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　　摘要：以珍珠菜种子为材料进行消毒及无菌苗培养，再以消毒后萌发的无菌苗的叶片、茎段和带叶腋茎为外植体，
开展丛生芽的诱导、增殖培养、生根培养和移栽驯化技术研究。结果发现，珍珠菜种子最佳消毒方式为５％次氯酸钠
消毒１０ｍｉｎ，最适丛生芽诱导部位为叶片，丛生芽诱导最佳培养基为ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ；其次为
ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ。最适珍珠菜增殖的培养基为ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ，其次为ＭＳ＋６－ＢＡ１．０
ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ２．０ｍｇ／Ｌ。最适生根培养基为１／２ＭＳ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ，其次为１／２ＭＳ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ。最适珍珠菜移栽
驯化的方法为开瓶驯化５ｄ后种植于蛭石 ∶珍珠岩 ∶泥炭（１∶１∶１）基质中。本研究结果为利用组织培养技术实现
珍珠菜快速繁殖和人工扩大栽培奠定了良好基础。
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　　珍珠菜（Ｌｙｓｉｍａｃｈｉａｃｌｅｔｈｒｏｉｄｅｓ）为报春花科珍珠菜属珍珠
菜亚属植物，别称矮桃、珍珠草（湖南），调经草、尾脊草（贵

州），?鸡尾、劳伤药、伸筋散、九节莲（云南），产于浙江省各

地。生于山坡林缘和草丛中等湿润处，垂直分布上限可达海

拔 ２５００ｍ。华东、华中、华南、西南、华北及东北均有分
布［１－２］。珍珠菜为长日照植物，需低温处理打破根茎休眠，总

状花序顶生、常转向一侧，可作为切花应用，也是良好的夏季

草本地被花卉资源［３－４］。珍珠菜的生物学特性、化学成分和

药用的研究也多见报道。珍珠菜的组织培养研究不仅可以满

足化学成分和药用的需要，丰富园林地被植物种类，满足园林

绿化快速成型的要求，还可为珍珠菜的分子育种奠定基

础［５］。本试验研究了种子消毒、芽诱导与增殖生根等培养条

件，建立了珍珠菜完整的植株再生体系，大大缩短了培养时

间、提高了增殖系数、降低了成本，为珍珠菜规模化生产提供

了科学依据［６］。

１　材料与方法

１．１　材料
材料为采自浙江省杭州市临安市清凉峰珍珠菜当年生种

子，通风干燥后４℃冰箱内冷藏。无菌叶片、茎段和带叶腋茎
均取自种子萌发出的无菌苗。

１．２　方法
１．２．１　种子消毒　挑选颗粒饱满无病虫害的种子，纱布包裹
流水冲洗２ｈ后，置于超净工作台上，用７５％乙醇浸泡并振荡
３０ｓ，并用无菌水冲洗３次后，用５％次氯酸钠和２％次氯酸钠
各浸泡振荡５、１０、１５、２０ｍｉｎ，每次消毒后均用无菌水冲洗３
次。将消毒处理后的种子接种于 ＭＳ空白培养基上，消毒处

理２０粒种子，３次重复试验。３０ｄ后统计污染率和萌发率。
１．２．２　丛生芽诱导　将种子萌发的无菌苗叶片、茎段和带叶
腋茎剪成５ｍｍ×５ｍｍ左右小块，接种于６－ＢＡ（０．５、１．０、
２．０ｍｇ／Ｌ）、ＫＴ（２．０、３．０、４．０ｍｇ／Ｌ）和 ＮＡＡ（０．０５、０．１、
０．５ｍｇ／Ｌ）的 ２因素 ３水平完全试验培养基中，分别为 Ｃ１
（６－ＢＡ＋ＮＡＡ）、Ｃ２（ＫＴ＋ＮＡＡ）组合。每处理２０个材料，３
次重复。３０ｄ后统计诱导率和诱导系数。
１．２．３　丛生芽增殖　诱导出的丛生芽小苗长到２～３ｃｍ后切
成单芽并转接到添加了６－ＢＡ（０．１、０．５、１．０、２．０、３．０ｍｇ／Ｌ）
和ＫＴ（１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ｍｇ／Ｌ）的单因素培养基，以及
６－ＢＡ（０．５、１．０、２．０ｍｇ／Ｌ）、ＫＴ（２．０、３．０、４．０ｍｇ／Ｌ）和ＮＡＡ
（０．０５、０．１、０．５ｍｇ／Ｌ）的２因素３水平完全试验培养基中。
每处理２０个材料，３次重复。３０ｄ后观察并统计增殖系数。
１．２．４　生根培养　丛生芽长到２～３ｃｍ高时切成单芽转接到
添加０．１、０．５、１．０、２．０、３．０ｍｇ／ＬＮＡＡ、ＩＢＡ的１／２ＭＳ生根培
养基上培养，对照为１／２ＭＳ空白培养基。每处理２０个材料，３
次重复。４０ｄ后观察并统计生根率、平均根数和根长。
１．２．５　移栽驯化　参照文献［７］的方法，在９—１０月，将生
根的组培苗放在自然光下封口炼苗３ｄ，再打开瓶盖分别炼苗
０、１、３、５、７ｄ。然后移栽至蛭石：珍珠岩：泥炭（１∶１∶１）基质
中，研究不同炼苗时间对珍珠菜组培苗移栽成活的影响。将

