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　　摘要：为了探究绿萝离体再生的最适条件和甲基磺酸乙酯（ｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｐｈｏｎａｔｅ，简称 ＥＭＳ）诱变绿萝的合适
剂量，首先以绿萝叶柄为材料进行离体培养。结果表明，用叶柄诱导愈伤组织的最适培养基为ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ噻苯隆
（ＴＤＺ）＋０．３ｍｇ／Ｌ萘乙酸（ＮＡＡ），不定芽分化最适培养基为 ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ）＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ，生根最适培养基为１／２ＭＳ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ。然后设置不同剂量的 ＥＭＳ诱变绿萝叶柄愈伤组织，并对其存活
率、致死率进行统计，初步获得ＥＭＳ诱变绿萝愈伤组织的半致死条件：０．６％ＥＭＳ诱变处理４ｈ或０．８％ＥＭＳ诱变处理
２ｈ。研究结果对于今后利用ＥＭＳ诱变绿萝愈伤组织、筛选性状优良的突变体具有重要意义。
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　　绿萝（Ｅｉｐｒｅｍｎｕｍａｕｒｅｕｍ）为天南星科绿萝属多
年藤本植物，其形态优美，具有较高的观赏价值［１］。

绿萝吸收室内甲醛的能力较强，深受人们喜爱［２］。

此外，绿萝对铅、镉、铬等重金属具有一定的富集能

力，并能够通过特定机制将根部积累的重金属运输

到不同部位，因此在净化低浓度重金属污染的水体

方面效果良好［３－５］。目前绿萝多采用压条和扦插的

方式进行繁殖，繁殖系数低、速度慢、遗传稳定性

差，无法在短期内得到大量优质的植株［６］。组织培

养是实现绿萝快速繁殖的有效途径，近年来的研究

主要以绿萝茎段为外植体，通过愈伤组织分化或直

接诱导生芽的方式获得绿萝再生植株［７－８］。由于外

植体选材的局限性和植物生长调节剂对绿萝离体

再生影响的复杂性，现阶段还存在离体再生频率低

的缺点。此外，绿萝还存在种质资源单一的不足。

化学诱变育种是丰富植物种质资源的有效途径，化

学诱变剂甲基磺酸乙酯（ｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｐｈｏｎａｔｅ，
简称ＥＭＳ）因其诱变频率高、成本低廉、操作简便，
已成为获得突变体、创制新种质的有效手段［９－１１］。

鉴于此，为丰富绿萝种质资源、培育出观赏价值更

高和污染清除效果更好的绿萝新品系，本研究在建

立绿萝高频离体再生体系的基础上，通过ＥＭＳ对绿
萝愈伤组织进行诱变，探究ＥＭＳ诱变绿萝愈伤组织
的最佳剂量，研究结果对于下一步通过化学诱变、

筛选性状优良的绿萝突变体具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
绿萝于２０１９年春购自山东省滨州市花卉市场，

在滨州学院生物与环境工程学院人工气候室内进

行培养。
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１．２　试验方法
１．２．１　培养基的配制　根据前期试验结果，重新优
化培养基组合并配制培养基，所有培养基均添加

３％蔗糖和１％琼脂。绿萝叶柄愈伤组织诱导培养
基Ｃ１～Ｃ５的配方如下：（１）Ｃ１，ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－
苄氨基嘌呤（６－ＢＡ）＋０．３ｍｇ／Ｌ萘乙酸（ＮＡＡ）＋
１．０ｍｇ／Ｌ２，４－二氯苯氧乙酸（２，４－Ｄ）；（２）Ｃ２，
ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ噻苯隆（ＴＤＺ）＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；（３）Ｃ３，ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＴＤＺ＋
０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ激动
素（ＫＴ）；（４）Ｃ４，ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．３ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ；（５）Ｃ５，
ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ。绿萝带节茎
段培养和不定芽分化培养基 Ｂ１～Ｂ５的配方如下：
（１）Ｂ１，ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１５ｍｇ／ＬＮＡＡ；
（２）Ｂ２，ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ；（３）
Ｂ３，ＭＳ＋２．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２５ｍｇ／ＬＮＡＡ；（４）
Ｂ４，ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１５ｍｇ／ＬＮＡＡ；（５）
Ｂ５，ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ。绿萝不
定芽诱导生根培养基 Ｒ１～Ｒ５的配方如下：（１）Ｒ１，
１／２ＭＳ＋０．０３ｍｇ／ＬＮＡＡ；（２）Ｒ２，１／２ＭＳ＋０．０５ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ；（３）Ｒ３，１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ；（４）Ｒ４，
１／２ＭＳ＋０．２ ｍｇ／Ｌ ＮＡＡ；（５）Ｒ５，１／２ＭＳ ＋
０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ。
１．２．２　材料消毒及无菌苗的获得　剪取绿萝带芽
茎段，分别用自来水冲洗３０ｍｉｎ、蒸馏水冲洗２次、
７０％乙醇消毒３０ｓ、０．１％氯化汞处理１５ｍｉｎ、无菌
水冲洗５～６次后接种于 Ｂ１～Ｂ５培养基上，２周后
统计茎段芽的增殖系数。将茎段产生的芽切下，转

