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中国菟丝子离体再生体系的建立
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摘要: 选取萌发 3~ 5 d、长度 3~ 5 cm的中国菟丝子 (Cuscuta ch inensis Lam. )幼苗,将其分为上、中、下 3部分并作

为外植体进行离体培养与植株再生研究。结果表明, 其上、中部片段更适宜愈伤组织诱导; 诱导培养基以添加

1 mg L-1 NAA和 1 m g L-1 BA的 MM S培养基效果最好,此培养基也可用于愈伤组织的继代培养, 愈伤组织在上述

培养基中已生长一年之久。分化培养基为添加 1 mg L-1 BA的 MMS培养基,平均每块愈伤组织可以产生 2. 8株植株。
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Abstract: An e ff icientmethod o f callus induction and plan t regenerat ion o fCuscuta chinensis was estab lished. The

seed lings germ ina ted for 3~ 5 d and about 3~ 5 cm length w ere selected as explants, and then d iv ided into three

parts, upper, m iddle and low er. Callus w ere inducted from upper o rm idd le parts o f seed lings on a mod ifiedM u-

rashige and Skoog (MM S) med ium supplemented w ith 1mg L
-1
NAA and 1 mg L

-1
BA. The calli have been sub-

cu ltured on suchmedium fo r over a year. Shoot regenera tion from callus w as achieved onMMSm edium conta in ing

1mg L
-1
BA and could obtain 2. 8 shoo ts per ca llus.
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菟丝子属 ( Cuscuta )隶属于旋花科 ( Convo lvu-

laceae) ,为寄生草本植物; 无根、叶或叶退化成小的

鳞片,茎细长缠绕, 大多数种类呈黄色,尽管部分菟

丝子种类含有叶绿素, 可以进行有限的光合作用,

但仍然不能维持其进行自养生活,必须依靠茎缠绕

寄主,并通过产生吸器与寄主的维管组织相连, 进

而从寄主体内获取养分。

菟丝子的寄主范围非常广泛, 而且又多为豆科

等经济植物, 因而, 危害极大。另一方面, 在我国,

一些菟丝子种类 (如中国菟丝子 Cuscuta chinensis

Lam. )的种子常用作补益中药, 具有滋补肝肾、固

精缩尿、安胎、明目等功效
[ 1]
。此外,利用菟丝子寄

主范围广泛、生长迅速、寄生后能大量吸收寄主养

分最终导致寄主因养分不足而生长受到抑制甚至

死亡的生物学特性,近年来成功将其应用于防治一

些外来入侵物种, 如对薇甘菊的生物防治
[ 2 ]
。

目前, 有关菟丝子离体培养的研究报道很少。

M aheshw ari和 Baldev
[ 3]
报道从头柱菟丝子 ( C.

ref lexa)的合子胚诱导出愈伤组织。 Baldev
[ 4]
报道

一定光照条件下可以诱导培养的头柱菟丝子开花。

M aheshw ari等
[ 5]
研究了植物激素对中国菟丝子离

体茎尖的作用效果。章毓英和李扬汉
[ 6]
报道了日

本菟丝子 (C. japonica )的离体培养以及对花芽的

诱导。Furuhashi
[ 7]
在诱导日本菟丝子茎段开花时,
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偶尔也会产生愈伤组织, 但由于褐化导致产生的愈

