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大岩桐叶片组织培养及其组织学观察
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　　摘　要:大岩桐盆栽植株叶片进行培养 ,成功获得了再生植株 ,对其组织培养过程的组织学

观察 ,表明MS培养基上附加不同浓度的NAA和BA对愈伤组织的形成影响不大 ,但对不定芽的

分化有较大影响 ,得出最佳培养基组合为 MS+BA 1.0 mg/L +NAA 0.2 mg/ L。山沙+土

(1∶1)可促进小苗后期生长 ,加速成苗。
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　　大岩桐(Sinningia speciosa),为苦苣苔科多年生盆

栽球根花卉 ,花大而艳丽 ,是室内美化环境的主要栽培

花卉。大岩桐的繁殖主要靠种子和叶扦插 ,而种子得之

不易 ,需要人工辅助授粉 ,费时费力 ,得到的种子多半不

育;叶扦插得苗 ,时间长(从扦插到苗到开花得一年以

上),繁殖指数低 ,容易携带病菌。兰芹英[ 1]等用组培的

方法得到了再生植株。为了充分利用黑龙江省的花卉

大棚 ,不再从外省市大量购置大岩桐幼苗 ,降低成本。

作者对大岩桐组培苗再生条件和快繁进行了细致的探

索 ,获得了成功 ,并首次对大岩桐组织培养的器官发生

进行了组织学观察。可为大岩桐的快繁和遗传转化提

供组织学的基本资料。

1　材料与方法
1.1　材料

大岩桐购于牡丹江花市。

1.2　方法

取盆栽重瓣大岩桐的幼嫩叶片 ,经常规灭菌后 ,在

0.7%PVP水溶液中将叶片剪成 0.5 cm×0.5 cm的小

块 ,用无菌的滤纸条吸干液体 ,接种于培养基上。暗培

养20 d左右 ,愈伤组织出现 ,继代培养 ,出现芽点后 ,仍

然转入同一培养基中 ,待苗长至 2～ 3 cm 时 ,将苗切下转

入生根培养基中。

基本培养基用 MS ,附加 6-BA及 NAA或 2 ,4-D(用

量见表 1),琼脂4 g/L ,白糖 30 g/L[ 2-3] ,pH 5.8。生根培

养基为 MS大量元素减半 ,附加 NAA 或 IBA ,琼脂 4 g/

L ,白糖 30 g/L[ 2-3] ,pH 5.8。

培养条件:光强 1 500 ～ 2 500 lx ,光周期 16 h ,温度

25 ～ 27℃。

幼苗种植基质为:(1)山沙∶土=1∶1(2)珍珠岩∶

土=1∶1(3)蛭石∶珍珠岩=1∶1。

1.3　组织学观察

取不同培养时间和不同培养基上的组织块 ,经固定

液固定 ,石蜡包埋 ,制成石蜡切片 ,置于显微镜下观察器

官发生的组织学过程[ 4] ,选典型结构显微照相 ,进行结

果分析。

2　结果与分析
2.1　诱导培养阶段

外植体接种到诱导培养基上 ,暗培养(25℃)15 d左

右 ,叶片开始卷曲 ,20 ～ 25 d左右叶片膨大 ,形成突起。

将暗培养 25 d左右的组织块转至光下 ,光周期 16 h ,突

起增多增大 ,形成愈伤组织。对愈伤组织进行组织学观

察 ,由附图:1 ～ 5、7 、8可看出 ,细胞已启动 、脱分化 ,出现

了具有分生组织特性的细胞。

通过组织切片观察到 ,在愈伤组织近表面 ,出现生

长点 ,且是不同步的 ,见附图6 、9 ,生长点的下方 ,形成维

管系统 ,是不定芽的特征 ,这表明芽原点发生于愈伤组

织的表面或近表面。

培养时间长的黄褐色的愈伤组织块(继代不及时造

成的)组织切片观察 ,见附图10～ 15根原基出现的多 ,芽

原基很少。

在继代培养基上再培养 30 d左右 ,小芽长势茂盛 ,

幼叶展开。但5 ,6号培养出现玻璃化现象 ,说明是激素

浓度过高造成的。

2.2　快繁

将得到的小芽切下 ,置于继代培养基中 ,可产生无

限量的丛生芽 ,以后扩大繁殖可不再用叶片 ,而直接转

移切割下的芽即可。快繁速度较重新接种快一倍的时

