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唐古特瑞香愈伤组织培养与再生体系建立
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要!以唐古特瑞香幼嫩叶片为材料!进行愈伤组织诱导与植株再生试验!以期建立唐古特瑞香

再生体系!为其无性系的快速繁殖奠定基础"将幼嫩叶片进行表面灭菌后接种于初代培养基中!初

代培养时!存在褐化现象!愈伤诱导前需进行除褐培养!除褐后的外植体经愈伤诱导#不定芽分化#

增殖培养#生根培养和幼苗出瓶移栽的试验过程!筛选出了最佳培养方案"除褐培养基以
HCI&)

JK#>"E

L

$

M

N#

IOPO!""E

L

$

M

N#效果较好!在此培养基上连续转移
%

次后褐变消失"愈伤诱

导培养基为
HCI&)JK%>"E
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!诱导率
'A>AR

%芽苗分化培养基为
HC

IST!>"E
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ITQS">#E
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N#

I2KK">AE
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!分化率
'%>!R

!平均芽数为
$>&&

条%不定芽增殖培养基为
HCI&)JK!>"E

L

$

M

N#

IUJK">%E

L
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M

N#

!增殖倍数为
#!>!#

!平均苗

高
(>$#FE

%生根培养基为
#

&

!HCI2KK">AE

L

$

M

N#

!生根数平均为
%>$%

条!生根率为
$$>@!R

以上%组培苗移栽于珍珠岩中生长良好!成活率达
'"R

以上"本研究初步建立了唐古特瑞香再生

体系!为其无性繁殖奠定了理论基础"
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唐古特瑞香"

!"

#
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#为瑞香科常绿

灌木!别名陕甘瑞香'小冬青等!高
">&

"

#E

&花冠

外面紫红色或浅紫色!内白色!具芳香味!常数朵成

顶生头状花序!核果红色!卵形&花期
(

月!果期
@

月*

#

+

&唐古特瑞香枝条婆娑!叶片常绿!开花早且花

期长!花大色艳!香味浓烈!是园林绿化的良好材料&

生长于海拔
#A""

"

%"""E

的林缘山地!主要分布

于甘肃省迭部'舟曲'卓尼'天水'武都'文县等地!青

海'四川'陕西等省区也有分布&其干燥茎皮及根皮

入药称为祖师麻*

!)%

+

!有镇痛'活血'消肿'袪风湿之

用!唐古特瑞香作为民间草药用外!还有毒鱼'杀鼠

和杀虫的作用*

(

+

!对植物病原菌也具有较强的抑制

作用*

A

+

&具有很高的药用和观赏价值!市场前景

广阔&

因繁育技术相对困难!瑞香属树种在生产实践

中人工栽培较少!一定程度影响和制约了其药用及

其他经济价值的利用&通过组织培养!可以有效解

决快速繁殖技术!为有效开发利用其多种价值提供

基础&组织培养与快速繁殖的方法具有生长周期缩

短!保留原品种的优良性状得到无病毒植株!达到快

速繁殖优良品种的优点&对于此方面的研究多见于

金边瑞香组织培养!通过利用嫩茎和茎尖*

&

+

'叶

片*

@)$

+进行愈伤组织的诱导或离体培养(洪军孟*

'

+以

细胞分裂素
&)JK

和生长激素
2KK

两种激素为例

对金边瑞香组织培养中常遇到的玻璃苗和生根问题

进行了研究(赵琦*

#"

+等对金边瑞香及愈伤组织的诱

导培养基进行筛选!添加激素
[T

'

2KK

'

JK

'

UKK

'

ST

进行试验!以
HC

附加
ST#>"E

L

%

M

芽的诱导

率最高&对于唐古特瑞香作者曾以茎尖为材料进行

过尝试*

##

+

!但以叶片为材料的试验研究!目前还未

见报道&本文利用野生唐古特瑞香的幼叶为材料!

进行组织培养试验研究!以期建立其组织培养再生

体系!使唐古特瑞香得到广泛的繁殖和应用!有效发

挥其药用和其他价值&

#

!

