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唐古特大黄组织培养技术的研究
Ξ

徐文华,陈桂琛3 ,李　毅,王　莉
(中国科学院西北高原生物研究所,西宁 810001)

摘　要: 试验选用唐古特大黄 (R heum tang u ticum M axim. ex R egel. )种子萌发的无菌苗及无菌苗子叶、下胚轴、胚

根和幼根作为材料,研究唐古特大黄不同外植体的离体培养技术。结果表明,唐古特大黄的无菌苗和无菌苗子叶、

下胚轴、胚根和幼根都可以作为离体培养的良好外植体。唐古特大黄的最适分化培养基是: B 5+ NAA 0. 1m göL + 62
BA 3 m göL ;最适生根培养基是: 1ö2 M S+ NAA 1 m göL + 3%蔗糖或 1ö2M S+ NAA 0. 5 m göL + 3%蔗糖;愈伤组

织诱导培养基是:M S+ 2, 42D 1 m göL + NAA 1 m göL + 62BA 1 m göL。
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Abstract: P lan t lets w ere regenera ted from the R heum tang u ticum M ax im. ex R egel. via t issue cu ltu re. T he

sterile shoo ts, co tyledon s, hypoco tyls, rad icles and young roo ts of seed germ inated seedlings of R heum

tang u ticum M ax im. ex R egel. w ere u sed as exp lan ts cu ltu red in v itro to induce the p lan t regenera t ion. T he

experim en t resu lts show ed that the sterile shoo t d ifferen t ia t ion m edium is B 5 + NAA 0. 1 m göL + 62BA 3

m göL , the m edium fo r roo t ing is 1ö2M S+ NAA 1 m göL + 3% sucro se and 1ö2M S+ NAA 0. 5 m göL + 3%

sucro se, and the callu s inducing m edium is M S+ 2, 42D 1 m göL + NAA 1 m göL + 62BA 1 m göL.
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　　唐古特大黄 (R heum tang u ticum M ax im. ex

R egel. ) , 又名鸡爪大黄, 属蓼科 (Po lygonaceae)大

黄属 (R heum L inn. )多年生粗壮草本, 生长于海拔

2 300～ 4 200 m 的沟谷林缘、山坡林下、河岸溪边和

半阳坡灌丛一带[1 ] , 是我国传统的特产中药材, 为

“正品大黄”之一[2～ 4 ]。分布于西藏东部、青海、甘肃,

主产于我国青海省[5 ]。主治实热积滞、瘀血经闭、痈

肿疔疮、水火烫伤等症[6 ]。

近年来,大黄的生产一直依赖野生植物的采收,

致使野生大黄日益减少。由于得不到有效的保护,大

黄天然资源已近于枯竭[7 ]。而目前对大黄的研究多

集中于化学成分、药理作用、临床疗效等方面。作为

市场紧缺的名贵中药材,随着相关产品的开发,其需

求量已呈现供不应求的趋势。通过组织培养途径实

现唐古特大黄的人工繁殖既可以保护野生资源,又

可满足日益增长的市场需求。本实验报道对唐古特

大黄无菌苗分化及其愈伤组织诱导的研究结果。从

无菌苗直接成苗对于扩大优质大黄繁育途径,提高

繁育速度,保持优良性状等方面具有重要的意义;诱

导愈伤组织,对大黄药用有效成分分析和细胞的悬
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浮培养可进一步研究,为实现唐古特大黄的人工快

速繁殖和药材生产的产业化等奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　供试材料为唐古特大黄 (R heum tang u ticum

