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半夏组织培养及其生物碱代谢调控的研究
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　　摘　要:以野生半夏块茎为外植体,研究不同植物生长调节剂组合对半夏愈伤组织诱导的影响,发现 MS添加

０．３mg/LKin和１．０mg/LIBA的培养基上可诱导出分化出芽点和根的愈伤组织;MS添加０．３mg/LNAA 和１．５
mg/L６ＧBA的培养基中外植体直接分化为小块茎.小块茎接种于无植物生长调节剂的 MS液体培养基中振荡悬浮

培养６周,逐渐抽叶长根成为半夏组培苗.比较愈伤组织、小块茎、组培苗及野生块茎的生物碱含量及显微结构,发

现愈伤组织的分化程度低于半夏野生块茎及组培小块茎,但生物碱含量却高于二者,分别为０．０２０５、０．０１８９、０．０１６１

g/g.为消除植物生长调节剂对次生代谢产物积累的不确定影响,可建立一种高度分化、经济、稳定的体系———无植

物生长调节剂的半夏组培苗悬浮培养体系,为进一步的半夏生物碱代谢调控提供模式材料.
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０　引　言

半夏(Pinelliaternata (Thunb．)Breit．)又名

地文、水玉(«本经»),守田、示姑(«别录»),羊眼半夏

(«唐本草»),是天南星科多年生草本植物.植株生

３小叶的复叶,基部有珠芽,佛焰苞绿色,浆果卵状

椭圆形,全国大部分地区都有分布[１].通常以干燥

块茎入药,是一种常用大宗药材.半夏所含化学成

分的种类较多,但其含量都不高.已检测分离到的

半夏化学成分有生物碱、葡萄糖苷、半夏淀粉、甾醇

类、氨基酸、挥发油、芳香族成分、有机酸类、黄酮类、
半夏蛋白、鞣质以及多种微量元素等[２].生物碱是

半夏药理作用的主要成分之一,具有镇吐痛,抗心律

失常,抗坏血栓,抗肿瘤、抗菌、抗氧化以及糖苷酶抑

制等作用[３].
随着野生半夏资源的减少,人工栽培半夏病毒感

染导致的产量和品质下降,通过半夏组织培养技术生

产脱毒苗和人工种子的研究多见报道[４Ｇ６].而关于半

夏组织培养中不同分化程度的愈伤组织、小块茎、组
培苗的诱导,以及以半夏组培苗悬浮培养体系研究活

性成分的次生代谢调控途径少见报道.一般情况下,
研究植物次生代谢调控的材料为盆栽植物或离体植

物组织及细胞培养,前者易受环境影响,后者由于分

化程度偏低而次生代谢物含量不高[７].本试验探究了

半夏不同分化程度组培诱导物,如愈伤组织、小块茎、
组培苗的诱导条件以及小块茎的继代、增殖分化情况,
在此基础上,尝试了无植物生长调节剂的半夏组培苗

培养体系的建立,并比较了半夏组培物及野生半夏的

生物碱含量,以期建立一种不受植物生长调节剂干扰

的、经济可行的、高度分化的代谢调控模式体系———无

植物生长调节剂的半夏组培苗悬浮培养体系.

１　材料与方法

１．１　材料

半夏采自陕西太白山大峪口野生半夏,经西安职业

技术学院植物学教研团队通过形态鉴定、显微鉴定及与



标本对照,鉴定为天南星科(Araceae)半夏属(Pinellia)植
物三叶半夏(Pinelliaternata (Thunb．)Breit．).

１．２　基本培养条件

MS基本培养基,添加３０g/L蔗糖和６g/L的

琼脂,pH 值为５．８,植物生长调节剂６ＧBA、２,４ＧD、

IBA、NAA、Kin以不同配比添加.配好的培养基每

１００mL三角烧瓶中分装２５mL左右,１２１℃高压灭

菌２０min.培养温度(２５±２)℃,每天１２h光照１２
h黑暗,光照强度２０００~３０００lx.