材料与方法

!"!

!

植物材料

采集地点为甘肃省小陇山林区!采集时间为初

夏!取唐古特瑞香当年生较肥厚的嫩叶!用清水冲去

表面灰尘后装入保鲜袋备用&

!"#

!

方法

#>!>#

!

外植体表面消毒
!

唐古特瑞香叶片表面较

为光滑!初夏采摘的肥厚嫩叶较为洁净!取其叶片放

入培养皿中!盖上过滤网罩!流水冲洗
!

"

%4

后!置

于超净工作台上!放入
@"R

的酒精中
%"7

后!无菌

水冲洗
%

遍!转入
">#R

的升汞溶液中加入
!

滴吐

温
N$"

不断摇晃消毒
%E;.

!无菌水冲洗
A

"

&

次!

取出后放在铺有滤纸的接种盘中&

#>!>!

!

培养条件
!

培养基中均加入
%R

的蔗糖"生

根培养为
!R

#

*

#!

+和
&

L

)

M

N#琼脂!调节
Y

\

值为

A>$

!愈伤诱导阶段
Y

\]A>&

*

#%

+

(培养温度为"

!"^

!

#

_

!光周期
#!4

%

#!4

"光%暗#(光照强度$愈伤诱

导时约
%"

#

E+0

)

E

N!

)

7

N#

*

#(

+

!其他各阶段为
A"

#

E+0

)

E

N!

)

7

N#

&

#>!>%

!

除褐培养
!

除褐培养以
HCI

细胞分裂素

&)JK#>"E

L

)

M

N#为基本培养基!添加不同浓度的

维生素
W

"

PW

#和聚乙烯吡咯烷酮"

OPO

#

*

#A

+

!共
'

个

处理!

#

个对照!每个处理
#"

瓶!每瓶接种
#

个外植

体!重复
%

次&每隔
!(4

转瓶
#

次*

#!

+

!连续转移直

至褐变减轻&继续培养
#"=

后观察并统计褐变率!

褐变率
]

褐化"死亡的#外植体数%接种外植体数
`

#""R

&

#>!>(

!

愈伤组织培养
!

将除褐培养所得的材料转

接到愈伤诱导培养基中!遮光培养!愈伤组织诱导以

HCI

水解酪蛋白"

W\

#

A""E

L

)

M

N#为基本培养

基!采用细胞分裂素
&)JK

与生长素
!

!

()Q

*

#&

+的两

因素三水平随机设计!共
'

个处理!每个处理
#"

瓶!

每瓶接种
#

个外植体!重复
%

次&暗培养
!

周后转

入正常光照条件!

("=

后观察并统计愈伤组织诱导

率!愈伤组织诱导率
]

形成细胞团的外植体数%接种

外植体数
#̀""R

&

#>!>A

!

不定芽分化培养
!

培养
("=

后将外植体产

生的新鲜致密的愈伤组织块!切割成底面积约
#>"

FE

! 的小块!转接到不定芽分化培养基上&分化培

养以
HCI

生长素萘乙酸
2KK">AE

L

)

M

N#为基

本培养基!加入不同浓度的细胞分裂素
ST

与细胞

分裂素
TQS

*

#@)#$

+

!共
'

个处理!每个处理
#"

瓶!每

瓶接种
#

块愈伤组织!重复
%

次&培养
("=

后观察

并统计分化率和平均芽数!不定芽分化率
]

萌芽的

愈伤组织块%接种的愈伤组织块
`#""R

(平均芽数

]

萌芽总数%接种块数&

#>!>&

!

嫩茎的增殖培养
!

将分化培养所得的簇生

芽切下!较长嫩茎切成
">A

"

#>"FE

的小段!转入增

A'

第
&

期 季元祖 等$唐古特瑞香愈伤组织培养与再生体系建立



殖培养基上培养&增殖培养以
HC

为基本培养基!

