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摘要!以野生唐古特白刺的茎段,叶片为外植体!研究了]1P3Y对外植体的消毒效果和激素 "!)(̂,]..和 -(L.对

愈伤组织诱导及愈伤组织形态的影响!并利用疏松型愈伤组织建立了白刺悬浮细胞系!对其生长特征进行了分析)

结果表明$对茎段和叶片用 "d的]1P3Y消毒 $# 027最适宜!时间过长或过短均会影响成活率%, 种激素对愈伤组

织的相对生长量和形态均有影响!其中!"!)(̂是主要影响因子!且茎段诱导出的愈伤组织相对生长量比叶片的高%

根据愈伤组织的生长速度和形态!适宜用浅黄色疏松型愈伤组织构建唐古特白刺悬浮细胞系!最佳试验组合为 ZD
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!最佳继代接种量为 '+% 0H母液!生长曲线呈&D'

型!培养第 ' 天细胞分裂指数达最大值"%+$d#!培养第 , 天细胞活力最强"吸光值为 #+-*#!存活率在细胞生长延

迟期和稳定期较对数期下降略快!但均保持在 &)d *,d间)
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白刺属":2&#(#2( H+#植物隶属于蒺藜科"j5M:(

W;53319<1<#!是多分枝,耐盐碱,抗风蚀,耐沙埋的旱

生型低矮灌木!是荒漠,半荒漠和盐渍化土地上的重

要建群种或优势种) 许多研究者已从系统学,解剖

学,生态防护,快繁优育,营养利用等方面对白刺属

植物进行了研究*$ [)+

!做出了突出的贡献) 唐古特

白刺 ":2&#(#2( &(6A?&"#?@L:@I+#是我国特有白刺

种!具有很强的耐盐抗旱能力!其枝条,叶片和浆果

中富含多种氨基酸,矿物元素和其他活性物质!具有

较高的药用价值!是耐抗性研究的良好材料!对其资

源开发利用具有广阔的前景*,! % [*+

)

在组织培养方面!何正伦*$#+在早期就研究了唐

古特白刺离体培养技术!王尚德等*$$+

,张红晓等*$"+

对唐古特白刺的愈伤诱导和腋芽增殖进行了研究!

发现其植株再生困难!李代丽*$,+利用唐古特白刺组

培苗研究了诱导愈伤组织过程中外源激素对内源激

素含量的影响!a17M等*$)+研究了 ]1P3胁迫对唐古

特白刺愈伤组织的生理影响) 纵观前人的研究发

现!不同激素对不同来源"大田或温室植株#及不同

组织"根,茎,叶,胚等#外植体愈伤组织的生长和形

态诱导均有影响!因此!要根据对愈伤组织的利用目

的!筛选出适宜的诱导条件!培养特定形态的愈伤组

织) 近年来!除利用愈伤组织获得再生植株外!构建

良好的悬浮细胞系已备受关注) 悬浮细胞因其分散

性好!生长速度快!重复性好!易于控制而被广泛应

用于植物生理生化,遗传发育,次生代谢等研究中!

目前已在红豆杉"K(Y?%)*26$6%2%" 2̀3M<I# N<;E+#,

银杏";263A"721"7( H277+#,人参"H(6(YA26%$6A P+

.+Z<5<I#,葡萄"L2&2%_262T$#( H277+#,长春花"D(0

&*(#(6&*?%#"%$?%"H277+# B+̂ :7#等多种植物*$% [$*+

中实现了悬浮体系的构建!为活性物质的合成,代谢

途径的转变,耐抗性的机理等研究提供了优良的材

料%而对白刺属植物悬浮细胞体系的建立及生长特

性研究尚未见报道) 因此!利用白刺愈伤组织建立

稳定的悬浮细胞系!并进一步研究悬浮细胞的生长

特性!对研究白刺的遗传转化,体细胞胚胎发生和利

用细胞培养产生次生代谢物等提供了优良的试验材

料!对后续研究将有明显的促进作用*"#+

)

