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　 　 摘要　 目的：以我国濒危药用植物桃儿七 Ｓｉｎｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍ ｈｅｘａｎｄｒｕｍ（Ｒｏｙｌｅ）Ｙｉｎｇ 的种子为外植体，建立桃儿七

种子离体培养快速繁殖体系。 方法：选取野生桃儿七植株种子为材料，采用不同浸种时间、化学试剂、培养基类型

处理对桃儿七种子（整粒、切种、种胚）离体培养萌发再生进行研究。 结果：桃儿七种子浸泡 ４８ ｈ 后，以种胚形式接

种至 １ ／ ４ＭＳ 培养基中，种子萌发率最高，达 ９７􀆰 ７３％；同时，化学试剂 Ｎａ２ＣＯ３（０􀆰 ３％）、ＮａＨＣＯ３（３􀆰 ０％）和 ＮａＣｌＯ
（２􀆰 ０％）处理均可显著促进桃儿七种胚的萌发，其萌发率分别为 ９５􀆰 ３４％、９５􀆰 ６８％、９６􀆰 １５％；整粒种子在不同类型培

养基中萌发率为 ０；种子切种后在 ＷＰＭ 培养基上萌发率最高，达 ６８􀆰 ００％。 结论：桃儿七种子离体培养最佳外植体

为种胚，在 １ ／ ４ＭＳ 培养基中培养，可获得较高的萌发率。
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　 　 小檗科桃儿七属多年生草本植物桃儿七 Ｓｉｎｏｐ⁃
ｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍ ｈｅｘａｎｄｒｕｍ（Ｒｏｙｌｅ） Ｙｉｎｇ，又名鬼臼、小叶

莲，藏名奥莫色，生长于海拔 ２ ０００ ～ ４ ５００ ｍ 冷凉、
湿润的生态环境〔１，２〕，为我国珍稀濒危植物，被列入

《中国珍稀濒危植物名录》，为三级保护植物〔３〕，分
布于我国横断山脉两侧的中高山及青藏高原地带。
全株均可入药，具有祛风湿、活血化瘀、化痰止咳、解
毒等功效。 其木脂素类化合物主要包括鬼臼毒素和

