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　　摘　要:试验研究了影响马齿苋组织培养的 3大因素(外植体种类 、激素种类和浓度 、光

照条件)所导致的生物学效应 。研究结果表明 ,在马齿苋愈伤组织的诱导过程中 ,以幼嫩茎

段为外植体比以幼嫩叶片为外植体可以获得更好的诱导效果 ,由前者所诱导的愈伤组织表

现出更快的生长速度 。当以马齿苋叶片为材料 ,以 C1 培养基或 C5 培养基进行培养时 ,其愈

伤组织的诱导率均可以达到 100%。光照条件对于愈伤组织的生长速度有一定的影响 ,在

光照条件下培养 ,愈伤组织生长速度比较快 ,其颜色为淡绿色;在黑暗培养条件下培养 ,愈伤

组织生长速度缓慢 ,其颜色为淡黄色 。根据两种激素(6-BA和 NAA)的不同含量 ,配制 9种

分化培养基(D1 ～ D9)。试验结果表明 ,愈伤组织在 D 7 分化培养基(MS+6-BA 4.0mg/L +

NAA 0.2mg/L)上的分化效果最好 ,其幼芽的分化率达到 87.5%。含有不同激素的培养基

对于诱导马齿苋再生芽产生不定根有明显的影响 。在培养基中加入 IBA ,则对诱导马齿苋

生根有明显的促进作用。根据这些初步的研究结果 ,建立了一套简便易行的高效的马齿苋

无性系诱导体系和植株再生体系。
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　　自 20世纪 90年代以来 ,全球许多有识之士不断

地强烈倡导人们进一步提高环境意识 ,提出全球可持

续发展的战略思路并促使其进入实质性的实施阶段。

全球可持续发展战略的主要特征是兴起绿色产业和

绿色生产 ,发展绿色产品和绿色技术 ,建立绿色产业

的贸易壁垒和绿色银行 ,实施绿色标志制度和绿色管

理制度 ,盛行绿色营销市场和绿色包装设计 ,倡导绿

色消费和绿色审计 ,启动绿色会计制度和绿色国民经

济核算体系 ,由此在全球范围内掀起了绿色经济的浪

潮 ,给国际社会中的各个领域带来了又一次变革 ,利

用现代生物技术进一步挖掘野生植物的潜在价值将

有助于人类从根本上解决蔬菜食用安全问题[ 1 , 2] 。

马齿苋是集食用性 、药用性和饲用性为一体的新型经

济植物 ,其开发前景非常广阔。马齿苋科(Portu-

laceae)是属于种子植物门(S permatophy ta)、被子植

物亚门(Anglospermae)、双子叶植物纲(Dicoty ledo-

neae)、石竹目(Caryophy llales)中的一个科 ,其中大

约包括 20个属 580物种 ,它们广泛分布于全球各地 ,

但主要产于南美热带和亚洲 。我国现有 2个属 7 个

物种 ,在全国各地均有分布
[ 3]
。目前对马齿苋科植物

的研究还需要进一步深入 ,其潜在的开发利用价值还

有待于进一步挖掘和探索。从我国目前在这方面的

研究现状来看 ,首先值得注意的是 ,人们对马齿苋植

物的潜在价值尚未充分认识 ,其重视程度还有待于进

一步加强。马齿苋植物的种类繁多 ,资源丰富 ,并具

有很高的利用价值和广阔的开发前景[ 4] 。

利用现代生物技术对野生植物进行有效的遗传

改良将有助于挖掘其潜在的利用价值。随着植物生

物技术的不断创新和完善 ,植物细胞工程技术在植物

遗传改良中的重要作用越来越明显 。利用植物细胞

工程技术获得植物离体培养的组织 、细胞或原生质

体 ,这对于在细胞水平开展植物遗传改良和创造出优

良基因型具有特殊意义。本项研究以马齿苋叶片为

试验材料 ,试图通过细胞工程技术建立马齿苋无性系

及其植株再生体系 ,旨在为进一步在离体水平上对马

齿苋进行遗传改良奠定基础。

1　材料与方法

在开展试验之前 ,以野生马齿苋植株为基础经过

4个世代的自交 、筛选和纯化之后 ,获得了遗传性相

对稳定的后代株系。试验的材料采自生长良好的马
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齿苋顶端幼嫩叶片。

