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四种补血草组织培养的比较研究
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　　摘　要:以叶片和带腋芽的花茎为外植体对不同补血草品种(P104 、UH4、429、867)进行组织

培养比较研究。结果表明:在培养基 MS+6-BA 0.3 mg/L+NAA 0.6 mg/ L上 ,品种均能通过

带腋芽的花茎分化出芽 ,出芽率依次为 P104>UH4>867>429 ,但污染严重;“情人草”品种P104 、

UH4能通过叶片诱导出愈伤组织 ,而“勿忘我”品种不能;在生根培养基 1/2MS+IBA 1.0

mg/L+NAA 0.2 mg/ L+Vc 200 mg/L+PP333 0.2 mg/L中 ,4个品种均能生根 ,其生根率依次为

P104>UH4>429>867。
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　　补血草(Limonium)属蓝雪科(Plumbaginaceae)多年

生或2 a生草本植物 ,该属有近 20种可作观赏用。因其

花朵细小 ,干膜质 ,色彩淡雅 ,观赏时期长 ,与满天星一

样 ,是重要的配花材料。除作鲜切花外 ,还可制成自然
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干花 ,用途更为广泛 ,是近年来发展较快的一类新型配

花类鲜切花 ,当前 ,补血草属植物作为各种类型插花作

品的优良配花正受到越来越多的人喜爱。

　　补血草属植物一般采用种子繁殖。但补血草属植

物的遗传性十分特殊 ,其花粉有 A 、B型之别 ,柱头有玉

米状 、乳头状和头状之分 ,其杂交亲和性取决于花粉和

柱头的形态组合;同时补血草具有大量的不孕枝和同型

杂交不孕的特性 ,种子结实少 ,所以补血草若用种子繁

殖 ,种子来源的可靠性就限制了批量生产
[ 1]
。当前 ,植

[ 5] 　吴京姬 ,吴基日,吴松权 ,等.桔梗花药培养初报[ J] .植物研究 , 2008,

28(1):79-81.

[ 6] 　张美萍 ,申家恒,管贺群.桔梗胚胎学研究[ J] .吉林农业大学学报,

1992, 14(2):31-34.

[ 7] 　杨九艳 ,王连侠,李凤云.桔梗的染色体核型分析[ J] .内蒙古医学院

学报 ,1998 ,20(3):185-186.

[ 8] 　赵华,杨培君 ,李慧宁.三种植物染色体组型分析[ J] .汉中师范学院

学报(自然科学), 2004, 22(1):70-73.

[ 9] 　朱徵.植物染色体及染色技术[M] .北京:科学出版社, 1982:42-93.

Preliminary Study of Ovule Culture of Platycodon grandi f lorum

WU Jing-ji1 , YAN Yi-zi2 ,WU Song-quan2 , PIAO Xue-mei2 ,WU Ji-ri2

(1.Yanbian Ag ricultural Research Institution of Biological , Longjing , Jilin 133400;2.Agricultural College of Yanbian University , Longjing , Jilin

133400)

Abstract:Ovule of Platycodon grandi f lorum growing to of different length was inoculated in four differentiation culture

medium and induced callus , the induced callus was transfered in differentiation culture , trying to get haploidy in this stud-

y.The results showed that the culture medium of the highest(82.9%)induced rate of callus was N6+2 ,4-D 1 mg/L+

6-BA 0.2 mg/ L ;induced rate the highest(82.4%)f rom ovule to 1.8 cm length flower bud , the highest differentiation

rate was 74.5%;in the culture of N 6+6-BA 1 mg/L +NAA 0.5mg/L ,puny green plant in differentiation was haploid

with the result of chromosome number of root.
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物组织培养技术已成为植物快速繁殖和作物品种改良

