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杜 仲 成 熟 胚 离 体 培 养 研 究
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　　摘　要:以杜仲种子为外植体进行离体培养 ,研究了胚培养方法 、培养条件和影响因素。结

果表明:可采用种子 70%酒精处理30 s ,0.1%升汞4 min ,无菌条件下剖开种皮取胚接种 ,可有效

控制污染 ,亦可保证胚的存活率;通过控制 NAA 、6-BA 、2 ,4-D浓度配比可获得杜仲胚苗或愈伤组

织;MS+NAA 0.2 mg/L+6-BA 1.5 mg/ L蔗糖 20%培养基 ,最适于不定芽的分化和增殖 ,分化

率达 90%;1/2MS+IBA 1.5 mg/ L+蔗糖 20%对不定芽生根的诱导效果最好 ,生根率达90.3%。
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　　杜仲(Eucommia ulmoides Oliv.)是我国特有树种 ,

经济价值很高 ,资源稀少 ,不仅是我国传统的贵重中药

材 ,具有补肾壮腰和抑制肿瘤生长等作用 ,特别是对血

压有双向调节功能[ 1-3] ;它也是温带最有开发利用前景的

胶源植物 ,在它的叶片 、树皮 、根皮和果皮中都含有杜仲

胶 ,因而受到世人的普遍重视[ 4] 。

近年来 ,由于其价值的不断发现 ,杜仲价格剧涨 ,导

致乱砍滥伐 、种子产量减少且破坏了原来就为数不多的

杜仲资源。杜仲一般采用种子繁殖 、扦插或通过伐桩来

第一作者简介:孙宁(1979-), 女, 河北承德人 ,硕士 ,实验师 ,现从

事植物细胞工程研究工作。E-mail:sning79@sina.com。

通讯作者:张磊(1952-),男 ,辽宁锦州人,教授 ,现主要从事遗传学

和植物细胞工程学研究。

基金项目:天津市科技攻关计划资助项目(05YFGZNC01200)。

收稿日期:2009-02-10

产生萌蘖 ,但发芽率不高 ,使得杜仲的供应十分困难 ,生

产中种苗的缺口很大。组织培养是解决种苗快繁的有

效方法之一。目前已有部分应用杜仲愈伤组织和植株

再生的研究的报道[ 5-9] 。试验利用杜仲的成熟胚为试材

对其萌发 、不定芽增殖和试管苗生根进行了探讨和试

验 ,旨在为杜仲的离体培养研究和种苗的快速繁殖提供

理论和技术支持。

1　材料与方法
1.1　试验材料

取当年生饱满杜仲种子为材料。

1.2　试验方法

1.2.1　外植体的灭菌和预培养　种胚灭菌采用A.带种

皮和 B.裸胚(剥去种皮)灭菌 2种方法。分别经 70%酒

精浸泡 30 s ,后用0.1%HgCl2 处理3 、4 、5 、6 min ,然后用

无菌水冲洗3 ～ 4次。培养基为无激素 MS 培养基。灭

菌后裸胚直接接种 ,带种皮种子在无菌条件下用解剖刀

剥去种皮后将胚接种于无激素 MS培养基中。
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1.2.2　成熟胚培养　将存活的胚接种于 6种培养基中 ,