４′⁃去甲基鬼臼毒素等，具有高效抗肿瘤活性，是获

得抗癌药物的重要原料植物〔４〕。
关于桃儿七组织培养和细胞工程方面的研究有

诸多报道，但直接采用桃儿七野生植株为外植体进

行离体培养，诱导率低，且容易发生褐化，故采用桃

儿七种子为外植体进行离体培养获得组培苗已成为

国内外研究学者对桃儿七药材进行扩大生产研究的

理想原材料〔５⁃７〕。 桃儿七种子休眠期长，生长发育缓

慢，萌发参差不齐，萌发周期长〔８，９〕。 桃儿七种子在

离体培养条件下的萌发状况是影响其快速繁殖的关

键因素。 目前对桃儿七种子在离体培养下萌发促进

相关因素方面的研究较少，本试验以当前国内外学

者对桃儿七种子休眠机制方面的研究结果为指导，
采用桃儿七野生种子为材料，在离体培养条件下通

过研究不同的接种方式、培养基类型和化学试剂对

桃儿七种子萌发的影响，来优化桃儿七种子萌发的

离体培养条件，旨在寻找桃儿七种子离体培养的适

宜条件，为珍稀濒危藏药桃儿七的繁殖提供可靠的

试验方法，也为桃儿七药材种苗繁育和规范化、标准

化人工种植奠定技术支撑。
１　 材料

于 ２０１３ 年秋季在四川省若尔盖县采集自然生

长的野生桃儿七成熟果实，置于阴凉通风处，阴干后

从果实中剥离出种子，于 ４ ℃条件下低温保存备用。
２　 方法

２􀆰 １　 培养基种类 　 所用培养基包括：ＭＳ，３ ／ ４ＭＳ
（ＭＳ 大量元素无机盐浓度为 ３ ／ ４），２ ／ ４ＭＳ（ＭＳ 大量

元素无机盐浓度为 ２ ／ ４），１ ／ ４ＭＳ（ＭＳ 大量元素无机

盐浓度为 １ ／ ４），ＹＧ（ＭＳ 大量元素和微量元素均减

半），ＨＧ（２ ／ ４ＭＳ＋０􀆰 １％活性炭），Ｂ５ 和 ＷＰＭ 培养

基，其中，ＭＳ、Ｂ５ 和 ＷＰＭ 培养基均为组织培养中常

用的基础培养基，其余培养基均是在 ＭＳ 培养基的

基础上改良获得的培养基。 蔗糖含量均为 ３０ｇ ／ Ｌ，
琼脂含量为 ６ｇ ／ Ｌ，ｐＨ 为 ５􀆰 ８（灭菌前）。
２􀆰 ２　 培养条件　 第Ⅰ阶段为：光照 １４ ｈ，光照强度

为 ７ ２００ ｌｘ，温度为 ２５ ℃左右；第Ⅱ阶段为：黑暗 １０
ｈ，温度为 １５ ℃左右。
２􀆰 ３　 灭菌及接种方法 　 选取颗粒饱满的种子，揉
搓冲洗干净，用无菌水冲洗三遍，置于无菌瓶中用无

菌水浸泡 ４８ ｈ（每隔 １２ ｈ 换水一次，下同）。 之后置

于超净工作台中用 ７５％酒精浸泡 １ ｍｉｎ，无菌水冲

洗两遍，再用 ０􀆰 １％升汞溶液浸泡 １２ ｍｉｎ，无菌水冲

洗 ５～６ 遍。 将灭菌后的种子转至无菌培养皿中，沿
种脊方向对种子进行纵切即可获得带胚的半粒种子

（切种）和剖离胚（种胚）。 将整粒种子、切种和种胚

分别接种在多种类型培养基中，在生化培养箱中进
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行培养。 每个处理至少接种 ８ 个三角瓶（每瓶含 ６
粒种子），所有试验均至少重复一次，每 ３０ ｄ 左右转

接一次。
２􀆰 ４　 不同浸泡时间处理桃儿七种子　 将清洗干净

的种子在常温条件下分别用无菌水浸泡 ２４、３６、４８、
５２、６０、７２ ｈ，然后在无菌条件下取胚接种至 ２ ／ ４ＭＳ
培养基中进行培养。
２􀆰 ５　 不同化学试剂处理桃儿七种子　 采用单因素

处理方法研究不同化学试剂（Ｎａ２ＣＯ３、ＮａＨＣＯ３、Ｎａ⁃
ＣｌＯ 和 ＧＡ３）对桃儿七种胚萌发的影响。 将冲洗干

净的种子用无菌水浸泡 ２４ ｈ 后，分别采用 Ｎａ２ＣＯ３

（０􀆰 １％、０􀆰 ２％、０􀆰 ３％、０􀆰 ４％、０􀆰 ５％、１􀆰 ０％），ＮａＨＣＯ３

（０􀆰 ５％、１􀆰 ０％、２􀆰 ０％、３􀆰 ０％、５􀆰 ０％），ＮａＣｌＯ（２􀆰 ０％、
４􀆰 ０％、６􀆰 ０％）浸泡处理 ２４ ｈ，然后在无菌条件下取

胚接种至 ２ ／ ４ＭＳ 培养基中进行培养。
ＧＡ３ 处理则是直接采用相应浓度的 ＧＡ３ 溶液

（０、５０、８０、１００、２００、３００、５００、７００、１ ０００ ｍｇ ／ Ｌ）浸泡

４８ ｈ 后在无菌条件下接种至 ２ ／ ４ＭＳ 培养基中进行

培养。
２􀆰 ６　 测定指标 　 每隔 １０ ｄ 统计 １ 次种子的萌发

数、褐化数。 萌发以组培苗形成根、茎、叶三种器官

中的至少两种为标准，褐化以株苗或胚褐化至完全

黑色且无生命迹象为标准，实际统计时去除污染的

种子数目。 ６０ ｄ 后计算萌发率和褐化率。
２􀆰 ７　 数据分析 　 运用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 和 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 对

