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　　摘要：以苦皮藤嫩茎、腋芽、幼嫩叶、成熟叶为材料，开展苦皮藤愈伤组织诱导体系建立研究。结果表明：（１）
２，４－二氯苯氧乙酸（２，４－Ｄ）有利于嫩茎、腋芽和幼嫩叶愈伤组织的诱导，且随着浓度的升高（０．５ｍｇ／Ｌ→２．０ｍｇ／Ｌ）
诱导率逐渐增大，浓度为ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ的激素组合能使嫩茎、腋芽和幼嫩叶产生最大的愈伤组织诱导率，分
别为４６．５％、６６．６％、２０．５％。（２）一定浓度水平的萘乙酸（ＮＡＡ）和激动素（ＫＴ）组合，有利于腋芽和幼嫩叶愈伤组织
的形成，诱导腋芽产生愈伤组织的最佳激素组合为ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ，诱导率为１５．５％；诱导幼嫩叶
产生愈伤组织的最佳激素组合为ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．２ｍｇ／ＬＫＴ，诱导率为１８．５％。（３）幼嫩的外植体（嫩茎、嫩
叶）较成熟的外植体（嫩茎下端枝条、成熟叶）容易产生愈伤组织。（４）在嫩茎和腋芽作为外植体时，ａ培养较 ｂ培养
对外植体的诱导率要高；当叶片作为外植体时，ｂ培养的愈伤组织诱导率要大于ａ培养。
　　关键词：苦皮藤；愈伤组织诱导；激素组合；诱导率
　　中图分类号：Ｑ９４３．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）２３－００９２－０４

收稿日期：２０１８－０９－０８
基金项目：河南省科技攻关项目（编号：１７２１０２１１００４０）。
作者简介：王　鹏（１９６７—），男，河南南召人，硕士，副教授，主要从事
园林植物栽培与养护、植物与植物生理教学与科研工作。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｚｍｚ＿ｗ＠１２６．ｃｏｍ。
通信作者：王文静，硕士，教授，主要从事生物化学、植物生理的教学

与科研工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｗｊ７０＠１２６．ｃｏｍ。

　 　 苦 皮 藤 （ＣｅｌａｓｔｒｕｓａｎｇｕｌａｔｕｓＭａｘ．）是 卫 矛 科
（Ｃｅｌａｓｔｒａｃｅａｅ）南蛇藤属（Ｃｅｌａｓｔｒｕｓ）植物，主要分布在我国黄
河流域和长江流域［１］。据笔者调查，苦皮藤在河南伏牛山区

海拔８００ｍ左右的灌木丛中广泛分布，在海拔超过２０００ｍ
的深山也有分布。苦皮藤自古以来在我国民间就已被使用，

利用其根皮经阴干磨制成粉末，用少许施于蔬菜叶面或菜心

防治蔬菜害虫，效果明显。据吴文君研究，苦皮藤根皮和叶中

含有杀虫的活性物质，其活性成分主要是一大类具有 β－二
氢沉香呋喃骨架的倍半萜多元醇酯类化合物［２］。这种活性

成分对昆虫具有拒食、麻醉、毒杀的作用。由于这种活性成分

来源于植物苦皮藤，能够快速降解，对人畜低毒［３］，不污染环

境，是无公害蔬菜理想的杀虫药物。但是，传统的使用方法要

采挖大量的苦皮藤树根，未免造成植被破坏、水土流失，破坏

生态环境。利用植物组织培养的方法，从愈伤组织合成的次

生代谢产物中进行提取和应用，国内外皆有成功的案例报

道［４－１２］，但从苦皮藤植物组织培养的愈伤组织中提取 β－二
氢沉香呋喃骨架的倍半萜多元醇酯类化合物鲜有报道。因

此，利用苦皮藤植物组织培养的方法，开展对苦皮藤愈伤组织

诱导研究，为苦皮藤活性成分提取的工厂化生产奠定基础，对

开发利用苦皮藤植物资源具有现实和深远的意义［１２］。

１　材料与方法

１．１　试验材料

苦皮藤嫩茎、腋芽、幼嫩叶、成熟叶（枝条下部叶片）。

１．２　试验方法
１．２．１　培养基制作　以ＭＳ为基础培养基，加入不同浓度的
萘乙酸（ＮＡＡ）、２，４－二氯苯氧乙酸（２，４－Ｄ）、激动素（ＫＴ）
和６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ），作为不同的处理：