本研究以野生唐古特白刺的茎段和叶片为试验

材料!以次氯酸钠"]1P3Y#为消毒剂!以 "!)(二氯苯

氧乙酸""!)(̂#,萘乙酸"]..#和 -(苄基腺嘌呤"-(

L.#作为外源激素!对白刺愈伤组织的相对生长量

和形态进行测定和观察!同时筛选适宜的愈伤组织

和初始接种量!构建稳定,快速生长的白刺悬浮细胞

系!并对细胞生长曲线,细胞分裂指数和细胞活力等

生长特性进行测定和分析!为今后利用白刺悬浮细

胞系开展细胞,分子等水平的研究提供试验材料和

科学依据)

$!材料与方法

9+9:试验材料

本实验所用材料均为野生唐古特白刺!于 "#$"

年 * 月 ",("% 日午后"$,$##($'$###采自甘肃省

张掖市高台县碱洼滩地区",*o,,i]!**o%%i/#) 当

地为大陆沙漠干旱型气候!年均降水量 $#, 00%采

集地为沙地!形成白刺沙包%生境植物有细枝盐爪爪

"h(12F2?@ A#()21$?<7S3#, 碱 篷 " I?($F( A1(?)$

L67M<#,补血草"/2@"62?@%26$6%$"B2I1IE# G67FS<#

等) 随机选取不少于 $# 株,生长旺盛的唐古特白

刺!剪取具有当年新生生长旺盛的枝条及完全展开

的功能叶片为材料!置于自封袋内!标注采集信息!

置于冰袋箱中低温保存)

9+;:试验方法

$+"+$!外植体的消毒!将白刺嫩枝条剪成约 % -

90长的小段!用洗涤液振荡 % 027!自来水冲洗 )%

027!'#d酒精浸泡 ,# K!再用现配的 "d的次氯酸钠

"]1P3Y#分别消毒处理 &,$#,$",$% 027!之后用无

菌水清洗 , % 次) 将叶片和枝条"剪成约 $ 90左

右#均用无菌手术刀划伤!横向平放于含 ZD 固体培

养基"ZD固体培养基的蔗糖含量 ,# M-H

[$

!琼脂

-+% M-H

[$

!WQ值 %+&#的培养皿上!每个培养皿接

种 ) 个外植体!% 个培养皿为 $ 组!每组 ) 次重复!"%

f培养 $# E) 每天及时观察!出现污染个体迅速转

移未污染个体到新培养皿中继续培养) 以外植体端

口或划伤处有膨大现象,颜色为绿或浅绿色的个体

判为成活个体!未见膨大,颜色发黑或褐色为未成活

%'
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个体) 观察外植体的污染及成活个数!计算污染率

和成活率)

污染率c污染个数b接种总数q$##d

成活率c成活个数b接种总数q$##d

$+"+"!愈伤组织的诱导!选无污染茎段,叶片为试

验材料!以ZD为基本培养基"蔗糖含量 ,# M-H

[$

!

琼脂 -+% M-H

[$

!WQ值 %+&!温度 "% f#!以 "!)(̂,

-(L.,]..为外源激素!采用正交试验设计 H

$-

")

%

#

"表 $#!其中!每个培养皿接种 - 个外植体!每组 -

次重复!共计 ,- 个%不添加外源激素为对照!以观察

其自然长势!,# E 后统计愈伤组织的相对生长量)

愈伤诱导前称量外植体的质量为U$!培养后愈伤组

织的鲜质量为 U"!愈伤组织相对生长量计算公式

如下$

愈伤组织相对生长量 c" U" [U$ #bU$

q$##d

表 9:正交试验因素及水平W

9@

"=

?

#

水平
因素"外源激素浓度#b"0M-H

[$

#

"!)(̂ ].. -(L.

$ #+% #+# #+#

" $+# #+" #+"

, $+% #+) #+)

) "+# #+- #+-

9+<:白刺细胞悬浮体系的建立

$+,+$!白刺悬浮细胞体系的初步建立!根据不同

激素诱导的愈伤组织的生长和形态状态!选取生长

良好且质地松散的愈伤组织约 % M!接种于含 ,# 0H

ZD液体培养基"激素与诱导该愈伤组织的相同#的

$## 0H锥形瓶中!置于摇床上黑暗培养!转速 $"# I

-027

[$

!温度 "- "& f) 每 $) E 继代 $ 次!并用

过滤筛去除颗粒状愈伤组织!继代 , 次后得到白刺

悬浮细胞培养系!用倒置显微镜"_̂ ("#"#观察细胞

形态)

