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培养基中蔗糖浓度及添加氨基酸

对组培暗紫贝母生长的影响

蔡朝晖 朱丹妮 陶金来
`
高山林 徐德然

(中国药科大学遗传育种研究室
,

南京 2 1 0 0 38)

摘 要 研究了培养基中不同蔗糖浓度和添加 L
一

酪氨酸或 吞赖氨酸对组培暗紫贝母鳞茎的

生长率和生物碱含量等的影响
。

结果表明
:

蔗糖浓度为 5% 时
,

鳞茎的生长率和生物碱含量最高
,

培

养基中添加氨基酸可以提高鳞茎的生长率
。

关傲词 暗紫贝母
;
鳞茎培养

;
生长率

;
生物碱

有关暗紫贝母 (两祝以盯如 。 n让护a C` ” at iH as 。

et .K c H is a ) 组织培养技术的研究
,

已有报

道 〔卜 31
。

本文在此基础上
,

进一步对暗紫贝母

鳞茎培养的培养基中蔗糖浓度
、

添加氨基酸

对生长率 和生物碱含量等的影响进行 了研

究
,

以期找出较佳的培养基配方
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

无菌材料为本室长期继代培养的暗紫贝

母鳞茎
。

标准品由中国药品生物制品检定所

提供
。

1
.

2 试验方法

1
.

2
.

1 蔗糖浓度试验 将无菌材料在尽量

保持丛生小鳞茎形状完整的情况下
,

分切成

0
.

5 c m 大小的小块
,

接种到预先称重的附加

适 宜激素
,

并分别附加 2%
,

3%
,

4%
,

5%
,

6%蔗糖的五种 M s 固体培养基中
,

接种完毕

再次称重
,

计算接种量
。

1
.

2
.

2 附加氛基酸试验 将培养材料接种

在含有 6
一

B A 和 IA A 的 M s 固体培养基上
,

每

组培养基中再分别附加 50 PP m 的 L
一

酪氨酸

和 L
一

赖氨酸
,

以不另外附加这两种氨基酸的

M s 培养基为对照
。

接种方法同前
。

以上材料均在 20 士 1℃的光照培养箱中

培养
,

每天光照 12 h
,

光照强度为 6 00 lx
,

培

养 S O d 后计算收获量
,

生长率
,

折干率等数

据
,

并 测定干 品生 物碱 含量和 可增生 物碱

m g / L 等指标
。

计算方法见文献〔’ 〕。

对接种量
、

收获量和生 长率均计算标准差 ( , 士
。
)

,

并对

生长率进行 了方差分析
,

比较各种处理间的

差异
。

1
.

3 总 生 物 碱 含 量 测 定— 酸 碱 滴 定

法 [卜
6 ]

精称样品 1 9
,

用适量 10 %氨水碱化
,

加

入乙醚
一

氯仿
一

乙 醇 ( 25
: 8 : 2

.

5 ) 混合 溶 剂

2 0
.

0 0 m l
,

精密称重
,

冷浸 2 4 h 后
,

补至原重
,

吸取上清液 1 0
.

00 m l
,

水浴蒸干
,

再加入乙醚

溶解
,

加入一定量 5 m m of / L 硫酸
,

在水浴上

挥去醚
,

加新煮沸冷却 的蒸馏水稀释
,

用 10

m m of L/ 氢氧化钠 回滴
,

滴至澳甲酚绿甲基红

混合指示剂由酒红变绿
。

用上述方法测出每毫克浙贝甲素所需消

耗硫酸的摩尔数
。 。 。

~ N F ,

/ Wl

百分含量里赛厂
x ` 0 0%

其中
:

w
;一
一 标准品毫克数

; N

— 标准硫酸溶液

摩尔浓度
; f ,

— 滴定标准品时净耗标准硫酸液毫

升数
; 卜

一

2

— 滴定样品时净耗标准硫酸液毫升数
;

环 :

— 样品毫克数

收稿 日期 19 9 5
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2结果与分析

2
.

