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　　摘要：以三叶木通试管苗下胚轴为材料，研究不同激素配比对三叶木通下胚轴愈伤组织诱导、分化的影响，比较光
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ＴＤＺ的浓度对愈伤组织的分化有着重要的影响，适合愈伤组织分化的最佳培养基为：ＭＳ＋ＴＤＺ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
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　　三叶木通［Ａｋｅｂｉａｔｒｉｆｏｌｉａｔａ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｋｏｉｄｚ］是木通科
（Ｌａｒｄｉｚａｂａｌａｃｅａｅ）木通属（Ａｋｅｂｉａ）的一种果实营养价值较高
的半落叶藤本野生果树［１］，别称八月瓜、八月扎、炸瓜。主要

分布于中国甘肃南部、陕西南部，湖南、湖北、山西、河南等地

也有少量分布［２］。研究发现，三叶木通种子脂肪酸含量较

高，且主要以不饱和脂肪酸为主［３］；果实味美、营养丰富，蛋

白质、氨基酸、可溶性糖、有机酸和矿物质含量也很高，被誉为

果中之王［４］，具有较高的经济价值和开发价值。三叶木通是

中国传统中药，有清心火、利小便、通经下乳作用［５］。近年

来，国内学者对三叶木通的研究主要集中在药用成分分析以

及扦插栽培等方面［６－７］，组织培养方面研究较少，目前，只有

愈伤组织诱导的研究，且诱导率较低，尚无关于三叶木通愈伤

组织分化成苗的相关报道。本试验对三叶木通下胚轴愈伤组

织诱导及分化进行了研究，研究不同生长调节剂种类、浓度组

合对三叶木通下胚轴再生的影响，以期建立三叶木通下胚轴

高效离体再生体系，为其遗传转化体系的建立奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
三叶木通种子由湖南怀化种植基地提供。

１．２　方法
１．２．１　无菌外植体的获取　挑选富有光泽、饱满的种子，置
于超净工作台内，无菌水浸泡２４ｈ，使其充分膨胀。７５％的乙
醇浸泡３０ｓ，无菌水冲洗３次，０．１％的氯化汞浸泡１０ｍｉｎ，无
菌水冲洗３次，置于无菌滤纸上吸干多余水分，用解剖针划开
种皮，将胚取出，分别接种于ＭＳ培养基、１／２ＭＳ培养基、ＭＳ＋

６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ和 １／２ＭＳ＋６－ＢＡ
０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ培养基中诱导种子萌发，２４ｈ光照
培养７ｄ，统计试验结果。
１．２．２　愈伤组织诱导培养基的筛选　切取长度约为５ｍｍ
的三叶木通下胚轴，以 ＭＳ为基本培养基，选用３因素３水平
正交试验设计Ｌ９（３

３）方案，观察２，４－Ｄ、ＮＡＡ、ＫＴ３种植物
激素的浓度及配比对愈伤组织诱导的影响（黑暗培养），每瓶

接５个材料，每组处理１０瓶，４０ｄ后统计愈伤组织诱导结果。
１．２．３　光照对愈伤组织诱导影响及抗褐化剂的筛选　切取
长度约为５ｍｍ的下胚轴，接种于 ＭＳ＋２，４－Ｄ２．０ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ中，分别进行黑暗、光照、黑暗 ２０ｄ再光照
２０ｄ３种处理方案培养，定期观察并记录生长情况，４０ｄ后统
计试验结果。将约５ｍｍ大小的外植体接种于愈伤诱导培养
基ＭＳ＋２，４－Ｄ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ中，分别添加维生
素Ｃ１０、２０、５０ｍｇ／Ｌ，ＡＣ（活性炭）０．５、０．８、１．０ｇ／Ｌ，ＰＶＰ（聚
乙烯吡咯烷酮）０．６、０．８、１．０ｇ／Ｌ的抗氧化剂和吸附剂，以不
添加任何抗褐化剂和吸附剂作为空白对照，黑暗处理，４０ｄ
后统计愈伤组织的褐化程度及生长状态。

１．２．４　愈伤组织分化培养基的筛选　将长势较好的愈伤组织
转移于培养基：（１）ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋
ＰＶＰ０．６ｇ／Ｌ；（２）ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋
ＰＶＰ０．６ｇ／Ｌ；（３）ＭＳ＋ＴＤＺ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＰＶＰ
０．６ｇ／Ｌ；（４）ＭＳ＋ＴＤＺ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＰＶＰ
０．６ｇ／Ｌ，每瓶接５个材料，每个处理重复 １０瓶。黑暗处理
１０ｄ后，光照培养，５０ｄ后分别观察并记录愈伤组织分化
结果。

１．２．５　培养条件　培养基ｐＨ值为５．８～５．９，琼脂８ｇ／Ｌ，蔗
糖３０ｇ／Ｌ，培养温度（２４±１）℃，培养室湿度为６０％～７０％，
光照时间为２４ｈ／ｄ（黑暗处理及光照试验除外），光照度为
１２００～１５００ｌｘ。

