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伴随着全 球对化石燃料的需求日益增长，存储的化石

燃料即将耗尽 [1]，人们越来越关注可再生的生物柴油. 在可

产生生物柴油的候选植物中，属于大戟科的麻疯树（Jatroha 

curcas L.）具有明显的优势，它的种子含油量高，种仁含油量

可达40%~60% [2]，同时，麻疯树油中含有活性成分多，如毒

蛋白、麻疯酮等有着重要的农药和医药价值 [3]. 最近研究表

明，麻疯树油不仅可以在肥皂和医药行业发挥作用 [4]，提取

油后的渣还可作肥料，树叶可饲养家蚕，一些杂交品种还被

用来美化和绿化环境 [5]. 
然而，大力推广麻疯树的种植却面临一系列问题，虽然

麻疯树种子中含油量高，但种子产量不高；种油中活性成分

多，但仍需要改变油的成分才能直接替代化石燃料；麻疯树

对环境要求较高，耐寒能力弱，分布区域较窄. 麻疯树属包括

175个种，可以通过种间杂交引入优良性状，但所需周期长，

不能够获得特异的外源基因，故主要通过基因转化改变遗

传背景[6]. 高频率的植株再生体系是基因转化的基础. 目前国

内外在麻疯树的植株再生上采用了多种外植体，包括茎段、
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Abstract   A highly effective and rapid plant regeneration protocol for the bio-diesel species, Jatropha curcas L., has 
been developed using the calli of its young leaves. At the stage of callus induction, 6-BA played an important role, and 
2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) could promote the effect of 6-BA. Maximum nodular callus induction rate (91.98% ± 
2.1%) was observed on the callus induction medium containing 2.0 mg/L benzyladenine (6-BA) and 0.05 mg/L 2,4-D. Calli 
in darkness formed earlier, but more friable with less nodules than those under light. The nodular structure richness and 
frequency of shoot regeneration from calli gradually decreased with the increasing of subculture times. 6-BA, kinetin (KT) 
and thidiazuron (TDZ) were used to induce adventitious shoots from nodular calli. 6-BA was more effective than both KT and 
TDZ. TDZ had greater infl uence than KT, but most adventitious shoots were abnormal and fi nally dead. The combination of 
6-BA (0.5 mg/L) and KT (0.5 mg/L) generated the best regeneration frequency (68.01% ± 2.5%, 4.25 shoots per callus). More 
than 70% of the regenerated shoots were successfully rooted on the MS medium containing 0.2 mg/L indole-3-butyric acid 
(IBA) or NAA (0.1 or 0.2 mg/L), with an average of 5.2 roots. The production and development of the adventitious shoots were 
studied by histological analysis for the fi rst time. We observed that calli and adventitious shoots primarily originated from 
epidermal cells of leaf explants. Fig 3, Tab 3, Ref 30
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摘  要  建立了培养周期短、再生效率高的麻疯树叶片再生体系. 6-BA是诱导麻疯树叶片产生愈伤组织的关键外源激

素，添加低浓度的2,4-D能增强6-BA的诱导效果. 最佳愈伤组织诱导培养基是MS + 2.0 mg/L 6-BA + 0.05 mg/L 2,4-D，

瘤状愈伤组织的诱导率高达91.98% ± 2.1%. 光培养下产生的愈伤组织质地紧密，瘤状结构丰富，再生能力强. 随着继代

次数的增加，愈伤组织褐化加重，逐渐失去再生能力. 不定芽再生培养基中，比较了3种细胞分裂素6-BA、KT和TDZ对

诱导愈伤组织分化不定芽的影响. 6-BA诱导不定芽的能力最优，其次是TDZ，KT最差. KT与BA的组合诱导不定芽再

生的能力最强，最适的不定芽再生培养基为MS + 0.5 mg/L 6-BA + 0.5 mg/L KT + 0.1 mg/L IBA + 0.1 mg/L GA3，再生率

高达68.01% ± 2.5%，平均每个愈伤组织分化出4.25个芽. 70%的再生苗在MS培养基添加0.2 mg/L IBA或NAA（0.1或0.2 
mg/L）中均能产生根系，平均根系5.2个. 对麻疯树叶片再生的各阶段进行了石蜡切片，揭示了不定芽的起源及发育的

