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　　摘要：褐化很大程度上限制了蓖麻花药增殖培养研究，本研究通过改变蓖麻花药愈伤组织的培养基成分、添加防褐
剂来建立高效增殖体系，最终确定蓖麻花药愈伤增殖最佳培养基为１／２ＭＳ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂７ｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．３ｍｇ／Ｌ＋
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　　蓖麻（ＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．）为一年生或多年生双子叶植
物，其副产品多用于航空航天、化工、医药、农业等，市场潜力

较大［１］。我国是蓖麻种植第二大国，但蓖麻新品种的开发一

直处于落后水平，近年来才将现代生物技术应用于蓖麻育

种［２－３］。蓖麻花药立体培养所得的植株都是纯系，自交后代

不发生性状分离，在育种上有很高的应用价值。国内蓖麻花

药培养研究起步较晚，且褐化一直是花药培养过程中的难题，

主要表现外植体增殖、诱导初分化或是再分化过程中，自身组

织会向培养基释放褐色物质导致培养基逐渐变褐，外植体也

随之死亡［４－５］。褐化很大程度上限制了蓖麻花药离体培养的

效率，除了本身基因型的差异外，可添加防褐物、调整培养基

成分、改变培养环境等来防止褐化［６－７］。本研究通过改变蓖

麻花药愈伤增殖过程中培养基条件、添加褐化抑制剂，以期有

效降低褐化率，建立高质量的蓖麻花药培养体系。

１　材料与方法

１．１　试验材料
通蓖５号蓖麻花药，采自内蒙古民族大学试验农场。在

温度较低、日照较弱时，取健壮无病植株上尚未张开且呈淡黄

色的蓖麻花蕾。

１．２　试验方法
１．２．１　蓖麻花药愈伤组织诱导　蓖麻花药愈伤组织诱导参
照黄凤兰等研究成果［８－１０］。４℃预处理花蕾５ｄ，流水冲洗
３０ｍｉｎ，无菌条件下用７５％乙醇消毒３０ｓ，ＨｇＣｌ２消毒２ｍｉｎ，
无菌水冲洗５次，最后转至铺有滤纸的培养皿中。愈伤诱导
培养基为：ＭＳ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂７ｇ／Ｌ＋脯氨酸７５０ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ０．９ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ１．５ｍｇ／Ｌ＋酸性水解酪蛋白
７５０ｍｇ／Ｌ＋抗坏血酸１００ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值 ＝５．８。将３／５个花蕾
花药均匀分至培养基表面进行愈伤组织诱导，约２３０个／瓶。

１．２．２　愈伤组织增殖防褐化筛选　筛选“１．２．１”节结果中
直径为３ｍｍ左右、淡绿色致密型的花药愈伤组织，进行防褐
化筛选。每瓶培养基接种愈伤２３粒，２次重复，１５ｄ后统计
褐化率、增殖率。（１）无机盐浓度筛选：筛选培养基中的无机
盐浓度（ＭＳ、１／２ＭＳ、１／４ＭＳ、１／８ＭＳ、１／１６ＭＳ），建立适宜的
愈伤组织增殖无机盐环境。（２）ＰＧＲ条件筛选：筛选培养基中
最佳激素ＮＡＡ（０１、０．３、０．５ｍｇ／Ｌ）、ＺＴ（３．０、５．０、７．０ｍｇ／Ｌ）、
６－ＢＡ（０、１０、２．０ｍｇ／Ｌ）浓度，以提高愈伤增殖的效率。
（３）维生素Ｃ浓度筛选：添加不同浓度的防褐添加剂维生素
Ｃ（０、２００、４００、６００、８００ｍｇ／Ｌ），筛选最适维生素Ｃ浓度。（４）
活性炭浓度筛选：添加不同浓度的防褐添加剂活性炭（０、
０３、０．６、０．９、１．２ｇ／Ｌ），筛选最适活性炭浓度。
１．２．３　统计方法
１．２．３．１　愈伤组织增殖率
愈伤组织增殖率＝（ｍ３－ｍ２）－（ｍ１－ｍ０）／（ｍ１－ｍ０）×１００％。
式中：ｍ０为继代前培养基与培养容器质量；ｍ１为继代后培养
基、培养容器与愈伤组织质量；ｍ２为第２次继代前培养基与
培养容器质量；ｍ３为第２次继代后培养基、培养容器与愈伤
组织质量。

