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　　摘要：以山东银莲花无菌幼嫩茎段为外植体，研究其组织培养和植株再生技术。结果表明，用１％ ＨｇＣｌ２处理

１０ｍｉｎ可以降低外植体污染率、褐化率，且存活率较高；最佳增殖培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－苄氨基腺嘌呤（６－ＢＡ）＋
０２ｍｇ／Ｌα－萘乙酸（ＮＡＡ）＋２５ｇ／Ｌ蔗糖＋６ｇ／Ｌ琼脂，培养３０ｄ后增殖系数为３．４３；最适生根培养基为１／２ＭＳ＋
１０．０ｍｇ／Ｌ吲哚丁酸（ＩＢＡ）＋３５ｇ／Ｌ蔗糖＋６ｇ／Ｌ琼脂，生根率为８４．４０％；最佳组培苗移栽基质配比为珍珠岩、蛭石、
草炭的体积比＝１∶２∶２。山东银莲花组培再生体系的建立为进一步探讨其遗传多样性奠定了基础。
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　　山东银莲花［Ａｎｅｍｏｎｅｓｈｉｋｏｋｉａｎａ（Ｍａｋｉｎｏ）Ｍａｋｉｎｏ］是毛
莨科（Ｒａｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅ）银莲花属（Ａｎｅｍｏｎｅ）植物朝鲜银莲花
（Ａｎｅｍｏｎｅｃｈｏｓｅｎｉｃｏｌａ）的变种［１］，属于多年生草本植物，特产

于山东东部，以崂山、昆嵛山为分布中心，常生于海拔５００ｍ
以上的山坡草丛及阴湿林下，崂山之崂顶及昆嵛山之泰礴顶

附近草丛中常见其生长［２］。海拔、生境等对其分布具有一定

的影响，因此其分布极其狭窄，属于典型的稀有物种，由于崂

山、昆嵛山两地均为旅游景区，山东银莲花的生境破坏严重，

使得该物种更加稀有［３］。山东银莲花为我国的特有种质资

源，国外还未见相关研究报道，而国内目前对其报道也很少，

最早可见的报道是臧得奎等在１９９９年对山东特有野生花卉
进行的初步研究［２］。２０１１年，徐晓艳等对山东银莲花种子萌
发特性进行了研究［４］。２０１４年，王鸷等对山东银莲花的分布
格局及影响因子进行了分析［１］，刘琼从基因分化水平研究山

东银莲花的遗传多样性［５］。关于山东银莲花引种驯化、组织

培养、药用价值的研究至今未见报道。为此，实现对山东银莲

花的应用，需要开展相应的人工栽培研究，而人工栽培的关键

在于解决山东银莲花种苗繁殖问题。本试验以山东银莲花幼

嫩茎段为外植体，拟构建稳定的植株再生体系，并探讨几个相

关影响因素，以期为山东银莲花的快速繁殖、遗传多样性研究

提供参考。

１　材料与方法

１．１　植物材料的获取
２０１５年１０月于昆嵛山泰礴顶，剪取山东银莲花带饱满

顶芽的幼嫩茎段，用瓶装水冲洗后装入保温杯内。

１．２　材料消毒

取山东银莲花带顶芽幼嫩茎段，用毛笔蘸洗衣粉水轻轻

刷洗其表面灰尘，然后放入干净的容器中，在流水下冲洗１～
２ｈ，再用０．５％多菌灵粉剂浸泡１５ｍｉｎ，随后用蒸馏水冲洗
３～１０次，最后用无菌吸水纸吸干外植体表面的水分。

外植体灭菌：将处理完的茎段转移至三角瓶中，在超净工

作台内先用７５％乙醇消毒３０ｓ，之后用无菌水冲洗３次，然后
用１％ ＮａＣｌＯ分别处理１０、２０、２５ｍｉｎ，再用０．１％ ＨｇＣｌ２分别
处理８、１０、１３ｍｉｎ，在灭菌过程中滴加１～３滴吐温并充分摇
晃三角瓶，使杀菌剂与外植体充分接触，最后用无菌水冲洗

