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Abstract: Taking the tender leaves of O plopanax ela tus as exp lants for the experiment, Uniform Design were used to

test the most suitable media for callus induction, differentiation of shoot and rooting. The results showed that N6 +

62BA 0. 5 mg·L
- 1

+ 2, 42D 0. 2 mg·L
- 1

+ Vc 10 mg·L
- 1

was fitted for callus induction, the medium for

differentiation of shoot was N6 + 62BA 4. 5 mg·L
- 1

+ NAA 0. 1 mg·L
- 1

+ Vc 20 mg·L
- 1

, the medium for

rooting was 1 /4MS + IBA 0. 1mg·L
- 1

+ NAA 0. 1 mg·L
- 1

. Tissue culture required different kinds of culture

media in different phases.
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　　东北刺人参 (O plopanax ela tus Nakai. )又称刺

参 ,五加科 (A raliaceae)多年生落叶灌木 ,其干燥根

和茎均可入药 ,是一种用途广泛的中药材。近些年

来 ,医药科研工作者对其成分及药理进行了大量的

试验和研究 ,其结果表明 ,根、茎入药有类似于人参

的作用 ,可用于治疗神经衰弱、低血压和风湿性关节

炎等症 [ 1 ]。白求恩医科大学基础医学院、第一临床

学院对东北刺人参茎挥发油成分及其抗皮肤癣菌作

用进行了活性研究 ,得出了其抑杀皮肤癣菌活性显

著的结论 [ 2 ]。另外 ,吉林铁路中心医院和吉林省康

复医院对东北刺人参抗衰老作用进行了实验并得到

了验证 [ 3 ]。东北刺人参扦插成活率很低 ,种子萌发

率亦很低 ,靠常规繁殖非常困难 [ 4 - 6 ] ,因此 ,药用的

东北刺人参来源于自然采掘 ,使得自然资源遭到严

重破坏 ,该物种已处于濒危状态 ,被列为国家二级保

护植物 ,吉林省一级保护植物 [ 7 - 8 ] ,所以 ,利用组织

培养来快速繁殖东北刺人参是对其资源进行保护的

有效途径之一 [ 9 - 11 ]。金英善等曾对东北刺人参愈
伤组织的诱导进行过研究 [ 12 ]

,但未见再生植株产生

的报道 ,其他有关东北刺人参组织培养技术方面的

系统性研究也尚未见报道。本文应用均匀设计对东

北刺人参愈伤组织诱导、芽苗分化及生根培养基进

行了筛选 ,并得到了最佳的组织培养条件 ,对该物种

的开发和利用具有重要意义。

1　材料与方法

1. 1　材料

长白山自然保护区内东北刺人参新发嫩叶片 ,

顶芽萌发时即采 (带叶柄 )。

1. 2　方法

1. 2. 1　培养条件　培养基均以 N6、MS作基本培养
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基 ,附加蔗糖分别为 50 g·L
- 1和 30 g·L

