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黄芩愈伤组织培养及细胞形态学观察 

李康，张东向，张磊，康凤林 

(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：采用不同的植物激素、碳源、水解乳蛋白(LH)和水解酪蛋白(CH)、光暗条件对黄芩愈伤组织进行培养， 

通过石蜡切片观察愈伤组织细胞形态。结果表明：0．5mgCLNAA和2．0mgmKt组合时愈伤组织生长量最多；h0mg／L 

2'4一D和0．5 mgm Kt组合时，黄芩甙含量最高；蔗糖为2％，葡萄糖为3％或4％时，都不利于黄芩甙的积累； 

LH、CH、黑暗条件能促进愈伤组织的生长而不利于黄芩甙的积累；光照能显著提高黄芩甙的含量；胚性愈伤组 

纵占优势，已出现明显的微管组织的分化。 ‘ 
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黄芩 (Scutellaria Baicalensis Georgi)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，Bai)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 l。近年来， 

黄芩的药用量逐年上升，有限的野生资源遭到了掠夺性采挖。目前，植物组织培养技术在保护黄芩野生资 

源大量生产有效药用成分方面充分显示出了优势。有关黄芩的组织培养已有报道 ，但利用植物组织培养 

技术生产黄芩有效成分黄芩甙的报道很少。本研究以黄芩根诱导的愈伤组织为材料，研究植物激素、碳源、 

水解乳蛋白、水解酪蛋白、光暗条件对黄芩愈伤组织生长和细胞中Bai含量的影响。采用石蜡切片方法对 

愈伤组织进行细胞形态学观察，以期进一步研究各种条件因子对愈伤组织形态发生的胚状体途径的影响， 

为悬浮培养大量生产黄芩甙和植株再生研究提供基础材料。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验材料及主要试剂 

黄芩种子购于河北省安国市药材市场，黄芩甙标准品购于昆明风I Jl渐医药研究有限公司。 

1．1．2 培养基 

Me：附加0．2 mg／L 2,4一D和 2．0 mgrt,6一BA的 MS培养基； ：附加 1．0 mgrt,2,4一D和 2．0 mg／L Kt的 

MS培养基； ：附加 1．0mgrL2,4一D和 2．0mg／L6-BA的 MS培养基。 ， ， 中蔗糖为 3％，琼脂为 

l％，pH为 5．8。 

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40 mgrt,赤霉素 (GAs)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±l℃培养。待苗长到5～7cm时，选取根为外植体，参照文献【4]的方法将无菌外植体接 

种于诱导培养基Me中，25±l℃暗培养诱导愈伤组织。 

1．2．2 实验设计 

1．2．2．1 植物激素的作用 
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以MS为基本培养基，选取 2种生长素 (2，4-D和NAA)和2种细胞分裂素 (6-BA和Kt)，研究生长 

素与细胞分裂素对黄芩愈伤组织生长及Bai含量的影响。以 中生长的愈伤组织为对照CK，见图 l。 
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图 1 植物激素对黄芩愈伤组织生长及 Bai含 的影响 
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注：下标表示所使用的浓度。mg，I 。 

1．2．2．2 碳源的作用 

以 为基本培养基，研究碳源对黄芩愈伤组织生长及Bai含量的影响。CK同1．2．2．1，见图2。 

1．2．2．3 LH和CH的作用 

以 为基本培养基，研究LH、CH对黄芩愈伤组织生长及Bai含量的影响。CK同1．2．2．1，见图3。 

l 2 3 4 

图2 碳源对黄芩愈伤组织生长及 Bai含量的影响 

l— —0％蔗糖；2_— ％蔗糖；，一 3％葡萄糖；4 4％葡萄糖 

图 3 Ⅱl和 CH对黄芩愈伤组织生长及Bai含量的影响 

l—— I．H瑚：2_——C1-1~；3_一 U{Ⅻ+CH瑚 

注：下标表示所使用的浓度，n _，L。 

愈伤组织鲜重直接在无菌万分之一电子天平上称取。鲜培养物6o℃烘至恒重，测十重。 
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1．2．4．3 黄芩甙含量测定 

