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摘  要 : 为获取诺丽茎段中的次生代谢物并为建立遗传转化体系奠定基础，以诺丽茎段(无腋芽)为外植体诱导愈

伤组织，并建立细胞悬浮系，对影响愈伤组织的诱导及细胞悬浮系的因子进行了研究。结果表明：愈伤组织诱导

的最优培养基是 MS+1.0 mg/L 6-BA+0.1 mg/L 2,4-D；悬浮培养的最佳培养基为 MS+1.0 mg/L 6-BA+0.1 mg/L 

2,4-D+3%蔗糖，pH 为 5.85，当初始接种量为 37.5 g/L、摇床转速为 110 r/min 且 (25±2)  ℃ 暗培养时，悬浮细胞

生长良好，生长速率最大；诺丽茎段悬浮细胞生长曲线呈“S”型，最适继代周期为 12–20 d；培养过程中，培养基

的 pH 呈先下降后缓慢升高的变化趋势，诺丽茎段愈伤组织悬浮细胞培养的最适 pH 在 4.5–5.0 之间。文中成功建

立了以诺丽茎段为外植体的稳定的细胞悬浮系。 
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Abstract:  The aim of the study was to obtain the secondary metabolites in the stem segment of noni and to establish genetic 

transformation system. The stem segments (no axillary buds) of noni were used as explants to induce the callus, and then to 

establish the cell suspension system. The factors affecting callus induction and cell suspension were studied. The results 

showed that the optimal culture medium for induction was MS with 1.0 mg/L 6-Benzylaminopurine (6-BA) and 0.1 mg/L 

·组织工程与细胞培养· 
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2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), and the optimum culture medium for suspension was MS with 1.0 mg/L 6-BA and 0.1 

mg/L 2,4-D, 3% sucrose and the pH of 5.85, with the initial inoculation amount of 37.5 g/L, and the speed of 110 r/min and 

25±2 °C applying darkness culture. The suspension cells grew well and showed the maximum growth rate. The growth curve 

of the suspension cells from the stem segment of noni was in “S-typed” trend, and it should be transformed to the fresh 

medium between 12 and 20 d. During the culture, the pH of the culture medium decreased and then slowly increased, and the 

optimum pH for the suspension cells culture of callus from noni’s stem segments was 4.5–5.0. In this study, the stable cell 

suspension system of the stem segment of noni was successfully established. 

Keywords:  Morinda citrifolia Linn., stem, callus, suspension culture, growth curve 