在自然光条件下炼苗３ｄ后、打开瓶盖炼苗 ５ｄ的组培苗移
栽至以下５种基质中：（１）珍珠岩 ∶蛭石（１∶１），（２）泥炭，
（３）蛭石 ∶泥炭（１∶１），（４）珍珠岩 ∶泥炭（１∶１），（５）蛭
石 ∶珍珠岩 ∶泥炭（１∶１∶１），研究不同基质对珍珠菜试管
苗移栽成活的影响。每处理均套袋保持湿度，７ｄ后除去。
每处理２０个材料，３次重复，３０ｄ后统计成活率。
１．３　培养条件

除特殊说明外，基本培养基为 ＭＳ，培养基中添加蔗糖
３０ｇ／Ｌ、琼脂７．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．８。温度（２５±２）℃，光照时间
１２ｈ／ｄ，光照强度２０００～２５００ｌｘ。
１．４　数据采集与分析方法

数据计算与统计采用Ｅｘｃｅｌ２００３；采用ＳＰＳＳ１７．０进行方
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差分析。污染率＝污染种子数／种子总数 ×１００％；萌发率 ＝
萌发种子数／种子总数 ×１００％；诱导率 ＝诱导出丛生芽的外
植体数／外植体总数×１００％；诱导系数＝诱导出的丛生芽数／
外植体总数×１００％；增殖系数＝产生的新苗数／接种苗数，有
效芽长＞０．５ｃｍ；生根率＝生根苗数／接种苗数×１００％；平均
根数（条）＝总根数／生根苗数；平均根长（ｃｍ）＝总根长度／
总根数；成活率＝移栽成活苗数／移栽苗总数×１００％。

２　结果与分析

２．１　不同消毒方式对珍珠菜种子萌发率与污染率的影响
消毒后的种子接种于ＭＳ空白培养基上１ｄ后开始出现

污染现象，１５ｄ后不再有污染现象出现。种子接种９ｄ开始
萌发，萌发时间主要集中在接种后的９～１８ｄ。培养３０ｄ统
计的污染率和萌发率见表１，可以看出，不同消毒处理之间差
异显著，污染率随着消毒时间的增长而下降，而种子萌发率则

呈先上升后下降的趋势。５％次氯酸钠消毒 １０ｍｉｎ时，污染
率为７．５０％，萌发率为１５．０％，消毒效果最好。
２．２　不同激素组合对丛生芽诱导的影响

将无菌材料接种到培养基上，接种７ｄ后大部分叶片反
卷，切口处膨大增厚，１０ｄ开始在叶片切口处产生大量芽点，
后逐渐发育成丛生芽。大部分茎段在接种１０ｄ左右开始膨
大，切口处生有少量芽点后形成丛生芽，少量茎段上产生绿色

颗粒状组织，但无进一步分化。大部分带叶腋茎接种后６ｄ
在叶腋处长出嫩芽，后逐渐长成苗，切口处也会产生少量丛

表１　不同消毒方式下珍珠菜种子的污染率和萌发率统计

消毒剂种类
消毒时间

（ｍｉｎ）
污染率

（％）
萌发率

（％）

５％次氯酸钠 ５ １２．５０±２．５０ａｂＡＢ　 １０．００±４．３３ａｂＡＢ
１０ ７．５０±２．５０ｂｃｄＡＢＣ １５．００±４．３３ａＡ
１５ ５．００±２．５０ｃｄＢＣ １０．００±２．５０ａｂＡＢ
２０ ２．５０±０．００ｄＣ ２．５０±２．５０ｃＢ