- 1 (生根培

养为 15 g·L
- 1 ) ,琼脂 7. 0 g·L

- 1
, pH值 5. 5,附加

相关植物生长调节物质 ,温度控制在 26 ±2 ℃,光照

强度 800 lx,光照周期 10 h·d
- 1。

1. 2. 2　外植体处理　将东北刺人参嫩叶 (带少量叶

柄 )剪下 ,在超净工作台上用 70%酒精中涮洗 10 s,

用 0. 1%升汞溶液浸泡 3 m in,无菌水冲洗 8次 ,用无

菌滤纸将外植体表面的水分吸干 [ 13 ]
,切除受杀菌消

毒剂损害的组织后备用。

1. 2. 3　愈伤组织诱导 　N6为基本培养基 ,将整叶

作为外植体正面朝上接种到附加不同浓度的 62BA

和 2, 42D的培养基上进行愈伤组织诱导培养 ,为防

止切口基部褐化加入维 C 10 mg·L
- 1

,根据各处理

诱导已产生愈伤组织的外植体数和接种的外植体总

数比值 (即愈伤组织诱导率 )来筛选最合适愈伤组

织诱导培养基。

1. 2. 4　芽苗分化　愈伤组织继代到一定数量后 ,将

愈伤组织接种到以 N6作基本培养基 ,附加不同浓度

的 62BA、NAA及维 C 20 mg·L - 1的培养基上。根据

每个处理分化芽苗的愈伤组织块数与该处理接种的

愈伤组织总块数的比值 (即芽苗分化率 )来筛选最

合适的芽苗分化培养基。

1. 2. 5　生根培养 　以 1 /4MS作基本培养基 ,附加

不同浓度的 IBA和 NAA。根据每个处理已经生根

的芽苗与该处理无根苗总数的比值 (即生根率 )来

筛选最合适的生根培养基。

1. 2. 6　数据处理　数据分析与处理采用均匀设计

(Uniform Dedign)软件。

2　结果与分析

2. 1　不同培养基对东北刺人参诱导愈伤组织的

影响

　　以 N6为基本培养基 ,每个处理接种外植体数为

30个 ,由预试验获得 62BA和 2, 42D浓度范围分别
为 0. 1～0. 5 mg·L

- 1和 0. 1～0. 2 mg·L
- 1。采用

均匀设计法 ,选用 U5 (5
4 )均匀表 (见表 1) ,考察了

细胞分裂素 62BA和生长素 2, 42D浓度交叉配比对
诱导率的影响。在表和方程中 , X1为 62BA浓度 , X2

为 2, 42D浓度 , Y为诱导率 ,结果见表 2。

数据经均匀设计软件处理 ,得回归方程 Y =

22. 6 + 110X1 + 107X2 ,样本容量 N = 5,显著性水平

α = 0. 01,检验值 Ft = 110. 4, 临界值 F ( 0. 01, 2, 2 ) =

99. 00,相关系数 R = 0. 995 5,剩余标准差 s = 2. 63,

Ft > F ( 0. 01, 2, 2) ,回归方程显著。偏回归系数绝对值分

别为 : B 1 = 0. 887 > B 2 = 0. 228,可见因素主次顺序

为 : X1 > X2是正确的 ,通过方程可知 : X1和 X2对 Y

值影响显著 ,与 Y呈正相关 ,因此 ,通过优化后 ,求得

实验范围内的最佳条件为 : X1 = 0. 5, X2 = 0. 2,将其

代入方程 ,求得 Y = 99,按公式 Y = y ±uα·s,当α =

0. 01时 , uα = 2. 575 8,计算优化值区间估计为 Y =

99 ±2. 575 8 ×2. 63,即 92. 23%～105. 77%。用实

验得到的优化值 62BA 0. 5 mg·L
- 1

+ 2, 42D
0. 2 mg·L

- 1进行试验 ,培养 20 d所有外植体均产

生愈伤组织且质量非常好 (图 1a ) ,即诱导率为

100% ,在估计区间范围内 ,且比所有实验 Y值都大。

因此 ,东北刺人参叶片诱导愈伤组织的最佳培养基

为 : N6 + 62BA 0. 5 mg·L - 1 + 2, 42D 0. 2 mg·L - 1。

表 1　U5 ( 52 )因素及水平设计

水　平
因素 / (mg·L - 1 )

X1 X2

1 0. 10 0. 10

2 0. 20 0. 15

3 0. 30 0. 20

4 0. 40 0. 10

5 0. 50 0. 15

表 2　U5 ( 52 )均匀设计实验安排及结果

处理号
因素 / (mg·L - 1 )

X1 X2
Y / %

1 0. 10 0. 15 49. 9

2 0. 20 0. 10 53. 8

3 0. 30 0. 10 59. 0

4 0. 40 0. 20 89. 2

5 0. 50 0. 15 92. 0

2. 2　不同培养基对东北刺人参芽苗分化的影响

以 N6为基本培养基 ,每个处理接种愈伤组织块

数为 30块 ,由预试验获得 62BA和 NAA浓度范围分

别为 0. 5～5. 0 mg·L
- 1和 0. 1～0. 5 mg·L

- 1。采

用均匀设计法 ,选用 U10 (10
8 )均匀表 (见表 3) ,考察

了 62BA和 NAA浓度交叉配比对芽苗分化率的影

响。在表和方程中 , X1为 62BA浓度 , X2为 NAA浓

度 , Y为芽苗分化率 ,结果见表 4。

数据经均匀设计软件处理 ,得回归方程 Y =

50. 2 + 11. 5X1 - 25. 4X2 ,样本容量 N = 10,显著性水

平α= 0. 05,检验值 Ft = 65. 27,临界值 F ( 0. 05, 2, 7 ) =

4. 737,相关系数 R = 0. 974 2,剩余标准差 s = 4. 54,

Ft > F ( 0. 05, 2, 7) , 回归方程显著。偏回归系数绝对值

分别为 : B 1 = 0. 983 >B 2 = 0. 213,可见因素主次顺序
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为 : X1 > X2是正确的 ,通过方程可知 : X1和 X2对 Y

值影响显著 ,与 Y呈正相关 ,由表 4可见 , X1 = 5时 ,

分化率变低 ,说明发生明显的抑制作用 ,因此 ,通过

优化后 ,求得实验范围内的最佳条件为 : X1 = 4. 5,

X2 = 0. 1,将其代入方程 ,求得 y = 99. 41,按公式 Y =

y ±uα·s,当α = 0. 05时 , uα = 1. 960 0,计算优化值

区间估计为 Y = 99. 41 ±1. 960 0 ×4. 54,即 90. 51～

108. 31。用实验得到的优化值 62BA 4. 5 mg·L
- 1

+

NAA 0. 1 mg·L
- 1进行试验 ,愈伤组织培养 35 d产

生芽锥 (图 1b) ,分化率为 97. 6% ,在估计区间范围

内 ,且比所有实验 Y值都大。因此 ,东北刺人参愈伤

组织芽苗分化的最佳培养基为 : N6 + 62BA 4. 5 mg

·L
- 1

+NAA 0. 1 mg·L
- 1。

表 3　 U10 ( 102 )因素及水平设计

水　平
因素 / (mg·L - 1 )

