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摘　要：以野生宁前胡根、茎、叶为外植体对其愈伤组织诱导进行了初步研究，以期为野生宁前胡高效快速繁殖和种质资

源保护提供依据。结果表明：叶片愈伤组织诱导最佳条件为ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ　０．０５ｍｇ／Ｌ，最高诱导率为９５．５６％，

黑暗或低光照度以及叶片远轴面接触培养基有利于叶片愈伤组织的形成，岀愈最早时间为８ｄ；茎段愈伤组织诱导最佳

条件为ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ，最高诱导率达８０．００％；根愈伤组织诱导最佳条件为ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ　２．０

ｍｇ／Ｌ或２，４－Ｄ　２．０ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ　０．５ｍｇ／Ｌ，最高诱导率达７８．８９％。
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　　宁前胡，学名白花前胡（Ｐｅｕｃｅｄａｎｕｍ　ｐｒａｅｒｕｐｔｏｒｕｍ
Ｄｕｎｎ），为多年生伞形科（Ｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒａｅ）前胡属（Ｐｅｕｃｅ－
ｄａｎｕｍ）野生草本植物［１］，以干燥根入药，具有降气化
痰、散风清热之功效［２］。前胡始载于《名医别录》，至今

有１　５００多年的悠久用药历史。安徽宁国盛产道地药材
白花前胡，该地所产前胡以个大皮黑、条长肉黄、质地柔
软、气味浓郁等特点在中药界享有“宁前胡”之美誉［３］。
由于连年采挖，野生资源逐渐枯竭，２０世纪９０年代末，
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由宁国医药局牵头开展了野生宁前胡改家种试验并取

得成功［４］。目前人工栽培宁前胡多采用种子繁殖和分
根繁殖［４］，分根繁殖系数低，用种量大，长期分根无性繁
殖易导致分叉现象严重［５］，伴有变异发生［６］，种性退
化［７］，品质下降。而种子繁殖萌发率低［８］，出苗不整齐。
另外，宁前胡栽培品种次年易出现抽薹现象，这些问题
严重制约了宁前胡的可持续发展。利用组织培养技术
可以避免种性退化和遗传变异，高繁殖率也为宁前胡工
厂化育苗提供可能。目前有关前胡组织培养的报道并
不多见，李忠谊等［９］采用前胡幼苗切段通过愈伤组织诱
导分化出胚状体并再生成完整植株，其细胞悬浮培养物
同样能分化出胚状体发育成完整植株。王济玫等［１０］研
究了前胡原生质体培养并成功再生出完整植株，发现蜗
牛酶对原生质体的游离起显著作用。彭菲等［１１］采用正
交设计法以紫花前胡叶柄为外植体成功诱导出愈伤组

织，并在愈伤组织中检测出香豆素成分。本实验以野生
宁前胡根、茎、叶３种外植体和新型植物生长调节剂

ＴＤＺ对愈伤组织诱导和生长进行研究，旨在为宁前胡高
效快速繁殖提供有效途径，对宁前胡野生资源保护和发
展提供相关依据。

１　材料与方法
１．１　材　料

１．１．１　植　物
于安徽省宁国市万家乡西泉村向北约３．１ｋｍ

（１１９°９′Ｅ，３０°２１′Ｎ）挖取当年４月份优质野生宁前胡
实生苗并移栽至江苏大学农业装备工程学院温室大

棚，用于组织培养所需的根、茎、叶等外植体均取自同
一健壮植株。

１．１．２　试　剂

２，４－Ｄ、６－ＢＡ、ＫＴ、ＮＡＡ、ＴＤＺ均为美国Ｓｉｇｍａ公司
产品，购自北京索莱宝科技有限公司；蔗糖、琼脂、无水
乙醇、Ｔｗｅｅｎ－２０等常规试剂购自国药集团化学试剂有
限公司；０．１％ ＨｇＣｌ２ 和 ＭＳ培养基为本实验室自配。

１．２　方　法

１．２．１　外植体消毒
以长势良好的宁前胡植株的根、茎、叶为材料，分

别用７５％酒精灭菌３０ｓ，无菌水冲洗３～５次，再用

０．１％ ＨｇＣｌ２ 分别消毒１５，１２ｍｉｎ和１０ｍｉｎ（根据预实
验结果），无菌滤纸吸干水分，用无菌手术刀将叶片切
成０．２５ｃｍ２ 的方块，茎段切成长度约为１．０ｃｍ 的小
段；根切成０．５ｃｍ３ 的方块。

