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　　摘要：以带芽茎段、嫩叶与不带芽茎段为外植体，以ＭＳ培养基为基本培养基，采用正交设计研究不同外源激素组
合（６－ＢＡ、ＩＡＡ和ＫＴ）对白花蛇舌草体外培养的影响。结果发现，６－ＢＡ对３种外植体的生长均具有显著影响，ＩＡＡ
和ＫＴ对带芽茎段和嫩叶的生长具有显著影响，但对不带芽茎段的生长无显著影响，３种外源激素对白花蛇舌草的３
种不同部位来源材料的丛生芽增殖均无显著影响。综合考虑材料的生长与芽增殖情况，发现以白花蛇舌草带芽茎段

进行丛生芽诱导的最适培养基为ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．３ｍｇ／ＬＫＴ；以白花蛇舌草的幼嫩叶片进
行丛生芽诱导的最适培养基为ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．３ｍｇ／ＬＫＴ；白花蛇舌草不带腋芽茎段进行
丛生芽诱导的最适培养基为ＭＳ＋２．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．３ｍｇ／ＬＫＴ。同时发现幼嫩叶片或不带芽嫩茎
作为丛生芽诱导起始材料比带芽茎段更理想，成苗质量更好。
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　　白花蛇舌草（ＨｅｄｙｏｔｉｃｄｉｆｆｕｓａＷｉｌｌｄ．）为茜草科耳草属一
年生草本植物。全草入药，味苦、甘，性寒。具有清热解毒、利

湿之功效，用于治疗肺热喘嗽、毒蛇咬伤、咽喉肿痛等疾

病［１］。白花蛇舌草广泛分布于亚热带地区，主产于我国福

建、广东、江西、浙江、湖南等地，云南、贵州及四川南部亦有大

量分布［２］。化学研究表明，白花蛇舌草中主要含有萜类、蒽

醌类、黄酮类、挥发油类、苯丙素和香豆素类、甾醇类、含酸化

合物、多糖类化合物，其中萜类为白花蛇舌草的主要成

分［３－４］。现代药理研究发现，白花蛇舌草具有抗氧化、抗肿

瘤、增强免疫、神经保护等多种药理作用［５－１０］，具有重要的开

发应用价值。

近年来，由于使用量增加，白花蛇舌草资源不断枯竭，产

量难以满足市场需求。且在人工栽培种植过程中发现白花蛇

舌草极易混入伞房花耳草等伪品植株，造成药材品质下降。

为了解决白花蛇舌草种源纯化问题，笔者在前人研究［１１－１２］的

基础上，采用正交试验设计，优化白花蛇舌草组织培养快速繁

殖体系。同时，在研究过程中，发现白花蛇舌草不同部位在离

体条件下较为容易再生获得植株，因此，本研究也采用正交试

验设计对白花蛇舌草不同外植体的植株再生及培养体系进行

筛选、优化，建立了不同外植体的快速繁殖培养体系，为其离

体快繁技术的建立提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
材料采自广西壮族自治区药用植物园，为野生白花蛇舌

草的种子，种子播种于 ＭＳ基本培养基，发芽后获得无菌苗，
再选取无菌苗的不同部位进行丛生芽诱导培养，最后对丛生

芽进行生根培养。

１．２　试验方法
１．２．１　种子消毒　取白花蛇舌草的成熟未开裂果实，依次用
２％（体积分数）洗洁精水溶液浸泡５ｍｉｎ，线状自来水冲洗
１５～３０ｍｉｎ，用７５％的乙醇灭菌１５ｓ，无菌水冲洗１遍，再置
于添加了２～３滴吐温－２０的０．１％（体积分数）氯化汞溶液
中消毒９ｍｉｎ，无菌水冲洗３～５次，每次浸洗２ｍｉｎ，无菌滤纸
吸干外植体表面的水分后，在无菌操作台上将果实拨开，将种

子接种于ＭＳ空白培养基上培养促进种子萌发。培养条件为
光照度１５００～２０００ｌｘ，光照时间１２ｈ／ｄ，温度（２６±２）℃。
１．２．２　试验培养基设计　试验采用正交试验进行，以ＭＳ为
基本培养基，应用正交表 Ｌ９（３