２％次氯酸钠 ５ １５．００±５．００ａＡ ５．００±２．５０ｂｃＢ
１０ １０．００±４．３３ａｂｃＡＢＣ ７．５０±４．３３ｂｃＡＢ
１５ ７．５０±５．００ｂｃｄＡＢＣ １０．００±５．００ａｂＡＢ
２０ ５．００±２．５０ｃｄＢＣ ２．５０±０．００ｃＢ

　　注：同列数据后不同小写、大写字母表示在０．０５、０．０１水平上差
异显著。下同。

生芽。

　　由表２可看出，叶片接种到 ２种激素的培养基上培养
３０ｄ后，诱导率均差异显著，Ｃ１组合诱导效果明显高于Ｃ２组
合，其中Ｃ１７组合（６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ）中叶
片诱导率达到１００．００％。茎段在Ｃ１组合培养下诱导率差异
显著，Ｃ２组合诱导率差异不显著，且２种组合诱导率均不高。
带叶腋茎接种到２种激素组合的培养基上后，诱导率均差异
显著，Ｃ２组合诱导效果略高于 Ｃ１组合，其中在 Ｃ２５（ＫＴ
３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ）中诱导率最高为７３．３３％。综合
比较，诱导效果最好的无菌材料为珍珠菜叶片，Ｃ１７为诱导最
佳培养基。

表２　不同无菌材料在激素组合下诱导丛生芽的诱导率

组合
６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＴ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

叶片诱导率

（％）
茎段诱导率

（％）
带叶腋茎诱导率

（％）
Ｃ１１ ０．５ ０．０５ ２３．３３±２．８９ｆＥ ６．６７±５．７７ｃｄＢＣ ６０．００±５．００ａＡ
Ｃ１２ ０．５ ０．１ ５６．６７±２．８９ｅＤ １０．００±０．００ｂｃｄＡＢＣ ５０．００±１０．００ａＡＢ
Ｃ１３ ０．５ ０．５ １３．３３±５．７７ｆＥ ３．３３±５．７７ｄＣ ６．６７±２．８９ｅＥ
Ｃ１４ １．０ ０．０５ ８０．００±５．００ｂｃＢＣ １０．００±０．００ｂｃｄＡＢＣ ３５．００±１０．００ｂＢＣ
Ｃ１５ １．０ ０．１ ７０．００±８．６６ｃｄＣＤ １３．３３±２．８９ａｂｃｄＡＢＣ ２３．３３±５．７７ｂｃｄＣＤＥ
Ｃ１６ １．０ ０．５ ６０．００±５．００ｄｅＤ ２３．３３±５．７７ａＡ １３．３３±５．７７ｄｅＤＥ
Ｃ１７ ２．０ ０．０５ １００．００±０．００ａＡ １６．６７±１０．４１ａｂｃＡＢＣ ２０．００±１０．００ｃｄｅＣＤＥ
Ｃ１８ ２．０ ０．１ ８６．６７±１１．５５ｂＡＢ ２０．００±０．００ａｂＡＢ ２６．６７±５．７７ｂｃｄＣＤ
Ｃ１９ ２．０ ０．５ ６６．６７±５．７７ｄｅＣＤ １６．６７±７．６４ａｂｃＡＢＣ ３０．００±１０．００ｂｃＣＤ
Ｃ２１ ２．０ ０．０５ ５６．６７±２．８９ａＡ ３．３３±５．７７ａＡ ５３．３３±７．６４ｂｃＢ
Ｃ２２ ２．０ ０．１ ３０．００±０．００ｂＢ ６．６７±２．８９ａＡ ３０．００±１０．００ｄｅＣＤ
Ｃ２３ ２．０ ０．５ ２３．３３±７．６４ｂｃＢＣ ３．３３±５．７７ａＡ １０．００±１０．００ｆＥ
Ｃ２４ ３．０ ０．０５ １６．６７±５．７７ｃｄｅＣＤ ６．７７±２．８９ａＡ ４３．６７±７．７７ｂｃｄＢＣ
Ｃ２５ ３．０ ０．１ ２０．００±０．００ｃｄＢＣＤ １０．００±１０．００ａＡ ７３．３３±５．７７ａＡ
Ｃ２６ ３．０ ０．５ ３．３３±２．８９ｆＥ ６．６７±５．７７ａＡ ４０．００±１０．００ｃｄＢＣ
Ｃ２７ ４．０ ０．０５ １３．３３±５．７７ｄｅＣＤＥ １０．００±５．００ａＡ ２０．００±５．００ｅｆＤＥ
Ｃ２８ ４．０ ０．１ １０．００±０．００ｅｆＤＥ ６．６７±５．７７ａＡ ５６．６７±７．６４ｂＡＢ
Ｃ２９ ４．０ ０．５ ３．３３±５．７７ｆＥ ３．３３±５．７７ａＡ ５０．００±５．００ｂｃＢ

