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组培平贝母形态转变过程中同工酶变化的研究
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摘要：以平贝母为供试材料，研究了组培平贝母培养过程中培养体不同发育时期同工酶的变化。结果表明：在发育

过程中各培养体的酯酶同工酶的酶带较丰富，共检测出１１条酶带，且形成小鳞茎后酶谱的酶带数都明显多于愈伤

组织和胚状体时期，且愈伤组织在Ｒｆ＝０．７０８处产生了特异性酶带。过氧化氢酶在愈伤组织、胚状体和刚形成小鳞

茎时都有表达，且酶谱仅有１条带，Ｒｆ＝０．０４２，而在鳞茎膨大时没有该酶的表达。
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　　贝母为百合科贝母属（犉狉犻狋犻犾犾犪狉犻犪Ｌ．）的多年生

草本植物，是重要的中药材［１］，在我国已有２０００多

年的药用历史，早在汉代《神农本草经》中就有记载。

中国贝母可分为浙贝母、川贝母、平贝母和伊贝母四

大类［２］。平贝母（犉狉犻狋犻犾犾犪狉犻犪狌狊狊狌狉犻犲狀狊犻狊Ｍａｘｉｍ．）在

临床上与川贝、浙贝同样具有镇咳、祛痰、平喘、抗菌

消炎等功效，又因其无性繁殖系数高于其它贝母，而

在东北地区常用其代替川贝母、浙贝母。目前川贝

母、浙贝母是国内细胞工程研究较多的主流品种，而

经常代替川贝母入药的平贝母的研究还处于基础阶

段，对平贝母形态发生和发育时期的生理学研究较

少。该试验研究了组培平贝母培养过程中培养体不

同发育时期的同工酶的变化，可为进一步深入研究

贝母器官发生的机理和今后的分子研究提供参考。

１　材料与方法
１．１　材料

２００５年春季购自吉林省敦化市江源镇生长健

壮的四年生新鲜平贝母（约１．０ｇ）鳞茎，经过消毒，

剥去外鳞片后在双筒解剖镜无菌条件下取茎尖约

０．２ｍｍ，接种于培养基 ＭＳ＋萘乙酸（ＮＡＡ）

０．５ｍｇ·Ｌ
１＋６苄基腺嘌呤（６ＢＡ）２．０ｍｇ·Ｌ

１＋蔗

糖３０．０ｇ·Ｌ
１＋琼脂７．０ｇ·Ｌ

１，ｐＨ调节为５．８。当

接种的茎尖上形成愈伤组织后，将其接种于 ＭＳ＋

ＮＡＡ２．０ｍｇ·Ｌ
１ ＋６ＢＡ０．５ｍｇ·Ｌ

１ ＋蔗糖

３０．０ｇ·Ｌ
１＋琼脂７．０ｇ·Ｌ

１，ｐＨ５．８培养基中进行

继代增殖培养。当形成小鳞茎后，接种于 ＭＳ＋ＫＴ

１．０ｍｇ·Ｌ
１＋ＮＡＡ０．５ｍｇ·Ｌ

１＋蔗糖５０．０ｇ·Ｌ
１＋

琼脂７．０ｇ·Ｌ
１（ｐＨ５．８）的培养基中。培养温度２５±

２℃，相对湿度７０％，利用日光灯将光照强度调节为

１６００ｌｘ，每天光照１６ｈ，每隔４周继代１次。将组培

平贝母按照培养的不同发育阶段分为愈伤组织、胚

状体、小鳞茎１（约０．１ｇ）和小鳞茎２（约０．５ｇ）作为

试验材料。

１．２　方法

１．２．１　样品制备 称取平贝母供试样品０．３０ｇ，加

入０．６００ｍＬ提取缓冲液（０．１００ｍｏｌ·Ｌ１ｐＨ８．０的

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液，其中含０．５００ｍｏｌ·Ｌ１蔗糖，

０．０６０ｍｏｌ·Ｌ１抗坏血酸，０．００６ｍｏｌ·Ｌ１β巯基乙

醇）［３］，加液氮研磨充分后，放入小样品管中，０～４℃

条件下，１００００ｒ·ｍｉｎ１离心１５ｍｉｎ，取上清液，加入

１／４倍（ｖ／ｖ）的５０％甘油，即为酶粗提取液，于２０℃

保存，用于聚丙烯酰胺凝胶电泳。

１．２．２　聚丙烯酰胺凝胶（ＰＡＧＥ）同工酶电泳 酯酶

同工酶电泳方法参照文献［４］，过氧化氢酶同工酶电

泳方法参照文献［５］。

２　结果与分析
２．１　酯酶（ＥＳＴ）同工酶电泳的分析

由图１和表１可知，在不同发育时期ＥＳＴ同工

酶谱带表现出明显的差异性，整个酶谱出现３～１０

条不等的酶带，差异较大，酶带总类型为１１条，表现

出较丰富的酶谱类型，其中在Ｒｆ＝０．７６７处的酶带

是组培平贝母不同发育阶段培养体所共有的酶带，

但在着色强度上略有不同，小鳞茎１的着色深度明

１
