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摘要! 为了建立半蒴苣苔
6+7-8"+& 3#89&:-4&4&

的组培快繁技术体系! 保护和开发利用半蒴苣苔这一民间植物药资

源! 以
KL

%

K762=93D; 28G LM@@D

&为基本培养基! 研究植物生长调节物质
'!

苄基腺嘌呤%

'!.N

&和萘乙酸%

ONN

&组合

对叶片愈合组织诱导' 不定芽分化! 增殖和壮苗生根的影响! 筛选出适合半蒴苣苔快繁的最适培养基( 结果表明$

叶片诱导愈合组织困难! 但在叶片基部或切口处可直接诱导分化出不定芽! 且随着
'!.N

和
ONN

质量浓度的升高!

芽的分化率先上升后降低! 以
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处理增殖倍数最高! 达到
!$>($

* 在添加不同质量浓度吲哚丁酸"

T.N

&的培养基

中生根率均超过
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半蒴苣苔
!"#$%&"' ()%*'+$,','

是苦苣苔科
#$%&$'()*$)$

半蒴苣苔属
-"#$%&".

多年生宿根草本 !

"

"

#

全草入药# 味甘# 性寒$ 具有清暑利湿% 止咳% 生津% 解毒的功效# 主治咽喉肿痛% 外感暑湿% 痈肿疮

疖% 蛇咬伤等症!

+

"

# 对烧烫伤有一定的疗效!

!

"

$ 环境的破坏和对野生药材资源的大量采集# 造成了资源

的日益匮乏# 亟待进行半蒴苣苔的人工栽培以满足市场的需求# 但半蒴苣苔人工繁育和栽培的研究尚处

于初始阶段# 成果不多$ 在自然状态下# 半蒴苣苔通常生长在石灰岩岩缝中# 籍匍匐枝行营养繁殖# 增

殖速度较慢$ 组织培养技术是苦苣苔科植物引种驯化及繁殖工作中的一种重要手段# 以克服植物在迁地

保育% 繁衍% 传播% 杂交育种及工厂化生产中的障碍# 达到种质资源保护和利用的目的!

,

"

$ 本研究拟通

过组织培养的方法# 建立其组培快繁技术体系# 为半蒴苣苔种苗规模化繁育提供技术支撑$

"

材料与方法

!"!

材料

半蒴苣苔植株采自浙江天目山国家级自然保护区# 经浙江农林大学李根有教授鉴定为半蒴苣苔$ 用

消过毒的剪刀剪下半蒴苣苔叶片# 放入滴有洗洁精的水中浸泡
"- .(&

# 并用柔软的牙刷轻轻刷去表面污

垢# 接着用自来水冲洗
" /

$ 而后放置在超净工作台上# 用体积分数为
0-1

的乙醇浸泡
"- %

# 用镊子取

出叶片后用无菌水冲洗
!

次# 接着放入体积分数为
23"1

升汞中消毒
4 .(&

# 用无菌水冲洗
!

次# 再用无

菌滤纸吸干其表面水分$ 叶片切割成约
" *. ! " *.

# 接入
56')%/(7$ )&8 9:;;7

&

59

'

""3< .7

(

=

#"

4$

苄基

腺嘌呤&

4$>?

'

"<3- .7

(

=

#"萘乙酸&

@??

'初代培养基中$ 培养
"- 8

后叶片切口基部直接分化出芽# 待芽

长至
,%- *.

# 具有
-%4

对叶片时用于后续试验$ 本研究中# 所用的培养基均添加
!<3< 7

(

=

#"的蔗糖和

03< 7

(

=

#"的琼脂#

AB -3C

$ 培养室光照强度为
!<%,< !.;D

(

.

#+

(

%

#"

# 光照时间
", /

(

8

#"

# 温度&

+-&"

'

'

$

!"#

方法

"3+3"

叶片愈合组织诱导及不定芽的分化 以
59

为基本培养基# 采用
+

因素
,

水平随机实验设计研究

植物生长调节物质
4$>?

和
@??

对叶片愈合组织诱导和不定芽分化的影响 $

4$>?

设置
,

个水平

&

<3"

#

<3-

#

"3<

#

+3< .7

(

=

#"

'#

@??

设置
,

个水平&

<3"

#

<3-

#

"3<

#

"3- .7

(

=

#"

'# 以上培养基均添加活性

炭
"3- 7

(

=

#"

$ 将半蒴苣苔无菌苗叶片切成约
"3< *. ! "3< *.

