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库拉索芦荟组织培养细胞分化与芦荟素产生相关性研究
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　　摘　要:以库拉索芦荟叶为外植体 ,诱导出愈伤组织。应用电子显微镜观察了愈伤组织培养

细胞结构分化状况。用高效液相色谱法测定了培养物中芦荟素的含量。在此基础上探讨了芦荟

组织培养细胞分化程度与芦荟素等有效成分产生的关系。结果表明:以叶为外植体 ,MS+NAA

1 mg/ L +6-BA 0.5 mg/ L培养基适于愈伤组织诱导和生长。细胞分化程度很低的愈伤细胞中

芦荟素含量很低。细胞高度液泡化 、分化程度高的愈伤组织中芦荟素含量较高。植物生长调节

物通过影响芦荟愈伤组织细胞分化程度 ,进而影响芦荟愈伤组织中芦荟素等有效成分的产生。

芦荟素含量与愈伤组织中细胞结构分化有密切关系。
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　　利用细胞培养技术生产次生代谢产物是持续开发利

用植物资源的有效途径之一。林建 、杨美纯等报道了芦荟

组织培养快速繁殖技术[ 1-2] ,王红星等报道了中华芦荟

(Aloevera L.var.chinensis(Haw.)Berg.)组织培养物中芦

荟素的测定[ 3] 。但愈伤组织是如何产生芦荟素等有效成

分的 ,以及如何提高芦荟组织培养物中芦荟素等有效成分

的含量尚未见报道。该文报道了库拉索芦荟愈伤组织的

诱导及其芦荟素含量的测定结果 ,并探讨了愈伤组织中细

胞形态分化与次生代谢产物积累的关系。

1　材料和方法
1.1　愈伤组织的诱导和培养

供试植物材料为库拉索芦荟(Aloevera L.)幼叶。取

芦荟的幼叶用自来水冲洗干净 ,然后用 0.1%升汞溶液浸

泡消毒10min.,再用无菌水漂洗5～ 6次。将幼叶剪成长

约1 cm的小段 ,于无菌条件下接种到预先配制好的培养

基上。基本培养基为 MS培养基 ,加蔗糖20 g/ L、琼脂 8

g/L。分别添加不同种类和不同浓度的激素组合 ,见表 1。

在(25±2)℃温度 ,每日光照12 h下培养。

1.2　高效液相色谱法测定培养物中芦荟素含量

1.2.1　仪器和色谱条件　Waters 600高效液相色谱仪 ,色

谱柱为 20rbaxC18 ,150×4.6 mm ,流动相为甲醇-水(55∶

45),柱温20℃,流速1mL/min ,检测波长365 nm 。芦荟素

标准品购自Sigma公司。

1.2.2　标准曲线的绘制 精确称取芦荟素标准品2 mg

于10mL容量瓶中 ,加甲醇溶解 、定容。然后 ,分别进样3 、

5 、10 、15、20μL ,以峰面积为纵坐标 ,对照品量为横坐标 ,得

回归方程A=698 693C-5 668 , r=0.9984。

1.2.3　芦荟素的含量 将不同培养基上获得的愈伤组织

在 60℃下干燥24 h ,粉碎后过20目筛。分别精确称取样

品粉末0.5 g 于100mL锥形瓶中 ,加甲醇 50 mL ,超声提

取 60min ,静置后过滤。吸取过滤液 10 μL 进样 ,根据峰

面积计算芦荟素含量。

1.2.4　精密度吸取芦荟素标准品溶液 10μL进样 ,测量

峰面积。连续重复 5次 ,求得相对标准误差(RSD)=0.

928%。

1.3　超薄切片法和电子显微镜观察

将材料切成长2 ～ 3mm ,宽 1mm的小块 ,在4℃下

用 3%戊二醛固定 2 h ,再用 1%的锇酸固定 4 h ,经系列

乙醇脱水后用 Epon812树脂包埋。用 Reichert-Jung 型

超薄切片机切片 , 切片厚度 500～ 700 A°。醋酸双氧铀-

柠蒙酸铅双重染色 ,各染 30 min。用日本产 JEM100SX

型透射电子显微镜 ,按照常规电子显微镜操作方法观察

并照相。

2　结果与分析

2.1　愈伤组织的诱导和培养结果

外植体同是幼叶 ,但在不同培养基上愈伤组织生长
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表现出明显差异。激素种类和配比都能显著影响愈伤

