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　　摘要：采用大岩桐叶片为试验材料，研究了不同培养基对大岩桐的愈伤组织诱导、分化、增殖以及生根培养的影
响。结果表明：大岩桐叶片在 ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ培养基上的出愈率最高，为９３．４％；在 ＭＳ＋
６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ培养基上既生长愈伤组织又生长较少的不定芽，其芽的再生率最高，为８３．３％；在
ＭＳ＋６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ培养基上很少或不形成愈伤组织，而直接形成不定芽。生根培养用１／２ＭＳ培
养基较好，生根速度快，生根平均为２４．３条。
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　　大岩桐（Ｓｉｎｎｉｎｇｉａｓｐｅｃｉｏｓａ）别称落雪泥、新宁治花、丝绒
花，属苦苣苔科苦苣苔属（也有学者认为属大岩桐属），原产

南美巴西，为多年生草本花卉，株高２０～３０ｃｍ，叶长椭圆形，
密被白色绒毛，花顶生或腋生，花期长。１８４５年苏格兰人
ＪｏｈｎＦｉｆ率先育出向上开花的大花型品种，引起了育种家的兴
趣，对它加以改良，就产生了现在这样丰富多彩和各种类型的

大岩桐品种［１］。其花大色泽艳丽，雍容华贵，性喜温湿，耐

阴，是不可多得的著名室内观赏花卉、案头花卉［２］。在欧洲

有１５０多年的栽培历史，但引入我国较晚，还没有形成规模生
产和销售，所以是具有很大开发前景的商品花卉。

大岩桐单瓣品种因花柱与花药不等高不能自花授粉，且

种子繁殖的后代不能保持原有的优良性状，复瓣品种因雌雄

蕊退化丧失结实能力，因而常应用组织培养技术对其进行快

速繁殖。大岩桐组织培养方面的最先报道是 Ｈａｒａｍａｋｉ采用
茎尖培养获得不定芽的研究［３］，Ｊｏｈｓｏｎ用花和花梗培养完成
了试管繁殖［４］。国内关于大岩桐组织培养的研究较多［５－１０］，

本研究着重探讨不同激素对愈伤组织、不定芽和生根方面的

影响，用大岩桐的叶片作为外植体，研究了叶片的诱导、增殖、

生根等获得完整植株的全过程，并探讨大岩桐快速繁殖所需

条件，为建立大岩桐快速繁殖体系和工厂化育苗提供一定技

术参数，为大岩桐遗传转化体系的建立及转基因育种提供一

定的参考。

１　材料与方法

１．１　材料
大岩桐（Ｓｉｎｎｉｎｇｉａｓｐｅｃｉｏｓａ）由笔者所在实验室提供。

１．２　方法
１．２．１　材料处理

取外植体，在自来水龙头下流水冲洗（因外植体叶片表

面有茸毛，冲洗时放少许洗衣粉）大岩桐幼叶３０ｍｉｎ，滤干水
分，然后置于超净工作台上，用 ７５％乙醇浸泡 １０ｓ，然后用
０１％氯化汞溶液处理７～８ｍｉｎ，最后用无菌水冲洗５～６次，
用无菌滤纸吸干表面水分，之后将叶片切成１ｃｍ×１ｃｍ的小
块并接种于培养基上。

１．２．２　培养条件
１．２．２．１　诱导、分化培养基的设置　诱导、分化、增殖均以
ＭＳ为基本培养基，添加不同浓度的６－ＢＡ和ＮＡＡ，蔗糖用量
为２０ｇ／Ｌ［１１］，琼脂为７ｇ／Ｌ，ｐＨ值为５．８。培养基激素处理浓
度设置见表１。

表１　大岩桐的诱导、分化培养基激素处理浓度

培养基代号
激素处理浓度（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ＮＡＡ
１ ０．５ ０．１
２ １．０ ０．１
３ １．０ ０．２
４ ２．０ ０．２
５ ３．０ ０．２
６ ３．０ ０．５

　　注：基本培养基均为ＭＳ。

１．２．２．２　生根培养基的设置　生根培养基的基本培养基及
激素处理浓度见表 ２，其中蔗糖用量为 ２０ｇ／Ｌ［５］，琼脂为
７ｇ／Ｌ，ｐＨ值为５．８。
１．２．２．３　接种数量与培养条件　每个处理接种１８瓶，每瓶
接种５块外植体，培养温度为 ２４～２６℃，光照度 １５００～
２０００ｌｘ，光照时间为１６ｈ／ｄ，３０ｄ后统计形成愈伤组织、不定
芽的外植体数和每块外植体上形成的不定芽数。

１．２．２．４　统计分析　方差分析均采用 ＬＳＤ法进行统计
分析。

２　结果与分析

２．１　芽的诱导、分化及继代增殖
培养１０ｄ后发现，部分外植体开始弯曲、膨大增厚。培

养２０ｄ时愈伤组织及不定芽的诱导情况见表３。
　　培养３０ｄ后观察，诱导效果更明显（图１至图４），在前
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表２　大岩桐的生根培养基激素处理浓度