Ａ１－１：ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ，Ａ１－２：ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，
Ａ１－３：ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ；

Ｂ１－１：ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，Ｂ１－２：ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ，Ｂ１－３：ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ；

Ｃ１－１：ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＫＴ，Ｃ１－２：ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ，Ｃ１－３：
ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ；

Ｄ１－１：ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，Ｄ１－２：ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ，Ｄ１－３：ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；

Ｅ１－１：ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ，Ｅ１－２：ＭＳ＋
０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ，Ｅ１－３：ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０．２ｍｇ／ＬＫＴ。
１．２．２　材料处理　５月中旬从大田取回正在生长中的１年
生枝条，用湿毛巾包裹带回实验室。将带叶片的枝条用流水

冲洗干净，做以下处理：（１）将嫩茎部分剪切成５ｃｍ长的茎
段，放入装有少量蒸馏水的烧杯中待用（编号为Ⅰ号烧杯）；
（２）将枝条的腋芽用锋利的小刀取下，放入盛有少量蒸馏水
的烧杯中待用（编号为Ⅱ号烧杯）；（３）将枝条顶部的幼嫩叶
带叶柄剪下，放入盛有少量蒸馏水的烧杯中待用（编号为Ⅲ
号烧杯）；（４）将枝条下部的叶（成熟叶）带叶柄剪下，放入盛
有少量蒸馏水的烧杯中待用（编号为Ⅳ号烧杯）。
１．２．３　材料灭菌　在超净工作台中将Ⅰ号烧杯中的茎段放
入装有７０％乙醇的烧杯中，灭菌 １０ｓ，取出用无菌水冲洗 ３
次，每次２０～３０ｓ；再将茎段放入装有０．１％ ＨｇＣｌ２的烧杯中
浸泡１０ｍｉｎ，每２ｍｉｎ用玻璃棒搅拌１次；０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌
后，用无菌水冲洗３次，每次２０～３０ｓ；冲洗后用无菌滤纸吸
干水分，放入无菌培养皿中待用。
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Ⅱ号烧杯中的腋芽灭菌与上述方法相同；Ⅲ号烧杯中的
幼嫩叶和Ⅳ号烧杯中的成熟叶用７０％乙醇灭菌５ｓ，其他均
按照上述方法灭菌处理。

１．２．４　接种　嫩茎接种：在无菌培养皿中，将灭菌的嫩茎段
用手术刀切去两端长１～２ｍｍ部分（切去因灭菌造成伤害的
部分），剩余部分切成长４～５ｍｍ的茎段（均不带腋芽，腋芽
另做处理）。用镊子将切好的茎段轻轻插入培养基（Ａ１－１、
Ａ１－２、…、Ｅ１－２、Ｅ１－３）中，深约２ｍｍ，盖好瓶盖。每个处理接
种２０瓶。