$+,+"!初始接种量的筛选!分别吸取 "+%,%,'+%,

$# 0H上述待继代悬浮细胞液!接种到含有 ,# 0H

ZD液体培养基的 $## 0H锥形瓶中!置于摇床上黑

暗培养!转速 $"# I-027

[$

!温度 "- "& f) 接种

后每天取样 $ 次!每次 , 个重复!测定悬浮细胞液中

细胞鲜质量"尼龙网抽滤后称质量#) $) E 后绘制

细胞生长曲线)

$+,+,!细胞活力的测定!采用 JJP法测定细胞活

力*"$+

) 选取 $+,+" 结果中最佳接种量继代培养!每

天取样 $ 次!平行 , 组试验!连续取 $) 次) 将悬浮

细胞液抽虑!每个试管分别加入 %## 0M"鲜质量#悬

浮细胞!加 "+% 0H#+-d的JJP溶液和 "+% 0H磷酸

缓冲液"WQ值 '+" '+)#混匀!"% f下黑暗处理 $&

"# ;) 除去上清液并用蒸馏水洗涤细胞 , 次!加

入 % 0H*%d的乙醇溶液!-# f水浴下反应 ,# 027!

室温下洗至细胞无色) 取上清液在分光光度计上测

定 )&% 70下的吸光值".@K#!吸光值和细胞的活力

成正比)

$+,+)!细胞分裂指数的测定!采用醋酸洋红染色

法测定细胞分裂指数) 细胞继代培养过程中!每天

取样 $ 次!平行 , 组试验!连续取 $) 次!每次计数

,## 个以上细胞!镜检处于分裂期的细胞数量!计算

分裂指数!并绘制分裂指数曲线)

分裂指数c分裂期细胞数b细胞总数q$##d

$+,+%!细胞存活率的测定!采用中性红染色法测

定细胞存活率) 细胞继代培养过程中!每天取样 $

次!平行 , 组试验!连续取 $) 次!每次计数 ,## 个以

上细胞!镜检存活细胞!其中!活细胞仅液泡呈淡红

色!死细胞细胞核被染成红色!计算细胞存活率)

存活率c活细胞数b细胞总数q$##d

9+=:数据处理与分析

利用/A9<3"#$# 和 D D̀D $*+# 进行数据处理,图

形绘制和统计分析!采用 6̂7917法进行多重比较)

"!结果与分析

;+9:]1P3Y对茎段和叶片的消毒效果

表 "表明$随着消毒时间的增加!外植体污染率

降低!对茎段和叶片消毒 $# 027 的效果均最好!成活

率分别达 -%+##d和 -,+'%d) 消毒时间继续增加!成

活率反而降低!表明消毒液对外植体伤害也逐步增

大) 消毒 $% 027时!部分外植体颜色变褐且无膨大趋

势!茎和叶的成活率仅为,$+"%d和",+'%d) 消毒时

间过短!消毒不彻底!污染个数增多%消毒时间过长!

植物材料受损!成活率降低!宜选用消毒 $# 027)

表 ;:外植体消毒试验结果

外植体 处理时间b027 污染率bd 成活率bd

茎段 & -%+##1 ,%+##@9

$# ,%+##@ -%+##1

$" ,#+##@9 %&+'%1

$% $"+%#E ,$+"%@9

叶片 & %-+"%1 ),+'%@

$# ,-+"%@ -,+'%1

$" "%+##@9 %&+'%1

$% "#+##9E ",+'%9

!!注$同列中相同外植体的不同字母表示在 #+#% 水平差异显著"H

m#+#%#)

-'
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;+;:不同外源激素对茎段和叶片愈伤组织诱导的

影响

!!不同配比的外源激素对白刺茎段和叶片愈伤组

织的诱导有明显的差异!对照"不加任何外源激素#

的茎段和叶片呈吸水膨大状态!并在划伤处有少许

愈伤组织出现!但不会继续生长%而添加激素诱导的

外植体形态变化明显!茎段和叶片的愈伤组织快速

生长) 由表 , 可知$, 种不同激素对白刺外植体愈

伤组织的相对生长量均有影响) 由极差"'值#分析

结果"表 )#可知$茎段和叶片愈伤组织相对生长量

的'值均为 "!)(̂处理的最大!分别为 "$+',$%+#!