大小接入愈伤组织诱导培养基中进行暗培

养# 接种
-

瓶(处理#"

# 接种叶片
4

片(瓶#"

# 培养
-< 8

后观测愈合组织诱导和芽分化情况# 统计愈合组

织诱导率!愈合组织诱导率
E

&出愈苗数
F

接种数'

!"<<1

"和不定芽分化率!不定芽分化率
E

&分化苗数
F

接种

数'

!"<<1

"# 平均每个外植体不定芽分化数&平均每个外植体不定芽分化数
E

不定芽总数
F

产生不定芽外

植体数'# 重复
!

次(处理#"

$

"3+3+

不定芽增殖培养 以
59

为基本培养基# 采用
+

因素
!

水平随机实验设计研究植物生长调节物质

4$>?

和
@??

对不定芽增殖的影响$

4$>?

设置
!

个水平&

<3"

#

<3-

#

"3< .7

(

=

#"

'#

@??

设置
!

个水平

&

<

#

<3-

#

"3< .7

(

=

#"

'$ 将生长良好# 长
"3-%+3< *.

# 具有
+%!

对叶的不定芽接入增殖培养基中进行培

养# 接种
4

瓶(处理#"

# 接种不定芽
-

个(瓶#"

# 培养
,< 8

后统计不定芽增殖倍数&增殖倍数
E

增殖后不定

芽数量
F

增殖前接入不定芽数量'# 重复
!

次(处理#"

$

"3+3!

生根培养与移栽 以
59

为基本培养基# 采用单因素试验设计研究生长素吲哚丁酸
G>?

对不定芽

生根的影响#

G>?

设置
-

个水平&

<3"

#

<3-

#

"3<

#

"3-

#

+3< .7

(

=

#"

'$ 将长约
! *.

的不定芽接入生根培养

基# 接种
4

瓶(处理#"

# 接种不定芽
-

个(瓶#"

# 培养
!< 8

后统计生根率!生根率
E

&生根植株
F

接入植株
!

'

"<<1

"# 随机抽取
"<

株测量平均生根数和平均根长# 重复
!

次(处理#"

$

取生长健壮% 根系良好的组培苗进行开瓶练苗# 放到全天自然光照# 温度
+- '

的通风条件下练苗

0H"< 8

$ 练苗结束后# 取出组培苗用水清洗干净根部的培养基# 移栽于泥炭和蛭石按
"("

均匀混合的栽

培基质中# 浇透水后在遮光度为
0<1

的大棚中驯化# 定期浇水保持苗床湿度#

,< 8

后统计成活率$

!"$

统计分析

数据采用均值
&

标准误差表示# 采用
I?9J 9K)K(%K(*% "C

进行
L6&*)&

多重比较# 百分率经反正弦平

方根转换
LM#NMM9

!

?9G@

&

9ONP

&

@Q3

''"后进行多重比较和相关分析$

阮慧泽等) 半蒴苣苔的叶片组织培养及植株再生研究 "4!
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结果与分析

!"#

不定芽的分化

叶片培养
&'#% (

开始略微出现卷曲现象! 之后均未见明显的愈合组织形成! 但在基部切口处可直

接分化出白色的芽"图
#!)

#! 在培养约
*" (

后! 芽大量发生$ 研究发现! 半蒴苣苔愈合组织诱导困难!

+!,-

和
.--

不同质量浓度处理均未诱导出愈合组织$ 在半蒴苣苔叶片基部切口处可以直接分化出不定

芽! 不定芽分化率随着
+!,-

和
.--

质量浓度上升呈现先升高后下降的现象$ 同时! 在高质量浓度

"

!/" 01

%

2

"#

#的
+!,-

处理中! 叶片外植体大量褐化$ 在不同植物生长调节物质组合下不定芽分化率存在

显著性差异 &

!＜%/%3

#! 以
456%/3 01

%

2

"#

+!,- 6#/% 01

%

2

"#

.--

不定芽分化率最高! 达到
+7/7&8

! 平

均每个外植体分化出不定芽
*/9"

个$ 而
456"/3 01

%

2

":

+!,- 6:/% 01

%

2

":

.--

不定芽的诱导率虽仅为

:$/$38

! 但平均每个外植体分化出不定芽数量最多! 达到
+/+9

个&表
:

#$

序号 外植体总数
;

个 愈合诱导率
;8

不定芽分化率
;8

平均每个外植体

不定芽数
;

个

: "/: "/: 9" " :"/"" # :/9* < */+7

! "/3 "/: 9" " :*/** # */&3 =< */3"

* :/" "/: 9" " &/&9 # :/:: <1 $/73

$ !/" "/: 9" " "/"" # "/"" > %/%%

3 %/: %/3 9% % :+/++ # */** (=< $/$%

+ %/3 %/3 9% % !$/$$ # !/9$ ? $/*!