腋芽接种：用镊子将灭菌的腋芽轻轻剥去芽鳞，去掉带有

的少量木质部，芽眼朝上接种于培养基（Ａ１－１、Ａ１－２、…、Ｅ１－２、
Ｅ１－３）的表面。每个处理接种２０瓶。

幼嫩叶的接种：将消过毒的嫩叶在培养皿中用剪刀剪成

０．５ｃｍ×０．５ｃｍ左右的小叶片，接种于培养基（Ａ１－１、
Ａ１－２、…、Ｅ１－２、Ｅ１－３）的表面；每个处理接种２０瓶。

成熟叶片接种：在培养皿中将灭菌的叶片用剪刀剪成

０．５ｃｍ×０．５ｃｍ左右的小叶片，接种于培养基（Ａ１－１、
Ａ１－２、…、Ｅ１－２、Ｅ１－３）的表面。每个处理接种２０瓶。
１．２．５　培养　采用ａ培养和ｂ培养２种培养方法。ａ培养：
按种后，将幼嫩茎、腋芽、幼嫩叶、成熟叶４种器官的不同处理
各拿出１０瓶，放入人工智能气候培养箱中，１ｄ内设置不同时
段的培养时间、光照度、温度、湿度进行培养：２ｈ、５００ｌｘ、
１８℃、８５％；２ｈ、１０００ｌｘ、２０℃、８５％；８ｈ、１５００ｌｘ、２５℃、
８５％；２ｈ、１０００ｌｘ、２０℃、８５％；２ｈ、５００ｌｘ、１８℃、８５％；８ｈ、
０ｌｘ、１５℃、８５％。每天如此循环。
　　ｂ培养：将各处理剩下的１０瓶直接放在培养架上，采用
自然气候培养。待有愈伤组织生成后再放入培养箱中培养，

１ｄ内设置不同时段的培养时间、光照度、温度、湿度：２ｈ、
５００ｌｘ、１８℃、８５％；２ｈ、１０００ｌｘ、２０℃、８５％；８ｈ、１５００ｌｘ、
２５℃、８５％；２ｈ、１０００ｌｘ、２０℃、８５％；２ｈ、５００ｌｘ、１８℃、８５％；
８ｈ、０ｌｘ、１５℃、８５％。每天如此循环。

２　结果与分析

２．１　苦皮藤嫩茎愈伤组织诱导
在培养７ｄ后调查ａ培养时发现，有３／１０的茎段出现不

同程度的褐化现象，为了避免褐化程度加重，将所有处理的茎

段转接到与之相同处理的新培养基中。经过１５ｄ的培养，还
有３／１０的茎段有褐化现象产生，为防止褐化的发展，再次将
所有茎段转接到与之相同处理的新的培养基中，以后个别发

生褐化，按照同样的方法转接。经３０、４５、６０ｄ诱导培养后，
调查结果如表１所示。

ｂ培养在前７ｄ没有发现褐化，１５ｄ时有２／１０瓶产生褐
化，为防止褐化的发展，按上述方法进行转接。经３０、４５、６０ｄ
诱导培养后，调查结果如表１所示。
　　由表 １可以看出，Ａ１－１、Ｃ１－１、Ｃ１－２、Ｃ１－３、Ｄ１－１、Ｄ１－２、
Ｄ１－３、Ｅ１－１８种处理在３０～６０ｄ的 ａ、ｂ２种培养中都没有愈
伤组织生成。Ａ１－２、Ａ１－３、Ｅ１－２、Ｅ１－３４种处理在 ａ培养 ６０ｄ
时才有少部分茎段生成愈伤组织，诱导率分别为 １．２％、
１２％、２．５％、４．８％，生成愈伤组织的部位均在茎的顶端；在
ｂ培养中，Ａ１－２、Ａ１－３、Ｅ１－２、Ｅ１－３４种处理只有 Ｅ１－３在培养
６０ｄ后有少量愈伤组织生成，诱导率为 １．４％，Ａ１－２、Ａ１－３、

Ｅ１－２３种处理均无愈伤组织产生。
　　从表 １还可以看出，产生愈伤组织效果比较明显的是
Ｂ１－１、Ｂ１－２、Ｂ１－３处理。处理Ｂ１－１在ａ培养４５ｄ时有少量愈伤
组织生成，６０ｄ时诱导率达到４．８％，但在ｂ培养中６０ｄ时诱
导率只有２．２％；Ｂ１－２、Ｂ１－３处理在ａ培养的１５ｄ就有少量愈
伤组织生成，３０ｄ时分别达到２．２％、６．４％，４５ｄ时诱导率分
别达到８．６％、１４．５％，６０ｄ时诱导率分别达２４．５％、４６．５％；
但在ｂ培养中，Ｂ１－１处理在６０ｄ时诱导率只有２．２％，Ｂ１－２、
Ｂ１－３处理４５ｄ时诱导率分别达到４．４％、５．２％，６０ｄ时分别
达７．６％、１２．５％。

