
书书书

崔瑞峰，杜　娟，马瑞霞．红掌叶片愈伤组织诱导的研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（９）：２４－２６．

红掌叶片愈伤组织诱导的研究

崔瑞峰，杜　娟，马瑞霞
（安阳工学院生物与食品工程学院 河南安阳４５５０００）

　　摘要：以红掌叶片为外植体，对愈伤组织的诱导进行研究。结果表明，使用０．１％的 ＨｇＣｌ２对叶片进行消毒，浸泡

６～８ｍｉｎ消毒效果较好；在ＭＳ培养基中添加 ６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ０．１ｍｇ／Ｌ和３％ 蔗糖，放在１０００ｌｘ左右的
光照条件下进行培养，可获得较高的愈伤组织诱导率，诱导率可达７６．８％，且愈伤组织生长良好。
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　　红掌（Ａｎｔｈｕｒｉｕｍａｎｄｒａｅａｎｕｍ）别称安祖花、火鹤花、花烛、
灯台花、红鹤芋，是天南星科花烛属多年生常绿草本植物。目

前红掌在国际上非常流行，市场售价高，经济效益可观，市场

潜力巨大。从全球花卉市场看，红掌销售额仅次于热带花卉

兰花，列居第２位，已成为当前国际上流行的名贵切花材料与
盆栽品种。红掌常规的繁殖方法主要是分株繁殖，而分株繁

殖易产生变异，影响花的品质，并且繁殖率低、增殖速度慢，无

法满足规模化生产的要求。利用植物离体培养技术，建立优

化红掌再生体系，无疑为其快速繁殖提供了一种有效的新

途径［１］。

从世界范围来看红掌在组织培养方面的研究，欧洲水平

较高，亚洲次之，非洲较差。欧洲现已开展育种等方面的研

究，其他地区主要进行组培与栽培技术的探索，荷兰红掌研究

居世界领先地位［２］。我国从１９９８年开始研究，现已成功掌握
了植株再生体系的建立、继代增殖培养、壮苗和生根培养、移

栽和温室育苗等技术。但在研究过程中，由于采用的品种不

同，外植体的种类、生理年龄也不一样，因此，报道的愈伤组织

诱导和芽再生等最佳培养条件、再生频率及生长周期等结论

存在较大差异［３］。本试验在充分吸取前人研究工作的基础

上，于２０１１—２０１２年在安阳工学院生物与食品学院植物组织
培养试验室进行了一系列的研究探索，旨在利用红掌叶片为

外植体，对其愈伤组织的诱导进行探索研究，为我国红掌的离

体培养和工厂化育苗提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试红掌品种为盆栽“亚丽桑娜”，由安阳工学院生物与

食品学院园艺教研室提供。

１．２　试验方法
１．２．１　外植体的表面消毒　取室内盆栽红掌抽出１周左右

的嫩叶片，在自来水下冲洗 １ｈ，置于超净工作台上，先用
７０％的乙醇浸泡 ３０ｓ，无菌水冲洗 １次，然后用 ０．１％的
ＨｇＣｌ２进行消毒，分别设消毒时间为 ２、４、６、８、１０ｍｉｎ，选择最
佳消毒时间［４］，最后用无菌水涮洗 ５～６次，切成大小约为
０５ｃｍ２的小块，无菌操作接种于培养基上。每隔３ｄ调查１
次，观察期为６０ｄ，统计外植体的污染率及外植体的变化状
况。外植体污染率 ＝（外植污染数／接种外植体数）×
１００％［５］。　
１．２．２　愈伤组织的诱导
１．２．２．１　基本培养基对叶片愈伤组织诱导的影响　取初展
的红掌叶片为外植体，叶背朝下，接种于培养基表面。采用

ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ０．１ｍｇ／Ｌ的激素组合，以ＭＳ、１／２ＭＳ、
Ｂ５、Ｎ６、Ｎｉｔｓｃｈ为 ５种基本培养基［６］，进行基本培养基的

筛选。

１．２．２．２　不同激素组合对叶片愈伤组织诱导　将初展的叶
片切成０．５ｃｍ２的小块，接种到６－ＢＡ、２，４－Ｄ２种不同激素
组合的ＭＳ培养基中进行培养，研究不同激素组合对红掌叶
片愈伤组织诱导效果的影响。

１．２．２．３　不同蔗糖浓度对叶片愈伤组织的诱导　将初展叶片
接种在含有蔗糖１５、３０、４５ｇ／Ｌ激素组合为６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋
２，４－Ｄ０．１ｍｇ／Ｌ的ＭＳ培养基中，了解不同蔗糖浓度对叶片
愈伤组织诱导效果的影响。