１．２．３．２　愈伤组织褐化程度统计　依次用“＋”“＋＋”“＋＋＋”
“＋＋＋＋”“＋＋＋＋＋”表示褐化程度，其中“＋＋＋＋＋”褐化最
严重；依次用“”“”“”“”调节褐化程度。

２　结果与分析

２．１　花药愈伤组织诱导结果
花药愈伤组织诱导结果如图１所示，其中多为浅绿色的

致密型愈伤，且褐化不明显。选取其中直径为３ｍｍ左右的
愈伤组织进行增殖培养。

２．２　愈伤组织增殖防褐化筛选结果
２．２．１　无机盐浓度筛选结果　由表１可知，当无机盐浓度为
１／２ＭＳ时，愈伤增殖率高达２９．０６％；在各个无机盐浓度下，
愈伤组织的褐化率变化不大。

２．２．２　ＰＧＲ条件筛选结果　由表２可知，处理５的愈伤组织
的增殖率高达３３．９９％，呈嫩绿色，颗粒状突起较多，质地致
密，状态保持最好；在不同激素组合下褐化程度没有显著差
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表１　无机盐浓度筛选结果

编号 无机盐浓度
增殖率

（％）
褐化程度

１ ＭＳ ２３．４２ ＋＋
２ １／２ＭＳ ２９．０６ ＋＋
３ １／４ＭＳ ２１．４０ ＋＋
４ １／８ＭＳ １７．４０ ＋＋
５ １／１６ＭＳ ９．５２ ＋＋＋

表２　ＰＧＲ条件筛选结果

编号
激素处理（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ ＺＴ ６－ＢＡ
增殖率

（％） 褐化程度

１ ０．１ ３．０ ０．０ １７．１１ ＋＋
２ ０．１ ５．０ １．０ １５．３１ ＋＋＋
３ ０．１ ７．０ ２．０ １７．９５ ＋＋
４ ０．３ ３．０ １．０ ２０．８５ ＋＋
５ ０．３ ５．０ ２．０ ３３．９９ ＋＋
６ ０．３ ７．０ ０．０ ２７．７６ ＋＋
７ ０．５ ３．０ ２．０ ３１．４２ ＋＋
８ ０．５ ５．０ ０．０ ２６．０３ ＋＋＋
９ ０．５ ７．０ １．０ ２７．９８ ＋＋

异。所以最佳蓖麻花药愈伤增殖ＰＧＲ组合为ＮＡＡ０．３ｍｇ／Ｌ＋
ＺＴ５．０ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ。
２．２．３　维生素Ｃ浓度筛选结果　由表３可知，随着维生素 Ｃ
浓度的增加，愈伤组织的增殖率变化不明显；其中处理２和处
理３的褐化程度明显低于其他处理，且处理３的增殖率高达
２５．９０％。所以添加维生素 Ｃ４００ｍｇ／Ｌ时可获得高增殖率、
低褐化率的优质蓖麻花药愈伤组织。

２．２．４　活性炭浓度筛选结果　由表４可知，随着活性炭浓度
的增加，愈伤增殖率呈下降的趋势；添加０．６ｍｇ／Ｌ活性炭时
防褐化效果最佳。所以添加活性炭 ０．６ｍｇ／Ｌ时可获得高质
量的蓖麻花药愈伤组织。花药培养防褐化效果见图２。

