
书书书

贾晓梅，周　悦，曹柳青，等．不同外植体及激素组合对贴梗海棠愈伤组织诱导的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（２）：５４－５６．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０２．０１４

不同外植体及激素组合

对贴梗海棠愈伤组织诱导的影响

贾晓梅，周　悦，曹柳青，黄璞璐
（保定学院生化系，河北保定０７１０５１）

　　摘要：以当年生幼嫩枝条、２～３年生枝条的叶片为试验材料，分别采用０．１％ＨｇＣｌ２溶液、２％ＮａＣｌＯ溶液进行消毒

处理，运用对比试验的方法进行贴梗海棠愈伤组织的诱导研究，结果表明，诱导愈伤组织的最适外植体为叶片，最适培

养基为ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ。
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作者简介：贾晓梅（１９７８—），女，硕士，副教授，主要从事植物生理和
生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｘｍｑｉａｎｇ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ。

　　贴梗海棠［Ｃｈａｅｎｏｍｅｌｅｓｓｐｅｃｉｏｓａ（Ｓｗｅｅｔ）Ｎａｋａｉ］是蔷薇科
木瓜属植物，为落叶灌木，耐旱、喜光、耐寒，抗逆性极强。其

花色艳丽，气味芳香，被广泛应用于城乡绿化、庭院美化；其果

实别称皱皮木瓜，富含多种营养成分［１］，为常用中药，可舒筋

活络、驱风止痛［２］；其叶片具有抗氧化和保肝功效［３］。可见，

贴梗海棠是一种具有多用途的优良园林绿化植物。

贴梗海棠的繁殖多采用传统的种子繁殖和无性繁殖（扦

插、嫁接、压条等）［４］。为提高贴梗海棠的品质，部分学者已

对其育苗［５］、花期调控［６］、嫁接技术［７］、栽培管理［８］等方面进

行了研究；为突破繁殖材料的数量限制、加快推广速度，部分

学者已将组织培养技术应用于贴梗海棠的快速繁殖［９－１０］，初

步建立了快繁体系，但关于贴梗海棠愈伤组织培养的研究鲜

有报道。通过研究不同外植体和激素组合对其愈伤组织诱导

的影响，以期为贴梗海棠的遗传转化育种开辟一条有效途径，

为该品种的开发和推广奠定技术基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料由三禾苗圃提供，取贴梗海棠当年生幼嫩枝条、

２～３年生枝条的叶片为外植体。
１．２　试验方法
１．２．１　材料消毒　将新生幼嫩枝条用加入少量皂粉的自来
水浸泡３０ｍｉｎ，再用自来水冲洗１．０～１．５ｈ，去除肉眼可见的
灰尘及其他杂质。在无菌操作台内，将试验材料用７５％乙醇
消毒３０ｓ后分为两半，一半转入０．１％ ＨｇＣｌ２溶液中浸泡７～
８ｍｉｎ，再用无菌水冲洗３～４次；另一半转入２％ ＮａＣｌＯ溶液

中浸泡１５ｍｉｎ，再用无菌水冲洗３～４次。将消毒后的材料置
于无菌滤纸上，吸干接种材料表面的多余水分。将叶片切成

０．５ｃｍ２的小块，或在完整叶片上划出网格状伤口，嫩茎、幼
芽的长度均为０．５～１．０ｃｍ，分别接种于诱导愈伤培养基上。
每种外植体分别在各体积分数梯度激素的培养基上接种１０
瓶，叶片每瓶接种 ４块，茎段每瓶接种 ４段，幼芽每瓶接种
３个。
１．２．２　培养基　以 ＭＳ为基本培养基，附加不同种类激素体
积分数配比组成的９种培养基（表１）。培养基均附加蔗糖
３０ｇ／Ｌ、琼脂８ｇ／Ｌ，ｐＨ值为５．８，培养温度为（２５±２）℃，光
照度为２０００ｌｘ，每天光照８ｈ。