４），对６－ＢＡ、ＫＴ和 ＩＡＡ等３
个因素的３个水平设计正交试验培养基。正交试验的激素水
平见表１。

表１　正交试验因素水平

水平
因素

Ａ：６－ＢＡ（ｍｇ／Ｌ） Ｂ：ＩＡＡ（ｍｇ／Ｌ） Ｃ：ＫＴ（ｍｇ／Ｌ）
１ ０．５ ０．１ ０．１
２ １．５ ０．３ ０．３
３ ２．５ ０．５ ０．５

１．２．３　不同外植体的处理　将种子萌发后的嫩芽接种到添
加０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的ＭＳ培养基上培养，培养条件为光照度
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１５００～２０００ｌｘ，光照时间１２ｈ／ｄ，温度（２６±２）℃。获得足
够数量的丛生芽后，分别选取丛生芽的３个不同部位（带芽
茎段、幼嫩叶片、不带芽茎段）作为外植体进行正交试验。

带芽茎段：切下１ｃｍ的顶芽或带１个腋芽的茎段，插入
到培养基上培养，插入深度０．３～０．４ｃｍ；幼嫩叶片：切取长
约０．５ｃｍ、宽度基本一致的幼嫩叶片，在叶片上用解剖刀轻
轻划２道伤口后，平铺到培养基表面培养；不带芽茎段的处
理：选取幼嫩茎段，切取长度约０．５ｃｍ的节间部分，平铺到培
养基表面培养。

１．２．４　材料培养及数据统计　每个试验处理４瓶，每瓶接种
５个外植体，培养条件为光照度 １５００～２０００ｌｘ，光照时间
１２ｈ／ｄ，温度（２６±２）℃，培养室中培养３０ｄ后测定试管苗平
均生长率和芽增殖系数。其中平均生长率＝（３０ｄ后材料质
量－接种时材料质量）／接种时材料质量；平均芽增殖系数 ＝
（３０ｄ后芽数－接种时材料数）／接种时材料数。

２　结果与分析

２．１　外源激素对白花蛇舌草带芽茎段培养的影响
前期研究发现白花蛇舌草的外植体在无菌组培条件下较

容易获得丛生芽。为了明确不同激素组合对白花蛇舌草的带

芽茎段增殖的影响，本研究将１ｃｍ的顶芽或带１个腋芽的茎
段，接种到正交试验培养基中，每天观察记录接种材料的变

化。结果发现，培养５ｄ开始，接触培养基的切口部位开始膨
大形成疏松愈伤组织，之后逐渐形成胚性愈伤，到１１～１３ｄ
可明显观察到接触培养基的切口部位形成丛生芽团，并长出

少量成型丛生芽（图１）。但不接触培养基部分的腋芽或顶芽
伸长，未见分化形成丛生芽。

　　对带芽茎段培养的正交试验结果见表２至表４。平均生
长率结果来看，白花蛇舌草带芽茎段培养３０ｄ后，平均生长率
在４．７～７．６倍之间。直观分析结果发现，３种外源激素对带芽
茎段培养的平均生长率影响顺序为 Ａ（６－ＢＡ）＞Ｃ（ＫＴ）＞
Ｂ（ＩＡＡ），且３种激素均表现出低浓度促进生长，但浓度过高
均抑制平均生长率的进一步增高。方差分析结果发现，３种
激素对白花蛇舌草带芽茎段的平均生长率均具有显著影响，

Ｆ值分别为４４．３３、３６．３３和２５．５８。根据平均生长率的分析
结果，确定带芽茎段增殖的最佳培养基外源激素配方为

Ａ２Ｂ２Ｃ２，即ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．３ｍｇ／Ｌ
ＫＴ。
　　由芽的平均增殖系数结果可发现，白花蛇舌草带芽茎段
培养的平均芽增殖系数均在２３倍以上。直观分析结果发现，

表２　白花蛇舌草茎段培养正交试验结果与直观分析

编号 ６－ＢＡ ＩＡＡ ＫＴ 空白 平均生长率 芽增殖系数

１ １ １ １ １ ５．１ ２３．２
２ １ ２ ２ ２ ６．６ ３３．５
３ １ ３ ３ ３ ４．７ ４２．７
４ ２ １ ２ ３ ７．６ ４７．６
５ ２ ２ ３ １ ６．９ ３９．５
６ ２ ３ １ ２ ５．３ ３３．８
７ ３ １ ３ ２ ５．５ ３６．３
８ ３ ２ １ ３ ５．１ ４６．２
９ ３ ３ ２ １ ４．８ ４１．５

