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黄芩愈伤组织培养与快速繁殖条件的优化研究 

张东向，李富雄 (齐齐哈尔大学生命科学与工程学院，黑龙江齐齐哈尔161006) 

摘要 [目的]培养黄芩优良品种并进行克隆化快速繁育。[方法]用黄芩(Scutellaria baicalensis Georgi)无菌根作为外植体进行愈伤组 
织的诱导、分化，黄芩试管苗的继代扩大繁殖、生根等一系列优化试验。[结果]MS+2．0 mg／L 6一BA+0．2 mg／L NAA培养基进行愈伤 

组织的分化培养效果最好；MS+2．0 mg／L 6 BA+0．2 mg／L NAA进行试管苗的复壮效果较好；最有效的生根培养基为1／2 MS+0．3 

mg／L NAA，生根率可达96．7％。[结论]采用单节培养的方法，可以大幅度提高黄芩繁殖速度。 
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Callus Culturing and Optimization of Rapid—propagation Technology of Scu~llaria baicalensis Georgi 

ZHANG Dong—xiang et al (College of Life Science and Technology，Qiqihar University，Qiqihar，Heilongjiang 161006) 

Abstract [Objective]The research aimed to culture the fine varieties of Scutellaria baiealemis Georgi and carry out cloning rapid—propaga— 

tion．[Method]Research by sterile root explants of S．baicalens~Georgi including callus inducing，differentiation，plandet propagation and roo— 

ting were designed．[Resuh]The results showed that MS+2．0 mg／L 6一BA+0．2 mg／L NAA was the best medium for callus differentiation 

and plantlet rejuvenation．．rhe best medium was 1／2 MS+0．3 mg／L NAA for rooting，and the rooting rate reached 96．7％ ．[Conclusion] 
The propagation rate could be improved using single node for S．baicalensis Georgi． 
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黄芩为唇形科黄芩属植物，其干燥根是我国的传统中药 

材，最早收载于《神农本草经》，被列为草根药的上品，中医认 

为黄芩具有清热燥湿、泻火解毒、止血安胎等功效⋯。其主 

要成分黄芩甙(Baicalin)具有抗菌、抗病毒、抗炎、抗氧化、清 

除氧自由基、抗癌、抗血栓等作用 。近年来，临床上对黄芩 

药材的需求量逐年上升，有限的野生资源遭到了掠夺性采 

挖，黄芩的野生资源 日益匮乏，该植物虽系多年生草本植物， 

但生长期短，且繁殖速度慢，加之少有栽培，市场上供不应求 

的矛盾日益尖锐。通过植物组织和细胞培养系统生产药物 

无疑为解决这一问题提供了有效途径。目前，不少学者通过 

用黄芩组织培养解决黄芩的资源短缺问题，如日本山本久之 

等将黄芩茎的节断接种于 IJs培养基中，得到了淡褐色的愈 

伤组织 ；Qin等用黄芩子叶和下胚轴为外植体，接种在 MS 

培养基上，经培养可得到愈伤组织，继续培养，即可从愈伤组 

织直接分化出苗，但分化率较低，仅为 12％ j。黄芩试管苗 

生根率最高为41．7％，而且苗生根少而细弱，或较短，生长缓 

慢。高山林等用黄芩的节、节间容易诱导出愈伤组织，但是 

在分化和生根培养时，长出的试管苗较为瘦弱，需要添加多 

效唑(PP )才可长出粗壮的苗 。因此，该研究以黄芩根诱 

导的愈伤组织为材料，对其进行了一系列分化培养基试验， 

试管苗的复壮和生根培养基试验，获得了较好的结果，对于 

保护黄芩的野生植物资源，培养黄芩优良品种并进行克隆化 

快速繁育，在尽可能短的时间内繁育出优良品种种苗，供生 

产上示范推广具有重要的意义和应用价值。 

1 材料与方法 

1．1 材料 黄芩种子购于河北省安国市药材市场。 

1．2 方法 

1．2．1 愈伤组织诱导。选取籽粒饱满的黄芩种子，用浓度 

40 mm／L赤霉素(GA )溶液浸泡 12 h，打破种子休眠，然后均 

匀播种于温室育苗盆中，(25±1)℃培养。待苗长到5—7 cm 
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高时，选取根为外植体，参照文献[6]的方法将无菌外植体接 

