA、2，4-1)。有关研究表明，单独使用较高浓 

度的生长素 IBA、NAA，均可从麻疯树的下胚轴、叶柄和叶片 

中诱导出愈伤组织，但不会有根芽器官发生 J。只有混 

合使用细胞分裂素和生长素才能有器官形成。目前，多数研 

究者认为，6-BA+IBA的激素组合适于麻疯树愈伤组织的诱 

导和分化 ’ 。陆伟达等研究指出，IBA在愈伤组织的 

诱导过程中起主要作用，6-BA起协同作用，提高 IBA的浓度 

对愈伤组织的诱导有很好的效果，当IBA浓度为 1 mg／L时， 

下胚轴、叶柄、叶片的愈伤组织诱导率均在 85％以上 。魏 

琴等以MS+6-BA 0．1～1．0 mg／L+IBA 0．5～1．5 mg／L培养 

基诱导麻疯树上胚轴愈伤组织，诱导率颇高，达 82％ ～ 

100％，但其中只有3组培养基诱导的愈伤组织能分化出小 

苗，最佳的分化培养基是 MS+6一BA 0．5 mg／L+IBA 1．0 
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mg／L，分化率 44％ 14]，这种情况，林娟等 也有类似报道。 

而秦虹等研究发现，6一BA和 IBA配比的培养基存在愈伤组 

织形成缓慢、愈伤组织小、分化率低等问题。使用6一BA和 

NAA配比的培养摹，则愈伤组织形成的速率较快，愈伤组织 

较大，并且分化率也相应地提高。采用 MS+6-BA 5．0 mg／L 

+NAA 1．0 mg／L培养基，可以较快地形成愈伤组织，在 

MS+6-BA 5．0 mg／L+NAA 0．1 mg／L培养基上可以有效地 

从子叶、下胚轴诱导出不定芽，分化率高达80％ 。也有一 

些研究人员认为，KT、2，4一D或KT、NAA的激素搭配适于诱 

导愈伤组织 ”’ 。。 

2．2 芽的分化与增殖 一般认为，在诱导分化阶段对细胞 

分裂素浓度要求较高，而生长素浓度要求较低，目前常用 6一 

BA和 IBA激素组合。如 MS+6一BA 1．0 mg／L+IBA 0．01 

mg／L+AgNO 5 mg／T 培养基对胚芽诱导产生腋芽时的诱导 

作用最好，外植体平均腋芽诱导数可达 8．35，且在培养基中 

加入5 rag／I AgNO 添加物能防止褐化，减少畸形苗，促进芽 

的分化 。魏琴等的研究表明，在 6一BA 0．2～0．7 mg／L与 

IBA 0．1 mg／L组合的条件下，不定芽从上胚轴外植体的表面 

直接被诱导分化，其中以在 MS+6一BA 0．5 mg／L+IBA 0．1 

mg／L培养基上的诱导率最高，为38％，比林娟等的下胚轴表 

面直接诱导分化出芽率21％要高 。有研究表明，对于茎 

段芽的诱导，不必添加外源激素，在MS培养基上即有较高的 

出芽率，为75％，但产生的芽细小，生长缓慢，如果在 MS中 

添加6-BA，町使诱导芽正常生长。在6-BA和 IBA配比的培 

养基中，随着6-BA浓度的增加，芽增殖率随着升高。但能诱 

导叶片、叶柄和下胚轴愈伤组织形成不定芽的6一BA、IBA激 

素组合并不能诱导茎段芽的形成，说明不同外植体的内源激 

素有很大区别，并且不同外植体细胞的分化速度也不同，这 

些都和不同外植体的再生潜力密切相关 10]。Kalimuthu等研 

究发现 ，高浓度的植物生长素会抑制细胞形态发生，低浓度 

的 KT+IAA和稍高浓度的 BAP诱导出芽最佳，在 MS+BAP 

1．5 mr：／I +KT 0．5 mg／L+IAA 0．1 mg／L培养基上培养 30 