１．２．２．４　光照强度对愈伤组织诱导的影响　取初展的红掌
叶片为外植体，叶背朝下，接种在６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ
０．１ｍｇ／Ｌ的 ＭＳ培养基表面，放在暗培养、１０００、１５００、
２０００、３０００ｌｘ这５种光照模式下进行培养，观察光照强度对
愈伤组织诱导的影响。

在愈伤组织诱导试验中，每隔３ｄ观察１次，观察期为
９０ｄ，统计愈伤组织的诱导率和分化率。愈伤组织诱导率 ＝
（诱导出愈伤的外植体数／接种外植体数）×１００％；愈伤组织
分化率＝（分化出不定芽的愈伤组织块数／接种的愈伤组织
块数）×１００％；愈伤组织发生时间为愈伤组织诱导率达到
５０％时的天数。
１．３　培养条件

将接种好的培养瓶放入培养室中，基本培养基全部为ＭＳ
培养基，琼脂７ｇ／Ｌ、葡萄糖３０ｇ／Ｌ，培养温度为（２５±２）℃，ｐＨ
值为５．８，光照时间为１２ｈ／ｄ，光照强度为１５００～２０００ｌｘ，空
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气相对湿度８０％左右。每个处理１０瓶，每瓶接种３个外植体，
３次重复。

２　结果与分析

２．１　外植体的表面消毒
由表１可知，随着０．１％ ＨｇＣｌ２消毒时间的延长，初代培

养物的污染率下降。消毒４～６ｍｉｎ时，污染率急剧下降，当
消毒时间达到８～１０ｍｉｎ时，绝大多数的污染病菌已被杀死，
说明随着消毒时间的延长对菌类的杀伤力也越来越强。但从

消毒４ｍｉｎ开始，随着时间的延长，对叶片的伤害也越来越
大，消毒１０ｍｉｎ时，叶片的死亡率达到了５５％。因此，从低污
染、高成活率来考虑，用０．１％ ＨｇＣｌ２消毒，６～８ｍｉｎ是最适
宜的消毒时间。

表１　０．１％ ＨｇＣｌ２不同消毒时间对外植体的影响

消毒时间

（ｍｉｎ）
接种数

（个）

污染数

（个）

污染率

（％）
死亡率

（％）

２ ５０ ４４ ８８ ０
４ ５０ ３０ ６０ ０
６ ５０ １２ ３４ ２
８ ５０ ８ １６ １０
１０ ５０ ２ ４ ５５

２．２　愈伤组织的诱导
２．２．１　不同培养基对叶片愈伤组织诱导的影响　由表２可
知，ＭＳ、１／２ＭＳ、Ｎｉｔｓｃｈ３种培养基愈伤组织诱导率明显比Ｂ５、
Ｎ６培养基高，ＭＳ培养基上的诱导率最高达到９３．９％，而 Ｂ５
培养基诱导愈伤组织最差，诱导率只有３０％。在愈伤组织平
均发生时间上，同样的培养条件下，ＭＳ、Ｂ５能较早诱导叶片
愈伤组织的发生，愈伤组织平均发生时间为 ４８、５０ｄ，而
１／２ＭＳ、Ｎｉｔｓｃｈ次之，Ｎ６诱导愈伤组织时间最长，需要７８ｄ。
通过全面比较得出，诱导红掌叶片产生愈伤组织以 ＭＳ培养
基较适合。

表２　不同培养基对愈伤组织诱导的影响

培养基类型
愈伤组织诱导率

（％）
愈伤组织发生时间

（ｄ）

ＭＳ ９３．９ ４８
１／２ＭＳ ８０．６ ６３
Ｂ５ ３０．０ ５０
Ｎ６ ６１．１ ７８
Ｎｉｔｓｃｈ ８６．２ ５８

２．２．２　不同激素组合对叶片愈伤组织诱导的影响　由表３
可知，通过对６－ＢＡ和２，４－Ｄ不同浓度配比试验证明，以配
方５愈伤组织诱导率最高，达到７３．３％，其次是配方６，最差
的是配方 １、４。说明愈伤组织诱导培养基中，６－ＢＡ和
２，４－Ｄ共同作用有利于植物细胞进行脱分化，培养基中加入
单一成分，愈伤组织诱导率较低。因此在 ＭＳ培养基中添加
６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ和２，４－Ｄ０．１ｍｇ／Ｌ为最佳组合，有利于叶
片愈伤组织的诱导。