平均生长率直观分析

ｋ１ ５．４７ ６．０７ ５．１７ ５．６０
ｋ２ ６．６０ ６．２０ ６．３３ ５．８０
ｋ３ ５．１３ ４．９３ ５．７０ ５．８０
Ｒ １．４７ １．２７ １．１７ ０．２０

芽增殖系数直观分析

ｋ１ ３３．１３ ３５．７０ ３４．４０ ３４．７３
ｋ２ ４０．３０ ３９．７３ ４０．８７ ３４．５３
ｋ３ ４１．３３ ３９．３３ ３９．５０ ４５．５０
Ｒ ８．２０ ４．０３ ６．４７ １０．９７

表３　白花蛇舌草带芽茎段培养平均生长率方差分析

方差来源 离均差平方和 自由度 方差 Ｆ值 Ｐ值
Ａ ３．５５ ２ １．７７ ４４．３３ ０．１０＞Ｐ＞０．０５
Ｂ ２．９１ ２ １．４５ ３６．３３ ０．１０＞Ｐ＞０．０５
Ｃ ２．０５ ２ １．０２ ２５．５８ ０．１０＞Ｐ＞０．０５
误差 ０．０８ ２ ０．０４ １．００

表４　白花蛇舌草带芽茎段培养芽增殖系数方差分析

方差来源 离均差平方和 自由度 方差 Ｆ值 Ｐ值
Ａ １１９．６７ ２ ５９．８３ ０．５１ Ｐ＞０．１
Ｂ ２９．６３ ２ １４．８１ ０．１３ Ｐ＞０．１
Ｃ ６９．７０ ２ ３４．８５ ０．３０ Ｐ＞０．１
误差 ２３６．２３ ２ １１８．１１ １．００

３种外源激素对叶片培养芽增殖系数影响顺序为Ａ（６－ＢＡ）＞
Ｃ（ＫＴ）＞Ｂ（ＩＡＡ），其中６－ＢＡ浓度的提高有利于促进带芽茎
段培养材料丛生芽的增殖，而适度增加 ＩＡＡ和 ＫＴ浓度可促
进丛生芽的增殖，但浓度过高具有抑制作用。方差分析结果

表明，３种激素均对带芽茎段培养材料均无显著影响，Ｐ值
均＞０．１。但不同培养基上的芽增殖系数差异较大，最低的芽
增殖系数为２３．２倍，而最高的芽增殖系数为４６．２倍。根据
平均芽增殖系数的分析结果，确定带芽茎段增殖的最佳培养

基外源激素配方为 Ａ３Ｂ２Ｃ２，即 ＭＳ＋２．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．３ｍｇ／ＬＫＴ。

根据上述分析结果，３种外源激素对带芽茎段培养材料
的平均生长率具有显著影响，对芽增殖系数没有显著影响，较

高浓度下，芽的增殖系数也较高。在试验过程中还发现，带芽

茎段培养的材料中，接种的母芽很少分化形成丛生芽，仅为顶

芽抽长或长出少量腋芽，而且培养材料容易出现叶片黄化、老

化的现象。而接触培养基的切口部位长出的新的丛生芽由于

生长空间限制，长势不一致，不利于实际生产利用。因此根据

结果分析与材料的实际生长状况，确定嫩芽或腋芽增殖的最

佳培养基外源激素配比为Ａ２Ｂ２Ｃ２，即ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
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０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．３ｍｇ／ＬＫＴ。
２．２　外源激素对白花蛇舌草叶片培养的影响

在进行带芽茎段培养的过程中，发现接触培养基的幼嫩

叶片出现膨大，并形成丛生芽的现象。为了验证这一现象，并

探讨不同外源激素组合对白花蛇舌草叶片培养的影响，本研

究将白花蛇舌草的无菌幼嫩叶片外植体接入不同激素不同水

平的ＭＳ培养基，观察记录其生长发育情况。结果发现白花
蛇舌草叶片培养的成芽率为１００％，所有培养叶片均膨大形
成疏松愈伤组织，再形成胚性愈伤，继而形成丛生芽簇。幼嫩

叶片在培养基上培养４～６ｄ开始从切口部位出现不同程度
的蜷曲膨胀，６ｄ开始在膨大部位长出翠绿色成簇的不定芽
点，１０ｄ时不定芽分化更为明显，高约０．５ｃｍ，呈翠绿色，且
向无切口部位扩大，之后逐渐形成丛生芽簇（图２）。