全过程，明确了不定芽起源于叶片的表皮细胞层. 图3 表3 参30
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胚轴，叶柄、子叶、叶片、腋芽，经由愈伤组织或是直接再生

的方式获得再生植株 [7~14]. 然而，这些再生体系均存在周期长

（80 d以上）、再生率不高的问题，制约了麻疯树遗传转化研

究的开展 . 本研究缩短了麻疯树叶片再生的周期，提高了不

定芽的再生率，并揭示了不定芽的起源和发育过程，确定了

转化的目标细胞层，为今后开展麻疯树基因改良奠定了基础. 

1  材料与方法
文中缩写含义：6-BA，6-benzylaminopurine，6-苄氨基

嘌呤；IBA，indole-3-butyric acid，吲哚丁酸；MS，Murashige 
and Skoog medium；NAA，α-naphthaleneacetic acid，萘乙酸；

TDZ，thidiazuron，噻苯隆；2,4-D，2,4-dichlorophenoxy，二氯

苯氧基；KT，6-furifuryl-aminopurine，6-糠氨基嘌呤；PGRs，
plant growth regulators，植物生长调节剂.
1.1 植物材料

试 验 所 需的成 熟麻疯 树 种子 来源于四川省攀 枝花 市. 
种苗种植于盛满沙和营养土的塑料盆钵中，于温室中生长2 
mo，每日光照16 h，暗培养8 h，室温保持26 ℃. 待种子萌发成

苗后，取第1~3节上的幼嫩叶片为外植体进行试验. 
1.2  外植体的处理

嫩叶在自来水下冲 洗1 h，先用75%（V/V）酒精浸泡  1 
min，用无菌水清洗3次后放入0.5%的氯化汞（HgCl2）溶液浸

泡5min，最后用无菌水冲洗5~7次.  
1.3  愈伤组织的诱导和继代培养

在超净工作台上将无菌的叶片切成1 cm2的小块，每块均

带有中脉或是叶缘，随后接入愈伤组织诱导（CI）培养基. CI
培养基配方为如下：MS [15] + 1.0~3.0 mg/L 6-BA，或是MS + 
1.0~3.0 mg/L 6-BA + 0.05 mg/L 2,4-D. CI培养基附加有3%蔗

糖、0.7%琼脂粉，pH=6.0，室温保持26 ℃. 将部分叶块置于光

周期16 h/8 h中培养，剩余的采用暗培养，均培养3 wk，比较

光培养和暗培养对愈伤组织的影响. 每个处理用20个叶块，

重复3次. 
3 wk后，将诱导出的愈伤组织分成两部分，一部分切成

1.5 cm3的小块接入再生培养基诱导不定芽，剩余部分切成1.5 
cm3的小块转接入新鲜的CI培养基中进行继代培养，每3周重

复一次，比较多次继代培养对愈伤组织的影响. 
1.4  不定芽的再生

将诱导出的愈伤组织接种到含有生长素（0.1 mg/L IBA
和0.1 mg/L GA3）的再生（PR）培养基上，PR培养基中的细胞

分裂素为0.1~1.0 mg/L 6-BA或0.1~1.0 mg/L KT 或0.05~0.5 mg/
L TDZ，或是3种CTK的两两组合（表3）. PR培养基附加有3%
蔗糖、0.7%琼脂粉，pH=6.0，室温保持26 ℃，光周期16 h/8 h. 
每个处理20个愈伤，重复3次. 1 mo后统计不定芽数量.  
1.5  生根培养