间之多。
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2.3　生根

将切下的小芽置于不同的生根培养基上 ,见表 2。

从表 2中可以看出 ,NAA和 IBA的生根作用没有区别 ,

可依据个人的喜好来选择;但其浓度不应过低 ,否则出

现芽殖。

2.4　苗的锻炼及移栽

　　将培养基中已生根的苗(生根至少 5根 ,并形成小

球茎)打开封口膜 ,练 2 d苗 ,然后将苗从瓶中取出 ,用清

水冲净培养基 ,栽入松软的沙土中 ,用塑料布覆盖 ,以便

保湿及透光 ,5～ 7 d可撤掉塑料布 ,2 ～ 3 d喷水 1次 ,即

可成活 ,苗成活率在97%以上。3 ～ 5个月即可开花。

　表 1　不同浓度激素对大岩桐叶片不定芽发生的影响

编号
培养基

/mg·L-1

培养

时间/ d
不定芽发生情况

1 MS+6-BA 2+NAA 0.3 20 叶片膨大,突起多

40 出现愈伤组织 ,镜下检出大量的芽原基

60 有芽出现,芽的数目很多

2 MS+6-BA 2+2 ,4-D 0.3 20 叶片膨大,突起少

40 出现愈伤组织 ,镜下检出少量的芽原基

60 根及芽都出现 ,芽的数目少

3 MS+6-BA 1+NAA 0.05 20 叶片膨大,突起少

40 出现突起,形成愈伤组织,芽原基数目少

60 有芽出现,芽的数目不多

4 MS+6-BA 1+2 ,4-D 0.05 20 叶片膨大,突起少

40 出现愈伤组织 ,镜下检出少量的芽原基

60 根及芽都出现 ,芽的数目少

5 MS+6-BA 3+NAA 0.2 20 叶片膨大,突起多

40 出现愈伤组织 ,芽原基数目较多 ,出现玻璃化

60 有芽出现,芽的数目较多,但玻璃化

6 MS+6-BA 3+2 ,4-D 0.2 20 叶片膨大,突起少

40
出现愈伤组织 ,镜下检出少量的芽原基 ,出现

玻璃化

60 根及芽都出现 ,芽的数目少 ,但玻璃化

　　表 2　　　　　　生根培养结果
培养基/mg·L-1 出根天数 生根情况

1/2MS 0 12 根细长,生长正常 ,苗基部有愈伤组织 ,并有芽增殖

1/2 MS+NAA 0.1 13 根细长,生长正常 ,苗基部有愈伤组织 ,并有芽增殖

1/2 MS+IBA 0.1 13 根细长,生长正常 ,苗基部有愈伤组织 ,并有芽增殖

1/2 MS+NAA 0.5 18 根细长,生长正常 ,苗基部有愈伤组织 ,无芽增殖

1/2 MS+IBA 0.5 17 根细长 ,生长正常,苗基部有愈伤组织,无芽增殖讨论

　　有关大岩桐的组织培养与快繁的研究报道很多 ,不

少报道也提到了降低成本 ,用白糖替代蔗糖[ 5] ,研究中

也认为替代后不影响繁殖指数和苗的质量 ,因此在大岩

桐的生产中用白糖替代蔗糖完全可行。大岩桐的组织

培养与快繁中极易褐化 ,该研究在外植体的处理上 ,采

用0.7%PVP 水溶液 ,有效地防治了外植体切块的褐

化 ,明显提高分化率。

关于植物离体形态发生途径的研究国内外有很多

报道 ,通过间接或直接体细胞胚发生途径再生苗 ,即通

过叶片外植体先产生愈伤组织 ,再从愈伤组织表面形成

体细胞胚;或者从叶片外植体表面直接发生体细胞胚 ,

然后在初生胚或膨大的原生胚团块表面高频率发生次

生胚 ,之后将体细胞胚解离单独培养 ,即可形成完整的

再生植株[ 6] 。通过组织学观察 ,首次研究了大岩桐细胞

无性系的形态发生的方式 ,从组织学图片观察初步可以

认为大岩桐是以不定芽方式再生的。

　　附图:
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不同浓度激素对荷兰栀子组培的影响
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　　摘　要:以荷兰栀子的无菌苗为材料 ,研究不同激素浓度对荷兰栀子芽的增殖和生根的影