培养 30 d 后统计胚生长情况。培养基为 MS+蔗糖

20%+琼脂 0.65%,附加激素为:①NAA 0.5 mg/L;②

NAA 0.5 mg/L+6-BA 0.5 mg/L;③NAA 0.5 mg/ L+

6-BA 1.0mg/L;④2 ,4-D 0.5 mg/L;⑤2 ,4-D 0.5 mg/L+

6-BA 0.5mg/L;⑥2 ,4-D 0.5 mg/ L+6-BA 1.0 mg/L。

1.2.3　不定芽分化增殖培养　幼胚萌发生长到 3 ～

5 cm 时 ,切成带一个腋芽的小茎段 ,接种在分化培养基

中 ,培养基为 MS+NAA 0.2 mg/L +蔗糖 20%+琼脂

0.65%,附加不同浓度的6-BA(0.5、1.0 、1.5 、2.0mg/L)。

1.2.4　生根培养　将诱导出的不定芽接种在生根培养

基中 ,培养基为1/2MS+蔗糖20%+琼脂 0.65%,分别

附加不同浓度的NAA和 IBA(0.5、1.0 、1.5 mg/L)。

2　结果与分析
2.1　灭菌方法及时间对胚存活的影响

种子灭菌后在无菌条件下剥去种皮接种 ,裸胚灭菌

后直接接入培养基。部分成熟胚在培养7 ～ 10 d后子叶

伸展变绿。灭菌效果及成活情况见表 1。

　　表 1 不同灭菌方法及时间处理对胚存活的影响

序号
处理

时间/ min

接种数

/个

子叶受损

数/个

污染数

/个

胚存活数

/个

子叶褐变

程度

A1 4 40 4 0 40 +

A2 6 40 6 0 40 +

A3 8 40 9 0 40 +

A4 10 40 7 0 40 +

B1 3 40 0 0 24 ++

B2 4 40 0 0 0 +++

B3 5 40 0 0 0 +++

B4 6 40 0 0 0 +++

　　由表 1可以看出 ,2种灭菌方法及各处理时间均可

达到较好的灭菌效果 ,污染率为0 ,虽然用解剖刀剥去种

皮时使部分子叶受损 ,但胚仍然可正常存活。方法 B裸

胚由于失去了种皮的保护 ,直接接触到HgCl2 ,只有处理

3 min时有 60%的裸胚存活并萌发 ,超过 3 min胚芽组

织易受毒害褐变死亡。而方法 A 经 HgCl2处理 4 ～

10 min后无菌条件下剥去种皮接种 ,胚萌发率可达到

100%。

　　表 2 杜仲胚萌发及生长情况

处理
激素浓度/mg·L-1

NAA 6-BA 2 ,4-D

接种数

/个

萌发率

/ %
生长状况

C1 0.5 0 0 30/16 53.3 弱 ,愈伤组织少

C2 0.5 1.0 0 30/25 83.3 健壮 ,愈伤组织少

C3 1.0 1.0 0 30/21 70.0 健壮 ,愈伤组织较多

C4 0 0 0.5 30/8 26.7 弱 ,愈伤组织多

C5 0 1.0 0.5 30/12 40.0 弱 ,愈伤组织多

C6 0 1.0 1.0 30/5 16.7 弱 ,愈伤组织多

2.2　外源激素对胚萌发及生长的影响

将成活的杜仲胚接种在6个处理的培养基中 ,萌发

及生长情况见表2。

　　成熟胚在培养7 ～ 10 d后子叶伸展变绿;培养 10 ～

30 d后 ,部分胚芽能延伸并张开萌发成苗;而部分胚未

长出真叶或已长出真叶 ,子叶膨胀增厚 ,逐渐产生半透

明 、浅黄色 、颗粒状的愈伤组织(图 1)。在 NAA 0.5

mg/L+6-BA 1.0 mg/ L时萌发率最高 ,芽生长健壮愈伤

组织较少 ,NAA 1.0 mg/ L时胚子叶及胚轴甚至整个胚

芽产生愈伤组织较多。在含有 2 ,4-D的培养基胚愈伤

化较明显 ,随着 2 ,4-D浓度的增加 ,萌发率呈下降趋势 ,

且萌发的胚长势畸形 ,甚至停止生长 ,出现愈伤化现象。

图 1　成熟胚的萌发培养

2.3　不同浓度激素对不定芽增殖的影响

胚萌发苗生长到3 ～ 4 cm时 ,将萌发苗剪成带腋芽

茎段接入增殖培养基中 ,定时观察不定芽分化情况 ,50 d

后统计试验结果(如表 3)。
　　表 3 不同浓度激素对不定芽增殖的影响

处理
激素浓度/mg·L-1

NAA 6-BA

接种数

/个

分化率

/ %

增殖率

/ %
芽生长状况

D1 0.2 0.5 30 63.3 2.20 芽少 ,较健壮

D2 0.2 1.0 30 86.6 3.83 芽较多 ,健壮

D3 0.2 1.5 30 90.0 4.20 芽多 ,较健壮

