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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子组培快繁体系的建立

马媛春，张粉粉，程宗明
（南京农业大学园艺学院，江苏南京２１００９５）

　　摘要：以柳叶子的实生苗为试验材料，建立无性快繁体系。结果表明，适宜的初代培养基为 ＭＳ＋０．８ｍｇ／Ｌ
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剂）；最适宜柳叶子继代增殖的培养基是 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；最适宜柳叶子的生根培养基是 Ｆ＋０．０５ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ；生根苗驯化移栽后的成活率可达７２％以上。
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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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植物组培抗菌剂）可以大大降低污染率［１１－１２］。由于初代培

养的目的是为了诱导新芽，因此加入的细胞分裂素的浓度应

高一些，生长素的浓度应该低一些［１３－１４］，本试验选取的细胞

分裂素为６－ＢＡ，浓度为０．５～３．０ｍｇ／Ｌ，生长素为 ＮＡＡ（即
α－萘乙酸，在预试验中，得出最适宜的 ＮＡＡ浓度为
０．０２ｍｇ／Ｌ），共组成 ４种培养基：ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
００２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．２ｍｇ／ＬＰＰＭ、ＭＳ＋０．８ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
００２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．２ｍｇ／ＬＰＰＭ、ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
００２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．２ｍｇ／ＬＰＰＭ、ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
００２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．２ｍｇ／ＬＰＰＭ。在每种培养基接种２０瓶，
每瓶接种１个外植体，先放置在暗环境［１５－１６］中培养１周，再
移至光环境下培养，来减轻褐化现象［１７－１８］，重复３次，３０ｄ后
统计腋芽萌发率。

１．２．３　丛生芽增殖培养　将初代培养３０ｄ的组培苗新生芽
剪下，切成１ｃｍ左右的带芽茎段，保留１～２张小叶片，转入
继代培养基进行增殖培养。首先经过预试验，确定继代培养

的最佳基本培养基也是 ＭＳ培养基，并且发现继代培养时不
适宜加入ＮＡＡ、ＩＢＡ，只适宜加入６－ＢＡ［１９－２１］，浓度为０．５～
２．０ｍｇ／Ｌ，共组成４种培养基：ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ，每种培养基接种２０瓶，每瓶接种１个外植体，重复３
次，３０ｄ后统计增殖率。
１．２．４　壮苗培养　由于前面阶段所获得的柳叶子无菌苗
都比较矮小，不适宜直接用于诱导生根，需要经过壮苗培养，

使苗长得强壮一些再进行生根培养。

１．２．５　生根培养　这个阶段主要是诱导组培苗生出不定
根［２２－２３］。在壮苗培养的过程中发现，组培苗在１／２ＭＳ、Ｆ培
养基内有生根现象，因此选择Ｆ、１／２ＭＳ作为生根的基本培养
基。另外在壮苗培养中还发现，生长素浓度过高的培养基中

几乎没有生根现象［１４］，因此在生根培养基中选择加入低浓度

的ＮＡＡ，浓度为０～０．１ｍｇ／Ｌ，ＩＢＡ浓度为０～０．３ｍｇ／Ｌ，共组
成８种培养基：１／２ＭＳ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ、１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／Ｌ
ＩＢＡ、１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ、１／２ＭＳ＋
０．３ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ、Ｆ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ、Ｆ＋
０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ、Ｆ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ、Ｆ＋
０．３ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ。每种培养基接种２０瓶，每
瓶接种１个外植体，重复３次，３０ｄ后统计生根率。
１．２．６　组培苗的驯化移栽
１．２．６．１　组培苗的驯化　将生根健壮的组培苗从培养室移
出来，放入温室内，共６种炼苗方式：闭瓶炼苗０ｄ，开瓶炼苗
０ｄ；闭瓶炼苗０ｄ，开瓶炼苗７ｄ；闭瓶炼苗７ｄ，开瓶炼苗０ｄ；
闭瓶炼苗４ｄ，开瓶炼苗３ｄ；闭瓶炼苗７ｄ，开瓶炼苗４ｄ；闭瓶
炼苗７ｄ，开瓶炼苗７ｄ。每种方式处理２０瓶，每瓶１个外植
体，重复３次。为了防止在开瓶炼苗期间湿度降低造成小苗
干枯，每天要定时用纯净水喷洒小苗１次。
１．２．６．２　组培苗的驯化　在经过一段时间的炼苗处理之后，
将长势依旧茁壮的小苗从瓶中移出来，在移出来的过程中要