响。结果表明:MS+6-BA 1.5 mg/ L(以下同)+NAA 0.1是其适宜的增殖培养基 ,增殖率高 ,组

培苗生长健壮;1/2 MS+NAA 0.1是其适宜的生根培养基 ,生根迅速 ,质量好。
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　　植物激素是植物组培中不可缺少的物质 ,用量虽

少 ,但它们对外植体愈伤组织的诱导和根 、芽等器官分

化起着重要而且明显的调节作用[ 1] 。荷兰栀子属茜草

科栀子属 ,是从荷兰引进的优质盆栽观赏花卉 ,是一种

常绿矮化灌木 ,叶互生 ,全缘 ,颜色亮绿 ,革质 ,花大 ,洁

白 ,具香味 ,单生枝顶。利用普通的繁殖方式 ,繁殖速度

慢 ,很难满足市场需求。采用组织培养可以提高其繁殖

系数 ,缩短繁殖时间[ 2] 。主要研究了不同激素及浓度对

荷兰栀子组培苗增殖和生根的影响 ,寻求利于荷兰栀子

组培快繁的适宜激素浓度及配比 ,为在短期内大量扩繁

荷兰栀子优良种苗 ,满足工厂化需要提供理论依据。

1　研究方法
1.1　试验材料

荷兰栀子无菌苗。
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1.2　试验方法

增殖培养以MS为基本培养基 ,分别附加不同浓度

的 6-BA和NAA或6-BA和 IAA ,共设 12个处理 ,具体

处理见表 1。将无菌丛生苗 ,切成长约1 ～ 2 cm ,带2 ～ 3

片叶芽的茎段 ,然后接入不同的增殖培养基中 ,每瓶接3

个 ,每种培养基接 10瓶。培养30 d后观察增殖情况。

生根培养以1/2MS为基本培养基 ,分别附加0.05、

0.1、0.2 、0.5mg/L 的NAA。切取瓶内 2 ～ 3 cm 高的荷

兰栀子幼嫩枝条 ,接种于生根培养基上。每瓶接 3个 ,

每种培养基接10瓶 ,培养20 d后观察生根情况。

增殖和生根培养基都加入 30 g/L 的蔗糖和 7 g/ L

的琼脂 ,pH 值为 5.8 ～ 6.0 ,培养温度为(25+1)℃,相对

湿度 70%,光照强度 2 400 lx ,每天光照12 h。

　　表 1　　　增殖培养基激素浓度及配比 mg/L

增殖培养

基编号
6-BA NAA

增殖培养

基编号
6-BA IAA

A1 0.5 0.1 A7 0.5 0.1

A2 1.0 0.1 A8 1.0 0.1

A3 1.0 0.2 A9 1.0 0.2

A4 1.5 0.1 A10 1.5 0.1

A5 1.5 0.2 A11 1.5 0.2

A6 2.0 0.1 A12 2.0 0.1

Tissue Culture With Leaves of Sinningia speciosa and Histological Observation
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Abstract:An efficient and reliable method for shoot regeneration from leaf disks of Sinningia speciosa was established.

Histological observations on calli and bud formation were carried out.The results are as follows:there were no differences

in callus induction ,but there were significant difference in bud formation.The optimum medium for shoot regeneration

was MS+BA 1.0 mg/ L+NAA 0.2 mg/L.
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