是主要影响因子%其次是 ]..!'值分别为 -+",

'e#%-(L.的最小!'值分别为 ,+#,-+#) 由 3值确

定茎段愈伤组织诱导外源激素浓度的最佳组合为$

"!)(̂ $+% 0M-H

[$

h]..#+) 0M-H

[$

h-(L.

"#+" #+-# 0M-H

[$

%叶片愈伤组织诱导最佳外源

激素浓度组合为$"!)(̂ $+% 0M-H

[$

h]..#+- 0M

-H

[$

h-(L.#+- 0M-H

[$

) 由表 ,,) 可知$"!)(̂,

]..对茎段和叶片愈伤组织相对生长量的影响均

达显著水平"Hm#+#%#!且在相同外源激素处理下!

茎段愈伤组织的相对生长量大于叶片!即茎段诱导

愈伤组织的生长速度较快)

表 <:外源激素对不同外植体愈伤组织诱导试验结果

处理
外源激素b"0M-H

[$

#

"+)(̂ ].. -(L.

茎愈伤组织

相对生长量bd

叶愈伤组织

相对生长量bd

$ #+% #+# #+# ,"; ,#M

" #+% #+" #+" ,%M; ,)M

, #+% #+) #+) ,'>M ,%>M

) #+% #+- #+- )$>M )#<>

% $+# #+# #+) )'< )"E<

- $+# #+" #+- %$E< %)1

' $+# #+) #+# )&< )'@9E

& $+# #+- #+" %-9 %$1@

* $+% #+# #+- %"9E< )*1@9

$# $+% #+" #+) -$1@ %)1

$$ $+% #+) #+" -"1@ )&@9

$" $+% #+- #+# %'@9 )&@9

$, "+# #+# #+" )&< )#<>

$) "+# #+" #+# %"9E< )%9E<

$% "+# #+) #+- %'@9 %$1@

$- "+# #+- #+) %%9E %#1@9

!!注$同列中不同字母表示在 #+#% 水平上差异显著)

表 =:正交试验极差分析结果

项目
茎段愈伤相对生长量bd

"!)(̂ ].. -(L.

叶片愈伤相对生长量bd

"!)(̂ ].. -(L.

3$ ,-+, ))+& )'+, ,)+& )#+, )"+%

3" )&[% )*[& %#[, )&[% )-[& ),[,

3, %&[# %$[# %#[# )*[& )%[, )%[,

3) %,+# )'+, %#+, )-+% )'+, )&+%

'"极差# "$+' -+" ,+# $%+# '+# -+#

;+<:唐古特白刺愈伤组织的形态分析

不同激素组合诱导出多种形态的愈伤组织) 培

养 $ 周后!在激素的刺激下!茎段和叶片自划伤处开

始明显膨大!诱导出愈伤组织!并逐步延伸至其他部

位"图 $.,L#) 继续培养!愈伤组织不断增大!继代

培养 , 次"每次培养 ,# E#!愈伤组织形态发生明显

变化) 按照愈伤组织的结构形态基本可以分为结构

致密型和疏松型两大类型*"%+

!其中!结构致密型表

面呈颗粒状且松脆!镊子一夹即碎!有的色泽较亮!

呈浅绿色!生长速度较快!具有良好的分化潜力"图

$P#!处理 -,* 多见此形态%有的色泽暗淡!黄褐色!

生长速度较慢!具有褐化的倾向"图 $ #̂!处理 ),&

多见此形态) 结构疏松型!其表面松软!色泽亮丽!

有的浅黄色!生长速度快!宜用于悬浮培养"图 $/#!