当不定芽伸长至2~3 cm便转移到生根培养基中，生根

培养基配方为MS + 0.05~0.4 mg/L IBA或MS + 0.05~0.4 mg/L 
NAA，筛选出最佳生根培养基后，再在其中添加0.1%（w）活

性炭（AC）比较活性炭对生根的影响. 每个处理20个不定芽，

重复2次. 1 mo后统计生根情况. 
1.6  生根苗的移栽

再生苗生根后，将三角瓶封口膜揭开，仍置于温室中培

养1 wk，期间不定时向培养基加水，避免培养基过分蒸腾失

水. 随后小心取出生根苗，仔细洗去依附于植株上的培养基，

将其移入加满珍珠岩 : 沙 : 营养土= 1 : 1 : 1（V/V/V）的培养

钵中，培养钵仍放于温室内，用水浇透. 待生根苗存活后，再

移出温室. 
1.7  石蜡切片观察不定芽再生过程

取叶片再 生过程中不同阶段的外植体进行石蜡 切片，

每隔3 d取材料一次，直至不定芽再生为止. 取样后，固定于

FAA 溶液中，采用石蜡切片法，Leica RM2128 切片机切片，

切片厚度为8~10 mg/L，酒精脱水、二甲苯透明、番红-固绿对

染、中性树胶封片，在UOP型（UB200i）光学显微镜下观察、

拍照. 观察麻疯树不定芽再生的起源和发育全过程. 
1.8  计算方法

愈伤组织诱导率＝(愈伤组织块数 /接种外植体数)×100% 
不定芽分化率＝(分化不定芽的愈伤组织块数 /接种外植

体数)×100%
生根率＝(生根的不定芽数 /接种的不定芽数)×100%
对计算结果用SPSS软件进行差异显著性分析. 

2  结果与分析
2.1  愈伤组织的诱导
2.1.1  植物生长调节剂对愈伤组织诱导的作用    将叶片接种

到CI培养基后，7 d内就会产生愈伤组织 . 从表1可以看出，

6-BA是诱导麻疯树叶片产生愈伤组织的关键植物生长调节

剂，培养基中只需添加6-BA，就能诱导叶片出愈. 随着6-BA
浓度的升高，叶片出愈率随之升高，但愈伤组织的质地变得

松散. 单独添加2.0 mg/L的6-BA能诱导88.73% ± 2.1%的叶片

产生瘤状愈伤组织，高浓度的6-BA（3.0 mg/L）虽然也能诱导

愈伤组织大量产生，但愈伤组织质地疏松，瘤状结构稀少，

再生能力差. 添加2,4-D后发现，低浓度的2,4-D（0.05 mg/L）

对麻疯树叶片形成愈伤有促进作用. 0.05 mg/L 2,4-D与2.0 
mg/L 6-BA的组合对诱导麻疯树叶片产生瘤状愈伤组织的效

果最佳，诱导率高达91.98% ± 2.1%（图1-a）.
表1 植物生长调节剂对麻疯树叶片愈伤组织诱导的影响

Table 1  Effect of PGRs on callus induction 
from young leaf of J. curcas

植物生长调节剂浓度
Concentration of 
PGRs ( ρ/mg L-1)

出愈率
Callus induction rate 

(r/%)

愈伤组织形态
Morphology of callus

6-BA 2, 4-D

1.0 0 62.69±4.0b 紧实，瘤状结构少
Compact, with a few nodules

2.0 0 88.73±2.1a 紧实，瘤状结构多
Compact, with many nodules

3.0 0 96.65±4.2a 疏松，瘤状结构少
Loose, with a few nodules

1.0 0.05 65.08±1.1b 紧实，瘤状结构少
Compact, with a few nodules

2.0 0.05 91.98±2.1a 紧实，瘤状结构多
Compact, with many nodules

3.0 0.05 98.33±1.9a 疏松，瘤状结构少
Loose, with a few nodules

表中不同字母表示邓肯氏最小显著差数测验差异显著（P≤0.05）. 下同
The different letters in the same column mean the signifi cant difference (P ≤ 
0.05) by Duncan’s LSD Test. The same below



7916 期 宗 桦等：麻疯树叶片高效再生体系与不定芽起源

2.1.2  光周期对愈伤组织诱导的影响    将叶片外植体分别进

行光培养（16 h/8 h）和暗培养，3 wk后观察发现，光培养和暗

培养均能诱导愈伤组织形成. 暗培养产生的愈伤组织质地松

散、体积大、出现早，平均5 d就能观察到愈伤产生；但这种愈

伤组织不能马上用于分化，必须继续在光下培养2 wk待其转

绿后才能恢复分化能力. 光培养条件下，至少7 d后才有愈伤

组织生成，但愈伤组织颜色墨绿，质地紧密，瘤状结构明显；3 wk
后这种愈伤组织即可转入分化培养基，2wk内就能产生不定芽. 
2.1.3  继代次数对麻疯树愈伤组织的影响    多次继代培养

后，愈伤组织的结 构和颜色均发生明显变化 . 由表2可以看

出，随着继代次数的增加，愈伤组织逐渐失绿褐化，增殖能

力下降，质地变得松散，瘤状结构消失，不定芽再生率也随

之减少. 尤其是第4次继代以后，愈伤组织严重褐化，产生不

定芽的能力显著下降（图1-b）. 