２　结果与分析

２．１　不同培养基对无菌外植体获得的影响
观察发现，３ｄ后接种在ＭＳ和１／２ＭＳ培养基中的种胚变
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绿且子叶张开，下胚轴开始伸长；另外２组培养基几乎没有变
化。７ｄ后不同培养基中的下胚轴长度存在差异，子叶形态
也不同（表 １）。接种于 ＭＳ＋６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．１ｍｇ／Ｌ和１／２ＭＳ＋６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ培养
基中的种胚不能形成健壮幼苗，发育畸形。因此，将 ＭＳ培养
基作为获得外植体的最佳培养基。

表１　不同培养基对三叶木通下胚轴长度及形态的影响

培养基
下胚轴长度

（ｍｍ） 子叶形态

ＭＳ １１．３７ 正常

１／２ＭＳ ９．８６ 正常

ＭＳ＋６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ ４．２５ 畸形

１／２ＭＳ＋６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ ３．７９ 畸形

２．２　愈伤组织诱导培养基的选择
观察发现，接种７ｄ左右下胚轴两端切口处开始膨大，

４０ｄ后愈伤组织形成，愈伤组织诱导结果见表２。当激素配
比为２，４－Ｄ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ时，愈伤诱导率最
高，为９６．５％。为进一步观察各控制变量是否对观测变量产
生影响，利用 ＳＰＳＳ软件进行多因素多水平的方差分析，结果
见表３。

表２　不同激素组合培养基愈伤组织诱导率

序号
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

２，４－Ｄ ＮＡＡ ＫＴ
诱导率

（％）

１ ２．０ ０．２ ０ ９６．５
２ ２．０ ０．４ ０．２ ９２．７
３ ２．０ ０．６ ０．４ ７６．９
４ ３．０ ０．２ ０．４ ８２．１
５ ３．０ ０．４ ０ ７５．９
６ ３．０ ０．６ ０．２ ６７．２
７ ４．０ ０．２ ０．２ ５０．６
８ ４．０ ０．４ ０．４ ３１．４
９ ４．０ ０．６ ０ ２３．５

表３　三叶木通愈伤组织诱导率的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方差 Ｆ Ｐ
２，４－Ｄ ４６４３．６９６ ２ ２３２１．８４８ ３９７．５０１０．００３
ＮＡＡ ６３２．９９６ ２ ３１６．４９８ ５４．１８５ ０．０１８
ＫＴ ７１．９３６ ２ ３５．９６８ ６．１５８ ０．１４０
误差 １１．６８２ ２ ５．８４１

　　由表３可知，２，４－Ｄ、ＮＡＡ２个因素对愈伤组织诱导率
的影响都极为显著，ＫＴ则不显著。即２，４－Ｄ、ＮＡＡ２种激素
的３种浓度处理间差异均为显著；ＫＴ的３种浓度处理间差异
不显著。为了筛选２，４－Ｄ、ＮＡＡ的最佳浓度，对２因素进行
Ｄｕｎｃａｎ检验，结果见表４、表５。
２．２．１　２，４－Ｄ３个浓度水平的Ｄｕｎｃａｎ检验　多重分析比较
结果见表４，２，４－Ｄ３个浓度间差异显著；２．４－Ｄ３．０ｍｇ／Ｌ与
４．０ｍｇ／Ｌ差异极显著，就平均值来看２，４－Ｄ２．０ｍｇ／Ｌ的诱
导平均值最高，因此，确定三叶木通下胚轴愈伤组织诱导适宜

的２，４－Ｄ浓度为２．０ｍｇ／Ｌ。
２．２．２　ＮＡＡ３个浓度水平的Ｄｕｎｃａｎ检验　多重分析比较结
果见表５，ＮＡＡ的３个浓度间差异显著；而ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ与
０６ｍｇ／Ｌ间差异极显著。就平均值来看，ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ平

表４　不同浓度２，４－Ｄ对三叶木通下胚轴愈伤组织诱导

浓度（ｍｇ／Ｌ） 平均诱导率（％）
２ ８８．７００ａＡ
３ ７５．０６７ｂＡ
４ ３５．１６７ｃＢ

　　注：同列数据后小写、大写字母不同者表示差异显著（Ｐ＜
００５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。表５同。

表５　不同浓度ＮＡＡ对三叶木通下胚轴愈伤组织诱导

浓度（ｍｇ／Ｌ） 平均诱导率（％）
０．２ ７６．４００ａＡ
０．４ ６６．６６７ｂＡＢ
０．６ ５５．８６７ｃＢ

均值最高，因此，确定三叶木通下胚轴愈伤组织诱导适宜的

ＮＡＡ浓度为０．２ｍｇ／Ｌ。
　　试验结果表明，２，４－Ｄ、ＮＡＡ２种植物激素及其配比对愈
伤组织的诱导率有极显著影响，当２，４－Ｄ浓度为２．０ｍｇ／Ｌ，
ＮＡＡ浓度为０．２ｍｇ／Ｌ时愈伤组织诱导率最高。
２．３　光照时间及不同抗褐化剂对愈伤组织的影响