表１　不同处理和培养方法对苦皮藤嫩茎愈伤组织诱导的影响

处理
ａ培养诱导率（％） ｂ培养诱导率（％）

３０ｄ ４５ｄ ６０ｄ ３０ｄ ４５ｄ ６０ｄ
Ａ１－２ ０ ０ １．２ ０ ０ ０
Ａ１－３ ０ ０ １．２ ０ ０ ０
Ｂ１－１ ０ ０．５ ４．８ ０ ０ ２．２
Ｂ１－２ ２．２ ８．６ ２４．５ ０ ４．４ ７．６
Ｂ１－３ ６．４ １４．５ ４６．５ ０ ５．２ １２．５
Ｅ１－２ ０ ０ ２．５ ０ ０ ０
Ｅ１－３ ０ ０ ４．８ ０ ０ １．４

　　注：诱导率为生成愈伤组织器官个数占该处理接种器官个数的
百分比；处理Ａ１－１、Ｃ１－１、Ｃ１－２、Ｃ１－３、Ｄ１－１、Ｄ１－２、Ｄ１－３、Ｅ１－１因６０ｄ

内ａ培养、ｂ培养２种培养方法均没有诱导出愈伤组织而在表中省
略。以下凡是在６０ｄ调查时无愈伤组织生成的均省略。

　　综上所述，可得出如下结论：（１）低浓度的 ＮＡＡ不能诱
导嫩茎愈伤组织产生，随着ＮＡＡ浓度的升高有少量愈伤组织
被诱导；０．２～１．０ｍｇ／ＬＫＴ、０．５～２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ组合均不能诱导嫩茎愈伤组织
生成；２，４－Ｄ有利于嫩茎愈伤组织的诱导，且随着浓度的升
高诱导率逐渐增大；（２）产生愈伤组织的部位均在嫩茎的顶
端，发生褐化的嫩茎则无愈伤组织生成；（３）ａ培养较 ｂ培养
容易产生愈伤组织。

２．２　苦皮藤腋芽愈伤组织诱导
　　腋芽培养７ｄ时进行观察，少部分带有皮层的腋芽的周
围培养基有变褐的现象，为了防止褐化的蔓延，及时进行转

接，并切除皮层部分。经过３０、４５、６０ｄ的培养，结果如表２
所示。

　　从表２可以看出，ａ培养在培养３０ｄ时，Ｂ１－２和 Ｂ１－３处理
有愈伤组织生成，诱导率分别为 １２．５％、１８．０％；培养 ４５ｄ
时，处理Ａ１－２、Ａ１－３、Ｂ１－１、Ｂ１－２、Ｂ１－３、Ｅ１－２、Ｅ１－３均有愈伤组织
生成，Ｂ１－２、Ｂ１－３处理诱导率较高，分别为２２．４％、３６．１％；当
培养到６０ｄ时，除Ｃ１－１、Ｄ１－１、Ｄ１－２、Ｄ１－３处理仍没有愈伤组织
产生外，其他处理均有愈伤组织产生，以处理 Ｂ１－３诱导率最
高，为６６．６％，处理 Ｂ１－２次之，为４１．８％，其次是 Ｅ１－２、Ｅ１－３、
Ｂ１－１、Ａ１－２、Ａ１－３，诱导率分别为 １５．５％、１４．６％、１４．５％、
１２．４％、１１．８％。结果表明，ａ培养中，Ｂ１－３激素水平 ＭＳ＋
２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ最有利于愈伤组织形成，其次是 Ｂ１－２的
ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ的激素水平。

在ｂ培养中，除了 Ｃ１－１、Ｃ１－２、Ｃ１－３、Ｄ１－１、Ｄ１－２、Ｄ１－３处理
在培养６０ｄ时仍没有愈伤组织生成外，其他处理均有愈伤组
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表２　不同处理和培养方法对苦皮藤腋芽愈伤组织诱导的影响

