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黄豆芽愈伤组织培养条件对 Vc积累的影响 

5长恒 (淮阴工学院生化学院，江苏淮安223001) 

摘要 优化了黄豆芽愈伤组织培养务件，建立了合适的黄豆芽细胞悬浮培养体系。以在25℃无激素条件下自然生长的豆芽子叶、叶 
芽、芽茎、芽根等部位为外植体诱导愈伤组织，以次生代谢产物Vc积累最多为目标，考察外植体、基础培养基、幕乙酸(NAA)浓度以及pH 

值的影响。结果表明：叶芽在pH值为5．0的 培养基中，能有效诱导愈伤组织，且目标产物Vc积累最多。低浓度 AA对黄豆芽愈伤 

组织诱导及次生代谢产物Vc积累影响不大，随浓度增加，影响加大。 
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Effect ofCultureCondition ofSoybean SproutCallus OilAmam~tion ofVitaminC 

ZHANG Heng (Haniyin Institute ofTechnology，Huaian，Jiangsu 223001) 

Abamwt The culkue condition of soybean sprout callus Wel'~optimized and the system of suspension of soybean sprout eell’ Set up．Under the 

condition of hormone．free at 25℃ ，the callus were inducted with the cotyledon，leafbud，bud stem and bud root from bean sprout which grew naturally． 

Based on the most accumulation of secnl1da珂metabelites Vitamin C as an object，the effect of explants，basal medium，concentration of NAA and pH on 
Vc accumulation wem con-ca,~t．The result showed that the callus could be effectively induced from the leaf bud eel1 of soybean sprout cultured in B5 

rr un1 at pH 5．0 and the production of Vc was most．NAA in lower concentration little affected the induction of the callus of soybean sprout and the 

accumulation ofthe s0B0I1cIa metabolites Vitamin C．but the effect was increased a宴the increasing of NAA concentmtJon． 
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黄豆芽是常见的食物，虽源自黄豆，但营养价值却高于 

黄豆。在黄豆浸泡出芽过程中，豆内蛋白质和淀粉等生物大 

分子在天然酶催化下水解成氨基酸、短肽、单糖以及低聚糖 

等，营养成分更易被人体吸收。黄豆芽还含有钙、铁等矿物 

质及维生素，与黄豆籽粒不同的是，豆芽中的 Vc含量极高。 

笔者以Vc积累最多为目标，对黄豆芽愈伤组织培养条件进 

行了优化。 

1 材料与方法 

1．1 材料 自制黄豆芽。市售黄豆在25℃无激素条件下， 

分别经清水、70％酒精溶液、2％次氯酸钠溶液、无菌水处理， 

在遮光、保湿的环境中，萌发至胚轴长 7 8 cm、子叶未展开 

时，收获。 

1．2 仪器和试剂 u)Zx自动立式电热压力蒸汽灭菌器(上 

海申安医疗器械厂)；DHZ．C大容量恒温振荡器 (江苏太仓市 

利科实验仪器厂)；HIL1．6数显恒温水浴锅(金坛市富华电器 

有限公司)；可调万用电炉(上海联营通州市申通电热器厂)； 

AY120上皿电子天平(上海精科天平)；SW-CJ-2F无菌操作台 

(苏净集团安泰公司)。所用试剂均为分析纯。 

1．3 外植体的选择及愈伤组织诱导 选用芽根、芽茎、子 

叶、叶芽等不同部位作为愈伤组织的外植体，对各部分次生 

代谢目标产物量进行比较。各部位分别切成约 1～2 cm的条 

段，经无菌水、70％酒精溶液、2％次氯酸钠溶液处理，在无菌 

条件下接种于诱导培养基上l。。 。 

1．4 基础培养基及培养条件的优化 分别选用 EI、段、NN、 

k培养基附加不同浓度的NAA，以正交试验法(表 1)确定最 

佳培养条件_】 J。 

1．5 细胞培养方法 采用液体悬浮培养法(在 28 oC，150 

r／min的条件下，振荡悬浮培养)。 

1．6 Vc含量的测定 采用2，6一二氯酚靛酚法。 

1．7 诱导率与生长率计算l6,73 愈伤组织诱导率(％)=产 
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表1 正交试验的因素与水平 