试验结果表明，黑暗处理条件下愈伤组织诱导率最高，且

生长状态好，呈浅黄色；光照条件下的愈伤组织褐化率高达

１００％，愈伤组织呈深褐色；黑暗２０ｄ再光照２０ｄ培养的愈伤
组织开始时呈浅黄色，当进行光照培养５ｄ后观察到约４０％
愈伤组织开始慢慢变成褐色，２０ｄ后愈伤组织的褐化率高达
６０％。表明黑暗条件下培养可很大程度上降低三叶木通的褐
化。不同抗褐化剂对愈伤组织的影响见表６。

表６　不同抗褐化剂种类对愈伤组织的影响

抗褐化剂种类 浓度 褐化率（％） 生长状况

维生素Ｃ １０ｍｇ／Ｌ ９５．３８ 褐色水渍化

２０ｍｇ／Ｌ ８７．２１ 褐色致密

５０ｍｇ／Ｌ ８８．５０ 褐色致密

ＡＣ ０．５ｇ／Ｌ １００ 褐色水渍化

０．８ｇ／Ｌ ８５．２５ 褐色致密

１．０ｇ／Ｌ ７３．９６ 黄色致密

ＰＶＰ ０．６ｇ／Ｌ ２６．２４ 绿白色疏松

０．８ｇ／Ｌ ５５．２７ 浅黄色疏松

１．０ｇ／Ｌ ５７．１８ 黄色疏松

无 无 １００ 褐色水渍化

　　常用抗氧化剂维生素Ｃ及吸附剂ＡＣ并没有起到很好的
抗褐化作用，而ＰＶＰ０．６ｇ／Ｌ对防止褐化有相对较好作用，本
结果与刘香在超声对三叶木通叶片愈伤组织生长及代谢影响

得出的结论［８］一致。

２．４　愈伤组织分化培养基的筛选
将愈伤组织接种于培养基后，定期观察分化情况。培养

３０ｄ后观察到２号和４号培养基仍未分化且愈伤组织呈黑褐
色，３５ｄ后愈伤组织表面有芽点冒出。接种到１号和３号培
养基的愈伤组织也有少量呈黑褐色，但已明显分化，呈团簇

状。５０ｄ后愈伤分化情况见表７。由表７可以看出，３号培养
基ＭＳ＋ＴＤＺ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＰＶＰ０．６ｇ／Ｌ的长
势最好，芽分化程度最高，为适宜分化培养基，分化情况见

图１。
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表７　三叶木通愈伤组织分化情况

培养基编号 长势 芽的分化程度

１ 生长缓慢，芽弱小 ＋＋＋
２ 生长极缓慢，长势不好 ＋
３ 芽健壮，长势均匀 ＋＋＋＋＋
４ 芽弱小，发黄 ＋＋

３　结论与讨论

本试验中种胚接种于不同的培养基时下胚轴长度存在很

大差异，在添加植物激素的培养基中下胚轴的长度较短，可能

是由于外源激素与种胚本身内源激素相互作用抑制了生长。

种胚接种于１／２ＭＳ培养基中下胚轴长度也较短，可能是大量
元素减半而导致种胚在萌发过程中大量元素不足的原因。

三叶木通中含有丰富的酚类物质，因此在愈伤组织培养

过程中易发生褐化现象，从而影响培养的效果［９－１１］，丰富的

酚类物质还会在三叶木通果汁饮料的加工过程导致果汁色泽

褐变［１２］。光照对愈伤组织诱导过程中的褐化现象有着很强

的诱导作用［１３］。试验结果，ＰＶＰ０．６ｇ／Ｌ对防止褐化有着较
好的作用，褐化程度明显降低，可能是与 ＰＶＰ吸附了酚类氧
化物质有关。李然红等在甘蓝组织培养中也发现 ＰＶＰ对褐
化抑制作用明显［１４］。

在组织培养中，外植体的类型以及适当浓度配比的细胞

分裂素和生长素都对愈伤组织形成有着很重要的影响［１５－１６］，

本试验以下胚轴为外植体，通过正交设计筛选出适宜诱导愈

伤组织的培养基为：ＭＳ＋２，４－Ｄ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ。
沈国林等以三叶木通叶片为外植体，筛选出最适宜诱导愈伤

组织的培养基为ＭＳ＋２，４－Ｄ４．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋
ＫＴ１．０ｍｇ／Ｌ［５］，但愈伤诱导率只有 ８７．５％，低于本研究的
９６．５％，且没有进行分化研究。

本试验在解决了三叶木通愈伤诱导及褐化问题后，利用

得到的愈伤组织进行了分化的初步研究，筛选出适宜的分化

培养基为 ＭＳ＋ＴＤＺ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＰＶＰ
０．６ｇ／Ｌ，为后续快繁体系的建立奠定了基础。
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