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不同取材时期和处理方法对瓦松无菌体系建立的影响
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　　摘要：以瓦松植株为外植体进行组织培养，探索不同取材时期、处理方法、消毒时间、激素配比等对其无菌体系建
立的影响，结果表明，无菌体系建立的材料以５月上旬取材、取材后对材料进行假植处理、剪去新萌生的茎段作为外植
体为宜；材料用０．１％的ＨｇＣｌ２溶液消毒１０ｍｉｎ后接种，污染率在５％以下，存活率在９２％以上；在ＭＳ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋

６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ的启动培养基中，芽启动率为９９．７８％，外植体并没有出现愈伤组织、玻璃化等现象。
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　　瓦松（Ｏｒｏｓｔａｃｈｙｓｆｉｍｂｒｉａｔｕｓ）别称瓦花、瓦塔、瓦玉等，为景
天科瓦松属２年生草本肉质植物，在河南、江苏等省及朝鲜、
日本等国家和地区有分布［１］。瓦松植株中含有多种酸类、景

天庚酮糖苷及异丙叉基景天庚酮糖苷等物质［２－５］，主要用于

药物合成，目前，利用瓦松参与合成的药品不下２７种。在临
床上，主要用于治疗宫颈糜烂、肾性皮肤瘙痒、痔疮、口腔溃疡

等症状［６－９］。随着研究深入，以瓦松为原材料加工而成的药

品，将更多地应用在临床上。自然条件下，瓦松生存完全依靠

自生自灭。近年来，由于受气候异常变化、花期采药、生境发

生变化等影响，瓦松资源受到严重破坏，保护瓦松资源刻不容

缓。目前，国内外并没有发现关于瓦松繁殖，尤其是快速繁殖

的研究报道。探索并利用生物技术手段，对瓦松进行种苗繁

育技术研究，对深度挖掘瓦松的潜在药用价值，进一步加快瓦

松的开发利用具有十分重要的意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料采于当地农村１５年以上的瓦房上，分别在２月

上旬、５月上旬、７月上旬、１０月上旬拔取全株瓦松，用带叶茎
段作为接种材料。

１．２　外植体消毒
采用２种外植体选择方法进行消毒。方法１为直接消毒

接种：在自来水下清洗表面泥土与灰尘，后剪成３～５ｃｍ长茎
段，用自来水冲洗３０ｍｉｎ，对２月上旬采集的材料，去根、留莲
座状叶和芽，直接用水冲洗；置于超净工作台上用 ０．１％
ＨｇＣｌ２分别浸泡２、４、６、８、１０、１２、１４ｍｉｎ，无菌水冲洗４次，沥
干水于无菌纸上。方法２为假植后消毒接种：材料假植于花
盆中，套塑料袋，于室内２５℃下培养５～７ｄ；剪新萌生嫩茎直
接用０．１％ ＨｇＣｌ２消毒，消毒时间同上。

消毒后茎段，剪成带叶的茎段接种于初代培养基中，每瓶

接种１个茎段，每个处理均接种１５瓶。

１．３　材料培养
初代培养基，以ＭＳ培养基为基本培养基，采用２因素完

全随机设计（表１）。培养基采用高压蒸汽灭菌，在１２１℃、
１．１ｋｇ／ｃｍ２压力下灭菌 １５ｍｉｎ。接种材料置于温度 ２４～
２６℃、光照时间１４ｈ／ｄ、光照强度 ３０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）的条件
下进行培养。

表１　瓦松初代培养基的组合设计

水平 Ａ：ＮＡＡ（ｍｇ／Ｌ） Ｂ：６－ＢＡ（ｍｇ／Ｌ）
１ ０ ０
２ ０．１ ０．１
３ ０．３ ０．５
４ ０．５ １．０

１．４　数据统计与分析
接种后２ｄ开始调查，后每隔３ｄ调查１次，记载污染发

生的时间、类型、部位，外植体受伤害情况，腋芽初始萌动时

间、腋芽萌动程度、材料的生理状态等，接种后２２ｄ统计污染
情况，接种后３０ｄ统计材料存活、伤害情况、腋芽萌动等。根
据统计结果计算污染率、存活率、启动率等，公式如下：污染

