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　　夏蜡梅（ＣａｌｙｃａｎｔｈｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＣｈｅｎｇｅｔＳ．Ｙ．Ｃｈａｎｇ）为蜡
梅科夏蜡梅属落叶灌木，是国家二级保护植物，其花形奇特、

色彩淡雅，观赏价值高，是一种在园林绿地中常用的花灌木。

夏蜡梅初开之花有解暑、清热、理气、止咳等功效，花、根可治

胃痛，叶含有挥发性的芳香油，因此，夏蜡梅具有广阔的开发

利用前景。目前，生产上夏蜡梅主要靠种子繁殖，由于其繁殖

率低、育苗周期长，根本满足不了生产和科研需要，而国内外

对夏蜡梅的研究主要集中在营养器官解剖、逆境胁迫对幼苗

生理生态特性的影响等［１－４］，利用茎段进行组织培养的研究

相对较少［５－６］，且存在繁殖系数低、组培系统不完善等问题。

本研究利用夏蜡梅幼苗叶片，通过筛选其组织培养的基本培

养基、植物生长调节剂种类、水平及使用比例，建立其高效的

体外植株再生体系，为其新品种培育、分子生物学研究和工厂

化生产奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
２年生夏蜡梅健康植株，由河南省中牟县白沙镇蜡梅资

源圃提供，取其幼嫩叶片作为外植体进行组织培养，建立体外

植株再生体系。

１．２　试验方法
１．２．１　夏蜡梅外植体的预培养　将采集的夏蜡梅幼嫩叶片
用７５％乙醇（酒精）消毒３０ｓ，无菌水清洗３次；用０．１％氯化
汞消毒５ｍｉｎ，用无菌水清洗３次；接种于含有植物激素的ＭＳ
基本培养基（含蔗糖２０ｇ／Ｌ、琼脂粉４．６ｇ／Ｌ）上，在温度为
２５±２℃、光照强度为１３０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、光照时间为１６ｈ／ｄ
的培养室内培养。组织培养条件下同。

１．２．２　夏蜡梅叶片愈伤组织的诱导　以 ＭＳ为基本培养基
（蔗糖质量浓度为２０ｇ／Ｌ、琼脂粉质量浓度为４．６ｇ／Ｌ、聚乙

烯吡咯烷酮质量浓度为１．５ｇ／Ｌ），分别添加浓度梯度为０．１、
０．３、０．５、０．７、１．１ｍｇ／Ｌ的萘乙酸（ＮＡＡ）和浓度梯度为２、４、
６、８、１０ｍｇ／Ｌ的６－苄基腺嘌呤（６－６－ＢＡ，简称６－ＢＡ）；将
夏蜡梅预培养的叶片切成约１．０ｃｍ×１．０ｃｍ的小块，接种于
培养基上，培养室内进行愈伤组织的诱导，每组合２０瓶，每瓶
３个外植体；每隔１０ｄ统计１次愈伤组织诱导率，第５０天时
根据愈伤组织诱导率的大小确定叶片愈伤组织诱导的最适培

养基。愈伤组织诱导率 ＝（诱导出愈伤组织的外植体数／接
种的外植体数）×１００％。
１．２．３　夏蜡梅芽的诱导　将诱导产生的夏蜡梅愈伤组织，接
种到 ＭＳ添加不同浓度 ＮＡＡ、６－ＢＡ的芽诱导培养基上，
ＮＡＡ、６－ＢＡ浓度设置与愈伤组织诱导相同，培养室内进行芽
的诱导培养，每组合２０瓶，每瓶３块；第３０天时观察芽的分
化情况，以诱导出的芽肉眼可清晰分辨为标准，计算芽的诱导

率，确定芽诱导的最适培养基。芽诱导率 ＝（诱导出芽的外
植体数／接种的外植体数）×１００％。
１．２．４　夏蜡梅根的诱导　诱导出的芽长到约３ｃｍ高时，从
茎基部剪下，转接到添加浓度梯度为０．１、０．３、０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ
的１／２ＭＳ生根培养基上，培养室内培养，观察生根情况，第
２０天时统计其生根率，筛选出夏蜡梅根诱导的最适培养基。
根诱导率＝（生根的幼芽数／接种的幼芽总数）×１００％。
１．３　数据分析

采用ＳＰＳＳ１９．０软件对试验数据进行分析，采用 ＬＳＲ法
进行多重比较。

２　结果与分析

２．１　不同激素组合对夏蜡梅叶片愈伤组织诱导的影响
由表１可见，不同激素组合培养基对夏蜡梅叶片愈伤组

织（图 １－Ａ）的诱导差异明显；ＮＡＡ质量浓度为 ０．１～
１．１ｍｇ／Ｌ时，随６－ＢＡ浓度的升高，夏蜡梅叶片愈伤组织的
诱导率逐渐减小，其中，ＮＡＡ质量浓度为０．９～１．１ｍｇ／Ｌ时，
随６－ＢＡ质量浓度的升高，夏蜡梅叶片愈伤组织的褐化情况
逐渐加重；培养基为ＭＳ＋０．９ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ时，
夏蜡梅叶片愈伤组织的诱导率相对最大，为１００．００％，该培
养基作为夏蜡梅叶片愈伤组织诱导的最适培养基。
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表１　不同激素组合对夏蜡梅愈伤组织、芽诱导的影响