６～１０次，将长为 １～２ｃｍ的茎段接种到含有 ０．２ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ的ＭＳ启动培养基中。每个培养瓶中接种 １个外植
体，每个处理接种３０瓶，重复３次，７ｄ后观察外植体的灭菌
及生长情况，并统计各处理间的污染率、褐化率、存活率。

１．３　继代与增殖培养
以ＭＳ为基本培养基，分别添加植物生长调节剂６－苄氨

基腺嘌呤（即６－ＢＡ，浓度设为０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ）、α－萘乙
酸（即ＮＡＡ，浓度设为 ０．００、０．０５、０．２０ｍｇ／Ｌ）、赤霉酸（即
ＧＡ３，浓度设为０．００、０．０５、０．２０ｍｇ／Ｌ）作为愈伤组织的诱导
培养基。然后将消毒后的外植体接种于上述培养基上培养，

每个处理３０株苗，重复３次，３０ｄ后统计增殖系数。
１．４　生根培养与移栽

取株高已达２ｃｍ以上的丛生芽，在无激素的ＭＳ培养基
中壮苗培养２０ｄ，再接入１／２ＭＳ生根培养基中进行培养。生
根培养基采用 ３因素 ３水平正交试验设计，各因素分别为
ＮＡＡ（浓度设为０．０、０．５、１．０ｍｇ／Ｌ）、吲哚丁酸（即ＩＢＡ，浓度
设为０．０、５．０、１０．０ｍｇ／Ｌ）、蔗糖（浓度设为２５、３０、３５ｇ／Ｌ）。
每个处理３０株苗，重复３次。

待组培苗生长至１０ｃｍ左右时，开盖后炼苗１周，然后将
完整的再生植株移栽于蛭石、珍珠岩、草炭体积比 ＝１∶２∶２
的基质中（高压灭菌），并保持适宜温度和湿度，隔天浇 １
次水。

１．５　培养条件
将培养室的温度恒温保持在（２５±１）℃，愈伤组织分化

和植株再生阶段的光照度为５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光照时间为
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１６ｈ／ｄ。
１．６　统计分析方法

试验数据使用 ＤＰＳ９．５０、ＳＰＳＳ１８．０进行方差分析和显
著性分析，用Ｅｘｃｅｌ２００３制表。观测变量的计算公式如下：

增殖系数＝新增殖的芽数／接种芽的总数；
污染率＝（污染的外植体数／接种外植体的总数）×１００％；
褐化率＝（褐化的外植体数／接种外植体的总数）×１００％；
存活率＝（存活的外植体数／接种外植体的总数）×１００％；
生根率＝（生根的组培苗数／接种组培苗的总数）×１００％；
诱导率 ＝（诱导分化的外植体数／存活外植体的总

数）×１００％；　
移栽成活率 ＝（移栽存活的组培苗数／移栽组培苗的总

数）×１００％。

２　结果与分析

２．１　外植体灭菌方法的选择
将经过消毒处理的山东银莲花茎段接种到培养基上培养

７ｄ后，统计污染率、褐化率和存活率。由表１可以看出，用
１％ ＨｇＣｌ２消毒处理的外植体污染率极显著低于１％ ＮａＣｌＯ
处理，但褐化率极显著高于１％ ＮａＣｌＯ处理。１％ ＨｇＣｌ２处理
１０ｍｉｎ的外植体存活率最高，达到３５．９３％。１％ ＨｇＣｌ２各处
理间差异整体不显著，但与１％ ＮａＣｌＯ处理１０、２０ｍｉｎ之间
差异极显著。通过上述多重比较，综合分析不同消毒处理

