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白花桔梗不定根固体培养条件的优化研究

赵　洋，李俊杰，苏?莹，姜　雯，严一字，吴松权

（延边大学 农学院，吉林 延吉１３３００２）

摘要：为进一步提高白花桔梗的产量，本研究优化了白花桔梗不定根固体培养的条件，包括培养基类型、盐强

度、激素浓度和不同生长时期有效成分含量。结果表明：白花桔梗不定根培养基的最优条件为１／２盐浓度Ｂ５

培养基添加０．３ｍｇ·Ｌ
１吲哚３丁酸（ＩＢＡ），培养３５ｄ时有效成分含量最高，且皂苷类化合物含量显著高于总

黄酮量和多糖量。

关键词：桔梗不定根；固体培养基；外源激素；有效成分

　　桔梗为桔梗科植物桔梗（犘犾犪狋狔犮狅犱狅狀犵狉犪狀

犱犻犳犾狅狉狌狊）的干燥根，始载于《神农本草经》，性平，

味苦、辛，归肺经，富含皂苷、类黄酮和多糖等化合

物［１］。桔梗种质资源以花冠颜色为紫色的植株为

主。但紫花株中，有少量白花，白花桔梗为桔梗种

植资源带来了新的花色，具有较大的开发潜

力［１３］。桔梗具有宣肺、利咽、祛痰、排脓的功效，
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临床上多用于治疗咳嗽痰多，胸闷不畅，咽痛音

哑，肺痈吐脓等症。桔梗分布广泛，在我国南北方

都适宜生长，但其野生资源匮乏，主要依赖于人工

栽培［４］。不过在栽培过程中常发生病虫害，培养

周期长（一般２～３年），难以保持遗传稳定性等问

题，严重影响了桔梗的品质［５］。

不定根培养具有生长周期短、材料来源单一、

遗传背景一致、经济方便、重复性强、效率高等优

点。不定根培养应用于药用植物，可以快速大量

获得药用植物不定根及次生代谢产物，是开发中

药资源的一条新途径［６］。目前，人参不定根的研

究较为系统且非常具有代表性，已达到了规模化
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生产［７８］。Ｗｕ等
［９］成功诱导出黄芪不定根，并通

