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摘要: 以广西粉葛品种‘桂粉葛一号’组培苗叶片为外植体, 探讨不同植物生长调节剂、叶片取材部位、培

养条件等对愈伤组织诱导及不定芽发生的影响。结果表明: 以2~5节位完全展开的幼嫩叶为外植体材料, 
暗培养21 d为愈伤组织诱导的最适培养条件; 在仅含生长素的培养基中, 粉葛愈伤组织诱导率低, 且形成

的愈伤组织无分化能力; 愈伤组织诱导最适培养基为MS+2.0 mg·L−1 6-苄基腺嘌呤(6-benzylaminopurine, 
6-BA)+1.0 mg·L−1 2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-dichlorophenoxy acetic acid, 2,4-D), 诱导率为94.7%; 愈伤组织分

化不定芽的最适培养基为MS+2.0 mg·L−1 6-BA+0.1 mg·L−1萘乙酸(naphthalene acetic acid, NAA), 分化率

为9.2%。将诱导分化的不定芽转入MS+0.02 mg·L−1 NAA培养基中生根率达98%以上; 将生长良好的再生

植株进行移栽驯化, 存活率达96.7%。
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Abstract: The plantlet leaves of Guangxi variety Pueraria thomsonii ‘Guifenge No. 1’ were used as explants 
to study the effects of different plant growth regulators, sampling position of leaves and culture conditions 
on callus induction and adventitious buds formation. The results showed that the best explants were fully 
expanded young leaves at 2–5 nodes and the best condition for callus induction were dark culture for 21 
days. In the MS medium containing auxin only, the callus induction rate was low, and the formed calli had 
no differentiation ability. The optimal callus induction medium was MS + 2.0 mg·L−1 6-BA + 1.0 mg·L−1 2,4-
D, whose induction rate reached 94.7%. The optimal medium for adventitious buds induction was MS + 2.0 
mg·L−1 6-BA + 0.1 mg·L−1 NAA, and callus differentiation rate was 9.2%. When the adventitious buds were trans-
ferred into rooting medium MS + 0.02 mg·L−1 NAA, the rooting rate was more than 98%. The regenerated 
plants with good growth were transplanted and domesticated, and the survival rate reached 96.7%.
Key words: Pueraria thomsonii; plantlet leaves; callus; adventitious bud; plant regeneration
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粉葛(Pueraria thomsonii)为豆科葛属植物, 是
国家农业部和卫健委共同认定的药食两用植物, 
素有“北参南葛” “亚洲人参”之美誉 (杨旭东等

2014)。粉葛块根含有葛根素、多糖、黄酮等多种

药用成分, 在降血糖血脂、抗感染、抗肿瘤等方面

具有较高的药用特性, 是重要的保健食品和紧俏

出口产品 (Shen等2009; 朱校奇等2011; Wang等
2013)。传统的粉葛种苗多通过扦插繁育, 这一繁

殖方式不仅成活率和繁殖系数较低, 且受自然条

件影响较大, 而组织培养技术可有效地解决这些

问题。特别是粉葛叶片愈伤组织诱导及再生技术

方法的建立不仅为良种繁育提供一个高效的技术

方法, 同时也是开展遗传转化研究的重要技术手

段, 这将为葛根基因功能研究建立扎实的技术基

础。目前, 有关粉葛愈伤组织诱导研究较少, 仅有

周堂英等(2005)研究发现茎尖和茎段为较为理想

的外植体材料; 马崇坚等(2013)以幼嫩茎尖为试验

材料 , 研究发现培养基MS+0.1 mg·L−1 6-BA+0.5 
mg·L−1 2,4-D具有促进芽萌发、愈伤组织形成并高

效分化丛生芽的综合特点。目前尚未见有关粉葛

叶片为外植体材料诱导愈伤组织及其分化的研究

报道。本试验以广西粉葛品种‘桂粉葛一号’组培

苗叶片为外植体, 研究不同影响因子对粉葛愈伤

组织诱导及植株再生的影响, 以期为种苗繁育和

基因功能研究提供技术参考。

1  材料与方法

1.1  试验材料

试验材料 ‘桂粉葛一号 ’ (Pueraria thomsonii 
Benth. ‘Guifenge No. 1’)组培苗来自于广西壮族自

治区农业科学院经济作物研究所。

1.2  试验方法

1.2.1  不同植物生长调节剂及其浓度对叶片愈伤

组织诱导的影响

将‘桂粉葛一号’组培苗叶片切成0.4 cm×0.4 
cm大小置于含有不同浓度的6-苄基腺嘌呤(6-ben-
zylaminopurine, 6-BA)、萘乙酸(naphthalene acetic 
acid, NAA)、2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-dichlorophenoxy 
acetic acid, 2,4-D) (表1)的MS培养基中暗培养14 d, 
每个处理30个外植体, 每个试验处理进行3次重复。