　　由表３可看出，叶片诱导丛生芽诱导系数在２种激素组
合下均差异显著，且 Ｃ１组合诱导效果明显高于 Ｃ２组合，其
中在Ｃ１４（６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ）中叶片诱导系
数最高为１２．０。茎段在 Ｃ１组合中的诱导系数差异较显著，
在Ｃ２组合下差异不显著，且２种组合下诱导系数均不高。带
叶腋茎在２种激素组合下差均较显著，且Ｃ１组合诱导效果略
高于Ｃ２组合，其中Ｃ１１（６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ）
处理诱导系数最高为１．３７。综合比较结果显示，诱导丛生芽
最好的无菌材料为珍珠菜叶片，Ｃ１４（６－ＢＡ１０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ

０．０５ｍｇ／Ｌ）为最佳诱导培养基。
　　综合比较诱导率和诱导系数２个指标，珍珠菜叶片为诱
导丛生芽最佳外植体，Ｃ１４为丛生芽诱导最佳培养基，其次为
Ｃ１７（图１）。
２．３　丛生芽增殖结果

将丛生芽单芽接种到增殖培养基上，５ｄ后大部分芽下
部叶腋处长出１～２个叶腋芽，１０ｄ左右切口膨大并凸起成芽
点，后渐增殖成芽。培养３０ｄ统计的增殖系数，结果见表４
和表５。
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表３　不同无菌材料在不同激素组合下诱导丛生芽的诱导系数

组合
６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＴ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ） 叶片诱导系数 茎段诱导系数 带叶腋茎诱导系数

Ｃ１１ ０．５ ０．０５ ０．４７±０．２５ｅＥ ０．０７±０．０６ｃＢ １．３７±０．７２ａＡ
Ｃ１２ ０．５ ０．１ ２．３７±０．３５ｄＤ ０．１３±０．０６ｂｃＢ ０．９０±０．３０ａｂｃＡＢＣ
Ｃ１３ ０．５ ０．５ ０．２７±０．２１ｅＥ ０．０３±０．０６ｃＢ ０．２０±０．２６ｄＣ
Ｃ１４ １．０ ０．０５ １２．００±０．５０ａＡ ０．１３±０．０６ｂｃＢ ０．６７±０．３１ｂｃｄＡＢＣ
Ｃ１５ １．０ ０．１ ４．００±０．４０ｃＣ ０．２０±０．１７ｂｃＡＢ １．２０±０．００ａｂＡＢ
Ｃ１６ １．０ ０．５ ２．２３±０．６８ｄＤ ０．５０±０．１０ａＡ ０．３０±０．３５ｃｄＣ
Ｃ１７ ２．０ ０．０５ １１．１０±０．７８ａＡ ０．３３±０．２３ａｂＡＢ ０．３７±０．２１ｃｄＢＣ
Ｃ１８ ２．０ ０．１ ６．２０±０．９５ｂＢ ０．４７±０．０６ａＡ ０．４７±０．２１ｃｄＢＣ
Ｃ１９ ２．０ ０．５ ３．００±０．７２ｃｄＣＤ ０．３３±０．１５ａｂＡＢ ０．８７±０．１２ａｂｃＡＢＣ
Ｃ２１ ２．０ ０．０５ １．４０±０．６１ａＡ ０．０３±０．０６ａＡ ０．５３±０．２５ａｂｃＡＢＣ
Ｃ２２ ２．０ ０．１ ０．６３±０．０６ｂｃＢＣ ０．０７±０．０６ａＡ ０．３０±０．１０ｃｄＢＣ
Ｃ２３ ２．０ ０．５ ０．５３±０．４９ｂｃＢＣ ０．０３±０．０６ａＡ ０．１０±０．１０ｄＣ
Ｃ２４ ３．０ ０．０５ ０．２３±０．１２ｃＢＣ ０．０７±０．０６ａＡ ０．６０±０．２６ａｂｃＡＢＣ
Ｃ２５ ３．０ ０．１ ０．３３±０．２５ｂｃＢＣ ０．１３±０．１５ａＡ ０．９３±０．２３ａＡ
Ｃ２６ ３．０ ０．５ ０．０７±０．１２ｃＣ ０．１０±０．１０ａＡ ０．４０±０．１０ｂｃｄＡＢＣ
Ｃ２７ ４．０ ０．０５ ０．９０±０．１０ａｂＡＢ ０．２３±０．４０ａＡ ０．２３±０．２３ｃｄＢＣ
Ｃ２８ ４．０ ０．１ ０．４３±０．３５ｂｃＢＣ ０．０７±０．０６ａＡ ０．７３±０．３２ａｂＡＢ
Ｃ２９ ４．０ ０．５ ０．０７±０．１２ｃＣ ０．０３±０．０６ａＡ ０．６３±０．２９ａｂｃＡＢＣ