入新鲜培养基中培养３０ｄ，获得绿萝无菌苗，相关计
算公式：

芽的增殖系数＝产生的芽数／接种的茎段数。
１．２．３　叶柄愈伤组织的诱导　选取绿萝无菌苗的
叶柄接种到愈伤组织诱导培养基中进行培养，３０ｄ
后按下式统计愈伤组织诱导率：

愈伤组织诱导率 ＝（产生愈伤组织的外植体
数／接种数）×１００％。
１．２．４　不定芽的分化　先将绿萝叶柄诱导产生的
愈伤组织进行继代培养，然后转入分化培养基中进

行不定芽诱导，３０ｄ后进行不定芽分化率的统计，
计算公式：

不定芽分化率 ＝（产生不定芽的外植体数／接
种数）×１００％。

１．２．５　不定芽的生根　选取绿萝不定芽接种于生
根培养基上进行生根诱导，３０ｄ后按下式统计不定
芽的生根率、根增殖系数：

生根率＝（产生不定根的外植体数／接种数）×
１００％；　

根增殖系数＝产生的根数／接种数。
１．２．６　绿萝愈伤组织的 ＥＭＳ诱变　用０．１ｍｏｌ／Ｌ
磷酸缓冲液（ｐＨ值为 ５．８）分别配制 ０、０．４％、
０６％、０．８％ＥＭＳ溶液，过滤除菌后备用。选取生
长良好的绿萝愈伤组织，放入上述不同浓度的 ＥＭＳ
溶液中，分别于１００ｒ／ｍｉｎ振荡培养２、４、６ｈ。取出
绿萝愈伤组织，用无菌水反复冲洗后转入愈伤组织

诱导培养基中进行继代培养。

１．２．７　ＥＭＳ诱变半致死剂量的确定　得到用 ＥＭＳ
诱变处理的绿萝愈伤组织后，继代培养３０ｄ并观察
统计，根据愈伤组织的褐化程度和生长状态，统计

存活率、致死率。将致死率接近 ５０％时的 ＥＭＳ浓
度和诱变时间作为绿萝愈伤组织 ＥＭＳ诱变的合适
剂量，用于突变体的诱导，相关计算公式：

存活率＝（外植体的存活数／接种数）×１００％；
致死率＝（外植体的致死数／接种数）×１００％。

１．２．８　数据分析　用 Ｅｘｃｅｌ２００７和 ＳＰＳＳ１７软件
进行数据统计，通过 Ｄｕｎｃａｎｓ多重比较进行样本间
的差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　带节茎段芽的诱导
将绿萝带节茎段接种于Ｂ１～Ｂ５培养基上，接种

后１周左右，茎段开始抽芽，接种后２周左右茎段长
出明显的芽，然后进行芽的增殖系数统计。由图

１－Ａ、图２－Ａ、图２－Ｂ可以看出，在这５种培养基
中，茎段均可产生芽，且芽生长迅速，但数量较少。

其中Ｂ３培养基中芽的增殖系数最高，达到１．５４，Ｂ４
培养基中芽的增殖系数最低，仅有１．０５，其他３种
培养基中芽的增殖系数介于上述２个数据之间。根
据芽的增殖系数和芽的生长情况，初步确定Ｂ３培养
基作为带节茎段芽诱导的培养基。将芽切下后转

入Ｂ３培养基中继续培养３０ｄ，芽不断生长发育，获
得无菌苗（图２－Ｃ、图２－Ｄ）。
２．２　叶柄愈伤组织的诱导

选取叶柄为材料进行愈伤组织诱导。由图１－
Ｂ可以看出，叶柄在这５种培养基中均可产生愈伤
组织，但诱导率存在明显差异，其中诱导效果最好
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的为Ｃ５培养基，愈伤组织诱导率约为９８％，且产生
愈伤组织的量较多，生长比较旺盛（图２－Ｅ、图２－
Ｆ）；其次是Ｃ４培养基的诱导效果较好，愈伤组织诱
导率接近Ｃ５培养基；诱导效果最差的为Ｃ１培养基，
愈伤组织诱导率不到１０％，叶柄不仅极易褐化，而
且愈伤组织产生的量很少。Ｃ２、Ｃ３培养基的诱导效