以 MS 为基本培养基(其蔗糖浓度和琼脂浓度分

别为 3.0%和 0.7%),在其中分别加入不同种类和不

同浓度的激素。培养基分装后在 121℃条件下进行

20min湿热灭菌。

在试验中取马齿苋植株顶端的幼嫩叶片和幼嫩

茎段为外植体 ,首先用75%酒精进行表面消毒1m in ,

用无菌水冲洗 1 次 ,再用 0.1%HgCl消毒 10min ,随

后用无菌水冲洗 5 ～ 6次 ,最后用无菌滤纸吸干水分

并在无菌培养皿上将幼茎切成 1cm 左右的小段 ,叶

片切成 1cm
2
左右的方块 ,将其分别接种到含有不同

激素配比的培养基上 。在接种时将叶片的背面接触

培养基 。每瓶接种叶片数为 6 ～ 8片 ,每 1种类的培

养基重复 10 ～ 12瓶 。试验材料接种后在培养温度为

26±1℃条件下进行培养 。在光照培养时所采用的光

照培养时间为 12 h/d ,光照强度为 2 000 ～ 3 000Lx 。

经过 21 d培养后统计试验材料的愈伤组织诱导率。

在无菌条件下将生长良好的愈伤组织切成小块 ,分别

转移到附加有不同激素成分的分化培养基上。经过

40 d 的培养之后统计愈伤组织分化率 。随后 ,将高

度大约为 2cm 的不定芽分割成单芽 ,将其接种于不

同的生根培养基上诱导其生根 。经过 15 d培养后统

计其生根状况。

2　试验结果与分析

2.1　试验材料脱分化诱导效果与试验条件的相关性

植物细胞工程的研究结果已经证实 ,植物细胞全

能性的表现和细胞脱分化的效果均与试验条件密切

相关 ,离开特定的试验条件则很难促使外植体完成植

物细胞的脱分化作用 ,进而难以获得愈伤组织 。在试

验的研究中发现 ,马齿苋愈伤组织的诱导效果与外植

体种类 、培养基内的激素种类或浓度 、培养时的光照

条件有一定的相关性 。

在试验中利用不同种类的马齿苋外植体获得了

诱导愈伤组织的不同效果。以马齿苋的幼嫩茎段和

幼嫩叶片为外植体 ,分别将其接种到诱导愈伤组织的

培养基 C1(见表 3)上 ,在光照条件下进行培养 ,经过

3周时间的培养后对其诱导效果进行观察鉴定。观

察鉴定结果表明 ,叶片在接种后经过 4 d时间的培

养 ,其外观形态并没有发生明显的变化;直到经过 7 d

时间的培养 ,其外观形态开始发生卷曲 ,在其叶柄的

切口边缘处出现少量愈伤组织细胞团;经过 14 d 的

培养之后其叶片发生极度卷曲和膨大 ,由此伴随着产

生出比较多的愈伤组织;经过 21 d的培养之后其愈

伤组织快速生长 ,几乎蔓延了整个叶片。以幼嫩叶片

为外植体所诱导的愈伤组织呈现出淡绿色 ,其质地比

较致密 ,生长速度比较缓慢 。以幼嫩茎段为外植体经

过 4 d培养之后可以发现在其两端发生膨大并产生

出少量愈伤组织细胞团;经过 7 d培养之后可以明显

地看见由幼嫩茎段细胞所产生的愈伤组织;经过14 d

培养之后愈伤组织快速扩大;在第 21 d时 ,愈伤组织

大量出现 ,但其颜色加深。马齿苋的幼嫩茎段为淡紫

色 ,由此所诱导的愈伤组织也略带微褐色 ,其质地比

