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摘

 

要

:

筛选高产半夏蛋白悬浮株系

。

从半夏块茎

、

叶柄

、

叶片三种植物组织中选出最优外植体

,

以正交实验分

析该外植体组织培养和继代培养最适条件

,

建立半夏蛋白悬浮株系

,

采用单因子法筛选高产株系

。

结果显示

:

以半

夏块茎为外植体诱导愈伤组织效果最好

,

其愈伤组织诱导最适培养基为

:

MS+2

,

4-D2.0m

g

/

L+6-BA1.0m

g

/

L

;

其继代增殖最适培养基为

:

MS+2

,

4-D1.0m

g

/

L+6-BA1.0m

g

/

L+NAA0.05m

g

/

L

;

高产半夏蛋白悬浮株系最优

培养基为

:

MS+6-BA0.4m

g

/

L+NAA0.1m

g

/

L

,

生长良好且可生产较多半夏蛋白

。
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文献标识码

:

A

半夏

Pinelliaternata

(

Thunb.

)

Breit

为天南星科半夏属植物半夏的块茎

,

具有燥湿化痰

,

降逆止呕

,

消

痰散结的功效

,

是中医常用中药之一

。

此外

,

半夏还具有抗早孕

、

抗肿瘤

、

抗心律失常等作用

,

研究发现半夏

蛋白是主要有效成分

[

1-6

]

。

近年来

,

由于半夏的遗传不均性

,

病毒侵染

,

繁殖系数低等原因导致半夏资源日趋紧

缺

。

因而利用生物技术培养半夏

,

继而达到大量生产半夏药用成分的目的

,

是解决该问题的有效途径之一

。

目前

,

国内外对半夏组织培养的研究较多

,

对茎间

[

7

]

、

叶片

、

叶柄

、

块茎等外植体均已能培养成功

,

且技术

已经成熟

,

对其培养的各个阶段所需条件及变化都有较多研究

。

半夏细胞悬浮培养及植株再生

[

8

]

、

胚状体诱

导

[

9

]

、

原生质体诱导

、

人工育种

[

10

]

等也均有报道

。

但对半夏蛋白高产悬浮株系的培养以及筛选的报道基本

未见

。

本研究

,

首先筛选出合适的外植体

,

选择最佳愈伤组织诱导以及继代培养条件

,

得到优良胚性愈伤组

织后

,

建立半夏组织悬浮株系

,

通过筛选悬浮培养条件

,

最终建立高产半夏蛋白悬浮株系

。

研究结果为半夏

蛋白的深人研究奠定了坚实基础

。

1

 

材料与方法

1.1

 

材料以及试剂

半夏试管苗由浙江理工大学生命科学学院温室提供

,

半夏块茎来源于浙江桐庐县胡庆余堂半夏种植基地

。

基本培养基均选用

MS

培养基

,

附加不同种类

、

不同浓度的植物生长调节剂

。

所有培养基蔗糖浓度为

3%

,

琼脂浓度为

0.7%

,

p

H

值为

5.8

。

2

,

4-D

(

2

,

4-

二氯苯氧乙酸

)、

6-BA

(

6-

苄氨基嘌呤

)

和

NAA

(

萘乙酸

)

购

自于上海生工生物工程技术服务有限公司

,

其余试剂均为国产分析纯

。

1.2

 

方法

1.2.1

 

不同外植体诱导愈伤组织优选试验

半夏块茎洗净

,

剥皮

,

流水冲洗

2h

,

在超净台内用

75%

的酒精浸泡

10

～

15s

,

然后用无菌水漂洗

2

次

,



每次

1

～

2min

;

再用

0.1%

的升汞水溶液消毒

10

～

20min

,

振摇

,

无菌水漂洗

7

次

,

每次

1

～

2min

。

将处理好

的半夏块茎带芽端

(

大约半夏块茎的

2

/

5

)

切下

,

去除外围组织

,

切成

5mm×5mm

的薄片

,

每瓶

5

～

6

块

;

将

半夏试管苗的叶柄切成

5

～

8mm

小段

,

每瓶接种

10

～

15

小段

;

半夏试管苗的叶片用刀划痕

,

每瓶接种

3

～

4

片

。

固体培养基均为

MS+2

,

4-D1.0m

g

/

L+6-BA0.5m

g

/

L

。

7d

后

,

比较不同外植体诱导形成的愈伤组

织性状及诱导时间

,

筛选最佳诱导愈伤组织的外植体

。

1.2.2

 

半夏块茎诱导愈伤组织正交试验

半夏块茎按上述方法

,

分别接种于加有不同植物激素

(

2

,

4-D

、

6-BA

和

NAA

)

不同浓度配比的

MS

培养

基上

(

表

1

)。

培养条件为温度

(

26±2

)

℃

,

光照周期

12h

/

d

,

光照强度

2000

～

3000lux

。

筛选出适合诱导半

夏疏松愈伤组织的最佳激素配比

。

一周后统计结果

。

1.2.3

 