组织生长的速度和质地。2 ,4-D有利于诱导芦荟叶产生

愈伤组织和促进愈伤组织生长 ,含较高浓度 2 ,4-D培养

基上形成的愈伤组织质地疏松。NAA诱导芦荟叶产生

愈伤组织的能力较 2 ,4-D稍弱 ,但较高浓度的 NAA也

能诱导产生愈伤组织和促进愈伤组织快速生长 ,该试验

中 ,在MS+NAA 1mg/L+6-BA 0.5mg/L 培养基上生

长最快。在含 NAA 培养基上形成的愈伤组织质地

致密。

　　表 1 不同培养基上愈伤组织的诱导和生长状况
培养基序号 培养基附加激素种类和配比 愈伤组织的诱导和生长状况　　

1 NAA 0.1 mg/ L+6-BA 0.5 mg/L 愈伤组织质地致密,生长慢

2 NAA 0.5 mg/ L+6-BA 0.5 mg/L 愈伤组织淡绿色或淡黄绿色 ,质地致密 ,生长慢

3 NAA 1 mg/ L+6-BA 0.5 mg/ L 愈伤组织淡绿色 ,质地致密 ,生长快

4 2 ,4-D 0.1 mg/L+6-BA 0.5 mg/ L 愈伤组织呈半透明状 ,质地致密,生长较慢

5 2 ,4-D 0.5 mg/L+6-BA 0.5 mg/ L 愈伤组织呈半透明状 ,质地疏松,生长快

6 2 ,4-D 1 mg/L+6-BA 0.5 mg/ L 愈伤组织半透明状,质地疏松 ,生长快

2.2 培养物中芦荟素含量的测定结果

高效液相色谱测定结果证明 ,在含有 NAA培养基

上形成的愈伤组织质地致密 ,其芦荟素含量较高 ,为

0.5%～ 0.6%。而含有2 ,4-D培养基上诱导出的愈伤组

织 ,质地疏松 ,其芦荟素含量普遍较低 ,为 0.01%～

0.10%,其还不到质地致密型愈伤组织芦荟素含量的十

分之一。试验证明 ,植物生长调节物通过影响芦荟愈伤

组织质地 ,进而影响芦荟愈伤组织中芦荟素等有效物质

含量。

　　表 2　不同培养基上愈伤组织中芦荟素含量
培养基序号 培养基附加激素种类和配比 愈伤组织中芦荟素含量(干重)/ %

1 NAA 0.1 mg/ L+6-BA 0.5 mg/L 0.592

2 NAA 0.5 mg/ L+6-BA 0.5 mg/L 0.589

3 NAA 1 mg/ L+6-BA 0.5 mg/L 0.563

4 2 ,4-D 0.1 mg/ L+6-BA 0.5mg/L 0.104

5 2 ,4-D 0.5 mg/ L+6-BA 0.5mg/L 0.038

6 2 ,4-D 1 mg/ L+6-BA 0.5 mg/L 0.012

2.3　愈伤组织细胞分化的观察结果

在不同培养基上形成的芦荟愈伤组织 ,其质地也不

相同。在含有 NAA 培养基上形成的愈伤组织质地致

密 ,而含有2 ,4-D的培养基上形成的愈伤组织质地多疏

松 ,且愈伤组织质地疏松程度随着 2 ,4-D浓度的增加而

增大。显微观察表明 ,质地不同的愈伤组织 ,其细胞排

列方式 、细胞分化水平也不相同。质地疏松的愈伤组

织 ,细胞排列疏松 、有较发达的细胞间隙 ,其细胞中细胞

核占的比例大 ,细胞质浓 ,细胞分化程度低。质地致密

的愈伤组织 ,细胞排列紧密 ,愈伤组织细胞液泡化 、分化

程度高。

3 讨论

自从植物细胞的全能性被证明以来 ,植物组织培

养、细胞培养在多数植物中都已成功。植物组织培养 、

细胞培养作为一类成熟技术应用于植物快速繁殖 、植物

发育研究和植物遗传改良等。现在 ,普遍认为利用细胞

培养技术生产植物次生代谢产物是持续开发利用植物

资源的有效途径之一。然而 ,经过近半个世纪的探索 ,

虽然植物组织培养 、细胞培养方法和技术方面取得较大

进展 ,但利用细胞培养技术生产植物次生代谢产物达到

工业化规模生产的却很少。其主要原因是培养物中有

效成分含量太低 ,工业生产成本高。因此 ,研究培养物

中细胞分化与有效成分产生之间的联系 ,提高有效成分

含量是利用细胞培养技术生产植物次生代谢产物的关

键之一。

在自然生长的芦荟植物体内 ,不是所有的植物体细

胞都能产生芦荟素等有效成分 ,而是只有一些特化的细

胞才能产生和贮藏芦荟素等有效成分
[ 4-5]
。该试验结果

证明 ,芦荟素含量与愈伤组织的质地和细胞分化程度有

密切关系。质地疏松、细胞分化程度低的愈伤组织芦荟

素含量低;质地致密 ,细胞分化程度较高的愈伤组织芦

荟素含量也高。而愈伤组织质地和细胞分化程度是由

培养条件决定的 ,尤其与植物激素种类和浓度有密切关

系。因此 ,利用植物组织或细胞培养技术产生次生代谢

物时 ,不仅要求细胞分裂 、生长的快 ,生物产量高 ,更重

要的是通过选择适宜的培养条件 ,使细胞产生特定的分

化 ,才能提高次生代谢物的产量。
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红掌盆栽品种组织培养及种苗快繁技术