较疏松 ,生长速度相当快 。由此可见 ,以不同种类的

马齿苋外植体为材料进行愈伤组织的诱导则其诱导

效果存在着一定的差异 ,以幼嫩茎段为外植体比以幼

嫩叶片为外植体可以获得更好的诱导效果 ,由前者所

诱导的愈伤组织表现出更快的生长速度 。

在试验中发现 ,培养基中的激素种类和浓度对愈

伤组织的诱导效果有明显的影响 。在研究中以 MS

培养基为基础 ,研究了两种激素(2 , 4-D和 6-BA)的

特异性诱导效果 。试验结果表明 ,在 MS培养基内单

独附加 2 ,4-D或 6-BA对马齿苋叶片愈伤组织的诱

导效果均不是很好。当在 MS培养基内单独附加不

同浓度的 2 ,4-D时 ,均不能诱导试验材料产生出愈伤

组织(见表 1)。当在 MS 培养基内单独附加 6-BA

时 ,可以诱导试验材料产生出少量愈伤组织 ,但随着

6-BA 浓度的增大而其诱导愈伤组织的比率明显降低

(见表 2)。然而 ,当在 MS 培养基内 2 , 4-D 和 6-BA

以一定比例组合进行添加时 ,可以诱导试验材料产生

出大量的愈伤组织 。当以马齿苋叶片为材料 ,以 C1

培养基或 C5培养基进行培养时 ,其愈伤组织的诱导

率均可以达到 100%(见表 3)。

　表 1　不同浓度 2 , 4-D对愈伤组织诱导的影响

培养基编号 2 , 4-D(mg· L -1) 接种数量 诱导数量 诱导率(%)

A 1 0 60 0 0.00

A 2 0.5 60 0 0.00

A 3 1.0 60 0 0.00

A 4 1.5 60 0 0.00

A 5 2.0 60 0 0.00

　　注:接种 21 d后所统计的试验结果

　表 2　不同浓度 6-BA 对愈伤组织诱导的影响

培养基编号 6-BA(mg· L -1) 接种数量 诱导数量 诱导率(%)

B1 0 60 0 0.00

B2 0.5 60 34 56.67

B3 1.0 60 28 46.67

B4 1.5 60 23 38.33

B5 2.0 60 21 35.00

　　注:接种 21d后所统计的试验结果

对于以 C1 培养基和 C5 培养基进行培养试验的
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材料在诱导愈伤组织的过程中所表现出的特异性进

行仔细观察后发现 ,马齿苋叶片在这两种培养基上所

产生的愈伤组织在外观形态上很相似。在接种后 4 d

试验材料均没有表现出明显的形态变化 。经过 7 d

的培养之后其叶片开始发生卷曲 ,在其叶柄切口的边

缘处出现少量愈伤组织细胞团 。直到第 14 d 时叶片

发生极度卷曲和膨大 ,由此产生出比较多的愈伤组

织。经过 21 d的培养之后 ,愈伤组织表现为快速生

长 ,整个叶片的表面几乎全被愈伤组织所覆盖 。

表 3　不同浓度组合的 2 ,4-D和 6-BA 对

愈伤组织诱导的影响

培养基

编号

激素组合(mg· L-1)

2 , 4-D 6-BA
接种数量 诱导数量 诱导率(%)

