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　　摘　要：以五味子叶片和茎段作为外植体进行愈伤组织的诱导，对愈伤组织诱导的影响因
素、愈伤组织发育特征以及愈伤组织形成过程中五味子醇甲的积累情况进行研究。结果表明：Ｂ５
培养基比ＭＳ培养基更利于愈伤组织的诱导。根据愈伤组织的发育状态特征可以将其分为４类，
其中颜色微黄、质地疏松的Ｃ类愈伤组织中所积累的五味子醇甲含量最高。添加１．０ｍｇ／Ｌ　ＢＡ、

０．２ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ和０．１ｍｇ／Ｌ　ＫＴ的Ｂ５培养基上较易诱导出Ｃ类愈伤组织，其五味子醇甲含量最
高达到４．２８ｍｇ／ｇ　ＦＷ。该研究的初步结果对通过愈伤组织悬浮培养生产五味子素的进一步研
究奠定了重要基础。
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　　五味子（Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａｅ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）是我国重要的珍贵
药材，其果皮及成熟种皮富含木脂素，包括五味子醇
甲、五味子醇乙、五味子酯甲和五味子酯乙等，其中五
味子甲素对心血管系统、中枢神经系统、消化系统、
呼吸系统的疾病治疗均有良好的效果［１］。药理试验表

明，五味子能够调节中枢神经系统的兴奋和抑制过程，
能够促进肌体代谢、调节胃液和胆液分泌，对肝炎恢复
期患者转氨酶的降低有着明显的功效。五味子作为中
成药工业的原料，具有重要的经济价值［２－３］。近十年
来，对五味子的不合理开发使得野生五味子遭到了严
重破坏，其产量和质量逐年下降；加之林业资源的开
发、毁林开荒等因素，野生五味子的生境遭到了严重的
破坏，资源日益枯竭。野生五味子资源的日渐匮乏及
其生态系统的破坏，不仅使其经济利用遭到严重阻碍，
而且引发了一系列的环境问题。由此，合理、
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刺８０～１００个孔，深１．５ｃｍ。

４　菌袋越夏
越夏宜选用通风、凉爽的场所，高海拔地区在阴坡

的室内或室外荫棚中越夏，低海拔地区可在窑洞、果
库，或在河滩林下越夏，越夏期间要及时作好降温工
作，同时要严防菌袋失水过干。室外越夏的应采用２
层或３层荫棚，四周遮阳，遮阳网密度应在８０％以上，
菌袋在棚上架中相距１０ｃｍ排放。窑洞、果库越夏的
菌袋不能放置过深，一般应在１８ｍ以内，菌袋“井”字
形堆放，高不超过３～４层，层间用玉米秆相隔，以利通
风散热，不得起大堆，越夏期间不宜翻动菌袋。

５　出菇管理
进入１０月份，香菇菌袋就可进棚催蕾。催蕾前要

浸水，使菌袋含水量达到５５％～６０％。催蕾一般在菇
棚内进行，菇棚结构为长８ｍ，宽２．５ｍ，高２．２ｍ，中间
走道宽７０ｃｍ，两侧层架宽９０ｃｍ，每架５层，层间距
３０ｃｍ，建棚同时砌好回龙式增温火道。出菇后及时割
膜、控温保湿、拉大温差，进行出菇管理。根据当地条
件，一般１０月１日前后进棚出菇，１０月５～２０日出第

１茬菇，１１月１０日至１２月１日前后出第２茬菇，翌年
２月１５日至３月５日出第３茬菇，３月１０日至４月１
日出第４茬菇。香菇长至八成熟采收，及时鲜销或机
械烘干。如因进棚较晚，１１月份之前仅出１茬菇，需
１２月份继续出菇的，应人工增温，并按三阶育花法培
育花菇，用暗火增温方法，严格控制菇棚小气候，采取
增光、加温、排湿和拉大温差等措施，培育优质花菇。
此时气温低，菇棚无需遮阳，进行全光育花。
每茬菇采收后，先养菌后浸水催菇，为提高菌袋质

量及产菇量，宜降低养菌温度，适当延长养菌时间。养
菌温度１８～２２℃，暗光通风，时间１２～１５ｄ，至菌脚穴
位发出的菌丝略见倒伏时为妥，然后浸水催蕾，进行第
２茬菇管理。

