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蕨麻组织培养的初步研究
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　　摘　要:试验研究了蕨麻不同外植体离体培养芽的形成和生长情况 ,结果表明:以茎尖为外

植体 ,芽诱导率最高平均可达 75.3%,块根为 56.5%,匍匐茎段为 11.1%,叶片为 0%。以 NAA

0.5 mg/L+BA 1.0 mg/L对茎尖诱导成芽的效果最好 ,而以 NAA 0.5 mg/ L+KT 0.5 mg/L 对

块根诱导成芽的效果最优。
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　　蕨麻学名鹅绒委陵菜(Potenti lla anseriue L.),属蔷

薇科 ,委陵菜属 ,又名蕨麻委陵菜 、曲尖委陵菜 、人参果 、

延寿草。分布极广 ,常生长于海拔500 ～ 4 100 m[ 1] 的河

岸、路边 、山坡草地。蕨麻的全草富含营养物质 ,可加工

为干草及粉制饲料;蕨麻的根(表皮)富含鞣质 ,可提取

栲胶 ,用于皮革工业;而茎叶可提取黄色染料;蕨麻是较

好的蜜源植物;早春幼嫩茎叶可作蔬菜;由于其耐践踏 ,

生长迅速 ,色泽艳丽 ,可作为草坪的草种等。在甘肃、青

海、西藏等高寒地区 ,蕨麻的根块肥厚[ 2-3] ,富含蛋白质 、

脂肪 、淀粉 、纤维 、维生素 、尼克酸及 Fe、Mg、Zn 、K 、Ca等

元素 ,营养价值高 ,可食用 、药用[ 4-6] 。但在收获块根时 ,

常常会导致植被大面积破坏 ,毁坏生态环境 ,且常年的

过度采集野生种群已濒于灭绝。采用组织培养方法 ,再

辅以人工驯化 ,则对资源的保护和开发利用有一定的参

考意义。

1　材料与方法
1.1　材料

采自青海省门源县蕨麻的植株和块根。

1.2　方法

1.2.1　不同外植体材料的制备　于2006年 7月将材料

的植株 ,田间采挖后保鲜带回实验室 ,分别切取 0.5 mm

左右的茎尖 ,长约5 mm的匍匐茎和 3 ～ 5 mm2的叶片 ,

经消毒后接种到已制备好的添加不同生长调节剂的 MS

培养基上。同时将在冰箱中保鲜贮藏的蕨麻块根 ,在自来

水下冲洗30min左右 ,用70%乙醇消毒40 s ,投入0.1%升

汞溶液中消毒 7 min ,无菌水冲洗 5次。灭菌后的块根切

成约5 mm的切段 ,也接种于已制备好的培养基上。

1.2.2　培养基和培养条件　基本培养基是 MS 琼脂培

养基 ,添加不同浓度及配比的生长调节剂:6-苄基腺嘌呤

(BA),激动素(KT)和萘乙酸(NAA),蔗糖 30 g/L ,琼脂

6.5 g/L , pH 5.8 ～ 6.0。培养室温度(24±2)℃,湿度
65%,光照 1 400 ～ 1 600 lx ,10 ～ 12 h/d。每种处理 10 ～

20瓶 ,每瓶接种3 ～ 4个材料 ,重复 3次 ,每隔 10 d观察

记录 1次 ,60 d后对结果进行统计分析。

2　结果与分析
2.1　不同外植体在离体培养中的反应
2.1.1　茎尖　茎尖接种后 ,在培养基中的反应大约有以

下几种情况:茎尖接种后经培养可形成1 ～ 2个芽 ,这部

分外植体占75.3%;茎尖接种后 ,先形成带有红色的愈

伤组织 ,继续培养有的愈伤组织可分化形成芽 ,有的分

化为根 ,这部分外植体占 7.8%;茎尖培养后体积不断增

大 ,且组织疏松透明 ,呈玻璃化 ,不能进一步分化形成根

或芽 ,这部分外植体占 6.4%;还有 10.5%的茎尖死亡。

2.1.2　匍匐茎段　匍匐茎段接种后 ,有 11.1%切段能

在培养20 d后分化形成1个芽 ,在芽产生后约20 d又可

在芽基部分化形成根 ,且根形成的数量较多 ,一般是3 ～

5条;有 3.7%的切段在培养 20 d后 ,其体积膨大 ,可达

接种时的 3倍 ,并在切口处产生结构疏松呈水浸状的愈
伤组织 ,但这些愈伤组织没有进一步分化;大部分的匍

匐茎切段接种后逐渐变褐死亡。

2.1.3　叶片　叶片接种后 ,经培养 ,首先体积增大 ,约

为接种时的 1.5 ～ 2倍 ,继续培养叶色由绿色转为黄绿

色 ,再转变为褐色 ,外植体死亡。所有外植体均不能分

化形成芽 、根或产生愈伤组织。

2.1.4　块根　块根接种后 ,经培养有 56.5%的块根在

培养 10 ～ 20 d内直接分化形成 2 ～ 3个芽 ,在芽产生后

10 d左右均可在芽基部分化形成2 ～ 5条根;有 34.8%
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的块根在培养 20 d后 ,形成直径 2 ～ 5 mm的愈伤组织 ,