对外植体污染率、褐化率及存活率的影响可知，１％ ＨｇＣｌ２处
理 １０ｍｉｎ为适合山东银莲花茎段外植体的最佳消毒处理
方法。

表１　不同消毒处理对山东银莲花茎段外植体污染率、褐化率及存活率的影响

处理 消毒药品
消毒时间

（ｍｉｎ）
污染率

（％）
褐化率

（％）
存活率

（％）

１ １％ ＮａＣｌＯ １０ ６２．２５±１．５９Ａａ ４５．０８±１．６２Ｃｄ ２７．３４±１．６９ＣＤｄｅ
２ １％ ＮａＣｌＯ ２０ ５８．２４±１．３２Ａｂ ４８．０４±０．８０Ｃｃ ２８．８８±１．４１Ｃｃｄ
３ １％ ＮａＣｌＯ ２５ ５６．０９±０．７７Ｂｃ ４８．３８±１．００Ｃｃ ２６．５２±２．４５Ｄｅ
４ １％ ＨｇＣｌ２ ８ ４９．７８±３．９０Ｃｄ ５１．０２±１．００Ｂｂ ３１．７５±２．０２ＢＣｃ
５ １％ ＨｇＣｌ２ １０ ４２．８４±０．６３ＣＤｄ ５１．３３±０．６４Ｂｂ ３５．９３±３．１２Ａａ
６ １％ ＨｇＣｌ２ １３ ３９．４１±０．９７Ｄｅ ５３．３７±．０３６Ａａ ３４．５８±１．８０ＡＢｂ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著，标有不同大写字母表示在０．０１水平上差异显著。下表同。

２．２　增殖培养
将消毒好的外植体分别接种于添加不同种类和浓度植物

生长调节剂的ＭＳ培养基上培养，３０ｄ后统计增殖系数。由
表２可知：６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＧＡ３３种培养因素对山东银莲花组培
苗增殖系数的影响程度差异很大，其中６－ＢＡ对增殖系数的
影响最大，与其他处理间差异明显。其次是 ＧＡ３、ＮＡＡ处理。
对６－ＢＡ的各个水平间进行多重比较发现，添加 ０．５、
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ与添加１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ处理间存在极显著
差异，而添加０．５、１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ水平之间差异不显著；添
加ＧＡ３的组培苗与不添加的相比更加纤弱，苗不够健壮，且
有茎尖和叶片枯死现象。由此可见，最佳的增殖培养基为

ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ。
从试验观察结果看，６－ＢＡ的浓度与山东银莲花的褐化

程度密切相关，随着浓度的增加，褐化程度加剧，当６－ＢＡ的
浓度达到１．５ｍｇ／Ｌ时，更易导致组培苗的褐化，可能是由于
６－ＢＡ能促进酚类化合物的合成或者是刺激多酚氧化酶活
性的提高。因此综合分析确定 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２５ｇ／Ｌ蔗糖＋６ｇ／Ｌ琼脂为山东银莲花的最
佳增殖培养基，结果显示，３０ｄ时增殖系数为３．４３。山东银
莲花组培苗的增殖状况见图１、图２。
２．３　生根与移栽
２．３．１　生根培养基的筛选　将经过壮苗培养３０ｄ、株高达
２ｃｍ以上的健壮山东银莲花组培苗植株转接入含有不同浓度
植物生长调节剂、蔗糖的培养基及基本培养基中进行生根培

养。由表３可以看出：３种因素对山东银莲花组培苗生根率
的影响程度差异很大，其中 ＩＢＡ对生根率的影响最大，其次
是ＮＡＡ和蔗糖处理，且ＩＢＡ的各个水平间差异均达到了极显
著水平。因此可以得出，适合山东银莲花组培苗的最佳培养