的重要手段[ 2-3] ,为克服种子繁殖所带来的缺点 ,近年来

国内外正在研究采用组织培养方法来繁殖补血草。在

前人的基础上对补血草属植物不同品种组织培养快速

繁殖进行较为全面和深入的研究 ,为补血草属植物工厂

化组培快繁提供尽可能多的技术参数。

1　材料与方法
1.1　试验材料

情人草(杂种补血草 Limonium lat l folium)品种

P104 、UH4穴盘苗 ,勿忘我(深波叶补血草 Limonium

sinuatum)品种 429 、867 穴盘苗 ,均由宁夏林业研究所

(有限公司)从日本引进。

1.2　试验方法

1.2.1　消毒处理　在大田或温室中分别选取补血草品

种 P104、UH4和 429 、867生长健壮 、无病虫害的母株带

腋芽花茎和幼嫩叶片为试验材料 ,用洗衣粉刷洗表面 ,

自来水冲洗2 h。70%酒精消毒 ,叶片 45 s至 1 min ,花

茎 1 min ,再用 0.1%的升汞消毒叶片 5 ～ 6 min ,花茎

6 ～ 8 min ,无菌水冲洗 4 ～ 5次 ,无菌滤纸吸干多余水分

备用。

1.2.2　芽的诱导　以品种 UH4为代表进行芽诱导试

验 ,然后将最适合该品种芽诱导的培养基应用于其它品

种中。将消毒处理过的叶片切割成 1 cm×1 cm 左右大

小的切块 ,花梗以带有 1个腋芽为切段。叶片背面接触

培养基 ,花茎形态学下端直接插入培养基 ,分别接入下

列培养基:1:MS +6-BA 0.5 mg/L;2:MS +6-BA

1.0 mg/ L;3:MS+6-BA 0.3 mg/L+NAA 0.05 mg/ L;

4:MS+6-BA 0.3 mg/L+NAA 0.6 mg/L;5:MS+6-

BA 1.0 mg/L+IAA 0.1 mg/L。以上培养基琼脂浓度

均为0.7%,蔗糖浓度均为30 g/L ,pH 6.0(下同)。培养

3周后分别统计其污染数 、褐化数 、成愈数 、出芽数。

1.2.3　生根培养　以品种 P104为代表进行生根试验 ,

然后将最适合P104的生根培养基应用于其它补血草品

种中。当芽长至2 ～ 3 cm时 ,将芽接种于生根培养基中 ,

2周后统计生根率 、根数、根长。生根培养基配方:08.1:

