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摘  要：研究了光质、光周期、昼夜温差和低温处理时间对反应器大规模培养后的新疆雪莲愈伤组织再分化能力的影

响. 实验结果表明，长波长光更有利于愈伤组织的再分化. 光照时间显著影响愈伤组织的再分化能力，光照时间为 16 
h/d 时愈伤组织的分化频率和平均出芽数达到最大，分别为 76.7%和 1.8 个/块. 昼夜温差与愈伤组织的再分化能力呈显

著负相关. 与水母雪莲不同，低温处理并不利于新疆雪莲愈伤组织的再分化. 新疆雪莲愈伤组织的再分化能力与同工

酶的种类和活性密切相关. 
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1  前 言 

新疆雪莲(Saussurea involucrata Kar. et Kir.)又名天

山雪莲、雪荷花、大苞雪莲，属菊科凤毛菊属，是我国

西部高山地区特有的药用植物，具有抗炎镇痛、活血通

经、散寒除湿等多种药理作用，多用于风湿性关节炎、

经血不调、宫寒腹痛、肺寒咳嗽及高山不适症的治疗[1,2]. 
由于近年来野生雪莲乱采滥挖现象严重，人工栽培困

难，野生种源极度缺乏，现已被列为国家 3 级濒危物种. 
由于反应器培养植物细胞具有占地少、规模大、培养获

得的愈伤组织同步性好、节约人力资源等特点，因此是

植物快繁规模化、产业化的有效途径. 利用生物反应器

对新疆雪莲愈伤组织进行大规模悬浮培养及培养后再

分化进行快速繁殖用于人工种植，既可保护野生资源，

又可以满足日益增长的市场需求. 到目前为止，已对水

母雪莲愈伤组织反应器悬浮培养生产次级代谢产物进

行过较多研究[3,4]，对固体培养的新疆雪莲愈伤组织及毛

状根的分化诱导进行快速繁殖也有报道[5−7]. 但对新疆

雪莲愈伤组织反应器大规模培养后再分化诱导研究目

前尚未见报道. 本研究对影响新疆雪莲愈伤组织反应器

大规模培养后再分化能力的主要因素进行了探讨. 
光照和温度是影响植物生长和发育的重要因素. 

在植物愈伤组织的发育与再分化过程中，光照和温度条

件的变化诱导愈伤组织内过氧化物酶同工酶在转录或

转录后水平的表达调控，从而对植物的生长分化情况进

行调节[8,9]. 本工作研究了光质、光周期、昼夜温差和低

温处理时间对反应器培养后的新疆雪莲愈伤组织再分

化生芽的影响，并首次将过氧化物酶同工酶的分析引入

新疆雪莲愈伤组织的分化诱导研究，揭示了过氧化物酶

同工酶不同种类和活性变化与新疆雪莲愈伤组织的再

分化能力的相关关系. 

2  实 验 

2.1 材料 

新疆雪莲种子采自新疆巴里坤，经表面消毒后培养

无菌苗，取苗龄 25 d 的无菌苗作为外植体，在附加 6-BA 
0.5 mg/L 和 NAA 2 mg/L、蔗糖 30 g/L 的 MS 固体培养

基上诱导产生愈伤组织. 将诱导出的愈伤组织接种于内

装 2 L 液体培养基的 2.5 L 反应器中进行培养，所得愈

伤组织用于新疆雪莲愈伤组织的再分化研究. 
2.2 反应器培养参数 

本实验的研究材料均为反应器培养后的新疆雪莲

愈伤组织，培养用反应器为本实验室自行设计的带有锥

形筛网底的改进型鼓泡式反应器，装置如图 1. 在前期

工作中，已得出反应器最佳操作条件为通气量 0.4 
L/min，培养温度(23±0.5)℃，光照强度 36.5 μmol/(m2⋅s)， 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

图 1 2.5 L 改进型鼓泡式生物反应器装置图 
Fig.1 Schematic diagram of 2.5 L improved bubble column 

1. Glass column 
2. Cone-shaped sifter
3. Air sparger 
4. Inoculation port 
5. Air inlet 
6. Rotameter 
7. Air outlet 
8. Water reservoir 
9. Fluorescent lamp 
10. Air filter 
11. Valve 
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光照时间 16 h/d. 培养基选用附加 6-BA 0.5 mg/L, NAA 
2 mg/L 和蔗糖 30 g/L 的 MS 液体培养基. 
2.3 再分化诱导  

在超净台中将反应器培养 21 d 的愈伤组织接入附

加 6-BA 0.5 mg/L 和 NAA 0.05 mg/L、蔗糖 30 g/L 的 MS
固体培养基诱导分化出芽，以下如无特别说明，培养条

件均为白光光强 36.5 μmol/(m2⋅s)，光照时间 16 h/d，培

养温度(20±0.5)℃. 30 d 后统计出芽情况.  