１．２．２　培养条件
若无特殊声明，温度控制为（２５±３）℃、空气相对

湿度保持４０％～６０％、光照时长１２ｈ／ｄ、光照强度

１　５００～２　０００ｌｘ、ＭＳ培养基、琼脂８．０ｇ／Ｌ、蔗糖３０ｇ／Ｌ，

ｐＨ＝５．８～６．０。

１．２．３　实验数据统计与分析
采用Ｅｘｃｅｌ软件对原始数据进行录入和整理，采

用ＳＰＳＳ　２０．０进行数据分析，其中包括方差分析和

Ｄｕｎｃａｎ法进行多重比较。

　　愈伤组织诱导率（％）＝形成愈伤的外植体块数／
接种后未污染的植体块数×１００％。

２　结果与分析
２．１　不同激素组合对外植体愈伤组织诱导的影响
宁前胡同一植株不同部位外植体诱导形成的愈伤

组织能力差异性很大。由表１可看出，宁前胡３种不
同外植体在１８种愈伤诱导培养基上均可成功诱导出
愈伤组织，其中以叶片诱导率最高，在１３号培养基上
诱导率高达９５．５６％，与其他愈伤诱导结果相比具有显
著性差异；茎段在４号培养基上的愈伤组织诱导率最
高为８０．００％；根在４号和１６号培养基上具有相同的
愈伤诱导率，最高为７８．８９％。
表１　不同激素组合对外植体愈伤组织诱导的影响

处理
编号

激素组合
（ｍｇ／Ｌ）

外植体
个数

诱导率（％）

叶片 茎段 根

１　 ０．５ＮＡＡ＋０．５　６－ＢＡ　 ３０　 ４１．１１ｆ ５２．２２ｃｄ　３６．６７ｄｅ
２　 ０．５ＮＡＡ＋１．０　６－ＢＡ　 ３０　 ５５．５６ｅ ７１．１１ａｂ　３８．８９ｄ
３　 ０．１ＮＡＡ＋２．０　６－ＢＡ　 ３０　 １７．７８ｉ ４７．７８ｄ ５７．７８ｃ
４　 ０．５ＮＡＡ＋２．０　６－ＢＡ　 ３０　 ２３．３３ｈ ８０．００ａｂ　７８．８９ａ
５　 １．０ＮＡＡ＋２．０　６－ＢＡ　 ３０　 ５８．８９ｅ ７２．２２ｂ ３４．４５ｄｅ
６　 ０．１　２，４－Ｄ＋２．０　６－ＢＡ　 ３０　 １５．５６ｉ １８．８９ｆ ３８．８９ｄ
７　 ０．５　２，４－Ｄ＋２．０　６－ＢＡ　 ３０　 ２６．６７ｈ ３２．２２ｅｆ　３７．７８ｄ
８　 ２．０　２，４－Ｄ＋２．０　６－ＢＡ　 ３０　 ７３．３３ｄ ６７．７８ｂｃ　５８．８９ｃ
９　 ２．０　２，４－Ｄ＋１．０　６－ＢＡ　 ３０　 ８０．００ｂｃ　５４．４４ｃｄ　４２．２２ｄ
１０　 ２．０　２，４－Ｄ＋０．５　６－ＢＡ　 ３０　 ８３．３３ｂｃ　４５．５６ｄｅ　３４．４４ｄｅ
１１　 ２．０　２，４－Ｄ＋０．０５ＴＤＺ　 ３０　 ３４．４４ｇ　４３．３３ｄｅ　６８．８９ｂ
１２　 ２．０　２，４－Ｄ＋０．５０ＴＤＺ　 ３０　 ３６．６７ｆｇ　３６．６７ｅ ２８．８９ｅ
１３　 ０．５ＮＡＡ＋０．０５ＴＤＺ　 ３０　 ９５．５６ａ ６１．１１ｃ ６７．７８ｂ
１４　 ０．５ＮＡＡ＋０．５０ＴＤＺ　 ３０　 ８１．１１ｃ ２１．１１ｆ １７．７８ｆ
１５　 ２．０　２，４－Ｄ＋０．１ＫＴ　 ３０　 １６．６７ｉ ４２．２２ｄｅ　６７．７８ｂ
１６　 ２．０　２，４－Ｄ＋０．５ＫＴ　 ３０　 ２５．５６ｈ ３５．５６ｅｆ　７８．８９ａ
１７　 ０．５ＮＡＡ＋０．１ＫＴ　 ３０　 ２４．４４ｈ ２６．６７ｆ ５５．５５ｃ
１８　 ０．５ＮＡＡ＋０．５ＫＴ　 ３０　 ２１．１１ｈｉ　３２．２２ｅｆ　６１．１１ｂｃ