这些愈伤组织约有80%可分化形成芽 ,但大多数芽生长

极慢 ,经60 d培养长度不到 1 cm ,这些芽必须要经过转

接才可以刺激其生长。还有 20%的愈伤组织可分化形

成根;有 8.7%的块根接种后一直未萌动。

2.2　生长调节剂对芽形成的影响

2.2.1　细胞分裂素对芽形成的影响　由表 1可见 ,加

入一定量的细胞分裂素时 ,对芽的诱导效应好于对照。

BA对茎尖外植体芽诱导的有效浓度范围在 0.1 ～

0.5 mg/L而KT 对茎尖外植体芽的诱导的有效浓度范

围在 0.1 ～ 1.0 mg/L。BA在0.5 mg/L 时 ,对茎尖芽的

诱导率为 69.1%。芽数达 2.0个 ,KT 浓度 1.0 mg/L ,

芽诱导率为 64.2%,芽数为 1.7个。当 BA和 KT 的浓

度分别超过0.5 mg/L和 1.0 mg/L时 ,则表现出对芽形

成的抑制作用。BA和 KT 对块根外植体芽的诱导的浓

度高于茎尖。BA 在 1.0 mg/L 时 ,对芽的诱导率为

58.3%。芽数达 3.5个 ,KT 浓度在 1 mg/L ,芽诱导率为

56.9%,芽数为 3.0个。且各浓度梯度间对芽的诱导率

的差异不大。

2.2.2　生长素与细胞分裂素配合使用对芽形成的影响

　生长素和细胞分裂素配合使用时 ,对芽的诱导效果好

于细胞分裂素单独作用时(见表 2),即在细胞分裂素一

定浓度下 ,添加适量生长素可有效提高芽的诱导率。以

NAA 0.5 mg/L+BA 1.0 mg/L对茎尖诱导成芽的效果

最好 ,而以NAA 0.5 mg/L+KT 0.5 mg/L 对块根诱导

成芽的效果最好。

　　表 1 细胞分裂素 6-BA和KT 对茎尖和块根诱导形成芽的影响

培养基/mg·L-1
茎　　　尖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　块　　　根

萌芽率/ % 芽数/个 叶长/cm 叶数(芽)/片 萌芽率/ % 芽数/个 叶长/cm 叶数(芽)/片

0 47.0 1.0 1.87 1.3 38.9 1.8 2.19 2.0

BA 0.1 56.9 1.2 2.35 2.4 45.8 2.4 3.08 2.7

BA 0.5 79.1 2.0 3.55 4.0 51.4 2.9 4.27 3.5

BA 1.0 67.0 1.8 2.51 3.3 58.3 3.5 6.58 6.0

BA 1.5 59.4 1.5 2.23 2.9 54.2 3.1 5.97 5.7

KT 0.1 50.1 1.0 1.65 1.5 47.2 2.5 3.40 2.3

KT 0.5 68.0 1.4 2.43 2.8 50.0 2.7 4.53 4.1

KT 1.0 74.2 1.7 3.27 3.7 55.6 3.0 5.87 5.8

KT 1.5 66.9 1.2 2.98 3.4 56.9 3.0 6.12 5.4

　　表2 NAA与 6-BA或KT 配合使用对茎尖和块根诱导形成芽的影响

培养基/mg·L-1
茎　　　尖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　块　　　根

萌芽率/ % 芽数/个 叶长/cm 叶数(芽)/片 萌芽率/ % 芽数/个 叶长/cm 叶数(芽)/片

0 37.0 1.0 1.87 1.3 38.9 1.8 2.19 2.0

NAA0.5+BA0.1 84.4 1.5 2.56 2.9 58.0 2.9 4.07 3.7

NAA0.5+BA0.5 87.3 1.7 3.09 3.7 61.8 3.1 5.76 4.5

NAA0.5+BA1.0 92.1 2.3 3.84 4.5 63.7 3.4 6.83 5.8

NAA0.5+KT0.1 83.2 1.4 2.49 2.7 57.5 2.7 3.95 4.9

NAA0.5+KT0.5 87.6 1.7 3.09 3.5 68.9 3.7 7.33 6.4

NAA0.5+KT1.0 89.8 1.9 3.57 3.8 62.7 3.4 6.74 5.0

3　结论与讨论
3.1　不同外植体对芽的形成影响很大

蕨麻不同外植体离体培养的试验中 ,茎尖培养诱导

成芽的平均比例是 75.3%,块根的是 56.5%,匍匐茎段

的是 11.1%,叶片的是 0%。因此采用茎尖培养效果最

好。因为茎尖从结构上看 ,有生长点 、叶原基和腋芽原

基 ,在离体培养时 ,只要条件适宜易于分化成芽[ 7] 。但

在实际的离体培养中茎尖成芽有不同的情况 ,这可能与

茎尖剥制过程中受损伤程度 、茎尖大小和培养的环境条

件等有关。

3.2　生长调节剂的加入可有效促进外植体芽的产生

因为细胞分裂素有促进细胞分裂 、分化 ,增强蛋白

质合成 ,促进腋芽生长的作用 ,生长素有促进芽的生长

的作用[ 8-9] 。但当在MS培养基中加入细胞分裂素时 ,在

同一浓度下 ,BA对芽的诱导效果优于 KT ,说明 BA比

