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巴戟天种质离体保存研究

李 锋，付传明，黄宁珍，赵志国，唐凤鸾

(；焉芦嚣譬姜广西植物研究所，广西桂林541006)

摘要：以巴戟天试管菌为材料，研究不同浓度的无机盐、蔗糖和四种植物生长调节剂(CCC、PPsss、ABA、

MH)对巴戟天试管苗保存的影响。结果表明：巴戟天试管苗在无生长调节剂的MS、1／2MS、1／4MS三种无机

盐浓度培养基上均能保存培养360 d，存活率达90％，蔗糖浓度为20～40 g／L时，植株生长健壮，能延长保存

时间；四种生长调节剂均能诱导试管苗侧芽的生成，抑制顶芽和叶片的生长。其中以PP．3ss促进壮苗效果最

好，能提高试管苗素质，在I／2MS+PPsssO．5～1．0 mg／L+蔗糖30 g／L培养基上，试管苗能保存480 d，存活

率达100％．
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Abstract：Effects of the mineral nutrition，sucrose and plant regulator(CCC，PPaaa，ABA，MH)in different con-

centrations on preservation in vitro of Morinda 0 fficinalis were examined．The results showed that tube pla—
ntlets of Morinda officinalis can be preserved for 360 d on MS，1／2MS and 1／4MS medium，with survival rate

of 90％．When the concentration of sucrose in the medium was 20,--,40 g／L，the plantleta grown well and could

still be longly preserved．Their lateral buds were induced while the growth of top buds and leaves were inhibi—

ted by these regulators．Medium with PPasa was good for producing intact vigorous plantlets．On PPaaa 0．5～

1．0 mg／L+1／2MS，the tube plantlets could be conserved for 480 d with 100％survival rate．
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巴戟天(Morinda officinalis)别名鸡肠风、鸡

眼藤、三角藤，为茜草科多年生藤本植物，主要化学

成分为糖类、蒽醌类和氨基酸类，是传统的补肾壮

阳、补中益气、强筋骨、祛风湿、安五脏的良药，目前

已成为我国出口创汇的主要中药品种之一。由于近

年来市场需求量大，巴戟天的栽培规模也不断扩大，

但是巴戟天田间易感染病虫害，常导致品种的严重

退化，种质资源不易保存(贺红等，2004)。因此，本

研究采用离体保存材料的方法，首先调整培养基中

无机盐和蔗糖浓度，探讨不同营养水平和渗透强度

对保存的影响。接着使用几种常见而有效的植物生

长调节剂(CCC(chloro choline chloride)，PP333(pa—

clobutraz01)，ABA(abscisic acid)，MH(maleic hy—

drazide))，通过比较保存过程中植株的芽、叶和根等

的生长情况以及存活率，选择出适宜保存的生长调

节剂种类及浓度，并与不同无机盐浓度的培养基配

比，以便找出最适合巴戟天试管苗保存的培养基配

方，为巴戟天种质资源的长期保存提供技术和方法。
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1 材料与方法

1．1材料及处理

巴戟天野生品采自广西宁明县中越边境地区及

广西药用植物园，种植于广西植物研究所药材资源

保存圃。以茎段为外植体进行组织培养，选取生长

基本一致的巴戟天继代苗(2 am左右)剪成单株作

离体保存实验。

1．2离体保存方法

1．2．1不同无机盐浓度的保存实验分别以MS、1／

2MS、1／4MS为培养基，附加30 g／L蔗糖和6 g／L

琼脂，每个处理10瓶，每瓶接种3～4株(pH=5．8)。

1．2．2不同蔗糖浓度的保存实验 采用MS为培养

基，分别附加0、20、40、60 g／L的蔗糖，每个处理10

瓶，每瓶接种3---4株(琼脂为6 g／L，pH----5．8)。

1．2．3不同植物生长调节荆的保存实验 以MS为

基本培养基，分别添加不同浓度的CCC(O．4、0．8、

1．2、1．6、2．0、3．0、4．0 mg／L)、PP333(O．2、0．5、1．0、

2．0、4．0、8．0 rag／L)、ABA(O．2、0．5、1．0、2．0、4．0、

8．0 rag／L)和MH(O．2、0．5、1．0、2．0、4．0、8．0 rag／

L)，每个处理10瓶，每瓶接种3---4株(调节剂为化

学纯，各培养基均附加309／L蔗糖和69／L琼脂，

pH=5．8)。

1．2．4无机盐浓度与调节剂的配比实验 采用1／

2MS、1／4MS+蔗糖30 g／L+琼脂6 g／L为培养基，

附加不同浓度的PP。。。，每个处理lO瓶，每瓶接种3

,--4株(与上面MS培养基附加不同浓度的PP。。。相

裹1 无机盐浓度对保存的影响

Table 1 Effects of different medium on the survival rate of Morinda officinalis in vitro conservation

