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摘要: 以大花红景天植物的茎、叶、芽、种子为材料, 采用DPS软件正交设计法, 通过添加不同植物生长物质, 考察其对大

花红景天愈伤组织形成及苗再生的影响, 为低海拔条件下建立大花红景天植株再生体系提供数据基础。结果表明: 种子和

芽是诱导愈伤组织最适宜的外植体; 植物生长物质对愈伤组织形成的影响大小为6-BA>KT>2,4-D>NAA>IAA, 愈伤组织形

成的最佳培养基为MS+6-BA 4.0 mg·L-1+KT 0.1 mg·L-1+NAA 0.1 mg·L-1+IAA 0.2 mg·L-1; 不定芽分化的最佳培养基为

MS+TDZ 0.5 mg·L-1+NAA 0.5 mg·L-1, 诱导率达63.14%, 不定芽数平均为11.4。本试验获得的最佳培养基配方, 适宜在低海

拔条件下进行快速诱导大花红景天的愈伤组织和植株再生。
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Abstract: To investigate the effects of different plant growth substances on callus induction and shoot 
regeneration of Rhodiola crenulata, the infancy stems, leaves, buds and seeds were chosen as test materials. 
The optimum combination of plant growth substances in MS solid medium for plant regeneration was 
established by using DPS software designing the orthogonal tests. The results showed that the seeds and buds 
were the optimal explants; the effect of plant growth substances on callus formation was 6-BA>KT>2,4-
D>NAA>IAA, the most effective medium was MS+6-BA 4.0 mg·L-1+KT 0.1 mg·L-1+NAA 0.1 mg·L-1+IAA 0.2 
mg·L-1; the most appropriate medium for shoot regeneration was MS+TDZ 0.5 mg·L-1+NAA 0.5 mg·L-1, the 
induction rate was 63.14%, and the average number of adventitious bud was 11.4. The optimum combinations 
of plant growth substances in MS solid medium which were investigated in this project were avail to induce the 
callus and establish shoot regeneration system quickly in low altitude conditions.
Key words: Rhodiola crenulata; tissue culture; orthogonal design; plant growth substance

高山药用植物红景天是景天科(Crassulaceae)
景天属多年生草本植物, 生长在海拔3 500~5 000 m
的低温、高寒、强紫外山区, 是我国使用一千多年

的传统中药, 也是近年来被深入研究的适应原性

植物药(Panossian等2010), 被我国药典收载的种类

是分布于青藏高原的大花红景天(Rhodiola crenulata) 
(国家药典委员会2010)。其根和茎为药用部位, 功
能和主治为“益气活血, 通脉平喘; 用于气虚血瘀, 
胸痹心痛, 中风偏瘫, 倦怠气喘”。近年来, 国内外

药理研究表明, 红景天在抗疲劳、抗氧化、抗肿

瘤、抗衰老、生理调节、安眠及镇静等方面具有

独特功效(Zhang等2008; Shi等2013), 被广泛应用

于药品、保健品、化妆品等领域。

由于多种因素, 如生存环境恶劣, 繁殖率低、

野生资源灭绝性采挖、低海拔条件下栽培困难等, 
导致红景天供求关系突出, 急需开展大花红景天

的人工快繁工作, 以解决资源的深度开发与有效

保护的矛盾问题(Zhao等2012, 2013)。此外, 组织

培养技术的成功, 在开展红景天的活性成分代谢

机理、品质研究、细胞培养等方面都具有重要

价值。

本文通过正交设计的方法, 以我国主产区大

花红景天的不同外植体为试验材料, 重点考察不
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同生长调节物质在大花红景天愈伤组织诱导和不

定芽分化过程中的作用, 为高效、快速繁殖其细

胞和植株材料提供数据基础。

材料与方法

1  材料

实验材料于2012年9月16日采集于西藏墨竹

工卡县的米拉山口(海拔5 007 m, E 92o22'50", N 
29o46'30"), 经崔晋龙鉴定为大花红景天(Rhodiola 
crenulata Hook. f. et Thoms.)。
2  方法