KT 对芽的诱导活性高 ,这与王冬梅[ 8] 、曹孜义[ 9] 的研究

结果一致。当在培养基中同时加入生长素和细胞分裂

素时 ,其对芽的诱导效果要优于仅用细胞分裂素时。以

NAA 0.5 mg/L+BA 1.0 mg/L对茎尖诱导成芽的效果

最好 ,而以NAA 0.5 mg/L+KT 0.5 mg/L 对块根诱导

成芽的效果最好。
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牡丹ACC氧化酶基因的克隆与反义载体的构建
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　　摘　要:根据报道的牡丹 ACC氧化酶基因(DQ337251)cDNA序列 ,设计一对特异引物 ,以牡

丹品种“洛阳红”基因组DNA为模板 ,用PCR扩增方法克隆出牡丹ACC氧化酶基因的部分片段 ,

并将其连接到 pMD18-T 载体上进行测序。结果表明 ,克隆的序列全长为 467 bp ,其中包括一个

长度为 157 bp的序列 ,推测它可能是一个内含子 ,其它序列与已报道序列同源性为 98.2%;用

SacⅠ和XbaⅠ对重组质粒和载体pBI 121酶切 、连接 ,构建牡丹ACC氧化酶基因的反义表达载体。

关键词:牡丹;ACC氧化酶基因;克隆;反义载体
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　　牡丹(Paeonia suf fruticosa)属毛茛科芍药属(Pae-

onia)牡丹组(sect.Montan)植物 ,是中国的特产名花 ,曾

被评为我国十大传统名花之首 ,享有“国色天香” 、“花群

之王”的美誉 ,是吉祥 、幸福 、富贵 、和平、友谊和繁荣昌盛

的象征 ,是国花的唯一候选花卉 ,深受人们喜爱。

我国对牡丹的深入研究主要集中于资源的收集 、整

理、评价[ 1-2] 、栽培技术的探讨[ 3] 、组织培养及快速繁

殖[ 4-7] 和对花期的调控方面等。其中对花期的调控研究
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最为重要 ,因为在自然条件下 ,牡丹花期一般7～ 10 d ,且

比较集中 ,不利于观赏和经济发展 ,如果能人为地调控

花期 ,将对旅游业的发展有重大的意义。在这方面已有

许多学者进行了调控花期研究和抑制栽培研究[ 8-9] ,已

经实现了牡丹花期周年开放 ,周年供应 ,基本满足了人

们对鲜花的要求[ 10-13] 。

　　乙烯是高等植物中促进器官衰老和果实成熟的激

素 ,牡丹是典型的乙烯致衰植物。ACC 氧化酶 ,又称乙

烯合成酶(EFE),是乙烯合成途径中的关键酶 ,它催化乙

烯合成的最后一步(即催化ACC生成乙烯)。应用 ACC

氧化酶基因的反义 RNA 技术 ,可望有效抑制乙烯生物

合成 ,从而延长鲜切花植物寿命。目前国外已从番茄、

苹果 、豌豆 、桃 、矮牵牛 、香石竹 、猕猴桃等植物中克隆到

ACC氧化酶基因 cDNA[ 14-17] ,澳大利亚将香石竹 ACC

氧化酶基因cDNA导入香石竹后 ,使香石竹花瓣衰老明显
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Preliminary Study on Tissue Culture of Potentilla anserina

SHEN Ning-dong1 ,WEI Mei-qin1 ,MA Guo-ling1 , LI Ning1 , TANG Qing-chuan1 , Li Jun-qiao2
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Abstract:Bud regeneration on different explants period the tissue culture of P.anserina was investigated.The results

showed:the rate of the bud regeneration on stem apex of P.anserina was best , it w as 75.3%.tuberous w as 56.5%,
creeping stem was 11.1% and leaf w as the worst , it was 0%, On tissue culture , the optimum combination was NAA

0.5 mg/L and 6-BA 1.0 mg/L for stem apex and NAA 0.5 mg/L and KT 0.5 mg/ L for tuberous.

Keyword:Potenti lla anseriue L.;Explant;Tissue culture;Bud regeneration
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