1蔗糖浓度试验

接种材料在培养 加 d左右即可看到原

有的鳞茎长大
,

在材料的表面长出数个小突

起
,

并逐渐长成小鳞茎
。

结果见表 l
,

主要特

征数据见图 1
,

生长率差异显著性测试结果

见表 2
。
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.
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1
.

1 生 长率变化 从表 1 和 图 l 可以看

出
,

蔗糖浓度在 2 ;石
一

5 %之 间
,

随着蔗糖浓度

的增加
,

生长率逐渐增大
.

且上升速度较快
;

在浓度为 5 % 时
,

生长率 比浓 度为 2% 时高

7 5
.

6 %
,

在浓度 为 6肠 时
,

生长率有所 下降
,

其生长率比浓度为 2% 时的高 4 8
.

81 %
。

经显

著性溅定表明
,

D 组 (5 % ) 与其它组的差异极

显著
。

蔗糖浓度在 5%时
,

贝母鳞茎的生长率

最高
。

2
.

1
.

2 生物碱含量变化 从表 1 和图 l 中

可以看出生物碱含量在 3%
、

4% 时最高
,

5 %

时次之
,

而过高或过低的蔗糖浓度时生物碱

含量均较低
。

2
.

1
.

3 折干率变化 从图 1 可以看 出
,

随着

蔗糖浓度的增加
,

折干率也不断增大
,

这可能

是 由于培养基中的蔗糖浓度增高
,

能够提供

较多的碳源
,

除了提供足够的能量外
,

还能积

累较多的干物质
。

综合折 干率
、

生物碱 含量和生长率计算

出每升培养基净增生物碱量
,

可以看 出 D 组

(5 % )最高
,

是其它组的 1
.

2一 4 倍
。

从我们的

实验 观察来看
,
D 组材料的外形好

,

鳞 茎色

白
,

似商品贝母环抱
。

因此
,

选用 5%的蔗糖

浓度效果最好
。

2
.

2 添加氮基酸试验

L
一

酪氨酸和 L
一

赖氨酸作为有机氮分别

添加到 M s 培养基中后
,

无菌材料的生长情

况同前述
,

结果见表 3
,

生长率差异显著性测

定结果见表 4
。

从表 3 中看出
,

添加酪氨酸组生长率最

高
,

添加赖氨酸组次之
,

它们分别比对照组高

30 %和 17 %
。

从表 4 看出
,

添加酪氨酸组与
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对照组差异极显著
,

看来添加氮基酸有利于

鳞茎的生长
。

从生物碱含量来看
,

对照组最

高
,

比添加氨基酸组高 24 %以上
。

添加氨基

酸抑 制了生物碱的合成
,

但干物质的积 累以

对照组最低
,

因而每升培养基净增生物碱 的

量以添加氨基酸组较对照组高
。

3 讨 论

l) 培养基中的糖起到提供碳源和维持一

定的渗透压的作用
。

暗紫贝母鳞茎的生长需

要较高的糖浓度
,

但过高的糖浓度对细胞 的

生长不利
。

在 3%一 5%糖浓度时的渗透压对

暗紫贝母细胞生物合成最有利
,

过高或过低

的糖浓度都会大大影响生物碱的合成
。

2) 氨基酸作为蛋 白质的组成 成分
,

参与

玺白质的代谢
,

可以起到促进生长的作用
。

从

本试验结果可以看到
,

添加氨基酸
,

尤其是酪

氨酸后
,

暗紫贝母鳞茎的生长率明显提高
,

但

是降低 了生物碱 的含量
,

可能 由于细胞的生

长和代谢需要一定的 C / N 比
,

氮源的加入影

响了这一比值
,

这一问题 尚待深入研究
。

试验

结果也提示
,

在贝母鳞茎的大规模培养中
,

有

必要采用两步法
,

在生长培养基中加入氨基

酸来提高生长率
。
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