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中麻黄离体培养及麻黄生物碱含量

I· 中麻黄离体培养及愈伤组织的生长
·

李 毅
"

刘 辉

〈中国科学院西北高原生物研究所,西宁,8】0001)

摘  要

本文对中麻黄Ep杨
'/夕

j″功刁饣
'切

进行了茎段离体培养。在 Ms+CH 300耄 克/升 +Gln

200毫克/升 +Asp 150毫 克/升 +2,4-D2毫 克/升 +蔗有 3%培养基上念伤组织诱导率达

406.3%,添加氨基酸能极大地提南诱导率。继代培养中出现了 4种颜色的念伤组织,改变营

养成份可实现各颜色念伤组织的互相转化。经筛选获得生长旺盛的惫伤组织无性系。合适的继

代培养基 (Ms+CH 300— 500毫克/升 +Gln 200毫 克/升 +Asp 150毫克/升 +2,4-D1.5毫

克/升 +KT O· 2毫克/升 +木搪 250毫克/升 +蔗榜 3%—6%)可使愈伤组织快速坩殖。

关键词 :中麻黄;组织培养 ;愈伤组织

麻黄为常用中药,是世界著名的我国特产药材 (张建生等 ,1989)。 麻黄中主要有效

成分是麻黄碱。麻黄孩是拟肾上腺素药,能促进人体内去甲肾上腺素的释放,具有中枢

神经兴奋作用 (北京医学院等,1980)。

中麻黄 (Ep九纟Z犯 J刀勿″材初)是麻黄居的一个种,是我国分布最广的麻黄之一,主

要产于我国西北部海拔数百米到 2000米的干旱、荒漠、沙滩地区,其强大的根系有固沙

保土的作用 (中国科学院中国植物志纾辑委员会,1978),在 环境保护方面具有重要意义。

近年来由于过度开垦和乱采滥挖,其产量日趋减少 (武素功等 ,1990)。 利用组织和细胞

培养技术大量繁殖麻黄培养物,从中提取麻黄孩,可以有效地开拓麻黄孩生产的新途径。

Ramawat等从 1976年起对 E夕切
'r口

岁叼″拒,:口 和 Ep△刃涩为Jz。场作了大量的培养

工作 (Ramawat et a⒈ ,1976,1979a;1979b)。 但对主要分布于我国的EP九材叼 z″纟彻〃叼

的培养还未见报道。
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材料与方法

(1)材料 :于 1987年 7月 和 1988年 8月 采自青海省海北州海晏县白佛寺乡,采集

地为海拔 2600米的山前冲积平原。

(2)方法 :开花前剪取直径在 0· 2厘米以下的嫩枝作接种材料 ,经大量水冲洗后,用

o· 2%的 HgC12表面灭菌 8分钟,无茵水冲洗 3-4遍 ,将切段 (长 1厘米左右)培养在

100毫升三角锥瓶中。诱导培养基为补加不同添加物的 MS培养基 (Murashige et a1,;

1962),补加成分见表 1。 培养在人工气候箱中进行,温度 25·C± 1C,暗培养。待产生

大量愈伤组织后,从外植体上切取愈伤组织进行继代培养,继代培养在每 日16小时光照

(20001x)下进行 ,继代培养基为补加不同添加物的Ms培养基 (表 1)。 以后每 2个月挑

选生长旺盛的愈伤组织进行继代培养。

表 1 培养基成分表

T‘lble 1 T△e Com.posIIlon of llledla Unit;mg/L

继代培养基

subcultural:nedla.
Constituont

一
 
∞

 
 
∞

成分

2,4-I∶)

KT

kinetin

Cln

Glutamine

Asp

'ispartic acid
木搪

Xylose

蔗糖

sucrosc

30000-

60000

1.5

o.2

150

250

注:所有培养基基本成分为Ms培养基,补加 CH 3。°-500耄克/升。

Note.The baslc medium ls Ms medium added casein hydrolysate 30σ -500mg/L,

结果与讨论

1· 愈伤组织发生形态

材料接种后 10天左右,在切段的 1端或 2端产生肉眼可见的愈伤组织,35天后产生

大量的淡黄色愈伤组织。一般愈伤组织在相应于材料的基部的一端先发生,而后在相应

于材料的顶部位置发生,且产生的愈伤组织数量也不多 (图版 I:1)。 这种现象也许和

植物材料中内源激素的不平衡分布有关。

诱导出的愈伤组织呈疏松状态,其中分布着一些呈球形坚硬的胚性愈伤组织 (EC,
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诱导培养基