过鼓泡式生物反应器进行不定根的大规模培养，

发现培养的不定根多糖含量高于栽培黄芪。

Ｗａｎｇ等
［１０］成功诱导出太子参不定根，并发现太

子参不定根的有效成分含量高于大田栽培的根。

固体培养是通过添加凝固剂使配制好的营养液形

成固体状态供植物生长，是不定根培养的第一

步［１１］。本研究以白花桔梗为试验材料，建立不定

根固体培养的基本条件，包括培养基类型、强度、

ＩＢＡ浓度等，比较不同生长阶段总皂苷、总黄酮、

多糖化合物的含量，旨在快速稳定地提高白花桔

梗的产量。

１　材料与方法

１．１　材料

试验于２０２０年７月在延边大学农学院中草

药圃地采摘白花桔梗种子，将供试材料先用７５％

酒精浸泡，用无菌水冲洗２～３次，再用０．１％升

汞消毒５ｍｉｎ，无菌水冲洗５次，用消毒滤纸吸干

表皮水分，接种于 ＭＳ固体培养基上，置于２５℃、

光照条件下进行无菌苗的培养。

１．２　方法

１．２．１　培养基种类　将桔梗无菌苗的根切成约

１．０ｃｍ的小段，分别接种到 ＭＳ、Ｂ５、Ｗｈｉｔｅ、Ｎ６培

养基中，每种培养基接种３板，每板接种９个，以

便后 期 观 察 培 养，每 种 培 养 基 中 均 加 入

０．５ｍｇ·Ｌ
１ＩＢＡ，３０ｇ·Ｌ

１蔗糖，２．３ｇ·Ｌ
１琼脂，

ｐＨ调节为５．８。

１．２．２　培养基盐强度　依据培养基种类筛选结

果将桔梗不定根接种到１／４、１／２、３／４、１、２盐浓度

的Ｂ５培养基中，只改变原配方组分，其余成分与

１．２．１相同。

１．２．３　ＩＢＡ浓度　依据培养基种类筛选结果，在

１／２Ｂ５培养基上，添加浓度为０，０．１，０．３，０．５，

１．０，２．０，３．０，４．０和５．０ｍｇ·Ｌ
１的外源激素

ＩＢＡ，其余成分为３０ｇ·Ｌ
１蔗糖，２．３ｇ·Ｌ

１琼脂，

ｐＨ调节为５．８。

１．２．４　培养时期　于２０，２５，３０，３５和４０ｄ取样

品称量鲜重后放入５５℃的恒温干燥箱中，烘干

４８ｈ后，充分研磨用于后续测定有效成分含量。

１．２．５　有效成分提取和含量测定　总黄酮和多

糖的提取和测定参照孙晓春等［１２］的方法，并稍做

改动。桔梗总黄酮的测定采用硝酸铝比色法，用

紫外分光光度计于５１０ｎｍ处测定吸光度，建立

标准曲线，计算样品的总黄酮量。多糖含量的测

定采用苯酚硫酸显色法，于４９０ｎｍ处测定吸光

度，以标准浓度的葡萄糖为横坐标，吸光度为纵坐

标，建立标准曲线并计算样品多糖的含量。总皂

苷的提取和测定参照李心怡等［１３］的方法，利用紫

外分光光度计，在波长５３６ｎｍ处测定吸光度，制

备对照品，建立标准曲线计算桔梗总皂苷含量。

１．２．６　培养条件　培养温度为（２５±２）℃，相对

湿度７０％，暗培养。３０ｄ后观察并统计不定根根

长、生根外植体数、生根总数并计算生根率。每组

试验重复３次。

生根率（％）＝生根外植体数／接种外植体

数×１００

１．２．７　数据分析　利用Ｅｘｃｅｌ２０１３软件整理数

据，采用ＳＰＳＳ１９．０软件对数据进行统计学分析。

２　结果与分析

２．１　培养基类型对白花桔梗不定根培养的影响

将不定根接种于培养基中培养，发现培养

１０ｄ时，接入的不定根组织开始有些膨大，并在

不定根的部分部位形成凸起，约１５ｄ时凸起部位

形成薄而柔软的不定根。但在不同的培养基中，

不定根生长能力不同，由表１可知，白花桔梗不

定根在Ｂ５培养基中生根外植体数、生根率以及总

根数表现出最高，与其他３种培养基相比差异

显著。

表１　不同培养基对白花桔梗不定根生长的影响

不同培养基 生根外植体数／个 生根率／％ 总根数／个 根干重／ｇ

Ｗｈｉｔｅ ７．００±０ｂｃ ７８．００±０ｂｃ ７２．００±８．０８ｂ ０．０４５±０．００９ｂ

Ｂ５ ９．００±０ａ １００．００±０ａ １３４．３３±２０．００ａ ０．０７６±０．０１３ａｂ

ＭＳ ８．３０±０．３３ａｂ ９２．６７±０．０４ａｂ ７６．３３±２１．９９ｂ ０．０８９±０．０１２ａ

Ｎ６ ５．７０±０．８８ｃ ６３．００±０．１０ｃ ３０．００±５．５１ｂ ０．００８±０．００４ｃ

　　注：不同小写字母表示在０．０５水平差异显著。下同。

０７
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２．２　培养基盐强度对白花桔梗不定根的影响