愈伤组织6() 烘至恒重，研成粉末，50目过筛。称取适量干燥的愈伤组织，加入50％7,醇，50 温浴 

5～6 h。冷却后用50％7,醇定容。摇匀，静置澄清后取上清液稀释适当倍数作为待检样。用 UV755B型紫 

外一可见分光光度计测定278 nm处光吸收值A∞s。取50％乙醇稀释与待检样相同倍数后作对照。依据标准 

方程计算黄芩甙浓度C。根据 (C×稀释倍数×提取液体积)，干重，计算培养物中黄芩甙的含量。 

2 结果与讨论 

2．1 植物激素对黄芩愈伤组织生长及Bai含量的影响 

植物激素在植物组织培养中起着十分重要的作用。激素种类、浓度及其配比对于协调细胞生长、分化 

和代谢起重要作用。如图 l，2，4一D和Kt浓度比为0．5时，对愈 

伤组织生长有促进作用，高于或低于此浓度比时，对愈伤组织的 

生长没有太大的影响。NAA与 Kt或6一BA配合使用时，都能显 

著促进愈伤组织的生长，最高为CK的3．26倍。2,4一D和Kt配合 

使用时能显著提高愈伤组织中Bai含量。当2,4一D为 1．0 mg／L， 

Kt为0．5 mg／L时，Bai含量最高为 l44．50 mg／g DW，是CK的1．73 

倍。NAA与Kt或6一BA配合使用时，不利于Bai在细胞内的积 

累，但有利于愈伤组织根的分化 (见图5)。 

2．2 碳源对黄芩愈伤组织生长及Bai含量的影响 

糖类在组织培养过程中，除作为碳源为细胞提供合成新化合物的碳骨架及能源外，还起到维持细胞渗 

透压的作用。如图2，分别以2％蔗糖，3％葡萄糖和4％葡萄糖代替3％蔗糖，结果表明3种糖浓度中只有 

4％葡萄糖显著地促进愈伤组织的生长。三者都不利于愈伤组织中Bai的积累。说明3％蔗糖已经完全能够 

满足细胞生长的需要，低的蔗糖浓度或直接提供高浓度的单糖对细胞内的Bai积累都是不利的。 

2．3 LH和CH对黄芩愈伤组织生长及Bai含量的影响 

LH和CH中含有丰富的氨基酸和细胞生长因子，可以促进愈伤组织的生长和产物的合成与分泌，并起 

到降低褐化发生的作用。但两者的成分复杂，在不同植物中的作用也不尽相同。如图3．与对照相比，MS 

培养基中添加一定浓度的LH、CH能显著促进愈伤组织的生长。450 mg／L LH对愈伤组织生长的促进作用 

最大。MS培养基中添加LH、CH不利于细胞中Bai含量的积累。LH、CH单独作用比配合使用更有利于促 

进细胞生长和细胞中Bai含量的提高。 

2．4 光暗条件对黄芩愈伤组织生长及 Bai含量的影响 

在愈伤组织生长的整个周期中，细胞生长和代谢产物的合成竞争性地利用细胞中有限的资源。光照下 

细胞代谢活动增强，代谢产物不断积累，而细胞的生长受到了抑制。相反，黑暗下细胞的代谢活动受到抑 

制，合成的有用物质主要用于细胞的生长。如图 4，黑暗条件下愈伤组织干重明显高于光照条件下的；而 

光照条件下细胞中Bai含量高于黑暗条件下的。说明黑暗条件有利于愈伤组织的生长，光照条件却有利于 

细胞内Bai的积累。所以在组织培养中，要有意识地调节光暗周 

期以控制细胞的生长和代谢产物合成。 

2．5 愈伤组织细胞形态学观察 

2．5．1 胚性愈伤组织和非胚性愈伤组织 

石蜡切片观察结果表明：黄芩愈伤组织可以分为两种类型。 
一 类细胞较大，核相对较小，细胞质不浓．核质比低，染色较浅， 

压之成块状，『}1非胚性细胞组成，称为非胚性愈伤组织，无法形 

成体胚(见罔6)；另～类细胞较小，核大，细胞质浓，核质比高， 

细胞内的细胞核被爱氏苏木精染成紫黑色，由胚性细胞组成．称 

为胚性愈伤组织，容易形成胚状体 (见图6)。从切片中可以观察 

图6 愈伤组织石蜡切片 

l——胚性细胞；2—一l仁胚性细胞； 

3——已分化出的微管组织 
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到，体细胞胚既可以产生于愈伤组织的内部，也可以产生于愈伤组织表面，有时表面和内部会同时产生体 

细胞胚。 

2．5．2 愈伤组织内微管组织的分化 

从石蜡切片可以看到愈伤组织已出现明显的微管组织的分化(见图6)，呈螺纹状，多分布在胚性愈伤 

组织周嗣，有利于营养物质和水分的吸收和运输。 
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Callus culturing and cytomorphology observation of Scutellaria Baicalensis 

LI Kang，ZHANG Dong-xiang，ZHANG Lei，KANG Feng-lin 

(College of Life Science and Technology．Qiqihar University，Heihmgjiang Qiqihar 161006．China) 

Abstract：Callus of Scutellaria Baicalensis was treated by plant hormone， carb0n source． 1actalbumin 

hydrolysate(LH)，casein hydmlysate(CH)，illumination and dark．Cytomorphology was observed by paraffin embedded 

section．卟e~sults show that 0．5mg／L NAA and 2．0mg／L Kt effectively increased yield of callus；the highest baicalin 

content was achieved at 1．0mg／L 2，4一D and 0．5mg／L Kt；sucrose at 2％ and glucose at 3％ Or 4％ did not favor 

accumulation of baicalin：LH，CH and dark incl~ased yield of callus but had depressing effects on accumulation of 

baicalin：illumination could raise l~aicalin content：emlnTogenic callus was dominent；the obvious differentiation of 

microtubule tissue was found in callus． 

Key words：Scutellaria Baicalensis；baicalin；paraffin embedded section；embryogenic callus 
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