7 :/% %/3 9% % :$/$3 # !/!! =< +/+9

& !/% %/3 9% % !/!! # !/!! 1> */3%

9 %/: :/% 9% % $$/$$ # !/9$ @ */+*

:% %/3 :/% 9% % +7/7& # !/9$ ) */9%

:: :/% :/% 9% % !*/** # :/9* ?( */&+

:! !/% :/% 9% % :/:: # :/:: > */%%

:* %/: :/3 9% % :*/** # :/9* =< 3/**

:$ %/3 :/3 9% % !%/%% # :/9! ?(= $/!!

:3 :/% :/3 9% % :!/!! # !/9$ =< !/+$

:+ !/% :/3 9% % %/%% # %/%% > %/%%

植物生长调节物质
;

&

01

%

2

":

#

+A,- .--

表
$

不同植物生长调节物质配比对半蒴苣苔叶片愈合组织和不定芽分化的影响

B)@C= : D<<=?E F< GC)HE 1IFJE> I=1KC)EFIL FH ?)CCKL MH(K?EMFH )H( )(N=HEMEMFKL @K(L (M<<=I=HEM)EMFH F< "#$%&'#( )*&+(,%-(-(

!%!

半蒴苣苔不定芽增殖培养

不定芽接入增殖培养基!

:% (

左右腋芽开始萌发!

:3$!% (

不定芽大量发生&图
:!@

#$ 不定芽接入

序号
植物生长调节物质

;

&

01

%

2

":

#

接种数
;

个 增殖倍数 不定芽生长情况
+!,- .--

: %/: % 9% 3/+* # %/!3 <

生长速度慢! 壮实

! %/3 % 9% &/9% # %/%* =

生长速度慢! 壮实

* :/% % 9% */%7 # %/:& <

生长速度慢! 壮实

$ %/: %/3 9% :9/37 # %/9* @

生长速度快! 瘦弱

3 %/3 %/3 9% !*/$* # :/$: )

生长速度快! 瘦弱

+ :/% %/3 9% !:/!+ # %/&: )@

生长速度快! 瘦弱

7 %/: :/% 9% :!/!: # %/99 (

生长速度较快! 瘦弱

& %/3 :/% 9% :+/*+ # :/:: ?

生长速度较快! 瘦弱

9 :/% :/% 9% ::/3: # :/!! (=

生长速度较快! 瘦弱

表
!

植物生长调节物质配比对半蒴苣苔不定芽增殖的影响

B)@C= ! D<<=?E F< GC)HE 1IFJE> I=1KC)EFIL FH )(N=HEMEMFKL @K(L GIFCM<=I)EMFH F< "#$%&'#( )*&+(,%-(-(

:+$



第
!"

卷第
"

期

增殖培养基培养
#$ %

后! 统计不定芽增殖倍数及生长情况"表
&

#$ 研究表明! 半蒴苣苔在应试的
'

个处

理中均有较好的增殖率! 附加
(!)*

和
+**

的处理平均增殖倍数较高! 处理间不定芽增殖倍数存在显著

性差异"

!＜$,$-

%$ 不定芽增殖率随着
(!)*

和
+**

质量浓度上升呈现先升高后下降的现象$ 不定芽增

殖以
./0$,- 12

&

3

""

(!)*0$,- 12

&

3

""

+**

增殖倍数最高! 达到
&!,#!

$

!"#

不定芽生根与移栽

不定芽接入生根培养基!

-#4 %

不定芽基本开始生根!

"$#"- %

不定根大量发生"图
"!%

%$ 培养
!$ %

后统计不定芽生根情况"表
!

%$ 结果表明' 半蒴苣苔生根容易! 所有处理的生根率均超过
'$5

! 其中
6!

)*

质量浓度为
",$ 12

&

3

""和
",- 12

&

3

""的培养基中! 生根率均达到
"$$5

$

!$ %

后观察统计!

./0",-

12

&

3

""

6)*

培养基为最适培养基! 再生植株平均每株具根
',&!