添加不同浓度的细胞分裂素
&)JK

与生长素吲哚丁

酸
UJK

!共
'

个处理!每个处理
#"

瓶!每瓶接种
%

块

幼茎!重复
%

次&培养
("=

后观察并统计增殖倍数

与平均苗高!增殖倍数
]

培养增长节位数"或芽苗

数#%接种时节位数"或芽苗数#(平均苗高
]

苗高总

和%总苗数&

#>!>@

!

试管苗生根
!

当不定芽长到
!

"

%FE

时!切

下芽苗转接到生根培养基上培养&生根培养以
#

%

!HC

为基本培养基!添加不同浓度的生长素
2KK

和
UJK

!共
&

个处理!每个处理
#"

瓶!每瓶接种
#

"

!

块幼苗!重复
%

次&培养
%"=

后观察并统计生根

率与平均根数!生根率
]

生根茎段数%接种茎段数
`

#""R

(平均根数
]

每处理生根总数%诱导生根的总

苗数&

#>!>$

!

移栽
!

将生根的瓶苗不开盖在炼苗室放置

!

"

%=

!然后打开盖再放置
!

"

%=

!取出苗!洗净根

部培养基!移栽到纯净珍珠岩的基质上!保持环境温

度约
!"_

!相对湿度
'"R

"

#""R

!适当遮荫!每天

早晚通风!浇灌适量营养液!逐渐增加光照&计算移

栽成活率
]

移栽成活数%总移栽数
#̀""R

&

#>!>'

!

数据的统计分析
!

采用
DZF60

统计试验数

据!通过方差分析在
4

">"A

水平上进行显著性测验!

用新复极差法"

CCX

#法进行多重比较&

!

!

结果与分析

#"!

!

不同抗褐化剂对外植体褐变的影响

在超净工作台上将灭过菌的肥厚嫩叶剪切成

">AFE #̀>"FE

的小块!接种到除褐培养基中进行

培养!培养基以
HCI&)JK#>"E

L

)

M

N#附加不同

浓度配比的
PW

和
OPO

"表
#

#!从试验结果可知$

HCI&)JK#>"E

L

)

M

N#

I OPO!""E

L

)

M

N#是较

理想的除褐培养基!在此培养基上每隔
!(4

转瓶
#

次!连续转移
%

次后发现褐变逐渐消失&

#"#

!

不同植物生长调节剂组合对愈伤组织诱导的

影响

!!

选择除褐培养所得的长势较好的材料转接到愈

伤诱导培养基中!遮光培养!

#

周后叶切块变肥大!

两端切口处有膨大的愈伤现象!

("=

后观察!各处

理愈伤组织块明显增大!但不匀一!部分愈伤块致

密'淡绿色'且表面有小疣突"图
#)Q

#&

&)JK

和

!

!

()Q

对愈伤组织诱导的效果显著!诱导率及平均直

径随细胞分裂素
&)JK

和生长素
!

!

()Q

浓度的升高

而增大!但当两者浓度分别
#

%>"E

L

)

M

N#和
!>"

E

L

)

M

N#时!诱导率开始下降!愈伤组织松散透明!

失去了不定芽分化能力"表
!

#&综合分析表明$较

为理想的愈伤组织诱导培养基为
HCI!

!

()Q!>"

E

L

)

M

N#

I&)JK%>"E

L

)

M

N#

IW\A""E

L

)

M

N#

!诱导率为
'A>AR

!此培养基下愈伤组织块大'

致密!表面有小疣突!不定芽分化能力强&

表
A

!

PW

和
OPO

对初代培养中褐变的影响

T/V06#

!

D116F37+1PW/.=OPO+.V-+5.;.

L

;.

Y

-;E/-

9

F,03,-6

处理号
添加剂%"

E

L

)

M

N#

#

PW OPO

褐变率%

R

W[ " "

#"">"̂ "

6

# #"" "

$">(̂ #>$!

=

! !"" "

(%>$̂ ">$(

VF

% %"" "

A(>!̂ #>&(

F

( " #"" !#>"̂ #>A$

V

A " !""