处理 $#,$% 多见此形态%有的呈乳白色!水渍状!生

长缓慢"图 $?#!处理 ',$) 多见此形态)

.$茎段诱导愈伤组织%L$叶片诱导愈伤组织%P$浅绿色致密型%

$̂黄褐色致密型%/$浅黄色疏松型%?$乳白色疏松型

图 $!唐古特白刺愈伤组织的形态观察

;+=:唐古特白刺悬浮细胞培养中的生长特性

综合考虑愈伤组织生长速度及形态结构!选取

枝条产生的浅黄色疏松型愈伤组织"图 $ /#进行细

胞培养!ZD液体培养基"蔗糖 ,# M-H

[$

!琼脂 # M-

H

[$

#为基本培养基!激素为 "!)(̂ $+% 0M-H

[$

h

]..#+" 0M-H

[$

h-(L.#+) 0M-H

[$

!WQ值 %+&!

温度 "% f!黑暗培养!培养过程中松散状愈伤组织

在摇晃中逐渐形成单细胞或小细胞团!多次继代后

形成白刺悬浮细胞系"图 "#)

"+)+$!唐古特白刺悬浮细胞培养中接种量对细胞

生长的影响!图 , 表明$白刺悬浮细胞的生长曲线

基本呈&D'形!且接种量不同曲线弯曲程度不同!其

中!接种母液量为 $# 0H时!细胞自第 , 天快速进入

对数生长期!自第 ' 天开始进入稳定期!$$ E 后悬浮

细胞液细胞量达到 #+') 0M-0H

[$

!和初始接种母

''
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图 "!白刺悬浮细胞系及细胞形态

液浓度"#+', 0M-0H

[$

#相当%接种量为 '+% 0H母

液时!细胞自第 % 天进入对数生长期!第 $# 天进入

稳定期%接种量为 %+# 0H时!细胞自第 - 天进入对

数生长期!第 $$ 天进入稳定期%接种量为 "+% 0H!

细胞增殖速度明显变慢!基本处于停滞状态) 由此

表明!适量的接种量对悬浮细胞的增殖有很大的影

响) 当接种量较大时!易形成细胞团!分散性降低!

悬浮液浑浊!接种量较低又不利用细胞生长) 综合

考虑!宜采用 'e% 0H的母液量来继代培养)

图 ,!唐古特白刺悬浮细胞的接种量对细胞生长的影响

"+)+"!唐古特白刺悬浮细胞培养中细胞分裂指数

的变化!采用接种量为 '+% 0H母液继代培养!白刺

悬浮细胞的分裂指数随培养时间的变化结果"图 )#

表明$分裂指数随培养时间呈先增加后降低的趋势%

在接种后第 " 天出现细胞分裂!之后细胞分裂指数

迅速增高!并在第 ' 天达到最高值"%+$d#!随后细

胞分裂指数迅速下降!从第 $# 天开始下降速度减

慢!细胞分裂指数趋于平衡)

"+)+,!唐古特白刺悬浮细胞培养中细胞活力与存

活率的变化!白刺悬浮细胞吸光值随培养时间的变

化结果"图 %#表明$白刺细胞接种 $ E 后!吸光值迅

速增加!并在第 , 天达到最大值"#+-*#!之后吸光值

逐渐降低!并趋于平衡!表明白刺悬浮细胞的细胞活

力随培养时间呈先增加后降低的趋势) 细胞接种初

图 )!唐古特白刺悬浮细胞分裂指数随培养时间的变化

期处于生长延迟期!为细胞分裂做准备!如合成

]̂.等物质!因此!细胞活力迅速增强%而在指数生

长期和稳定期细胞活力逐渐减弱) 在整个培养期

间!白刺悬浮细胞的存活率保持在 &)d *,d"图

-#) 与对数生长期细胞相比!在细胞生长延迟期和

稳定期!细胞的存活率下降略快!可能与细胞或因适

应新环境或因细胞数量较多营养物质相对缺少有

关!有待进一步研究)

图 %!唐古特白刺悬浮细胞吸光值随培养时间的变化

,!结论与讨论

本文研究了野生唐古特白刺外植体的消毒,愈

伤组织的诱导和悬浮细胞系的构建过程!并对悬浮

细胞系在培养周期中的生长特征进行了分析) 对外

植体的消毒结果表明!野外采集的外植体消毒效果

远低于温室材料*""+

!这与野外环境菌种复杂!且白

刺茎,叶部位长有细小的绒毛增加消毒难度有关)