试验数据进行处理和统计分析。
３　 结果与分析

３􀆰 １　 水浸泡时间对桃儿七种胚萌发的影响　 从图

１ 可知，种胚萌发率随着水浸泡时间表现为先增大

后减小的趋势。 各处理萌发率大小呈现为：４８ ｈ＞６０
ｈ＞３６ ｈ 和 ２４ ｈ＞７２ ｈ。 各组之间萌发率差异性显

著。 当水浸泡时间为 ４８ ｈ 时种胚萌发率最高，达
９１􀆰 ９１％。 结合吸水曲线可以看出，当水浸泡时间为

４８ｈ 左右时，种子的吸水量达到最大值，表明种子充

分吸水有利于种子的萌发，吸水不足或吸水过量都

不适宜种子的萌发。

图 １　 水浸泡时间对桃儿七种胚萌发的影响

注：不同小写字母表示 Ｐ＜０􀆰 ０５ 显著差异

３􀆰 ２　 化学试剂处理对桃儿七种胚萌发的影响

３􀆰 ２􀆰 １　 Ｎａ２ＣＯ３ 和 ＮａＨＣＯ３ 处理对桃儿七种胚萌发

的影响：不同浓度的 Ｎａ２ＣＯ３ 化学试剂对桃儿七种

胚萌发的影响见图 ２，从图 ２ 可见，当 Ｎａ２ＣＯ３ 浓度

为 ０􀆰 ３％ 时， 种 胚 萌 发 率 最 高， 达 ９５􀆰 ３４％。 当

Ｎａ２ＣＯ３ 浓度大于 ０􀆰 ３％时，随着浓度的增加，其萌发

率反而降低；当 Ｎａ２ＣＯ３ 浓度小于 ０􀆰 ３％时，随着浓

度的增加，其萌发率也随之降低；Ｎａ２ＣＯ３ 浓度为

０􀆰 ３％和 ０􀆰 ５％时，桃儿七种胚芽萌发率显著高于其

他浓度处理和对照。

图 ２　 Ｎａ２ＣＯ３ 对种胚萌发的影响

注：不同小写字母表示 Ｐ＜０􀆰 ０５ 显著差异

图 ３　 ＮａＨＣＯ３ 对种胚萌发的影响

注：不同小写字母表示 Ｐ＜０􀆰 ０５ 显著差异

　 　 不同浓度的 ＮａＨＣＯ３ 化学试剂对桃儿七种胚萌

发的影响见图 ３，从图 ３ 可见，ＮａＨＣＯ３ 浓度为 ３􀆰 ０％
时，桃儿七种胚萌发率最高，达 ９５􀆰 ６８％，显著高于

除浓度 ５􀆰 ０％外的其他浓度处理和对照。
３􀆰 ２􀆰 ２　 ＮａＣｌＯ 处理对桃儿七种胚萌发的影响：不
同浓度的 ＮａＣｌＯ 化学试剂对桃儿七种胚萌发的影

响见图 ４，从图 ４ 可见，当 ＮａＣｌＯ 浓度为 ２􀆰 ０％时，种
胚萌发率最高，达 ９６􀆰 １５％，显著高于 ６􀆰 ０％浓度和

对照。
３􀆰 ２􀆰 ３　 ＧＡ３ 处理对桃儿七种胚萌发的影响：不同

浓度的 ＧＡ３ 化学试剂对桃儿七种胚萌发的影响见

图 ５，从图 ５ 可见，随着 ＧＡ３ 浓度的增加，种胚萌发

率并未表现出一定的规律性，且在此试验结果中

ＧＡ３ 对种胚萌发并未表现出促进作用。
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图 ４　 ＮａＣｌＯ 对桃儿七种胚萌发的影响