">"̂ "

/

& " %""

%">(̂ #>#(

V

@ A" A"

&(>!̂ #>&(

F=

$ #"" #""

(@>$̂ #>($

VF

' !"" !"" &#>"̂ #>A$

F

!!

注$数据为平均值
^

标准差!同列数字旁不同小写字母!表示有

显著差异"

/

$

">"A

#&表
!

"

表
A

同&

表
B

!

不同植物生长调节剂组合对愈伤组织诱导的影响

T/V06!

!

D116F37+1=;116-6.3F+EV;./3;+.7+1

Y

0/.3

L

-+534-6

L

,0/3+-7+.F/00,7;.=,F3;+.

处理号
植物生长调节剂%"

E

L

)

M

N#

#

&)JK !>()Q

愈伤组织诱导率%

R

愈伤组织形态
!!!!!

# !>" #>"

#$>!̂ !>##

F 致密

! !>" !>" %%>"̂ #>A#

F 致密

% !>" %>"

(#>Â #>$%

F 较松散

( %>" #>" &">@̂ #>A&

VF 致密

A %>" !>" 'A>Â #>#A

/ 致密!表面有小疣突

& %>" %>"

@@>!̂ #>%'

/V 较致密!表面有小疣突!略显透明

@ (>" #>" A!>#!̂ #>(#

VF 松散透明

$ (>" !>"

&@>@̂ #>$#

V 松散透明!淡褐色

' (>" %>" @%>&̂ !>#"

/

V

褐色玻璃状

&'
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注$

K

$取材母株(

J

$叶切块外植体(

W

$除褐后的小叶切块愈伤化(

Q

$分化
("

天的愈伤组织块(

D

$不定芽分化
("

天(

8

$继代培养
("=

(

B

$生根培

养
%"=

(

\

$移栽成活的试管苗&

图
A

!

唐古特瑞香愈伤组织诱导与植株再生

8;

L

>#

!

W/00,7;.=,F3;+./.=

Y

0/.30637-6

L

6.6-/3;+.+1!,'"%

(

)'*+"

#"$

!

不同植物生长调节剂组合对不定芽分化的影响

将淡绿色较致密的愈伤组织转接于分化培养基

上!

!"=

后有少量不定芽产生!

("=

长出密集的绿

色不定芽"图
#)D

#&由表
%

可见!

ST

'

TQS

'

2KK

对

芽苗分化有显著影响!不同植物生长调节剂组合对

不定芽的分化影响不同!以添加
ST!>"E

L

)

M

N#

'

TQS">#E

L

)

M

N#

'

2KK">AE

L

)

M

N#的
HC

培养

基较适合不定芽的分化!分化率为
'%>!R

!平均芽

数
$>&&

个!芽苗生长健壮&

表
C

!

不同植物生长调节剂组合对不定芽分化的影响

T/V06%

!

D116F37+1=;116-6.3F+EV;./3;+.7+1

Y

0/.3

L

-+534-6

L

,0/3+-7+./=<6.3;3;+,774++3=;116-6.3;/3;+.

处理号
植物生长调节剂%"

E

L

)

M

N#

#

ST TQS 2KK

分化率%

R

平均芽数

# # ">"A ">A

!'>Â #>@!

F

!>"!̂ ">(%

F

! # ">#" ">A A'>"̂ #>#"

V

%>$%̂ ">%%

VF

% # ">#A ">A

(%>$̂ !>@"

VF

!>&@̂ ">%#

F

( ! ">"A ">A &#>!̂ #>%

V

%>&̂ ">((

VF

A ! ">#" ">A '%>!̂ #>"!

/

$>&&̂ ">%%

/

& ! ">#A ">A

@#>&̂ #>%!

/V

(>A&̂ ">A%

V

@ % ">"A ">A ($>"̂ #>A$V

F

!>$̂ ">(!

F

$ % ">#" ">A

&%>&̂ #>#(

V

(>@&̂ ">A!

V

' % ">#A ">A A">Â !>##

VF

%>Â ">(&

VF

@'

第
&

期 季元祖 等$唐古特瑞香愈伤组织培养与再生体系建立



#"%

!