诺丽 (Morinda citrifolia Linn.) 又称海巴戟、

诺尼、萝梨、印桑椹、四季果等[1]，是一种常绿

多年生阔叶小乔木、灌木，茜草科 (Rubiales) 巴

戟天属  (Morinda) 植物 [2]，它的树皮可提取黄

色染料，皮中含有袖木醒二酚 (Soranjidiol)、巴

戟醌  (Morindone)，印度尼西亚民间作药用 [3]。

树皮的提取物用于治疗风湿、发热、创伤、溃疡、

肿瘤[4]。然而诺丽在全球分布都十分稀少，国外

主要分布在南太平洋诸岛，在夏威夷、印度、印

度尼西亚、马来西亚及中南美洲等国家地区都有

生长 [5-6]，在我国仅分布于少数几个地方如海南

省、西沙群岛及台湾地区，近年来在云南省进行

引种栽培，并在云南热带地区引种成功[7]。诺丽

陆续在植物组织培养方面取得一些研究进展，如

黄骐以诺丽种子为试料进行诱导不定芽生根研

究[8]；吴田用诺丽茎尖及带芽茎段作为外植体进

行离体培养，成功建立了诺丽离体再生体系[9]；

潘晓晴以不含腋芽的诺丽茎段薄片为外植体进

行离体培养研究[10]。 

诺丽茎段中富含袖木醒二酚、巴戟醌等次生

代谢物，这些次生代谢物有治疗风湿、发热、创

伤、溃疡、肿瘤等作用。提取植物有效成分，同

时不对植株本身造成损害，可以在建立诺丽茎段

细胞悬浮培养体系的基础上进行诱导。另外，植

物悬浮细胞是遗传转化理想的受体之一，建立稳

定的细胞悬浮系对遗传转化起到巨大促进作用。

植物细胞培养将常规植物育种技术与细胞培养

技术相结合，可以获得常规技术无法得到的种质

材料，缩短育种周期，提高育种效率，同时植物 

细胞的全能性使得悬浮细胞培养再生植株具有

母本优良性状，采用细胞培养技术保存植物种质

节省人力物力的同时避免不可预测因素对种质

资源造成的损失。本研究拟在诺丽茎段愈伤组织

诱导的基础上，进行细胞悬浮系的建立，为后续

次生代谢物的诱导和遗传转化体系的建立奠定

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

实验所用外植体为西南林业大学园林学院组

培室的诺丽无菌组培苗，组培苗每 90 d 左右继代

一次，继代培养基为 MS+0.2 mg/L NAA。 

1.2  方法 

1.2.1  愈伤组织的诱导    

无菌苗剪去叶片，去除茎段两端腋芽，取茎

段中间部分切成 2 mm 的薄片，平放于愈伤组织

诱导培养基上  (表 1)，30 d 后将诱导出的愈伤

组织转接至原培养基中继续增殖培养。培养过

程中每 5 d 观察 1 次，30 d 后统计培养物的形

态、颜色、生长情况、愈伤组织诱导率。愈伤

组织诱导率=(产生愈伤组织外植体数 ⁄接种外

植体数)×100%。数据用 SPSS 19.0 统计软件进行

计算和单因素方差分析及独立样本 t 检验，显著

水平 P<0.05。 

1.2.2  愈伤组织的增殖    

挑取黄绿色、松散性好、活性高的愈伤组织

接种于原培养基上继代增殖培养。 
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表 1  诺丽茎段愈伤组织诱导培养基中激素的种类与

浓度配比 

Table 1  The kinds and concentration of hormones in 
callus induction of noni stem 

Medium 
number 

Different hormone concentrations (mg/L) 

6-BA 2,4-D NAA 

1 1.00 – 0.05 

2 1.00 0.10 – 

3 1.00 0.20 – 

4 1.00 0.30 – 

5 2.00 0.10 – 

6 2.00 0.20 – 

6-BA: 6-benzylaminopurine; 2,4-D: 2,4-dichlorophenoxyacetic 
acid; NAA: 1-naphthalene acetic acid. 
 