用镊子慢慢地小心地夹取小苗，以免小苗受到破坏。然后再

将小苗放在自来水下，将残留的培养基物质冲洗干净。另外

还要剪去小苗多余的叶片，以降低小苗的蒸腾作用，冲洗干净

后把小苗移入蛭石、泥炭土、珍珠岩体积比 ＝２∶１∶１的基质

中，移栽之前应对基质进行灭菌，本试验采用的方法是将基质

放入高压蒸汽灭菌锅内灭菌３ｈ，再冷却１ｄ，待气味散去之后
再进行移栽。

２　结果与分析

２．１　外植体灭菌
污染率随着消毒时间的增加而减少，但是褐化率却几乎

随着消毒时间的增加而升高，当用４％次氯酸钠消毒５ｍｉｎ
时，组培苗的成活率最高，因此先用浓度为７０％的乙醇对外
植体消毒３０ｓ，再用浓度为４％的次氯酸钠消毒５ｍｉｎ是最适
宜的灭菌方式。

２．２　腋芽诱导
６－ＢＡ对腋芽诱导有很大的影响，结果见表１。从生长

情况来看，经过３０ｄ初代培养后，各培养基内的生长情况有
很大区别，当６－ＢＡ浓度为２．０ｍｇ／Ｌ时，丛生芽几乎纠结成
团，变畸形，颜色有些呈深褐色，详见图１。当６－ＢＡ浓度为
１．５ｍｇ／Ｌ时，丛生芽比较细弱，还有些玻璃化，颜色较淡。当
６－ＢＡ浓度为０．８ｍｇ／Ｌ时，丛生芽长势较好，颜色正常，详见
图２。从各培养基内丛生芽的数量来看，当 ６－ＢＡ浓度为
０．８ｍｇ／Ｌ时，丛生芽数量最多，平均有１２．３３个，诱导率也最
高，为６１．６５％；不添加６－ＢＡ的ＭＳ培养基中一直都没有产
生丛生芽；而当６－ＢＡ浓度为２．０ｍｇ／Ｌ时，丛生芽的数量平
均只有３．３３个，诱导率仅为１６．６５％。另外，各培养基内丛
生芽的数量随着时间的变化趋势也不尽相同，最早产生丛生

芽的培养基是ＭＳ＋０．８ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，且丛生芽数量一直在增
加，增加得也最快；最晚产生丛生芽的培养基是ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ，丛生芽的数量基本保持不变。综上可以得出，最适宜
的腋芽诱导培养基是ＭＳ＋０．８ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ。

表１　不同浓度６－ＢＡ对腋芽诱导的影响

培养基
诱导率

（％） 生长情况

ＭＳ ０ｅ 无丛生芽

ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ ４１．６５ｂ 丛生芽少，较矮小

ＭＳ＋０．８ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ ６１．６５ａ 丛生芽多，节间稍长

ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ ３１．６５ｃ 丛生芽较少，节间短

ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ １６．６５ｄ 丛生芽很少，有畸形苗

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
下表同。

２．３　丛生芽增殖
经过３０ｄ的继代培养后发现，培养基中添加的６－ＢＡ浓

度不同，丛生芽增殖的结果也不同，详见表２。从丛生芽数量
来看，随着６－ＢＡ浓度的逐渐升高，丛生芽的数量也在一定
范围内逐渐增多，但当６－ＢＡ浓度过高时，即ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ培养基中丛生芽的数量反而比培养基 ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ中的少很多。从组培苗的平均生长量来看，在 ＭＳ＋
１０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ培养基中，丛生芽长得最快也最健壮，详见
图３；在培养基ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ上，丛生芽长得很慢，有
畸形苗，长势最差，详见图４。从整体上来看，最适宜的继代
增殖培养基是ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ。另外，在继代培养时还
发现，继代次数对丛生芽增殖有一定的影响，在对柳叶子组

培苗进行了７次继代后发现，丛生芽增殖能力最强的是第３、
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４次继代，增殖倍数分别为８．９５、９．２５，增殖能力最弱的是第
７次继代，增殖倍数仅为３．９０，第４次继代的增殖倍数比第７
次的高１倍以上。前４次继代丛生芽的增殖能力都很强，而
在第５次继代之后，增殖能力逐渐减弱。因此可以看出，继代

的次数不一定是越多越好，随着继代次数的增加，组培苗体内

的激素也会慢慢积累，从而抑制组培苗增殖。因此在平时继

代时，要对定期继代的组培苗更换培养基，或者及时进行再次

初代培养。

表２　不同浓度６－ＢＡ对丛生芽增殖的影响

培养基 平均增殖芽数（个） 平均增殖倍数 生长情况

ＭＳ＋０．８ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ ６５．００ｄ ３．２５ｄ 丛生芽较少，苗长势较弱

ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ １７９．００ａ ８．９５ａ 丛生芽多，节间粗壮，叶片较大，比较健壮

ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ １１５．３３ｂ ５．７６ｂ 丛生芽少，茎细长，叶片细小

ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ ８６．６７ｃ ４．３３ｃ 丛生芽较少，畸形，玻璃化严重