对照)。

1．3保存条件及观察记录

保存条件：培养室温度15～20℃，光照强度为

2 000 t比mol／(m2·s)，光照12 h／d。

保存后，每90 d观察记录一次，观测指标包括：

植株的高矮、侧芽的多少、叶片的大小、色泽、生根、

有无愈伤和存活情况。

1．4恢复生长实验

将保存360 d后存活的材料转接到继代增殖和

生根培养基上，观察恢复生长的情况。

2 结果与分析

2．1无机盐、蔗糖浓度对巴戟天试管苗保存的影响

2．1．1无机盐浓度对巴戟天试管苗保存的影响 经

目测，在不外加植物激素和生长调节剂时，MS、1／

2MS、1／4MS三种无机盐营养水平对巴戟天试管苗

的保存影响差别不明显，360 d时，植株都较高大，

色泽绿，生长较好，存活率达到90％，仍可继续保存

(表1)。这可能是因为巴戟天本身的自养能力较

强，实验所用的营养水平均在试管苗适应保存生长

的范围之内。

表2蔗糖浓度对保存的影响

Table 2 Effects of sugar concentration on the survival

rate of Morinda officinalis in vitro conservation

蔗糖浓度 株高 叶大小
Concen- Size of Size of

tration plantlet leaf

0t sugar——一(g／L) 90 d 90 d

存活率
Survival rate(％)

O

20

40

60

小 小 50

高 大 100

高 大 100

高 大 100

50 25 25

100 100 90

100 100 90

80 80 70

2．1．2蔗糖浓度对巴戟天试管苗保存的影响 当蔗

糖浓度不同时，试管苗的生长状况有了一定的差异

(表2)。在无蔗糖的培养基上，植株矮小瘦弱，生长

缓慢，色泽不绿，死亡较多，360 d时存活率仅为

25％，这可能是因为不外加碳源时，只能依靠自身光

合作用合成的少量的碳水化合物来维持生存，长期

处于碳饥饿状态，因此生长差。当蔗糖浓度为20 g／

L和40 g／L时，植株较高，叶片较大，整体色泽绿，

元死亡，360 d时存活率达90％。当蔗糖浓度达60

g／L时，植株能生长的高大，色泽绿，但保存后期出

现部分死亡，360 d时存活率为60％。因此，保存培

养基中合适的蔗糖浓度应为20"-40 g／L。
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2．2植物生长调节剂对离体保存的影响

为了研究不同调节剂在巴戟天试管苗保存中的

作用，本实验使用了CCC、PP；。。、ABA和MH四种

植物生长调节剂，观测了保存中试管苗的侧芽、株

高、叶片、根、愈伤的生长情况以及存活率(表3)。

2。2．1对试管苗侧芽、株高和叶片的影响 根据观

察，当CCC浓度为0．4～2．0 mg／L时，试管苗均能

长出1～3个侧芽，植株较高，上端触及培养瓶盖，叶

片大、平展、色泽绿；当CCC浓度达到3．0 mg／L

时，株高和叶片开始变小，叶片垂向下方，无侧芽，色

泽不绿。当PP。。。浓度≤1．0 mg／L时，植株较高、叶

片大、平展、色泽绿；当PP。。；浓度为2．0mg／L时，株

高和叶片开始变小，随着浓度的升高而形态更小，色

泽更差。PP3。。浓度为0。2～4．0 mg／L时，试管苗均

有1～2个侧芽。ABA和MH对试管苗株高和叶片

的抑制较明显，当ABA浓度≥O．5 mg／L和MH浓度

≥1．0 mg／L时，顶芽明显不向上生长，植株矮小，叶

片变小，色泽不绿。ABA浓度≤1．0 mg／L和MH浓

度为0．2 mg／L时，试管苗均能长出1--．3个侧芽。

2．2．2对试管苗根和愈伤的影响 不同生长调节剂

处理的巴戟天试管苗根的生长差别较大。在CCC

培养基上，巴戟天试管苗均能长出较多的根，根系向

表3调节剂对离体保存的影响

Table 3 Effects of inhibitors on the survival rate of Morinda officinalis in vitro conservation

注：“一”表示未观测记录，下同．

Note：。一”indicates that statistics are not carried out，the same below．

培养基下生长较深。在PP。。。浓度为0．2--一2．0 rag／ 时，CCC各处理上都能生成愈伤，部分愈伤较大，覆

L时，根多而短，向培养基下生长比较浅，大部分位 盖在培养基表面。PP；sa、ABA和MH只有部分处

于培养基表面，部分植株节间有气生状须根。当 理能生成稍小的愈伤。

ABA浓度0．2～1．0 mg／L时，根均附在培养基的 2．2。3对试管苗存活率的影响保存90 d时，CCC

表面，MH浓度为0．2、0．5 mg／L时，根系多且向培 培养基上的巴戟天试管苗生长健壮，无死亡，存活率

养基下生长较深。从愈伤生长的情况来看，270 d 达100％。到180 d时，已有部分植株开始死亡。
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270 d时，死亡增多，表现为培养基表面形成较多的