　　注：利用Ｄｕｎｃａｎ法进行多重比较，同一列不同小写字母之间表示
差异显著水平ｐ＜０．０５。下同。

　　另外，宁前胡的不同外植体接种到愈伤组织诱导
培养基上后，愈伤组织的生长情况也有很大差异。将
宁前胡离体叶片接种在愈伤诱导培养基，暗培养１周
后叶片开始卷曲膨大，在切口四周产生黄绿色或奶白
色的愈伤组织（图１ａ），而未卷曲膨大的叶片则变黄变
褐，直至枯死（图１ｂ）。宁前胡茎段在愈伤诱导培养基
上进行暗培养１０ｄ左右，茎段切口两端开始膨大，继
续培养３～５ｄ切口两端膨大处长出少量黄绿色颗粒
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状愈伤组织，继续培养一段时间后可在大多数愈伤诱
导培养基上观察到明显的质地紧密的黄绿色愈伤组

织，由茎段产生的愈伤组织呈典型的哑铃状（图１ｃ）。

与叶片和茎段相比，宁前胡根愈伤组织形成缓慢，接种
在愈伤诱导培养基上暗培养２周后逐渐产生质地紧密
的黄绿色颗粒状愈伤组织或者少量褐色的愈伤组织且

愈伤组织生长缓慢（图１ｄ，ｅ）。

２．２　不同外植体诱导的愈伤组织性状特征

３种不同外植体诱导出的愈伤组织在形态特征方
面也表现出不同的差异：叶片愈伤组织多为颗粒状聚集
起来的浅白色的疏松易碎或者黄绿色、质地紧密型愈伤
组织块（图１ｆ，ｇ）；茎段愈伤组织在茎段两端膨大，形似
哑铃，多是质地紧密的黄绿色愈伤组织块；由根形成的
愈伤组织呈浅黄绿色或者是褐色，质地紧密，愈伤组织
块上凹凸分明。因此，在宁前胡组织培养中，叶片是最
佳的愈伤组织诱导外植体，其次分别是茎段和根。

表２　不同外植体诱导愈伤组织的比较

外植体
诱导率
（％）

愈伤组织形态特征

叶片 ９５．５６ａ
浅白色、疏松膨胀或黄绿色、
质地紧密；颗粒状

茎段 ８０．００ｂ 黄绿色、质地紧密；哑铃型
块茎 ７８．８９ｂ 浅黄绿色或褐色、质地紧密；凹凸分明

２．３　光照对叶片愈伤组织诱导的影响
选取宁前胡健康植株的离体叶片，接种于叶片愈

伤组织最佳诱导培养基（１３号培养基）上，进行不同光
照条件培养（见表３和表４）。从表３可以看出，黑暗
条件有利于宁前胡叶片愈伤组织的形成。而光照５００
ｌｘ的条件下，叶片愈伤诱导率效果与黑暗条件相比有
显著性差异，愈伤诱导率为７８．８９％，通过观察发现，随
着光照强度的增加，叶片愈伤组织诱导率呈下降趋势，

光照为２　５００ｌｘ时，愈伤诱导率降低到１６．６７％，且形
成的愈伤组织发生褐化，呈紫褐色（图１ｈ），愈伤组织
较小，随后逐渐死亡。实验表明，避光条件有利于提高
宁前胡叶片愈伤组织诱导率。

　　由表４可知，宁前胡叶片愈伤组织的形成因为黑
暗条件快速启动，但是愈伤诱导率随着黑暗培养时间
的延长而降低。黑暗条件下分别诱导１４，２１，２８ｄ，诱
导率之间存在显著性差异，与此同时愈伤组织颜色和
生长状态随着黑暗处理时间的延长状况变差。本研究
表明，短时间的暗培养对宁前胡离体叶片愈伤组织的
诱导和愈伤组织生长状况不会产生很大影响，而较长
时间的暗培养不仅严重抑制宁前胡离体叶片生长，而
且对愈伤组织诱导和生长状况产生不良影响。