1.2.3  诺丽悬浮系的建立    

选取黄绿色、分散性好且质地疏松的继代愈

伤组织，用镊子轻轻夹碎后接种在液体培养基中，

每 250 mL 的培养瓶中加入液体培养基 50−100 mL，

pH 为 5.85，摇床转速为 110 r/min，温度 (25±2) ℃，

暗培养。悬浮初期，除去大细胞团，保留分散程

度良好的小细胞团和单细胞，每隔 10 d 继代 1 次

按 1∶2 的体积转入新鲜培养液，连续继代 5−8 次

逐渐形成稳定的悬浮细胞系。 

1) 不同起始接种量对诺丽悬浮细胞生长的

影响。将不同重量 (12.5、25、37.5、62.5 g/L) 诺

丽茎段诱导出的愈伤组织接种到液体培养基中，

每种处理接种 5 瓶液体培养基，20 d 后计算细胞

生长速度，接种量和收获量以湿细胞鲜重计，取

2 mL 培养液，4 ℃、5 000 r/min 离心 5 min，弃

去上清液，称量底部沉淀细胞鲜重，细胞生长速

度以比生长速率计。 

2) 细胞形态观察。培养液摇匀，取一滴培养

液于倒置光学显微镜下观测细胞生长情况。 

3) 培养液 pH 值的测定。采用 pH 仪测定悬

浮培养液 pH 值，使用前经标准试剂液校准，每

2 d 测定一次培养液 pH 值，绘制 pH 曲线。 

4) 细胞生长曲线的测定。用血球计数板法检

测细胞数。培养过程中，每 2 d 取悬浮培养细胞，

先用 5%铬酸对细胞培养液进行处理，使其分散均

匀，持续检测，取平均值绘制细胞悬浮生长曲线。 

1.2.4  TTC 法测定细胞活力 

1) TTC 染色所需药品配置 

磷酸盐缓冲液 (pH 7.0，0.1 mmol/L)：称取磷

酸氢二钠 3.12 g 溶于无菌蒸馏水，定容至 100 mL；

称取磷酸二氢钠 7.17 g 溶于无菌蒸馏水，定容至

100 mL；取 30.5 mL 磷酸氢二钠溶液与 19.5 mL

磷酸二氢钠溶液充分混合。 

0.4% TTC 溶液：0.4 g 红四氮唑溶于少量乙

醇，加入磷酸盐缓冲液，定容至 100 mL。 

2) TTC 染色 

用 TTC 法测定细胞活力。每 3 d 取诺丽茎段

悬浮细胞液，抽滤去除培养液并用蒸馏水冲洗以去

除培养基。用滤纸吸取细胞上的水分，称取 200 mg 

(鲜重) 细胞置于 10 mL 离心管中，向离心管中加

入 2.5 mL 0.4% TTC 溶液，并加入 2.5 mL pH 7.0

的磷酸缓冲液混匀，静止 25 ℃暗处理 13–16 h，细

胞会变成红色，弃上清，加入蒸馏水洗涤 3−5 次，

加入 5 mL 95%的乙醇，置 60 ℃水浴 30 min，其

间轻摇试管 1−2 次，静止于室温下至细胞完全无

色，取上清在分光光度计上于 485 nm 处测吸光值 

(Abs)，初始培养基按以上程序操作为空白对照。 

1.2.5  细胞存活率的测定    

悬浮细胞培养结束后，取少量悬浮细胞，先

用 5%铬酸对细胞悬液进行处理，使其分散均匀，

再用 0.1%的酚藏花红染色液染色，活细胞无色或

仅有液泡呈淡淡的红色，死细胞核和细胞碎片被

染成红色。显微镜下计数 500 个悬浮细胞，计算

活细胞所占的比例。悬浮细胞存活率(%)=(活细胞

总数/悬浮细胞总数)×100%。 

1.2.6  平板培养及悬浮细胞植株再生    

将灭菌后的培养基倒入培养皿 1/2 处，待培

养基凝固后，将稳定的悬浮培养液接种于培养基

上，再将 40 ℃的培养基覆盖一层在接种的细胞上。
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将诺丽茎段细胞悬浮培养液接种于 MS+2.0 mg/L 

2,4-D+0.1 mg/L 6-BA 培养基上诱导分化愈伤组

织，再将分化出的愈伤组织转接至 MS+1.0 mg/L 

6-BA+0.05 mg/L NAA 培养基诱导分化不定根不

定芽。 

2  结果与分析 

2.1  不同激素组合对茎愈伤组织诱导影响及

增殖 

采用 6 种培养基对诺丽茎段愈伤组织进行诱

导 (表 2)，在 6-BA 和 NAA 配合使用的培养基上，

可诱导出绿色愈伤组织 (图 1A)，质地坚硬紧实，

诱导的同时伴随植株分化；在 6-BA 和 2,4-D 配合

使用的培养基上，可诱导出疏松愈伤组织  (图

1B、C、E)，当 6-BA 浓度一定时，愈伤组织长势

随 2,4-D 的增加而逐渐变差。综合诱导率、愈伤

组织长势和分化能力的因素，诺丽茎段诱导愈伤

组织最佳培养基为 MS+2.0 mg/L 2,4-D+0.1 mg/L 

6-BA，将愈伤组织代入原培养基可继代增殖 

(图 2)。  
 

表 2  不同培养基配方对诺丽茎段愈伤组织诱导的影响 

Table 2  Effect of different culture medium on callus inducement of noni 

Medium 
number 

Different hormone 
concentrations (mg/L) 

Inoculation 
number 
(each) 

Callus 
induction 

number (each)

Callus 
induction 
rate (%)

Callus 
induction 
days (d)

Callus 
texture 

Callus 
growth 

Callus 
differentiation 

ability 2,4-D 6-BA NAA 

1 1.00 – 0.05 50 47 94 b 20 Compact ++++ ++++ 

2 1.00 0.10 – 50 50 100 a 25 Loose +++ +++ 

3 1.00 0.20 – 50 47 94 b 25 Loose ++ ++ 

4 1.00 0.30 – 50 45 90 c 25 Loose + + 

5 2.00 0.10 – 50 50 100 a 25 Loose ++++ ++++ 

6 2.00 0.20 – 50 45 90 c 25 Loose + + 

+ Callus growth is poor; ++ Callus growth is general; +++ Callus growth is well; ++++ Callus growth is best. There were 
significant differences between different lower-case letters in the same column (P<0.05), but no significant differences 
between the same letters (P>0.05). 
 