　　３０ｄ后统计叶片外植体的平均生长率与芽增殖系数，结
果见表５见表７。根据平均生长率结果，白花蛇舌草叶片外
植体培养３０ｄ后，最低的平均生长率为４．１倍，最高的平均
生长率为８．１倍。平均生长率的直观分析结果发现，３种外
源激素对叶片培养平均生长率的影响顺序为 Ｂ（ＩＡＡ）＞Ｃ
（ＫＴ）＞Ａ（６－ＢＡ），其中６－ＢＡ浓度增加，抑制平均生长率
的提高，ＩＡＡ浓度的增加可促进平均生长率的提高，而适度增
加ＫＴ浓度可提高平均生长率，但浓度过高具有抑制作用。
方差分析发现３种激素均对叶片的增殖具有影响，Ｆ值分别
为１０．１１、４３．００和２１．４４。根据平均生长率的分析结果，确
定叶片增殖的最佳培养基外源激素配方为 Ａ１Ｂ３Ｃ２，即 ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．３ｍｇ／ＬＫＴ。

根据芽的平均增殖系数结果，白花蛇舌草叶片外植体培

养的平均芽增殖系数均在２５倍以上。直观分析结果发现，３
种外源激素对叶片培养芽增殖系数影响顺序为Ａ（６－ＢＡ）＞
Ｃ（ＫＴ）＞Ｂ（ＩＡＡ），其中６－ＢＡ和 ＩＡＡ浓度的提高有利于叶
片培养材料丛生芽的增殖，而适度增加 ＫＴ浓度可促进叶片
培养材料丛生芽的增殖，但浓度过高具有抑制作用。方差分

析发现，３种激素均对叶片培养无显著影响，Ｐ值均 ＞０．１。
但不同培养基上的芽增殖系数差异较大，最低的芽增殖系数

为２５．３倍，而最高的芽增殖系数为５４．５倍。根据平均芽增
殖系数的分析结果，确定叶片增殖的最佳培养基外源激素配

方为Ａ３Ｂ３Ｃ２，即 ＭＳ＋２．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋
０．３ｍｇ／ＬＫＴ。

上述分析结果表明，３种外源激素对叶片培养的平均生
长率具有显著影响，对芽增殖系数没有显著影响，且芽的增殖

系数随着激素浓度的增加而增加。但在本试验过程中发现，

表５　白花蛇舌草叶片培养正交实验结果与直观分析

编号 ６－ＢＡ ＩＡＡ ＫＴ 空白 平均生长率 芽增殖系数

１ １ １ １ １ ５．３ ２５．３
２ １ ２ ２ ２ ８．１ ３７．６
３ １ ３ ３ ３ ６．５ ４５．５
４ ２ １ ２ ３ ４．９ ４８．０
５ ２ ２ ３ １ ５．１ ３５．２
６ ２ ３ １ ２ ６．６ ２８．８
７ ３ １ ３ ２ ４．１ ３３．７
８ ３ ２ １ ３ ６．５ ５２．１
９ ３ ３ ２ １ ７．５ ５４．５

平均生长率直观分析

ｋ１ ６．６３ ４．７７ ６．１３ ５．９７
ｋ２ ５．５３ ６．５７ ６．８３ ６．２７
ｋ３ ６．０３ ６．８７ ５．２３ ５．９７
Ｒ １．１０ ２．１０ １．６０ ０．３０

芽增殖系数直观分析

ｋ１ ３６．１３ ３５．６７ ３５．４０ ３８．３３
ｋ２ ３７．３３ ４１．６３ ４６．７０ ３３．３７
ｋ３ ４６．７７ ４２．９３ ３８．１３ ４８．５３
Ｒ １０．６３ ７．２７ １１．３０ １５．１７

表６　白花蛇舌草叶片培养平均生长率方差分析

方差来源 离均差平方和 自由度 方差 Ｆ值 Ｐ值
Ａ １．８２ ２ ０．９１ １０．１１ ０．１０＞Ｐ＞０．０５
Ｂ ７．７４ ２ ３．８７ ４３．００ ０．０１＜Ｐ＜０．０５
Ｃ ３．８６ ２ １．９３ ２１．４４ ０．０１＜Ｐ＜０．０５
误差 ０．１８ ２ ０．０９ １．００