表１　培养基类型

序号 外植体 培养基类型

１ 叶片、茎段、幼芽 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ
２ 叶片、茎段、幼芽 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ
３ 叶片、茎段、幼芽 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ
４ 叶片、茎段、幼芽 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ
５ 叶片、茎段、幼芽 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ
６ 叶片、茎段、幼芽 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ
７ 叶片、茎段、幼芽 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ
８ 叶片、茎段、幼芽 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ
９ 叶片、茎段、幼芽 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ

２　结果与分析

２．１　不同消毒方法对污染率的影响
在对外植体的消毒过程中，分别选用 ２％ ＮａＣｌＯ溶液、

０．１％ ＨｇＣｌ２溶液进行消毒处理。由表 ２可知，选用 ０．１％
ＨｇＣｌ２溶液进行浸泡消毒的外植体污染率远远低于选用２％
ＮａＣｌＯ溶液消毒的外植体，２％ ＮａＣｌＯ溶液处理后污染率均
在１０％及以上，而０．１％ ＨｇＣｌ２溶液处理后消毒效果明显改
善，叶片、茎段、幼芽污染率分别为２．５％、２．５％、０。
２．２　不同处理方式对诱愈结果的影响

由表３可知，在诱愈培养基上接种２０ｄ后，通过诱导过
程发现划有网格状伤口的全叶外植体出愈率（２２％）远远低
于切成小块的叶片外植体（６７％），故将经过处理的全叶外植
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表２　不同消毒剂处理对污染率的影响

材料 消毒剂
接种数

（块）

污染数

（块）

污染率

（％）

叶片 ２％ ＮａＣｌＯ ４０ ５ １２．５
０．１％ ＨｇＣｌ２ ４０ １ ２．５

茎段 ２％ ＮａＣｌＯ ４０ ４ １０．０
０．１％ ＨｇＣｌ２ ４０ １ ２．５

幼芽 ２％ ＮａＣｌＯ ３０ ３ １０．０
０．１％ ＨｇＣｌ２ ３０ ０ ０

表３　叶片不同处理方式对诱愈结果的影响

叶片处理方式
接种数量

（块）

培养时间

（ｄ）
出愈数

（块）

出愈率

（％）

完整叶片上划出网格状伤口 ４５ ２０ １０ ２２
切成０．５ｃｍ２的小块 ４５ ２０ ３０ ６７

体切成０．５ｃｍ２的小块，转接至相应培养基中。
２．３　不同激素组合对茎段愈伤组织的影响

茎段愈伤组织产生于两端切面处，诱导初期质地松软、呈

半透明乳白色。在诱愈培养基上接种２０ｄ后，有８４％茎段均
诱导出愈伤组织，与叶片、嫩芽等外植体相比，茎段愈伤组织

出现最早。将茎段产生的愈伤组织继代转接，均能增殖。培

养２０ｄ发现大部分培养基中增殖的愈伤组织与诱导初期一
样质地松软、没有光泽，并随培养时期的延长而褐变死亡，仅

３、５、９号培养基上的愈伤组织出现生长，其中９号培养基上
的愈伤组织状态最好，出现质地松脆的绿色愈伤组织（表４）。

表４　茎段产生愈伤组织结果

培养

基

接种数

量（瓶）

培养时

间（ｄ）
出愈率

（％）
褐化率

（％） 质地 继代培养结果

１ １０ ２０ ６３ ３５ 软松 褐变死亡

２ １０ ２０ ９０ ３０ 松软 褐变死亡

３ １０ ２０ ８０ ４０ 松脆 乳白色愈伤组织

４ １０ ２０ ９５ ４２ 松软 褐变死亡

５ １０ ２０ ８０ ３０ 松脆 乳白色愈伤组织

６ １０ ２０ ９０ ４５ 松软 褐变死亡

７ １０ ２０ ９０ ５０ 松软 褐变死亡

８ １０ ２０ ８３ ５２ 松软 褐变死亡

９ １０ ２０ １００ ４０ 松脆 绿色愈伤组织

２．４　不同激素组合对叶片愈伤组织的影响
叶片愈伤组织多发生于切面，少数愈伤组织由叶片表层

细胞产生，多数呈乳白色，少数呈绿色。由表 ５可知，接种
２０ｄ后约８０％叶片能诱导出愈伤组织，但４、５、７号培养基出
愈率较低，仅为６０％。在转接愈伤组织继代培养的过程中，
２、３、６号培养基中愈伤组织的增殖能力远远高于其他培养
基；其他培养基上的愈伤组织虽能增殖，但表现松、软、过于散