M ax im. ex R egel. )种子,采自青海省果洛州。

1. 2　方　法

种子在 52℃的水浴锅内恒温浸泡 12 m in 后,

置冷蒸馏水中 5～ 6 h。在超净工作台上,将处理过

的种子用 0. 2%的H gC l2 水溶液 (含吐温- 40)浸泡

灭菌 10～ 12 m in,无菌水冲洗 4～ 5遍后,接种到附

加 3%蔗糖的M S无激素固体培养基上。5 d 后胚根

伸出,种皮分泌大量褐色物质使培养基褐化,转接一

次。转接 5～ 7 d 后,子叶长出,分别将子叶未伸展的

无菌幼苗、无菌苗的子叶 (0. 5 cm×0. 5 cm )、下胚轴

切段 (0. 5～ 1. 0 cm )、胚根 (1. 0 cm )、幼根 (1. 0～ 1. 5

cm )接种在培养基上。

1. 3　培养条件

无菌苗分化培养选B 5 培养基,其余培养为M S

或 1ö2 M S基本培养基,附加蔗糖 30 göL 和 15 göL

(部分诱根培养)、琼脂粉 5 göL 及各种激素, pH 为

5. 8。在温度为 25℃±1℃,光源为日光灯,光照度为

2 000～ 3 000 lx 和光照时间为 12 h·d - 1的条件下

培养。

2　结果与分析

2. 1　不同外植体的离体培养

　　经初步试验,设计了不同激素配比的 9 种培养

基 (表 1) , 并选取易于分化的无菌苗 (种子萌发, 子

叶未伸展)作为外植体,首先进行了最佳分化培养基

的筛选。实验结果表明,选无菌苗为外植体在 9种培

养基上都能分化,除 F8之外,分化率都为 100%。从

死亡率、平均分化芽数和长势总体情况考虑,以 F4、

F6、F9为首选基本培养基,进行最佳分化培养基的

筛选。F4、F6、F9每一种分别接种 5瓶,一个周期后

统计数据表明,分化率最高分别达到 233%、246%、

150% ; 平均每个外植体分化芽数分别为 14 芽ö个、
16. 75芽ö个、6芽ö个。因此,最后确定 F6为最佳分

化培养基。在不同激素处理的培养基上,分化丛生芽

的长势明显不同。

表 1　几种分化培养基上无菌苗的分化率

T able 1　D ifferen tia t ion rates of sterile shoo t on differen t m edium

培养基
M edium

激素
Ho rmones (m göL )

NAA 62BA

外植体数
N um ber of

exp lan ts

分化率
D ifferen ti2

ation rates (% )

死亡率
D eath

rates (% )

平均每个外植体分化芽数
A verage num ber of

regeneration
shoo ts per exp lan t

长势
Grow th
vigour

F1 0 1 4 100 50. 0 4. 5 + +

F2 0 2 8 100 37. 5 5. 4 + + +

F3 0 3 6 100 33. 3 7. 25 + + +

F4 0. 1 1 4 100 0 9. 0 + + +

F5 0. 1 2 6 100 16. 7 5. 8 + +

F6 0. 1 3 6 100 16. 7 11. 6 + + +

F7 0. 2 1 4 100 25. 0 6. 33 + +

F8 0. 2 2 5 50 20. 0 5. 5 +

F9 0. 2 3 6 100 0 8. 0 + + + +

　　注:“+ ”～“+ + + + ”代表生长势从弱到强。

N o te:“+ ”to“+ + + + ”respectively refers to the grow th vigour from w eak to stronger.

表 2　不同外植体分化情况比较

T able 2　Comparison of differen tia t ion of varian t exp lan ts

外植体
Exp lan ts

外植体数
N um ber of

exp lan ts

分化率
D ifferen tiation

rates (% )

死亡率
D eath rates (% )

长势
Grow th vigour

无菌苗 Sterile shoo t 6 100 16. 7 + + +
子叶 Co tyledon 43 0 34. 88 -
下胚轴 H ypoco tyl 50 86. 21 42. 00 + +
幼根 Young roo t 59 31. 25 37. 25 + +

　　注: + + , + + + 分别表示一般和良好。

N o te: + + , + + + respectively refers to general and best.

　　无菌苗的子叶、下胚轴和幼根在分化培养基 F6

上生长 15～ 20 d 后,可以观察到开始出现分化; 生

长 35 d 后,可以明显观察到下胚轴和幼根切段的切

口处分化出再生芽,主要是通过器官发生途径分化
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出再生芽。再生芽需要进一步诱导生根成苗。

在分化培养基 F6 上, 各外植体的分化和生长

情况是不同的 (表 2)。

从表 2 可以看出, 下胚轴芽分化率最高, 达到

86. 21% ,同时死亡率也相对较高; 幼根的分化率不

到 40% ;子叶没有分化。试验观察发现,起初在子叶

切口处有明显的浅黄白色瘤状突起形成,几天后逐

渐变绿,有分化迹象,到后期外植体逐渐褐化死亡。

无菌苗、下胚轴和幼根形成的再生苗都容易继代成

活。

此外,在生长分化时间上,下胚轴和幼根形成丛

生芽的时间短,约为 25～ 30 d 左右; 无菌苗分化成

丛生芽的时间较长,约在 45～ 50 d 左右; 而无菌苗

形成的再生芽较健壮。

2. 2　再生芽的增殖

再生芽可以多次继代增殖, 每个芽每代新增 3

～ 4个丛生芽 (图 1, c) ,单芽数平均达到 8. 75个。但

多次继代后,分化率逐渐降低,为了促进壮芽和后期

生根,经过筛选得到壮芽培养基是 F9。在壮芽培养

基上进行继代,再生芽伸长快且健壮。

图 1　唐古特大黄组织培养系列图

a. 子叶切口处产生愈伤组织; b. 生长旺盛的愈伤组织; c. 无菌苗分化形成丛生芽; d. 根的分化; e. 珍珠岩中移栽成活的小苗;

