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药用植物栝楼的组织培养及其表达蛋白的分析

郑树松$ 苑华毅! 王莉江! 安成才!" 陈章良!

!（北京大学生命科学学院，蛋白质工程及植物基因工程国家重点实验室，北京 !%%/"!）

$（云南省农业科学院油料作物研究所，昆明 05%$%5）

摘 要 对栝楼的快速繁殖、愈伤组织的诱导与再分化，以及不同培养体系中天花粉蛋白的表达进行了初步研究。

结果表明：栝楼茎切段的腋芽和顶芽在 CD E %F5、!F%:GHI 0.JK 培养基上可以快速繁殖；组织培养苗的叶片切块在

CDE #F%:GHI 0.JK E %F$:GHI LKK 的培养基上可形成愈伤组织，该愈伤组织在 1%B 后再分化为绿苗，绿苗分化率为

%F$5 苗H外植体；绿苗转移至 CD E %F!:GHI *KK 的培养基可 !%%M生根；生根苗移栽至土壤中 !%%M成活；移栽成活

的栝楼在 1%B 后长出小块根，并检测到天花粉蛋白的表达。
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栝 楼（ 3*#0"(&+$/"%& 4#*#,(5## 6+7#8），亦 称“瓜

楼”、“药瓜”，属葫芦科（ !)0)*9#/+0%+%）栝楼属（ 3*#:
0"(&+$/"%&），为多年生攀援植物。《本草纲目》记载栝

楼根可入药，有“通月水，治胞衣不下”之功能。天花

粉蛋白（3O;<=’P7>Q=;>，3RD）是中药天花粉中的主要

有效成分，研究表明它对早期和中期妊娠引产有效

率达 2%M以上，并对葡萄胎、死胎及宫外孕有独特

的疗效［!，$］。本世纪 /% 年代起又发现天花粉蛋白能

够抑制肿瘤的生长、病毒的增殖，并具有调节免疫功

能的活性，天花粉蛋白在培养细胞系中对乙型脑炎、

柯萨奇 J$、麻疹、乙型肝炎及 SL& 病毒的复制均有

一定的抑制作用［1 T 5］。为了进一步研究天花粉蛋白

的功能及表达调控，我们对栝楼的组织培养进行了

初步研究，并对愈伤组织、组培苗和移植后的组培苗

进行了蛋白质分析。

! 材料与方法

! "! 材料

$%%% 年 # 月于北大校园采摘栝楼果实，剥去果

皮，用纱布裹住种子于水中搓洗，除去表面的粘糊状

物质，用蒸馏水冲洗数遍，晾干或直接作为供试材料。

! "# 方法

! "# "! 种子发芽：将以上洗净的种子用 $%MS$U$

浸泡 #=，无菌水冲洗 1 次，置于无菌的三角瓶中，用

无菌水浸泡过夜，取出接种于 CD E 1M蔗糖 E %F"M
琼脂（@S5F/）的培养基上，一部分加无菌水浸没，一

部分不加水，$5V持续光照培养，诱导种苗长出。

! "# " # 栝楼快速繁殖：将实生苗的茎在节间切断，

接种于 CD E 1M蔗糖 E %F"M琼脂（@S5F/），添加不

同激素组合的培养基上，$5V持续光照培养，诱导顶

芽及腋芽长出。将以上长出的芽切下，接种于 CD E
1M蔗糖 E %F"M琼脂（@S5F/），添加不同浓度 *KK
培养基上，$5V持续光照培养，诱导生根。将长出