率＝污染外植体数／接种总数×１００％；存活率＝存活个体数／
接种总数×１００％；启动率＝萌芽个体数／接种总数×１００％。

数据用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行方差分析，采用邓肯氏新复
极差测验进行多重比较。试验中全部处理小于１的百分数，
经反正弦转换后，进行分析和比较。

２　结果与分析

２．１　取材时期和方法对无菌体系建立的影响
由图１可见，瓦松取材时期和方法不同，组培苗污染率存

在很大差异；２月上旬取材后直接消毒接种（方法１）污染率
最高，达１００％，１０月上旬、７月上旬取材次之；５月上旬取材
污染率最低，２种方法平均污染率２２．２％。这可能是由于５
月瓦松种子萌动后刚开始大量生长，生命力较旺盛，且外植体

在空气中暴露时间较短，随着在空气中暴露时间的增加，外植

体表面汇集大量微生物，组织培养时直接进行消毒，并不能将

表面的微生物全部杀死；进入冬季，瓦松植株为适应环境条件

变化，进入休眠，整个植株生长停止，叶片紧紧闭合，体内积累

大量微生物，消毒时，消毒剂只能将裸露在表面的微生物杀
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死，并不能杀死植株内的微生物，从而造成２月份污染率居高
不下。从选用不同的外植体进行消毒接种看，在同一时期，直

接消毒接种的组培苗污染率均高于假植后消毒接种的（方法

２）。５月份是瓦松最佳的取材时期，外植体假植后，选取植株
上萌生的新茎段作为外植体，可使组培苗污染率最低。

２．２　消毒时间对无菌体系建立的影响
由表１可见，随着ＨｇＣｌ２消毒时间的增加，外植体的污染

率明显降低；对于选用不同外植体进行消毒接种，方法１组培
苗的污染率和ＨｇＣｌ２消毒时间成负相关性，消毒时间越长，污
染率越低，２、４ｍｉｎ处理的污染率最高（１００％），１２、１４ｍｉｎ处
理的污染率最低（０），且外植体的存活情况不受影响，这说明
外植体表面存在大量保护组织，能避免受伤害，方法２组培苗
的污染率和ＨｇＣｌ２消毒时间也表现为负相关性，其外植体的
存活情况（存活率）和消毒时间也成负相关关系，消毒时间越

长，受伤害的外植体材料越多，存活率越低，这说明假植处理

后，新萌生的茎段表面缺乏保护性组织；对于在相同的消毒时

间条件下，方法２组培苗的污染率要明显低于方法１，这可能
与二者的生长环境有关，方法１的植株长期暴露在自然环境
下，其体表携带大量的微生物，而方法２新萌生的茎段，可能
携带微生物含量少，但对于存活率，消毒时间较短时表现不明