表４　不同细胞分裂素对丛生芽增殖的影响

细胞分裂素
浓度

（ｍｇ／Ｌ） 增殖系数 苗生长状况

６－ＢＡ ０．１ ０．９７±０．０６ｅＧ 苗较壮，无根

０．５ ７．２７±０．６４ｂＢＣ 苗壮，无根

１．０ ９．００±０．９５ａＡ 苗壮，无根

２．０ ８．６７±０．６１ａＡＢ 苗较壮，无根

３．０ ６．３０±０．４０ｂＣＤ 苗弱，无根

ＫＴ １．０ ４．００±０．８５ｃＥＦ 苗壮，无根

２．０ ４．８７±０．７４ｃＤＥ 苗较壮，无根

３．０ ４．３７±０．６５ｃＥ 苗较壮，无根

４．０ ４．０７±０．４０ｃＥ 苗壮，无根

５．０ ３．９３±０．８０ｃＥＦ 苗壮，无根

ＣＫ ２．４３±０．６７ｄＦＧ 苗较壮，少量根

２．３．１　不同细胞分裂素对丛生芽增殖的影响　由表４可看
出，添加了细胞分裂素６－ＢＡ和 ＫＴ的培养基增殖效果高于
无激素ＭＳ培养基。６－ＢＡ增殖系数差异极显著，ＫＴ增殖系
数差异不显著，且６－ＢＡ增值效果高于ＫＴ，苗生长健壮。处
理Ｚ１３（６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ）为最佳增殖培养基。
２．３．２　不同激素组合对丛生芽增殖的影响　由表５可看出，
Ｚ１组合（６－ＢＡ＋ＫＴ）增殖效果差异显著，Ｚ２组合（６－ＢＡ＋
ＮＡＡ）、Ｚ３组合（ＫＴ＋ＮＡＡ）增殖效果差异极显著，且 Ｚ１增殖
系数高于 Ｚ２、Ｚ３组合。增殖效果最好的为 Ｚ１４（６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ２．０ｍｇ／Ｌ）。

表５　不同激素组合对丛生芽增殖的影响

组合
６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＴ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ） 增殖系数 苗生长状况