由表２可知，在１／２盐浓度Ｂ５中，Ｂ５生根率

达到１００．００％，但１／２盐浓度Ｂ５的干重和总根数

显著优于其他强度，并且１／２盐浓度Ｂ５培养基诱

导的不定根长而密，几乎覆盖了整个培养基。因

此，１／２盐浓度Ｂ５培养基最有利于桔梗不定根

的生长。

２．３　ＩＢＡ浓度对白花桔梗不定根培养的影响

由表３可知，与对照（不添加激素）相比，添加

ＩＢＡ有利于不定根的增殖分化，但不同浓度的

ＩＢＡ对不定根的诱导能力不同。在ＩＢＡ浓度为

０．１，０．３，１．０和５．０ｍｇ·Ｌ
１时，不定根的生根率

均为１００．００％，不过ＩＢＡ浓度为０．３ｍｇ·Ｌ
１时，

总根数和根干重都明显优于其他浓度，表现为不

定根较粗且生长旺盛，因此诱导桔梗不定根的最

佳ＩＢＡ浓度为０．３ｍｇ·Ｌ
１。

２．４　培养时间对白花桔梗不定根干重和有效成

分含量的影响

　　由表４可知，随着培养天数的增加，不定根的

干重呈现逐渐上升的趋势，培养至４０ｄ时最高。

总皂苷和总黄酮的含量随着培养天数的增加，呈

先上升后下降趋势，培养３５ｄ时，总皂苷和总黄

酮都达到最高值，分别为３４．０８和９．０１ｍｇ·ｇ
１；

多糖含量随着培养天数的增加，呈现逐渐上升的

趋势，培养至４０ｄ时最高。综上所述，不定根干

重和有效成分积累的最佳周期为３５ｄ。

表２　培养基盐强度对白花桔梗不定根生长的影响

盐强度 生根外植体数／个 生根率／％ 总根数／个 根干重／ｇ

２Ｂ５ ８．７０±０ａ ９６．３０±０．０４ａ ９９．６７±１５．８８ｂ ０．０２２±０．００１ｂ

Ｂ５ ９．００±０ａ １００．００±０ａ １１６．３３±８．３７ａｂ ０．０２７±０．００１ｂ

３／４Ｂ５ ６．３０±０．３３ｂ ７０．３７±０．０４ｂ ５２．３３±１２．００ｃ ０．０１１±０．００１ｃ

１／２Ｂ５ ９．００±０ａ １００．００±０ａ １４５．６７±７．３１ａ ０．０３３±０．００２ａ

１／４Ｂ５ ８．３０±０．３３ａ ９２．５９±０．０４ａ ６０．３３±８．２５ｃ ０．０１０±０．００１ｃ

表３　不同激素对白花桔梗不定根生长的影响

ＩＢＡ浓度／（ｍｇ·Ｌ１） 生根外植体数／个 生根率／％ 总根数／个 根干重／ｇ

０（ＣＫ） ７．００±１．１５ｂ ７７．７８±０．１３ｂ １４．３３±５．９０ｅ ０．００６±０．００２ｃ

０．１ ９．００±０ａ １００．００±０ａ １７１．０．０±６．２４ａｂ ０．０３２±０．００２ａｂ

０．３ ９．００±０ａ １００．００±０ａ ２０６．００±１９．８６ａ ０．０４５±０．００３ａ

０．５ ８．７０±０．３３ａ ９６．３０±０．０４ａ １５１．６７±１６．０２ａｂｃ ０．０３８±０．００６ａｂ

１．０ ９．００±０ａ １００．００±０ａ １２１．００±１１．０２ｂｃｄ ０．０４３±０．００３ａ

２．０ ８．７０±０．３３ａ ９６．３０±０．０４ａ ９５．６７±２５．１０ｃｄ ０．０３７±０．００７ａｂ

３．０ ８．００±０．５８ａｂ ８８．８９±０．０６ａｂ １３２．６７±４６．３８ｂｃｄ ０．０３２±０．００８ａｂ

４．０ ７．７０±０．３３ａｂ ８５．１９±０．０４ａｂ ９３．６７±２７．４９ｃｄ ０．０２５±０．００５ｂ

５．０ ９．００±０ａ １００．００±０ａ ７３．００±６．６６ｄｅ ０．０２５±０．００４ｂ

表４　培养时间对白花桔梗不定根干重和有效成分含量的影响

培养天数／ｄ 总皂苷／（ｍｇ·ｇ１） 总黄酮／（ｍｇ·ｇ１） 多糖／（ｍｇ·ｇ１） 根干重／ｇ

２０ ３２．１５±０．０５ｂ ８．０４±１．１６ｂｃ １．１６６±０．００３ｃ ０．４５±０．０３ｃ

２５ ３３．１１±０．８４ａｂ ８．１１±１．１６ａｂ １．１６９±０．００８ｃ ０．５０±０．０１ｃ

３０ ３３．３６±０．４０ａｂ ８．０１±０．４６ａｂｃ １．２８０±０．００４ｂ ０．５２±０．０４ｂｃ

３５ ３４．０８±０．３５ａ ９．０１±０．２６ａ １．５０９±０．０２３ａ ０．６２±０．０２ａｂ

４０ ３２．２０±０．１０ｂ ６．８２±１．０１ｃ １．５３２±０．０２１ａ ０．６９±０．０２ａ
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３　讨论与结论