表２　植物生长调节剂对山东银莲花组培苗增殖培养的影响

处理
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＧＡ３浓度
（ｍｇ／Ｌ）

增殖系数

１ ０．５ ０．００ ０．００ ２．００±０．４６
２ ０．５ ０．０５ ０．０５ １．８７±０．２５
３ ０．５ ０．２０ ０．２０ ２．１０±０．２０
４ １．０ ０．００ ０．０５ ３．２３±０．４２
５ １．０ ０．０５ ０．２０ ３．００±０．１５
６ １．０ ０．２０ ０．００ ３．４３±０．２９
７ １．５ ０．００ ０．２０ １．７０±０．２６
８ １．５ ０．０５ ０．００ １．９０±０．２６
９ １．５ ０．２０ ０．０５ １．６７±０．２１
ｋ１ １．９９Ａａ ２．３１Ａａ ２．４４Ａａ
ｋ２ ３．２２Ａａ ２．２６Ａａ ２．２６Ａａ
ｋ３ １．７６Ｂｂ ２．４０Ａａ ２．２７Ａａ
Ｒ １．４６ ０．１４ ０．１８

　　注：同列数据后标有不同大写、小写字母分别表示差异极显著
（Ｐ＜０．０１）、显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

基为１／２ＭＳ＋１０．０ｍｇ／ＬＩＢＡ＋３５ｇ／Ｌ蔗糖＋６ｇ／Ｌ琼脂。
２．３．２　驯化移栽　移栽基质的成分对组培苗的成活有很大
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表３　植物生长调节剂及蔗糖对山东银莲花组培苗生根的影响

处理
ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

蔗糖浓度

（ｇ／Ｌ）
生根率

（％）
１ ０．０ ０．０ ２５ ０．００±０．００
２ ０．０ ５．０ ３０ ３４．７３±２．１９
３ ０．０ １０．０ ３５ ８４．４０±３．３８
４ ０．５ ０．０ ３５ ４．３８±１．８２
５ ０．５ ５．０ ２５ ３３．０１±１．４０
６ ０．５ １０．０ ３０ ７４．４９±４．７０
７ １．０ ０．０ ３０ ３．２９±１．７９
８ １．０ ５．０ ３５ ４４．７６±７．８１
９ １．０ １０．０ ２５ ６５．８５±６．０２
ｋ１ ３９．７１Ａａ ２．５６Ａａ ３９．７５Ａａ
ｋ２ ３７．３０Ａａ ３７．５Ｂｂ ３４．９９Ａａ
ｋ３ ３７．９７Ａａ ７４．９１Ｃｃ ４０．２３Ａａ
Ｒ ２．４１ ７２．３５ ５．２４

影响，与组培苗能否移栽成活直接相关。由表４可知，在处理
５培养基（珍珠岩、蛭石、草炭体积比 ＝１∶２∶２）上生长的组
培苗较处理３、处理４２种基质成活率高，为８３．３６％，达到极
显著水平，而在处理２培养基（珍珠岩、蛭石、草炭体积比 ＝
０∶１∶１）上生长的组培苗成活率最低。山东银莲花组培苗
的最佳移栽基质配比为珍珠岩、蛭石、草炭体积比＝１∶２∶２。
山东银莲花组培苗的生根与移栽状况见图３。

表４　不同比例的移栽基质对山东银莲花组培苗移栽成活率的影响

处理 珍珠岩、蛭石、草炭土比例 成活率（％）
１ １∶０∶１ ３３．５２±２．５７Ａａ
２ ０∶１∶１ ２７．２４±３．３１Ａｂ
３ １∶１∶１ ５８．１１±１．８４Ｂｃ
４ １∶２∶１ ６１．７６±３．１０Ｂｃ
５ １∶２∶２ ８３．３６±３．９６Ｃｄ