果一般，愈伤组织诱导率约为３０％。根据叶柄愈伤
组织诱导率及其生长情况，初步确定Ｃ５培养基作为
叶柄愈伤组织诱导的最适培养基。将愈伤组织转

接入Ｃ５培养基中进行继代培养，发现２周后愈伤组
织的量明显增加（图２－Ｇ）。连续继代培养２次后，
愈伤组织继续增殖，并有少量芽点产生（图２－Ｈ）。

２．３　愈伤组织不定芽的诱导
将叶柄诱导产生的愈伤组织继代培养后转入不

定芽诱导培养基Ｂ１～Ｂ５中。由图１－Ｃ可以看出，在
这５种培养基中，叶柄愈伤组织均可分化产生不定
芽。在 Ｂ５培养基中，愈伤组织分化率接近１００％，
不定芽数量较多，生长较好。其次为 Ｂ２培养基，不
定芽分化率超过９５％。分化效果较差的为 Ｂ１培养
基，芽的分化率只有３０％左右，且芽的数量相对较
少。Ｂ３、Ｂ４培养基的效果一般，不定芽分化率为
５０％～６０％。根据不定芽分化率及其生长情况，初
步确定Ｂ５培养基作为绿萝不定芽分化最适培养基。
在Ｂ５培养基中，愈伤组织培养１周即可分化出少量
不定芽（图２－Ｉ），３周后不定芽明显继续增多、增大
（图２－Ｊ）。随着培养时间的延长，愈伤组织继续分
化培养，培养３０ｄ后叶柄两端产生较多不定芽（图
２－Ｋ）。将带芽叶柄转入Ｂ５培养基中继续培养，发
现不定芽生长比较旺盛（图２－Ｌ）。切取叶柄两端
的不定芽进行增殖培养，发现不定芽数量继续增多

（图２－Ｍ、图２－Ｎ）。
２．４　不定芽生根诱导

不定芽生根培养 ３０ｄ后进行数据统计，由图
１－Ｄ可以看出，在这５种培养基中，不定芽的基部
均有根生成，且根的长势较好，生根率十分接近，其

中Ｒ２培养基的生根率达到９８％，但根的增殖系数
存在一定差别。在 Ｒ２培养基中，不定芽的生根系
数最高，约为５．３，且根数量较多、生长旺盛。在 Ｒ５
培养基中，不定芽的生根系数最低，约为２．７，且根
数量少、生长较差。在其他３种培养基中，不定芽的
生根系数介于上述２个数据之间。根据根的增殖系
数和根的生长情况，初步确定 Ｒ２培养基是不定芽
诱导生根的最适培养基。选取健壮的不定芽接种

于Ｒ２培养基中，培养３０ｄ即可获得试管苗（图２－
Ｏ、图２－Ｐ）。
２．５　ＥＭＳ处理对绿萝愈伤组织生长的影响

选取生长良好的愈伤组织进行ＥＭＳ诱变，培养
３０ｄ后进行观察统计，试验结果见图３、图４－Ａ。
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当磷酸缓冲液中不含ＥＭＳ时，无论处理２、４ｈ还是
６ｈ，绿萝愈伤组织均生长正常，叶柄呈现青绿色，几
乎没有褐化，部分还生出芽点，存活率约为 １００％
（图３－Ａ、图３－Ｅ、图３－Ｉ）。

用０．４％ＥＭＳ诱变剂处理愈伤组织２ｈ时，愈
伤组织生长基本正常，与对照没有明显区别，存活

率接近１００％（图３－Ｂ）；用０．４％ ＥＭＳ诱变剂处理
愈伤组织４ｈ时，愈伤组织轻微褐化，生长受到一定
抑制，存活率约为６２．５％（图３－Ｆ）；用０．４％ ＥＭＳ
诱变剂处理愈伤组织６ｈ时，愈伤组织褐化较深，生
长受到明显抑制，存活率为３０％左右（图３－Ｊ）。用
０．６％ ＥＭＳ诱变剂处理愈伤组织２ｈ时，愈伤组织
生长受到一定抑制，褐化比较明显，存活率约为

９８％（图３－Ｃ）；用０．６％ ＥＭＳ诱变剂处理愈伤组
织４ｈ时，愈伤组织生长受到的抑制程度较大，叶

柄、愈伤组织褐化程度较深，愈伤组织存活率为

５０％左右（图３－Ｇ）；用０．６％ ＥＭＳ诱变剂处理愈
伤组织６ｈ时，愈伤组织生长几乎完全受到抑制，叶
柄完全褐化，存活率不到３％（图３－Ｋ）。用０．８％
ＥＭＳ诱变剂处理愈伤组织２ｈ时，愈伤组织生长受
到明显抑制，叶柄、愈伤组织褐化程度较深，愈伤组