2.2  细胞分裂素对愈伤组织分化不定芽的影响
由表 3可以看出，3种CTK单 独使 用时，随 着CTK浓度

的增加，不定芽再生率都呈现先增高后降低的趋势. 其中，

6-BA诱导不定芽再生的效果最好，TDZ其次，KT最差. 6-BA
的最佳浓度为0.5 mg/L，此浓度下，不定芽再生率高达63.83% 
± 3.6%，每个愈伤组织平均产生4.25个芽. TDZ的最佳浓度为

0.1 mg/L，不定芽诱导率为63.39% ± 3.3%，但诱导出的芽玻

璃化现象严重，基部产生大量愈伤组织，生长极为缓慢（图

1-d）；继续培养2 wk后，生长过盛的愈伤组织抑制了不定芽

的伸长生长，最终导致不定芽生长不良而死亡. 在3种CTK
最佳浓度的两两组合中，KT与6-BA组合的效果最好，诱导不

定芽再生的能力最强，再生率最高（68.01% ± 2.5%），不定芽

数量多且健壮（图1-e，f）. 与之相比，KT+TDZ和TDZ+6-BA
的组合对不定芽诱导产生了负作用，诱导效果反而不如单独

使用TDZ或6-BA. 因此，促进麻疯树不定芽再生的最佳培养

基为：MS + 0.5 mg/L 6-BA + 0.5 mg/L KT + 0.1 mg/L IBA + 
0.1 mg/L GA3. 将愈伤组织接种到最佳分化培养基上7~15 d就

能开出现不定芽，继续培养1~2 wk不定芽便能伸长至2~3 cm
（图1-g）.  

2.3  再生植株诱导生根 
IBA和NAA是诱导植株生根的常用生长素，我们比较了

不同浓度的IBA和NAA对麻疯树再生苗生根的影响. 由图2
可以看出，MS培养基中添加0.2 mg/L IBA 和添加0.1 mg/L或

0.2 mg/L的NAA均能使70%以上的再生苗在1周内产生根系，

图1  麻疯树的叶片再生

Fig. 1  Regeneration of shoots from young leaf callus of J. curcas
a：叶片接种于最佳CI培养基上3 wk后产生瘤状愈伤组织；b：经历了4次继代

培养的愈伤组织出现褐化现象，瘤状结构消失；c，e，f：瘤状愈伤组织转移

到最佳PR培养基MS + 0.5 mg/L 6-BA + 0.5 mg/L KT + 0.1 mg/L IBA + 0.1 
mg/L GA3上，产生大量丛生芽；d：添加0.1 mg/L TDZ的PR培养基诱导出大

量玻璃化畸形芽；g：不定芽芽的伸长生长；h，i：再生植株的生根 

a: Nodular callus induced from young leaf after 3 wk culture on the optimal 
CI medium; B: Calli turned brown and gradually loss nodular structures 
after four subcultures; c, e, f: Shoots appeared and developed from nodular 
calli on the optimal PR medium supplemented with 0.5 mg/L 6-BA, 0.5 
mg/L KT, 0.1 mg/L IBA and 0.1 mg/L IBA GA3; D: Abnormal buds induced 
from nodular callus on the PR medium supplemented with 0.1 mg/L TDZ; G: 
Shoot elongation; h, i: Rooting of shoots 

表2 继代次数对愈伤组织形成和分化的影响
Table 2  Effect of subculture times on callus and shoot 

regeneration of J. curcas

继代次数
Subculture 

times

愈伤组织形态
Morphology of callus

不定芽再生率 
Frequency of 

adventitious shoot 
formation (r/%)