消毒时间短!除菌效果差%消毒时间长!对材料有损

&'
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图 -!唐古特白刺悬浮细胞存活率随培养时间的变化

伤) 本研究采用 "d的 ]1P3Y消毒!对茎段和叶片

的消毒时间以 $# 027 为宜!成活率分别为 -%+##d

和 -,+'%d) 与王尚德*$$+

,范小峰等*",+对白刺外植

体消毒效果对比可知!不同的消毒剂,浓度和消毒时

间对消毒效果均有影响) 对白刺愈伤组织诱导的研

究发现!"!)(̂,]..和 -(L., 种激素对其相对生长

量均有显著的影响"Hm#+#%#!其中!"!)(̂ 影响最

明显"'值最大#%同时发现茎段较叶片更容易产生

愈伤!且相对生长速度更快!这和王尚德*$$+

,李代丽

等*$,+的研究一致) 白刺茎段中的维管束远比叶片

中的丰富!而愈伤组织的诱导是从维管束开始启动

的*$$+

) 王海波等*")+认为!在继代培养过程中!可适

度变换 "!)(̂的浓度以调节愈伤组织的状态) ]..

对愈伤组织的诱导效果不及 "!)(̂!但它与 -(L.在

一定程度上影响着愈伤组织的形态和质量*"%+

) 形

成的愈伤组织按其形态可分为结构致密型和结构疏

松型!致密型愈伤组织更容易分化!适宜建立再生体

系%疏松型愈伤组织是构建悬浮细胞体系的最佳

材料*"%+

)

本研究选取疏松型生长速度快的愈伤组织构建

了稳定,快速生长的唐古特白刺细胞悬浮系!在继代

过程中其生长曲线呈&D'型!且有明显的延迟期,对

数生长期和稳定期!这和文冠果"=(6&*")$#(%%"#72T"0

12( L67M<+#,西洋参"H(6(Yb?26b?$T"12?%H277+#,红

豆杉等多种植物*"- ["'+悬浮细胞的生长曲线基本一

致) 白刺细胞生长周期与初始接种量有关!接种量

大!细胞进入对数期早!可缩短继代周期!本研究中

宜选取 '+% 0H母液加入 ,# 0HZD液体培养基继代

培养) 悬浮细胞的生长具有群聚效应!适量的细胞

密度是细胞生长所需的生理环境!接种量过大或过

低都会影响细胞的细胞分散性或生长速度) 白刺悬

浮细胞的活力和分裂指数均呈先增加后减少的趋

势!在延迟期阶段!细胞需要适应新的培养基!并且

细胞进行着 ]̂.,N].的复制和有关蛋白质的合

成*"&+

!细胞活力较大!在第 , 天达到最高值!做原生

质体研究时宜在此时取样) 之后白刺悬浮细胞分裂

指数增加!细胞数量快速增加!在第 ' 天细胞分裂指

数达到最高值 %+$d!即细胞分裂比较旺盛时期!认

为对细胞分裂方面的研究宜在培养 ' E 时取材!这

较桑树"B"#?%(17( H277+#

*"*+

,文冠果*"-+等时间提

前!可能与白刺细胞自身生长特性有关) 在细胞进

入稳定期之初!培养基中的细胞量趋于平衡!此时宜

进行继代培养!白刺接种量在 '+% 0H时!宜在第 *

天进行继代培养) 与文冠果*"-+

,红豆杉*,#+

,西洋

参*"'+

,桑树*"*+等相比!各生长周期,分裂指数,细胞

活力等均有差异!这除与植物本身增殖快慢有关外!

可能还与其培养基组成,接种量,培养环境等因素

有关)

从试验中可以得出!在激素为 "!)(̂ $+% 0M-

H

[$

,]..#+" 0M-H

[$

,-(L.#+) 0M-H

[$的ZD 液

体培养基中按接种量为 '+% 0H,培养 * E 的继代培

养!可得到稳定,快速生长的唐古特白刺悬浮细胞

系) 前人在对愈伤组织诱导和细胞培养影响的研究

中!吲哚乙酸"O..#,吲哚丁酸"OL.#,激动素"GJ#

也常作为诱导因子!而各激素间及外源激素与细胞

内源激素的相互影响均会影响细胞的分裂或分化!

在今后的研究中有必要继续探索其他激素对细胞生

长的影响)
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