1/2MS+IBA 0.1 mg/L +NAA 0.2 mg/L +Vc 200

mg/L;08.2:1/2MS+IBA 0.2 mg/L+NAA 0.1mg/L+

KT 0.2 mg/ L+Vc 200 mg/L;08.3:1/2MS+IBA 0.2

mg/L+NAA 0.6 mg/ L+Vc 200 mg/ L+PP333 0.2 mg/

L;08.4:1/2MS+IBA 1.0 mg/L+NAA 0.2 mg/L+Vc

200 mg/ L+PP333 0.2 mg/L。

1.2.4 　试管苗的移栽和定植 　当株高长至

2.5 ～ 3.5 cm ,2条根以上时进行试管苗的移栽。首先 ,

将试管苗连同培养瓶一起移至智能温室 ,练苗1周。移

栽前1 ～ 2 d ,打开瓶盖 ,然后用镊子小心取出试管苗 ,洗

净根部琼脂 ,用800倍代森锰锌溶液浸泡1 ～ 2min ,移栽

于128穴盘中 ,其中基质成分为:草炭∶蛭石∶珍珠岩=

5∶3∶2 ,移栽后7 d内保持温度(25±2)℃,湿度85%～

90%,以后逐渐降低温度和湿度至智能温室内自然状

态。移栽后 10 d在叶面喷施肥 0.2%KH2PO4 ,然后每

7 d交替喷施0.2%KH2PO4和 0.2%尿素。当长至6 ～ 8

片叶片时即定植。

1.2.5　培养条件　如无特别说明 ,培养条件均为温度

(25±2)℃,光照 14 h/d ,光照强度 2 000 ～ 3 000 lx。

1.2.6　统计方法　研究中的数据分析和制图采用 Excel

2003和 DPS3.01等软件进行。

2　结果与分析
2.1　诱导分化

由表1可知 ,以花茎为外植体 ,UH4能在各种培养

基中分化出芽 ,但由于培养基成分不同 ,其芽分化存在

显著差异 ,其中4号培养基中出芽率最高。但花茎外植

体在芽诱导过程中有较高的污染率 ,平均达到60.22%,

同时伴随有 22.17%的褐化率 ,说明在外植体消毒过程

中 ,消毒剂的浓度和消毒时间已经达到相当高度 ,如此

高的污染率可能与花茎材料本身带菌程度有关。

以叶片为外植体时 ,污染率明显低于花茎 ,但仅有 2

号和5号培养基能诱导出愈伤组织(表 2)。虽然 UH4

在2号培养基上的出愈率最高 ,但该培养基上诱导出的

愈伤组织没有芽点 ,不利于后期芽的分化 ,而 5号培养

基上诱导出的愈伤组织有芽点 ,因此 ,初步确定 5号培

养基比较适合 UH4叶片诱导。

　　表1　　　　UH4花茎芽分化情况

品种 培养基
培养时间

/d

污染率

/ %

褐化率

/ %

出芽率

/ %

UH4 1 72.5 26.4 60.2 bc

2 64.7 19.0 52.0 c

3 21 43.8 27.5 68.4 b

4 52.4 25.6 81.0 a

5 60.0 36.7 53.4 c

图 1　429 叶片芽诱导情况

　　将其它补血草品种的花茎和叶片外植体分别接种

在4号和5号培养基上。在 4号培养基上 ,各品种花茎
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外植体都能分化出芽 ,但不同品种花茎外植体出芽率存

