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　 　 香茶菜〔 Ｉｓｏｄｏｎ ａｍｅｔｈｙｓｔｏｉｄｅｓ （Ｂｅｎｔｈ．） Ｈ． Ｈａｒａ〕为唇形科

（Ｌａｍｉａｃｅａｅ）香茶菜属〔 Ｉｓｏｄｏｎ （Ｓｃｈｒａｄｅｒ ｅｘ Ｂｅｎｔｈ．） Ｓｐａｃｈ〕植
物［１］ ，又名“王枣子” ［２］ ，广泛分布于江苏、安徽、浙江、河南、
湖北和广西等省（自治区），为安徽宿州著名的传统药食两用

植物，以茎叶入药，其主要活性成分为萜类化合物，具有一定

的抑菌、杀菌和抗肿瘤作用，且无副作用［３－６］ 。 自 ２０ 世纪 ８０
年代以来，人们逐渐意识到香茶菜的经济价值并推广应用，但
大规模的无序挖掘导致其野生资源数量急剧下降，目前仅在

偏僻山区有零星分布。
为满足香茶菜的市场需求，保护香茶菜的野生资源，应扩

大香茶菜的人工栽培规模并提升其产量和质量。 为此，作者

研究了外植体类型和培养基中不同激素浓度对香茶菜愈伤组

织诱导的影响，以期筛选出适宜于香茶菜愈伤组织诱导的培

养条件，为该种类的组织培养以及人工繁殖技术的研究奠定

基础，并为利用植物细胞培养技术对其有效成分进行工业化

生产提供基础资料。

１　 材料和方法

１ １　 材料

供试香茶菜种子于 ２０１４ 年 １０ 月采自宿州市夹沟。 定株

采种后挑选饱满的种子，用 １ ｍｇ·Ｌ－１ＧＡ３ 浸泡 １２ ｈ，然后将

种子用流水冲洗 ２～３ ｈ；用体积分数 ７５％乙醇消毒 ５～１０ ｓ，无
菌水冲洗 ２～３ 次；然后用质量体积分数 ０ １％ＨｇＣｌ２ 溶液消毒

５ ｍｉｎ，无菌水冲洗 ２～３ 次；最后吸干种子表面水分接入ＭＳ 培

养基中，置于温度（２５±１） ℃、光照度 ２ ０００～ ３ ０００ ｌｘ、光照时

间 １０ ｈ·ｄ－１ 条件下进行培养，培养约 １５ ｄ 得到供试的无

菌苗。
１ ２　 方法

１ ２ １　 外植体类型的比较实验　 在超净工作台上将供试香

茶菜无菌苗的茎和叶分别剪成 ０ ５～０ ８ ｃｍ 小段，参照同属植

物总序香茶菜〔 Ｉｓｏｄｏｎ ｒａｃｅｍｏｓａ （Ｈｅｍｓｌ．） Ｈａｒａ〕的组织培养条
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件［７］ ，将无菌苗叶片和茎段分别接入添加了 ０ １ ｍｇ·Ｌ－１