C1 0.5 0.5 60 60 100.00

C2 0.5 1.0 60 38 63.33

C3 0.5 1.5 60 41 68.33

C4 0.5 2.0 60 38 63.33

C5 1.0 0.5 60 60 100.00

C6 1.0 1.0 60 38 63.33

C7 1.0 1.5 60 41 68.33

C8 1.0 2.0 60 36 60.00

C9 1.5 0.5 60 54 90.00

C10 1.5 1.0 60 45 75.00

C11 1.5 1.5 60 38 63.33

C12 1.5 2.0 60 41 68.33

C13 2.0 0.5 60 41 68.33

C14 2.0 1.0 60 49 81.67

C15 2.0 1.5 60 43 71.67

C16 2.0 2.0 60 46 76.67

　　注:接种 21 d后所统计的试验结果

以经过 21 d培养后的愈伤组织为材料 ,将其切

成小块 ,分别利用相同的培养基进行继代培养 。观察

结果表明 ,经过 1周时间的继代培养之后 ,两种愈伤

组织表现出生长迅速 ,颜色鲜绿 ,质地稍致密等特征。

经过 2周时间的继代培养之后 ,两种愈伤组织则表现

出生长缓慢的状态 ,其外观颜色开始褐化。从愈伤组

织的诱导效果来看 ,这两种诱导愈伤组织的培养基并

没有表现出显著的差异 ,但二者的区别在于在 C5 中

2 ,4-D的浓度比较高 。根据前人的研究资料 ,在培养

基内 2 , 4-D浓度比较高时对于诱导愈伤组织芽的发

生表现出明显的抑制作用 ,而且其抑制作用的后效性

会持续比较长的时间 。因此 ,在随后的试验中均采用

C1 为诱导愈伤组织的培养基。

在对外植体进行培养的过程中发现 ,光照条件对

愈伤组织的生长速度有一定的影响 。在试验中将马

齿苋叶片接种在诱导愈伤组织培养基 C1 上 ,对试验

材料分别进行光照培养和暗培养两种处理 ,经过 3周

时间的培养后对其进行观察 、鉴定和比较 。研究结果

表明 ,在光照条件下培养 ,愈伤组织生长比较快 ,其颜

色为淡绿色 。在黑暗培养条件下培养 ,愈伤组织生长

缓慢 ,其颜色为淡黄色 。由此推测 ,愈伤组织在光照

条件下通过光的刺激作用而促使细胞内的前质体发

生转化 ,进而形成叶绿体 ,叶绿体通过光合作用而产

生光合产物 ,最终促进了愈伤组织的生长 。当将在黑

暗培养条件下已经培养过的愈伤组织转移到光照条

件下继续培养时 ,愈伤组织的生长会明显加快 ,其颜

色也逐渐由淡黄色转变为绿色 。

2.2　试验材料再分化诱导效果与试验条件的相关性

前人的研究结果已证实 ,在植物体无性系的诱导

和培养过程中试验条件的优化对于试验效果在很大程

度上起着关键性作用。在该试验中 ,将在光照条件下

生长良好的愈伤组织接种到具有不同激素组合的分化

培养基上 ,试图诱导其再分化和植株再生。观察鉴定

结果表明 ,愈伤组织被转入到不同的分化培养基上再

经过一段时间的培养之后 ,其外观形态逐渐转变为 3

种类型。其一是愈伤组织呈现出暗绿色 ,结构致密 ,质

地坚硬 ,在其表面上有瘤状突起 ,生长速度缓慢。其二

是愈伤组织呈现出暗绿色 ,结构致密 ,质地坚硬 ,但在

其表面上没有瘤状物突起 ,存在着一层白色粉末状结

构 ,这种愈伤组织的生长速度也比较缓慢。其三是愈

伤组织呈现出鲜绿色 ,结构稍疏松 ,在其表面上存在着

瘤状物突起 ,这种愈伤组织的生长速度比较快。对试

验材料在分化培养过程中的观察鉴定结果表明 ,愈伤

组织的形态与其再分化能力有着一定的相关关系 ,第

一类和第二类愈伤组织很难发生再分化 ,随着培养时

间的延续而逐渐呈现出退化状态;第三类愈伤组织具

有再分化的潜力 ,其分化的速度和效果在很大程度上

决定于试验条件是否达到优化状态。

根据 2种激素(6-BA和 NAA)的不同含量 ,配制

9种分化培养基(D1 ～ D9),旨在研究愈伤组织的分化

效果。试验结果表明 ,愈伤组织在 D7 分化培养基上

的分化效果最好 ,其分化率达到 87.5%。在培养过

程中发现 ,将质地结构比较疏松的愈伤组织转接到

D 7培养基上再经过 15 d 培养之后 ,愈伤组织的体积

明显增大 ,结构变得致密 ,在其表面形成比较大的凸

起物 ,继而由此萌生出少量的丛生芽。然后 ,丛生芽

不断扩大 ,最终密布于整块愈伤组织 。刚萌生出来的

幼芽 ,其整株颜色呈现暗红色 ,随着幼芽的不断长大 ,

其幼叶逐渐转变为绿色。

含有不同激素的培养基对于诱导马齿苋再生芽

产生不定根有明显的影响。由马齿苋的愈伤组织所
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产生的幼芽均不带有不定根 ,需要促使其产生不定