处理
ａ培养诱导率（％） ｂ培养诱导率（％）

３０ｄ ４５ｄ ６０ｄ ３０ｄ ４５ｄ ６０ｄ
Ａ１－１ ０ ０ ５．６ ０ ０ ２．４
Ａ１－２ ０ ３．２ １２．４ ０ １．５ ５．６
Ａ１－３ ０ １．０ １１．８ ０ ０．４ ５．４
Ｂ１－１ ０ ２．６ １４．５ ０ ０．８ ９．５
Ｂ１－２ １２．５ ２２．４ ４１．８ ６．５ １２．２ ２２．５
Ｂ１－３ １８．０ ３６．１ ６６．６ ７．２ １７．５ ２９．８
Ｃ１－２ ０ ０ ０．８ ０ ０ ０
Ｃ１－３ ０ ０ ４．４ ０ ０ ０
Ｅ１－１ ０ ０ ３．６ ０ ０ １．６
Ｅ１－２ ０ ４．６ １５．５ ０ ２．５ １１．５
Ｅ１－３ ０ ３．８ １４．６ ０ ２．５ １０．０

织生成，其中Ｂ１－２、Ｂ１－３处理效果较佳，在诱导３０ｄ时就分别
有６．５％、７．２％的愈伤组织生成，６０ｄ时愈伤组织的诱导率
分别达２２．５％、２９．８％。其次是 Ａ１－２、Ａ１－３、Ｂ１－１、Ｅ１－２、Ｅ１－３
处理，在培养４５ｄ时都有不同比例的愈伤组织生成，在培养
６０ｄ时以Ｅ１－２、Ｅ１－３、Ｂ１－１处理的诱导率较高，分别为１１．５％、
１０．０％、９．５％。结果表明，ｂ培养中，Ｂ１－２、Ｂ１－３处理的激素组
合有利于腋芽愈伤组织的产生，但诱导率低于ａ培养。

通过对没有产生愈伤组织的腋芽的观察发现，大部分腋

芽都有膨大的现象。对膨大的芽和产生愈伤组织的芽的解剖

来看，膨大的芽芽鳞光亮、圆浑，芽内的幼叶发生皱褶和肥厚，

生长点增厚；产生愈伤组织的芽起初也是芽鳞先膨大，愈伤组

织产生的位置是幼叶的边缘，生长点处只是出现不规则的

增厚。

２．３　苦皮藤幼嫩叶片愈伤组织诱导
　　当把嫩叶接入培养基后，ａ培养３ｄ就有叶片开始发褐，
７ｄ已经有２／１０的叶片边缘发生浅褐色，部分叶片周围的培
养基变为褐色。将有培养基变为褐色的叶片转接到同样处理

的新培养基中，以防褐化继续蔓延。ｂ培养中，到培养１５ｄ时
有１／１０的叶片逐渐变褐，也将有叶片周围培养基变为褐色的
叶片转接到同样处理的新的培养基中。以后遇到同样的情

况，均照此方法处理，减少褐化的发生。经过３０、４５、６０ｄ的
观察，结果如表３所示。

表３　不同处理和培养方法对苦皮藤幼嫩叶片愈伤组织诱导的影响

处理
ａ培养诱导率（％） ｂ培养诱导率（％）

３０ｄ ４５ｄ ６０ｄ ３０ｄ ４５ｄ ６０ｄ
Ｂ１－１ ０ ０ ０ ０ ０ ２．５
Ｂ１－２ ０ ５．２ ８．４ ０ １２．６ １４．２
Ｂ１－３ ０ ８．８ １２．２ ０ １８．９ ２０．５
Ｅ１－２ ０ ４．５ ５．６ ０ １２．５ １６．２
Ｅ１－３ ０ ８．４ １０．４ ０ １３．８ １８．５