吴海红 , 印 东生 , 赵兴华 , 闫 立萍
(辽宁省农业科学院花卉研究所 ,辽宁沈阳 110161)

　　摘　要:对红掌(Authurium andraeanum)盆栽品种“北京成功”和“粉色的爱”的组织培养和快

速繁殖进行了研究 ,采用叶片 、叶柄 、茎段作为外植体进行诱导 ,结果表明:叶片的诱导效果最好;

BA与 KT混合使用比单一使用效果好;基本培养基改良 MS 优于1/2 MS ,1/2 MS优于MS。红

掌愈伤组织诱导以改良 MS+BA 1+KT 1+NAA 0.1+IBA 0.1培养基效果最好 ,试管苗在

MS+BA 1+IAA 0.05培养基上增殖倍数最高。

关键词:红掌;组织培养;种苗快繁

中图分类号:S 642.1
+
4;S 603.6　文献标识码:A　文章编号:1001-0009(2008)09-0159-03

　　红掌(Authurium andraeanum)又名火鹤花 、安祖花 、

花烛 ,为天南星科花烛属多年生附生常绿草本植物 ,原

产哥伦比亚 , 1876 年由法国著名植物学家 Elouard

Andr.首次发现 ,故有安祖花的谐音名。1940年以后许

多国家进行引种 、育种 ,培育出许多不同花色花型的品

种 ,已知的约有500个品种 ,荷兰 、哥伦比亚栽培较多 ,既

可作盆花 ,也可作切花 ,以切花为主。所有红掌品种其

原生环境均为热带和亚热带森林 ,为附生性植物 ,对栽

培介质 、光线 、温度 、相对湿度、水质、营养等条件的要求

较高。
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　　盆栽红掌株高 40 ～ 50 cm ,茎极短;叶自根茎抽出 ,

心形 ,颜色鲜绿 、革质;单生顶花 ,花梗长约 50 cm ,佛焰

苞广心形 ,颜色鲜红 ,肉穗花序圆柱状 ,黄色。别致的叶

形加之火红挺直的佛焰苞 ,犹如精美灯台上燃着的蜡

烛 ,高雅别致、气势非凡。因此 ,红掌已成为当前国际上

流行的名贵切花材料与盆栽品种。20世纪以来 ,荷兰将

红掌作为一类重要的切花研究 ,并培育出许多切花和盆

栽新品种。20世纪 70年代引入我国 ,目前已经成为我

国高档名贵的盆花和切花品种。

目前 ,国内外均采用组织培养的方法对红掌进行繁

殖 ,国外的技术已经比较成熟 ,国内从事红掌组培研究

的单位比较多 ,但存在建立再生系统慢 、繁殖速率不高、

种苗整齐度不均以及种苗易退化等问题。辽宁省农业

科学院花卉研究所的组织培养研究室利用盆栽品种“北

京成功”和“粉色的爱”2个品种针对国内存在的技术难

题展开试验 ,探索出适合红掌脱分化和再分化的培养

Relationship Between Cell Differentiation and Aloin Production in the Callus of Aloe Vera.

LI Jing-yuan1 , CHAI Zhi-yan1 , DING Wei-hua1 , ZHAO Hong-yan1 , DAI Lei1 ,HU Zheng-hai2

(1.College of Life Science , Henan Normal University , Xinxiang , Henan 453007 , China;2.Colleg e of Life Seience , Northwest University , Xi' an
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Abstract:The callus was induced from the leaf of Aloevera.and the cell differentiation of the callus w as observed with

transmission electron microscopy (TEM).The aloin content in callus was determined by means of high performance

liquid chromatography (HPLC).Based on this result , compared the relations with the extent of cell differentiation of

callus and the production of aloin.The results showed it was appropriate for the callus to be induced and growing on the

medium of MS+NAA 1 mL/L+0.5 mg/ L.The lower the extents of cell differentiation of the callus were , the lower al-

oin contents were.Thus , firstly plant grow th regulators affected the extents of cell differentiation of the callus and fur-

ther affected the production of aloin.In a word , there were considerable relations between aloin content and cell differen-

tiation of the callus.
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