培养基代号 基本培养基
激素处理浓度（ｍｇ／Ｌ）
ＮＡＡ ６－ＢＡ

Ａ １／２ＭＳ
Ｂ １／２ＭＳ ０．１
Ｃ １／２ＭＳ ０．２
Ｄ １／２ＭＳ ０．５
Ｅ １／２ＭＳ ０．５
Ｆ １／２ＭＳ １．０
Ｇ ＭＳ
Ｈ ＭＳ ０．１
Ｉ ＭＳ ０．２
Ｊ ＭＳ ０．５
Ｋ ＭＳ ０．５
Ｌ ＭＳ １．０

表３　大岩桐在不同培养基上的诱导情况

培养基

代号

激素处理浓度

（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ＮＡＡ
诱导情况

１ ０．５ ０．１ 开始从叶片边缘分化少数不定芽，

几乎看不到愈伤组织

２ １．０ ０．１ 叶片膨大适中且愈伤组织颜色淡绿

３ １．０ ０．２ 叶片长得较慢，只在近叶轴处有小块愈伤组织

４ ２．０ ０．２ 叶片膨大明显，从切口处形成愈伤组织

５ ３．０ ０．２ 叶片膨大明显，从切口处形成愈伤组织

６ ３．０ ０．５ 叶片稍膨大，大部分有愈伤组织形成

　　注：基本培养基均为ＭＳ。

面基础之上，愈伤组织和不定芽继续生长和膨大，对不同激素

浓度配比对叶片再生频率的影响进行统计，结果见表４。
　　通过观察发现，不同浓度的６－ＢＡ和 ＮＡＡ处理组合对
大岩桐叶片的不定芽和愈伤组织的诱导、分化有明显的影响

（表３）。接种１０ｄ后，１号培养基上基本不形成愈伤组织，而

表４　不同激素浓度配比对大岩桐叶片分化的影响

培养基

代号

激素及浓度

（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ＮＡＡ

外植体数

（个）

出愈率

（％）
芽再生率

（％）

平均再生

不定芽数

（个）

１ ０．５ ０．１ ９０ ４．４ｄ ５３．３ｂ ４．７ｂ
２ １．０ ０．１ ９０ ８０．０ａｂ ８３．３ａ ９．０ａ
３ １．０ ０．２ ９０ ７１．１ｂｃ １１．１ｄ １．７ｃ
４ ２．０ ０．２ ９０ ９３．４ａ ６３．３ｂ ５．０ｂ
５ ３．０ ０．２ ９０ ５６．７ｃ ２６．７ｃ ３．７ｂｃ
６ ３．０ ０．５ ９０ ７３．３ｂ ６．７ｄ １．７ｃ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。下
表同。

是直接长出不定芽；４、５号培养基则膨大明显，基本上都能形
成愈伤组织，继续培养发现，４号培养基在诱导出愈伤组织的
基础上继续分化出不定芽，而这个过程历时较长。与之相反，

１号培养基可从外植体切口处直接分化出不定芽，出芽时间
最早、最快，但分化的不定芽则较少；２号培养基在诱导出愈
伤组织的基础上继续分化出不定芽，分化出不定芽时间介于

１号培养基和４号培养基之间，但是分化出不定芽的数目远
远多于１号培养基。由此可见，培养基中不同激素配比对诱
导愈伤组织和不定芽有很大的影响。

　　经方差分析后发现，每个培养基上出愈率、出芽率以及每
个外植体形成的不定芽数都有显著差异（表４）。从出愈率来
看，４号培养基的出愈率最高，为９３．４％，其次是２号培养基，
出愈率为８０．０％，二者之间差异不显著。然后依次为６号培
养基、３号培养基和 ５号培养基，其出愈率分别为 ７３．３％、
７１１％和５６．７％，６号培养基与３号培养基之间差异不显著，
而与５号培养基之间差异显著。在６个处理中，１号培养基
的出愈率最低，为４．４％。由此分析得出，以上６个培养基中，
４号培养基是诱导大岩桐叶片产生愈伤组织的最好培养基。
　　从芽的再生率来看，２号培养基上芽的再生率最高，为
８３．３％，其次为４号培养基，为６３．３％，二者之间差异显著。
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然后依次为１号培养基、５号培养基和３号培养基，其芽再生
率分别为５３３％、２６．７％、１１．１％，三者之间差异显著。芽再
生率最低的为６号培养基，只有６．７％。

从每个外植体的再生不定芽数来看，２号培养基的芽数
最多，为９个，与其他几种培养基差异显著。其次为４号培养
基，为５个，最少的为３号培养基和６号培养基，其平均再生
不定芽数均为１．７个。
２．２　生根培养

当不定芽在增殖培养基上长有３～４张真叶时，选取长势
一致的再生不定芽接种到生根培养基上，３０ｄ后观察统计根
的生长情况。

　　不定芽在几种不同处理的生根培养基上均能生根，培养
中先在基部切口处膨大，形成少量愈伤组织，６～８ｄ后１／２ＭＳ
培养基中最先开始生根，基本培养基为 ＭＳ的培养基上均无
根的形成；３０ｄ后的生根情况见表５。