2.1  外植体处理

选取健康大花红景天的茎、叶、芽和种子作

为外植体, 冲洗干净、晾干。无菌条件下, 用75%
乙醇浸泡30 s, 随后用无菌水冲洗3次, 再用0.1% 
HgCl2浸泡3~5 min, 最后用无菌水冲洗3次。放无

菌滤纸上吸干水分, 切成大小约为5 mm的小块(段), 
接入到含有植物生长物质的MS平板培养基上。

2.2  培养条件

以MS为基本培养基, 每升添加蔗糖30 g, 琼脂

8 g, 调节pH值为5.7~5.8, 分别按试验要求添加植

物生长物质。光照培养: 光14 h/暗10 h, 对应温度

28 ℃/22 ℃, 光照强度30 µmol·m-2·s-1, 湿度70%~ 
75%。

2.3  愈伤组织诱导

利用DPS软件, 设计L16(4
5)正交试验, 以大花

红景天的芽为外植体 ,  考查2,4-二氯苯氧乙酸

(2,4-D)、3-吲哚乙酸(IAA)、α-萘乙酸(NAA)、6-
呋喃甲基腺嘌呤(KT)和6-苄基腺嘌呤(6-BA)这5种
生长物质对愈伤组织诱导的影响。每种处理接种

4瓶, 每瓶接种3~5块, 重复3次, 定期观察记录, 30 d
后进行成活数、诱导率和生长状况的直观统计

分析。

2.4  芽诱导与增殖

选取新鲜的、生长快的愈伤组织, 分别接种

于含有6-BA 0.5 mg·L-1+NAA 0.5 mg·L-1
、6-BA 2.5 

mg·L-1+NAA 0.5 mg·L-1
、苯基噻二唑基脲(TDZ) 

0.5 mg·L-1+NAA 0.5 mg·L-1
、TDZ 2.5 mg·L-1

的4种
MS诱芽培养基, 比较6-BA与TDZ对大花红景天再

生芽的诱导效果。每种处理接种10瓶, 每瓶接种

3~5块, 重复4次, 30 d后进行诱芽率的统计。

实验结果

1  选择适宜诱导愈伤组织的外植体

本实验采用培养基MS+6-BA 2.5 mg·L-1+NAA 
0.3 mg·L-1, 对各外植体的脱分化能力做筛选试

验。 结果表明, 大花红景天叶片、茎、芽、种子

诱导率分别达到48.2%、20.5%、60.7%和98.2%。

试验过程发现, 叶组织培养过程中容易产生内生

真菌的表生生长, 是导致愈伤组织不能成功的主

要原因; 茎愈伤组织诱导过程褐化现象严重, 添加

活性炭也不能提高诱导率。故选择种子和芽作为

大花红景天愈伤组织诱导的基本材料。

2  不同植物生长物质组合对愈伤组织诱导的影响

通过对DPS软件设计的正交试验进行直观分

析, 得到不同植物生长物质的添加量及相应处理

结果。从表1中可以看出处理2的诱导率最高, 为
75.8%, 诱导出的愈伤组织鲜绿, 较致密, 含水量较

大, 表面有突起, 呈白毛状, 生长迅速, 组织块大, 
褐化率低, 是进一步诱导不定芽的最佳活体细胞

来源。处理11的诱导率也较高, 为64.2%, 其愈伤

组织主要为紫红色颗粒状, 生长较迅速, 后期培养

易褐化(图1-A~C)。
各生长物质最大平均数与最小平均数的差值

为R, R值越大, 影响越大。比较这5种生长物质的

差值R, 确定各生长物质对愈伤组织诱导的影响大

小为6-BA>KT>2,4-D>NAA>IAA, 结果表明, 细胞

分裂素6-BA和KT是影响大花红景天诱导率的关

键性因子, 其次是生长素2,4-D、NAA和IAA。

T1、T2、T3、T4值分别表示各生长物质在同

一因素水平下平均诱导率之和, X–1、X–2、X–3、X–4为

各生长物质各水平的平均数。取各试验因子的诱

导率总和(T值）或平均数(X–值)的最大值时的浓度

(表1), 可以得出最优处理组合: MS+6-BA 4.0 mg·L-1+ 
KT 0.1 mg·L-1+NAA 0.1 mg·L-1+IAA 0.2 mg·L-1, 该
条件下大花红景天愈伤组织诱导率最高。