～ 40 d，每个外植体诱导出芽多达30～4(】个，并且在 10周内 

成功获得小植株 “ 。 

2．3 根的诱导 对于麻疯树再生苗的生根，一些研究人员 

认为，用 MS基本 培养基 即可，生 根率可达 78．3％ ～ 

86．0％ ’ 。一些研究人员认为，添加合适的激素生根效 

果更加，更有利于后期的移栽。目前常用的激素有 NAA、 

IAA、IBA。有的认为加入 1．0 mg／L NAA的1／2 MS培养基 

对生根最为有利 。有的认为芽的生根需要生长素刺激， 

但是生长素主要在根诱导和启动阶段(即生长素敏感期)发 

生作用，在根的伸长阶段并非必需，而且会抑制根的生长发 

育及产生愈伤组织。采用高浓度生长素瞬时刺激的方法，将 

芽苗切口放在200 mg／L的NAA巾浸泡 1 h，然后再移入 MS 

培养基中培养，生根率达 92％ 。Kalimuthu等研究认 

为，MS+IAA 1．0 mg／L培养基生根效果最佳，6～7 d 100％ 

生根，而 IBA不适合生根，因为会在切 口部位形成愈伤组 

织 。该结论与Sujatha M等的研究结果 一致。而Mukul 

等的研究与上述研究结果差异较大，他们认为，MS+IBA是 

最佳培养基，而MS或1／2 MS培养基不能诱导生根 ” 。Ro— 

jore等以茎尖为外植体的研究也认为，MS与 IBA配比的培 

养基适合生根 。 

3 培养条件 

所有培养基均附加 3％蔗糖，0．4％ 一0．8％琼脂，pH值 

5．8～6．0。培养温度(25±2)℃，光照度 1 500～3 000 lx，光 

照时间 12～l4 h／d。 

4 驯化移栽 

组培苗移栽成活率直接影响麻疯树组培效率及育苗生 

产的成败。而移栽成活率与移栽环境、基质等因素有关。小 

苗在瓶内处于高湿和温度、光照相对稳定的环境中，因此出 

瓶前必须经过一段时间的练苗。移栽前将培养瓶盖打开，炼 

苗2～3 d，然后将苗取出，洗净附着根系的培养基，即可移栽 

到装有基质的小花盆中生长。基质的种类不同，提供的水、 

肥、气、热状况不同，基质的选择直接影响再生苗移栽的成活 

率和移栽后的生长状况。在麻疯树组培苗的驯化移栽研究 

中，以椰壳糠：珍珠岩：有机混合肥 =1：1：1为基质的移栽成活 

率高达85％_】 ；采用蛭石：腐殖土 =1：1为基质，以渗透浇水 

的方式浇透水，成活率可高达 87％ '”瑚 ；也有用蛭石 ，干 

净河沙 。 为基质的，以浓度 1 mg／L的IBA溶液浇灌湿透， 

再用塑料薄膜封好，待新根长出可逐渐揭开薄膜炼苗，注意 

管理，一个月左右移到土壤中定植，成活率达80％以上。 

5 建议 

近年来，尽管国内外在麻疯树组培快繁方面的研究取得 

了一定进展，但仍存在一些问题，而且有些研究结果不一致， 

说明不同外植体对培养基激素的要求不同。因此，应对麻疯 

树组织培养的影响因素进行更加细致系统的研究，以更好地 

实现麻疯树的快繁。另一方面，目前关于麻疯树组织培养遗 

传稳定性方面的研究很少，由于愈伤组织细胞再生的植株容 

易发生变异，因此需要对麻疯树组培苗是否易发生变异作进 

一 步的深入研究。此外，目前的研究仍停留在实验室阶段 ， 

尚未进行工厂化育苗，以后的研究应该包括生产实践方面。 
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注：1～10分别为 0．02、0．05、0．08、0．10、0．15、0．20、0．30、0．40、 

