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　　摘　要：以圆叶椒草茎段为试材，采用植物组织培养方法，研究了６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＩＢＡ对圆叶椒
草的愈伤组织诱导、不定芽分化以及试管苗生根培养的影响，以期筛选出愈伤组织和芽分化以及
生根诱导的最佳培养基。结果表明：愈伤组织诱导、愈伤组织和不定芽分化最理想的培养基为
ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ；试管苗生根培养最佳培养基为１／２ＭＳ＋ＮＡＡ　０．５
ｍｇ／Ｌ＋０．５％活性炭。
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　　圆叶椒草为胡椒科椒草属常绿多年生观叶性小型
草本植物，别名碧玉，原产于委内瑞拉。药用可祛风除
湿，止咳祛痰，用于风湿筋骨疼痛，哮喘；外用治跌打损
伤、骨折等。由于四季常青，有助于净化室内空气，同
时其浓绿的叶色对缓解眼疲劳具有一定功效，因而备
受人们喜爱。常规条件下，圆叶椒草属主要以扦插繁
殖为主，繁殖花叶品种时宜采用分株繁殖，但在大量扩
繁时，采用组织培养方法可以克服扦插繁殖周期长、繁
殖率低的不足。目前胡椒科椒草属荷叶椒草组培有过
报道［１］，但圆叶椒草组培尚未见报道。该试验对圆叶
椒草属诱导形成愈伤组织的快繁体系进行研究，以满
足生产之需［２］。

１　材料与方法
１．１　试验材料
圆叶椒草购于花鸟鱼市场，选取生长健壮的植株

作为试验材料。
１．２　试验方法
１．２．１　无菌外植体材料的获得　选取生长健壮的圆
叶椒草的茎段，自来水冲洗３０ｍｉｎ，阴干，在超净台上，
用７５％酒精浸泡３０ｓ，无菌水冲洗，用０．１％ 升汞浸没
材料，消毒６ｍｉｎ，无菌水冲洗，用灭菌吸水纸吸干材料
表面的水分，切成０．５～１．０ｃｍ小段，作为外植体［３］。
１．２．２　愈伤组织及芽的诱导　以 ＭＳ为基本培养基，
附加蔗糖３０ｇ／Ｌ、琼脂粉７ｇ／Ｌ、６－ＢＡ、ＫＴ及 ＮＡＡ、
ＩＢＡ，ｐＨ调至５．８［４－５］　。将外植体接种于１～１０号培
养基中，置于培养温度在（２５±１）℃，光照强度为３０～

４０μｍｏｌ·ｍ
－２·ｓ－１的培养室培养。待芽长至０．５～

１．０ｃｍ，从基部切下，进行继代培养。
１．２．３　生根培养　取健壮试管苗，以１／２ＭＳ为基本
培养基，附加蔗糖３０ｇ／Ｌ，琼脂粉７ｇ／Ｌ，加少量活性炭
和ＮＡＡ［６］，ｐＨ调至５．８，培养条件同上。
１．２．４　练苗移栽　当根数达３～５根，健壮时，打开瓶
口练苗２～３ｄ，之后取小苗，洗去琼脂，移栽到富含腐
殖质土质的花盆中［７］，保温保湿，避光直射。

２　结果与分析
２．１　不同激素对愈伤组织和分化芽的诱导

１～１０号培养基中的诱导愈伤组织形成与分化出
芽率见表１。方差分析采用ＤＰＳ　Ｖ３．０１专业版软件，
结果见表２；多重比较分析采用ＬＳＤ法，结果见表３。
由表２可知，处理间差异显著，即不同浓度激素对