３　讨论

３．１　外植体的选择及灭菌
选择合适的外植体是植物组织培养成功的关键因素之

一，一般在自然条件下生长势旺的植物种类更容易建立组培

快繁体系，且易分化、增殖；而在自然条件下繁殖较慢的品种

进行离体培养的繁殖系数相对较小。山东银莲花是典型的山

东省稀有植物物种，对生存环境的要求较为苛刻，在自然条件

下生长缓慢，抗逆性差，因而较难建立组培快繁体系。此外，

山东银莲花组织培养中材料的大小选择也十分重要，材料太

大容易污染，材料太小，难以成活。因此，一般选取的材料长

度为０．５～１．０ｃｍ左右。
山东银莲花的带顶芽茎段由于直接暴露在土壤和空气

中，且有鳞片包被，其芽体和芽体内部易积累污染物，因此消

毒灭菌困难，只有选择合适的灭菌剂和灭菌方法，才能有效建

立起无菌体系，一般植物组织培养中常用的消毒剂有次氯酸

钠、次氯酸钙、氯化汞等，在本试验中，ＨｇＣｌ２消毒的整体效果
要远远好于采用ＮａＣｌＯ的消毒效果，但是山东银莲花外植体
接种后会出现不同程度的褐化，随着ＨｇＣｌ２浓度的提高，其褐
化程度也在不断加大，因而山东银莲花外植体的最佳灭菌方

法是用 ７５％乙醇消毒 ３０ｓ，再用无菌水冲洗 ３次，然后用
０１％ ＨｇＣｌ２处理１０ｍｉｎ，最后用无菌水冲洗６次，接种后可
获得较低的污染率和最高的存活率。

３．２　不同植物生长调节剂对组培器官发生的影响
植物生长调节剂对于培养物的生长尤其是形态建成起着

极其重要而明显的作用，植物自身的生长调节物质的种类和

浓度调节着细胞分化、伸长的启动，并调节愈伤组织生长以及

根、芽的分化和发育。但是外源激素必须通过植物体内的内

源激素水平来起作用，因此，外植体形态发生的诱导和调节是

通过多种激素的相互平衡以及协同来共同实现的。

６－ＢＡ是目前植物组培研究中常用的一种细胞分裂素，
能够有效诱导植物的分化再生，本研究表明，６－ＢＡ对组培
苗增殖的影响极显著，起到了决定性作用，６－ＢＡ和 ＮＡＡ配
合使用可以获得较高的增殖系数。试验观察结果表明，

６－ＢＡ浓度与山东银莲花的褐化程度密切相关，随着浓度增
加，褐化程度加剧，当６－ＢＡ浓度达到１．５ｍｇ／Ｌ时，更易导致
组培苗的褐化，原因可能是６－ＢＡ能促进酚类化合物的合成
或者是刺激多酚氧化酶活性的提高。一些植物在组培中添加

ＧＡ３可促进茎生长、提高增殖系数，但有时会导致茎尖和叶片
枯死，建议间断使用。本研究添加一定浓度的ＮＡＡ或ＧＡ３均
取得了类似的效果。添加ＧＡ３的组培苗与不添加的相比更加
纤弱，组培苗不够健壮，且有茎尖和叶片枯死现象。因此，综合

分析确定ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２５ｇ／Ｌ蔗
糖＋６ｇ／Ｌ琼脂为山东银莲花的最佳增殖培养基。
３．３　生根培养

在生根培养过程中，大量的研究表明，起主导作用的是生

长素，不同类型的生长素对组培苗的生根诱导差异比较明显。

本试验中植物激素的添加对山东银莲花组培苗生根率的影响

程度差异很大，单独添加 ＩＢＡ、ＮＡＡ均能诱导山东银莲花组
培苗不定根的产生，但添加 ＩＢＡ的生根效果明显好于添加
ＮＡＡ的生根效果，添加ＮＡＡ诱导出的根多为愈伤根系，而且
分化出的根粗大，生长异常，根系脆弱，一碰就断，移栽时难以