分化频率=(出芽愈伤组织块数/接种愈伤组织块数)×100%, 

平均出芽数=各块愈伤组织出芽总数/接种愈伤组织块数. 

2.4 过氧化物酶同工酶分析 

取新疆雪莲小块愈伤组织，加过氧化物酶同工酶提

取液[10]，冰浴、研磨匀浆，3000 r/min 下冷冻离心 20 min，

取上清液进行电泳. 采用聚丙烯酰胺凝胶垂直平板电泳，

分离胶浓度 10%，浓缩胶浓度 4%，电极缓冲液为

Tris-Gly 系统(pH 8.7)，进样量 20 μL，稳流 20 mA，0.2%
溴酚蓝作为指示剂，时间 3∼4 h. 电泳结束后采用醋酸−

联苯胺染色法进行染色并拍照[10]. 

3  结果与讨论 

3.1 光质对出芽数和分化频率的影响 

将反应器悬浮培养后的新疆雪莲愈伤组织分别在

白光、红光、黄光、蓝光和绿光照射下诱导分化出芽，

发现在中长波光照射下愈伤组织的分化情况较好，优于

白光，短波长下分化情况劣于白光培养(图 2)，其中在

黄光照射下分化频率最高(85%)，红光下平均出芽数最

高(2.2 个/块)，这与 Kadkade 等[11]的研究结果一致. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 光质对分化频率和出芽数的影响 
Fig.2 Redifferentiation of S. involucrata callus cultured with different light qualities 

表 1 不同光源的主要技术参数 

Table 1  Main parameters of different lamps 
 
 
 
 

 
光作为一种物理因子已广泛用于植物组织培养过

程中的形态发生、生长控制、光形态建成反应及其各种

反应机理的研究. 植物通过光受体接收光信号(包括光

质、光强、光照方向和光照时间等)来调节生长、分化

和代谢[12]. 在高等植物体内至少存在 3 种光受体，它们

对不同的光谱有不同的选择性吸收，3 种光受体及其敏

感波长λ分别为：Phytochrome (λ>520 nm, red/far red), 
Cryptochrome (λ=340∼520 nm, blue/UV-A; λ=290∼350 
nm, UV-B). 其中 Phytochrome表现为两种形式 Pr和 Pfr，

在光照条件下，Pr转变为其活化形式 Pfr，它能影响愈伤

组织内分化相关酶活性及其基因表达[13]. 由表 1 可以看

到，红光、黄光的波长范围恰好与光受体 Phytochrome

的敏感波长范围接近，因此，在红光/黄光照射下，更多

的 Pr 转变为 Pfr，促进了相关酶活性的提高，从而增加

了新疆雪莲愈伤组织的分化. 
3.2 光周期对出芽数和分化频率的影响 

新疆雪莲愈伤组织的分化频率和平均出芽数随光

照时间的延长而增加，在光照时间为16 h/d时达到最大，

分别为 76.7%和 1.8 个/块(图 3). 当光照时间大于 16 h/d
时，愈伤组织的分化频率和平均出芽数随光照时间的延

长有所下降，这与野生新疆雪莲在自然状态下在长日照

地区生长的生物节律吻合. 在持续光照下愈伤组织的分

化能力反而下降，说明昼夜交替是新疆雪莲愈伤组织分

化所需要的，这与绿豆的植株再生情况相反[14]. 在暗培

Light spectral quality White light Red light Yellow light Blue light Green light 
Range of wavelength (nm) 380∼780 610∼715 530∼790 380∼560 480∼670 
Half-height bandwidth (nm) − 15 90 85 50 
Peak value of wavelength (nm) − 658 600:632 (two peaks) 435 520 
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养条件下(即光照时间为 0 h/d)，愈伤组织虽然会有一定

分化，但分化能力很低，而且在此条件下进行分化获得

的再生苗为白色半透明状的黄化苗，苗质脆弱易断，成

活率极低，说明暗培养条件不适于新疆雪莲分化出芽. 
一般地，随光照时间的延长，Pfr在 Phytochrome 中

的比例增加，相关酶活性提高，因此选择长光照时间有

助于提高植物愈伤组织的分化能力. 但对于一些光照敏

感植物，在持续光照条件下，由于光子能量超过了 CO2

的同化作用，将会产生光抑制效应(Photoinhibition)[15]，

光电子通过光合体系 II(Photosystem II, PS II)进行传递，

产生大量氧自由基，使光受体的超微结构遭到破坏，造

成 Pfr 下降，表现为愈伤组织的分化能力下降，新疆雪

莲愈伤组织的分化情况即属于此.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 光照时间对分化频率和出芽数的影响 
Fig.3 Effect of lighting time per day on the redifferentiation of S. involucrata callus 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4 昼夜温差对分化频率和出芽数的影响 