生愈伤组织的个数／接种外植体个数×100；生长率(％)= 

(收获愈伤组织的鲜重 一接种愈伤组织鲜重)／接种愈伤组织 

鲜重×100。 

2 结果与分析 

2．1 黄豆芽愈伤组织特征 在一定条件下离体的外植体可 

以形成愈伤组织，其形成过程是细胞的脱分化过程。一般认 

为诱发愈伤组织成败的关键在于培养条件。外植体上损伤 

的细胞能释放一种 自溶产物，对诱导细胞的分裂起着重要作 

用。培养基中还必需加入一些生长调节物质，才能使已经分 

化后静止的细胞恢复分裂、脱分化和生产愈伤组织。松脆的 

愈伤组织是进行悬浮培养最为合适的材料，经机械振荡容易 

分散成单细胞和小细胞团。应选择生长旺盛且结构疏松的 

愈伤组织作为继代培养的种子。愈伤组织能否成功诱导，在 

植物细胞培养中占据重要地位。 

由表 2可见，以黄豆芽的子叶、叶芽、芽根、芽茎为外植 

体，在合适的培养基上均能诱导出愈伤组织，但不同部位被 

诱导产生愈伤组织的能力不同，其中叶芽的诱导频率很高。 

表 2 不同外植体的愈伤组织特征 

外植体类型 愈伤组织特征 ll外植体类型 愈伤组织特征 

于叶 乳白色，疏松 ll 叶芽 

芽茎 乳白色，疏松 I1 芽根 

黄色，疏松 

淡黄，较疏松 

2．2 Vc的生物合成途径 vc广泛分布于自然界，其生物合 

成途径如下[8．91： 

D前 萄糖．6．磷酸 壁衄 D-葡萄糖醛酸 L．古洛糖 

酸 照 L-古洛糖酸内酯 整 3-酮．L．古洛糖酸 

内酯一Vc 
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黄豆籽粒中不含Vc，发芽后 vc含量迅速增加。由于黄 

豆含糖量比较少，种子发芽时所需的碳源、氢源、氮源及能源 

主要来 自于自身含有的脂肪、蛋白质等营养物质的氧化分 

解。这些物质通过糖异生作用形成葡萄糖一6一磷酸(C,6P)，为 

Vc生物合成提供原料，进而由糖醛酸途径形成葡萄糖醛酸。 

依据代谢调控理论，凡是对糖异生作用、糖醛酸途径有影响 

的因素，如营养素、pH值及激素等都会影响酶的活性，从而 

影响葡萄糖醛酸及后续代谢物的形成，使Vc的积累即合成 

发生改变。 

由于人类和其他灵长类等少部分动物肝脏中缺少 L古 

洛糖酸一 内酯氧化酶，不能合成 Vc，必须从食物特别是植物 

性食物中获得。 

2．3 培养时间与 Vc含量的变化 目标产物量随培养时间 

变化而变化。选择 培养基，添加 O．02 mg／L NAA，pH值 

5．O，28 cc诱导愈伤组织，跟踪检测 Vc含量。结果显示，培养 

过程中Vc含量达到最大的时段在 108 h左右，随后则呈下降 

趋势(图 1)。 

萤 

舞 

图 1 培养时间与 Vc含量变化 

2．4 培养条件优化 由于单从愈伤组织外观无法准确判断 

次生代谢目标产物产量高低，为了考察不同外植体愈伤组织 

与目标产物的关系，以培养基种类、pH值、外植体类型(豆芽 

部位)以及附加物 NAA浓度为考察因素，按照正交表 L。6(45) 