综合表３和表４的实验结果，宁前胡叶片愈伤组
织诱导初始阶段需要在无光或者弱光条件下进行暗培

养１周左右，暗培养时间过短或者过长都不利于愈伤
组织形成和生长；暗培养１周后逐渐增加光照强度有
利于愈伤组织形成，保持愈伤组织健康生长，这样利于
后期愈伤组织分化出不定芽。

表３　光照条件对叶片愈伤组织诱导的影响

处理
接种数
（个）
首次岀愈
时间（ｄ）

愈伤诱导
率（％）

愈伤组织
颜色及形态

黑暗 ３０　 ８　 ９５．５６ａ 黄绿色，＋＋＋
５００ｌｘ　 ３０　 １４　 ７８．８９ｂ 黄绿色，＋＋
１　０００ｌｘ　 ３０　 １５　 ３１．１１ｃ 灰白色，＋
１　５００ｌｘ　 ３０　 １７　 ２１．１１ｄ 灰白色，＋
２　０００ｌｘ　 ３０　 １７　 １８．８９ｄ 紫褐色，＋
２　５００ｌｘ　 ３０　 ２０　 １６．６７ｄ 紫褐色，＋

　　注：“＋”数目表示愈伤组织体积及生长状态，“＋”愈伤生长状态一
般、体积小；“＋＋”愈伤生长状态好，体积大；“＋＋＋”愈伤生
长状态非常好、体积较大。下同。

表４　黑暗处理对叶片愈伤组织诱导的影响

黑暗处理
时间（ｄ）

接种数
（个）

首次岀愈
时间（ｄ）

愈伤诱导
率（％）

愈伤组织
颜色及形态

７　 ３０　 ８　 ９２．２２ａ 黄绿色，＋＋＋
１４　 ３０　 １１　 ８３．４４ａ 乳白色，＋＋
２１　 ３０　 １２　 ４２．２２ｂ 灰白色，＋
２８　 ３０　 １２　 ３７．７８ｂ 灰褐色，＋

２．４　叶片放置方式对愈伤组织诱导的影响
选取宁前胡健康植株的离体叶片，接种在１３号培

养基上进行暗培养。由表５可知，宁前胡离体叶片的
不同放置方式直接影响到愈伤组织首次岀愈时间和愈

伤诱导能力强弱，以远轴面向下的接种方式更加适合
于宁前胡叶片愈伤组织的诱导。出现这种结果很可能
与宁前胡叶片自身结构有一定联系。

表５　叶片放置方式对愈伤组织诱导的影响

叶片放置方式
接种个数
（个）

首次岀愈时间
（ｄ）

愈伤诱导率
（％）

近轴面向上 ３０　 １１　 ６７．７８ｂ
远轴面向下 ３０　 ８　 ９５．５６ａ

３　结论与讨论
在植物组织培养过程中，愈伤组织的诱导、生长和

发育受到诸多因素的影响，如外植体类型、植物生长调
节剂、培养基种类、光照条件、温湿度等。愈伤组织通
过分化呈组织器官、体细胞胚途径可再生为完整植株，
是濒危植物种质资源保存、遗传操作获得转基因植物、
无病毒试管苗生产、工厂化育苗的前提条件。通常，白
色、球型的愈伤组织用于体细胞胚的发生；绿色、瘤状
愈伤组织多用于器官的发生［１２］。本实验结果表明，宁
前胡的３种外植体均能成功诱导出愈伤组织，尤以宁

·３·
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注：ａ为 叶片愈伤组织；ｂ为叶片死亡；ｃ为茎哑铃型愈伤组织；ｄ为根愈伤组织；ｅ为根愈伤组织褐化；ｆ为乳白色松散型愈伤组织；
ｇ为黄绿色紧密型愈伤组织；ｈ为叶片愈伤组织褐化；ｉ为绒毛化愈伤组织。