X1 X2

1 0. 50 0. 10

2 1. 00 0. 20

3 1. 50 0. 30

4 2. 00 0. 40

5 2. 50 0. 50

6 3. 00 0. 10

7 3. 50 0. 20

8 4. 00 0. 30

9 4. 50 0. 40

10 5. 00 0. 50

表 4　U10 ( 102 )均匀设计实验安排及结果

处理号
因素 / (mg·L - 1 )

X1 X2
Y /%

1 0. 50 0. 20 49. 2

2 1. 00 0. 30 53. 8

3 1. 50 0. 50 50. 0

4 2. 00 0. 10 73. 0

5 2. 50 0. 20 75. 0

6 3. 00 0. 40 83. 0

7 3. 50 0. 50 79. 0

8 4. 00 0. 10 90. 0

9 4. 50 0. 30 96. 5

10 5. 00 0. 40 93. 0

2. 3　不同培养基对东北刺人参组培苗生根的影响

以 1 /4MS为基本培养基 ,每个处理接种无根芽苗

数为 30株 ,由预试验获得 IBA和 NAA浓度范围均为

0. 1～0. 5 mg·L
- 1。采用均匀设计法 ,选用 U5 (5

4 )均

匀表 (见表 5) ,考察了生长素 IBA和 NAA浓度交叉

配比对生根率的影响。在表和方程中 , X1为 IBA浓

度 , X2为 NAA浓度 , Y为生根率 ,结果见表 6。

数据经均匀设计软件处理 ,得回归方程 Y =

113 - 33. 3 X1 - 67. 3 X2 , 样本容量 N = 5, 显著性水

平α= 0. 05, 检验值 Ft = 32. 78, 临界值 F ( 0. 05, 2, 2) =

19. 00, Ft > F ( 0. 05, 2, 2) ,相关系数 R = 0. 931 6,剩余标

准差 s = 3. 47,回归方程显著。偏回归系数绝对值分

别为 : B 1 = 0. 370 < B 2 = 0. 747,可见因素主次顺序

为 : X1 < X2是正确的 ,因两个因素数值上下限和各

梯度值相同 ,交换主次后的结果也相同 ,又通过方程

可知 : X1和 X2对 Y值影响显著 ,都与 Y呈负相关 ,

因此 ,通过优化后 ,求得实验范围内的最佳条件为 :

X1 = 0. 1, X2 = 0. 1,将其代入方程 ,求得 y = 102. 94,

按公式 Y = y ±uα·s,当α = 0. 05时 , uα = 1. 960 0,

计算优化值区间估计为 Y = 102. 94 ±1. 960 0 ×

3. 47,即 96. 14～109. 74。用实验得到的优化值 IBA

0. 1 mg·L - 1 + NAA 0. 1 mg·L - 1进行试验 ,无根苗

培养 25 d在基部发出根并逐渐伸长 ,形态、发育均

正常 (图 1c, d) ,生根率为 99. 3% ,在估计区间范围

内 ,且比所有实验 Y值都大。因此 ,东北刺人参组培

苗生根的最佳培养基为 : 1 /4MS + IBA 0. 1 mg·L
- 1

+NAA 0. 1 mg·L - 1。

表 5　U5 ( 52 )因素及水平设计

水　平
因素 / (mg·L - 1 )

X1 X2

1 0. 10 0. 10

2 0. 20 0. 20

3 0. 30 0. 30

4 0. 40 0. 40

5 0. 50 0. 50

表 6　U5 ( 52 )均匀设计实验安排及结果

处理号
因素 / (mg·L - 1 )

X1 X2
Y / %

1 0. 10 0. 20 95. 0

2 0. 20 0. 40 80. 0

3 0. 30 0. 10 94. 5

4 0. 40 0. 30 83. 0

5 0. 50 0. 50 60. 0

3　讨论

试验结果可以证明 ,本研究对东北刺人参新生

嫩叶愈伤组织的诱导以 N6为基本培养基 ,筛选出合

适的 62BA和 2, 42D的浓度配比 ,诱导产生具有分化

芽苗能力的愈伤组织 ,与金英善对东北刺人参愈伤

组织的诱导在配方和方法上存在异同 ,可能是外植
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a.愈伤组织诱导 ; b. 愈伤组织分化 ; c. 生根培养 ; d. 生根培养 (保存后 )

图 1　东北刺人参组织培养各阶段的培养物形态

体、选材时间和基本培养基、激素类别等有差异 ;芽

苗分化培养增加细胞分裂素和生长素的比值 ,不仅

有利于分化而且缩短了分化时间 ;在生根培养基中

采取同时加入两种低浓度生长素的方法大大提高了

组培苗的生根率。同时 ,应用均匀设计法大大缩短

了培养基配方的摸索过程。达到了预期效果。为东

北刺人参引种、驯化及其工厂化育苗提供依据。
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