不定根形成一般要先形成愈伤组织，再分化

成不定根，但Ｇｈｉｍｉｒｅ等
［１４］发现不定根的形成不

需要事先形成愈伤组织，直接再生出不定根，这有

利于缩短诱导时间。与此类似，白花桔梗不定根

培养时，外植体先形成一种明显的向外凸起的、类

似于旋钮状结构的不定根原基，之后发育成薄而

柔软的不定根，诱导时间为１５ｄ。

本试验中，适合白花桔梗不定根生长的培养

基为Ｂ５。陈双越
［１５］发现以人参花药为外植体时

诱导不定根的最佳培养基为 Ｂ５培养基。吴松

权［１６］发现Ｂ５培养基是诱导膜荚黄芪不定根的最

佳培养基。田海丽等［１７］筛选适宜黄芩不定根生

长的培养基，发现黄芩不定根在Ｂ５培养基中生长

状态良好且生物量较多。而游小英等［１８］在对红

缨海棠茎段快速繁殖技术的研究中发现 Ｎ６培养

基适合红缨海棠不定根的生长。梁玉勇等［１９］发

现 ＭＳ培养基最有利于太子参不定根的生长。这

表明植物物种不同所需的培养类型也不同。

盐强度对不定根的生长有很大影响。Ｗｕ

等［２０］考察了不同盐强度对紫锥花不定根生长的

影响，结果发现盐强度为１／２时，紫锥花不定根生

长最 好。Ｚｈａｎｇ 等
［２１］观 察 到 杠 柳 在 低 盐 强

度（１／４～１／２）培养基中的不定根生长较好，推测

与较低的盐强度引起较低的渗透压有关。Ｗｕ

等［２２］认为，低盐会改善养分之间的相互作用，导

致外植体离子供应增加，从而促进不定根的生长。

本试验中，１／２的盐强度更适合白花桔梗不定根

的生长。

植物生长激素ＩＢＡ多应用于不定根的诱导，

本试验结果表明，无论外源激素ＩＢＡ 浓度为多

少，都能明显促进白花桔梗不定根的生长。这可

能是ＩＢＡ通过引起细胞分裂和根原基的形成从

而促进根的生长有关［２３２４］。有研究表明，较高浓

度的ＩＢＡ会抑制细胞伸长，低浓度的ＩＢＡ有利于

不定根的生长［２５］。宫惠等［２６］发现０．１ｍｇ·Ｌ
１

ＩＢＡ 是诱导欧洲缬草不定根的理想激素浓

度，Ｂａｅ等
［２７］发现叶下珠不定根适合生长在含有

０．５ｍｇ·Ｌ
１ＩＢＡ的培养基上，Ｚｈａｎｇ等

［２８］研究结

果表明０．４ｍｇ·Ｌ
１ＩＢＡ是对昆明沙参不定根有

利的生长素浓度。本研究结果可知适合白花桔梗

不定根生长的ＩＢＡ最优浓度为０．３ｍｇ·Ｌ
１。

培养时期对不定根有效成分的积累至关重

要。尹双双［２９］发现甘草不定根有效成分含量的

积累在成熟期时达到最大值。与此类似，白花桔

梗不定根的有效成分含量也在成熟期（３５ｄ）时达

到最高。此外，与药用桔梗中有效成分含量类似，

白花桔梗不定根中的总皂苷含量高于黄酮和多

糖，占有效成分的３／４左右
［３０］，表明通过培养不

定根获取桔梗的有效成分是切实可行的途径。
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