碎，并随培养时间的延长陆续褐变死亡。在３号培养基上诱
导出的绿色愈伤组织与茎段、幼芽等外植体诱导出的状态良

好的愈伤组织相比质地更松脆。

２．５　不同激素组合对幼芽诱导的影响
在诱愈培养基上接种１０ｄ左右，幼芽开始伸长生长；２０ｄ

后部分培养基中的幼芽平均可长至３．３ｃｍ。在诱导过程中
幼芽基部长出丛芽，而幼芽所诱导的愈伤组织多在丛芽部位，

表５　叶片产生愈伤组织结果

培养

基

接种数

量（瓶）

培养时

间（ｄ）
出愈率

（％）
褐化率

（％） 质地 继代培养结果

１ １０ ２０ ８２ ３０ 松软 褐变死亡

２ １０ ２０ １００ ３０ 松脆 乳白色

３ １０ ２０ １００ ２０ 松脆 绿色愈伤组织

４ １０ ２０ ６０ ５０ 松软 褐变死亡

５ １０ ２０ ６０ ４０ 松软 褐变死亡

６ １０ ２０ １００ ３０ 松脆 乳白色愈伤组织

７ １０ ２０ ６０ ５０ 松软 褐变死亡

８ １０ ２０ ７５ ４０ 松软 褐变死亡

９ １０ ２０ ９０ ４５ 松软 褐变死亡

其质地松软，转接后增殖培养，褐化率高达９７％，短时期内均
褐变死亡。由表６可知，在幼芽诱导与继代增殖的过程中，接
种于８号培养基的幼芽生长速度最为迅速，且形成的丛芽数
量也多于其他培养基，与接种于其他培养基的幼芽相比具有

明显优势。

表６　不同激素组合对幼芽诱导的影响

培养

基

接种数

量（瓶）

培养时

间（ｄ）
出愈率

（％）
褐化率

（％）
幼芽平均

高度（ｃｍ）
平均每株形

成丛芽量（个）

１ １０ ２０ １０ １００ ３．０ ２
２ １０ ２０ １２ １００ ３．５ ２
３ １０ ２０ １８ ９０ ２．０ １
４ １０ ２０ １５ ９５ ２．５ １
５ １０ ２０ ９ ９７ ３．０ ２
６ １０ ２０ １３ １００ ２．５ １
７ １０ ２０ １０ ９５ ４．２ ３
８ １０ ２０ ８ ９５ ５．５ ４
９ １０ ２０ ３ １００ ３．５ ２

３　结论

本试验选择贴梗海棠的叶片、茎段、幼芽作为外植体，研

究不同外植体及激素组合对贴梗海棠愈伤组织诱导的影响。

结果表明，在选择消毒剂时，０．１％ ＨｇＣｌ２溶液处理远远好于
２％ ＮａＣｌＯ溶液处理；叶片进行０．５ｃｍ２的分割处理出愈率高
于划有网格状伤口的全叶。在所有外植体愈伤组织的诱导和

继代增殖过程中，茎段、叶片、幼芽的愈伤组织出愈率分别为

８４％、８０％、１１％，而幼芽的褐化率最高（９７％）、叶片最低
（３７％），且由叶片产生的绿色愈伤组织质地更为松脆，增殖
能力比茎段和幼芽产生的更强。由此确定诱导愈伤组织的最

适外植体为叶片，最适培养基为 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ。
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白花拟万代兰（Ｖａｎｄｏｐｓｉｓｕｎｄｕｌａｔａ）组培苗
的增殖、生根与炼苗