种于附加浓度0．2 mg／L2，4-D和2．0 mg／L 6-BA的MS培养 

基培养基中，(25±1)℃暗培养，诱导愈伤组织。MS培养基 

中含蔗糖3％，pH值5．8。 

1．2．2 愈伤组织分化。取出在浓度0．2 mg／L 2，4一D和2．O 

mg／L 6-BA的MS培养基中继代保存的黄芩愈伤组织切成 

0．064 cm 的小块，分别接种到附加不同浓度6一BA及 NAA 

的MS培养基中，其中含蔗糖 3％，pH值 5．8，培养条件为每 

天光照 16 h，光强 1 200 lx，培养温度(25±1)℃。 

1．2．3 黄芩试管苗复壮。将在 MS+2 mg／L 6一BA+0．2 

mg／L NAA培养基中继代保存的黄芩试管苗切成带一个节 

的小段 ，再接种于附加不同浓度 6一BA及 NAA的 MS中，其中 

蔗糖为 5％ ，pH值为5．8，培养条件同上。 

1．2．4 黄芩试管苗生根。将黄芩试管苗切成带 1～2个节 

的小段，分别接种于附加不同浓度 NAA的 1／2 MS培养基 

上，培养条件同上。 

2 结果与分析 

2．1 不同激素配比对黄芩愈伤组织分化的影响 将暗培养 

中的黄芩愈伤组织转入分化培养基后，8～9 d愈伤组织开始 

转绿，约20 d时表面出现绿色的芽点，继续培养便陆续形成 

小植株。培养中的黄芩愈伤组织生长情况见图 1，分化培养 

图1 培养中的黄芩愈伤组织 

Fig．1 Callus of S．baicalensis during culture 
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的黄芩愈伤组织生长情况见图2与图3，不同激素配比对愈 

图2 分化培养 10 d的黄芩愈伤组织 

Fig．2 Callus of S．baicalensis after differentiation culture for 10 d 

伤组织分化的影响见表 1。由表 1可知，当6-BA和 NAA的 

图3 愈伤组织分化出大量丛生芽 

Fig．3 Multiple shoot induced from callus 

浓度分别为2．0和0．2 mg／L时，分化所需的时间短，分化率 

高，且叶片鲜绿，苗粗壮，因此黄芩愈伤组织分化培养的 

表1 6-BA与NAA的不同配比对黄芩愈伤组织分化的影响 

Table 1 Effects of different combinations of 6一BA and NAA on callus differentiation of baicalensis 

最佳培养基为 MS+2．0 mg／L 6一BA+0．2 mg／L NAA。 

2．2 不同激素配比对黄芩试管苗扩大繁殖的影响(表2) 为了 

扩大黄芩繁殖系数，同时尽量减少黄芩试管苗在扩大繁殖过 

程中发生变异的可能性，在已经建立的愈伤组织培养产生丛 

生苗的基础上，采用单节培养(Single—node Culture)方法进行 

试管苗的继代及扩大繁殖试验，将丛生芽诱导获得的黄芩试 

管苗按每个节切成段，接种在繁殖培养基上，15 d后，节上的 

侧芽启动并发育成植株，这一繁殖方法，使黄芩的繁殖系数 

在原来的基础上提高了4～5倍。 

表2 6-BA与NAA的不同配比对黄芩试管苗扩大繁殖的影响 

Table 2 Effectsof di仃erent combinationsof 6-BA andNAA on／n 

vitro reproduction of& baicalensis 

2．3 NAA对黄芩试管苗生根的影响 待扩大繁殖的黄芩 

试管苗侧芽长到 2～3 cm时，可将此部分取出，接种于生根 

培养基中，生根培养基为 1／2 MS培养基附加浓度0．1～0．4 

m L的NAA，15 d后观察生根的情况，发现 1／2 MS+NAA 

0．3 m L培养基对苗生根最为有利，生根率达 90％以上，每 

苗约5～6条根，根粗壮(图4)。其他培养基上的生根情况均 

不如上述培养基生根效果好(表 3)，生根率均没有超过 

80．0％，生根慢，根细长。因此，采用 1／2 MS+0．3 mg／LNAA 

培养基诱导黄芩生根最佳。 

图4 试管苗分化出的根 

Fig．4 Rootdifferentiatedfrom tube seedling 

3 讨论 

该试验优化了黄芩组织培养克隆技术，结果表明：在试 

(下转第12621页) 
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中未见有反应条带，表明所制备的抗体与REF特异结合。 