２．２．３　不同蔗糖浓度对愈伤组织的诱导　在培养基中，添加
不同浓度的蔗糖，对红掌叶片愈伤组织的形成影响效果不同［１］。

表３　不同激素配比对叶片愈伤组织诱导的影响

编号
激素（ｍｇ／Ｌ）
６－ＢＡ ２，４－Ｄ

接种数

（个）

愈伤组织数

（个）

愈伤组织诱导率

（％）

１ ０．５ ０ ３０ ７ ２３．３ｄ
２ ０．５ ０．１ ３０ １６ ５３．３ｃ
３ ０．５ ０．２ ３０ １５ ５０．０ｃ
４ １．０ ０ ３０ ５ １６．７ｄ
５ １．０ ０．１ ３０ ２２ ７３．３ａ
６ １．０ ０．２ ３０ １８ ６０．０ｂ

由表４可知，添加３０ｇ／Ｌ蔗糖时，最有利于愈伤组织的形成，
愈伤组织的诱导率最高；而添加２０ｇ／Ｌ蔗糖时，愈伤组织诱
导率最低；这可能因为培养基中蔗糖浓度较低，满足不了愈伤

组织诱导时所需能量的需求，会影响细胞生长，细胞脱分化进

行得较慢，不利于愈伤组织的形成；蔗糖浓度增加到４０ｇ／Ｌ
时，愈伤组织诱导率并没有增加，反而偏低，只有５３３％，和
添加２０ｇ／Ｌ蔗糖相比，差异不明显；这可能由于蔗糖浓度较
高时，虽然培养基中营养物质较多，但培养基的渗透压较高，

影响细胞对养分的吸收，从而影响其生长。通过比较，说明选

用在培养基中添加３０ｇ／Ｌ的蔗糖浓度较为理想。

表４　不同蔗糖浓度对愈伤组织诱导的影响

蔗糖浓度

（ｇ／Ｌ）
外植体数

（个）

愈伤组织数

（个）

愈伤组织

诱导率（％）
愈伤组织

生长状况

２０ ３０ １３ ４３．３ 黄色、少、小

３０ ３０ ２２ ７３．３ 淡黄色、大、多

４０ ３０ １６ ５３．３ 淡黄色、小、多

２．２．４　光照强度对愈伤组织诱导的影响　由表５可知，在暗
箱培养条件下愈伤组织诱导率最低，只有７％，而 １０００ｌｘ的
光照条件下诱导效果最好，诱导率可达７６．８％；在培养过程
中，通过观察发现，光照强度超过１０００ｌｘ，随着光照强度的增
加，诱导率逐渐降低，在 ３０００ｌｘ光照条件下，诱导率为
１４３％。试验证明愈伤组织的形成需要适量的光照条件，但
光照强度过高会抑制愈伤组织的形成。

表５　光照条件对愈伤组织诱导的影响

处理 暗培养 １０００ｌｘ １５００ｌｘ ２０００ｌｘ ３０００ｌｘ
　诱导率（％） ７ ７６．８ ６５ ５１．３ １４．３

３　结论与讨论

３．１　红掌外植体表面消毒
使用０．１％的ＨｇＣｌ２对叶片进行消毒，浸泡６～８ｍｉｎ消毒

效果较好，污染率低，死亡率也较低。用药剂对外植体消毒，

一般随着时间的加长，对菌类的杀伤力越来越强，外植体污染

率越来越低，而对外植体的伤害也越来越高，外植体的成活率

越来越低。消毒时间太短或太长都会影响消毒的效果。

３．２　红掌愈伤组织的诱导
本试验结果表明：适合红掌叶片愈伤组织诱导的最佳基

本培养基为 ＭＳ培养基，但也有报道称１／２ＭＳ培养基有利于
愈伤组织的产生，本试验结果与之有所不同。

试验中在以ＭＳ为基本培养基的基础上，适宜的激素组
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合为６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ０．１ｍｇ／Ｌ，添加３％ 蔗糖有
利于促进愈伤组织的形成，愈伤组织诱导率可达到７６．８％。
蔗糖浓度为２％时，培养基营养偏少，不能满足植物细胞生长
的需要蔗糖，浓度达到４％时，虽然营养增加了，但培养基的
渗透压也随着增加了，也不利于植物细胞对养分的吸收，从而