成活，组培苗经过 ＩＢＡ诱导出的根系不经过愈伤组织，从组
培苗的基部直接发生，而且根系的生长发育状况好，根系健

壮，从而移栽成活率高。因此在本试验中得出适合山东银莲

花组培苗的最佳培养基为１／２ＭＳ＋１０．０ｍｇ／ＬＩＢＡ＋３５ｇ／Ｌ
蔗糖＋６ｇ／Ｌ琼脂。

—９４—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第２４期



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

４　结论

本研究以山东银莲花幼嫩茎段为外植体，分析了外植体

消毒和不同激素配比对增殖、生根培养的影响，成功建立了其

组织培养植株再生体系。结果表明，１％ ＨｇＣｌ２处理１０ｍｉｎ
可以降低外植体污染率、褐化率，存活率较高；最佳增殖培养

基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２５ｇ／Ｌ蔗糖＋
６ｇ／Ｌ琼脂；最佳生根培养基为 １／２ＭＳ＋１０．０ｍｇ／ＬＩＢＡ＋
３５ｇ／Ｌ蔗糖＋６ｇ／Ｌ琼脂；最佳组培苗移栽基质配比为珍珠
岩、蛭石、草炭体积比为１∶２∶２。从外植体培养到植株再生
共需１６周左右。山东银莲花组培再生体系的建立为进一步
探讨其遗传多样性奠定了基础。
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　　柳叶子（Ｃｏｔｏｎｅａｓｔｅｒｓａｌｉｃｉｆｏｌｉｕｓ）为子属植物，多生于
山地沟边杂林中、海拔１８００～３０００ｍ处，一般分布于我国的
湖北、湖南、四川、贵州等地［１］。柳叶子的叶片呈革质而油

亮，果实红而累累，不但可以作为一种优美的园林植物来应

用，而且柳叶子是一味珍贵的中药材，对于治疗咳嗽、除风

热有很好的疗效。我国对子属植物的研究和开发利用起步

较晚。过去柳叶子主要依靠播种繁殖，不仅繁殖速度慢，繁

殖的量也很少，柳叶子并没有发挥其应有的园林及药用价

值，关于柳叶子的研究更是少之又少，几乎没有。而如今，

随着组织培养［２］和细胞培养［３］等新技术的产生，使得柳叶

子的大量扩繁有了可能，通过组织培养技术将可以在短时间

内培育出大量柳叶子幼苗。除柳叶子外，我国还有５７种
子植物，约占全世界子植物数量的２／３，但是全国各地对
于子引种栽培的报道很少［４－６］，关于组培快繁成功的案例

更是少之又少。所以通过建立柳叶子组培快繁体系，对

子属植物的组培快繁体系的研究也有帮助。

１　材料与方法

１．１　材料
以柳叶子的实生苗为试验材料（种子来自加拿大的城

市公园，于２０１６年３月份播种于南京农业大学生科楼７楼果
树生物学实验室育苗室），进行消毒灭菌后，接种培养。

１．２　方法
１．２．１　外植体灭菌　选取长势较好的实生苗，剪切成４ｃｍ
左右的带芽茎段作为试验材料，放入容器中，在自来水下冲洗

２ｈ，后移至超净工作台内，用７０％乙醇浸泡外植体３０ｓ后用
无菌水冲洗３次，然后用浓度为４％的次氯酸钠分别处理３、
４、５、６ｍｉｎ，再用无菌滤纸吸干茎段表面的水分［７］，将其切成

１ｃｍ左右的带芽茎段，最好可以保留１～２张小叶片，再接
种［８］。每个处理接种２０瓶，每瓶接种１个外植体，重复３次，
３０ｄ后统计成活率。
１．２．２　腋芽诱导培养　将无菌茎段接种到腋芽诱导培养基
上，首先为了确定腋芽在哪种基本培养基上诱导的效果更好，

选取ＭＳ、１／２ＭＳ、１／２ＷＰＭ３种基本培养基［９］，在３种基本培
养基内添加浓度相同的６－苄氨基腺嘌呤（６－ＢＡ）［１０］进行预
试验，２０ｄ后发现，腋芽在 ＭＳ培养基上诱导的效果最好，因
此在初代培养时选择ＭＳ作为基本培养基，另外发现，在培养
基中加入抗菌物质１．２ｍｇ／ＬＰＰＭ（ｐｌａｎｔｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｍｉｘｔｕｒｅ，
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