图１　宁前胡愈伤组织形态

前胡叶片的诱导效果最好，其次分别是茎段和根。

　　植物生长调节剂种类、配比及其浓度关系对组织
培养的成功至关重要。本研究中，ＴＤＺ对宁前胡叶片
愈伤组织的诱导表现出显著的促进作用，ＭＳ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ　０．０５ｍｇ／Ｌ的叶片愈伤组织诱导率达
到最高（９５．６％），而使用２，４－Ｄ诱导的愈伤组织多呈
白色、疏松易碎状态，在诱导初始阶段，叶片切口四周
先形成毛绒化愈伤组织后向中间聚拢（图１ｉ），随着

２，４－Ｄ浓度的增加，愈伤组织诱导率也呈上升趋势；

ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ组合更适合茎段愈
伤组织的诱导，而细胞分裂素６－ＢＡ在宁前胡茎段愈
伤组织诱导中的作用明显强于ＴＤＺ和ＫＴ，茎段诱导
出来的愈伤组织以黄绿色、质地紧密型哑铃状愈伤组
织为主；由根诱导出来的愈伤组织适宜在 ＮＡＡ　０．５
ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ或者２，４－Ｄ　２．０ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ
０．５ｍｇ／Ｌ组合的培养基上进行诱导，而低浓度的ＴＤＺ
对根愈伤组织诱导也有一定促进作用，但是高浓度

ＴＤＺ（０．５ｍｇ／Ｌ）则对愈伤组织产生毒害作用，其诱导

出的愈伤组织多为褐色，培养一段时间后渐渐死亡。

ＴＤＺ是一种苯基脲衍生物，作为一种高效的细胞分裂
素，在诸多的木本植物离体再生研究中表明，适宜浓度
的ＴＤＺ能有效促进再生难度大的植物分化［１３－１５］。

光照对外植体愈伤组织的增殖和分化有很大的影

响，主要表现在光强、光质和光周期方面。文涛等［１６］

研究不同光照强度对虎杖愈伤组织诱导发现，暗光有
利于虎杖愈伤组织的形成。刘蓉等［１７］发现ＰＰＯ 和

ＰＡＬ酶基因上调表达显著提高了ＰＰＯ和ＰＡＬ酶活
性，是引起葡萄愈伤组织褐变的主要原因，这与姜翠翠
等［１８］研究结果一致。此外，有研究表明，黑暗或者较
低光照强度有利于愈伤组织的诱导，但不利于愈伤组
织的生长［１９－２０］，这与本研究结果一致，宁前胡外植体前
期在黑暗或者低光照度暗培养愈伤组织呈现黄绿色、
质地紧密，生长快速且不易衰老和褐化，但随着光照强
度的逐渐增强，愈伤组织颜色开始失绿，由乳白色转变
为褐色，最后死亡。这可能是由于光照强度的增加提
高了相关酶活性［１７－１８］，引起愈伤组织中酚类物质氧化
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加剧褐化程度［２１］。而酚类物质的合成和氧化有关的
酶是光诱导型酶，将酚类物质氧化成醌类物质是组织
培养中导致褐化的最直接原因之一［２２］。研究还发现，
弱光培养产生的乳白色愈伤组织生长迅速，质地外松
内紧，不易褐化和衰老，更适宜转接和增殖。
近年来，一些植物组培实验对外植体不同放置方

式对愈伤组织诱导和不定芽再生影响进行了相关研

究。张江丽等研究表明，外植体放置方式对桔梗叶片
愈伤组织诱导时间和丛生芽数目有关，而对诱导率无
影响，均达到１００％诱导率，但是近轴面朝下愈伤组织
出芽更快［２３］。曹斌等观察到马铃薯叶片近轴面向下
不定芽诱导率明显高于近轴面向上［２４］。而谢利等研
究发现，叶片垂直放置对老虎须愈伤诱导率最高，为

６６．６７％，其次依次为正面向下和正面向上水平放
置［２５］。杨树［２６］、柿［２７］、梨［２８］、鸡心枣［２９］的叶片近轴面
接触培养基能高效的诱导出愈伤组织，且不定芽再生
率高，这与宁前胡叶片离体培养放置方式所产生的结
果具有一致性。产生这一结果的原因可能与叶片的结
构有关，远轴面接触培养基时，角质层、维管束、木质部
朝下，韧皮部朝上，这些结构紧密不易于营养和激素的
运输；近轴面接触培养基时，由于背面分布较多的气
孔，栅栏组织和海绵组织朝下，背面角质层不发达，这
种情况有利于外植体吸收营养和激素。
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