不同植物生长调节剂组合对嫩茎增殖的影响

表
(

显示!

&)JK

与
UJK

对芽苗增殖的影响显

著!增殖倍数随生长调节剂浓度的升高而增加!但当

&)JK

和
UJK

浓度分别
#

!>"E

L

)

M

N#和
">%E

L

)

M

N#时!增殖倍数下降!且产生一定数目的玻璃苗!

基部有较多愈伤组织&综合以上试验结果!唐古特

瑞香芽苗增殖培养较适宜的培养基为
HCI&)JK

!>"E

L

)

M

N#

IUJK">%E

L

)

M

N#

!芽苗生长健壮!

叶色深绿!增殖倍数为
#!>!#

!平均苗高
(>$#FE

"图

#)8

#&

表
D

!

不同植物生长调节剂组合对丛生芽增殖的影响

T/V06(

!

D116F37+1=;116-6.3F+EV;./3;+.7+1

Y

0/.3

L

-+534-6

L

,0/3+-7+.E,03;

Y

0674++3

Y

-+0;16-/3;+.

处理号
植物生长调节剂%"

E

L

)

M

N#

#

&)JK UJK

增殖倍数 平均苗高%

FE

丛生芽生长情况

# #>" ">#

!>#&̂ ">%%

=

!>"#̂ ">A%

VF 苗茎较细弱!叶色浅绿!无愈伤组织和玻璃苗

! #>" ">%

(>'$̂ ">!#

F=

A>"!̂ ">!#

/V 苗茎较细弱!叶色浅绿!无愈伤组织和玻璃苗

% #>" ">A

%>!!̂ ">@@

=

!>$#̂ ">(&

V 苗茎细弱!叶色淡绿!无玻璃苗!有少量愈伤组织

( !>" ">#

&>&'̂ ">!&

VF

!>!$̂ ">!"

VF 苗茎较粗壮!叶色正常!无愈伤组织和玻璃苗

A !>" ">%

#!>!#̂ ">!%

/

(>$#̂ ">A#

/ 苗茎健壮!叶色深绿!无愈伤组织和玻璃苗

& !>" ">A

$>%%̂ ">!A

V

%>&Â ">(%

/V 苗茎健壮!叶色深绿!无玻璃苗!有少量愈伤组织

@ %>" ">#

%>("̂ ">&&

F=

#>%%̂ ">!%

VF 苗茎粗短!叶色深绿!有
!"R

玻璃苗!无愈伤组织

$ %>" ">% &>"&̂ ">A%

F

#>&'̂ ">%(

VF

苗茎粗短!叶色深绿!有
!AR

玻璃苗和较多愈伤
组织

' %>" ">A %>"!̂ ">@#

=

#>#&̂ ">A!

F

芽苗矮小!叶深绿皱缩!有
%"R

玻璃苗和较多愈
伤组织

#"&

!

试管苗生根与移栽

丛生芽苗增殖培养几代后!转入生根培养基中

培养!

%"=

后的培养结果显示$

2KK

和
UJK

均影响

芽苗生根!

2KK

的促进生根能力大于
UJK

!其中!在

添加
">AE

L

)

M

N#

2KK

的
#

%

!HC

培养基上!生根

率为
$$>@!R

!平均生根数
%>$%

条左右"图
#)B

!图

#)\

#!均明显高于其他处理"表
A

#&将生根的试管

苗移栽!

!"=

后成活率达
'"R

&

表
E

!

不同植物生长调节剂组合对生根的影响

T/V06A

!

D116F37+1=;116-6.3F+EV;./3;+.7+1

Y

0/.3

L

-+534-6

L

,0/3+-7+.-++3;.

L

处理号
植物生长调节剂%"

E

L

)

M

N#

#

2KK UJK

生根率%

R

平均生根数 根的形态
!!!!

# ">% "

%'>$&̂ #>!%

V

#>&@̂ ">(#

V 细长!淡绿色

! ">A "

$$>@!̂ ">$"

/

%>$%̂ ">#A

/ 粗长!淡绿色

% #>" "

&#>$'̂ !>%&

/V

!>&$̂ ">@!