注：不同小写字母表示 Ｐ＜０􀆰 ０５ 显著差异

图 ５　 ＧＡ３ 对桃儿七种胚萌发的影响

注：不同小写字母表示 Ｐ＜０􀆰 ０５ 显著差异

３􀆰 ３　 不同接种方式和培养基类型对桃儿七种子

（切种、种胚）萌发的影响　 桃儿七的整粒种子接种

至 ６ 种不同类型培养基（ＭＳ、２ ／ ４ＭＳ、ＹＧ、ＨＧ、Ｂ５ 和

ＷＰＭ）中，６０ ｄ 内萌发率为 ０，种子切种和种胚在不

同类型培养基上萌发和生长状况分别见表 １ 和表

２。 通过比较可以看出，桃儿七的整粒种子在未经任

何前处理的条件下不适宜直接进行离体培养，种胚

在各培养基上的萌发率均高于切种培养，褐化程度

低于切种培养，生长速度明显快于切种培养，株苗生

长状况也明显优于切种培养。 综上表明，种胚接种

是桃儿七种子离体培养的适宜接种方式。
　 　 桃儿七种子切种后离体培养的萌发与生长情况

见表 １，从表 １ 可见，将桃儿七种子切种后接至不同

类型培养基中，萌发率为：ＷＰＭ＞（ＹＧ、Ｂ５） ＞ （２ ／
４ＭＳ、ＨＧ）＞ＭＳ。 ＷＰＭ 萌发率最高，达 ６８􀆰 ００％，ＭＳ
萌发率最低，仅为 ９􀆰 ６２％。 褐化率为：ＭＳ＞Ｂ５＞（２ ／
４ＭＳ、ＨＧ） ＞ＹＧ＞ＷＰＭ。 综上可以看出，在 ＷＰＭ 培

养基上其萌发率最高，褐化率最低，故 ＷＰＭ 培养基

最适合桃儿七种子切种的离体培养。 ＹＧ 培养基在

萌发率和褐化率方面均较 ＷＰＭ 次之，但从组培苗

生长状况和生长势上来看，ＹＧ 培养基培养的组培

苗强壮于 ＷＰＭ，故在实际应用中也可以考虑使用

ＹＧ 培养基进行后期组培苗转接培养。
　 　 桃儿七种胚离体培养的萌发与生长情况见表

２，从表 ２ 可见，桃儿七种胚在各类型培养基上的萌

发率为：１ ／ ４ＭＳ＞（２ ／ ４ＭＳ，ＹＧ，ＨＧ，ＷＰＭ） ＞（３ ／ ４ＭＳ，
Ｂ５）＞ＭＳ。 １ ／ ４ＭＳ 萌发率最高，达 ９７􀆰 ７３％，ＭＳ 萌发

率最低，仅为 ２９􀆰 １７％。 褐化率为：ＭＳ＞３ ／ ４ＭＳ＞Ｂ５＞
２ ／ ４ＭＳ＞１ ／ ４ＭＳ＞ＹＧ＞ＨＧ＞ＷＰＭ。 综上可以看出，１ ／
４ＭＳ 萌发率最高，且褐化率较低，故 １ ／ ４ＭＳ 适合桃

儿七种胚的离体培养。

　 　 表 １ 桃儿七种子切种离体培养的萌发与生长状况

培养基类型 褐化率 ／ ％ 萌发率 ／ ％ 生长描述 生长势

ＭＳ ２６􀆰 ９２±３􀆰 ７７ａ ９􀆰 ６２±１􀆰 ６１ｄ 矮小 ＋
２ ／ ４ＭＳ １０􀆰 ２０±３􀆰 ０４ｃ ３６􀆰 ７３±３􀆰 ４７ｃ 健壮 ＋＋＋＋
ＹＧ ５􀆰 ６７±１􀆰 ３１ｄ ５０􀆰 ９４±１􀆰 ２０ｂ 健壮 ＋＋＋＋
ＨＧ １０􀆰 ００±０􀆰 ２０ｃ ３８􀆰 ００±２􀆰 ８６ｃ 健壮 ＋＋＋＋
Ｂ５ １６􀆰 ３６±３􀆰 １１ｂ ４９􀆰 ０９±１􀆰 １６ｂ 健壮 ＋＋＋
ＷＰＭ ２􀆰 ００±１􀆰 ４０ｅ ６８􀆰 ００±２􀆰 １２ａ 较纤弱 ＋＋＋

