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　　摘要：以龙牧８０１苜蓿叶片诱导产生的愈伤组织为材料，将其接种在诱导和胚性发生培养基上，采用形态学、涂片
法和石蜡切片法对愈伤组织的形态和内部细胞结构进行观察。此外，研究了 ＮＡＡ和 ＫＴ对愈伤组织芽分化的影响。
结果表明：胚性愈伤组织和非胚性愈伤组织在形态和细胞学特性方面均存在明显差异，苜蓿愈伤组织芽分化最佳激素

配比为０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．５ｍｇ／ＬＫＴ，研究结果将为苜蓿组培快繁奠定理论基础。
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　　紫花苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）为豆科草本植物，是世界
上种植最广泛的牧草之一，再生性和适应性较强［１］。利用植

物组织培养技术产生愈伤组织可以进行苜蓿的抗逆性育种，

但是已有研究表明苜蓿愈伤组织的再分化率较低，易产生玻

璃化现象，其中激素是影响苜蓿愈伤组织形成及分化的主要

因素［２］。因此，本试验通过对愈伤组织显微结构进行观察并

研究激素对愈伤组织分化的影响，旨在为苜蓿组培快繁提供

参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以龙牧８０１苜蓿叶片诱导出的愈伤组织为材料。愈伤组

织诱导和继代培养基为 ＭＳ＋１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋８．５ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖，每２０ｄ继代１次。胚性
愈伤组织诱导培养基为 ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＫＴ＋８．５ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖［３］。挑取

新鲜的苜蓿愈伤组织，将其切成５ｍｍ３大小，接种于胚性愈伤
组织诱导和芽分化培养基，在２３～２５℃和１０００～３０００ｌｘ的
光照培养箱下培养。

１．２　试验方法
１．２．１　愈伤组织形态观察　对继代培养８ｄ的愈伤组织进
行细胞表面结构、颜色和质地的观察。

１．２．２　愈伤组织涂片和石蜡切片制作　取新鲜的、长势良好
的愈伤组织小块，放在培养瓶中，滴３～５滴卡宝品红染液，用
注射器胶皮头将愈伤组织充分捣碎，吸取上层清液，滴１滴于
干净的载玻片上，显微镜下观察并拍照。此外，选取新鲜的、

长势较好的愈伤组织材料，进行常规石蜡切片制作，用番红和

固绿双重染色。

１．２．３　愈伤组织芽分化激素配比的筛选　 选用 ＭＳ培养基
为基础培养基，添加ＮＡＡ和 ＫＴ，ＮＡＡ浓度分别为０．１、０．３、
０．５ｍｇ／Ｌ，ＫＴ浓度分别为０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ，２种激素进行
正交组合，共 ９种配方组合。将新鲜的愈伤组织分割成约
５ｍｍ３的小块，接种到９种不同培养基中，每瓶６～９块。培
养条件同上，培养１５ｄ后对１～９号各培养基的材料进行观
察和统计。

２　结果与分析

２．１　胚性与非胚性愈伤组织形态上的差异
胚性愈伤是指具有胚胎发生能力的愈伤组织，它处于增

值旺盛和分化状态。非胚性愈伤是指愈伤组织中的细胞虽具

有增殖能力，但没有胚胎发生能力的愈伤［４］。这２种愈伤组
织在形态学和细胞学上有明显的差异。培养８ｄ的２种类型
愈伤组织在形态上有明显的差异，其中胚性愈伤组织为淡绿