 
 

图 1  诺丽茎段愈伤组织诱导 

Fig. 1  Inducement of callus of noni stem. (A) Callus is hard texture. (B) Calus is cloose. (C) Callus is cloose. (D) 
Callus is brown loose. (E) Callus is cloose. (F) Callus is brown loose. 
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图 2  诺丽茎段愈伤组织继代 

Fig. 2  Subculture of callus of noni stem.  

 

2.2  诺丽茎段悬浮细胞培养的研究 

2.2.1  不同初始接种量对诺丽根、茎、叶悬浮细

胞生长影响   

诺丽茎段悬浮细胞接种量低于 25 g/L 时，

悬浮细胞生长速度较低，接种量 37.5 g/L 时悬

浮细胞生长速度高  (图 3)，当悬浮细胞接种量

高达 62.5 g/L，细胞生长速率较低。因此诺丽茎

段悬浮细胞在液体培养基中接种量以 37.5 g/L

为宜。  

2.2.2  茎段悬浮细胞形态观察    

诺丽茎段为外植体的悬浮细胞，初代多为规

则型杆状细胞 (图 4)，随着继代次数的增加，在

第 6 代后为 20 个左右小细胞团居多，形态稳定。 

2.2.3  悬浮细胞培养液 pH 的变化曲线    

诺丽茎段悬浮细胞培养过程中 pH 变化近似

“V”形曲线 (图 5)。整个实验过程中培养液的 pH

值在小范围内呈先下降后缓慢升高的变化趋势。

在接种后 1−12 d 的范围内 pH 不断下降，从 5.85

降到最低点 4，此时细胞增殖缓慢；随后进入对

数生长期，pH 值逐渐回升；pH 在 4.5−5.0 范围内

细胞增殖最快，而后培养液的 pH 仍在缓慢增加。

有可能是诺丽茎段悬浮细胞产生的大量代谢物使

培养液的 pH 值升高。 

2.2.4  诺丽茎段细胞悬浮生长曲线    

诺丽茎段细胞悬浮系，在 0−6 d 细胞数目增

长不明显 (图 6)，生长缓慢，此时为停滞期；在

6−12 d 进入对数生长期，悬浮细胞状态良好，具

有较高的活力，细胞数目急剧增加；在 6−20 d 进

入直线生长期，细胞数量达到峰值22.6×104个/mL，

后增长减缓，直至下降。 

 

 
 

图 3  诺丽茎段不同初始接种量对细胞悬浮培养影响 

Fig. 3  Effects of noni stem from different initial 
inoculum on cell suspension culture. 

 

 
 

图 4  诺丽茎段悬浮细胞不同培养时期倒置显微镜观察图 (×100)  

Fig. 4  Different training period inverted microscope observation map stem cell suspension noni (×100). (A) First 
generation. (B) 3–4 generation. (C) After the sixth generation. (D) After the sixth generation. The scale plate represents 
50 μm. 
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图 5  诺丽茎段悬浮细胞培养液 pH 值变化 

Fig. 5  The change of curve of cell suspension culture 
solution of noni’s pH.  

 

 
 

图 6  诺丽茎段细胞悬浮生长曲线 

Fig. 6  The growth curve of stem suspension cells of noni. 

 

2.2.5  细胞活力测定    

对诺丽悬浮细胞活力曲线进行测定，细胞新

陈代谢越旺盛其 OD485 值越高 (图 7A)，且细胞呈

深红色 (图 7B)。以茎段为外植体的悬浮细胞，

OD 值随培养时间的增加而增加，在第 18 天达到

最大 1.9，随后缓慢下降。 

综上，细胞悬浮生长曲线、悬浮液 pH 值、

细胞活力曲线之间存在一定对应关系。诺丽茎

段细胞悬浮培养液细胞生长曲线在 18 d 达到峰

值，数量为 18.97×104 个/mL，而此时悬浮液的

pH 值下降后回升至 pH 值 5.52，用细胞存活力

在第 18 天细胞活力值最大 OD485=1.9，对应了

细胞生长曲线与 pH，此时期细胞悬浮液生长状

态较好。 

2.2.6  细胞存活力测定    

细胞悬浮培养在继代 5−8 次以后，形成稳定

的悬浮培养液，将培养结束的稳定悬浮培养液进

行细胞存活力测定，染色后活细胞无色 (图 8)，

死细胞呈红色，以茎段为外植体的细胞悬浮培养

细胞存活力达到 78.8%。说明培养悬浮细胞的培

养基和继代周期可行。 

2.2.7  悬浮细胞平板培养    

将诺丽茎段细胞悬浮培养液，接种于 MS+  

2.0 mg/L 2,4-D+0.1 mg/L 6-BA 培养基上，25 d 诱

导分化出嫩黄色泥状愈伤组织 (图 9)。 

 