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显强于其它各时期，愈伤组织其次，可认为这条酶带

为平贝母鳞茎发育阶段ＥＳＴ同工酶的基础酶带。

从整体上看，形成鳞茎后酶谱的酶带数都明显多于

愈伤组织和胚状体时期；Ｒｆ为０．３４２、０．３７５和０．６５８

（酶带较宽）的３条酶带在形成鳞茎后有所表达，表

明其参与了鳞茎的发育。在愈伤组织时期虽然整个

酶谱只有５条酶带，但颜色都较深，且在Ｒｆ＝０．７０８

产生了特异性酶带；而在胚状体时期，酶带不仅少，

而且颜色也较浅。

图１　组培过程中平贝母不同阶段培养体酯酶同工酶电泳图谱

Ａ：愈伤组织，Ｂ：胚状体，Ｃ：小鳞茎１，Ｄ：小鳞茎２

表１　组培过程中平贝母不同阶段培养体酯酶

　　　　同工酶的相对迁移率（Ｒｆ）比较

酶 带
供 试 材 料

愈伤组织 胚状体 小鳞茎１ 小鳞茎２

Ｉ － ０．２０８ ０．２０８ ０．２０８

ＩＩ － － ０．３０８ －

ＩＩＩ － － ０．３４２ ０．３４２

ＩＶ － － ０．３７５ ０．３７５

Ｖ ０．４８３ － ０．４８３ ０．４８３

ＶＩ ０．５０８ － ０．５０８ ０．５０８

ＶＩＩ ０．５４２ － ０．５４２ ０．５４２

ＶＩＩＩ － － ０．６５８ ０．６５８

ＩＸ ０．７０８ － － －

Ｘ － ０．７４２ ０．７４２ ０．７４２

ＸＩ ０．７６７ ０．７６７ ０．７６７ ０．７６７

图２　组培过程中平贝母不同阶段培养体过氧化氢酶同工酶电泳图谱

Ａ：愈伤组织，Ｂ：胚状体，Ｃ：小鳞茎１，Ｄ：小鳞茎２

２．２　过氧化氢酶（ＣＡＴ）同工酶电泳的分析

几乎所有的生物机体都存在过氧化氢酶，其酶

促活性为机体提供了抗氧化防御机理。ＣＡＴ 可以

促使Ｈ２Ｏ２分解为分子氧和水，和ＰＯＤ相同有清除

细胞中Ｈ２Ｏ２毒害的作用。在平贝母组织培养过程

中对不同发育阶段培养体进行了ＣＡＴ 同工酶电泳

分析，从图２和表２可知，整个酶谱中仅在Ｒｆ为

０．０４２处具有１条带，且酶带颜色逐渐变浅。该酶在

愈伤组织、胚状体和刚形成小鳞茎１时都有表达，而

在膨大的小鳞茎２中没有。

表２　组培过程中平贝母不同阶段培养体过氧化氢酶

　　　　同工酶的相对迁移率（Ｒｆ）比较

酶 带
供 试 材 料

愈伤组织 胚状体 小鳞茎１ 小鳞茎２

Ｉ ０．０４２ ０．０４２ ０．０４２ －

３　结论与讨论
酯酶主要参与植物异化作用，是与磷代谢有关的

酶，酯酶含量的增加预示着磷代谢的加强，它对生物

体的生长发育起着重要的调节功能［６］，业已证明，蒲

圻贝母［７］、茶薪菇［８］、党参［９］的酯酶与生长阶段有密

切关系。该试验中平贝母培养体不同时期的酯酶有

各自的酶带类型，各种带型（除共有带外）还各具特

点。不同发育时期的酯酶同工酶酶谱表现出数量的

差异，从３～１０条不等的酶带，差异较大，而且强度也

不同，表明酯酶同工酶调节了不同发育时期的磷代谢

途径。从整体酶谱来看，形成鳞茎后，酯酶同工酶的

表达量较多，说明鳞茎时期磷代谢旺盛。在Ｒｆ＝

０．７０８时产生了愈伤组织的特异性酶带，说明该条酶带

可能为愈伤组织发育时期基因表达所产生的特征性酶

带，在愈伤组织时期整个酶谱虽然只有５条酶带，但颜

色都较深，说明酯酶同工酶在此时期活性较高。

试验结果表明，过氧化氢酶酶谱仅在相对迁移

率为０．０４２处有一条带，这与李强等
［５］在川贝母研究

中该酶酶带表达的结果相同，说明其分子量较大，且

在组培大鳞茎时期没有表达，表明过氧化氢酶在贝

母中的活性非常弱。
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骨碎补愈伤组织的诱导及无性系建立的研究

文　伟

（铁岭师范高等专科学校，辽宁 铁岭１１２００１）

摘要：以骨碎补根茎、叶片、叶柄为外植体，进行了愈伤组织诱导与分化、试管苗的生根、移栽、移植的研究，建立起骨

碎补的无性系。结果表明：１／２ＭＳ＋ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４１５０ｍｇ·Ｌ
１＋ ＢＡ０．３ｍｇ·Ｌ