66 kD 

43 kD 

31 kD 

20 kD 

14 kD 

注：l为 pDEST17／REF未诱导表达；2为 pDEST17／REF诱导表 

达；3为纯化的 REF重组蛋白；4为橡胶粒子总膜蛋白。 

Note：1 means the pDEST17／REF non induced expression；2 means 

the pDEST17／REF induced expression；3 means the purified re— 

combination protein REF：4 means the total membrane protein in 

robber particles 

图3 Western blot检测分析鼠抗 REF抗体的特异性 

Fig．3 W estern blot hybridization of the specificity of anti- 

mouse REF antibody 

3 结论与讨论 

利用 Gateway技术构建表达载体可以避免极为耗时的 

克隆和亚克隆步骤。采用比常规 Gateway技术更省时简便 

的Gateway一管法技术，当目的片段插入 Gateway载体后得 

到进入克隆(entry clone)，可进一步用于原核和真核等表达 

载体的构建，具有稳定、快速、高效等优点 。该研究采用 

pDEST17构建表达载体，以L一阿拉伯糖作诱导剂，用 BI21 
一 AI作为表达宿主菌成功高效表达出 REF重组蛋白。所得 

抗体与原核表达的重组蛋白和橡胶粒子膜蛋白都有特异性 

的结合，而与细菌成分无交叉反应，说明多克隆抗体是高效 

特异的。 

已有证据表明，橡胶粒子表面的某些蛋白质跟橡胶生物 

合成直接相关。研究显示橡胶转移酶催化 IPP(isopentenyl 

pyrophosphate)顺式聚合掺人到橡胶链上，并在有胶乳中的 

其它非橡胶粒子蛋白的参与下合成高分子量的天然橡胶分 

子 。而REF和SRPP在天然橡胶生物合成中可能起着协 

助将 IPP添加到异戊二烯单元上，使橡胶分子延长的作 

用 ，最近还发现橡胶延长因子(REF)可以结合 i异戊烯 

基二酸酸合酶 (isoprenoid diphosphates，IPPS) 。Cornish 

K 曾提出假说认为在橡胶粒子表面可能存在橡胶转移酶复 

合物。但是橡胶粒子表面的膜蛋白之间的相互作用以及橡 

胶粒子膜上是否存在蛋白复合物等问题都还有待进一步深 

入研究。该研究所制备的 REF高效特异抗体以及其他橡胶 

粒子膜蛋白(如 HRT、SRPP)的特异抗体，为研究巴西橡胶 

树橡胶粒子膜上蛋白之间的相互作用提供了有效的研究工 

具，也将有助于阐明天然橡胶生物合成的分子机理、橡胶粒 

子的结构及其发生发育过程的分子机制。 
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表3 不同浓度的 NAA对黄芩生根的影响 

Table 3 Effects of different concentrations of NAA on the rooting 

0fS．baicalensis 

管苗扩大繁殖中，采用单节培养的方法，可以大幅度提高黄 

芩繁殖速度，从而达到大量克隆化生产；在分化培养时，只在 

MS固体培养基中添加了较为常用的浓度2．0 mg／L 6-BA和 

浓度0．2 mg／L NAA，不需要添加多效唑(PP )，并且分化出 

的试管苗较为粗壮；只在1／2 MS添加浓度0．3 m#L NAA就 

可以使生根率达到96．7％，且根多而壮，成活率特别高，也不 

用添加多效唑(PP3，，)，较为经济，可在以后的生产上有效地 

应用；分化培养20 d就可以分化出芽，而生根培养 15 d就可 

以长出0．5 am长的根，所需的时间不是很长。 
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