织的存活率接近５２％（图３－Ｄ）；０．８％ ＥＭＳ诱变
剂处理愈伤组织４ｈ时，愈伤组织生长受到严重抑
制，愈伤组织褐化严重（图３－Ｈ）；０．８％ ＥＭＳ诱变
剂处理愈伤组织６ｈ时，愈伤组织生长完全抑制，叶
柄变黑，愈伤组织完全褐化，存活率为０（图３－Ｌ）。
２．６　ＥＭＳ半致死剂量的确定

由图 ４－Ｄ可以看出，用 ＥＭＳ处理 ２ｈ时，
０４％、０．６％ ＥＭＳ处理组的愈伤组织致死率与对照
相比没有明显区别，然而当ＥＭＳ浓度提高到０．８％
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时，愈伤组织致死率接近５０％；当 ＥＭＳ处理时间为
４ｈ时，０．４％、０．６％、０．８％ ＥＭＳ处理愈伤组织的致
死率分别为３８％、５０％、８０％，与对照存在显著性差
异；当ＥＭＳ处理时间为６ｈ时，０．４％ ＥＭＳ处理愈伤

组织的致死率已经超过７０％，０．６％ ＥＭＳ处理愈伤
组织的致死率达到９７％，０．８％ ＥＭＳ处理的愈伤组
织完全褐化，无法正常生长，致死率为１００％。上述
统计结果表明，０．８％ ＥＭＳ处理２ｈ或０．６％ ＥＭＳ
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处理４ｈ时，愈伤组织致死率约为５０％。由此可见，
０．８％ ＥＭＳ处理２ｈ、０．６％ ＥＭＳ处理４ｈ这２种组
合可作为半致死条件，用于绿萝愈伤组织的ＥＭＳ诱
变处理。

３　结论与讨论

３．１　绿萝的离体快繁
本研究以绿萝叶柄为外植体，当在 ＭＳ培养基

中添加０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ、０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ时，愈伤组织
诱导效果最佳，诱导率接近１００％。张盛圣研究发
现，以茎段为外植体时，绿萝愈伤组织诱导的最适

培养基为 ＭＳ＋２．０ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．２ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ［１２］。叶柄和茎段愈伤组织诱导之间存在一
定的差异，表明外植体的选择和植物生长调节物质

的种类都会对绿萝愈伤组织的诱导产生影响。植

物生长调节物质对外植体不定芽的诱导具有重要

的调节作用。试验结果表明，叶柄产生的愈伤组织

在 ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ中的分
化率接近１００％，其芽分化明显，数量较多，生长旺
盛。这和张瑜等的研究结果有所不同，张瑜等以带

节茎段为外植体进行试验发现，最佳不定芽诱导培

养基为ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ［７］，
这很可能是由外植体类型和诱导方式不同所造成

的。崔小丽等经研究证实，绿萝生根的最佳培养基

为 １／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ［１３］。而
本研究结果表明，在１／２ＭＳ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ培养
基中，绿萝不定芽的生根率达到９８％，生根系数较
高，根数量较多。由此可见，植物生长调节物质的

种类和浓度对不定芽生根的影响明显。本研究建

立了绿萝高频离体再生体系，将为其工厂化繁殖种

苗奠定基础，也为诱导绿萝突变体等研究提供了

条件。

３．２　绿萝的ＥＭＳ诱变
将植物组织培养与诱变技术相结合的离体诱

变技术，在选育性状优良突变体的过程中，逐渐受

到人们的关注［１４］。ＥＭＳ是目前应用较多且最为有
效的一种化学诱变剂［１５－１６］。目前，尚无关于绿萝诱

变育种的相关报道。通过 ＥＭＳ诱变剂处理绿萝愈
伤组织，有助于扩大绿萝变异谱，丰富种质资源，培

育出观赏价值更高和污染清除效果更好的绿萝新

品系。在绿萝愈伤组织ＥＭＳ诱变过程中，当诱变时
间相同时，随着 ＥＭＳ浓度的增加，叶柄褐化程度逐
渐加深，愈伤组织生长所受的抑制程度逐渐加深，

存活率逐渐降低。当ＥＭＳ浓度相同时，诱变处理时
间越长，愈伤组织褐化程度越深，受到的抑制程度

越重，存活率越低。上述结果表明，绿萝愈伤组织

对于ＥＭＳ处理表现出明显的剂量效应和时间效应。
通过分析绿萝愈伤组织的存活情况可知，０．８％
ＥＭＳ处理２ｈ或０．６％ ＥＭＳ处理４ｈ时，绿萝愈伤
组织致死率接近５０％，因此这２种组合可作为ＥＭＳ
诱变绿萝愈伤组织的半致死条件，用于绿萝愈伤组

织的ＥＭＳ诱变处理。以上研究结果对于筛选性状
优良的绿萝突变体具有重要的意义。
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