Ｚ１１ ０．５ ２．０ ３．２７±０．１５ｃＣ 苗较壮，无根

Ｚ１２ ０．５ ３．０ ３．３０±０．４０ｃＣ 苗较壮，无根

Ｚ１３ ０．５ ４．０ ４．９７±０．２５ｂＢ 苗较壮，无根

Ｚ１４ １．０ ２．０ ８．６７±０．６０ａＡ 苗壮，无根

Ｚ１５ １．０ ３．０ ８．１０±０．７２ａＡ 苗壮，无根

Ｚ１６ １．０ ４．０ ５．０７±０．６７ｂＢ 苗壮，无根

Ｚ１７ ２．０ ２．０ ５．３７±０．４０ｂＢ 苗较壮，无根

Ｚ１８ ２．０ ３．０ ５．７７±０．７２ｂＢ 苗较壮，无根

Ｚ１９ ２．０ ４．０ ８．６３±０．３１ａＡ 苗较壮，无根

Ｚ２１ ０．５ ０．０５ ２．９７±０．５５ｄＤ 苗壮，少量根

Ｚ２２ ０．５ ０．１ １．９７±０．０６ｅＤＥ 苗较壮，少量根

Ｚ２３ ０．５ ０．５ １．１０±０．４０ｆＥ 苗较壮，少量根

Ｚ２４ １．０ ０．０５ ４．９０±０．１０ｃＣ 苗壮，少量根

Ｚ２５ １．０ ０．１ ４．２０±０．４４ｃＣ 苗较壮，少量根

Ｚ２６ １．０ ０．５ １．１７±０．３５ｆＥ 苗较壮，无根

Ｚ２７ ２．０ ０．０５ ７．７０±０．３６ａＡ 苗壮，无根

Ｚ２８ ２．０ ０．１ ６．６３±０．４０ｂＢ 苗壮，无根

Ｚ２９ ２．０ ０．５ ２．７０±０．７５ｄｅＤ 苗弱，少量根

Ｚ３１ ２．０ ０．０５ ３．３３±０．２３ｃＣ 苗较壮，少量根

Ｚ３２ ２．０ ０．１ １．１０±０．２６ｅＥＦ 苗弱，少量根

Ｚ３３ ２．０ ０．５ ０．６７±０．３１ｅＦ 苗弱，少量根

Ｚ３４ ３．０ ０．０５ ６．４３±０．３２ａＡ 苗壮，少量根

Ｚ３５ ３．０ ０．１ ２．７０±０．６２ｃＣＤ 苗较壮，无根

Ｚ３６ ３．０ ０．５ １．２７±０．２１ｄｅＥＦ 苗弱，少量根

Ｚ３７ ４．０ ０．０５ ５．００±０．６１ｂＢ 苗较壮，少量根

Ｚ３８ ４．０ ０．１ ６．４７±０．５０ａＡ 苗壮，少量根

Ｚ３９ ４．０ ０．５ １．９７±０．４７ｄＤＥ 苗弱，少量根

　　综合考虑增殖系数与苗生长状况，细胞分裂素 ６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ为最佳增殖培养基。其次为Ｚ１４（６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋
ＫＴ２．０ｍｇ／Ｌ），试管苗生长情况如图２。
２．４　不同生长素对生根培养的影响

将珍珠菜无菌苗接种到生根培养基后，１０ｄ左右大部分
苗靠近培养基处茎上生少量不定根，且切口膨大，慢慢形成凸

起，后逐渐在凸起上生不定根。培养４０ｄ统计生根率、平均
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根数和平均根长，结果（表６）表明，添加生长素 ＮＡＡ和 ＩＢＡ
的生根率差异显著，处理间平均根数和平均根长差异显著，但

只有一部分浓度范围生根率和平均根数高于对照组。ＮＡＡ
和ＩＢＡ诱导下生根率相似，ＮＡＡ培养基上苗的平均根数高于
ＩＢＡ培养基上的苗，但ＮＡＡ培养基上的苗平均根长与相同浓
度ＩＢＡ处理差异不显著。综合考虑生根率、平均根数、平均
根长和根生长状况，最佳生根培养基为 １／２ＭＳ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ，其次为１／２ＭＳ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ（图３）。
２．５　开瓶时间与基质类型移栽驯化结果

由表７可看出，１、３、５、７ｄ的开瓶处理间成活率差异不显
著，较０ｄ开瓶差异显著，其中开瓶时间为５ｄ成活率最高，达
到１００．００％。０ｄ成活率最低，为７５．００％。由表 ７还可看
出，５种基质成活率差异不显著，其中基质（５）蛭石 ∶珍珠
岩 ∶泥炭（１∶１∶１）成活率最高，达到１００．００％。而基质（２）
泥炭成活率最低，为８５．００％。综合考虑不同开瓶时间和基
质栽培，珍珠菜移栽驯化的方法为幼苗在自然光照射下培养