表７　白花蛇舌草叶片培养芽增殖系数方差分析

方差来源 离均差平方和 自由度 方差 Ｆ值 Ｐ值
Ａ ２０３．５０ ２ １０１．７５ ０．５７ Ｐ＞０．１
Ｂ ９０．１０ ２ ４５．０５ ０．２５ Ｐ＞０．１
Ｃ ２０８．５５ ２ １０４．２７ ０．５８ Ｐ＞０．１
误差 ３５８．７４ ２ １７９．３７ １．００

叶片培养材料的芽增殖系数增加到一定程度后，由于生长空

间不足，容易造成丛生芽纤细、黄化等现象，培养时间稍微延

长容易出现枯死，不利于种苗的工厂化生产。因此根据结果

分析与材料的实际生长状况，确定叶片增殖的最佳培养基外

源激素配比为Ａ１Ｂ３Ｃ２，即 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＩＡＡ＋０．３ｍｇ／ＬＫＴ。在此培养条件下，平均生长率约为７．５
倍，芽增殖系数约为４０倍，材料生长状况良好，丛生芽粗壮，
色泽翠绿。

２．３　外源激素对白花蛇舌草茎段（不带腋芽）培养的影响
为了拓展外植体来源，为其他材料的组织培养，尤其是珍

稀濒危物种的组织培养提供技术依据，本研究还考察了不同

激素组合对白花蛇舌草节间不带芽茎段培养的影响。结果发

现，白花蛇舌草不带芽的茎段培养成芽率为１００％，所有培养
茎段均从两端切口处膨大形成疏松愈伤组织后形成胚性愈

伤，继而形成丛生芽簇。根据试验记录，茎段在培养基上培养

３～４ｄ开始从切口部位出现不同程度的膨大，１０～１２ｄ观察
到茎段两端长出大量丛生芽（图３）。
　　３０ｄ后统计茎段外植体的平均生长率与芽增殖系数，结
果见表８至表１０。根据平均生长率结果，白花蛇舌草茎段外
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表８　白花蛇舌草不带芽茎段培养正交实验结果与直观分析

编号 ６－ＢＡ ＩＡＡ ＫＴ 空白 平均生长率 芽增殖系数

１ １ １ １ １ ４．６ ２３．９
２ １ ２ ２ ２ ５．５ ２６．２
３ １ ３ ３ ３ ５．０ ３５．５
４ ２ １ ２ ３ ６．３ ３３．０
５ ２ ２ ３ １ ６．１ ２７．８
６ ２ ３ １ ２ ５．３ ２５．２
７ ３ １ ３ ２ ８．７ ３８．４
８ ３ ２ １ ３ ９．４ ４５．０
９ ３ ３ ２ １ ８．３ ３０．８

平均生长率直观分析

ｋ１ ５．０３ ６．５３ ６．４３ ６．３３
ｋ２ ５．９０ ７．００ ６．７０ ６．５０
ｋ３ ８．８０ ６．２０ ６．６０ ６．９０
Ｒ ３．７７ ０．８０ ０．２７ ０．５７

芽增殖系数直观分析

ｋ１ ２８．５３ ３１．７７ ３１．３７ ２７．５０
ｋ２ ２８．６７ ３３．００ ３０．００ ２９．９３
ｋ３ ３８．０７ ３０．５０ ３３．９０ ３７．８３
Ｒ ９．５３ ２．５０ ３．９０ １０．３３

表９　白花蛇舌草不带芽茎段培养平均生长率方差分析

方差来源 离均差平方和 自由度 方差 Ｆ值 Ｐ值
Ａ ２３．３５ ２ １１．６７ ４５．８８ ０．１０＞Ｐ＞０．０５
Ｂ ０．９７ ２ ０．４８ １．９０ Ｐ＞０．１
Ｃ ０．１１ ２ ０．０５ ０．２１ Ｐ＞０．１
误差 ０．５１ ２ ０．２５ １．００

表１０　白花蛇舌草不带芽茎段培养芽增殖系数方差分析

方差来源 离均差平方和 自由度 方差 Ｆ值 Ｐ值
Ａ １７９．２６ ２ ８９．６３ １．０２ Ｐ＞０．１
Ｂ ９．３８ ２ ４．６９ ０．０５ Ｐ＞０．１
Ｃ ２３．５０ ２ １１．７５ ０．１３ Ｐ＞０．１
误差 １７５．１１ ２ ８７．５５ １．００