６－ＢＡ和 １ ０ ｍｇ·Ｌ－１ ２，４－Ｄ 的 ＭＳ 培养基（含 ３０ ｇ·Ｌ－１蔗糖

和 ７ ｇ·Ｌ－１琼脂，ｐＨ ５ ８）中，叶片和茎段分别接种 ４ 瓶，每瓶

接入 ４～ ６ 个外植体；置于温度（２５± １） ℃、光照度 ２ ０００ ～
３ ０００ ｌｘ、光照时间 １０ ｈ·ｄ－１条件下培养。 观察培养过程中外

植体的变化并拍照记录，筛选出愈伤组织诱导效果较优的外

植体类型。
１ ２ ２　 培养基中激素浓度的正交实验设计 　 采用Ｌ９（３２）正

交实验设计 ２ 因素（６－ＢＡ 和 ２，４－Ｄ 质量浓度）３ 水平正交实

验，其中，６－ＢＡ 质量浓度设置为 ０ １、０ ２ 和 ０ ３ ｍｇ·Ｌ－１，
２，４－Ｄ 质量浓度设置为 １ ０、１ ５ 和 ２ ０ ｍｇ·Ｌ－１，将不同质量

浓度 ６－ＢＡ 和 ２，４－Ｄ 分别添加至上述 ＭＳ 培养基中，共 ９ 组培

养基。
根据上述外植体筛选的结果，选择香茶菜无菌苗茎段作

为外植体，在超净工作台上分别将供试无菌苗茎段接种至上

述 ９ 组培养基中，每组培养基接种 ４ 瓶，每瓶接入 ４～６ 个无菌

苗茎段；置于温度（２５±１） ℃、光照度 ２ ０００～ ３ ０００ ｌｘ、光照时

间 １０ ｈ·ｄ－１条件下培养，定期观察并记录外植体的愈伤组织

诱导状况，共培养 ３０ ｄ。 根据愈伤组织的统计结果计算愈伤

组织诱导率。
１ ３　 数据计算和分析

按照公式“愈伤组织诱导率＝（诱导出愈伤组织的外植体

数 ／接种的外植体总数）×１００ ％”计算各组培养基中愈伤组织

的诱导率，采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 统计分析软件进行极差分析和方

差分析。

２　 结果和分析

２ １　 外植体类型对香茶菜愈伤组织诱导的影响

香茶菜叶片和茎段愈伤组织的诱导状况见图 １。 观察结

果表明：培养约 ９ ｄ，部分茎段的两端切口处开始膨大，并诱导

出淡黄色愈伤组织（图 １－Ａ）；培养约 １６ ｄ，个别叶片边缘微

卷，伤口处有少量愈伤出现（图 １－Ｂ），叶片表面出现淡黄色的

透明颗粒。 从诱导所需时间和愈伤组织生长状况看，茎段的

愈伤组织诱导效果优于叶片。

Ａ： 培养 ９ ｄ 茎段愈伤组织的诱导状况 Ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｓｔｅｍ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ９ ｄ； Ｂ： 培养 １６ ｄ 叶片愈伤组织的诱导状况 Ｓｔａｔｕｓ ｏｆ
ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １６ ｄ．

图 １　 香茶菜茎段和叶片愈伤组织诱导状况的比较
Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｓｔｅｍ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｉｓｏｄｏｎ ａｍｅｔｈｙｓｔｏｉｄｅｓ （Ｂｅｎｔｈ．） Ｈ． Ｈａｒａ

２ ２　 激素浓度对香茶菜愈伤组织诱导的影响

不同激素浓度对香茶菜茎段愈伤组织诱导影响的正交实

验结果见表 １。
由表 １ 可见：在添加不同质量浓度 ６－ＢＡ 和 ２，４－Ｄ 的 ９ 组

培养基中，香茶菜茎段均能诱导出愈伤组织。 其中，在 ６ 号培

养基（添加 ０ ２ ｍｇ·Ｌ－１ ６－ＢＡ 和 ２ ０ ｍｇ·Ｌ－１ ２，４－Ｄ）中愈伤

组织诱导率最低，为 ７２％；在 ８ 号培养基（添加 ０ ３ ｍｇ·Ｌ－１

６－ＢＡ和 １ ５ ｍｇ·Ｌ－１２，４－Ｄ）中愈伤组织诱导率最高，为 ９３％；
在 ５ 号培养基 （添加 ０ ２ ｍｇ· Ｌ－１ ６ － ＢＡ 和 １ ５ ｍｇ· Ｌ－１