１＋ＮＡＡ０．６ｍｇ·Ｌ
１＋２，４Ｄ

０．６ｍｇ·Ｌ
１是诱导根茎形成愈伤组织和愈伤组织继代培养的理想培养基；１／２ＭＳ＋ＢＡ０．１ｍｇ·Ｌ

１＋ＩＡＡ０．０５～

０．１ｍｇ·Ｌ
１是诱导骨碎补根茎愈伤组织分化培养的理想培养基；１／２ＭＳ＋ ＮＡＡ０．１ｍｇ·Ｌ

１是骨碎补生根培养的

理想培养基；生根试管苗能形成根茎，容易移栽成活。移栽的试管苗保持了骨碎补的所有植物学性状。

关键词：骨碎补；组织培养；无性系
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　　骨碎补（犇犪狏犪犾犾犻犪犿犪狉犻犲狊犾犻犻犾ＭｏｏｒｅｘＢａｋｅｒ）属于

骨碎补科骨碎补属多年生草本植物，附生于海拔

５００～７００ｍ的岩石上
［１２］，在我国的辽宁、山东、江苏

和台湾有分布。作为中草药使用，具有行血活络、祛

风止疼、补肾坚骨等功效，能治跌打损伤、风湿痹疼、

肾虚、牙疼、腰疼、久泻等疾病［３］。虽然骨碎补具有

重要的药用价值，但其分布和数量相对较少，加上近

年来生态环境的变化和骨碎补的大量被采挖，使该

植物的种类和数量越来越少，在辽宁地区骨碎补濒

危灭绝，现已成为辽宁省的保护植物［４］。
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为了保护
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发育阶段几种同工酶的分析［Ｊ］．西北植物学报，２００５，２５（１）：

１７．

犛狋狌犱狔狅狀狋犺犲犐狊狅狕狔犿犲犆犺犪狀犵犲狊狅犳犉狉犻狋犻犾犾犪狉犻犪狌狊狊狌狉犻犲狀狊犻狊

犱狌狉犻狀犵犕狅狉狆犺狅犵犲狀犲狊犻狊

犛犝犖犇犪狀１，犘犐犃犗犡狌犪狀犮犺狌狀２，犇犐犃犗犢犪狀犾犻狀犵
１，犢犝犢犪狀犵

３，犙犐犃犖犆犺狌狀狉狅狀犵
３，犔犐犃犖犕犲犻犾犪狀２

（１．ＧｒｏｐＢｒｅｅｄｉｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｃａｄｅｍｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｈａｒｂｉｎ，Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ

１５００８６；２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＮａｔｕｒａｌＲｅｓｏｕｒｃｅｓｏｆＣｈａｎｇｂａｉＭｏｕｎｔａｉｎａｎｄＦｕｎｃｔｉｏｎａｌＭｏｌｅｃｕｌｅｓｏｆ

ＹａｎｂｉａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，Ｙａｎｊｉ，Ｊｉｌｉｎ１３３００２；３．ＣｒｏｐＴｉｌｌａｇｅａｎｄＣｕｌｔｉｖａｔｉｏｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅ

ｏｆＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｃａｄｅｍｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｈａｒｂｉｎ，Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ１５００８６）

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｔａｋｉｎｇ犉狉犻狋犻犾犾犪狉犻犪狌狊狊狌狉犻犲狀狊犻狊Ｍａｘｉｍ．ａｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｍａｔｅｒｉａｌ，ｔｈｅｉｓｏｚｙｍｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｏｆｔｉｓｓｕｅ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｕｒｉｎｇｃｕｌｔｕｒｉｎｇｏｆ犉狉犻狋犻犾犾犪狉犻犪狌狊狊狌狉犻犲狀狊犻狊Ｍａｘｉｍ．ｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｅｎｚｙｍｅｂａｎｄｓｏｆｅｓｔｅｒａｓｅ

ｉｓｏｚｙｍｅｗｅｒｅａｂｕｎｄａｎｔａｎｄｅｘａｍｉｎｅｄ１１ｂａｒｓ；Ｅｎｚｙｍｅｂａｎｄｓｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｍｏｒｅｔｈａｎｃａｌｌｕｓａｎｄｅｍｂｒｙｏｉｄａｆｔｅｒｆｏｒｍｉｎｇ

ｓｍａｌｌｂｕｌｂｌｅｔａｎｄｃａｌｌｕｓｐｒｅｓｅｎｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｂａｎｄａｔＲｆ＝０．７０８．Ｃａｔａｌａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｄｈａｄｏｎｌｙｏｎｅｂａｒｄｕｒ

ｉｎｇｃａｌｌｕｓｅ，ｅｍｂｒｙｏｉｄａｎｄｓｍａｌｌｂｕｌｂｌｅｔｆｏｒｍａｔｉｏｎ，Ｒｆｗａｓ０．０４２，ｗｈｉｌｅｔｈｅｃａｔａｌａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｗａｓｎｏｔｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｂｕｌｂｌｅｔ

ｅｘｐａｎｄｉｎｇ．
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