植体培养３０ｄ后，最低的平均生长率为４．６倍，最高的平均
生长率为９．４倍。从平均生长率的直观分析结果发现，３种
外源激素对叶片培养芽增殖系数影响顺序为Ａ（６－ＢＡ）＞Ｂ
（ＩＡＡ）＞Ｃ（ＫＴ），其中６－ＢＡ浓度的提高可显著提高茎段培
养材料的平均生长率，范围值Ｒ为３．７７，而ＩＡＡ与ＫＴ浓度的
提高对茎段培养平均生长率的影响不大，范围值 Ｒ分别为
０８０和０．２７。方差分析发现６－ＢＡ对茎段培养的平均生长
率具有显著影响，而 ＩＡＡ和 ＫＴ无显著影响。根据平均生长

率的分析结果，确定茎段增殖的最佳培养基外源激素配方为

Ａ３Ｂ２Ｃ２，即ＭＳ＋２．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．３ｍｇ／Ｌ
ＫＴ。

根据芽的平均增殖系数结果，发现白花蛇舌草茎段外植体

培养的平均芽增殖系数均在２３．９倍以上。直观分析发现，３
种外源激素对叶片培养芽增殖系数影响顺序为Ａ（６－ＢＡ）＞Ｃ
（ＫＴ）＞Ｂ（ＩＡＡ），其中６－ＢＡ浓度的提高可显著提高茎段培
养材料的芽增殖系数，范围值 Ｒ为９．５３；适度的 ＩＡＡ浓度可
提高茎段材料的芽增殖系数，但浓度过高具有抑制作用；ＫＴ
浓度的增加对茎段培养材料的影响不具有规律性，试验中表

现为较低与较高浓度均能提高培养材料的芽增殖系数。方差

分析发现３种激素对叶片培养均无显著影响，Ｐ值均 ＞０．１。
但不同培养基上的芽增殖系数差异较大，最低的芽增殖系数

为２３．９倍，而最高的芽增殖系数为４５．０倍。根据平均芽增
殖系数的分析结果，确定叶片增殖的最佳培养基外源激素配

方为Ａ３Ｂ２Ｃ３，即 ＭＳ＋２．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＫＴ。

上述分析结果表明，６－ＢＡ对茎段培养的平均生长率具
有显著影响，对芽增殖系数没有显著影响，ＩＡＡ与 ＫＴ对茎段
培养的平均生长率和芽增殖系数均无显著影响，但较高浓度

的激素组合获得较高的芽增殖系数。在试验过程中观察发

现，茎段培养获得的丛生芽长势较为均一，色泽翠绿，植株健

壮，是比较理想的工厂化生产材料。因此根据结果分析与材

料的实际生长状况，确定茎段培养的最佳培养基外源激素配

比为Ａ３Ｂ２Ｃ２，即 ＭＳ＋２．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ＋
０．３ｍｇ／ＬＫＴ。在此培养条件下，平均生长率约为９．０倍，芽
增殖系数约为４０倍，材料生长状况良好，丛生芽粗壮，色泽
翠绿。

３　讨论

在体外培养条件下，白花蛇舌草的芽、幼嫩叶片与不带芽

茎段均适用于丛生芽的诱导培养，均可培养获得大量丛生芽，

且成芽率均达１００％。但不同来源的外植体培养效果并不相
同，几乎所有丛生芽均是通过接触培养基的切口部位萌动形

成愈伤组织后再生形成丛生芽。嫩芽或带腋芽嫩茎培养的材

料，不接触培养基部分往上延伸，但不分化形成丛生芽，顶部

材料容易枯黄，而基部材料由于空间限制，丛生芽长势不均

一，难以获得优质材料。以幼嫩叶片或不带芽嫩茎为外植体

培养的材料，获得的丛生芽长势较为均一，颜色翠绿新鲜，成

苗质量较好，但需要控制丛生芽增殖系数，以免增殖系数过

高，获得的丛生芽缺少生存空间而出现黄化等现象。

不同的激素组合对白花蛇舌草外植体培养的影响不同，

嫩芽或腋芽培养的最佳培养基激素配比为 ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．３ｍｇ／ＬＫＴ；以幼嫩叶片为外植体
培养的最佳培养基激素配比为 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．３ｍｇ／ＬＫＴ；以茎段为外植体培养的最佳培
养基激素配比为 ＭＳ＋２．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ＋
０．３ｍｇ／ＬＫＴ。但综合考虑整体试验结果，３种材料的最适
６－ＢＡ浓度均不相同，表明对３种不同外植体培养产生的不
同影响主要来源为６－ＢＡ。