愈伤及芽的诱导效果有很大差异。当６－ＢＡ的浓度为
１．０ｍｇ／Ｌ时，１号培养基中培养的外植体形成愈伤组
织的效果最好。培养２０ｄ，外植体膨大开始形成愈伤
（图１），１６ｄ分化形成绿色芽点并形成芽（图２Ａ），
２０ｄ后生成芽丛（图２Ｂ）；２号培养基绝大多数形成愈
伤组织但没有出芽，３、４、５号培养基中外植体愈伤组
织形成较少且出芽率很低；当６－ＢＡ的浓度为１．５ｍｇ／
Ｌ时，７号培养基中的外植体全部形成愈伤并且出芽，
８、９号形成愈伤的外植体数较多但出芽较少，１０号愈
伤形成较少且没有出芽，６号形成愈伤及出芽率最低。
另外，由表３可知，１号与７号的诱导效果没有显著差
别，说明１号和７号都是最适浓度培养基。此外，该试
验还用ＫＴ与２种生长素的相同浓度组合做了比较，
效果均不太理想。
试验结果表明，６－ＢＡ和 ＮＡＡ组合的培养基比

６－ＢＡ和ＩＢＡ的组合更适合愈伤及芽的诱导，其中１号
６－ＢＡ　１．０ ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．１ ｍｇ／Ｌ 和 ７ 号 ６－ＢＡ
１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ的培养基效果最好。但从经
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　　表１ 不同浓度配比的激素对愈伤组织及芽的诱导效果比较

培养

基号

激素

／ｍｇ·Ｌ－１
接种外植

体的总数／个
愈伤或分化出芽

的外植体总数／个
愈伤或分化

出芽率／％
１　 ６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　０．１　 ４０　 ３７（愈伤且出芽） ９２．５
２　 ６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　０．２　 ４０　 ３３（愈伤） ８２．５
３　 ６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　０．５　 ４０　 １９（愈伤） ４７．５
４　 ６－ＢＡ　１．０＋ＩＢＡ　０．２　 ４０　 ２１（愈伤） ５２．５
５　 ６－ＢＡ　１．０＋ＩＢＡ　０．５　 ４０　 １８（愈伤） ４５
６　 ６－ＢＡ　１．５＋ＮＡＡ　０．１　 ４０　 １５（愈伤） ３７．５
７　 ６－ＢＡ　１．５＋ＮＡＡ　０．２　 ４０　 ４０（愈伤且出芽） １００
８　 ６－ＢＡ　１．５＋ＮＡＡ　０．５　 ４０　 ３１（愈伤） ７７．５
９　 ６－ＢＡ　１．５＋ＩＢＡ　０．２　 ４０　 ３０（愈伤） ７５
１０　 ６－ＢＡ　１．５＋ＩＢＡ　０．５　 ４０　 ２０（愈伤） ５０

注：培养天数为２５ｄ；光照为１２ｈ／ｄ；培养温度为（２５±１）℃。表４同。

　　表２ 不同培养基对愈伤组织及

芽的诱导效果方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著水平

区组间 １．４４　 ９　 ０．１６　 ０．６３７　 ０．７６２６
处理间 ７４．６４　 ９　 ８．２９３３　 ３２．９９４　 ０．００００
误　差 ２０．３６　 ８１　 ０．２５１４
总变异 ９６．４４　 ９９

济利益的角度考虑，如果大批量生产，则１号要优于
７号。
２．２　ＮＡＡ对根诱导的影响
移苗至生根培养基中培养２０ｄ后，不同浓度的

ＮＡＡ对根的诱导情况见表４。结果表明，添加活性炭
的培养基生根情况要明显好于不添加活性炭的培养

基，其中２号培养基中小苗生根情况最佳，５ｄ后根长

　　表３ 不同培养基间多重比较分析
处理 均值 ５％显著水平 １％极显著水平

７　 ４．００ ａ Ａ
１　 ３．９０ ａ Ａ
２　 ３．３０ ｂ Ｂ
８　 ３．１０ ｂ Ｂ
９　 ３．００ ｂ Ｂ
４　 ２．１０ ｃ Ｃ
１０　 ２．００ ｃ ＣＤ
３　 １．９０ ｃｄ　 ＣＤ
５　 １．８０ ｃｄ　 ＣＤ
６　 １．５０ ｄ Ｄ

可达到１ｃｍ（图３）。１、３、４号培养基的苗生根率均不
足２０％。结果表明，生根培养时以１／２ＭＳ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ＋活性炭０．５％为诱导激素效果最佳。