1.2.2  不同培养时间对叶片愈伤组织诱导的影响

将‘桂粉葛一号’组培苗叶片切成0.4 cm×0.4 
cm大小接种在MS+2.0 mg·L−1 6-BA+1.0 mg·L−1 

NAA培养基中, 分别进行暗培养14、21、28 d。每

个处理30个外植体, 进行3次重复。

1.2.3  不同光照条件对叶片愈伤组织诱导的影响

将‘桂粉葛一号’组培苗叶片切成0.4 cm×0.4 
cm大小接种在MS+2.0 mg·L−1 6-BA+1.0 mg·L−1 

NAA培养基中, 分别进行不同光照处理: 暗培养14 
d、先暗培养7 d再光照培养7 d、光照培养14 d。
每个处理30个外植体, 进行3次重复。

1.2.4  不同取材部位对叶片愈伤组织诱导的影响

分别将‘桂粉葛一号’组培苗顶端未完全展开

的嫩叶、2~5节位完全展开的幼嫩叶、6节位以下

组培苗叶片切成0.4 cm×0.4 cm大小接种于MS+2.0 
mg·L−1 6-BA+1.0 mg·L−1 NAA培养基中暗培养14 d。
每个处理30个外植体, 进行3次重复。

1.2.5  叶片不同放置方式对愈伤组织诱导的影响

将‘桂粉葛一号’组培苗叶片切成0.4 cm×0.4 
cm大小, 分别以叶片正面朝上或叶片反面朝上的方

式接种在MS+2.0 mg·L−1 6-BA+1.0 mg·L−1 NAA培

养基中暗培养14 d。每个处理30个外植体, 进行3
次重复。

1.2.6  不同植物生长调节剂及其浓度对愈伤组织

再分化的影响

将黄绿色质地较好的愈伤组织接种到含有不

同浓度的6-BA、噻苯隆(thidiazuron, TDZ)、NAA 
(表6)的MS分化培养基中, 每个处理接种20瓶, 每
瓶接5块愈伤组织。每个试验处理进行3次重复。

密切观察并记录愈伤组织的分化状态,  30 d后统计

分化率。

1.2.7  生根培养及移栽

当诱导的不定芽长至2~3 cm时, 将不定芽转接

到生根培养基MS+0.02 mg·L−1 NAA中光照培养25 d
后统计生根率。将生长健壮、根系较发达的无菌瓶

苗从培养室移入温室炼苗, 放置3 d左右。拧松瓶盖, 
使瓶内的环境与外界一致, 让组培苗在自然状态下

驯化2 d后取出洗净附着的培养基, 用0.1%高锰酸

钾溶液清洗150株再生植株后栽入泥炭土+珍珠岩

(体积比3:1)混合基质中。移栽30 d后统计成活率。
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1.3  培养条件

除特殊说明, 培养条件均为培养温度(25±1)°C、
光照18.75~25 µmol·m−2·s−1、光照时间16 h·d−1。培

养基均添加30.0 g·L−1蔗糖和6.0 g·L−1琼脂粉, pH为

5.8。
1.4  数据处理及分析

愈伤组织诱导率(%)=出愈伤组织的外植体数/
接种的外植体数×100; 愈伤组织分化率(%)=分化

出芽的愈伤组织外植体数/接种的外植体数×100; 
愈伤组织褐化率(%)=褐化的愈伤组织外植体数/总
愈伤组织的外植体数×100。试验数据采用SPSS 
18.0和Excel 2010进行整理、统计和分析。