根。将高度大约为 3cm 的不定芽分割成单芽 ,将其

接种于不同的生根培养基上(E1 ～ E5),经过 20 d 培

养之后统计其生根率 。统计结果表明 ,当在培养基中

不加任何激素时 ,不能促使马齿苋的再生芽产生不定

根。当在培养基内加入一定浓度的 NAA 时 ,对其不

定根的产生表现出一定的促进作用 ,但生根速度比较

慢且不定根的数量比较少 。在培养基中加入 IBA ,则

对诱导马齿苋生根有明显的促进作用 。随着 IBA 浓

度的增大 ,对其诱导生根的效应更加明显。当 IBA

的浓度为 2.0mg/ L 时 , 诱导生根的效果即高达

100%,平均每 1株马齿苋再生芽基部可以生根 12条

以上 。随着不定根的生长 ,小苗也迅速长高 ,叶片的

颜色和形态也变得翠绿肥厚。再过 1周的培养之后 ,

可以将高度大约为 5cm 的再生苗进行移栽 。在进行

幼苗移栽时 ,先将培养瓶的瓶盖打开 ,在室温条件下

练苗 3 ～ 5 d。然后 ,取出小苗 ,洗净根部的琼脂 ,将其

种植于营养花卉土中 ,保持环境温暖湿润 ,按照此移

栽方式其成活率可以达到 100%。

表 4　不同浓度组合的 6-BA 和 NAA

对诱导芽分化的影响

培养基

编号

激素组合(mg· L-1)

6-BA NAA
接种数量 分化数量 分化率(%)

D1 2.0 0.2 40 7 17.5

D2 2.0 0.3 40 8 20.0

D3 2.0 0.4 40 6 14.3

D4 3.0 0.2 40 23 57.5

D5 3.0 0.3 40 18 45.0

D6 3.0 0.4 40 16 40.0

D7 4.0 0.2 40 35 87.5

D8 4.0 0.3 40 26 65.0

D9 4.0 0.4 40 23 57.5

表 5　不同激素对马齿苋再生芽生根的影响

培养基

编号

培养基

种类

激素种类及浓度

(mg· L -1)

蔗糖

(mg· L -1)
生根率(%)

E1 1/ 2MS 0 20 0

E2 1/ 2MS NAA 0.5 20 26

E3 1/ 2MS NAA 1.0 20 31

E4 1/ 2MS IBA 1.0 20 93

E5 1/ 2MS IBA 2.0 20 100

3　讨　论

20世纪 70 年代不断完善的植物细胞工程技术

为在细胞水平对植物体进行有效的遗传改良开辟了

新途径。通过细胞的脱分化之后可以产生出大量的

愈伤组织和尚待进一步分化的薄壁细胞团 ,由此为植

物基因工程的研究提供了良好的受体材料 。自从 20

世纪 80年代以来 ,关于水稻 、普通小麦和玉米等主要

农作物的细胞工程研究已经获得了突破性研究进

展[ 5 , 6] 。然而 ,关于利用野生植物为研究材料开展细

胞工程研究 ,进而对其进行遗传改良和建立其技术体

系的文献报道并不多见。该研究立足于利用植物组

织培养技术研究马齿苋植物在细胞水平的脱分化问

题和再分化问题 ,旨在为马齿苋植物的遗传改良和以

马齿苋无性系为转基因受体开展基因工程研究提供

参考资料。试验比较详细地研究了影响马齿苋组织

培养的 3大因素(外植体种类 、激素种类和浓度 、光照

条件)所导致的生物学效应研究结果表明 ,在马齿苋

愈伤组织的诱导过程中 ,以幼嫩茎段为外植体比以幼

嫩叶片为外植体可以获得更好的诱导效果 ,由前者所

诱导的愈伤组织表现出更快的生长速度。当以马齿

苋叶片为材料 ,以 C1 培养基或 C5 培养基进行培养

时 ,其愈伤组织的诱导率均可以达到 100%。马齿苋

叶片在这两种培养基上所产生的愈伤组织在外观形

态上很相似 。光照条件对于愈伤组织的生长速度有

一定的影响 ,在光照条件下培养 ,愈伤组织生长速度

比较快 ,其颜色为淡绿色;在黑暗培养条件下培养 ,愈

伤组织生长速度缓慢 ,其颜色为淡黄色。根据两种激

素(6-BA 和 NAA)的不同含量 ,配制 9种分化培养基

(D1 ～ D9)。试验结果表明 ,愈伤组织在 D7 分化培养

基(MS+6-BA 4.0mg/L +NAA 0.2mg/ L)上的分化

效果最好 ,其幼芽的分化率达到 87.5%。含有不同

激素的培养基对于诱导马齿苋再生芽产生不定根有

明显的影响 。在培养基中加入 IBA ,则对诱导马齿苋

生根有明显的促进作用。根据这些初步的研究结果 ,

建立了一套简便易行的高效的马齿苋无性系诱导体

系和植株再生体系。
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