２，４－Ｄ）中愈伤组织诱导率次之，为 ９２％。 从茎段形态看，培
养约 １０ ｄ 部分茎段的两端切口处开始膨大并呈不对称的哑铃

型，淡黄色；培养 ２０ ｄ 后茎段两端均不同程度膨大；培养 ３０ ｄ

后绝大部分茎段均已长出愈伤组织。
极差分析结果表明：因子 Ｂ（２，４－Ｄ 质量浓度）的极差较

大，因子 Ａ（６－ＢＡ 质量浓度）的极差较小，表明 ２，４－Ｄ 质量浓

度对香茶菜茎段愈伤组织诱导的影响效应相对较大，而 ６－ＢＡ
质量浓度对茎段愈伤组织诱导的影响效应相对较小。 方差分

析结果表明：因子 Ｂ（２，４－Ｄ 质量浓度）对茎段的愈伤组织诱

导有显著作用（Ｐ＜０ ０５），而因子 Ａ（６－ＢＡ 质量浓度）对茎段

的愈伤组织诱导无显著作用（Ｐ ＝ ０ ５６７），与极差分析结果

一致。
由极差分析结果可知：适合香茶菜茎段愈伤组织诱导的

最优激素组合为 Ａ１Ｂ２，即 ０ １ ｍｇ·Ｌ－１ ６－ＢＡ 和 １ ５ ｍｇ·Ｌ－１

２，４－Ｄ。
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表 １　 培养基中激素浓度对香茶菜茎段愈伤组织诱导影响的正交实验
结果１）

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｆｏｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｏｒｍｏｎｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｓｔｅｍ
ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｉｓｏｄｏｎ ａｍｅｔｈｙｓｔｏｉｄｅｓ （Ｂｅｎｔｈ．） Ｈ． Ｈａｒａ１）

培养基序号
Ｎｏ． ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ

因子和水平
Ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｌｅｖｅｌ

Ａ Ｂ

愈伤组织诱导率 ／ ％
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ

１ ０ １ １ ０ ８４
２ ０ １ １ ５ ８７
３ ０ １ ２ ０ ８３
４ ０ ２ １ ０ ８０
５ ０ ２ １ ５ ９２
６ ０ ２ ２ ０ ７２
７ ０ ３ １ ０ ８３
８ ０ ３ １ ５ ９３
９ ０ ３ ２ ０ ７８

Ｋ１ ８４ ７ ８２ ３
Ｋ２ ８１ ３ ９０ ７
Ｋ３ ８４ ７ ７７ ７
Ｒ ３ ４ １３ ０

　 １）Ａ： ６－ＢＡ 质量浓度 Ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ６⁃ＢＡ （ｍｇ·Ｌ－１ ）； Ｂ：
２，４－Ｄ质量浓度 Ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２，４⁃Ｄ （ｍｇ·Ｌ－１ ） ． Ｋ１，Ｋ２，
Ｋ３： 分别表示各因子同一水平的实验结果的平均值 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ
ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｖｅｌ．
Ｒ： 极差 Ｒａｎｇｅ．

３　 结　 　 论

观察结果表明：与叶片相比，以茎段作为外植体，获得的

愈伤组织量大且疏松，因此，对于香茶菜的组织培养，茎段是

较为合适的外植体。 由正交实验结果可见：培养基中 ２，４－Ｄ
质量浓度对香茶菜茎段愈伤组织的诱导影响效应相对较大，
可见在香茶菜茎段组织培养过程中 ２，４－Ｄ 质量浓度对其愈伤

组织诱导起关键作用，这与张献龙等［８］ 的研究结果一致。 根

据上述实验结果，获得香茶菜茎段愈伤组织诱导培养的最佳

培养基为添加 ０ １ ｍｇ·Ｌ－１ ６－ＢＡ 和 １ ５ ｍｇ·Ｌ－１ ２，４－Ｄ 的 ＭＳ
培养基（含 ３０ ｇ·Ｌ－１蔗糖和 ７ ｇ·Ｌ－１琼脂，ｐＨ ５ ８）。

本研究初步筛选出香茶菜茎段愈伤组织诱导的最适培养

基，但其他植物生长调节剂对其愈伤组织诱导的影响及不同

形态愈伤组织的诱导条件还有待进一步研究；另外，还需对不

定芽诱导和增殖培养条件、试管苗生根培养条件进行筛选，完
善香茶菜组织培养技术，以期为香茶菜的规模化种植提供优

良种苗。 此外，以本实验获得的愈伤组织为材料，摸索愈伤组

织悬浮培养条件，可为香茶菜药用活性成分的工厂化生产提

供技术支持。
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