影响其生长。

试验结果表明，完全黑暗条件不利于愈伤组织的形成，适

宜的光照条件能刺激叶片细胞脱分化，加快愈伤组织的形成，

最适宜的光强为１０００ｌｘ左右，光线过强，不利于红掌的愈伤
组织形成，这与岑益群等、陈华林等的结果［７－８］相同，而与王

进茂等的结果［９］相反，所以对于红掌组培中适宜的光照条

件，还有待于进一步研究与探索。
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马铃薯纺锤块茎类病毒（ＰＳＴＶｄ）的 ＲＴ－ＰＣＲ检测
李永俊１，赵希子１，郭相和１，全英姬１，李　平１，金松爱

２

（１．延边职业技术学院，吉林延吉１３３００１；２．吉林省敦化市农业技术推广中心，吉林敦化 １３３７００）

　　摘要：以马铃薯纺锤块茎类病毒（ＰＳＴＶｄ）检测试剂盒提取的２种不同材料的 ｍＲＮＡ为模板，进行 ｃＤＮＡ合成及
ＰＣＲ扩增，从感病组织中扩增得到一段长３６０ｂｐ的特异ＰＣＲ扩增产物，而健康的试管苗中则无此扩增产物。以感染
ＰＳＴＶｄ的马铃薯试管苗、块茎和健康的马铃薯试管苗、块茎为材料，用韩国 ＩＮＴＲＯＮ生物化学制药公司生产的 ＰＳＴＶｄ
检测试剂盒提取试管苗、块茎这２种不同材料中的ｍＲＮＡ。结果表明，试剂法可对马铃薯不同材料进行 ＰＳＴＶｄ检测，
６０ｍｉｎ内即可分离出ｍＲＮＡ，整个诊断时间为４ｈ，方法简便、快捷、灵敏度高，因此可以作为马铃薯种薯生产早期
ＰＳＴＶｄ诊断及品种引进的快速、有效的检测手段。
　　关键词：马铃薯纺锤块茎类病毒；ＲＴ－ＰＣＲ；ｍＲＮＡ
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　　马铃薯纺锤块茎病害是由类病毒引起的，是危害我国北
方马铃薯生产和实生种子品质的重大病害。据报道，马铃薯

纺锤块茎类病毒（ＰＳＴＶｄ）强系减产可达 ６０％，弱系减产约
２０％～３５％，常常因此造成较大的经济损失［１］。马铃薯类病

毒是马铃薯种薯检疫规程中的主要检疫对象，具有广泛的传

播途径，是唯一不能通过茎尖剥离、组织培养而汰除的病毒，

必须通过严格的检测而将其汰除。据报道，控制 ＰＳＴＶｄ传染
的有效方法仅有依赖于 ＰＳＴＶｄ的早期鉴定［２］。目前主要采

用指示植物、聚丙烯酰胺凝胶电泳技术、核酸斑点杂交技术等

方法进行检测。随着 ＰＣＲ技术的产生，ＲＴ－ＰＣＲ技术已经
被越来越广泛地应用在 ＲＮＡ病原的鉴定上，应用 ＲＴ－ＰＣＲ
技术检测植物病原具有快速、灵敏、简便、特异性强等优点，而

且可以检测出植物组织中含量极低的病毒 ＲＮＡ［３－４］。本研

究使用韩国ＩＮＴＲＯＮ生物化学制药公司生产的 ＰＳＴＶｄ检测
试剂盒，旨在通过试验说明使用该试剂盒提取植物 ｍＲＮＡ具
有方法简便、省时、灵敏度高等优点，而且可以对不同的马铃

薯材料进行检测，检测结果准确可靠、重复性好。

１　材料与方法

１．１　试验材料
感染ＰＳＴＶｄ的马铃薯试管苗、块茎由俄罗斯哈巴农业科

学研究院马铃薯研究所提供；健康的马铃薯试管苗、块茎由延

边农业科学研究院提供。

１．２　试验方法
１．２．１　植物 ｍＲＮＡ的提取　以感染 ＰＳＴＶｄ的马铃薯试管
苗、块茎和健康的马铃薯试管苗、块茎为试验材料，采用韩国

ＩＮＴＲＯＮ生物化学制药公司生产的植物病原 ＲＮＡ提取试剂
盒，该试剂盒中包含的 ｍＲＮＡ提取操作步骤在以下简称为
“试剂法”。具体操作过程为：称取１００ｍｇ样品放入１．５ｍＬ
离心管中，加入 １００μＬＰｒｅ－Ｂｕｆｆｅｒ将样品捣碎；然后加入
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