表３　维生素Ｃ浓度筛选结果

编号
维生素Ｃ
（ｍｇ／Ｌ）

增殖率

（％） 褐化程度

１ ０ ２９．０６ ＋＋
２ ２００ １４．６５ 
３ ４００ ２５．９０ 
４ ６００ ２６．３１ ＋
５ ８００ ２７．４９ ＋

表４　活性炭浓度筛选结果

编号
活性炭

（ｍｇ／Ｌ）
增殖率

（％） 褐化程度

１ ０ １８．９３ ＋＋
２ ０．３ １１．８５ ＋
３ ０．６ ５．８５ 
４ ０．９ １．０２ ＋
５ １．２ ３．３２ ＋＋

３　结论与讨论

褐化是蓖麻花药培养的主要限制因素，最初愈伤为棕黄

色，转为深褐色后停止生长，最后逐渐死亡。本研究通过改变

愈伤组织的培养基成分、添加防褐剂来建立高效蓖麻花药愈

伤增殖体系，当添加４００ｍｇ／Ｌ维生素Ｃ、０．６ｇ／Ｌ活性炭时对
增殖培养过程中的愈伤组织起到了积极的防褐作用。最终确

定最佳培养基组合为１／２ＭＳ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂７ｇ／Ｌ＋脯
氨酸７５０ｍｇ／Ｌ＋酸性水解酪蛋白７５０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．３ｍｇ／Ｌ＋
ＺＴ５．０ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋维生素 Ｃ４００ｍｇ／Ｌ＋活性
炭０．６ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值＝５．８。

维生素Ｃ可作为抗氧化剂阻止褐变的发生［１１］，但目前维

生素Ｃ降低愈伤组织褐化率的机理尚不明确，有待进一步研
究。近年来对活性炭促进花药离体培养的报道较多［１２－１３］，当

花药离体培养时，由于新陈代谢紊乱，会产生多种不利于生长

或是有毒的酚类等物质，活性炭具有较强的吸附特性且无选

择性，从而有利于花药培养进程［１４］。但笔者发现，活性炭仅

在一定浓度范围内降低愈伤组织的褐化程度；当超过一定浓

度后，反而不利于愈伤组织生长和防褐化，可能是由于吸附了

培养基中的生长调节物质，其中铁盐、维生素等与花药培养与

分化密切相关。由于活性炭吸附的双重性，所以其调控花药

愈伤生长及防褐化的作用也是双面的，更应深入研究其最合
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适的作用浓度，以建立更加快捷的蓖麻花药愈伤增殖培养

方法。

参考文献：

［１］郑　鹭，祁建民，陈绍军，等．蓖麻遗传育种进展及其在生物能源
与医药综合利用潜势［Ｊ］．中国农学通报，２００６，２２（９）：１０９－１１３．

［２］陈永胜，王永佳，王　莹，等．蓖麻毒蛋白 Ａ链基因 ＲＮＡｉ转化研
究［Ｊ］．西北植物学报，２０１３，３３（１）：３９－４２．

［３］王文跃，李国瑞，黄凤兰，等．蓖麻茎秆ｃＤＮＡ－ＡＦＬＰ反应体系的
建立［Ｊ］．华北农学报，２０１３，２８（２）：８６－９０．

［４］代建丽，宋婵婵，徐　晨，等．库拉索芦荟组织培养褐化现象的抑
制研究［Ｊ］．安徽农学通报，２０１３，１９（６）：２３－２４．

［５］郑　颖，秦红玫，黎云祥．台湾桤木组织培养中污染和褐化的防
止［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（２）：６４－６５，１１７．

［６］徐耀华，杨春华，刘晓波，等．扁穗牛鞭草组织培养中褐化控制技
术初探［Ｊ］．草业科学，２０１３，３０（２）：２１２－２１７．

［７］杨亚萍，郑新强．茶树组织培养中的褐化控制研究［Ｊ］．茶叶，
２０１３，３９（１）：３－７．

［８］黄凤兰，萨日娜，孟凡娟，等．蓖麻花药愈伤组织诱导的研究［Ｊ］．

作物杂志，２００９（６）：５９－６３，后插１．
［９］邵志敏，陈永胜，黄凤兰，等．低温预处理与光照条件对蓖麻花药
愈伤组织诱导的影响［Ｊ］．内蒙古民族大学学报：自然科学版，
２０１２，２７（２）：１８９－１９３．