１．３　植物生长调节剂对愈伤组织诱导的影响

半夏野生块茎流水冲洗３０min,剥除表皮,用

７０％的酒精浸泡１min,无菌水冲洗后再用０．１％
HgCl２ 溶液浸泡１３min,无菌水冲洗后,用灭菌的刀

片切成０．５~０．８cm３ 的方块,接入以下不同 MS培养

基中:a)０．３ mg/L２,４ＧD ＋ ２．５ mg/L Kin ;

b)０．３mg/L２,４ＧD＋２．５mg/L６ＧBA;c)０．５mg/L
Kin＋０．５mg/LNAA;d)０．３mg/LKin＋１．０mg/

LIBA;e)０．３mg/LNAA＋１．５mg/L６ＧBA;f)野生

半夏样品.每处理重复３次,培养２月后观察结果.
诱导出的组织培养物在相应的培养基上增殖培养.

１．４　小块茎的诱导和继代培养

消毒的野生半夏块茎,接种于g)MS ＋ ０．３
mg/LNAA ＋ １．５mg/L６ＧBA 培养基中,培养６
周后,诱导出半夏无菌苗(编号h).将无菌苗的叶

片叶柄分别切成约１．０cm２ 或１．０cm的大小,接入

i)MS＋０．３mg/LNAA ＋１．２mg/L６ＧBA培养基

中,每瓶接种叶片叶柄外植体５个,培养４０d后观察

结果.小块茎的继代培养在以下培养基中进行:j)

MS不添加植物生长调节剂;k)MS ＋ ０．５mg/L
NAA ;l)MS＋１．０mg/LABA;组培小块茎的生长

速率(GR)、分化情况(DR)按文献[８]方法计算.

１．５　组培苗的诱导和液体悬浮培养

将在 MS无植物生长调节剂固体培养基上继代

培养的小块茎接种于无植物生长调节剂的 MS液体

培养基中.于超净工作台上每(４．００±０．５)g小块

茎接入含１３０mL MS液体培养基的２５０mL三角

瓶中,置于２８℃下震荡(１２０r/min)培养,５星期后

小块茎逐渐抽叶长根成为半夏组培苗(编号 m、n),
计算半夏组培苗的平均生长量.

１．６　愈伤组织、栽培块茎、组培块茎显微结构比较

MS添加０．３mg/LKin和１．０mg/LIBA培养

基上诱导增殖的愈伤组织(编号d)、MS不添加植物

生长调节剂培养基上继代培养的小块茎、野生半夏

块茎,分别用徒手切片法[９]制成临时切片,观察其显

微结构.

１．７　半夏培养物总生物碱的检测

半夏野生块茎,组培小块茎、愈伤组织、组培苗

收获后,烘干,粉碎,采用酸性染料比色法测定总生

物碱的含量[１０].实验重复３次,取平均值.

２　结果与分析

２．１　不同生长调节剂组合对半夏愈伤组织诱导的

影响

５种不同植物生长调节剂组合的培养基上,半
夏块茎外植体的分化状态不同.诱导出不同生理

状态的愈伤组织和器官,MS添加０．３mg/L２,４ＧD
和２．５mg/LKin的培养基中,外植体膨大不明显,
脱分化为白色愈伤组织;用同浓度的６ＧBA 代替

Kin,外植体脱分化为绿色的愈伤组织,其上可看

到少量芽点;MS添加０．５mg/LKin和０．５mg/L
NAA的培养基中,外植体膨大为疏松带根愈伤组

织;用较高浓度的IBA 代替 NAA 时,外植体脱分

化的愈伤组织长有较多芽点及根;MS添加０．３
mg/LNAA和１．５mg/L６ＧBA 的培养基中,外植

体直接分化为小块茎;可以看出,组培小块茎的形

态类似于野生半夏块茎(图１).外植体在添加不

同植物生长调节剂的培养基上诱导进程如表１
所示.

表１　不同生长调节剂组合对半夏愈伤组织和器官诱导的影响

植物生长调节剂组合(mg􀅰L－１) 外植体生长状态

０．３　２,４ＧD　＋　２．５　Kin 外植体稍微膨大,愈伤化不明显,上部呈淡绿色,下部白色.芽点分化不明显.

０．３　２,４ＧD　＋　２．５　６ＧBA
外植体膨大明显,为疏松的愈伤组织,上部呈绿色,分化出较多明显的芽点.下

部为白色愈伤.

０．５　Kin　＋　０．５　NAA 外植体愈伤化,多为白色愈伤,偶有绿色愈伤或绿色芽点,愈伤组织分化出根.