2  实验结果

2.1  不同植物生长调节剂及其浓度对叶片愈伤组

织诱导的影响

将组培苗叶片放入含不同浓度植物生长调节

剂的诱导培养基上, 愈伤组织诱导率如表1所示。

在不含任何植物生长调节剂的基本培养基MS上, 
叶片愈伤组织诱导率为0。在仅含有2,4-D的培养

基中, 大部分叶片不形成愈伤组织, 小部分叶片虽

有愈伤组织形成, 但形成的愈伤组织团较小, 为水

渍状(图1-A)且诱导率低, 最高诱导率仅为26.8%。

当培养基中添加不同浓度的6-BA时, 愈伤组织诱

导率显著增加。在低浓度(0.1~0.5 mg·L−1)生长素

组合下, 愈伤组织诱导率随6-BA浓度的增加而逐

渐升高; 在高浓度(0.5~2.0 mg·L−1)生长素组合下, 
随着6-BA浓度的增加, 愈伤组织诱导率呈先升高

再降低的趋势。各种植物生长调节剂组合中以1.0 
mg·L−1 2,4-D添加2.0 mg·L−1 6-BA的培养基愈伤组

织诱导率最高, 为94.7%。

使用不同培养基配方获得了3种愈伤组织类

型: 第一种类型为灰褐色或透明水渍状愈伤组织

(图1-B和C), 这种愈伤组织结构松软, 且增殖速度

较快; 第二种类型为边缘水渍状、中间为黄绿色、

结构较松散的愈伤组织(图1-D); 第三种类型为黄

绿色、结构较紧实的愈伤组织(图1-E)。
2.2  不同培养时间对叶片愈伤组织诱导的影响

将粉葛组培苗叶片暗培养5 d左右, 叶片切口

部位开始膨大变为黄白色。随着培养时间的推移, 
切口处继续膨大, 颜色逐渐变为浅黄色。14 d后愈

伤组织形成。培养21 d愈伤组织诱导率最高, 为
89.5% (表2)。但随着培养时间的推移, 愈伤组织边

缘逐渐褐化死亡(图1-F)。培养28 d后, 愈伤组织褐

化率为36.6% (表2)。因此, 粉葛愈伤诱导最佳培养

时间为21 d。
2.3  不同光照条件对叶片愈伤组织诱导的影响

将粉葛组培苗叶片切成0.4 cm×0.4 cm大小置

表1  不同植物生长调节剂对粉葛叶片愈伤组织诱导的影响

Table 1  Effects of different plant growth regulators on callus induction of P. thomsonii

       植物生长调节剂浓度/mg·L−1                                   

诱导率/%
	      植物生长调节剂浓度/mg·L−1	

诱导率/%
6-BA                 NAA	 2,4-D		  6-BA	 NAA              2,4-D	

0	 0	 0	   0	 3.0	 0	 2.0	 34.5±6.7ef

0	 0	 0.5	 12.8±0.9g	 1.0	 0.1	 0	 25.5±3.3f

0	 0	 1.0	 20.4±3.2f	 1.0	 0.5	 0	 35.2±2.9ef

0	 0	 2.0	 26.8±2.7f	 1.0	 1.0	 0	 62.7±4.2c

1.0	 0	 0.5	 38.6±1.4e	 2.0	 0.1	 0	 48.6±2.7e

1.0	 0	 1.0	 40.9±3.4e	 2.0	 0.5	 0	 75.8±5.5b

1.0	 0	 2.0	 57.1±2.2d	 2.0	 1.0	 0	 92.5±6.7a

2.0	 0	 0.5	 42.8±1.9e	 2.0	 2.0	 0	 86.4±11.0ab

2.0	 0	 1.0	 94.7±9.0a	 3.0	 0.1	 0	 56.9±5.4cd

2.0	 0	 2.0	 60.7±6.1c	 3.0	 0.5	 0	 71.2±6.7b

2.0	 0	 3.0	 62.3±3.2c	 3.0	 1.0	 0	 78.2±12.3b

同列数据后不同小写字母表示差异显著(P<0.05), 下表同此。
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于不同光照条件下培养, 14 d后愈伤组织的诱导率

如表3所示。在不同条件培养7 d, 各处理的外植体

切口边缘均有膨大现象。在光照条件下, 随着培养

时间的延长, 愈伤组织颜色由浅黄色逐渐变为黄

绿色。但在光照条件下继续培养时, 愈伤组织又

逐渐褐化死亡, 变为黄褐色(图1-G)。在暗培养条

件下, 愈伤组织由白色变为浅黄色, 最后变为质地

紧密的黄绿色愈伤组织, 愈伤组织诱导率最高, 为

图1  粉葛叶片愈伤组织的不同形态

Fig. 1  Different types of calli from leaves of P. thomsonii

A: 无细胞分裂素培养基诱导产生的愈伤组织; B和C: 无分化能力的愈伤组织; D: 边缘水渍状、中间为黄绿色、结构

较松散的愈伤组织; E: 质地紧密的黄绿色愈伤组织; F: 愈伤组织边缘褐化; G: 愈伤组织褐化。图中标尺为1 cm。

表2  不同培养时间对粉葛叶片愈伤组织诱导的影响

Table 2  Effects of different culture time on callus 
induction from leaves of P. thomsonii