!F% T $F%<: 不定根的栝楼苗从培养基中取出，用自

来水洗去培养基，移栽至蛭石和腐殖土（! W1）的混合

基质中，置于 $5V温室中，前 5 天用玻璃板覆盖保

湿，每 $ 天浇水 ! 次。

! "# "$ 愈伤组织诱导与再生：将无菌苗叶片切成直

径 %F5<: 大小的叶盘，接种于 CD E 1M蔗糖 E %F"M
琼脂或 %F$M X;Q7G4(（@S5F/），添加不同激素组合的

培养基上，$5V持续光照培养。

! "# " % 组培栝楼的蛋白质分析：取栝楼组培苗、移

栽成活 ! 个月的组培苗（盆栽苗）及野生栝楼的叶和

根，以及愈伤组织分别用于蛋白质分析。蛋白质提

取、电泳及 Y4PQ4O> Z(’Q 的方法参看文献［0］。Y4PQ.
4O> 分析所用抗体是用大肠杆菌中表达的成熟天花



粉蛋白制备的兔血清。

! 结果与讨论

! "# 种子发芽

接种于 !" 培养基并加水浸没的 #$ 粒种子在

%$& 后陆续萌发，% 个月后有 ’$ 粒萌发，萌发率为

()*；而接种于 !" 培养基不加水浸没的 #$ 粒种子

经过 % 个月后仅有 + 粒种子萌发，萌发率为 %,)*，

可见栝楼种子萌发需充足的水分。萌发的种苗在 %
周内长成 ) - . 片叶的植株，可用于以下试验。

! "! 栝楼苗快繁

茎段接种到不同激素的培养基上生长 + 个月

后，发现在所有添加植物激素的培养基上都有腋芽

长出，而未加激素的 !" 培养基上仅有顶芽长成小

苗，可见诱导腋芽生长加入植物激素是必需的。在

不同的激素组合中，添加了 +,$/012 3456 7 $,)/012
866 和 %,$/012 3456 7 $,)/012 866 的两种组合其

苗基部长出直径为 +,)9/ 大小的愈伤组织，而且小

苗比较矮小，苗高仅为 % - ’9/，有 % - ’ 个茎节；在

单独添加 3456 的培养基中，所有腋芽均长出 3 - .
茎节，并形成了直径只有 $,)9/ 左右的愈伤组织（彩

版 :;<=>!4?@0 A+6）。两种 3456 浓度组合比较，添加

$,)/012 3456 的组合多为 + 个腋芽长出 + 株小苗，

长得较高（ B ),$9/），节间长度大（ B +,$9/），叶片宽

大（最大叶片长 B %,)9/），利于进一步的组培操作；

添加 +,$/012 3456 的组合多数是 + 个腋芽长出 % -
’ 株小苗，但长得较矮（ C #,$9/），节间长度小（ B
$,)9/），叶片窄（最大叶片长 C +,)9/），用于生根可

获得较多的生根苗。为此在本试验中，采用 !" 7
$,)/012 3456 增殖，在生根前一代用 !" 7 +,$/012
3456 继代，可获得较多的可用于生根的小苗。