f. 转移到土壤中成活的小苗

F ig. 1　Seria l figures of R heum tang u ticum M axim. ex R egel. t issue cu ltu re

a. Calluses resu lt ing from co tyledon; b. Calluses of grow ing vigo rously; c. C luster shoo ts differen ted from sterile shoo ts;

d. Roo t differen tiation; e. T he surviving young p lan t in the pearl; f. T he surviving young p lan t in the so il
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2. 3　再生苗的生根诱导

唐古特大黄组培再生苗多为丛生苗,将继代增

殖培养中形成的高约 3. 0～ 4. 0 cm 的健壮无根苗切

割成单芽,转入生根培养基 G1～ G5中诱导生根 (图

1, d) ,实验结果 (表 3)如下: 第 55天统计数据表明,

G4 诱根效果最好, 观察到 15 d 时根原基变白、突

起,根开始长出, 25 d 时长出 3～ 4 条长 0. 5～ 1 cm

的根,根呈白色,诱根率达 66. 67%。第 30天时 G2

培养基中试管苗开始长根。第 35天时 G3、G5中的

试管苗开始出根; G1最后出根,约 45 d 时长出粗壮

的根。第 70天统计数据表明, G2诱根效果最好,达

100%的诱根率; G4次之,诱根率为 88. 89% ; G5 诱

根率最低。

表 3　不同激素和蔗糖浓度对试管苗生根的影响

T able 3　Effect of differen t concen tra t ion ho rmones and sucro se on roo ting of tube2p lan tlets

培养基
M edium

激素
Ho rmones

(m göL )

蔗糖
Sucro se (% )

接种芽数
N um ber of

shoo ts

第 55天生根率
Roo ting rates

of 55 days (% )

第 70天生根率
Roo ting rates

of 70 days (% )

死亡率
D eath

rates (% )

开始长根时间
T im e of grow ing

roo ts

G1 1. 0 3. 0 6 40. 0 80. 0 16. 67 第 45天

G2 1. 0 3. 0 9 62. 5 100 11. 11 第 30天

G3 0. 5 1. 5 8 50. 0 87. 5 0 第 35天

G4 0. 5 3. 0 9 66. 67 88. 89 0 第 15天

G5 1. 0 1. 5 8 25. 0 50. 0 0 第 35天

　　注: G1为M S基本培养基; G2、G3、G4、G5为 1ö2 M S培养基;附加不同浓度的激素 (NAA )和蔗糖,见表 3, pH = 5. 8。

N o tes: G1 refers to M S basic m edium; G2、G3、G4、G5 refer to 1ö2 M S basic m edium; supp lem en ted w ith differen t amoun t of NAA and

sucro se (T ab le 3) , pH = 5. 8.

　　再生苗在不同基本培养基、不同激素和蔗糖浓

度的诱根培养基中,其生根时间、数量不同。再生苗

生根比较缓慢。实验结果表明虽然各组合均可诱导

生根,但诱根时间、数目明显不同。25 d 后 G4培养

基中再生苗最先长根, 30 d 后 G2 培养基中有根长

出。G2和 G4相比,在基本培养基和蔗糖浓度一致

的条件下,NAA 的浓度影响苗生根的时间。G4 中

NAA 的浓度是G2中NAA 浓度的 1ö2,但 G4中形

成根的时间却比G2早 15 d。蔗糖浓度从 3%降低到

1. 5%时, G3和 G5培养基中的根几乎同时形成,表

明NAA 浓度没有太大的影响。M S 与 1ö2 M S 相

比,虽然长根时间迟, 45 d 时根原基才突起变白,但

长出的根较其它的粗壮。在生根数量上, G1培养基

中根的数量比另外 4 种少,但根系明显粗于其它 4

种。G2～ G5中形成的根多而细。影响试管内生根的

因素,如基本培养基、蔗糖浓度、植物激素、光照、温

度等对诱根培养都是很重要的。大多数诱根培养基

都使用低盐浓度的培养基,如 1ö2M S或 1ö3M S培

养基。降低无机盐浓度,有利于生根,而且根多,发根

也快[8 ]。本实验结果也证明了这一点。虽然生根比较

慢,但只要根原基一形成,根原基的伸长就很快,随

继代时间增长生根能力也有所提高。

2. 4　愈伤组织的诱导和继代培养

本试验初步研究了以唐古特大黄无菌苗各器官

为外植体,愈伤组织的诱导情况。首先以子叶为外植

体,筛选了唐古特大黄最适愈伤组织诱导培养基 (表

4)。将一周龄的唐古特大黄无菌苗子叶切成 0. 5 cm

×0. 5 cm 大小的块,接至不同的培养基 (É、Ê、Ë )