［１０］李国瑞，黄凤兰，王文跃，等．蓖麻花药愈伤组织诱导条件优化
［Ｊ］．内蒙古民族大学学报：自然科学版，２０１２，２７（６）：
６７０－６７３．　

［１１］刘　强，张春庆，巩东营．玉米花药培养中影响褐变的几个因素
的初步研究［Ｊ］．玉米科学，２００５，１３（１）：３９－４０，４３．

［１２］钱春艳，曹有龙，段安安，等．枸杞花药培养若干影响因子的研
究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１０（６）：７６－７８．

［１３］ＧｌａｎｄＡ，ＬｉｃｈｔｅｒＲ，ＳｃｈｗｅｉｇｅｒＨＧ．Ｇｅｎｅｔｉｃａｎｄｅｘｏｇｅｎｏｕｓｆａｃｔｏｒｓ
ａｆｆｅｃｔｉｎｇｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｉｓｏｌａｔｅｄｍｉｃｒｏｓｐｏｒｅｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆＢｒａｓｓｉｃａ
ｎａｐｕｓＬ．［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９８８，１３２（５）：６１３－
６１７．　

［１４］ＪｏｈａｎｓｓｏｎＬＢ，ＣａｌｌｅｂｅｒｇＥ，ＧｅｄｉｎＡ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｃｈａｒｃｏａｌ，Ｆｅ－ＥＤＴＡａｎｄｏｔｈｅｒｏｒｇａｎｉｃｍｅｄｉａｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄ
ａｎｔｈｅｒｓｏｆＡｎｅｍｏｎｅｃａｎａｄｅｎｓｉｓ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉａＰｌａｎｔａｒｕｍ，１９９０，８０
（２）：２４３－２４７．

林贵兵，万德光，严铸云，等．基于ＰＣＲ－ＤＧＧＥ的中江丹参轮作期间土壤细菌遗传多样性变化特征［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（４）：４８－５１．

基于 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ的中江丹参轮作期间土壤细菌
遗传多样性变化特征

林贵兵１，２，万德光２，严铸云２，杨新杰３，刘　涛４

（１．江西中医药大学药学院，江西南昌３３０００４；２．成都中医药大学中药材标准化教育部重点实验室，四川成都 ６１００７５；
３．陕西中医学院，陕西咸阳７１２０４６；４．成都大学，四川成都 ６１０１０６）

　　摘要：为了解四川中江丹参轮作期间土壤细菌遗传多样性变化特征，分离提取土壤微生物ＤＮＡ，以细菌通用引物
ＰＣＲ扩增，ＤＧＧＥ分离，切割条带、回收并测序，在ＧｅｎＢａｎｋ中查得菌种。结果表明，中江丹参轮作期间，土壤细菌主要
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ｇｏｍｏｎａｓｓｐ．。休种１年与当年种植丹参土壤细菌多样性相似，而与休种３年土壤细菌种群结构有明显差异；休种第２
年属于过渡。说明中江丹参轮作期休种为其土壤细菌群落遗传多样性逐渐恢复平衡过程；且休地第２年是关键时期，
与笔者前期采用培养法及土壤真菌群落结构相关的研究结果一致。
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　　丹参为唇形科植物丹参（ＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅ．）的干燥
根及根茎，具有祛瘀止痛、活血调经、养心除烦的功效。在中

药材生产质量管理规范（ＧＡＰ）实施过程中，中药材种植快速
发展；但也出现了一些严重的问题，如连作障碍。丹参忌连

作，连作导致病虫害严重，其质量和产量明显下降［１］。土壤

生物环境恶化是引起作物连作障碍形成的主要机制之一［２］。

研究结果表明，土壤微生物群落结构多样性与土传病害、连作

障碍有着密切的关系［３］；对地黄［４］、麦冬［５］和苍术［６］研究认

为，土壤微生物群落失衡是引起连作障碍的主要因素之一。

在前期的研究中，通过纯培养法试验发现，种植丹参的土壤中

各类微生物数量与群落结构发生变化，重新建立土壤生态系

统平衡；栽培丹参后土壤微生物群落自然恢复间隔至少为２
年［７］。前期的研究方法主要是通过培养法研究土壤微生物

群落，但此法只能对土壤中的可培养优势微生物进行分析，而

土壤中有绝大部分是不可培养微生物，因此培养法不能全面
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