数据分析发现，白花蛇舌草不同外植体培养材料的平均

—８１— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
生长率与芽增殖系数之间并不存在线性关系，平均增长率高

的试验组，芽增殖系数并不一定高，反之亦然。因此，在进行

最佳培养条件确定时，需要综合材料的培养状况，选择适宜生

产最优质培养材料的培养方案。
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金针菇菌株遗传多样性的 ＲＡＰＤ分析
李　红，李　超，张　敏

（辽宁省农业科学院食用菌研究所，辽宁沈阳１１０１６１）

　　摘要：采用ＲＡＰＤ分子标记技术对３５株来源不同的金针菇菌株进行遗传多样性分析，从２２条引物中筛选出８条
多态性丰富、谱带清晰且重复性好的引物进行了ＲＡＰＤ－ＰＣＲ扩增。结果表明：８条引物共扩增出６８条条带，其中多
态性条带为５６条，多态位点率为８２％，遗传相异系数变化范围为０～０．７１。在遗传相异系数为０．６０时，可将３５个金
针菇菌株划为五大类群，为今后金针菇的分类鉴定及遗传育种亲本的选配提供了理论依据。

　　关键词：金针菇；ＲＡＰＤ；分子标记；遗传多样性；多态性；谱带；重复性；多态位点；分类鉴定
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食药用菌菌种选育及栽培研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉ７９ｈｏｎｇ＠１６３．ｃｏｍ。
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　　金针菇［Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａｖｅｌｕｔｉｐｅｓ（Ｆｒ．）Ｓｉｎｇｅｒ．］隶属于真菌
门担子菌亚门层菌纲无隔担子菌亚纲伞菌目口蘑科小火焰菌

属，因形似金针菜而得名。金针菇是古今中外著名的食用菌

之一，金针菇蛋白质含量高，氨基酸种类丰富，具有抗癌功能，

经常食用具有预防高血压、治疗肝病和胃溃疡等功效。金针

菇特别以富含赖氨酸而著称，可以活化神经细胞，促进智力发

育，素有“增智菇”之美称，是当今市场上十分走俏的天然保

健食品之一。随着金针菇产业的迅速发展，金针菇新品种选

育已成为食用菌育种研究的重要内容之一，为此，开展金针菇

菌株的遗传多样性分析及了解菌株间遗传差异就具有重要

意义。

随机扩增多态性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ＤＮＡ，简称ＲＡＰＤ）标记以基因组ＤＮＡ为模板，以１个随机的

寡核苷酸序列（通常为１０个碱基对）作引物，通过 ＰＣＲ扩增
反应，产生不连续的 ＤＮＡ产物，用以检测 ＤＮＡ序列的多态
性。它具有程序简单、ＤＮＡ用量少、随机引物没有严格的种
属界限、不须要事先知道基因组的任何分子信息就能快速检

测大量遗传多态性等优点。在食用菌领域常用于品种鉴定、

遗传关系分析、分子遗传的构建及基因定位等研究。Ｋｈｕｓｈ
等用ＲＡＰＤ技术分析双孢蘑菇的野生和栽培品种，在８个异
核体中识别出７个不同的基因型。说明ＲＡＰＤ标记在遗传研
究中的通用性和对菌株指纹识别的有效性［１］。Ｚｈａｎｇ等用
ＲＡＰＤ标记对１５个香菇菌株行分析，其中１３个菌株的 ＤＮＡ
指纹各异，２个菌株谱带一致，说明ＲＡＰＤ标记可用于鉴别香
菇菌种，并可用于香菇育种和菌种改良［２］。詹才新等以金针

菇不同亲本菌株及其杂交种为材料进行 ＲＡＰＤ分析后，认为
ＲＡＰＤ技术可鉴别出真伪杂种［３］。Ｃａｓｔｌｅ等曾以 ＲＦＬＰ为标
记进行双孢蘑菇及大肥菇种内和种间多态性研究。王翠等应

用ＲＡＰＤ技术对滇西北地区冬虫夏草、阔孢虫草和蛹虫草进
行遗传分化研究，表明虫草群体中存在着显著的地区差异

性［４］。本研究应用ＲＡＰＤ－ＰＣＲ分子标记的方法对金针菇菌
株遗传多样性进行分析，以期为金针菇资源遗传多样性及遗
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