1 绿白色，瘤状结构丰富
Greenish white, with many nodules 67.94±9.4a

2 绿白色，瘤状结构丰富
Greenish white, with many nodules 67.85±5.4a

3 绿白色，较少瘤状结构
Greenish white, with a few nodules 52.24±1.8ab

4  黄绿色，较少瘤状结构
Yellowish green, with a few nodules 35.30±1.5b

5 黄绿色，松散 
Loose, yellowish green 15.56±6.3c

6 褐色，松散 Loose, brown 9.68±3.9c

表3  细胞分裂素对愈伤组织分化不定芽的影响
Table 3  Effect of CTK on induction of adventitious shoots from 

calli of J. curcas
细胞分裂素 (ρ/mg L-1)
Concentration of CTK

不定芽再生率 
Frequency of shoot 

formation (r/%)

每愈伤组织产生的平
均芽数（个）

Number of shoots 6-BA KT TDZ
0.1 16.05±3.1d 1.25d

0.5 63.83±3.6a 4.25a

1.0 50.26±4.2b 3.5ab

0.1 7.97±2.8d 0.83d

0.5 34.07±3.4c 2.50bc

1.0 33.95±1.9c 2.67bc

0.05 39.95±1.7bc 1.25d

0.1 63.39±3.3a 4.00a

0.5 43.40±2.4bc 2.67bc

0.5 0.5 68.01±2.5a 4.25a

0.5 0.1 43.38±6.8bc 2.75bc

0.5 0.1 31.99±2.5c 1.67cd
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平均产生根系5.2个，平均根系长度为3 cm（图1-h，i），3 wk内

即可移栽. 其中，0.2 mg/L IBA能最早的诱导根系萌动，平均4 
d就有根系出现，为最佳生根培养基. 虽然高浓度的IBA（0.4 
mg/L）和NAA（0.4 mg/L）也能诱导根系产生，但在根系与茎

干的结合部位会产生大量的愈伤，愈伤组织的旺盛生长将会

抑制根系生长. 移栽试验发现，基部有大量愈伤组织的生根

苗很难存活. 在生根培养基中添加0.1%的AC能促进根系生长

粗壮，但在生根率和平均根数上差异不显著.  

2.4  不定芽的起源和发育
石蜡切片揭示了麻疯树叶片愈伤组织和不定芽产生与发

育的全过程，表明不定芽起源于叶片的表皮细胞层. 叶片（图

3-A）接种在CI培养基中4 d后开始膨大化，叶表皮细胞转入

脱分化状态进入快速分裂期，产生了脱分化细胞团. 脱分化

细胞团继续活跃的分裂，形成愈伤组织. 培养12 d后，愈伤组

织原本平滑的表面逐渐突起呈现瘤状结构（图3-B），这种突

起就是分生细胞团（分生组织节），分生细胞团往往是愈伤

组织的生长中心[21]. 继续培养至d 17，瘤状分生细胞团内部开

始出现独立的维管束结构（图3-C），随后，瘤状分生细胞团

内部的维管束与原叶片的维管束相连，此时瘤状愈伤组织发

育完全. 将其转移到PR培养基上诱导不定芽再生，培养3~5 
d后芽原基形成（图3-D）. 培养至7~10 d左右，芽原基中围绕

着顶端分生组织的周边细胞区分化产生叶原基（图3-E），随

后细胞沿生长方向不断分裂而伸长，14 d内形成不定芽（图

3-F）. 

3  讨 论
本研究建立了麻疯树叶片高效再生体系，从叶片开始培

养到再生苗移栽共只需70 d，再生周期明显短于之前的研究

（均在80~112 d之间）. 叶片再生率高达68.01% ± 2.5%，每个

愈伤组织平均产生4.25个芽. 不定芽再生率远高于之前的报

导：Deore（53.5%）[14]，Li（38%）[10]和Sujatha（50%）[9]. 麻疯树

叶片产生瘤状愈伤组织的最佳培养基是MS + 2.0 mg/L 6-BA 
+ 0.05 mg/L 2,4–D. 不定芽再生的最优培养基是MS + 0.5 mg/
L 6-BA + 0.5 mg/L KT + 0.1 mg/L IBA + 0.1 mg/L GA3. 最佳生