２．４　生根培养
由表３可以看出，ＩＢＡ、ＮＡＡ及基本培养基的类型都对组

培苗的生根有影响。当基本培养基为 Ｆ时，ＮＡＡ对生根的影
响大于 ＩＢＡ，当 ＮＡＡ浓度为０．０５ｍｇ／Ｌ时，根系长势最好。
当以１／２ＭＳ作为基本培养基时，ＩＢＡ、ＮＡＡ对生根的影响都

很大。只考虑ＩＢＡ的影响时，当ＩＢＡ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ时，生
根较早；只考虑ＮＡＡ浓度的影响时，当ＮＡＡ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ
时，根系最粗壮。综合３个因素来看，生根率较高、根的长势
较好的培养基组合是Ｆ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ。

表３　不同培养基组合对组培苗生根的影响

培养基
平均生根苗数

（株）

生根率

（％） 生长情况

１／２ＭＳ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ １４．００ａ ７０．００ａ 生根早，根较粗

１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ ９．６７ｂ ４８．３５ｂ 生根较早，根较细长

１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ １１．００ｂ ５５．００ｂ 生根早，根细长，叶色微黄

１／２ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ ７．６７ｃ ３８．３５ｃ 生根较晚，根较细弱

Ｆ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ １０．３３ｂ ５１．６５ｂ 生根晚，根粗

Ｆ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ １０．００ｂ ５０．００ｂ 生根较早，根较细长

Ｆ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ １３．３３ａ ６６．６５ａ 生根早，根较粗

Ｆ＋０．３ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ ８．００ｃ ４０．００ｃ 生根晚，根细

２．５　炼苗移栽
经过炼苗的５个试验组的成活率都远远高于空白对照组

第１组。在本研究的６种炼苗方式中，只闭瓶炼苗或只有开

瓶炼苗的成活率都低于既有闭瓶炼苗过程又有开瓶炼苗过程

处理方式的成活率，而其中成活率最高的是先闭瓶炼苗 ７ｄ，
再开瓶炼苗４ｄ处理，成活率为７２．５８％。由此可以得出以下
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结论：（１）组培苗在移栽前需要进行炼苗；（２）在炼苗时要注
意对时间的控制；（３）炼苗需要开瓶与闭瓶相结合才能取得
理想的效果；（４）对柳叶子组培苗比较适合的炼苗方式是
先将其闭瓶炼苗７ｄ，再将其开瓶炼苗４ｄ。

在移栽时发现，当基质中只有泥炭土与只有泥炭土与蛭

石时，基质的透气性差，小苗根部容易被淹，成活率极低；当基

质中只有蛭石与珍珠岩时，基质的透气性虽好，但几乎不保

水，导致小苗逐渐干枯，缺水症状严重，成活率也不高；当基质

中泥炭土、蛭石、珍珠岩三者都有时，成活率较高，详见图５，
但是如果三者比例不当，小苗的长势也不是很好。最后，筛选

出最适宜柳叶子组培苗移栽的基质是蛭石、泥炭土、珍珠岩

体积比为２∶１∶１。

３　结论与讨论

在柳叶子腋芽诱导时期，适宜的培养基为 ＭＳ＋
０．８ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．２ｍｇ／ＬＰＰＭ；在丛生
芽增殖时期，最适宜柳叶子继代增殖的培养基是 ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；在生根培养时，最适宜的生根培养基是Ｆ＋
０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ，最佳炼苗方式是先闭瓶炼苗７ｄ，再开瓶炼
苗４ｄ；最适宜的移栽基质是蛭石、泥炭土、珍珠岩体积比 ＝
２∶１∶１，移栽成活率高达７２％以上。在选择外植体时，最初
用的是柳叶子的一年生茎段，最后因为污染非常严重而失

败，后来改用柳叶子实生苗作为外植体，进行灭菌后成活率

较高。植物的不同部位所含菌量不同，采集外植体时要加以

仔细选择。继代次数对于柳叶子丛生芽增殖有影响，不同

植物受继代次数的影响也不同。东方百合在进行继代培养

时，继代３次后小苗的分化能力逐渐变弱，长势也逐渐变
差［２４］。本研究中，在进行生根之前先对组培苗进行壮苗培

养，在这个过程中只加入植物激素ＮＡＡ，除了植物激素外，还
可以考虑加入一些其他天然添加物，如香蕉泥、番茄泥等天然

添加物，以及活性炭和马铃薯泥、椰子汁等物质，这些天然添

加物价格低廉而且便于获取，效果会很明显，在以后的壮苗培

养时可以适量加入。

通过建立柳叶子组培快繁体系来繁殖柳叶子，生产

周期短，仅为４个月，而且繁殖速度非常快，生产出来的苗特
别多，性状也一致，可以实现柳叶子的工厂化生产，使得柳

叶子在不久的将来可以大规模应用于园林中，从而为中国

的园林绿化增添一抹亮色。
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