继代培养

将疏松愈伤组织转接到加有不同激素不同浓度配比的

MS

培养基上进行继代培养

,

培养条件同上

(

表

2

)。

7d

后

,

观察愈伤组织的生长情况

。

选取其中较佳条件进行继代培养

,

每隔

7d

继代

1

次

,

每次继代剔

除衰老组织

,

挑选生长旺盛的组织进行培养

。

1.2.4

 

高产半夏蛋白悬浮株系的筛选

选择色彩鲜艳

、

生长旺盛

、

结构松脆型的愈伤组织接种于不同激素不同浓度配比的

MS

液体培养基中

(

表

3

)。

接种好的三角瓶置于摇床内培养

,

80r

/

min

,

26℃

,

光照周期

14h

/

d

,

光照强度

2000

～

3000lux

,

悬

浮培养

。

每

3

～

5d

换一次培养液

,

及时清理被污染的样品

。

继代

2

～

3

次后

,

比较不同液体培养基中悬浮细

胞的生长情况

。

将不同液体培养基中得到的半夏细胞块晒干

,

各称取相同质量

,

分别置研钵中

,

加石英砂和

30%

NaOH

,

研磨成浆状

。

再加

60%

碱性乙醇

,

研磨

5min

,

离心

(

4℃

,

8000r

/

min

,

10min

),

取上清

,

用

60%

碱性

乙醇稀释定容

,

摇匀后即可比色

。

在紫外分光光度计上

,

于

280nm

和

260nm

波长下分别测定吸光度

。

然

后根据公式

:

蛋白质

(

m

g

/

mL

)

=

(

1.45×A

280

—0.74×A

260

)

×

稀释倍数

,

进行计算

。

2

 

结果分析

2.1

 

不同外植体诱导愈伤组织优选试验结果

图

1

 

半夏块茎诱导形成的愈伤组织

分别利用半夏块茎

,

叶柄

,

幼叶作为外植体

,

在固体培养基

MS

+2

,

4-D1.0m

g

/

L+6-BA0.5m

g

/

L

上诱导愈伤组织

,

均获得成

功

,

但不同外植体

,

产生的诱导效果也不相同

。

块茎诱导形成的愈

伤组织较为疏松

,

且诱导时间较短

(

图

1

);

叶柄诱导形成的愈伤组织

也较为疏松

,

但诱导时间较长

;

而半夏叶片诱导形成的愈伤组织较

为坚硬

,

且生长缓慢

。

另外

,

以半夏块茎为外植体

,

取材方便

,

价钱

便宜

,

因此实验选择半夏块茎作为外植体

。

2.2

 

半夏块茎诱导愈伤组织正交试验结果

结果表明

,

不同的激素种类和不同浓度配比对半夏愈伤组织的

诱导有着明显的影响

。

表

1

中

K

值越大

,

则该因子在此浓度时的诱

导效果越好

;

由表中生长率的

R

值分析可以看出

,

3

种激素对愈伤

组织诱导的作用强度依次为

:

NAA

>

2

,

4-D

>

6-BA

,

但是

NAA

的

优水平为

0m

g

/

L

,

说明

NAA

不利于诱导半夏愈伤组织

,

因此

,

2

,

4-D

对半夏愈伤组织诱导的效果最显著

,

其

次为

6-BA

。

2

,

4-D

的

K

3

均比

K

1

、

K

2

大

,

说明较高浓度的

2

,

4-D

最适于愈伤组织的诱导

。

6-BA

的

K

2

、

K

3

与

K

1

差异较大

,

但

K

2

、

K

3

之间相差较小

,

说明

6-BA

在

1.0

～

1.5m

g

/

L

最适于半夏愈伤组织的诱导

(

表

1

)。

表

1

显示

,

愈伤组织的类型可分为两种

:

I

为疏松型

,

呈浅黄或白色

,

质地疏松易碎

;

Ⅱ

为紧密型

,

呈黄或

白色

,

结构致密

,

不易分散

。

不同的激素类型和配比对愈伤组织的质地影响较大

,

愈伤组织在含有

2

,

4-D

的

培养基上生长快

、

质地疏松

,

而

NAA

的诱导愈伤组织的效果较

2

,

4-D

差

,

且质地紧密

(

表

1

)。

生长素和细胞

分裂素对保持愈伤组织的快速生长是必要的

,

特别是两者使用时

,

能更强烈地刺激愈伤组织的形成

。
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表

1

 

L

9

(

3

3

)

正交设计及实验结果

培养基编号

2

,

4-D

/(

m

g

/

L

)

6-BA

/(

m

g

/

L

)

NAA

/(

m

g

/

L

)