３ｄ后，再开瓶驯化 ５ｄ，最后种植于蛭石 ∶珍珠岩 ∶泥炭
（１∶１∶１）基质中。

表６　不同生长素对生根培养的影响

生长素 浓度（ｍｇ／Ｌ） 生根率（％） 平均根数（条） 平均根长（ｃｍ） 根生长状况

ＮＡＡ ０．１ ７８．３３±５．７７ｂｃＡＢＣ ３．４９±０．４１ｃＣＤ ４．４０±１．２５ａＡ 苗壮，根粗、须根较多

０．５ ８８．３３±５．７７ａｂＡＢ ６．４７±１．４４ａＡＢ ３．１４±０．３９ｂＡＢＣ 苗壮，根较粗、须根较多

１．０ ７１．６７±２．８９ｃｄＢＣＤ ６．９５±０．５５ａＡ ２．５７±０．６７ｂｃＢＣＤ 苗较壮，根较粗、须根多

２．０ ６０．００±５．００ｄｅｆＤＥ ６．０８±０．６８ａｂＡＢ １．９２±０．１１ｃｄＣＤＥ 苗较壮，根较粗、须根较多

３．０ ５３．３３±５．７７ｆＥ ５．４４±０．５８ａｂＡＢＣ １．４４±０．１３ｄｅＤＥ 苗弱，根细、须根少

ＩＢＡ ０．１ ７３．３３±７．６４ｃＢＣＤ ３．０９±０．８０ｃＤ ３．４９±１．０５ａｂＡＢ 苗壮，根粗、须根少

０．５ ９１．６７±５．７７ａＡ ４．４６±０．７０ｂｃＢＣＤ ２．８６±０．２８ｂｃＢＣＤ 苗壮，根较粗、须根较多

１．０ ７３．３３±７．６４ｃＢＣＤ ５．４２±１．１７ａｂＡＢＣ １．９３±０．２６ｃｄＣＤＥ 苗壮，根较粗、须根少

２．０ ６６．６７±１０．４１ｃｄｅＣＤＥ ６．１８±１．０５ａｂＡＢ １．４４±０．０７ｄｅＤＥ 苗较壮，根较粗、须根少

３．０ ５６．６７±２．８９ｅｆＤＥ ５．４４±０．９４ａｂＡＢＣ ０．７７±０．２０ｅＥ 苗较壮，根细，须根少

ＣＫ ７１．６７±１０．４１ｃｄＢＣＤ ４．５３±１．１２ｂｃＢＣＤ ３．３４±０．３７ｂＡＢＣ 苗壮，根较粗，须根少

表７　移栽驯化结果

不同开瓶

时间（ｄ）
成活率

（％） 不同基质
成活率

（％）

０ ７５．００±１０．００ｂＢ １ ９０．００±５．００ａｂＡ
１ ９０．００±５．００ａＡＢ ２ ８５．００±８．６６ｂＡ
３ ９５．００±８．６６ａＡ ３ ９０．００±５．００ａｂＡ
５ １００．００±０．００ａＡ ４ ９５．００±５．００ａｂＡ
７ ９５．００±５．００ａＡ ５ １００．００±０．００ａＡ

３　结论与讨论

３．１　结论
珍珠菜种子最佳消毒方式为５％次氯酸钠消毒１０ｍｉｎ，

最适丛生芽诱导的部位为叶片，丛生芽诱导最佳培养基配方

为添加６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ的 ＭＳ培养基，其
次为添加６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ的 ＭＳ培养基。
最适增殖培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ，其次为 ＭＳ＋
６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ２．０ｍｇ／Ｌ培养基。最适生根培养基为
１／２ＭＳ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ，其次为１／２ＭＳ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ。珍珠
菜移栽驯化的方法为幼苗在自然光照射下培养３ｄ后再开瓶
驯化５ｄ，最后种植于蛭石 ∶珍珠岩 ∶泥炭（１∶１∶１）基质中。
３．２　讨论

试验中虽得出了种子的最佳消毒方法，但种子萌发率很

低，这可能是因为珍珠菜种子较小，种皮较薄，在消毒剂浸泡

过程中伤害到了种胚，致使种子不能萌发死亡，以后的试验可
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以探索较温和的消毒方法。由于同一植物的不同组织和器