　　所有叶片在培养到３０ｄ时，均没有愈伤组织生成。３０ｄ
后只有个别处理才陆续生成愈伤组织，且产生愈伤组织的部

位少部分在皱缩增厚的叶片边缘，大部分在叶片的主脉位置。

从表３可以看出，在培养到４５ｄ时，２种培养方法的 Ｂ１－２、
Ｂ１－３、Ｅ１－２、Ｅ１－３４个处理均有愈伤组织生成，ａ培养的 Ｂ１－２、

Ｂ１－３、Ｅ１－２、Ｅ１－３处理的诱导率分别为 ５．２％、８．８％、４．５％、
８．４％，相比之下，Ｂ１－３处理和 Ｅ１－３处理的诱导率高于其他２
个处理；ｂ培养在４５ｄ观察时，Ｂ１－２、Ｂ１－３、Ｅ１－２、Ｅ１－３处理的诱
导率分别为１２．６％、１８．９％、１２．５％、１３．８％，相比之下 Ｂ１－３
处理的诱导率最高。在培养到６０ｄ时，ａ培养的 Ｂ１－２、Ｂ１－３、
Ｅ１－２、Ｅ１－３处理的诱导率分别为 ８．４％、１２．２％、５．６％、
１０．４％，４种处理在 ｂ培养的条件下诱导率分别为 １４．２％、
２０．５％、１６．２％、１８．５％，相比之下 ｂ培养的 Ｂ１－３处理诱导率
最高。综上所述，Ｂ１－３的激素组合（２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ）与Ｅ１－３
的激素组合（１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．２ｍｇ／ＬＫＴ）均有利于嫩叶愈
伤组织的形成；在相同的培养时间内，ｂ培养的诱导率总是大
于ａ培养的诱导率，可能原因是ａ培养的光照度大于ｂ培养，
在培养前期光照度越大，越不利于愈伤组织的生成；即使最佳

激素组合愈伤组织的诱导率也不高（最高为２０．５％），这可能
与大部分叶片愈伤组织形成的部位只在中脉处有关。

２．４　苦皮藤成熟叶愈伤组织诱导
　　当把成熟叶接入培养基后发现，培养３ｄ就开始有叶片
变褐，由叶片的边缘逐渐向内部延伸，采用转接的方法尽量减

缓褐化的进度。经３０、４５、６０ｄ培养，不同处理和不同的培养
方法对成熟叶愈伤组织的影响情况如表４所示。

表４　不同处理和培养方法对苦皮藤成熟叶愈伤组织诱导的影响

处理
ａ培养诱导率（％） ｂ培养诱导率（％）

３０ｄ ４５ｄ ６０ｄ ３０ｄ ４５ｄ ６０ｄ
Ｂ１－２ ０ ２．５ ４．２ ０ ４．３ ６．４
Ｂ１－３ ０ ３．２ ５．５ ０ ６．６ ８．４
Ｅ１－２ ０ １．２ ３．３ ０ ２．５ ４．２
Ｅ１－３ ０ ２．６ ５．８ ０ ４．８ ８．８

　　由表 ４可以看出，对愈伤组织的诱导只有 Ｂ１－２、Ｂ１－３、
Ｅ１－２、Ｅ１－３４个处理才有，且在３０ｄ前没有任何愈伤组织产
生。在４５ｄ观察时，不同处理在 ａ、ｂ２种培养条件下的诱导
率明显不同，Ｂ１－２处理的诱导率分别为２．５％、４．３％，Ｂ１－３处
理的诱导率分别为３．２％、６．６％，Ｅ１－２和 Ｅ１－３处理的诱导率
分别为１．２％、２．５％和２．６％、４．８％，显而易见，ｂ培养的诱
导率要大于ａ培养。在６０ｄ观察时，不同处理在 ａ、ｂ２种培
养条件下的诱导率也不同，ｂ培养的诱导率大于 ａ培养。结
果表明：（１）对成熟叶的诱导，前期培养光照度和温度的不
同，会影响到诱导率，光照度过大、温度过高会降低叶片愈伤

组织的诱导率；（２）愈伤组织产生的时间都在３０ｄ后，产生的
部位为叶的中脉位置，开始时生成白色的愈伤组织颗粒，后逐

渐加大；（３）成熟叶片的愈伤组织诱导率小于幼嫩叶片的愈
伤组织诱导率。

观察中发现，３０ｄ时，有的叶片从外观上看已经呈现褐
色，但到４５ｄ观察时又在叶脉处产生了愈伤组织，４５ｄ观察
时依然没有产生愈伤组织的变褐叶片，在６０ｄ观察时居然又
在叶脉处生成了愈伤组织，说明叶片呈现褐色不代表叶片中