的组合进行优化试验，培养各外植体愈伤组织。最初 2 d每 

12 h、以后每 10 h跟踪检测目标产物，培养过程中 vc含量最 

高的时段集中在 80—130 h。以Vc含量最大值为考核指标 

(表3)，依据数理统计原理进行数据处理，得到黄豆芽愈伤组 

织培养条件的优化结果，即在NAA浓度O．08mg／L、pH值5．O 

的B5培养基中，叶芽组织产生的目标产物含量最高。 

2．5 不同因素对目标产物积累的影响 

2．5．1 外植体类型。在被考核的4个因素中，对目标产物 

Vc积累影响最明显的是外植体类型，这从另一个侧面证明 

外植体愈伤组织诱导的重要性。 

外植体是常见且时下易获得活体单元、便于培养、生长 

周期短，是目标产物的高产植株。而目标产物实用性高，在 

原料植株中含量丰富。试验植株黄豆芽富含Vc，四季皆可培 

养，无时间与地域之别，3—5 d即可自然生长成形，无需特殊 

条件。豆芽整株的 vc含量约为 9．87～10．08 me／lOO g。其 

中，叶芽部分含量最高，可达 11．3～l1．5 mg／100 g；其余部分 

的含量略有差别，但基本都在 7—10 me／100 g。在培养过程 

中，Vc含量变化趋势为先增加后递减，但叶芽部分的缩减量 

最不明显。 

表3 正交试验 Ve含量最大值 mg／100 g 

试验号 Vc含量 ．试验号 vc含量 

l 10．831 9 l1．458 

2 11．456 lO lO．847 

3 6．148 - l1 6．147 

4 lO．757 12 lO．782 

5 lO．772 ’ 13 10．844 

6 6．145 l4 11．436 

7 l1．"44O． l5 6．141 

8 1O．832 l6 lO．832 

2．5．2 培养基种类。培养基的营养组成是影响细胞生长和 

产物合成的主要因素之一。试验中选用E1、B5、NN、 4种培 

养基，对黄豆芽愈伤组织培养过程中培养基组成与目标产物 

关系进行考察，以确定最适培养基。 

由正交试验结果可知，培养基的种类与组成对目标产物 

影响较大。4种培养基的目标产物累积先后排序为：B5>Lz 

>EI>NN。其中，B5租 2种培养基目标产物量相当，适合 

于黄豆芽愈伤组织生长，而 NN培养基目标产物量最小。这 

可能是因为 培养基铵盐含量较少所致l】 惶J。 

2．5．3 pH值。Vc是含有 6个碳原子的酸性多羟基化合 

物 J。由于其分子中第2、3位碳原子上的2个烯醇式羟基极 

易游离而释放出H ，故具有有机酸的性质。Vc具有很强的 

还原性，所以极易被氧化剂及热破坏，在中性或碱性溶液中 

破坏尤其迅速。Vc在酸性环境下较稳定，由于植物细胞适 

宜的生长环境为偏酸性，因此培养基的pH值应呈酸性。试 

验条件下以 pH值5．0左右最为适宜。但酸度过大则会影响 

酶活性，不仅使细胞的代谢及次生代谢产物的合成速度降 

低，还可能使一部分组织受损。 

2．5．4 生长素。植物生长调节剂在离体植物细胞的分裂、 

分化以及根、芽形成中起着积极的作用，培养基中含有的这 

些物质与愈伤组织的形成有关_7 。但由图2可知，试验范 

围内NAA浓度的改变对次生代谢产物 Vc积累几乎没有影 

响，这和代谢调控理论有一定距离，可能是浓度梯度太小所 

致。选择 B5和 培养基，分别附加 O．5、1．0、1．5、2．0 mg／L 

的 NAA，于 28 cc培养 140 h，测定愈伤组织诱导率、生长率及 

Vc增长率。结果表明：当NAA分别为1．0和2．0mg／L时， 

培养基中的vc增长率分别是 k培养基的2和 1．5倍。 

墨 
≈  

絮 

培养基 口}I值 外植体 NAA 
因素 

图2 不同影响因素对 Vc含量的影响 

(下转第 1832页) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


1832 安徽农业科学 2006生 

能量和底物，进而促进萌发和提高种子的活力 J。 

王磊等[21]的研究结果也表明，在干旱条件下，钙 +赤霉 

素混合浸种的种子在萌发过程中，可以使胚部保持比对照、 

单独 CaCI2处理和单独 GA处理都要低的氧化水平，从而促 

进种子萌发。 

(3)适当时间的吸湿一回干处理能明显增强生物膜保护 

酶SOD和 CAT的活性，从而有效缓解膜脂质过氧化作用和 

电解质渗漏，提高了呼吸强度，最终提高种子的活力 j。该 

试验结果表明：辣椒种子吸湿24 h后回干，能显著提高种子 

活力，加速胚根生长，这与前人在其他作物种子上的试验结 

果一致[15,22-27]。预浸可能使劣变种子有机会修复自身在贮 

藏过程中发生的损伤，从而提高预浸种子的生活力 J。吸湿 

一 回干的作用机理在于细胞膜结构的修复和代谢功能的激 

活[ 。 
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由图2,3及相关试验结果可知，低浓度 NAA对黄豆芽 

愈伤组织诱导及次生代谢产物积累影响不大，随着NAA浓 

度增大，影响显著增加，在 和 2种培养基上，黄豆芽愈 

伤组织的诱导率和生长率均呈上升趋势，但 B 培养基增加 

趋势略强于 培养基，说明B5培养基更适合于黄豆芽愈伤 

组织的生长和诱导。 

兰 

塞 
薹 

图 3 不同浓度 MA对愈伤组织诱导率及生长率的影响 

3 结论 

(1)黄豆芽愈伤组织最适培养条件是：以叶芽作为外植 

体，在B5培养基附加NAA 1．0 mg／L，pH值5．0～5．4，28℃ 

恒温条件下，培养 100～120 h。 

(2)低浓度NAA对黄豆芽愈伤组织诱导及次生代谢产 

物 Vc积累影响不大，但随浓度增加，影响加大。 
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