　 　 注：“＋＋＋＋”旺盛，“＋＋＋”较好，“＋＋”一般，“＋”较差；同列不同小写字母表示 Ｐ＜０􀆰 ０５ 显著差异

　 　 表 ２ 桃儿七种胚离体培养的萌发与生长状况

培养基类型 褐化率 ／ ％ 萌发率 ／ ％ 生长描述 生长势

ＭＳ ２５􀆰 ００±３􀆰 ４２ａ ２９􀆰 １７±１􀆰 ４０ｄ 矮小 ＋
３ ／ ４ＭＳ ２３􀆰 ７３±６􀆰 ９９ａｂ ５４􀆰 １７±２􀆰 ２４ｃ 矮小 ＋＋
２ ／ ４ＭＳ ７􀆰 ５５±１􀆰 ５７ｂ ８４􀆰 ９０±１􀆰 ７５ｂ 健壮 ＋＋＋＋
１ ／ ４ＭＳ ４􀆰 ０４±１􀆰 ２０ｂ ９７􀆰 ７３±１􀆰 ４０ａ 健壮 ＋＋＋＋
ＹＧ １􀆰 ９６±０􀆰 ５７ｂ ８８􀆰 ２４±２􀆰 ７９ｂ 健壮 ＋＋＋＋
ＨＧ １􀆰 ９２±０􀆰 １１ｂ ８２􀆰 ６９±２􀆰 ２４ｂ 健壮 ＋＋＋＋
Ｂ５ １５􀆰 ６９±２􀆰 ６８ａｂ ５２􀆰 ９４±４􀆰 ４１ｃ 一般 ＋＋
ＷＰＭ １􀆰 ８５±０􀆰 １９ｂ ８３􀆰 ３３±１􀆰 ７９ｂ 健壮 ＋＋＋＋

　 　 注：“＋＋＋＋”旺盛，“＋＋＋”较好，“＋＋”一般，“＋”较差；同列不同小写字母表示 Ｐ＜０􀆰 ０５ 显著差异
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３􀆰 ４　 ＭＳ 中大量元素对桃儿七种胚萌发的影响 　
ＭＳ 中大量元素对桃儿七种胚萌发的影响见图 ６，从
图 ６ 可见，桃儿七种胚萌发率随 ＭＳ 培养基中大量