Fig.4 Effect of temperature difference between day and night on the redifferentiation of S. involucrata callus

3.3 昼夜温差对出芽数和分化频率的影响 

考虑到新疆雪莲的原产地新疆巴里坤地区属于典

型大陆性气候，具有日照时间长、昼夜温差大的特点，

因此在反应器培养后的再分化研究中考察了温差对愈

伤组织分化的影响，结果见图 4. 将反应器悬浮培养后

的新疆雪莲愈伤组织分别在不同温差的人工气候箱中

培养，采用白光照射，照射时间 16 h/d，白天温度设定

为 20℃，夜间温度则分别设置为 10, 15, 20℃. 实验结

果表明，昼夜温差大小对愈伤组织的分化能力有显著的

影响，二者呈负相关. 当昼夜温差为 0℃(即夜间温度与

昼间温度相同，均为 20℃)时，新疆雪莲的分化最好，

分化频率和平均出芽数分别为 76.7%和 1.4 个/块，说明

在雪莲愈伤组织的脱分化−再分化过程中，新疆雪莲已

失去对昼夜温差的适应性. 
3.4 低温处理时间对出芽数和分化频率的影响 

温度是影响植物生长、发育及光合作用的主要因素

之一. 适当的低温可以降低一些植物 PS II 传递的光电

子流量，促进分化相关酶的合成. 但对另一些植物，低

温将降低 CO2的同化作用，导致大量氧自由基的形成，

致使细胞超微结构遭到破坏，造成愈伤组织分化能力下

降[17]. 在水母雪莲的再分化条件研究中[16]，曾发现低温

处理是水母雪莲愈伤组织再分化的关键条件，因此在本

实验中研究了低温处理时间对新疆雪莲愈伤组织再分

化的影响，结果见图 5. 将反应器培养后的新疆雪莲愈
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伤组织在 4℃下分别处理 5, 10, 15 d 后转移到 20℃人工

气候箱中进行分化培养，实验结果表明不同的低温处理

时间对新疆雪莲愈伤组织的再分化能力有显著的影响，

其中低温处理时间为 10 d 时愈伤组织的分化最好，分化

频率和平均出芽数分别为 38.3%和 0.6 个/块. 处理时间

为 15 d 时愈伤组织的分化能力大大降低，说明长时间的

低温处理影响了愈伤组织的分化. 将图 5 的结果与图

2∼4 中未经低温处理的、其他培养条件相同的愈伤组织

分化情况比较可以发现，经过低温处理的愈伤组织分化

能力远低于未经低温处理的愈伤组织，说明新疆雪莲与

水母雪莲在再分化机理上存在明显的种间差异.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 5 低温处理时间对分化频率和出芽数的影响 
Fig.5 Redifferentiation of S. involucrata callus cultured with different time of low temperature treatment 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 6 不同光质、不同光周期、不同昼夜温差和不同低温处理时间下培养的愈伤组织的过氧化物酶同工酶谱 

Fig.6 Electrophoresis zymagram of peroxidase isozymes in the callus of S. involucrate with different light qualities, lighting time,  
temperature difference between day and night, and low temperature treatment time (1. POD I, 2. POD II, 3. POD III) 