显，随着消毒时间的增长，方法２组培苗的存活率明显低于方
法１，这可能与二者的生理状态有关，经过假植的瓦松苗组织
相对更幼嫩一些。

表１　０．１％ＨｇＣｌ２不同消毒时间对瓦松无菌体系建立的影响

消毒时间

（ｍｉｎ）
选用外

植体方法

接种数

（个）

污染数

（个）

污染率

（％）
杀死数

（个）

存活率

（％）

２ 方法１ ５５ ５５ １００ ０ １００
方法２ ５５ ５０ ９０．９ ０ １００

４ 方法１ ５５ ５５ １００ ０ １００
方法２ ５５ ４６ ８３．６ ０ １００

６ 方法１ ５５ ５１ ９２．７ ０ １００
方法２ ５５ ２０ ３６．４ １ ９８

８ 方法１ ５５ ４０ ７２．７ ０ １００
方法２ ５５ ６ １０．９ ３ ９５

１０ 方法１ ５５ ２６ ４７．３ ０ １００
方法２ ５５ ２ ３．６ ６ ８９

１２ 方法１ ５５ １６ ２９．１ ０ １００
方法２ ５５ ０ ０ ４０ １７

１４ 方法１ ５５ １３ ２３．６ ０ １００
方法２ ５５ ０ ０ ５１ ７

　　综合瓦松外植体的污染率、存活率及其处理方法等指标，
认为采用假植后剪取新生茎段，０．１％ ＨｇＣｌ２浸泡１０ｍｉｎ作

为瓦松无菌体系建立外植体消毒的最佳时间。

为检验０．１ＨｇＣｌ２消毒 １０ｍｉｎ对假植后新生茎段的效
果，通过消毒较长茎段或消毒后每瓶接种多个材料进行验证

（图２），发现材料的存活率在９２％以上，污染率在５％以下。

２．３　激素组成对瓦松外植体启动培养的影响
初代培养中以 ＭＳ培养基为基本培养基，培养基中添加

不同的浓度ＮＡＡ和６－ＢＡ，瓦松外植体的启动培养结果如表
２和图３所示。

从表２可以看出，瓦松的腋芽最早在接种１周后才开始
萌动。腋芽的萌动时间受培养基中激素配比的影响而不同：

培养基仅含有ＮＡＡ时，芽的初始萌动时间随 ＮＡＡ浓度的增
加而延长，在ＮＡＡ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ时，接种后３０ｄ，没有观
察到腋芽萌动；仅含有６－ＢＡ的培养基，随６－ＢＡ浓度的增
加，腋芽萌生时间也明显延迟，６－ＢＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时，接
种后３０ｄ同样也没有发现腋芽萌动；当 ＮＡＡ和６－ＢＡ同时
存在于培养基中，在培养基中６－ＢＡ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ
浓度为０．１、０．３ｍｇ／Ｌ时，瓦松腋芽萌动的时间都明显提早；
培养基中６－ＢＡ浓度提高为 ０．５ｍｇ／Ｌ，无论培养基中 ＮＡＡ
浓度是高是低，瓦松腋芽萌动的初始时间都明显提前，最早接

种后８ｄ腋芽开始萌动；当培养基中 ＮＡＡ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ，
６－ＢＡ浓度为０．１、１．０ｍｇ／Ｌ时，接种后３０ｄ均没有观察到
瓦松腋芽的萌发；培养基中不添加任何激素，腋芽初始萌生时

间为接种后２０ｄ。瓦松外植体在不同的培养基中，其腋芽的
初始萌生时间呈现不同，这可能与所添加生长调节剂的特性

有关：ＮＡＡ是生长素类物质，能明显促进材料体内细胞的生
长，它在低浓度时，可以促进材料不定根产生；浓度较高时，则

会产生愈伤组织，抑制芽的发生。６－ＢＡ为细胞分裂素类物
质，能促进细胞分裂，促进不定芽和丛生芽的形成；过高浓度

时，会出现玻璃化等不良现象，抑制芽的发生。

另外，瓦松腋芽的启动率在添加一种激素的培养基中随

添加激素浓度的增加而降低；在同时添加２种激素的培养基
中，在６－ＢＡ浓度为０．１、０．５ｍｇ／Ｌ时，随 ＮＡＡ浓度的提高，
芽启动率降低；当６－ＢＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时，ＮＡＡ浓度过低
（０．１ｍｇ／Ｌ）或过高（０．５ｍｇ／Ｌ）出现腋芽启动率反而没有
０．５ｍｇ／Ｌ的芽启动率高；培养基中不添加任何激素，瓦松的
腋芽也全部萌发，芽萌发后生长缓慢，没有根系发生（表２）。
　　对各处理进行显著性分析发现，不同处理间达到显著水
平，处理组合７（Ａ２Ｂ３）和处理组合５（Ａ２Ｂ１）极显著高于其他
组合，处理组合１６（Ａ４Ｂ４）、１３（Ａ４Ｂ１）、４（Ａ１Ｂ４）最差，处理组
合８（Ａ２Ｂ４）、１４（Ａ４Ｂ２）效果也比较差。
　　综合外植体接种后的萌生速度、启动率、生理状态等基本
表现，瓦松初代培养的培养基以ＭＳ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ
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表２　不同激素配比对瓦松外植体启动培养的影响