伤组织不能维持长久。目前, 采用头柱菟丝子和三

叶草菟丝子 ( C. trifolii )
[ 8-9]
成功诱导出愈伤组织,

并进行继代培养,随后又诱导愈伤组织分化产生新

的植株。

建立菟丝子组织培养与再生体系,可进一步用

于原生质体培养和细胞生物学的研究,同时也是实

现基因转化的前提。目前,随着一些涉及菟丝子寄

生机制基因的分离克隆, 以基因转化体系作为平

台,对基因功能及菟丝子相应生理机制的研究将具

有重要的理论和实践意义。此外, 作为一种传统的

中药材,构建其组织培养体系有助于获得一些有重

要价值的药用成分或代谢中间产物, 这对中药活性

成分的开发利用及工业化生产具有重大意义。本

文对中国菟丝子愈伤组织的诱导及植株再生进行

研究,为开展基因功能和寄生机制研究, 以及开发

利用其药用成分提供研究基础。

1材料和方法

1. 1植物材料

中国菟丝子 (Cuscu ta chinensis Lam. )种子采自

厦门大学校园。种子采集后保存在 4 ~ 6e 冰箱
中。种子消毒参照 Furuhash i的方法

[ 7]
并略加改

动: 将中国菟丝子种子在浓硫酸中浸泡 30 m in, 中

间搅动 3次;无菌水冲洗干净后,用 3%的次氯酸钠

浸泡 10m in;无菌水冲洗干净, 将消毒的种子接种

在添加 3 g L
-1
琼脂且只包含 MS无机盐成分的固体

培养基中 ( pH 5. 7)。

1. 2愈伤组织诱导及生长

中国菟丝子种子萌发 3~ 5 d, 选取长度约在 3

~ 5 cm的幼苗,切成上、中、下 3段,同时, 切除上部

片段的顶端分生组织, 使每个片段长约 1 ~

1. 5 cm。将上述片段转入添加不同激素组合的

MMS
[ 9]
或 MB5

[ 8]
诱导培养基中,每瓶接种 12个,各

部分片段各 4个,而每种培养基中的茎段总数为 72

个。

用于愈伤组织诱导的 MMS系列培养基见表

1。而 MB5系列诱导培养基中添加的激素分别为

0. 75 mg L
-1
2, 4-D结合 2、3、4、5或 6mg L

-1
KT,或

者 5 mg L
-1
KT 结合 0. 25、0. 5、0. 75、1 或

1. 25mg L
-1
2, 4-D; 此外, 添加 0. 5、1、1. 5、2、215、

3、3. 5、4、4. 5或 5mg L
-1
KT以及添加 0. 5、1、1. 5、

2、2. 5、3、3. 5、4或 415mg L-1 2, 4-D的 MB5系列培

养基也用于愈伤组织的诱导。

愈伤组织形成后,用同样的培养基进行愈伤组

织的继代培养; 此外, 取部分愈伤组织在添加

1mg L
-1
BA的 MMS培养基中培养, 观察愈伤组织

生长增殖的情况。另外,在部分培养基中还使用蔗

糖或葡萄糖和甘露醇 ( 1: 1)组合以观察其对愈伤组

织生长增殖的影响。

1. 3植株再生

愈伤组织形成后,将部分愈伤组织移入添加不

同激素的 MMS分化培养基中, 以诱导愈伤组织分

化。上述分化培养基的激素组成为: 2或 3 mg L
-1

NAA分别结合 0. 5、1、2、3、4或 5mg L
-1
KT, 或者,

1 mg L
-1
NAA分别结合 0. 5、1、2或 3 mg L

-1
KT。部

分培养基中只添加了 1、2、3、4或 5mg L
-1
KT。

培养基制备时, 用 N aOH 调 pH 值至 5. 8,

121e 高压灭菌 20m in。培养基每 15~ 30 d更新一

次。培养时的光照条件为 14 h白光 /10 h黑暗,白

光光源为普通日光灯 ( F36W T8 DAYLIGHT ), 光强

为2 000 Lx, 培养温度为 23 ? 2e 。及时观察、统计

愈伤组织形成、生长及分化情况和结果。

2结果和讨论

2. 1愈伤组织诱导

在将中国菟丝子幼苗片段转入诱导培养基约

2周时, 在包含不同激素浓度的 MMS系列培养基

中, 幼苗片段开始膨大,绿色也逐渐加深。不久,幼

苗片段发育形成团块状组织,有不定芽逐渐分化形

成; 稍后形成的不定芽逐渐发育形成幼苗。

继代培养时, 将发育形成的幼苗、新形成的不

定芽以及褐化死亡的团块状组织除去; 大约 6周

后, 可以观察到有致密愈伤组织形成,在其表面有

生长旺盛的细胞团形成 (图 1a) ;此后,细胞团生长

速度加快,体积不断增大,结构变得松散,颜色也逐

渐变淡, 而且,不定芽的形成数目也逐渐减少至几

乎不再有不定芽产生。大约在培养 70~ 90 d时,

细胞团发育形成为浅黄色、松散均匀、发育良好的

愈伤组织 (图 1b)。
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图 1 中国菟丝子愈伤组织的诱导和分化