表５　大岩桐再生不定芽的生根

培养基

代号

基本

培养基

激素处理浓度

（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ ＩＢＡ
幼苗数

生根

幼苗数

平均生

根条数

Ａ １／２ＭＳ ０ ０ ９０ ９０ ２４．３ａｂｃ
Ｂ １／２ＭＳ ０．１ ０ ９０ ９０ ２０．０ｃｄｅ
Ｃ １／２ＭＳ ０．２ ０ ９０ ９０ ２５．０ａｂ
Ｄ １／２ＭＳ ０．５ ０ ９０ ９０ ２６．７ａ
Ｅ １／２ＭＳ ０ ０．５ ９０ ９０ ２２．０ａｂｃｄ
Ｆ １／２ＭＳ ０ １．０ ９０ ９０ ２１．３ｂｃｄ
Ｇ ＭＳ ０ ０ ９０ ９０ １６．０ｅｆｇ
Ｈ ＭＳ ０．１ ０ ９０ ９０ １２．３ｇ
Ｉ ＭＳ ０．２ ０ ９０ ９０ １３．７ｇ
Ｊ ＭＳ ０．５ ０ ９０ ９０ １６．３ｅｆｇ
Ｋ ＭＳ ０ ０．５ ９０ ９０ １４．０ｆｇ
Ｌ ＭＳ ０ １．０ ９０ ９０ １８．７ｄｅｆ

　　通过生根试验观察发现，以１／２ＭＳ为基本培养基的处理
组，生根速度较以ＭＳ为基本培养基的处理组早，块茎上的毛
细根系发白、较长，且生根数量和质量均高于以 ＭＳ为基本培
养基的处理组；在添加生长素的培养基中，以１／２ＭＳ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ和 １／２ＭＳ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ培养基为好，其次为
１／２ＭＳ培养基。

从生根条数观察，经方差分析后发现，在以上几个处理

中，平均生根条数差异显著，基中 Ｄ培养基的最多，为２６．７
条，其次较多的依次为Ｃ培养基、Ａ培养基和 Ｅ培养基，分别
为２５．０、２４．３、２２．０条，四者之间差异不显著。而生根条数最
少的为Ｈ培养基，为１２．３条。介于中间的为Ｆ、Ｂ、Ｌ、Ｊ、Ｇ、Ｋ、
Ｉ培养基，分别为：２１．３、２０、１８．７、１６．３、１６、１４、１３．７条。

在生根培养中，以１／２ＭＳ为基本培养基的处理组中的须
根平均长２．０～３．５ｃｍ，以ＭＳ为基本培养基的处理组中的须
根长０．５～２．０ｃｍ，无块茎形成，并且在移栽冲洗根部培养基
时须根易脱落，不易成活。因此，从生根效果和经济角度来

看，１／２ＭＳ是最适的培养基（图５、图６）。
２．３　炼苗与移栽

当大岩桐不定芽切到生根培养基后，待株高３～４ｃｍ时
可进行炼苗移栽（图７、图８）。将封口膜掀开炼苗２～３ｄ，将
大岩桐幼苗取出，放清水中漂洗，小心洗净上面附着的培养 （下转第３５６页）
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基。为提高大岩桐瓶苗移栽成活率，可先栽在珍珠岩中，也

可栽在珍珠岩 ∶椰糠＝１∶１的基质中［１２］，最好先将基质灭

菌。大岩桐栽培时，浇水时坚持“见干才浇，不干不浇，浇则

浇透”的原则，并注意避免直接将水喷洒在叶片和花朵上，

尤其是在通风不良、温度偏低时，这是由于大岩桐叶片表面

有密集茸毛，叶面渍水易腐烂生病。大岩桐虽不喜多水的

土壤环境，却喜较高的空气湿度，注意土壤要通气性好，栽

植不宜过深。

３　讨论

鉴于大岩桐的生物学特性和发展前景，本试验以大岩桐

叶片为外植体进行离体培养，优化了其再生体系，研究目的旨

在指导并应用于生产、节约成本和适应大规模生产，并在优化

大岩桐高频再生体系的基础上，为大岩桐的遗传转化体系的

建立和大岩桐的品种改良提供参考。适当浓度的细胞分裂素

６－ＢＡ和ＮＡＡ能有效诱导愈伤组织和芽的继代增殖，浓度太
高则抑制愈伤组织分化成芽与芽丛的分化和生长。大岩桐叶

片在ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ培养基上的出愈
率最高；在ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ培养基上
既生长愈伤组织又生长较少的不定芽，其芽的再生率最高；在

ＭＳ＋６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ培养基上很少或不形
成愈伤组织，而直接形成不定芽。可以根据不同的目的，调整

激素不同配比来满足需要，为建立大岩桐快速繁殖体系和工

厂化育苗提供一定技术参数，并为大岩桐种质资源的保护和

开发利用奠定一定的基础。
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