植物激素浓度（ｍｇ／Ｌ）
ＮＡＡ ６－ＢＡ

愈伤组织诱导率

（％）
芽诱导率

（％）

０．１ ２ ３７．６７ｄ ０．００ｉ
０．１ ４ ２７．００ｅ ０．００ｉ
０．１ ６ １０．００ｆ ０．００ｉ
０．１ ８ ０．００ｇ ０．００ｉ
０．１ １０ ０．００ｇ ０．００ｉ
０．１ １２ ０．００ｇ ０．００ｉ
０．３ ２ ９０．２３ａ ０．００ｉ
０．３ ４ ６９．６７ｂ ０．００ｉ
０．３ ６ ５２．３３ｃ ０．００ｉ
０．３ ８ ０．００ｇ ３０．３３ｄ
０．３ １０ ０．００ｇ ２４．４２ｅ
０．３ １２ ０．００ｇ ０．００ｉ
０．５ ２ ９７．６７ａ ２２．６７ｅ
０．５ ４ ９０．３３ａ １６．３３ｆ
０．５ ６ １１．５８ｆ ９．３３ｇ
０．５ ８ ０．００ｇ ５．６７ｈ
０．５ １０ ０．００ｇ ０．００ｉ
０．５ １２ ０．００ｇ ０．００ｉ
０．７ ２ ９４．２８ａ ５１．６７ａ
０．７ ４ ９２．４２ａ ４８．４６ｂ
０．７ ６ ８９．３３ａ ３８．６７ｃ
０．７ ８ ８０．３３ａ １１．３３ｇ
０．７ １０ ５２．３３ｃ ０．００ｉ
０．７ １２ ０．００ｇ ０．００ｉ
０．９ ２ １００．００ａ ５９．６７ａ
０．９ ４ ９４．６７ａ ５５．６８ａ
０．９ ６ ６０．２８ｂ ４３．６７ｂ
０．９ ８ ０．００ｇ ３６．５７ｃ
０．９ １０ ０．００ｇ ０．００ｉ
０．９ １２ ０．００ｇ ０．００ｉ
１．１ ２ ２８．２０ｅ １９．６７ｅ
１．１ ４ １３．３３ｆ ７．４８ｈ
１．１ ６ ０．００ｇ ０．００ｉ
１．１ ８ ０．００ｇ ０．００ｉ
１．１ １０ ０．００ｇ ０．００ｉ
１．１ １２ ０．００ｇ ０．００ｉ

　　注：表中数据为２次重复的平均值；同列数据后不同小写字母表
示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　不同激素组合对夏蜡梅芽诱导的影响
由表 １可见，ＮＡＡ质量浓度为 ０．５～１．１ｍｇ／Ｌ时，随

６－ＢＡ质量浓度的升高，叶片芽诱导率逐渐减小，其中，培养
基组合为ＭＳ＋０．９ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ时芽的诱导率
相对最大，为５９．６７％，说明夏蜡梅愈伤组织芽诱导（图１－
Ｂ）的最适培养基为ＭＳ＋０．９ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ。
２．３　不同激素浓度对夏蜡梅根诱导的影响

由表２可见，夏蜡梅芽在没有添加 ＮＡＡ的１／２ＭＳ培养
基上也可诱导出根（图１－Ｃ），生根率为１００．００％，但诱导出
根的条数相对较少，为３条；培养基１／２ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ
诱导出根的条数相对最多、根长相对相对最长，分别为６条、
３．０ｃｍ，并可形成完整植株（图１－Ｄ），可作为夏蜡梅生根的
最适培养基。

表２　不同激素浓度对夏蜡梅生根的影响

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

生根率

（％）
平均根数

（条）

平均根长

（ｃｍ）

０．０ １００．０ ３ ２．５
０．１ １００．０ ３ ２．２
０．３ １００．０ ６ ３．０
０．５ １００．０ ５ ２．４

３　结论与讨论

植物体外植株再生与植物品种、基因型和培养条件密切

相关。一般情况下，植物基因型在分类学中的亲缘关系越远，

体外植株再生体系所需植物生长调节物质的种类和浓度差异

就越大［７－９］。前人用夏蜡梅茎段培养时发现，茎段在培养过

程中周围培养基有变绿现象，可能为叶绿体的渗透，同时随培

养时间的增长，茎段上皮孔增大，有粉末状物质溢出，影响芽

的增殖和分化［５］。本研究以夏蜡梅幼嫩叶片为材料，在基本

培养基中添加植物生长调节物质，筛选出愈伤组织、芽、根诱

导的适宜培养基组合分别为 ＭＳ＋０．９ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ、ＭＳ＋０．９ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、１／２ＭＳ＋
０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ。研究中发现，当 ＮＡＡ质量浓度一致时，随
６－ＢＡ质量浓度的升高，夏蜡梅愈伤组织的诱导率呈下降趋
势，这与张变莉等结论［１０－１１］吻合；加入ＮＡＡ对根诱导有一定
的促进作用，能够增加根的数量，提高根的质量。
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不同哺乳动物 ＧＤＦ９密码子偏性及聚类分析
杨佳栋，刘月琴，张英杰