Media for in.ducing calli

IIN

30000

2()()

30000

200

150

300()o

200

150

1,5

0,2
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embryogenic-callus)。 继代时只挑选 EC进行转移。

2· 愈伤组织的诱导率与材料的大小

接种材料分为直径 0· 1厘米以下 (包括 0· 1厘米)和直径 0· 1厘米以上 2组 (表 2)。

表 2 接种材料与愈伤组织诱导率

Table 2  I:lcocuInted△ laterlals a△ d their C巳 IIug i△ duCtion ratio

项   目

Itenl

项   目

1tcm

接种效

Nuinber of inocuItion

t伤组织效

Numbcr of inducing calli

诱导率

Ratio%

总和

Total

32

13()

406.3

注:培养基为 IIA。 诱导率=(产生EC奴/接种材料切段效〉×100%。

Note:On IIA medium.Rat⒑ =(Number of EC/aumbcr of inoculau。 n)× 100%.

虽然大直径材料的愈伤组织诱导率较高,但仅比小直径处理高 (421· 1—
—384.6)/

421.1=8.7%,并 无明显优势。

3· 愈伤组织诱导率与氨基酸

诱导培养基以 IIN(不补加氨基酸)为基础,依次补加 Gln(Ⅱ 培养基)和补加 Gln

+Asp(IIA培养基)的 3种培养基 ,比较其诱导效果 (表 3)。

表 3 补加上基莹与诱导率

Tnble s  InfluenCe of addlug nmimo ncld on ratio oF caIIus inductioⅡ

接种效

Nuinber of inocultion

念伤组织饮

Nuna.ber of induchg calli

诱导率

Ratlo%

IIA培 养基

IIA nledium

32

130

406.3

从表 3可以看出,II比 IIN培养基的诱导率提高 1· 1倍 ,IIA培养基的诱导率得到了

进一步的提高。其原因是高浓度的NH扌 对植物材料有毒害作用,但是植物的代谢又与

NH:紧密相关,因此在培养基中能够长时期地提供低浓度的NH扌 离子供植物代谢所利

用是至为重要的。这样,我们通过在培养基中形成NH扌 离子代谢库 (简称
“NH扌 库

”
)

·227·

直径>0· 1厘米

Diameter)0.1c:ll

直径(0· 1厘米

EXameter((0.1cnl

19

421.1

13

50

38逐 .6

IIN培养基

IIN medium

II培 养基

【I medium

31

47

151.6

13

330.8
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来实现低浓度NH扌 的供应。它分为基本的Gln途径和补充形式的Gln~Asp途径。

(1)Gln途径一基本形式 :

Gln+H20——̄ Glu+NH3(需 Gln酶 )

Glu+NHe+ATP— —Gln+ADP+Pi(需 Gln合成酶 )

Glu+NADP+H20(一 α酮戊二 酸 +NADPH+NH:(需 Gln脱氢酶 )

NH3+H20<一 >NH扌 +OHˉ

Glu+丙酮酸
一

α酮戊二酸+丙氨酸 (需转氨酶)

以上各种酶在植物中广泛存在 (沈同等 ,1980),由于以上反应的动态过程 ,在培养

基中形成了 NH扌 的缓冲,即形成
“NH扌 库

”
。这样既避免了NH扌 对植物的毒害,又提

高了植物代谢对 NH3的需求。

(2)Gln-Asp途 径一补充形式 :

Asp+NH:+ATP·——Asn+ADP+Pi(需 Asn合成酶 )

Asn+H20——·Asp+NH3(需 Asn酶 )

Asp+α 囹戊二酸——草酰乙酸+Glu

Gln-Asp途 径通过 Gln途径起作用,它进一步补充了
“NH扌 库

”
的容量。

通过以上途径,实现了
“NH扌 库

”
的形成,从而提高了诱导率。

4· 愈伤组织的生长

EC初次转移后形成了 4种颜色不同的愈伤组织:①维持淡黄色不变 (图版 I:2);

②转变为绿色愈伤组织 (图版 I:3);◎转变为绿色和黄色的杂合色愈伤组织 (图版 l:

4);④转为褐色愈伤组织 (图版 1:5)。 现将黄色愈伤组织和绿色愈伤组织的转化率列

人表 4。

表 4 Ec初次转移后向黄色与绿色愈伤组织的转化

Table 4  
·
I· he erfect that e△lbryoge△ .1c-CaI1us kept yeIIow.color and turn.ed Into gree△ Color in Firs1 gubcuIture

黄色愈伤组织

Yellow eallus
项  目

Item LC+培养基

LC+medium

接种愈伤组织数

Ca11us No.of inoculatlon

抟化的念伤组织效

No.of changcd callus

转化率%

R.atlo of changcd

67

24

35,8

EC初次转移后,在 LC+培养基上其颜色得到了较好的保持。4种愈伤组织的生长速

度:黄色>绿色)杂合色)褐色。黄色愈伤组织的生长速度极快,转移前每瓶平均鲜重

o· 7572克 ,40天后增加到 16· 2263克 ,平均日增重 0· 3867克 (鲜重)· 日
^1·

瓶
^1,图
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绿色愈伤组织

Grcen eanus

LC培养基

△C medium

LC+培养基

LC+inedium

LC培养基

LC medium

23

26.7

67

16

23.9
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版 I:6-8分别为转移后 5天、20天和在0天的情况。

以后每次继代均挑选淡黄色EC转移,我们将从外植体上切下的EC称为 S。 代 ,从 so

代中选出的EC称为s1代 ,依次类推。从s2代起,在 LC+培养基上愈伤组织基本保持淡

黄色不变。而在LC培养基上愈伤组织仍出现了多种颜色,愈伤组织在生长前期转为绿色
(图版 I:9),而在生长后期,从绿色愈伤组织中:又产生出一些黄色愈伤组织 (图版 I:

lO),将这些黄色愈伤组织转移到 LC+培养基上,仍可高速生长。



EPIfEDFA IⅣTERJMrEDIA IN VITRO CULTURE

AND ITs ALKALOID CONTENT

I.EPiqrEDRA riVTERJ切 rEDr^IN VITRO

CULTURE AND THE GROWTH OF CALLI

Li Yi, zhao X and Liu Hui

〈Ⅳ o'访 叨 es咨 P``‘绍 仍 r饬
'助

忉 。FB初
`oe,,T′

召 C′:,`:召 货

^Cnze″
:吵 or sc饣″c^,X扬 吻 g,810001)

The young ste!n of E夕 万纟J'么 犭刀纟纟r`ヵ纟‘

`饣

ow·as in vitro cultured.The rat“ o of inducing

ca11i was 406.3%on Murashige and skoog′ s(Ms)medium supplemented with casein

hydrolysate(CH)300mg/L+Gln 200mg/L+Asp 150mg/L+2,准 一D2mg/L+sucrose

3%.Addition an】 ino acid showed good effect.In first subculture,the ye11ow callus turned

into four kinds of callus with different color. The yellow callus grew fast so it W.as con-

tinued to subculture.A fit medium(Ms+CH 300-500mg/L+Gln 200mg/L+Asp

150mg/L+2,4-D1· 5mg/L+KTO.2mg/L+Xylose 250mg/L+sucrose 3-6%)makes

the callus growing we11.

K.ey words: E夕 方纟召
'夕

z″ r召r`刀

'涩
氵么, Plant tissue culture; Callus
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李 毅等:中麻黄离体培养及麻黄生物u含量 I· 中麻黄离体培养及念伤组织的生长

Li·Yi et a1,: Ep方 纟dr曰 |″re″刀召Jz。 in vitro culture and its alkaloid content

1. Ephedra internledia in vitro culture and the growth of calli

图版】

Plate I

1· 茎切段惫伤组织的发生及部位。2· 淡黄色胚挂念伤组织 (EC〉 。3-5.绿色、杂合色和袖色

念伤组织。6-8· 念伤组织转移 5天、20天 、40天时的生长估况。9· 在LC培养基上,淡黄

色胚性念伤组织转化为绿色念伤组织。10· 生长后期在绿色念伤组织中产生一些黄色念伤组

织。

1.Ca11us ciilergence and positlOI1,2,The yeu。 w embFyogen1c-callus(EC).3-5.Green,n.otley

and brown calli. 6-8,Calli havcing gIOwn for 5 days,20 days and衽 O days, 9.()nI'C)mcdiu〖 n,

EC turrled into green calli and lO. thc old greeIl calli produccd sOIn.e ycllow calli.
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