处理
激素（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ ６－ＢＡ
芽始萌生

时间（ｄ）
启动率（％）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ 平均值
试管苗生理状态

差异

显著性

１ ０ ０ ２０ ９８ １００ ９７ ９８．３３ 芽生长缓慢，无根产生 ａｂ
２ ０ ０．１ １６ ９７ ９６ ９５ ９６．００ 无根发生 ｂｃ
３ ０ ０．５ ２２ ７２ ７０ ７４ ７２．００ 初在伤口处生少量愈伤，后芽萌动 ｅ
４ ０ １．０ — ０ １２ １０ ７．３３ 切口生淡黄松散愈伤，材料玻璃化 ｉ
５ ０．１ ０ １５ １００ ９９ ９９ ９９．３３ 萌芽后，切口处产生较粗１～３条根 ａｂ
６ ０．１ ０．１ １３ １００ ９８ ９７ ９８．３３ 芽生长健壮 ａｂ
７ ０．１ ０．５ １０ １００ １００ ９９ ９９．６７ 芽健壮，无根产生 ａ
８ ０．１ １．０ ２１ ５６ ５４ ５４ ５４．６７ 从外植体切口处萌生愈伤 ｆ
９ ０．３ ０ ２５ ９６ ９８ ９８ ９７．３３ 萌生大量绒状短根 ａｂｃ
１０ ０．３ ０．１ １２ ９８ ９９ ９８ ９８．３３ 产生大量绒毛状根，个别根粗壮 ａｂ
１１ ０．３ ０．５ ８ ９１ ９２ ９０ ９１．００ 有少量较粗根产生 ｃｄ
１２ ０．３ １．０ １７ ８１ ８３ ８０ ８１．３３ 无根产生，有少量愈伤产生 ｄｅ
１３ ０．５ ０ — ０ ６ ９ ５．００ 外植体产生愈伤组织块 ｉ
１４ ０．５ ０．１ — ３５ ３６ ３６ ３５．６７ 切口产生绿色愈伤，掩盖材料腋芽 ｈ
１５ ０．５ ０．５ １５ ７６ ７３ ７９ ７６．００ 有愈伤组织出现 ｅ
１６ ０．５ １．０ — ０ ７ ４ ３．６７ 伤口处产生淡绿色愈伤，无芽产生 ｉ