　　表４ 　不同浓度的生长素对根的诱导效果比较
培养

基号

激素

／ｍｇ·Ｌ－１
无根苗数

（无活性炭）／个
生根数

（无活性炭）／个
无根苗数

（加０．５％活性炭）／个
生根数

（加０．５％活性炭）／个

１ ＮＡＡ　０．２　 ２０　 ２　 ２０　 ４
２ ＮＡＡ　０．５　 ２０　 １６　 ２０　 ２０
３ ＮＡＡ　１．０　 ２０　 ３　 ２０　 ５
４ ＮＡＡ　１．５　 ２０　 ２　 ２０　 ５

　 图１　愈伤组织 　　　　　　　　　　图２　愈伤组织形成丛芽　　　　　　　　　图３　２周后的生根情况

３　结论
该试验结果表明，在不同激素不同浓度的配比下，

以ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ为培养基进
行愈伤组织及芽诱导时效果最佳，生根诱导时以
１／２ＭＳ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋０．５％活性炭为培养基进行
培养效果最佳。
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　　摘　要：以红葡萄品种“赤霞珠”、“品丽珠”、“黑比诺”和白葡萄品种“雷司令”为试材，采用改
良ＣＴＡＢ法提取葡萄叶片组织中的ＤＮＡ，并扩增得到４个酿酒葡萄品种的白藜芦醇合酶基因部
分片段。结果表明：红葡萄品种“赤霞珠”、“品丽珠”、“黑比诺”的扩增产物均为１　４１９ｂｐ，白葡萄
品种“雷司令”扩增产物为１　４１７ｂｐ。通过序列多重比较分析，所得到的４个白藜芦醇基因片段与
Ｇｅｎｂａｎｋ中河岸葡萄（ＡＦ１２８８６１）的该基因序列同源性较高（９０％以上），外显子区同源性高于内
含子；红色葡萄姊妹品种之间、红色葡萄不同品种之间、红色葡萄与白色葡萄品种之间的序列同
源性依次递减。
关键词：酿酒葡萄；白藜芦醇；合酶基因；克隆；序列分析
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　　白藜芦醇（Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ　３，４’，５－ｔｒｉｈｙｄｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ，
简称Ｒｅｓ）是一种只在生理条件下存在的芪二酚化合
物（１，２－二苯乙烯，Ｓｔｉｌｂｅｎｅ），是植物为抵抗外界刺激而
分泌的一种植物抗毒素［１］。它是在白藜芦醇合酶的催
化作用下，以１分子４－香豆酰辅酶Ａ和３分子丙二酰
辅酶Ａ为底物合成的［１］，１９４０年首次从毛叶藜芦的根
部获得［２］。它具有许多医疗保健作用，如抗氧化、抗肿

瘤、抗血小板凝聚、抗细菌和真菌、防止人体低密度脂
蛋白氧化等［１，３］，因此，Ｒｅｓ已成为科学家们高度重视
的天 然 活 性 成 分。研 究 表 明，白 藜 芦 醇 合 酶
（Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ　ｓｙｎｔｈａｓｅ，简称ＲＳ）是白藜芦醇合成途径
中的关键酶，且是白藜芦醇生物合成中唯一必需的酶，
它只存在于有白藜芦醇合成的植物中，大多数作物都
缺乏白藜芦醇合酶基因［４］。不同植物或同种植物不同
组织部位中白藜芦醇含量又有明显差异［５－６］。因此，对
ＲＳ基因序列的深入研究有助于构建表达载体，培育转
基因植物、微生物，为提高植物的抗性和人类的健康水
平提供有效的途径［７－８］。该研究利用改良ＣＴＡＢ法提
取葡萄叶片组织中的 ＤＮＡ，根据文献［２］的序列
（Ｇｅｎｂａｎｋ登录号ＡＦ１２８８６１）设计引物，并采用简单易
行的ＰＣＲ方法扩增得到４个酿酒葡萄品种的白藜芦
醇合酶基因的部分片段序列，利用相关软件进行了不
同酿酒葡萄品种白藜芦醇合酶基因序列的分析
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