/V 粗短!基部较多愈伤组织

( " ">%

!(>&&̂ !>##

V

">$%̂ ">%@

V 细短!幼根淡绿色

A " ">A

(#>#(̂ #>@$

V

!>!$̂ ">!%

V 粗短!淡绿色

& " #>"

%!>"#̂ !>%!

V

#>AÂ ">A$

V 粗短!基部较多愈伤组织

%

!

结论与讨论

通常获得再生芽都需要切口造伤*

#')!"

+

!并且不

定芽往往产生于愈伤组织暴露于空气中的部分!唐

古特瑞香叶片内酚类物质含量较高!切割外植体时!

切口附近细胞受到伤害!酚类化合物外溢氧化成橙

黄色的醌类物质和水!醌类物质会在酶的作用下与

外植体组织蛋白聚合!从而导致组织代谢紊乱!生长

停滞*

!#)!!

+

&因此!在愈伤组织诱导及芽苗分化培养

前必须降低褐变的危害&不同植物对抗褐化剂的要

求不同!本试验添加的
PW

和
OPO

对唐古特瑞香组

织培养中的褐变现象具有显著影响!

OPO!""E

L

)

M

N#是降低褐变较好的浓度配比!并配合
%

次连续

转接!减少了褐化对愈伤分化培养的影响&试验中

还可以通过以下措施防止褐化$选择旺盛生长状态

的幼嫩的外植体(叶片剪切时不能过大最好是
">A

FE`#FE

!剪口不能太多!要迅速接种以缩短在空

气中氧化的时间(选择合适的激素和激素浓度&

激素种类和浓度对唐古特瑞香叶片愈伤组织诱

导与植株再生具有重要作用!细胞分裂素
&)JK

与生

长素
!

!

()Q

对愈伤组织的诱导具有显著影响!但细胞

分裂素
&)JK

作用明显大于生长素
!

!

()Q

!综合分析

显示!

HCI!

!

()Q!>"E

L

)

M

N#

I&)JK%>"E

L

)

M

N#

IW\A""E

L

)

M

N#比较适合愈伤组织诱导(植株再生

的关键在于愈伤组织是否能分化出不定芽!本试验采

用了具有较强活性的细胞分裂素
ST

和
TQS

!有效促

进了不定芽的分化!结果表明!

HCIST!>"E

L

)

M

N#

ITQS">#E

L

)

M

N#

I2KK">AE

L

)

M

N#是不定芽

分化较为理想的培养基组合&

增殖培养阶段!细胞分裂素
&)JK

与生长素

$'
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UJK

对芽苗的增殖都有较显著的影响!生长素
UJK

较高时基部会出现愈伤组织而不利于增殖&

HCI

&)JK!>"E

L

)

M

N#

IUJK">%E

L

)

M

N#是芽苗增殖

较适合的培养基组合!且当细胞分裂素
&)JK

浓度

较高时会出现玻璃化现象!该现象在金丝桃组培中

也存在*

!%

+

&除此之外还有其他一些因素与玻璃化

苗的出现有一定关系$外植体部位'大小'培养基不

同激素和不同激素浓度'铵根硝酸根浓度'琼脂浓度

等&可以适当在保证组织培养的基础上降低激素浓

度(用细胞分裂素
[T

代替细胞分裂素
JK

用于唐

古特瑞香的组培苗增殖(增加琼脂用量等措施来降

低玻璃苗的产生&增加生产的稳定性!降低无效苗

的消耗&

物理结构较好!保水通透性能好的基质是移栽

成活的基本条件!生根过程中!

#

%

!HCI2KK">A

E

L

)

M

N#

I

蔗糖
!"

L

)

M

N#

!有利于根原基的形成!

唐古特瑞香存在移栽困难的问题!移栽时采用纯净

珍珠岩'蛭石基质!适量浇灌营养液可提高试管苗的

移栽成活率&
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