元素浓度的增加逐渐递减，当大量元素浓度为 １ ／ ４
时，种胚萌发率最高，达 ９７􀆰 ７３％；当大量元素浓度

为 １ 时，萌发率最低，仅为 ２９􀆰 １７％，可以看出：桃儿

七种胚萌发率与 ＭＳ 培养基中大量元素浓度呈显著

负相关（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９３９２）。 本试验中种胚在未经任何

处理的条件下萌发率最高可达 ９７􀆰 ７３％，说明桃儿

七种胚本身可能并不存在生理后熟，也可能是本试

验中所采用的种子在干燥过程中种胚已完成生理后

熟。

图 ６　 ＭＳ 中大量元素浓度对桃儿七种胚萌发的影响

４　 讨论

４􀆰 １　 限制桃儿七种子萌发的因素　 通过比较不同

接种方式对桃儿七种子离体培养萌发的结果可以看

出：相较于种子切种而言，整粒种子在形态学上与切

种相比，多含半粒不含胚的种子，且种皮具有完整

性，正是由于其整粒性，致使整粒种子萌发率低于切

种，说明种皮和胚乳这两者中的一种或两种在离体

培养条件下对桃儿七种子的萌发具有限制作用。 同

样，通过比较种子切种和种胚的萌发状况，也可以得

出此推论。 陈伟等〔９〕 研究桃儿七种子不同部位水

浸液对白菜种子萌发的影响，结果表明桃儿七种子

中不同部位均不同程度的存在萌发抑制物，其中胚

乳中含量最高，其次为种皮和种胚。 Ｓｒｅｅｎｉｖａｓｕｌｕ
等〔１０〕研究表明胚乳的厚壁细胞抑制桃儿七种子胚

根突破种皮，即胚乳抑制桃儿七种子萌发。 结合本

实验结果可以推测得出，胚乳中厚壁细胞机械束缚

及种子中萌发抑制物的存在是限制桃儿七种子的萌

发的因素之一。
郭琪等〔７〕 通过将带胚的半粒桃儿七种子和种

胚分别接种至改良 ＭＳ 培养基（ＭＳ 培养基中大量元

素减半）中进行培养，结果表明半粒种胚生长缓慢

甚至褐化死亡，而带有半个胚乳的胚生长迅速且生

长势强，该研究认为桃儿七种子离体培养过程中，在

胚萌发初期，保留半个胚乳既能消除种子的萌发阻

力，又能为种胚的萌发生长提供充足的内源物

质〔１０〕。 但是在本研究中，通过比较表 １ 和表 ２，可以

看出：同一类型培养基条件下种胚培养萌发率及生

长状况显著优于切种培养结果，与以上研究结果不

甚相同，甚至完全相反，分析原因可能与种子的储藏

方式有关。
４􀆰 ２　 无机盐浓度对桃儿七种胚离体培养的影响　
植物组织培养过程中，不同种类的植物对无机盐浓

度的要求不同，即使是同一类型的植株在不同的生

长阶段所需的无机盐类型和浓度也不同。 ＭＳ 培养

基是目前组织培养中使用最广泛的培养基，其无机

盐浓度较高，特别是硝酸盐、钾离子和铵根离子含量

丰富，能够满足快速增长的组织对营养元素的需求。
结合表 ２ 和图 ６ 可以看出高浓度的大量元素对桃儿

七种胚的萌发具有一定的抑制作用，而较低浓度的

大量元素能够促进种胚的萌发和生长。 同时，随着

大量元素浓度的降低，种胚的褐化率逐渐减少，可以

看出高质量的大量元素浓度会引起植物外植体酚的

氧化，进而加速培养物的褐化速度。 在很多试管苗

的生根研究表明，含较低浓度无机盐离子的 Ｗｈｉｔｅ
培养基和 １ ／ ２ＭＳ、１ ／ ３ＭＳ 或更低浓度的 １ ／ ８ＭＳ 培养

基促进根的形成与生长〔１１〕。 有报道表明较低浓度

的无机盐离子浓度不仅能够促进植物生根，同时也

有利于丛生芽的发生，且植株生长较为健壮〔１２⁃１４〕。
这可能是由于植株种类不同等原因造成的。 本实验

研究结果也证明低浓度的无机盐离子促进。
４􀆰 ３　 化学试剂对桃儿七种胚萌发的影响　 桃儿七

种胚的萌发和生长 Ｎａ２ＣＯ３ 和 ＮａＨＣＯ３ 能够促进休

眠种子的萌发，这可能是由于 Ｎａ２ＣＯ３ 和 ＮａＨＣＯ３ 属

于弱碱盐，其水溶液具有一定的腐蚀性，能够去除种

皮表面的油蜡，软化种皮，减缓种皮的机械约束作

用，增加种子的透气、透水性，同时也有可能浸提出

种子内部的萌发抑制物，进而促进种子的萌发。 本

试验在采用 Ｎａ２ＣＯ３ 和 ＮａＨＣＯ３ 浸泡种子过程中，出
现种子褪色种皮松软等现象，说明这两类物质可能

具有明显改变种皮的透性等功能，减缓种皮等对种

子的机械束缚作用，从而促进桃儿七种子的萌发。
ＮａＣｌＯ 作为氧化剂，在组织培养过程中除用于

灭菌外，由于其可以腐蚀种皮改善种皮透性，同时也

能够氧化一部分易于氧化的萌发抑制物，因而可以

用于促进休眠种子的萌发〔１５〕。 张春红等〔１６〕 研究表

明 ＮａＣｌＯ 可以通过对种皮的软化或腐蚀作用有效

促进黑莓种子的萌发，同时相较于浓 Ｈ２ＳＯ４的强腐

蚀性容易灼伤种子而言，ＮａＣｌＯ 更容易用于控制其
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对种子的腐蚀程度。 本试验中 ＮａＣｌＯ 处理种子结

果表明 ＮａＣｌＯ 能够明显促进桃儿七种胚的萌发，可
能也是由于其具有腐蚀性和一定氧化萌发抑制物的

作用。
ＧＡ３ 作为植物生长调节剂，可以代替光照和低

温打破种子休眠，机理为 ＧＡ３ 可诱导 α⁃淀粉酶、蛋
白酶和其它水解酶的合成，催化种子内贮藏物质的

降解，以供胚的生长发育所需〔１７〕。 本试验中 ＧＡ３ 对

桃儿七种胚的离体培养未表现出促进作用，原因可

能是桃儿七种胚已达到成熟状态，即不具备生理休

眠，故作用不明显。
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