诱导率

/

%

质地 颜色

1 0.5 0.5 0.0 43.64

紧密 白色

2 0.5 1.0 0.5 21.54

较疏松 淡黄色

3 0.5 1.5 1.0 23.64

较疏松 淡黄色

4 1.0 0.5 0.5 12.00

紧密 淡黄色

5 1.0 1.0 1.0 34.55

紧密 黄色

6 1.0 1.5 0.0 26.15

较疏松 淡黄色

7 2.0 0.5 1.0 20.00

紧密 淡黄色

8 2.0 1.0 0.0 40.00

较蓬松 黄色

9 2.0 1.5 0.5 42.86

紧密 淡黄色

K

1

K

2

K

3

k

1

k

2

k

3

R

88.82

72.7

102.86

29.44

24.23

34.29

10.06

75.64

96.09

92.65

25.21

32.03

30.88

6.82

109.79

76.4

78.19

36.60

25.47

26.06

11.13

  

注

:

诱导率

=

形成愈伤组织的外植体块数

/

接种外植体块数

×100%

综上分析

,

MS+2

,

4-D2.0m

g

/

L+6-BA1.0m

g

/

L

对半夏块茎愈伤组织的诱导效果最佳

,

诱导率高且

质地疏松

,

适于悬浮培养

。

2.3

 

疏松愈伤组织的继代培养

 

表

2

 

不同激素配比对半夏愈伤组织继代培养的影响

激素配比 生长情况

2

,

4-D

0.5

1.0

6-BA

0.5

0.5

生长缓慢

大部分变黄

NAA

0.2

0.1

6-BA

1.0

1.0

生长较好

,

大部分为白色

,

有较多不定根

生长较好

,

大部分为白色

,

不定根较少

  

实验结果显示

,

NAA

对愈伤组织的增殖方面

较

2

,

4-D

效果好

,

但

NAA

促进不定根的生长

,

适

当降低

NAA

浓度

,

则不定根明显减少

。

考虑到

,

2

,

4-D

有利于疏松愈伤组织的形成

,

NAA

有利于

愈伤组织的增殖

(

表

2

)。

综合分析

,

最终的继代培

养基选为

MS+2

,

4-D1.0m

g

/

L+6-BA1.0m

g

/

L

+NAA0.05m

g

/

L

。

2.4

 

悬浮细胞系的建立

继代

3

～

5

次后

,

观察悬浮培养状况

(

见图

2

、

表

3

)。

从表

3

可得

③

、

⑤

对半夏悬浮组织的增殖效果较好

,

且能在第

2

～

3

代得到较大的组织团块

;

①

对半夏的悬浮培养效果较一般

;

②

、

④

则可促进半夏愈伤组织生

根

,

且继代的组织团块较分散

、

体积较小

,

有分化趋势

。

用各激素配比的悬浮细胞团块提取半夏蛋白

,

发现

⑤

的蛋白含量最高

,

为

9.11%

。

图

2

 

半夏悬浮培养组织团块

表

3

 

不同激素配比对半夏悬浮细胞培养的影响及其蛋白含量测定

激素配比

6-BA NAA

生长情况

A

280

A

260

总蛋白含量

/

%

①

0.6 0.1

一般

0.187 0.276 3.15

②

0.6 0.2

长根

0.096 0.120 3.37

③

0.5 0.1

良好

0.175 0.271 3.33

④

0.5 0.2

长根

0.120 0.210 1.16

⑤

0.4 0.1

良好

0.347 0.483 9.11

3

 

讨

 

论

如何获得生长速度快

、

疏松型愈伤组织是建立半夏悬浮细胞株系的基础

。

在新鲜培养基上

,

愈伤组织可

无限制地进行细胞分裂

,

而维持其不分化的状态

[

11

]

。

一般选用颗粒细小

、

疏松易碎

、

外观湿润

、

鲜艳的白色

或淡黄色的愈伤组织

,

比较疏松易碎

,

经过几次筛选

、

继代稳定后

,

可用于诱导形成悬浮细胞系

。
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本研究对三种植物组织进行比较

,

实验中发现半夏块茎和叶柄的愈伤组织诱导形态均较好

,

但叶柄诱导

所需时间较长

,

考虑到半夏蛋白在块茎细胞中的含量要远高于叶柄中

,

以及后续试验所需

,

最终选定半夏块

茎为最佳外植体

。

白雨等

[

9

]

认为以生长率和生物碱为指标时

,

最佳外植体则为叶柄

。

半夏组织培养中

,

不同

的激素类型和浓度配比对半夏愈伤组织的诱导有着明显的影响

。

本实验采用加有不同激素配比的

MS

培养

基诱导半夏愈伤组织

,

按照正交试验法进行实验

。

结果显示

,

2

,

4-D

与

6-BA

的组合对半夏愈伤组织的诱导

效果最好

。

NAA

不利于诱导愈伤组织

,

但是

NAA

在愈伤组织的继代培养中发挥重要作用

,

这与其他研究

者的结果相近

[

12-13

]

。

综合

2

,

4-D

与

NAA

的不同作用

,

将

6-BA

、

2

,

4-D

、

NAA

的组合对愈伤组织进行增殖

,

效果显著

。

较高浓度的

NAA

不利于愈伤组织的增殖

。

因此选择较低浓度的

NAA

和

6-BA

组合

,

对半夏疏

松愈伤组织进行悬浮培养

,

不仅组织长势良好

,

而且半夏蛋白含量较高

。
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