林夏斌，黄华达，黄怀妹，彭东辉，翟俊文，吴沙沙
（福建农林大学园林学院，福建福州３５０００２）

　　摘要：白花拟万代兰（Ｖａｎｄｏｐｓｉｓｕｎｄｕｌａｔａ）花大素雅，具芳香，有很高的观赏价值，并有很大的市场前景。为缩短白
花拟万代兰从无菌播种到成苗的时间并保证组培苗移栽成活率，以无菌播种获得的白花拟万代兰小苗为材料，合并其

增殖和生根阶段最适培养基的筛选，继而对最适移栽基质进行了筛选研究。结果表明，丛生芽增殖的最佳培养基为

ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ＋２５０ｍＬ／Ｌ椰子汁，平均增殖系数达３．５７；丛生芽生根培养的最佳培养基为
ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋５０ｍＬ／Ｌ椰子汁；所用移栽基质中，泥炭土和木屑对白花拟万代兰栽培成活率
有显著影响，最优的基质体积配比为：苔藓 ∶泥炭土 ∶珍珠岩 ∶木屑＝１∶３∶２∶２。
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　　白花拟万代兰（Ｖａｎｄｏｐｓｉｓｕｎｄｕｌａｔａ）为兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）
拟万代兰属典型的热带附生兰，产中国云南南部至西北部

（勐海、腾冲和怒江河谷）、西藏东南部（墨脱、背崩），生于海

拔１８００～２２００ｍ的林中树干上，尼泊尔、锡金、不丹和印度
东北部也有分布［１］。在兰科植物中，拟万代兰属约５种，目
前，均未实现工厂化生产供应市场，野外资源急需保护和人工

扩繁［２］。白花拟万代兰花大素雅，具芳香，有很高的观赏价

值，具有很大的市场前景。拟万代兰属约有５种，中国仅有拟
万代兰（Ｖ．ｇｉｇａｎｔｅａ）和白花拟万代兰２个种。兰科植物单个
果实种子量大是其显著优势，利用种子进行大规模繁殖是对

保护兰科植物的重要手段［３］。兰花种子又称种胚，其细如粉

尘，只有在显微镜下才能看清，没有胚乳，处于原胚阶段，缺乏

营养［４－５］，多数兰科植物依靠其自身营养则难于萌发，因此外

源营养对兰花种子的萌发显得尤其重要［６］。传统的繁殖方

式，繁殖系数低、速度慢［７］，不能满足日益增长的市场需要。

找到一个快速繁殖种苗的方法对其种质资源的保护和开发利

用将具有重要的现实和理论意义。

本试验采用不同培养基配方、栽培基质，对白花拟万代兰

增殖、生根及组培苗移栽成活率进行了研究，探讨在无菌培

养、移栽过程中不同因素对其成活、生长发育的影响，以期获

得最适宜的无菌培养配方和移栽条件，为提高白花拟万代兰

的繁殖系数，获得大量优质组培苗提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
２０１３年９月，对购自云南腾冲的白花拟万代兰植株上未

开裂果荚内的种子进行无菌播种，所用培养基为：ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋８ｇ／Ｌ琼脂 ＋３０ｇ／Ｌ蔗
糖＋２ｇ／Ｌ活性炭。丛生芽的增殖与生根培养材料来源于无
菌播种９０ｄ的无根种胚苗。炼苗所用植物材料为生根培养
９０ｄ的组培苗。
１．２　试验方法
１．２．１　丛生芽的增殖与生根　以无菌播种９０ｄ后，芽长为
０．５～１．０ｃｍ尚未生根的白花拟万代兰小苗为材料，采用
Ｌ９（３

４）正交试验研究不同基本培养基、６－ＢＡ、ＩＡＡ、椰子汁
（新鲜椰子汁）对丛生芽增殖和生根的影响（表１）［８］。每瓶
接种７株（图１－Ａ），每个处理 ３０瓶，３次重复。培养条件
为：温度（２５±２）℃，相对湿度７０％ ～８０％，光照度１０００～
１５００ｌｘ，光照时间 １２ｈ／ｄ。培养 ３０ｄ后统计增殖数、生根
数、叶片数，测量根长，并对每个处理中随机选择的１０株植物
进行生长状况评分，以１～４分计：１表示植株长势差，增殖数
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