3  不同生长物质组合对大花红景天再生芽诱导的

影响

经过30 d的培养, 新鲜的绿色愈伤组织在4种培

养基中均成功诱导出了不定芽, 利用DPS软件, 通过

最小显著差数法(LSD法)对大花红景天不定芽的诱

导率及个数进行方差分析。表2结果显示: TDZ在
0.5 mg·L-1 (III号)时, 其平均诱芽率极显著高于2.5 
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表1  正交设计及愈伤组织诱导结果

Table 1  The table of orthogonal design and callus induction result

 
处理编号

                       浓度/mg·L-1                                          
  诱导率/%                         生长情况

 

                             2,4-D              NAA                IAA       KT               6-BA

  1     0     0     0     0     0   0 全部褐化死亡

  2     0     0.1     0.1     0.1     1.5 75.8 鲜绿色、较致密, 长势快

  3     0     0.3     0.2     0.3     2.5 56.2 鲜绿色、较致密, 长势快

  4     0     0.5     0.5     0.5     4.0 64.2 黄绿色, 长势较快

  5     0.5     0     0.1     0.3     4.0 33.3 黄绿色, 长势较慢

  6     0.5     0.1     0     0.5     2.5 42.5 黄绿夹杂紫红色颗粒状, 长势较快

  7     0.5     0.3     0.5     0     1.5 16.5 绿色夹杂紫红色颗粒状, 长势较慢

  8     0.5     0.5     0.2     0.1     0 14.6 绿色夹杂紫红色颗粒状, 长势慢

  9     1.0     0     0.2     0.5     1.5 40.2 绿色夹杂少量紫红颗粒状, 长势较快

10     1.0     0.1     0.5     0.3     0 33.3 多褐化, 浅褐色, 长势慢

11     1.0     0.3     0     0.1     4.0 64.2 浅黄绿色夹杂紫红色颗粒状, 长势较快

12     1.0     0.5     0.1     0     2.5 25.4 浅黄绿色夹杂紫红色颗粒状, 长势慢

13     1.5     0     0.5     0.1     2.5 38.2 浅黄绿色夹杂紫红色颗粒状, 长势慢

14     1.5     0.1     0.2     0     4.0 46.5 浅黄绿色夹杂紫红色颗粒状, 长势较快

15     1.5     0.3     0.1     0.5     0 12.5 多褐化, 褐色, 长势慢

16     1.5     0.5     0     0.3     1.5 12.5 多褐化, 褐色, 长势慢

T1 196.2  111.7 119.2   88.4   60.4  
T2 106.9 198.1 147.0 192.8 145.0  
T3 163.1 149.4 157.5 135.3 162.3  
T4 109.7 116.7 152.2 159.4 208.2  
X
–

1     49.05     27.93     29.80     22.10     15.10  
X
–

2     26.73     49.53     36.75     48.20     36.25  
X
–

3     40.78     37.35     39.38     33.83     40.58  
X
–

4     27.43     29.18     38.05     39.85     52.05  
R     22.32     21.60        9.58     26.10     36.95  

mg·L-1 6-BA (I号)的诱芽率, 不定芽数也显著高于

6-BA, I号培养基诱导的不定芽数最多为17个, 而III
号最多不定芽数可达到20个; II与III号培养结果表

明, 相同浓度的NAA, TDZ的平均诱芽率极显著高

于6-BA, 不定芽数也显著差异; 单独使用TDZ (IV
号)诱导芽时, 虽平均诱芽率和不定芽数均与I号差

异不显著, 但其诱导的不定芽数最高可达26个, 且
更易形成丛生苗(图1-D~G)。通过比较, TDZ对大花

红景天不定芽的诱导表现出高的活性, 最适宜诱芽

的培养基为MS+TDZ 0.5 mg·L-1+NAA 0.5 mg·L-1
。

将不定芽切割转接至新鲜培养基, 逐渐分化

为幼叶, 形成紧簇的丛生苗, 随着时间延长, 分蘖

数不断增加, 但不易长高, 适当的切分并转入新鲜

培养基, 丛生苗才能不断生长, 平均高度约为2.5 
cm。继代培养发现, III号和IV号丛生苗长势快, 转
接周期为20 d, IV号在诱导芽生长的同时, 伴随着