色、质地致密、表面较粗糙且有颗粒状突起；而非胚性愈伤组

织表明光滑、呈淡黄色、质地疏松（表１、图１）。

表１　胚性与非胚性愈伤组织的形态比较

类型 颜色 质地 表面结构

胚性愈伤组织 淡绿色 较致密 较粗糙，表面有颗粒状突起

非胚性愈伤组织 黄绿色 较疏松 较光滑

２．２　解剖结构的观察
通过对愈伤组织显微结构观察（图２）发现，胚性细胞与

非胚性细胞差异显著。胚性愈伤组织细胞较小，细胞直径约

１０μｍ，胞质浓厚、染色深、细胞核大、细胞形状较规则，是排
列紧密的近圆形细胞，具有分生组织细胞的特点。因此，胚性

愈伤组织细胞分裂能力强，代谢活跃，具有体细胞胚发生能

力。非胚性愈伤组织细胞大，直径约２０μｍ，胞质稀薄、染色
浅、细胞核小、形状不规则、排列疏松，细胞表面褶皱，分裂能

力弱，无体细胞胚发生能力。初始愈伤组织细胞的形态结构

位于上述两者之间，也无体细胞胚发生能力。

２．３　芽分化的最佳激素配比
本试验在ＭＳ培养基上附加不同浓度的ＮＡＡ，并分别与
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不同浓度的ＫＴ配比，研究其对芽分化的影响，结果见表 ２。
接种１０ｄ后，愈伤组织开始陆续长出绿色芽点（图３），不同
浓度的ＮＡＡ和ＫＴ的芽的分化率有一定的差异，１～９号培养
基出芽率依次为９＞７＞８＞３＞５＞６＞１＞２＞４，９号培养基的
出芽率最高，达到４８．８％，在１５ｄ时长出丛生芽，ＭＳ培养基
添加０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ、１．５ｍｇ／ＬＫＴ时，苜蓿愈伤组织出芽率
最高，其他培养基也有芽的分化，说明添加一定浓度的 ＮＡＡ
和ＫＴ配合有利于苜蓿愈伤组织芽的再分化。

３　讨论

３．１　愈伤组织的鉴定为苜蓿不定芽的发生提供可能性
愈伤组织在长期继代过程中，有胚性和非胚性２类愈伤

组织。胚性愈伤组织发生前要经历愈伤组织生长发育阶段。

表２　激素配比对愈伤组织芽分化的影响

培养基

编号

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＴ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

愈伤组织接

种数（块）

分化块数

（块）

分化率

（％）
１ ０．１ ０．５ ４７ ９ １９．１
２ ０．１ １．０ ４２ ７ １６．７
３ ０．１ １．５ ４０ １１ ２７．５
４ ０．３ ０．５ ４５ ５ １１．１
５ ０．３ １．０ ４４ １１ ２５．０
６ ０．３ １．５ ４８ １１ ２２．９
７ ０．５ ０．５ ４９ １７ ３４．７
８ ０．５ １．０ ４３ １３ ３０．２
９ ０．５ １．５ ４３ ２１ ４８．８

苜蓿成熟叶片在含有一定浓度的２，４－Ｄ和６－ＢＡ的激素配
比的培养基中可诱导出大量的愈伤组织，经长期培养愈伤组

织失去绿色，变成淡黄色，有的愈伤组织失去胚性。愈伤组织

在ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＫＴ培
养基培养过程中，在培养８ｄ时，发现愈伤组织开始逐渐变成
绿色，并逐渐形成颗粒状突起，此类愈伤组织即为胚性愈伤组

织。接种的２０８块愈伤组织中有１６３块长出颗粒状突起，诱
导率达７８．４％。对苜蓿愈伤组织采用形态学和细胞学方法
对其发生的状态进行观察，能准确判断其愈伤组织的发生类

型和愈伤组织是否进入胚性化，可为实现苜蓿愈伤组织的再

分化创造条件。

３．２　植物激素对愈伤组织诱导和再分化的作用
激素是外植体愈伤组织诱导的关键因素，调节激素水平

和组合已成为提高愈伤组织诱导与分化率的有效手段。不同

的激素对植物细胞的识别能力不同，激素浓度不同，与植物细

胞结合的机会也不同，因此不同种类和浓度的激素组合会影

响愈伤组织的诱导和再分化。如朱苏文等研究表明２，４－Ｄ
对大岩桐愈伤组织诱导的作用最显著［５］；杜希华等研究发现

单独使用细胞分裂素不能使愈伤组织生长，而同时加入一定

配比的细胞分裂和生长素有利于愈伤组织的诱导，细胞分

裂素是植物脱分化所必需的［４］。在试验中发现添加一定配
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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
比的２，４－Ｄ和６－ＢＡ可以诱导苜蓿叶片产生大量的愈伤组
织。２，４－Ｄ和 ６－ＢＡ的浓度分别控制在 １．０ｍｇ／Ｌ和
０．５ｍｇ／Ｌ左右时有利于愈伤组织的诱导和继代培养，２，４－Ｄ
的浓度过高不利于愈伤组织的再分化。但是愈伤组织的不定