０．３　Kin　＋　１．０　IBA 外植体愈伤化不明显,上部分化出芽点,下部分化出大量、密集的根.

０．３　NAA　＋　１．５　６ＧBA 外植体无愈伤化,最初分化出大量芽点,后长为许多小块茎;有不明显的根.

注:外植体培养５０d后观察结果.
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图１　不同培养基上半夏愈伤组织和分化器官的诱导情况

２．２　半夏小块茎的诱导和增殖分化

半夏块茎接种在添加０．３mg/LNAA 和１．５
mg/L６ＧBA的 MS培养基中培养,可诱导出半夏无

菌苗.以无菌苗的叶片和叶柄为外植体,在 MS添

加０．３mg/LNAA和１．２mg/L６ＧBA的培养基中,
可诱导出半夏小块茎,小块茎继代培养于 MS不添

加植物生长调节剂的培养基中,可较长时间维持在

小块茎的状态.添加 NAA 的培养基上,小块茎生

出较多的根;添加 ABA 的培养基上,从小块茎上可

长出二级、三级小块茎,如图２所示.当添加 NAA
和 ABA 后,半夏小块茎的生长速率较不添加要高,
成苗比率有所降低(表２).

图２　半夏小块茎的诱导和增殖分化情况

表２　不同继代培养基上半夏小块茎

的增殖与分化情况

培养基类型 生长速率/(g􀅰d－１)成苗比率/％

MS＋０．５mg/LNAA ０．１１９±０．００３ １３±４

MS＋１．０mg/LABA ０．０９１±０．００２ １１±４

MS不添加植物生长调
节剂

０．０２２±０．００２ １７±３

注:实验重复３次,实验结果以平均值±标准偏差表示.

２．３　组培苗的诱导和液体悬浮培养生长曲线

将在 MS无植物生长调节剂培养基上继代培养

的小块茎接种于无植物生长调节剂的 MS液体培养

基中振荡悬浮培养６周,逐渐抽叶长根成为半夏组

培苗.如图３所示.
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图３　组培苗的诱导和液体悬浮培养

图４　半夏小块茎组培苗在 MS无植物生长调节剂

的液体培养基中的生长曲线

　　

　　组培小块茎刚接入液体培养基时,增殖缓慢,可
能是从固体培养转入液体悬浮培养的一个适应期,
从第６d开始,生长加速,开始抽芽长根,随后逐渐

长成为组培小苗,并在原有小块茎的基础上增殖出

新的小块茎,小块茎组培苗的液体悬浮培养生长曲

线如图４所示.

２．４　愈伤组织、组培苗小块茎、栽培块茎显微结构

比较

在 MS添加０．３mg/LKin和１．０mg/LIBA
培养基上诱导增殖的愈伤组织(d),悬浮培养的组

培苗块茎,半夏野生块茎的显微结构如图５所示.
可以看出,半夏愈伤组织的结构疏松而分化程度

较低,电子显微镜下观察到的是细胞团.组培小

块茎的结构相对致密些,已分化出表皮组织和基

本组织.而野生块茎的结构高度分化,可观察到

表皮,皮层和基本组织等.在组培苗小块茎和栽

培块茎的细胞内都观察到一些细胞后含物,推测

可能是淀粉粒.

图５　愈伤组织d、组培苗小块茎、野生块茎显微结构比较

２．５　野生块茎、愈伤组织、小块茎和组培苗总生物

碱含量的比较

采用酸性染料比色法测定了半夏野生块茎、愈伤

组织、组培小块茎、组培苗的生物碱含量,发现在 MS
添加０．３mg/LKin和１．０mg/LIBA培养基上诱导

增殖的愈伤组织(d)生物碱含量最高,为０．０２０５g/g;

图６　半夏组培诱导物和栽培块茎的总生物碱含量比较

野生块茎的生物碱含量高于组培小块茎和组培苗;
而半夏组培苗的生物碱含量又高于组培小块茎,分
别为０．０１７７g/g和０．０１６１g/g(图６).