（河北农业大学动物科技学院，河北保定０７１０００）

　　摘要：为更好地认识哺乳动物ＧＤＦ９基因在长期进化过程中为适应环境形成的密码子使用模式，通过ＣｏｄｏｎＷ软
件计算不同哺乳动物ＧＤＦ９基因的密码子偏性指标，利用ＳＰＳＳ软件对密码子偏好性影响因素的相关性进行分析，结
合密码子偏性和最小进化法分析其亲缘关系。ＧＣＴ、ＴＧＴ、ＴＴＴ、ＡＴＴ、ＣＣＴ、ＡＧＡ、ＡＣＴ为哺乳动物 ＧＤＦ９基因的最优密
码子，该基因偏爱使用以Ａ或Ｔ结尾的密码子；Ｇ、Ｃ含量和蛋白质亲水性是影响 ＧＤＦ９基因密码子偏性的主要因素；
聚类分析提示不同哺乳动物间的同源性越高，ＧＤＦ９基因密码子使用特征的相似性越高。
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　　在雌性哺乳动物整个生殖周期过程中，卵母细胞只能来
源于原始卵泡库［１］。有研究表明，原始卵泡形成过程受激

素、转录因子和相关通路的介导［２］。生长分化因子９（ｇｒｏｗｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ９，ＧＤＦ９）作为转化生长因子 β超家族成
员之一，在卵泡的发育过程中有关键的调节作用［３］。密码子

是ＤＮＡ或ＲＮＡ的碱基序列与其编码蛋白序列之间的对应关
系［４］。编码相同氨基酸的密码子为同义密码子，在蛋白合成

过程中，同义密码子的使用频率存在差异，且物种和基因对某

一种或几种密码子的使用具有偏好性［５］。对基因密码子偏

好参数进行分析，能更好地理解和研究基因水平转移和基因

家族分化的发生［６］。因此对密码子偏好性的研究可在分子

的角度为ＧＤＦ９基因序列特征、分类和遗传进化规律提供重
要信息。前人相关研究表明，ＧＤＦ９基因具有刺激颗粒细胞
减数分裂、抑制素的生成作用［７］，并影响卵泡发育和生殖功

能［８］。Ｗａｎｇ等发现通过ｓｉＲＮＡ敲除 ＧＤＦ９后能抑制仓鼠原
始卵泡的形成，但添加 ＧＤＦ９纯品培养卵巢会加速原始卵泡
的形成［９］。在人、啮齿类、牛、绵羊和有袋类动物卵巢卵母细

胞中，ＧＤＦ９基因特异性表达，但该基因在山羊卵母细胞和黄
体中可同时表达［１０－１１］。ＧＤＦ９基因还能通过多个信号通路

促进颗粒细胞增殖过程［１２］。马会明等通过 ＲＮＡ干扰使该基
因表达沉默，也能抑制颗粒细胞增殖过程［１３］。这些研究通过

探讨不同哺乳动物已被克隆的 ＧＤＦ９基因，并在卵巢卵母细
胞中进行了相关表达分析，但未开展密码子使用偏性的研究，

这不利于其异源表达和遗传转化等后续试验的进行。ＧＤＦ９
基因密码子使用偏好性的研究能为该基因的分类和进化提供

重要信息。本研究利用 ＣｏｄｏｎＷ 软件分析不同哺乳动物
ＧＤＦ９基因对密码子的使用情况，基于ＧＤＦ９基因最小进化法
和同义密码子相对使用度的欧式平方距离系数建立聚类关

系，为ＧＤＦ９基因功能的深入研究提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　目的基因的来源
本研究所用基因资料都来源于 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｃｏｒｅ／）数据库，１２种物种包括灵长目苏
门答腊猩猩、普通狨猴和人，食肉目家猫和家犬，偶蹄目家牛、

牦牛、绵羊、山羊和野猪，啮齿目小家鼠和褐家鼠。各哺乳动

物ＧＤＦ９都是完整的ｃＤＮＡ序列（表１）。利用 ＭＥＧＡ６．０对
上述核苷酸序列进行碱基分析。

１．２　目的基因的筛选
对候选的哺乳动物ＧＤＦ９基因ｃＤＮＡ序列进行如下规则

的筛选：（１）ｃＤＮＡ序列为完整编码蛋白序列；（２）该ｃＤＮＡ序
列长度＞３００ｂｐ；（３）蛋白翻译部位位于细胞质；（４）质粒、转
座子及病毒上的基因不予考虑；（５）多拷贝基因不重复计算。
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