在显著差异(见表 3),与 UH4一样 ,不同品种花茎外植

体接种都表现出污染率 、褐化率偏高的现象。

　　表2　　　　UH4叶片诱导芽情况
品种 培养基 培养时间/ d污染率/ %褐化率/ %出愈率/ % 有无芽点

UH4 1 22.2 45.6 0

2 18.5 12.7 82.50 无

3 21 31.6 49.3 0

4 25.4 50 0

5 24.2 18.5 71.40 有

图2　UH4 叶片芽诱导情况

　　相对花茎外植体而言 ,以叶片作为外植体时 ,在 5

号培养基中“情人草”品种 UH4 、P104能诱导出芽 ,且污

染率和褐化率都较花茎外植体要低 ,但不同品种之间 ,

出芽率存在显著差异(表4),而“勿忘我”品种429 、867均

不能诱导出芽。

　　表3　　　　不同品种花茎诱导情况

品种 商品名 培养基
培养时间

/ d

污染率

/ %

褐化率

/ %

出芽率

/ %

UH4 情人草 0.52 0.26 0.81 ab

P104 0.50 0.31 0.90 a

429 勿忘我 3 21 0.42 0.25 0.63 c

867 0.42 0.28 0.79 b

2.2　生根培养

将 2 cm左右的 P104不定芽接种在设计好的各种

培养基中 ,2周后统计结果 ,除了培养基 08.2以外 ,P104

在其它培养基均能生根 ,但在不同培养基中 ,其生根率 、

根数 、根长存在显著差异(表5),其中08.4培养基上生

根率和根数都显著高于其它培养基 ,植株生长健壮 ,初

步确认培养基 08.4最适合P104的生根。

将其余供试品种不定芽接种在 08.4号培养基中 ,

各品种之间存在显著差异 ,“情人草”系列品种在08.4培

养基上的生根情况表现良好 ,生根率在 70%以上 ,且根

数较多 ,而“勿忘我”系列品种在08.4培养基上的生根情

况表现较差 ,生根率仅在50%以下 ,根数较少(见表6)。

　　表4　　　　　叶片诱导情况

品种 培养基
培养

时间/ d

污染率

/ %

褐化率

/ %

出愈率

/ %

出芽率

/ %

UH4 24.200 18.500 0.714 a 61.800 a

P104 21.500 9.600 0.991 b 0.956 b

429 5 21 39.400 68.300 0.000 c 0.000 c

867 35.200 59.800 0.000 c 0.000 c

　　表5　　P104在不同培养基中的生根情况
品种 培养基 生根率/ % 根数 根长

P104 08.4 88.5 A 22.2 a 0.37 b

08.1 84.4 A 2.9 c 0.45 a

08.3 54.7 B 18.5 b 0.31 b

08.2 0 C 0 c 0 c

图 3　 P104 在不同培养基上的生根

　　表6　　　　　不同品种生根情况

品种 商品名 培养基
生根率

/ %

根数

/条

根长

/cm

P104 情人草 08.4 88.5 a 22.2 a 0.37 c

UH4 70.1 b 4.7 b 0.43 c

429 勿忘我 46.2 c 1.6 c 1.47 b

867 39 c 2.3 c 1.7 a

图 4　补血草的移栽情况 图 5　补血草的定植情况 图 6　补血草试管苗生产
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2.3　移栽定植

补血草属植物试管苗1 000株批次移栽成活率达到

90%以上(图4),定植成活率达到90%以上(见图5)。目

前 ,通过该方法体系累计生产补血草试管苗 21万株。

3　讨论
在植物组织初代培养中 ,污染直接影响无性系建立

的速度
[ 4]
。就外植体而言 ,污染主要原因一种是外植体

组织本身带菌 ,另一种是外植体体表杀菌不彻底。该研

究中补血草花茎外植体污染较严重 ,可能是因为花茎外

植体组织本身带菌的原因。

基因型对试管苗再生能力的影响较大 ,外植体类型

对组织培养和试管苗产生的影响也受到了普遍重视[ 5] 。

由于基因型不同而导致的植物组织培养中各品种的再

生能力不同 ,这在其它很多植物组织培养的研究中得到

了证实[ 6-7] 。该试验进一步证明了补血草属植物由于品

种的差异 ,其再生能力存在显著的差异 ,甚至同一品种

不同器官 ,其再生能力也存在显著差异。

　　在植物组织培养过程中 ,植株激素的种类和浓度都

将影响愈伤组织的诱导 、芽分化 、生根等各个环节[ 8-9] 。

在补血草组织培养中 ,低浓度的 6-BA适合带腋芽花茎

外植体芽的诱导 ,而高浓度的6-BA适合叶片外植体愈

伤组织的诱导。这可能是植物不同组织器官内源激素

存在明显差异的结果。由于腋芽分化程度相对较低 ,高

浓度的6-BA反而会抑制芽的诱导;而叶片分化程度相

对较高 ,只有高浓度的6-BA才能进行脱分化。
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Abstract:Blades and f lower stalks with axillary buds were used as explants to compare the difference of tissue culture of

four Limonium varieties(P104 ,UH4 ,429 ,867)by scales in vitro.The results showed that buds can be induced from the

flower stalks with axillary buds of the four Limonium varieties can be obtained buds in the induction medium(MS+6-

BA 0.3 mg/L+NAA 0.6 mg/ L).The induction rate order ,f rom higher to lower level ,was P104 ,UH4 , 867 and 429.But

all of the varieties in the experiment had a high contamination rate.Blades of L.latl folium varieties can be induced to

f rom callus ,but L.latl folium varieties can not.At the same time , all the varieties can be form roots in the rooting mediun

(1/2MS+IBA 1.0 mg/L+NAA0.2 mg/ L+Vc 200 mg/L+PP333 0.2 mg/L),but the root formation rates were signifi-

cantly difference.

Key words:Limonium;tissue culture;variety difference;compariative study
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