在用于生根的几个激素组合中，所有添加 866
的组合在培养 (& 后开始诱导茎基部产生不定根，而

未加激素的 !" 培养基中所有材料均不长根，可见

诱导栝楼茎尖长根加入适量生长素是必需的。在添

加 866 的 几 个 组 合 中，所 有 激 素 浓 度（$,+/012、

$,%/012、$,)/012 866）+)& 后均能 +$$*诱导栝楼

茎尖产生不定根，但添加 $,+/012 866 的组合，茎基

部几乎不膨大就产生了不定根，而添加 $,%/012 和

$,)/012 866 的组合，虽然长出不定根但茎基部膨

大形成了直径大于 $,)9/ 的愈伤组织，移栽时容易

使不定根脱落，可见 $,+/012 866 是比较合适的诱

导栝楼茎尖生根的激素浓度。

在 !" 7 $,+/012 866 培养基上诱导生根的栝

楼苗，当不定根长至 +,$ - %,$9/ 时，取出洗净培养

基，移栽至蛭石和腐殖土（+ D ’）的混合基质中，浇透

水，然后用玻璃板覆盖保湿，至新叶展开，即可揭开

玻璃板。每 % 天浇水 + 次，每月浇 +1% !" 大量、微

量元素一次。依此方法，先后移栽的 )3 株栝楼组培

苗全部成活，经 + 个月生长后，长出直径为 $,)9/ 左

右的小块根（彩版 :;<=> !4?@0 A+E）。

! "$ 愈伤组织诱导与再生

所有诱导栝楼愈伤组织的激素组合在培养 (&
时叶盘边缘开始膨大，并逐渐脱分化长出黄绿色的

愈伤组织。其中添加 #,$/012 FG 7 $,)/012 %，#4H
和 #,$/012 3456 7 $,)/012，%，#4H 两个激素组合诱

导愈伤组织的速度最快，愈伤组织的生长量也最大，

分别用各自产生的愈伤组织做继代培养，培养 %$&，

愈伤组织的增殖倍数分别为 )’,$ 和 +3,’（愈伤组织

的增殖量1愈伤组织的接种量），但这两种激素组合

诱导产生的愈伤组织经多种方法摸索未能诱导其分

化成苗，可见 %，#4H 诱导栝楼叶片产生愈伤组织的

能力最强，但不利于再生。在上述两种激素组合中，

#,$/012 FG 7 $,)/012 %，#4H 组合在培养 %$& 后愈

伤组织还是鲜黄色（彩版 :;<=>!4?@0 A+5），而 #,$/01
2 3456 7 $,)/012 %，#4H 组合从 +$& 起就逐渐发褐，

’$& 后就成了黄褐色。为此 #,$/012 FG 7 $,)/012
%，#4H 是一较好的诱导及继代栝楼愈伤组织的激素

组合。

在 !" 7 ’* 蔗 糖 7 $,(* 琼 脂（IJ),.），添 加

%,$/012 3456 7 $,%/012 866 或 #,$/012 3456 7
$,%/012 866；3,$/012 3456 7 $,%/012 866；%,$/01
2 3456 7 $,%/012 K66；#,$/012 3456 7 $,%/012
K66；3,$/012 3456 7 $,%/012 K66；%,$/012 FG 7
$,%/012 K66；#,$/012 FG 7 $,%/012 K66；3,$/012 FG
7 $,%/012 K66 的培养基上栝楼叶盘缓慢长出了黄

绿色的愈伤组织，其中 #,$/012 3456 7 $,%/012 K66
和 #,$/012 FG 7 $,%/012 K66 两个激素组合诱导产

生的愈伤组织在培养 %)& 后逐渐长出小绿点，’$&
后分 化 出 小 芽 点，并 迅 速 长 大 成 为 无 根 苗（彩 版

:;<=> !4?@0 A+H）。两个组合的分化率分别为 %),$*
与 +#,’*（+# 苗1)3 片叶盘、. 苗1)3 片叶盘）。可见

$,%/012 866 与激动素配合可诱导栝楼叶片脱分化

长出愈伤组织，但不利于诱导愈伤组织再分化，而

$,%/012 K66 与适当的激动素（#,$/012 3456、#,$/012
FG）配合可诱导栝楼叶盘愈伤组织发生并诱导其分化

成苗。在以上培养基中诱导产生的小苗，采用与快繁

相同的生根和移栽方法即可获得盆栽的栝楼苗。
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! "# 蛋白质分析

我们分别从组培、盆栽、野生栝楼的叶和根，以

及栝楼愈伤组织中提取了总蛋白，并进行 !"!#$%&’
凝胶电泳（彩版 $()*+!#,-. /0%）及 1+2*+34 5(6* 分析

（彩版 $()*+!#,-. /07）。结果表明，不同来源的根的

蛋白带型差异较大。我们认为，盆栽根与野生根蛋

白带型差异可能是由宿根与新生块根的不同引起

的，而组培根蛋白含量低的原因有待研究。1+8*+34
结果显示，在盆栽和野生栝楼的根中都检测到了与

正对照天花粉蛋白条带相对应的特异性条带，说明

天花粉蛋白在盆栽栝楼和野生栝楼的根中有相似的

表达；而组培根中未观察到任何明显的杂交条带，说

明天花粉蛋白的表达可能需要一定的外界诱导条

件。叶的蛋白电泳条带差异不明显，1+8*+34 结果也

观察不到明显的杂交条带，说明天花粉蛋白在栝楼

叶中不表达或表达极其微量。栝楼愈伤组织与完整

植株叶和根的蛋白带型有明显差异，而且 1+8*+34 分

析显示，愈伤组织中检测到 9 条较明显的杂交条带，

这可能是在愈伤组织中表达的天花粉蛋白及其同源

蛋白与多抗产生反应的结果，这也说明在无菌条件

下，愈伤组织中天花粉蛋白的表达与组培及野生栝

楼苗有所不同。

栝楼是中药天花粉的源植物。近年来，由于人

们发现天花粉的有效成分天花粉蛋白具有广谱抗真

菌、抗病毒的作用，而且有抗 :;< 的活性，所以使其

受到了广泛的关注。我们建立了栝楼的快繁，愈伤

的诱导以及苗的再生系统。1+8*+34 结果表明，盆栽

苗叶片及根部天花粉蛋白的表达与野生栝楼相似。

这为研究在栝楼中天花粉蛋白抗病作用及其表达调

控的机理奠定了基础。另外，天花粉蛋白在愈伤组

织中可获得一定表达，这为利用生物反应器生产天

花粉蛋白提供了可能。
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