愈伤，试管苗茎段基部由下而上开始枯萎，最后整株

死亡。360 d时，CCC2．0 mg／L的存活率最高，为

80％。在PP。3。浓度0．2～1．0 mg／L培养基上培养

360 d时，试管苗生长健壮，存活率为90％(与对照

相当)，当PP。。。浓度≥2．0 mg／L时，并随着浓度的

增大，存活率下降增多。ABA浓度≥o．5 mg／L时，

试管苗顶芽变小，短缩，不生长，随着浓度的升高抑

制越强，表现出明显的剂量效应，从而导致植株死

亡，培养270 d时，ABA浓度为0．2 mg／L的存活情

况相对最好，为70％。在MH培养基上，当MH浓

度为0．2、0．5 mg／L时，对试管苗顶芽的抑制作用

较小，植株相对高大，270 d时，存活情况最好，存活

率为85％。

综合上述四种生长调节剂对巴戟天离体保存的

效果，只有PP。。。(≤1．0 rag／L)和对照(MS)培养基

上的材料在保存360 d后还有90％的存活率，植株

形态正常，其他处理的存活率均相对较低。因此，在

表4不同无机盐与调节剂配比对保存的影响

Table 4 Effects of inhibitors and salt concentration 0n survival rate of Morinda offlcinalis in vitro conservation

所试的几种生长调节剂中，只有低浓度的PP3。。(≤

1．0 mg／L)适用于巴戟天离体保存。

2．3 PP，∞与不同浓度的无机盐培养基配比对巴戟天

试管苗保存的影响

由表4可见，1／2MS、1／4MS附加PP。。。培养基

较MS附加PP。。。培养基对试管苗的保存效果好。

360 d时，培养基1／2MS附加PP3。30．5、1．0 mg／L

和I／4MS附加PP3；。o．2～o．8 mg／L上的植株高

大，色泽绿，生长健壮，元死亡。其中1／2MS附加

PP3330．5、1．0 mg／L培养基上的植株在培养480 d

时，存活率达到100％，生活力较强，仍可继续保存。

综合比较以上设计的各种保存培养基，以培养

基I／2MS+PP。。。0．5～1．0 mg／L对巴戟天试管苗

的保存最好，保存480 d时，植株生长健壮，无异常

现象，存活率达到i00％。

2．4试管苗保存后恢复生长情况

将在PP。；。培养基上无继代连续离体保存360 d

后存活下来的植株，去掉根系和老叶，转接到继代增

殖培养基MS十6一BA 0．5 mg／L+NAAo．05 mg／L

上，能很快诱导丛生芽，60 d可增殖3---5倍，植株生

长旺盛，形态正常。转接到生根培养基上，同样能很

好的生根，形成完整植株，与未经保存的正常试管苗

无明显差异。

3结论与讨论

在离体保存过程中，糖类物质是培养物生存和

生长的主要碳源。在不外加蔗糖保存材料时，咖啡

(Kartha，1981；Bertrand-Desbnutais，1992)、铁皮石

斛(史永忠等，1999)等能够长时间成活，但试管苗素

质差，不利于下一代的繁殖；添加一定浓度蔗糖后，

能明显改善试管苗素质，大大提高成活率。本实验

中，不加蔗糖时，巴戟天试管苗生长和成活都较差，

不利于保存，蔗糖浓度为20---40 g／L时，试管苗生

长健壮，360 d时存活率高，保存效果好，这与上面

在咖啡和铁皮石斛的研究结果相似。另外，在培养

过程中，蔗糖除了提供试管苗所需的碳水化合物外，
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还能改变培养基环境的渗透压(潘瑞炽等，1995)。

本实验中，当蔗糖浓度达到60 g／L时，存活率开始

下降，可能是因为高浓度的蔗糖改变培养基的渗透

强度过大，致使试管苗吸水困难，对保存效果不利。

离体保存成功的试验表明，在培养基中添加适

当的生长调节剂，能延长培养物的保存时间，提高试

管苗素质和促进试管苗转接后恢复(潘瑞炽等，

2006)。在本实验中，不添加生长调节剂，单独使用

MS、1／2MS、1／4MS时，试管苗的保存效果一般，差

别不明显。在MS培养基上附加四种生长调节剂

时，以PP333浓度0．2～1．0 mg／L对促进巴戟天试

管苗的健壮生长效果最好，保存360 d时存活率相

对最高，转接后能较快恢复生长，可以用于保存培

养。但是，在实际保存时发现，PP。。。附加在1／2MS、

1／4MS培养基上较附加在MS培养基上对保存更

加有利，试管苗保存时间更长，存活率更高。可见，

生长调节剂与不同浓度的无机营养配比时，对保存

能够产生不同的效果。另外，CCC、ABA和MH对

巴戟天试管苗生长的抑制作用明显，但植株不够健

壮，存活率下降，相对而言，低浓度较高浓度的效果

好，因此，适当调整三种调节剂浓度或改变培养基无

机盐浓度，可能会取得好的效果，有待进一步实验。

在本实验观测过程中发现，试管苗死亡的主要

因素除了调节剂浓度过高，抑制强度过大，导致顶芽

退化而死亡外，根系上形成大量的愈伤，覆盖在培养

基表面，使植株无法吸收营养，由茎段基部最先开始

枯萎，逐渐向上，最后导致整株枯萎死亡．因此，在

巴戟天试管苗的保存过程中，调控根和愈伤的生长，

可以取得更好的效果。
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