根培养基为MS + 0.2 mg/L IBA. 
木本植物的叶片再生通常要经由愈伤组织途径，前期的

研究表明，木本植物不定芽通常发生在愈伤组织的绿色瘤状

结构处 [16~17]，瘤状愈伤组织具有分化出丛生芽的能力，因此

愈伤组织的质量决定丛生芽产生频率 [18]. 而植物生长调节剂

的种类、浓度和配比是调控植物器官产生高质量愈伤组织的

主导因素[18]，其中 6-BA被认为是诱导外植体产生愈伤组织的

最有效的外源激素[9~10, 12~13]，2,4-D也常用于诱导多种植物的

外植体产生愈伤 [19~21]. 实验证明麻疯树叶片愈伤组织的诱导

必须依赖于植物生长调节剂的添加，6-BA是诱导叶片产生瘤

状愈伤组织的关键外源激素，2.0 mg/L 6-BA产生的愈伤组织

质量最好，低浓度的2,4-D能辅助6-BA发挥更好的作用，并且

不会影响愈伤组织的质量与结构. 
研究发现，麻疯树叶片产生的愈伤组织经 历多次继代

培养后，会 逐渐丧失分化能力. Rodr ıguez也报导过类似现

象，西洋白花菜的愈伤组织经过5次继代培养后失去了增殖

的能力[22]. 最近的研究表明，愈伤组织一旦褐化，叶绿素和类

胡萝卜素就会减少，细胞松散并且无序排列，最终将会因失

去分化能力而死亡[23]. 光周期也是影响愈伤组织诱导和生长

发育的重要因素，例如枣树[24]和风铃草 [25]的叶片需暗培养才

能产生具有分化能力的愈伤组织，而有些植物愈伤组织的诱

导和生长必需在光下，而有些则在光、暗条件下均可进行 [26]. 
本研究证明麻疯树叶片在光下和黑暗中均能产生愈伤组织，

光下产生的愈伤组织质地紧密，瘤状结构丰富，再分化时间

图2  IBA和NAA对再生苗生根的影响
Fig. 2   Effect of IBA or NAA on rooting of the regenerated shoots of J. 

curcas 

图3  麻疯树叶片的愈伤组织和不定芽的起源与发育
Fig. 3   The production and development of calli and shoots from leaf of 

J. curcas
A：刚接种的叶盘的纵切面图. 表皮细胞（ec），维管组织（vt）. B：表皮
细胞快速分裂形成脱分化细胞团. 脱分化细胞团（dm）. C：瘤状愈伤组
织的纵切面图. D：瘤状分生细胞团内部的维管束延伸与原叶片的维管
束相连，并再分化形成芽原基. 芽原基（cm），新产生的维管束（nvt）. 
E：芽原基的周围细胞分化出叶原基. 芽原基（cm），叶原基（lp）. Bars = 
100 μm（A，B，D，E），200 μm（F），400 μm（C）. F：不定芽芽端结构
A: Longitudinal section of a freshly inoculated leaf-disc. Epidermal cells (ec), 
vascular tissues (vt); B: Meristemoids dome (arrows) developing in epidermal 
layers. Meristemoids dome (dm); C: Longitudinal section of nodular callus; 
D: Each nodule contacted with leaf vascular bundle. Caulinar meristem (cm), 
new vascular tissues (nvt); E-F: Development of shoot primordial. Caulinar 
meristem (cm), leaf primordia (lp). Bars = 100 μm (A, B, D, E ), 200 μm (F), 
400 μm (C) 
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短，更有利高效再生体系的建立. 
CTK能刺激细胞分裂，促进不定芽形成 [27]. 许多研究表

明TDZ促进不定芽再生的能力比6-BA强 [28~30]. 本研究发现，

对麻疯树而言，6-BA促进不定芽的能力强于TDZ，使用 6-BA
诱导的不定芽健壮、生长速度快. TDZ虽然也能诱发不定芽，

但畸形芽多，玻璃化严重. 这一现象和许多报道一致，使用

TDZ产生的再生植株大多数是白化苗或出现玻璃化 [28~29].  
石蜡切片揭示了麻疯树叶片再生的全过程，表明不定芽

起源于叶片表皮细胞层. 不定芽再生细胞层的明朗，为今后

开展麻疯树的遗传转化奠定了基础. 
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