3.5 愈伤组织再分化能力与过氧化物酶同工酶谱的关系 

过氧化物酶(Peroxidase, POD)是广泛存在于植物体

内的一类与生物合成、分解密切相关的酶，可催化芳香

环、酚类、胺类及吲哚类物质的氧化反应，被认为是木

质化作用或组织分化的标志酶[18−20]，其同工酶种类及活

性的改变被看作是根芽分化及胚状体发生的一个指示

酶. 在荞麦、黄瓜、番茄、党参等多种植物的愈伤组织

分化研究中[21−23]曾作为愈伤组织分化状况的指标. 本
实验过程中发现，新疆雪莲愈伤组织反应器培养后的分

化能力与愈伤组织中的过氧化物酶同工酶的活性和种

类有一定相关性，因此在本研究中取不同的光质、光周

期、昼夜温差和低温处理时间下培养的愈伤组织进行了

过氧化物酶同工酶谱分析，以便为优化新疆雪莲愈伤组

织反应器培养后的分化诱导条件提供依据. 
由图 6 可以看出，在不同光质、不同光周期下培养

的愈伤组织中同工酶种类并无差别，均为 2 条谱带(POD 
I, POD II)，但活性差别显著. 在白光、红光、黄光下培

养的各同工酶活性均大大高于短波长光蓝光和绿光下

培养的愈伤组织[图 6(a)]. 在光照时间为 0 h/d 时，愈伤

组织中的酶活非常低，这从生化角度反映了暗培养下新

疆雪莲愈伤组织分化能力弱的原因[图 6(b)]. 另外综合

比较两图可以看出，第 2 条酶带显著的愈伤组织更倾向

于获得较高的分化频率和出芽数. 
温差对过氧化物酶同工酶种类的影响更为显著. 

当选用较低的昼夜温差时同工酶有 2 条谱带出现，这与

前面的恒温培养情况一致. 但当昼夜温差大到一定程度
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(相差10℃)时，有新的同工酶谱带出现[POD III, 图6(c)]. 
另外经过低温处理[图 6(d)]的愈伤组织全部有 3 条谱带

出现(POD I, POD II, POD III)，说明第 3 条谱带 POD III
与低温环境密切相关. 这可能是因为低温导致大量氧自

由基形成，诱导植物体内的抗氧化机制启动，使相应的

POD 酶同工酶得以表达，以清除对细胞生长不利的氧自

由基[17]. 此时愈伤组织的分化能力大大降低，也可能与

第 3 条谱带的出现有关. 

4  结 论 

通过对最佳反应器培养条件下获得的新疆雪莲愈

伤组织在不同光温条件下的分化诱导研究，可以得出下

述几个主要结论： 
(1) 光质和光周期是影响反应器培养后的新疆雪莲

愈伤组织再分化的重要因素. 与白光相比，长波长光更

有利于愈伤组织的再分化，短波长光的作用则恰好相

反，其中在黄光照射下分化频率最高(85%)，红光下平

均出芽数最高(2.2 个/块)，在以快速繁殖为目的的研究

中，主要考虑光照温度条件对平均出芽数的影响，因此

选择红光较为合适. 随着光照时间的延长，愈伤组织的

平均出芽数和分化频率大大增加，并在光照时间 16 h/d
时达最大，分别为 1.8 个/块和 76.7%. 在持续光照条件

下愈伤组织的分化能力反而下降，说明昼夜交替是愈伤

组织分化所需要的. 暗培养不适于新疆雪莲的分化出芽. 
(2) 昼夜温差大小与愈伤组织的分化能力呈负相

关，当昼夜温差为 0℃时新疆雪莲的分化最好，分化频

率和平均出芽数分别为 76.7%和 1.4 个/块，说明在雪莲

愈伤组织的脱分化−再分化过程中，新疆雪莲已失去对

昼夜温差的适应性. 长时间的低温处理不利于愈伤组织

的分化. 与水母雪莲不同，低温处理并不利于新疆雪莲

的再分化，显示二者种间差异较显著. 
(3) 新疆雪莲愈伤组织的分化与愈伤组织内过氧化

物酶同工酶的活性、种类是密切相关的. POD I, POD II,
尤其是 POD II 谱带的愈伤组织分化明显较好，而 POD 
III 谱带的愈伤组织分化较差. 这一结果表明过氧化物

酶同工酶活性和种类的变化可以作为新疆雪莲愈伤组

织生长分化状态的生理生化指标. 
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Effects of Light and Temperature on the Redifferentiation of Saussurea involucrata               
Callus Cultured in the Bioreactor 

LEI Liang1,2,  ZHAO Bing1,  XU Chun-ming1,2,  WANG Xiao-dong1,  WANG Yu-chun1 

(1. State Key Lab. Biochem. Eng., Institute of Process Engineering, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080, China;            

2. Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

Abstract: A series of experiments were carried out to study the effects of light quality, light time, temperature difference between day 
and night, and time of low temperature treatment on the redifferentiation of Saussurea involucrata callus after the callus culture in a 
bioreactor. Compared with short wavelength light, long wavelength light led to high redifferentiation. The redifferentiation frequency of 
callus increased with the lighting time. The maximal redifferentiation frequency was obtained with daily lighting 16 h/d. The temperature 
difference between day and night was negatively correlative to the callus redifferentiation. Low temperature treatment was not necessary 
to the redifferentiation. The peroxidase isoenzyme analysis indicated that the redifferentiation frequency of the callus was closely related 
to the quantity and kinds of the peroxidase isoenzymes. 
Key words: Saussurea involucrata; bioreactor; redifferentiation; light; temperature; peroxidase isoenzymes 