愈伤组织的快速繁殖。I号与II号继代培养时, 长

势较慢, 转接周期为30 d (图1-H~K)。

讨　　论

在不同种属的红景天中, 不同生长物质对愈

伤组织诱导和植株再生的作用不同。Wu等(2003)
和Xu等(1999)对库叶红景天(Rhodiola sachalinensis)
的研究表明, 生长素2,4-D可以诱导愈伤组织的形

成并维持分散细胞的增殖, 有利于产生颗粒状愈

伤组织; NAA和IAA对愈伤组织的诱导和增殖都有

积极作用; NAA在低浓度可有效维持致密性愈伤

组织的生长。这3种生长素的效果与本实验结果

类似。但是, Wu等(2003)认为, 细胞分裂素6-BA对

库叶红景天愈伤组织的诱导是必须的, 而KT则是

可有可无。而本研究结果表明, 6-BA和KT对大花

红景天愈伤组织的诱导都有积极作用, 只是6-BA
起最主要的作用, 这可能是因为品种差异造成实

验结果的不同。
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细胞分裂素在植物的生长发育过程中起到了

最为根本的作用(Kunikowska等2013)。研究表明: 
人工合成的新型细胞分裂素TDZ能够有效引起多

种植物不定芽的分化。在组织培养过程中, 与其

他细胞分裂素如腺嘌呤类物质6-BA等相比, 其在

较低的浓度添加下即可引起同样甚至更高效率的

芽再生效果, 表现出更高的细胞分裂活性(Subotić

表2  植物生长物质组合对愈伤组织再分化的影响

Table 2  Effect of plant growth substances combination on 
callus differentiation

编号       植物生长物质浓度/mg·L-1          
诱芽率/% 不定芽数

I 6-BA 2.5+NAA 0.5 50.49±2.93Bb    6.6ABb

II 6-BA 0.5+NAA 0.5 21.53±6.46Cc    2.0Cc

III TDZ 0.5+NAA 0.5 63.14±1.23Aa 11.4Aa

IV TDZ 2.5 49.41±2.44Bb 10.6Aab

　　同列数字后不同大写字母表示差异极显著(P<0.01), 不同小写

字母表示差异显著(P<0.05)。

等2009, Murthy等1998)。此外, 有关研究表明, 单
独使用TDZ即可达到生长素与分裂素同时添加的

诱导效果, 对外植体的再分化起关键作用(Guo等
2011)。本研究利用细胞分裂素TDZ与6-BA对大花

红景天芽进行诱导实验, 对比结果显示, TDZ对大

花红景天不定芽的分化, 的确表现出了高活性, 比
6-BA更能有效的诱导出丛生幼苗。

TDZ表现出的高细胞分裂活性, 可能在于3个
方面的原因: (1)它抑制细胞分裂素氧化酶的活性, 
而细胞分裂素氧化酶是使植物体内细胞分裂素不

可逆失活的唯一酶(Victor等1999); (2)在不定芽形

成时, 它可以同时作为细胞分裂素和生长素对不

定芽的形成起作用(Hutchinson等1999); (3)它可以

促使外植体中内源生长素和细胞分裂素的增加

(Murthy等1998)。它在本实验研究中的作用尚不

清楚, 需要在后续试验中逐步证明。

本实验通过系统研究, 在较低海拔条件下成

图1  大花红景天的愈伤组织、不定芽与再生苗

Fig.1  Callus, adventitious buds and the infant shoots of R. crenulata
A: 鲜绿色愈伤组织; B: 黄绿色愈伤组织; C: 紫红色颗粒状愈伤组织; D~G分别表示I~IV号培养基诱导出的不定芽形态; H~K分别为

I~IV号培养基诱导出的再生幼苗。
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功建立起西藏大花红景天的无菌组织培养体系, 
这为深入考察真菌诱导子对红景天活性成分的积

累及影响、信号调控机理、种质资源的变异与资

源开发等后续研究将具有重要意义。
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