芽的分化率和激素的浓度不呈正相关，如胡静等［６］和伊风艳

等［７］研究发现，甘农２号杂化苜蓿和黄花苜蓿的最佳的芽分
化培养基均为ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ和０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ。在本试
验中发现在愈伤组织芽的分化中，可以配合添加一定浓度

ＮＡＡ和ＫＴ，ＮＡＡ的浓度为０．１～０．５ｍｇ／Ｌ、ＫＴ浓度为０．５～
１．５ｍｇ／Ｌ时，均有不定芽的分化，其中以０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ和
１．５ｍｇ／ＬＫＴ组合下愈伤组织不定芽的分化率最高。
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　　摘要：为建立聚花过路黄（ＬｙｓｉｍａｃｈｉａｃｏｎｇｅｓｔｉｆｌｏｒａＨｅｍｓｌ）的组织快繁技术体系，以ＭＳ为基本培养基，研究不同浓
度组合６－ＢＡ、ＮＡＡ对不同外植体进行愈伤组织诱导、不定芽分化、增殖、生根的影响，筛选出适合聚花过路黄的最适
外植体、培养基。结果表明，聚花过路黄最佳的愈伤组织及不定芽诱导培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．１ｍｇ／Ｌ，最佳外植体为顶芽，其次为带芽茎段。聚花过路黄在ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ培养基中增殖
倍数最高，增殖倍数达１２．７６，生长速度较快。聚花过路黄在１／２ＭＳ培养基上生根率达１００％。
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　　聚花过路黄（ＬｙｓｉｍａｃｈｉａｃｏｎｇｅｓｔｉｆｌｏｒａＨｅｍｓｌ）别称临时救、
黄花珠、九莲灯、大疮药、爬地黄等，为报春花科珍珠菜属多年

生草本，主要分布于我国长江以南各省及陕西省、甘肃省南部

地区、中国台湾，集药用、观赏、经济价值于一体［１］。聚花过

路黄植株低矮，茎下部匍匐，节上生根，覆盖力强，叶沿中脉、

侧脉有紫红色斑纹，花２～４朵集生茎段或枝端，形成近头状
的总状花序，花色艳丽，花冠内面基部紫红色，花期４—６月，
是优良的地被植物。聚花过路黄全草入药，目前国内外关于

聚花过路黄的研究多集中于对其化学成分及药用价值等方

面［２－７］。聚花过路黄花叶俱美，最适宜作为地被植物，但在城

市绿地中应用较少，多处于野生状态。笔者对聚花过路黄进

行组织培养研究，旨在为聚花过路黄的园林推广、种苗工厂化

生产提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
聚花过路黄于２０１１年７月采自广西壮族自治区贺州市

姑婆山（２４°３４′Ｎ，１１１°３２′Ｅ，海拔５６８．３ｍ），引种成功后栽植
于岭南师范学院生物园。

１．２　方法
１．２．１　无菌材料的获得及消毒处理　于晴天中午取生长期
内健康、无病虫害的聚花过路黄外植体，分别为顶芽、带芽茎

段、叶片，外植体长度为 ２～３ｃｍ，用洗洁精漂洗外植体
１０ｍｉｎ左右，再用自来水冲洗０．５～１．０ｈ，浸泡于无菌水中待
用。将外植体用７０％ 乙醇处理１５ｓ，然后用无菌水清洗４～５
次，用ＨｇＣｌ２浸泡６ｍｉｎ，最后用无菌水冲洗６次。处理后的
外植体剪掉两头茎段，避免ＨｇＣｌ２渗入而影响营养吸收。
１．２．２　诱导培养基　基本培养基为 ＭＳ培养基。将处理好
的外植体分别接种于３种添加不同植物激素的 ＭＳ诱导培养
基上，诱导培养基配方分别为：Ｍ１，ＭＳ＋６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋
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