 培养时间/d        外植体数       诱导率/%	 褐化率/%

14 	 30	 82.7±2.3a	   0
21 	 30	 89.5±0.5a	   1.1±1.6a

28 	 30	 88.7±1.9a	 36.6±1.7b

表3  不同光照条件对粉葛叶片愈伤组织诱导的影响

Table 3  Effects of different light conditions on callus 
induction from leaves of P. thomsonii

           光照条件 外植体数 诱导率/%

光照培养 30	 67.2±4.3b

先暗培养后光照培养 30	 71.5±2.2b

暗培养 30	 81.4±1.6a

81.4%。因此, 粉葛愈伤组织诱导的最佳培养条件

为暗培养。

2.4  不同取材部位对叶片愈伤组织诱导的影响

以顶端未完全展开的嫩叶为外植体材料。培

养14 d后, 少部分叶片形成黄色的愈伤组织, 但大部

分叶片无明显反应, 或形成白色蓬松状愈伤组织; 继
续培养则褐化死亡。以2~5节位完全展开的幼嫩

叶和6节位以下组培苗叶片为外植体均能形成正

常的愈伤组织, 但2~5节位完全展开的幼嫩叶愈伤

组织诱导启动快, 且愈伤组织诱导率最高(表4)。
2.5  叶片不同放置方式对愈伤组织诱导的影响

将粉葛组培苗叶片切成0.4 cm×0.4 cm大小, 分
别正放和反放入愈伤组织诱导培养基上。培养14 
d后愈伤组织诱导率如表5所示, 叶片正放和叶片

反放的愈伤组织诱导率分别为83.6%和84.5%, 差
异不显著。

2.6  不同植物生长调节剂及其浓度对愈伤组织再

分化的影响

由表6可知, 在不含生长素(NAA)的情况下, 不
同浓度(1.0~3.0 mg·L−1)细胞分裂素(6-BA)均无法

诱导愈伤组织分化出芽。在本试验范围内, 不同浓

度TDZ和NAA组合下, 愈伤组织分化率为0, 未诱

导出不定芽。低浓度6-BA (0.5 mg·L−1)未成功诱导

出不定芽; 随着6-BA浓度的升高, 愈伤组织分化率
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表4  不同取材部位对粉葛叶片愈伤组织诱导的影响

Table 4  Effects of different sampling position of 
leaves on callus induction of P. thomsonii

       取材部位 外植体数 诱导率/%

顶端未完全展开的嫩叶 30	 23.7±4.4c

2~5节位完全展开的幼嫩叶 30	 88.6±1.8a

6节位以下组培苗叶片 30	 70.1±2.3b

表5  粉葛叶片不同放置方式对愈伤组织诱导的影响

Table 5  Effects of different placement of leaves on 
callus induction of P. thomsonii

叶片放置方式                  外植体数	 诱导率/%

    正放	 30	 83.6±2.1a

    反放	 30	 84.5±3.4a

表6  不同植物生长调节剂对粉葛愈伤组织分化的影响

Table 6  Effects of different combinations of plant growth regulators on callus regeneration of P. thomsonii

         植物生长调节剂浓度/mg·L−1	               
           分化率/%	  

                     植物生长调节剂浓度/mg·L−1	                       
  分化率/%

6-BA                 TDZ                 NAA	                                   6-BA                 TDZ                 NAA	

1.0	 0	 0	 0	 2.0	 0	 0.10	 9.2±1.3a

2.0	 0	 0	 0	 2.0	 0	 0.50	 5.7±1.5ab

3.0	 0	 0	 0	 3.0	 0	 0.10	 3.5±0.4b

0.5	 0	 0.1	 0	 3.0	 0	 0.50	 0
0.5	 0	 0.5	 0	 0	 0.5	 0.05	 0
1.0	 0	 0.1	 2.1±0.1b	 0	 1.0	 0.05	 0
1.0	 0	 0.5	 3.8±0.4b	 0	 1.0	 0.10	 0