D4 0.2 2.0 30 73.3 2.73 芽少,细弱

　　一定浓度的 6-BA对杜仲不定芽的诱导有一定效

果 ,分化率随着浓度的增加而提高 ,在 6-BA 1.0 ～ 1.5

mg/L 时不定芽分化较多 ,且芽生长较健壮 ,其中处理

D3分化率最高 ,达 90.0%,浓度达 2.0 mg/L 时分化率

反而降低 ,且芽生长细弱。
2.4　外源激素对生不定根诱导的影响

不定芽长至 3 cm 时 ,将单芽剪下接入 6种生根培

养基中 ,培养20 ～ 30 d后各处理均有不定根长出 ,培养

60 d后统计生根情况 ,见表 4。

　　由表 4可以看出 ,试验中 NAA和 IBA 2种激素处

理杜仲试管苗生根率均随浓度的升高而增加 ,且同浓度

下 IBA处理诱导根的形成效果优于 NAA。其中 IBA

1.5 mg/L 对于不定根的诱导效果最好 , 生根率达

90.3%,且单株生根数较多 ,不定根生长粗壮。
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　　表 4 杜仲试管苗生根诱导情况

处理
激素种类和浓度/ mg·L-1

NAA IBA

接种芽数

/个

生根率

/ %
不定根生长情况

E1 0.5 0 30 46.7 根少 ,细弱

E2 1.0 0 30 73.3 根较多 ,较细弱

E3 1.5 0 30 86.7 根较多 ,较粗壮

E4 0 0.5 30 70 根较少 ,较粗壮

E5 0 1.0 30 83.3 根较多 ,生长粗壮

E6 0 1.5 30 90.3 数量多 ,生长粗壮

3　小结
该研究中利用杜仲成熟种子消毒后 ,剥离出胚进行

离体培养 ,可直接获得杜仲无菌株 ,消毒时间短 ,操作简

单 ,萌发率达到100%,无污染 ,可有效解决采用茎段 、叶

片等外植体接种污染率高 ,萌发率低的问题 ,是建立杜

仲无菌培养系的有效方法。通过对胚萌发生长过程中

激素的调节 ,可获得胚苗 、愈伤组织 2种无菌培养产物 ,

展现了杜仲成熟胚培养应用于生物技术领域的良好前

景。还进行了杜仲不定芽增殖和生根诱导的试验。结

果表明 ,一定浓度的 6-BA对杜仲不定芽的诱导有一定

效果 ,分化率随着浓度的增加而提高 , MS+NAA 0.2

mg/ L+6-BA 1.5 mg/L+蔗糖 20%培养基 ,最适于不定

芽的分化和增殖 ,分化率达 90%,分化的不定芽生长健

壮 ,叶色浓绿;而 6-BA达到 2.0 mg/L 时分化率反而有

所下降。1/2MS+IBA 1.5 mg/ L+蔗糖 20%对不定芽

生根的诱导效果最好 ,生根率达90.3%。
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Abstract:The mature embryo of Cortex Eucommia as the explant to study the culture methods , reaction and affecting fac-

tors.The results were as follow:The best t reatment time of the seeds was 70%alcohol 30 s and 0.1%corrosive subli-

mate 4 min , could reduce the contamination rate , the survival rate was 100%.Through control the consistence of NAA ,

6-BA and 2 ,4-D could obtain asepsis plantlings and callus.And the optimal medium for multiplication w as MS+NAA

0.2 mg/L+6-BA 1.5 mg/ L , the differentiation rate was 90%.Rooting was induced on 1/2MS+IBA 1.5 mg/L ,which

rooting rate reached 90.3%.

Keywords:Cortex eucommia;Mature embryo;In vitro culture;Culture medium.
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