３　讨　论

不同植物生长调节剂组合对半夏组培诱导物的

形态发生状况有显著影响.添加２,４ＧD 和 Kin,外
植体易愈伤化;添加 NAA和IBA,外植体愈伤化的

同时会产生根;添加６ＧBA,外植体易分化出芽状结

构,这可能和这些植物生长调节剂能促进细胞分裂

和分化、诱导根原基和芽原基形成、及其浓度相对比

值的高低有关[１１].本实验选用的５种植物生长调

节剂组合诱导出不同形态特征的组织培养物,为后

续不同的研究方向—细胞悬浮培养、芽、根、组培苗

等器官悬浮培养打下基础.
据报道,ABA 主要用于抑制种子的萌发[１２],

ABA作为生长抑制剂用于半夏小块茎,其抑制小
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块茎发芽的同时,促进母体小块茎上不断增殖出

次级小 块 茎[１３].在 小 块 茎 悬 浮 培 养 时 可 添 加

ABA提高小块茎的产量,但添加 ABA用于实际生

产的成本比较高;据报道半夏生物碱主要集中于

块茎及其根的表皮中[１４],因此推测半夏长根组培

苗的生物碱含量高于无根小块茎.半夏小块茎无

植物生长调节剂悬浮培养时,易抽芽长根成为半

夏组培苗,检测发现半夏组培苗悬浮培养体系的

生物碱含量高于小块茎悬浮培养体系,这表明组

半夏培苗培养体系不仅方便经济,而且更适宜生

物碱的生产.

形态特征及显微结构观察表明,野生块茎的分

化程度高于组培小块茎,两者都可观察到分化的表

皮和基本组织,基本组织的细胞中贮藏有后含物淀

粉粒;愈伤组织的分化程度最低,只看到一些细胞

团,无淀粉粒.而生物碱含量检测结果表明愈伤组

织的生物碱含量最高,高于野生块茎、组培苗和组培

小块茎,推测这可能和植物生长调节剂的应用有

关———愈伤组培继代培养于含植物生长调节剂的培

养基中,而小块茎和组培苗继代于无植物生长调节

剂的培养基中.关于植物生长调节剂对次生代谢产

物积累的报道各有说法[１５Ｇ１７],推测植物生长调节剂

的添加提高了半夏生物碱代谢途径中关键酶的比活

力,从而促进了生物碱的合成代谢[１８].本实验中,

探讨了无植物生长调节剂的组培物继代及悬浮培养

环境,以消除植物生长调节剂对次生代谢产物积累

的不确定影响,为进一步建立一个相对稳定的次生

代谢调控模式体系打下基础.
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StudyonTissueCultureofPinelliaTernataand
MetabolismRegulationofPinelliaAlkaloids

LIUYonghong１a,YANGYuanhua１b,LIANGZongsuo２

(１a．DepartmentofBioengineering;１b．thePartyCommitteeOrganizationDepartment,Xi􀆳anVocationaland
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ofZhejiangProvince,SchoolofLifeSciences,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:TubersofwildPinelliaternata (P．ternata)wereusedtostudytheeffectofdifferent
combinationofplantgrowthregulators(PGRs)oninductionofPinelliaternatacalli．Itisfoundthatcalli
ofbudsandrootscanbeinducedintheMSculturemediuminwhich０．３mg/LKinand１．０mg/LIBAare
added;intheMSculturemediuminwhich０．３mg/LNAAand１．５mg/L６ＧBAareadded,PLBswere
inducedwithouttheformationofcalli．PLBswereinoculatedin MSliquidmedium withoutPGRs,and
turnedintoPinelliaseedlingsabout６weekslater．Alkaloidcontentandmicrostructureofcalli,PLBs,

seedlings,andwildtuberswerecompared．Itisfoundthatdifferentiationrateofcalliislowerthanthatof
wildtubersandPLBs,whereasalkaloidcontentofcalliishigherthanthatofwildtubersandPLBs．
Alkaloidcontentsofcalli,wildtubersandPLBsare０．０２０５,０．０１８９,and０．０１６１g/g,respectively．To
eliminateuncertaineffectofPGRson metabolitesynthesis,ahighlydifferentiated,cheap,andstable
system:freeＧPGRsuspensionculturesofP．ternataissetuptofurtheroffermodematerialsforalkaloid
metabolismregulationofP．ternata．

Keywords:Pinelliaternata;calli;seedlings;alkaloids;metabolismregulation
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