呈先上升后下降的趋势 , 以2.0 mg·L−1 6-BA+0.1 
mg·L−1 NAA分化率最高, 为9.2%。

2.7  生根培养及移栽

将分化的不定芽转入生根培养基中, 5 d后开

始形成根毛, 25 d左右形成3~4 cm的再生植株, 植
株生长旺盛(图2)。将所获生根苗移栽至泥炭土+
珍珠岩(体积比3:1)混合基质中, 30 d后组培苗移栽

成活率达96.7%, 植株生长状态良好。

3  讨论

光照条件对愈伤组织诱导及其生长具有重要

影响。李兴桃和任佼佼(2016)发现瞿麦外植体在

黑暗条件下培养25 d后再进行光照培养, 愈伤组织

诱导率及其生长状态均优于直接光照培养条件下

诱导的愈伤组织。蓖麻(邵志敏等2012)和橡胶树

(李玲等2019)花药在黑暗条件下愈伤组织诱导率

最高。但也有研究表明, 光照条件对荞麦(王鹏姬

等2013)愈伤组织生长没有明显的影响; 间断性光

照最有利于三叶青(彭昕等2012)愈伤组织的生长。

本试验研究发现黑暗培养条件有利于粉葛愈伤组

织诱导, 在光照条件下诱导的愈伤组织随着培养

时间的推移逐渐褐化死亡, 变为黄褐色。由此可见, 
光照条件对愈伤组织诱导及其生长状态的影响因

植物种类不同而有所差异。

植物生长调节剂是影响外植体材料形态发生

的最关键因素, 植物愈伤组织诱导及不定芽分化较

大程度取决于植物生长调节剂的种类和浓度

(Tokuji和Kuriyama 2003; 马艳等2019)。‘桂粉葛一

号’组培苗叶片在仅含不同浓度生长素的培养基

中, 愈伤组织诱导率低, 且形成的愈伤组织状态为

海绵状, 无法分化不定芽。但洪森荣等(2008)研究

发现野葛叶片在不含细胞分裂素的情况下 , 1.0 
mg·L−1 NAA和2.0 mg·L−1 2,4-D生长素组合愈伤组

织诱导率最高。这可能与野葛和粉葛的基因型和

植物激素含量差异性较大有关。本实验中, 不同浓

度6-BA与NAA或2,4-D组合均能成功诱导出愈伤

组织, 且以添加2.0 mg·L−1 6-BA和1.0 mg·L−1 2,4-D
的培养基愈伤组织诱导率最高, 为94.7%。在不同

培养基配方诱导下, 形成了水渍状愈伤组织, 边缘

水渍状、中间黄绿色、结构较松散的愈伤组织及

绿色、结构较紧实的愈伤组织三种愈伤组织形态。
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图2  粉葛叶片愈伤组织诱导及植株再生

Fig. 2  Callus induction and shoot regeneration from leaves of P. thomsonii

A: 叶片外植体; B: 愈伤组织诱导; C: 愈伤组织分化; D: 不定芽增殖; E: 不定芽生根; F: 再生植株。

其中第一种愈伤组织无分化能力, 第二种愈伤组

织需及时继代, 并将生长速度较快的水渍状愈伤

组织去除, 否则导致黄绿色愈伤组织发生褐化, 无
法分化不定芽。TDZ被认为是活性较强的细胞分

裂素, 在多种植物愈伤组织诱导不定芽中均发挥

着重要作用 (Dobranszk和 da Silva 2013; 李晶等

2016; 田歌等2020)。而在西洋梨叶片不定芽再生

过程中发现, 细胞分裂素6-BA和TDZ之间不定芽

分化率无显著差异, 且在不定芽增殖过程中, 6-BA
比TDZ作用效果更佳(孙清荣等2018, 2020)。本研

究中, 不同浓度TDZ均无法诱导粉葛品种‘桂粉葛

一号’愈伤组织分化; 而较高浓度的6-BA可成功诱

导愈伤组织分化, 产生不定芽。

与茎段或茎尖作为外植体相比, 以组培苗叶

片作为外植体进行粉葛愈伤组织诱导及再生技术

的研究具有来源广、操作简单且对组培苗伤害小、

不影响其正常生长等方面的优势, 目前尚未见有

关文献报道。且当前有关粉葛愈伤组织诱导的研

究仅探讨植物生长调节剂对茎段或茎尖愈伤组织

诱导及再生的影响。本研究通过优化植物生长调

节剂、培养时间、光照条件、叶片取材部位等影

响因素, 建立了一套高效的愈伤组织诱导方法, 其
诱导率可达94.7%。
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