６　废料利用
栽培香菇的废料晒干后可作为生产平菇、杏鲍菇

的原料，栽培平菇的配方为香菇废料８０％，麸皮１５％，
石膏２％，石灰３％，生物学转化率可达１００％左右，栽
培成本低，投入产出比可达１∶９。栽培杏鲍菇的配方为
香菇废料５８％，玉米芯２０％，麸皮１８％，石膏２％，石灰
２％，生物学转化率可达５５％左右，投入产出比１∶２．６。
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五味子资源又能够确保其野生生境免遭生态破坏，成
了亟待解决的问题。加强早期基础研究，积极探索五
味子资源的合理利用途径，对保护五味子野生资源及
其药用价值的持续开发十分必要。该试验对五味子愈
伤组织诱导的影响因素、愈伤组织发育特征以及愈伤
组织五味子醇甲积累之间的关系进行了研究，为植物
次生代谢细胞工程开发五味子药用资源奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
五味子（Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａｅ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）果实采自黑龙江省

尚志市，干燥后保存。

１．２　试验方法
将果实浸泡７２ｈ使果肉软化，去掉果肉取种子，

流水洗净后，用１０％Ｈ２Ｏ２灭菌１０ｍｉｎ，于超净台上以
无菌水冲洗３～５次至净、备用。将种子以纵切，小心
取下种胚，接种在不添加植物生长调节剂的 ＭＳ培养
基上。２周后，将无菌苗茎段和叶片作为外植体进行
愈伤组织诱导。愈伤组织诱导培养基，以 ＭＳ、Ｂ５为基
本培养基，添加激素为 ＢＡ（０．１、１．０ｍｇ／Ｌ）、ＮＡＡ
（０．１、０．２ｍｇ／Ｌ）和ＫＴ（０．１、０．２ｍｇ／Ｌ）的不同组合，

ｐＨ　５．８，琼脂浓度为６．５ｇ／Ｌ。培养温度为２５℃，光照
强度为３　０００ｌｘ。当外植体在培养基中诱导３０ｄ后，
将诱导出的愈伤组织剥离下来测定五味子醇甲含量。

１．３　测定方法
五味子醇甲采用甲醇梯度萃取及回流法进行分

离。采用紫外分光光度［４］对不同来源的愈伤组织内五
味子醇甲的积累情况进行测定分析。

２　结果与分析
２．１　愈伤组织形成及发育形态特征
当外植体接种在诱导培养基上１周后，可见一些

外植体在切口处膨大，开始形成愈伤组织。所有培养
基上均有愈伤组织产生，但是不同的培养基和不同的
激素组合所产生的诱导效果差异显著（Ｐ＜０．０５）。由
表１可以看出，Ｂ５培养基的诱导效果明显优于 ＭＳ培
养基。不同激素组合对形成的愈伤组织生长的影响和
外植体来源密切相关，茎段的愈伤组织增生能力比叶
片要强。在Ｂ５＋１．０ｍｇ／Ｌ　ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ＋０．１
ｍｇ／Ｌ　ＫＴ的培养基上，愈伤组织诱导率达到８０．６％，
其平均干重也达到３．８ｇ／ｃｍ３。

　　表１ 不同培养基上不同来源外植体的愈伤组织诱导情况

培养基种类 激素 茎段 叶片

６－ＢＡ　 ＮＡＡ　 ＫＴ 愈伤组织诱导率／％ 愈伤组织平均干重／ｇ·ｃｍ－３ 愈伤组织诱导率／％ 愈伤组织平均干重／ｇ·ｃｍ－３

ＭＳ　 ０．１　 ０．１　 ０．１　 １２．８±０．１　 ０．３±０．１　 １０．０±０．８　 ０．５±０．１
０．１　 ０．１　 ０．２　 １３．６±０．２　 ０．５±０．１　 １６．７±０．９　 ０．６±０．１
０．１　 ０．２　 ０．１　 ２２．３±０．１　 ０．２±０．１　 １７．８±０．２　 ０．６±０．２
０．１　 ０．２　 ０．２　 ２５．３±０．３　 ０．３±０．１　 １８．８±０．６　 ０．８±０．３
１．０　 ０．１　 ０．１　 ３３．３±０．３　 ０．８±０．２　 ２６．３±０．８　 ０．９±０．２
１．０　 ０．１　 ０．２　 ２８．３±０．３　 １．２±０．２　 ２３．３±０．２　 １．２±０．３
１．０　 ０．２　 ０．１　 ２２．８±０．２　 ０．９±０．２　 １８．８±０．３　 １．２±０．３
１．０　 ０．２　 ０．２　 １８．３±０．３　 ０．６±０．１　 １６．８±０．３　 １．３±０．３