官，其再生能力有很大差距，并非所有的部位都能顺利分化出

芽。因此，在组织培养试验中选择合适的外植体类型是试验

成功的重要条件之一，而培养基质和培养条件也在组织培养

过程中起重要作用［８－９］。本试验选择珍珠菜的叶片、茎段和

带叶腋茎为外植体，且结果为叶片为诱导丛生芽最佳外植体。

在诱导丛生芽过程中，细胞分裂素与生长素组合有利于丛生

芽的生成，其中细胞分裂素的浓度增高诱导效果随之增高，且

６－ＢＡ效果明显好于ＫＴ，而细胞分裂素或生长素两两组合不
利于丛生芽诱导。珍珠菜的增殖过程中，细胞分裂素和生长

素的组合效果比细胞分裂素组合效果差。在移栽驯化过程

中，０ｄ开瓶时间由于植株还没有由异养转成自养模式，无法
从基质中吸取营养与水分，所以移栽后植株易死亡，成活率

低。而开瓶７ｄ后，可能基质污染影响到根系，造成植株死
亡，成活率降低。在基质组合中，蛭石 ∶珍珠岩 ∶泥炭
（１∶１∶１）透气透水性最好，最利于植株生长，而泥炭基质透
气性差，水分不易流失导致根部腐烂，植株死亡。本试验成功

地建立了珍珠菜组织培养与植株再生技术体系，对快速繁殖

珍珠菜优良品种和种质资源的离体保存具有重要意义。
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鸡 α干扰素在巴斯德毕赤酵母中的分泌表达
及抗病毒功能初探
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　　摘要：为了研究鸡α干扰素（ＣｈＩＦＮα）基因的特性和功能，将鸡 α干扰素的 ＤＮＡ序列克隆到巴斯德毕赤酵母
（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）分泌表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ中，并转化入巴斯德毕赤酵母ＧＳ１１５菌株，用ＰＣＲ技术鉴定阳性转化子。重组
菌株ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＩＦＮα用１％甲醇诱导后，分泌表达重组蛋白，斑点杂交（ｄｏｔ－ｂｌｏｔ）检测ＩＦＮα具有免疫原性。细
胞病变抑制法表明，表达产物有明显的抗鸡Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒活性。
　　关键词：鸡α干扰素；巴斯德毕赤酵母；免疫原性；细胞病变抑制法
　　中图分类号：Ｓ８５２．６５＋７　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）１０－００４９－０３

收稿日期：２０１３－１２－２４
作者简介：韦　琴（１９８１—），女，湖北天门人，硕士，讲师，主要从事生
物化学与分子生物学方向的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：５３４７１３４８＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）是一类具有广谱抗病毒活性的细
胞因子，能调节机体免疫反应［１］。α干扰素是由能在脊椎动
物各种类型的细胞中增殖的病毒诱导白细胞产生的［２］，其主

要活性是抗病毒。Ｓｅｋｅｌｌｉｃｋ等于１９９４年克隆表达了鸡的 α
干扰素 （ＣｈＩＦＮα）基因［３］，其后的文献也报道了红色原鸡中

命名为ＩＦＮＡ１、ＩＦＮＡ２和 ＩＦＮＡ３的干扰素基因序列［４－５］。到

目前为止，已知ＣｈＩＦＮα的抗病毒能力较强，比 ＣｈＩＦＮβ强２０
倍左右。对于巴斯德毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）的研究起始于
１９７０年左右。巴斯德毕赤酵母是甲醇营养型酵母中的一类

能够利用甲醇作为唯一碳源和能源，大量合成外源蛋白质的

酵母菌，因此，该酵母引起了人们的兴趣和关注，得到了广泛

的研究和应用。目前有关细胞因子在巴斯德毕赤酵母中获得

表达的报道屡见不鲜［６－９］。

我国养禽业经过近３０年的持续稳步增长，已成为世界上
最大的养禽国之一。禽病大规模暴发会给我国养禽业带来巨

大的经济损失，因此，利用干扰素基因结合基因工程手段生产

生物制剂，来预防和治疗禽类的各种病毒传染病具有重要意

义。本研究以质粒 ｐＰＩＣ９Ｋ为骨架，成功构建了巴斯德毕赤
酵母表达载体 ｐＰＩＣ９Ｋ－ＩＦＮα，在巴斯德毕赤酵母菌 ＧＳ１１５
中获得了分泌表达的重组干扰素，并进一步探讨了其抗病毒

活性。
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