脉的细胞死亡，因此要耐心等待。

３　讨论与结论

外植体不同，产生愈伤组织的能力和部位不同。幼嫩的

外植体（嫩茎、嫩叶）较成熟的外植体（嫩茎下端枝条、成熟
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叶）容易产生愈伤组织。腋芽（最高 ６６．６％）较嫩茎（最高
４６．５％）对愈伤组织的诱导率要高。叶片产生愈伤组织的部
位大部分在叶的中脉和中脉两侧位置，嫩茎产生愈伤组织

的部位在茎的顶端。这种现象除了与外植体内外激素有关

外，还可能与器官的内部组织结构有关。根据植物茎器官

的结构，在木质部和韧皮部之间的形成层细胞具有较强的

细胞分裂能力［１３］，因此靠近嫩茎顶端的组织因分化程度低

极易产生愈伤组织。叶脉的主脉结构也是由木质部和韧皮

部组成［１４］，形成层细胞也具有较强的活力，也是容易生成愈

伤组织的部位。芽是由幼叶、叶原基和生长点组成，从结构

组成来看还处于原生结构和初生结构阶段，其细胞也具有

较强的分裂能力［１５］，也是易形成愈伤组织的部位。对于成

熟的器官来说，活细胞在激素的诱导下才能脱分化恢复分裂

能力，因此要形成愈伤组织需要经过诱导期、分裂期这样一个

过程［１６］。

培养条件不同，产生愈伤组织的能力不同。在嫩茎和腋

芽作为外植体时，ａ培养较 ｂ培养对外植体的诱导率要高。
当叶片作为外植体时，ｂ培养的愈伤组织诱导率要大于 ａ培
养。培养条件除了激素水平外，还有温度、光照度、湿度等因

素［１７］。ａ培养是在培养箱中进行，温度、光照度、湿度的大小
和时间是人工设置的，有固定的规律性变化，这种条件使组织

结构比较完整、保护组织比较发达的嫩茎和腋芽容易产生愈

伤组织。ｂ培养前期的培养温度、光照度、湿度没有相对规律
性的变化，尤其是室内光照度在０～５５０ｌｘ之间，湿度更低。
从比较分析来看，强光照比弱光照容易使组织褐化，不利于愈

伤组织的诱导［１８］。叶的组织结构简单，保护组织不够发达，

对光照敏感，较强的光照易使其褐化［１８］。因此，ａ培养较ｂ培
养容易使嫩茎和腋芽产生愈伤组织；ｂ培养较 ａ培养容易使
叶片产生愈伤组织。

不同的激素水平，对愈伤组织的诱导差异明显［１９－２０］。研

究表明，生长素２，４－Ｄ在多数情况下都能成功地诱导愈伤
组织［２１］，在本试验中，２，４－Ｄ有利于嫩茎和腋芽愈伤组织的
诱导，且随着浓度的升高诱导率逐渐增大，最大诱导率浓度为

ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ；如果２，４－Ｄ的浓度大于２．０ｍｇ／Ｌ，
是否还能增大诱导率，有待于下一步的研究。ＮＡＡ作为常用
的生长素，如果像２，４－Ｄ一样单独使用，不能诱导出叶的愈
伤组织，在嫩茎和腋芽作为外植体时，只有部分能够诱导出愈

伤组织，这与对小麦胚的愈伤组织诱导的研究结果［２２］相吻

合。ＫＴ和６－ＢＡ都是常用的细胞分裂素，但两者单独使用
也不能诱导出愈伤组织（处理Ｃ：ＭＳ＋０．２→１．０ｍｇ／ＬＫＴ，处
理Ｄ：ＭＳ＋０．５→２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ），无论是嫩茎、腋芽还是叶
都是这样。试验表明，一定浓度水平的 ＮＡＡ和 ＫＴ组合，有
利于腋芽愈伤组织的形成，本试验的最佳激素组合和水平是

ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ。有利于诱导叶产生愈伤
组织的最佳激素组合和水平是 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ和
ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．２ｍｇ／ＬＫＴ。
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