Ｂ５ ０．１　 ０．１　 ０．１　 ６．６±０．３　 ０．３±０．１　 ３．６±０．２　 ０．２±０．１
０．１　 ０．１　 ０．２　 ８．６±０．５　 ０．３±０．１　 ５．８±０．１　 ０．３±０．１
０．１　 ０．２　 ０．１　 １８．１±０．３　 ０．３±０．１　 ６．８±０．１　 ０．５±０．１
０．１　 ０．２　 ０．２　 ２３．５±０．６　 ０．６±０．１　 ８．８±０．２　 ０．８±０．１
１．０　 ０．１　 ０．１　 ３３．５±０．９　 ０．６±０．１　 １０．０±０．８　 ０．８±０．１
１．０　 ０．１　 ０．２　 ３６．８±１．２　 ２．６±０．３　 １２．３±０．９　 ０．８±０．１
１．０　 ０．２　 ０．１　 ８０．６±１．８　 ３．８±０．２　 １８．３±０．２　 １．５±０．１
１．０　 ０．２　 ０．２　 ５８．８±１．２　 ２．３±０．１　 １６．３±０．１　 １．２±０．１

　　在表１培养基中，子叶和下胚轴产生的愈伤组织
发育形态各异，主要可分为４种类型（表２），其发育特
征的差异不仅取决于培养基，也取决于外植体类型。

　　表２　 根据发育状态对五味子

愈伤组织进行分类情况

愈伤组织类型 发育状态 愈伤组织来源

Ａ 淡黄、疏松、水渍状 ＭＳ培养基上的叶片

Ｂ 白色、毛状、疏松 ＭＳ培养基上的茎段

Ｃ 黄色、疏松、颗粒状 Ｂ５培养基上的茎段

Ｄ 褐色、致密、颗粒状 Ｂ５培养基上的叶片

２．２　愈伤组织五味子醇甲含量分析
从图１可看出，不同基本培养基中诱导出的愈伤

组织积累五味子醇甲的能力差异显著。ＭＳ和Ｂ５培养
基上均以茎段外植体产生的愈伤组织五味子醇甲含量

较高，而Ｂ５培养基上茎段外植体诱导的愈伤组织五味
子醇甲含量最高。
从图２可看出，不同形态发育特征的愈伤组织积

累五味子醇甲的能力各不相同，黄色、疏松、颗粒状的
Ｃ型愈伤组织中，五味子醇甲含量显著高于其它类型
的愈伤组织。
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图１　不同培养基对五味子醇甲含量的影响

图２　不同类型愈伤组织内五味子醇甲积累情况

３　讨论与结论
愈伤组织诱导频率和形成的愈伤组织发育状态随

着培养基及激素组合的不同而不同，并且与外植体的
类型紧密相关，这是植物愈伤组织诱导中存在的普遍
现象［５］。五味子愈伤组织中五味子醇甲的积累受诱导
培养基种类与激素组合以及外植体来源的影响。不同
的激素浓度组合可以调节细胞的次生代谢而影响目的

组分的合成。一般情况下低浓度生长素有利于次生物
质的合成，高浓度生长素抑制次生代谢［６］。在五味子
愈伤组织形成过程中，较高浓度的ＢＡ和较低浓度的
ＮＡＡ以及低浓度ＫＴ的配合使用起到了很好的诱导
效果，这与前人的研究结果有着一定的相似性。
在五味子的４种类型的愈伤组织中，因发育状态

的不同而具有不同的五味子醇甲合成能力，表明植物
细胞次生物质合成受到细胞分化程度不同的调节。不
同培养条件下，由于细胞分化水平的不同而表现出不
同的发育特征必然与不同分化程度的细胞内代谢差异

相关，有可能涉及到次生代谢途径，改变次生物质的合
成。五味子不同状态愈伤组织积累五味子醇甲数量的
不同，可能与愈伤组织细胞发育阶段不同而产生的代
谢差异有关。
该研究结果初步证明，选择五味子无菌苗的茎段

作为外植体，在配合使用ＢＡ、ＮＡＡ和ＫＴ的Ｂ５培养基
上进行培养，能够产生黄色、疏松颗粒状的愈伤组织，
为开展后续的细胞液体悬浮培养大规模诱导五味子醇

甲的研究提供了必要条件。
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