F ig. 1 C allu s induction and d ifferen tiat ion ofCu scuta ch in en sis

a: 在 NAA和 BA均为 1m g L-1的 MM S培养基中已培养 6周的幼苗片段 A seedl ing segm en t cultured onMMS m ed ium supp lem en tedw ith

1 m g L-1 NAA and 1m g L-1 BA for 6 w eeks; b: 在 NAA和 BA均为 1 mg L-1的 MMS培养基中培养 12周的愈伤组织 Ca lli cultured onMMS

m ed ium supplem en ted w ith 1m g L-1 NAA and 1 m g L-1 BA for 12w eeks; c: 在添加 1m g L-1BA的 MMS培养基中培养 6周后愈伤组织的分化

情况 Call i d if feren tiat ion cu ltured onMMS m ed ium supp lem en tedw ith 1m g L-1 BA for 6 w eeks.

上述培养基中, 包含 1 mg L
-1
BA和 1 mg L

-1

NAA的 MMS培养基最适宜愈伤组织的诱导生长,

愈伤组织的诱导率可高达 86% (图 1b,表 1)。而在

添加 1 mg L
-1
BA的 MMS培养基中培养的中国菟

丝子幼苗片段,虽然在继代培养过程中除去了不定

芽以及由不定芽分化形成的幼苗,但生长的团块状

组织不断分化形成新的不定芽及幼苗,这种现象在

持续了 24周之后逐渐减弱。尽管最终没有发育形

成良好的愈伤组织,但因为在培养过程中表现出持

续的不定芽再生能力以及分化能力, 因而, 可用于

构建直接分化再生系统。类似于 Srivastava等报

道
[ 9]
, 在具有较高 NAA /BA比值的培养基中,愈伤

组织生长较慢, 而且容易发生褐化。 Srivastava

等
[ 9]
报道, 在培养基中添加 0. 1 mg L

-1
GA可以防

止愈伤组织褐化,但也限制了愈伤组织的增长率。

本研究发现, 含有 1 mg L
-1
NAA和 1 mg L

-1
BA的

MMS培养基同样可用于愈伤组织的快速生长增

殖。培养初期,培养基每个月更换一次; 3个月后,

快速生长的愈伤组织常常在 15~ 20 d内开始褐化

死亡。为此,将继代时间调整为 15~ 20 d, 而且在

继代时切除已褐化的愈伤组织,便可以有效地避免

褐化发生。我们按照此方法继代培养愈伤组织已

长达一年之久。

与头柱菟丝子和三叶草菟丝子的诱导过程相

比
[ 8- 9]

, 中国菟丝子幼苗片段诱导形成愈伤组织需

要的时间稍长,这可能是因为植物材料的不同引起

的。此外, 与 Srivastava等
[ 9 ]
报道头柱菟丝子幼苗

基部容易形成愈伤组织不同, 中国菟丝子幼苗的

中、上部更容易形成愈伤组织, 而下部片段在愈伤

组织形成过程中,发生膨大及形成团块状组织需要

更长的时间, 并且更容易发生褐化死亡 (数据未

列 ) ,这可能与根的生长发育特点有关。有关报

道
[ 10-11]