0．50、0．60 txmol／L引物浓度。 

Note：1—10 are 0．02，0．05，0．08，0．10，0．15，0．20，0．30，0．40， 

0．50，0，60 Ixmol／L primer concentration． 

图7 引物量对ISSR—PCR反应的影响 

Fig．7 Effects of primer concentration Oil ISSR—PCR amplifica- 

tion 

试验用的Taq酶所带的 10×Buffer有 2种：一种含有 Mg2 

(15 mmol／L)，随 Buffer一起加入 ；另一种不含 Mg“，需另加。 

试验发现，2(】 1反应体系加入 2 txl含Mg2 的 10×Buffer即 

可满足 Mg“的需要，无需另加 Mg“，这样可简化试验操作。 

另外，在延伸时间和循环数上借鉴了另一种山茶科植物金花 

茶的ISSR。PCR反应程序 ，延伸时间2．0 min，40个循环， 

效果良好，故未作进一步优化。 

3 讨论 

贵州石笔木DNA提取方法的研究尚未见报道，从该试 

验结果看出，SDS法略优越于 CTAB法，虽然提取 DNA的量 

稍少，但质量更高些，在材料来源没有什么限制的情况下不 

失是一种高效、快速、经济的石笔木基因组 DNA提取法；而 

CTAB法提取 DNA时得率较高，虽然质量不如 SDS法好，但 

也可满足一般的分子标记的需要，若对于 DNA质量要求不 

高，也可利用此法进行提取。从石笔木种子中提取到的DNA 

的浓度和纯度不如叶片中提取的高，但还是能满足后续的各 

种分子生物学操作的要求。以石笔木种子为材料提取基因 

组DNA时，可以避免以叶片为材料受季节、培育石笔木幼苗 

消耗时间和物力及提取过程中需要液氮研磨等弊端，也是可 

以考虑使用的提取 DNA的植物材料。在提取过程中，种皮 

要去除干净，以减少种皮中杂质的污染并利于研磨，尽量在 

冰上研磨，加入样品的量不要太多，以防止蛋白和RNA去除 

不彻底而导致污染，影响 DNA的纯度。叶片尽量采用新鲜 

幼嫩的部位。分离缓冲液的pH值应调到 8．0，因为 DNA在 

偏碱的条件下比较稳定，RNA不稳定。抽提时先用酚：氯仿 
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[14]WEI Q，LU W D，LIAO Y，et a1．Plant regeneration from epicotyl explant 
of Jqtropha cl~rca$[J]．Journal of Plant Physiology and Molecular Biology， 

2004，30(4)：475—478． 
[15]SUJATHA M，MUKTA N，Morphogenesis and plant regeneration from tis— 

she culture ofJatropha clu'c~l~[J]．Plant CellTiss OrgCult，1996，44：135 
— 141． 

[16]SARDANA J，BATRA．／n vitro plantlet formation and micmpropagation of 
Jatropha carca3(L．)[J]．Advances Plant Sci，1998，11(2)：167—169． 

[17]秦虹，宋松泉，龙春林，等．小桐子的组织培养和植株再生[J]．云南植 

(1：1)，再用氯仿：异戊醇(24：1)抽提，以求最大限度地去除酚 

和蛋白；另外，在叶片 DNA提取的缓冲液中要加入 2％的 

3％3-巯基乙醇和2％的 PVP，这样可以防止提出来的DNA 

显现褐色，而在种子的提取缓冲液中无须加入那么高浓度的 

B一巯基乙醇。该研究已经用 SDS法以石笔木种子为材料进 

行了1O多份 DNA的提取，结果可靠。 

ISSR技术是基于PCR的一种标记，所以其反应条件易 

受许多因素的干扰，如模板 DNA、Taq DNA聚合酶、M 、 

dNTP、引物等浓度都能影响 ISSR—PCR扩增的结果，因此需 

要优化固定PCR反应的各种条件，以期试验得到较好的重 

复。试验发现，石笔木 ISSR．PCR对DNA模板的质量与浓度 

要求不甚严格，同时用含Mg2 的10×Buffer即可满足体系对 

Mg 的需要，因而在具体的试验中，模板 DNA浓度和 Mg 

可以不作为重点优化的对象。而 Taq酶的质量以及使用量 

则直接影响扩增反应的成功与否，而且同一厂家不同批次的 

产品也有可能存在一定的差异，因此，为了减少试验误差，应 

尽量使用同一厂家同一批次生产的产品。需要指出的是，采 

用单因子试验可以较为直观快速地得出该因子对试验结果 

的影响，但其忽视了各因子间的互作效应，这样很难得到最 

佳的反应体系 因此，在具体的试验中，还可做进一步的优 

化，以期得到最佳试验结果。 
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