上诱导愈伤组织 (图 1, a)。可以看出,子叶在 3种培

养基上愈伤组织的诱导率都相对较高,但在Ë 培养
基上愈伤组织诱导率最高,达到 97. 92%。诱导出的

愈伤组织转入含有 2, 42D 2 m göL、62BA 0. 2 m göL
和NAA 0. 2 m göL 的M S培养基上进行继代培养,

愈伤组织生长良好, 呈淡黄色、结构 (图 1, b)致密,

每 20～ 25 d 转代一次。

表 4　不同培养基上子叶愈伤组织的诱导

T able 4　Callus inducing of co tyledon on differen t m edium

培养基
Inducing
m edium

激素
Ho rmones (m göL )

2, 42D NAA 62BA

外植体块数
N um ber of

exp lan ts

形成愈伤组织的
外植体块数

N um ber of exp lan ts
of fo rm ing callus

诱导率
Callus

inducing
rates (% )

死亡率
D eath

rates (% )

É 3 1 1 71 48 88. 89 23. 94

Ê 2 1 1 46 29 87. 88 28. 26

Ë 1 1 1 58 47 97. 92 17. 24

　　通过比较不同外植体在Ë培养基上的愈伤组织 诱导情况 (表 5)可以看出, 子叶的愈伤组织诱导率
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最高,下胚轴次之,幼根的愈伤诱导率最低,所以子 叶应该是诱导愈伤组织的最佳外植体。
表 5　不同外植体愈伤组织的诱导

T able 5　Callus inducing of differen t exp lan ts

外植体
Exp lan ts

外植体块数
N um ber of

exp lan ts

形成愈伤组织的外植体块数
N um ber of exp lan ts

of fo rm ing callus

诱导率
Callus inducing

rates (% )

死亡率
D eath

rates (% )

子叶 Co tyledon 58 47 97. 92 17. 24

下胚轴 H ypoco tyl 42 28 90. 32 26. 19

幼根 Young roo t 53 25 65. 79 28. 3

胚根 Radicle 34 17 80. 95 38. 24

　　在诱导时间上,子叶、下胚轴、胚根和幼根诱导

出愈伤组织的时间没有明显区别,一般 7 d 左右外

植体都膨大、拱起;在愈伤组织质量、颜色上,子叶形

成的愈伤组织结构致密,为浅黄白色;下胚轴和胚根

形成的愈伤组织呈疏松、水浸状,颜色呈浅白色; 幼

根形成的愈伤组织为水浸状,颜色起初呈浅白色,之

后逐渐变黑。高等植物,尤其是药用植物的组织培

养,越来越引起人们的关注。已有一些报道,如人参

在自然条件下生长缓慢,远不能满足市场的需求,利

用人参的愈伤组织细胞悬浮培养进行药物生产,目

前已接近商业水平。大黄也是种常用中药材,但它的

药用根部属多年生,生长缓慢,用组织培养方法可以

改善其生产状况。目前我们已经得到了大黄的愈伤

组织,其药用有效成分的分析和细胞的悬浮培养,还

有待于进一步研究。

3　结　论

(1)唐古特大黄的无菌苗和无菌苗子叶、下胚

轴、胚根和幼根都可以作为离体培养的良好外植体。

无菌苗及无菌苗的下胚轴是适宜诱导分化的最适外

植体; 无菌苗的子叶是适宜愈伤组织诱导的最适外

植体。

(2) 唐古特大黄的最适分化培养基是: B 5 +

NAA 0. 1 m göL + 62BA 3 m göL。
( 3) 最适生根培养基是: 1ö2 M S + NAA 1

m göL + 3%蔗糖或 1ö2 M S+ NAA 0. 5 m göL + 3%

蔗糖。

(4) 愈伤组织诱导培养基是: M S + 2, 42D 1

m göL + NAA 1 m göL + 62BA 1 m göL。
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