　　注：“—”为接种后３０ｄ观察，未发现腋芽萌发。

０．５ｍｇ／Ｌ为最佳。此时，芽萌生速度快，芽平均启动率为
９９６７％，外植体并没有出现愈伤组织、玻璃化等现象，萌生芽
生长健壮。

３　小结与讨论

材料消毒是建立植物组织培养无菌再生体系的第一步，

它直接关系到无菌体系能否建立，因此格外关键。许多研究

指出，不同的植物种类、外植体类型、不同的生理状态及取材

季节，所采用的外植体处理和消毒方式均不相同［１０－１４］。朱淑

颖等在研究野生草珊瑚快繁体系建立时，发现直接使用消毒

剂对外植体材料进行消毒，初代培养的污染率几乎为１００％，
其指出，选取的外植体材料源自野外的植株，叶表面孳生着大

量微生物，并附着大量的霉菌孢子和细菌芽孢，甚至一些菌丝

体进入表皮薄壁细胞，直接消毒难以奏效［１０］。王丽萍等在进

行番木瓜组织培养时，指出以大田番木瓜作外植体，很难控制

污染，如果在番木瓜外植体使用消毒剂前用热水进行浸泡处

理１０ｍｉｎ，污染率同比降低了２８．６２％［１１］。德庆措姆以西藏

林芝地区野生银白杨萌蘖苗为材料，研究银白杨的消毒技术

时发现，其体表密被白绒毛，直接影响消毒剂的渗入和减低消

毒效果［１２］。宋会访研究桂花的植物组织培养时，发现桂花茎

段腋芽表面吸附大量杂菌，且枝条内部有内生菌存在，消毒难

以控制，而新生的枝条和叶片中杂菌较少，容易消毒处理［１３］。

王延玲等在仙客来花药培养中，同样也指出材料表面的微生

物难以消除彻底，不利于消毒处理［１４］。本试验以野生瓦松茎

段为外植体材料，比较了直接消毒接种和经过假植后剪新萌

茎段接种２种处理方式对污染、存活率等的影响，发现假植后
消毒虽能降低污染率，但材料的存活率大幅度下降，这和前人

研究基本一致。主要原因是材料表面存在大量微生物，消毒

剂难以将有些芽孢孢子杀死，通过假植后选取茎段，则能明显

降低污染率，说明材料暴露空气中的时间越短，其携带微生物

含量越少，也验证了前人的研究［１２－１５］。

瓦松为２年生植物，野生状态下，其生长状态受自然环境
制约很大，华北地区春季３—４月多缺乏雨水，继而瓦松种子
不能很好进行发芽产生新植株，１年生植株同时也因缺乏水
分而生长受限，因此，应结合瓦松的生物学特性和环境条件来

合理取材。马翠萍在１年中１月、３月、６月、９月、１１月等５
个时期分别对冬枣、一品红、杨树、樱桃、草莓进行取材研究，

指出取材时应注意避免高温季节和材料的休眠期，尽量根据

材料生物学特性和季节结合进行选择［１５］，这和本试验结果基

本相同。郭晓东以桃树１年生萌蘖和当年生上部枝条为试
材，研究了３月、８月和１１月取材对污染的影响，发现１１月
污染率最低、８月最高，但材料的启动率却以８月最高、１１月
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最低，综合分析以３月外植体作为材料最好［１６］，这也说明瓦

松的取材在考虑季节因素和生物学特性时，应结合试管苗的

生理状态来判定最佳的取材时期。
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萝卜下胚轴高效再生体系的建立

李媛媛１，王冰林２，韩　佳１，郑慧敏１，何　珊１，胡玉荣１，张　军１
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　　摘要：以７个萝卜品种为试材，开展下胚轴离体培养研究，通过基因型筛选确定具有较高再生频率的萝卜品种进
行后续试验，探讨ＡｇＮＯ３浓度、激素配比、琼脂浓度等因素对萝卜下胚轴再生的影响。结果表明：萝卜下胚轴再生的

最适培养基为改良ＭＳ＋１．８ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．８ｍｇ／ＬＮＡＡ＋５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３＋０．９％琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖，不定芽再生率

高达７８．３％，玻璃化率仅为２．８％。
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２００７ＢＳ０６０２４）；山东省农业良种工程重大课题。
作者简介：李媛媛（１９７９—），女，山东桓台人，博士，讲师，从事蔬菜遗
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　　萝卜是一种重要的营养保健蔬菜，在我国蔬菜栽培和供
应中占有重要地位，近几年种植面积不断扩大，产量也在逐步

提高，目前全国萝卜栽培面积约为１２０万 ｈｍ２／年，总产量达
２６８３万ｔ／年［１］。萝卜生产以应用杂交种为主，自交不亲和

系和雄性不育系利用是萝卜杂交育种的重要途径，而其传统

的保存方法局限性较大。随着生物技术的快速发展，组织培

养成为保存和快繁自交不亲和系和雄性不育系的有效途径，

同时也是利用基因工程技术选育优良品种的重要前提。萝卜

为再生顽拗型植物，再生频率普遍较低［２］，所以建立高效、实

用的离体再生体系和组培快繁体系成为萝卜生物技术育种的

关键限制因素。因此，笔者选用７个萝卜品种，从基因型、激
素配比、ＡｇＮＯ３浓度、琼脂浓度等方面对萝卜下胚轴再生的
影响进行了研究，旨在建立高效的萝卜离体再生体系，为利用

生物技术与常规育种方法相结合开展萝卜遗传育种和良种繁

育提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试７个萝卜品种由山东省潍坊市农业科学院提供，分

别为杂交种红光１０２、白玉冠军、潍萝卜１号、潍萝卜２号、潍
萝卜３号，常规种潍县萝卜、改良潍县萝卜。
１．２　试验方法
１．２．１　无菌苗培养　挑选颗粒饱满的萝卜种子，用蒸馏水清
洗干净后用滤纸吸干。在超净工作台上用 ７０％乙醇处理
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