条! 平均根长
&,74 81

"图
"!9

%$

生根植株经炼苗后移栽于温室大棚中! 以泥炭和蛭石
"$"

均匀混合为移栽基质! 移栽
!$ %

后! 以抽

生新芽生长为移栽成活的标准统计成活率! 发现移栽成活率达到
'$5

以上"图
"!:

%$

6)*;

"

12

&

3

<"

% 接种数
;

株 生根率
;5

每苗平均根数
;

条 平均根长
;81

生长情况

$," "$$ '&,!- % -,(7 = -,(# & $,!' 8 ",&' & $,$( 8

长势一般! 根细短

$,- "$$ '!,7- & (,&( = 7,(- & $,!& > &,!! & $,"- >

生长旺盛! 根粗长

",$ "$$ "$$,$$ & $,$$ = 4,(' & $,-! = &,"( & $,&# >

生长旺盛! 根粗长

",- "$$ "$$,$$ & $,$$ = ',&! & $,(4 = &,74 & $,!& =

生长旺盛! 根粗长

&,$ "$$ '-,#& & -,'( = 7,7' & $,#' > ",'7 & $,"( >

生长旺盛! 根粗短

表
#

不同质量浓度的
$%&

对半蒴苣苔生根的影响

?=>@9 ! A::98BC D: %E::9F9GB 8DG89GBF=BEDG D: 6)* DG FDDBEG2 D: "#$%&'#( )*&+(,%-(-(

=

' 叶片外植体不定芽分化(

>

' 不定芽培养(

8

' 增殖培养(

%

!

9

' 生根培养(

:

' 移栽

图
"

半蒴苣苔组培再生体系

HE2IF9 " J929G9F=BDG D: "#$%&'#( )*&+(,%-(-(

!

讨论

苦苣苔科植物组织培养已有大量的报道)

-""$

*

$ 汤正辉等)

""

*以半蒴苣苔叶片为外植体! 在诱导芽分化

的培养基
./0$," 12

&

3

""

(!)*0$," 12

&

3

""

+**

培养
"- %

后! 叶片切口处开始肿胀! 并出现较为致密的翠

绿色愈合组织! 约
!$ %

后! 部分切口处出现不定芽$ 本研究以叶片为外植体! 均未诱导出愈合组织!

且外植体容易褐化! 在未褐化叶片切口基部能直接分化出不定芽$ 较低浓质量度的
(!)*

+

$,-'",$ 12

&

3

""

%

和
+**

+

$,-#",$ 12

&

3

""

%对不定芽分化有利! 以
./0$,- 12

&

3

""

(!)*0",$ 12

&

3

""

+**

不定芽分化率最高!

达到
(7,745

! 平均每个外植体分化出不定芽
!,'$

个$ 以半蒴苣苔叶片为外植体进行愈合组织的诱导仍

阮慧泽等' 半蒴苣苔的叶片组织培养及植株再生研究 "(-
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年
!

月
!%

日

有待进一步研究!

植物组织培养中" 一定质量浓度的生长素利于诱导外植体脱分化和促进愈合组织生长" 生长素质量

浓度过低或过高" 均不利于外植体的脱分化和再分化#

&!

$

! 较低的生长素
'

细胞分裂素比率有利于不定芽

增殖" 但过高水平的细胞分裂素促进不定芽的诱导和增殖" 往往形成大量细密的无效的不定芽% 而较高

的生长素
'

细胞分裂素比率有利于不定芽壮苗和生根#

&(!&$

$

" 细胞分裂素可以促进丛生芽的增殖#

&)

$

! 半蒴苣

苔不定芽增殖过程中单一使用细胞分裂素" 不定芽增殖倍数普遍较低" 在与低质量浓度的
*++

&

%,) -.

'

/

!#

(配合使用时" 随着
0"1+

质量浓度的增加" 增殖倍数也随之增加" 而与较高质量浓度的
*++

&

#,%

-.

)

/

!#

(" 不定芽增殖倍数随
0"1+

的质量浓度的升高而降低! 因此" 在半蒴苣苔不定芽增殖中"

0"1+

与
*++

存在交互作用!

现阶段" 半蒴苣苔野生资源日益枯竭" 必须依靠人工栽培种植" 而人工栽培主要靠异地引种! 本研

究成功地建立了半蒴苣苔组织培养与植株再生技术体系" 为半蒴苣苔种苗生产提供了技术保障" 对半蒴

苣苔种质资源的保护和离体保存具有重要意义!
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