 
 

图 7  诺丽茎段悬浮细胞活力测定 

Fig. 7  Activity determination of noni of stem suspended cell. (A) Suspension cell viability curve of different explants 
of noni. (B) Noni stem cells suspended overnight after staining. 
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图 8  诺丽悬浮细胞染色后活细胞和死细胞 

Fig. 8  Suspension cells of noni after staining live cells 
and dead cells. The scale plate represents 50 μm. 
 

 
 

图 9  诺丽茎段细胞悬浮液的平板培养 

Fig. 9  Cell culture of noni stem cell suspension. The 
size of the Petri dish is 90 mm. 

3  结论与讨论 

不同植物激素及浓度对愈伤组织的诱导的影

响差别较大，其中 2,4-D 和 6-BA 对愈伤组织的诱

导必不可少，这与张志强等[11]诱导诺丽愈伤组织最

适激素组合一致，但培养基的种类不同，他们采

用的是 B5培养基而在本实验中采用的是 MS培养

基，这与实验目的不同有关，用 B5 培养基更利

于次生代谢产物的积累[12]，而我们更关注稳定的

细胞悬浮系的产生，以利于后续用细胞悬浮系进

行遗传转化。此外，张志强等用的外植体是田间

诺丽苗顶芽的叶脉，不仅需要消毒步骤，而且可

取材范围较窄，而本课题组有大批量可用的诺丽

无菌试管苗，几乎所有的茎段都可以作为本实验

外植体，取材范围广。当 6-BA 的浓度为 1 mg/L

时，随着 2,4-D 浓度的增大，会对愈伤组织诱导

及生长产生抑制作用，愈伤组织生长缓慢且易

老化，与吕冬霞等 [13]的研究结果一致。同时，

当 2,4-D 浓度为 0.1 mg/L 时，随着 6-BA 浓度的

增大，愈伤组织的生长速度不会减慢，愈伤组织

的老化程度加快。因此，0.1 mg/L 2,4-D+1.0 mg/L 

6-BA 为诱导诺丽茎段愈伤组织的最佳浓度组合。 

采用适宜的接种量对建立稳定的悬浮培养体

系起关键性作用[14-18]。悬浮培养体系的增殖速率

与初始接种量密切相关，接种量过低或过高均不

利于悬浮细胞的生长和增殖。初始接种量过低，

限制了增长量；反之，过高，则可能由于细胞团

过多而造成培养基养分不足或过多有害分泌物积

累而限制了细胞的快速分裂与生长[19-20]。本试验

研究发现，诺丽茎段悬浮细胞培养的最适宜接种

量为 37.5 g/L，当接种量达到 62.5 g/L 时，细胞

生长量显著降低。 

本研究对诺丽茎段进行细胞悬浮培养研究，

获得了诺丽茎段稳定的细胞悬浮培养液，后续可

对诺丽细胞悬浮系进行次生代谢物的诱导，同时

与诺丽植株本身的功能性物质相对比，以及建立

诺丽细胞悬浮培养动力学模型。稳定的诺丽细胞

悬浮培养液可再生愈伤组织及外植体，从单细胞

直接进行转化，这将成为诺丽遗传转化的优良受

体材料，为诺丽遗传转化高频转化体系奠定了基

础。后续实验拟采用真菌[21-22]、寡糖类物质[23]及

重金属离子 [24]等诱导因子在诺丽茎段愈伤组织

建立的细胞悬浮系中，以诱导袖木醒二酚、巴戟

醌等物质。最新研究发现，采用复合诱导子诱导

处理其他植物细胞时可以合成更高含量的生物活

性物质，这可能得益于复合诱导子具有协同增效

的作用，起到增强诱导能力的效果[25-26]。此外，

后续拟将稳定生长的诺丽细胞悬浮系，经短暂离
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心后直接用于遗传转化，后接种于筛选培养基上。

具体的方法、结论有待进一步研究。 
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