指出, 菟丝子在胚胎发育的鱼雷胚时期,根

原细胞已经退化,而萌发后形成的根部,已特化为

贮存水分的结构。不久, 初生根开始退化,细胞器

等解体成可溶性物质,连同贮存的营养物质通过中

柱转运到幼苗上部。这可能是难以从菟丝子根部

诱导愈伤组织形成的原因。

通过在培养基中添加不同糖类物质,我们观察

了糖类物质对中国菟丝子愈伤组织生长的影响,结

果表明,葡萄糖比蔗糖更利于愈伤组织的旺盛生长,

表 1 NAA和 BA浓度对愈伤组织诱导的影响

T ab le 1 E ffects of con centrat ion s of NAA and BA on callus induction

NAA

(m g L-1 )

BA

( mg L-1 )

外植体数

Number of exp lan ts

诱导率 (% )

C allus inducted

frequen cy

0 1 46 0

1 1 44 86

2 1 48 42

3 1 48 65

4 1 48 25

5 1 48 23

3 0. 5 48 44

3 1. 5 47 53

3 2 48 69

3 2. 5 47 57

  数据统计基于幼苗上、中部片段,于诱导培养后 12周统计。

The data w ere determ in ed by the num bers of the exp lan ts of upper and

m idd le p art of seed lings cu ltured for 12 w eek s.
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与 Srivastava等
[ 9]
的报道类似。曾有研究

[ 12]
报道,

在寄生植物木质部中, 糖的浓度 5倍于寄主, 主要

成分是甘露醇。本研究还尝试使用了葡萄糖和甘

露醇 ( 1: 1)组合, 发现同时使用葡萄糖和甘露醇

( 1: 1)与单独使用葡萄糖对中国菟丝子愈伤组织的

生长没有明显的差异。

Bakos等
[ 8]
在诱导三叶草菟丝子愈伤组织时

添加不同浓度 KT /2, 4-D的MB5培养基。而在相同

或类似成分的培养基中, 却无法成功诱导中国菟丝

子幼苗片段形成愈伤组织。这与 Srivastava等
[ 9]
报

道在同样培养基上也无法诱导头柱菟丝子形成愈

伤组织的结果相同。在添加不同浓度 KT的 MB5培

养基中,培养 15 d后, 中国菟丝子幼苗片段出现膨

大并且颜色变深,包含有芽原基和不定芽的团块状

组织逐渐形成,但在 6个月的培养过程中, 最终也

没能形成松散均匀、发育良好的愈伤组织;而且,培

养过程中,材料很容易褐化死亡。而中国菟丝子幼

苗片段在添加不同浓度 2, 4-D的 MB5培养基中培

养 4~ 6周便逐渐开始死亡。在整个培养期间, 幼

苗片段几乎没有明显的膨大及变绿, 类似 Bakos

等
[ 8]
的报道。

2. 2植株再生

在愈伤组织形成 4周后, 将中国菟丝子愈伤组

织移入添加 1 mg L
-1
BA的 MMS培养基中进行培

养, 30~ 40 d后不断有不定芽形成, 大约 2周内这

些不定芽逐渐发育形成新的植株 (图 1c)。在培养

的 50块愈伤组织中,共分化形成 140株幼苗,平均

每块可以产生 2. 8株。

有研究者认为,上述培养基尽管有利于头柱菟

丝子愈伤组织分化形成芽原基,但是要完全分化形

成新植株,还需要添加低浓度的 KT
[ 9]
。在三叶草

菟丝子愈伤组织的分化诱导过程中也有类似报

道
[ 8]
。尽管在含不同浓度 NAA /KT或 KT上的培

养基中都有芽原基的形成, 但是, 这些芽原基几乎

都无法分化形成新的植株。

总之,本研究在添加不同浓度 NAA和 BA的

MMS培养基上, 均能诱导中国菟丝子幼苗片段形

成愈伤组织, 其中, 以 NAA和 BA浓度均为1 mg L
-1

时的诱导效果最好。添加 1mg L
-1
BA的 MMS培养

基,不仅可以用于诱导中国菟丝子愈伤组织分化形

成新的植株, 而且, 由于中国菟丝子幼苗片段在此

培养基中可以持续产生不定芽和新的植株, 所以,

也可用于构建直接分化再生系统。
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