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　　摘要:本研究以紫罗兰(Matthio la incana R.Br)无菌苗的叶片 、茎段为外植体 , 通过组织培养的方法诱

导愈伤组织 ,并进一步诱导分化出芽及再生植株。结果表明 ,建立紫罗兰再生体系的最佳外植体为生长 8

～ 10d的无菌幼苗的子叶;愈伤组织诱导最佳培养基为 MS + 6-BA(0.5mg/ L)+ NAA(0.5 mg/ L)培

养基;最佳分化培养基为 MS + 6-BA(2.0mg/ L)+ NAA(0.1 mg/ L)培养基;最佳生根培养基为 1/2

MS + NAA (0.5 mg/ L)+C(0.05mg/ L)。
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　　紫罗兰(Matthiola incana R .Br)为十字花科紫罗兰属

植物 ,别名草桂香 、香瓜对 、草桂花 , 原产自欧洲大陆 、地中海

沿岸 ,是欧洲名花之一。花色有玫瑰红 、桃红 、淡黄 、纯白 、淡

紫 、雪青等 , 冬春开花 ,花期为 12 月至翌年 3 月 ,自然花期可

达 3～ 5 个月[ 1] 。因其花色多 、花期长 、气味芬芳而在欧美各

国极为流行 ,可用于庭院 、花坛 、盆栽及切花等。又因其在花

语中的寓意是“永恒的美丽” ,所以更是倍受女性的青睐 。另

据《中国植物志》报道 , 紫罗兰花可入药 , 有泻下 、通经之功

效。近年来有关学者也对紫罗兰开展了系统研究 ,在第九届

国际十字花科植物研讨会上 ,有关学者提出紫罗兰是新型特

用油料植物 ,种子油富含ω-3-亚麻酸 , 为保健珍品。

　　本研究所用的种子产自保加利亚 ,该国属于温带大陆性

气候 ,花卉业闻名于世 , 是一些耐寒性一 、二年生草本花卉及

部分宿根花卉的分布中心。我国目前的园林花卉生产水平

较低 ,花卉种类单一 , 进行优良花卉品种的引种已成为迫在

眉睫的实际问题。由于保加利亚所处纬度与黑龙江省相近 ,

其花卉多为耐寒品种 ,因此在黑龙江省进行引种并推广对于

改善绿化花卉品种单一的现状具有重要意义。当前一些花

卉主要是靠进口杂种一代 ,但进口的杂交一代种子价格高于

常规种子几倍甚至几百倍 ,对于大量面积种植来说已是一个

重大障碍。此外 ,因雄蕊退化发育不全而不能结实 , 一直以

来是阻碍紫罗兰常规播种繁殖的一个难题[ 2 ,3] 。随着生物

技术在农业生产上的广泛应用 ,用组织培养技术取代传统播

种繁殖方式为工厂化生产花卉种苗提供了基础 , 可以不受季

节限制 ,大大缩短生产周期 , 降低花卉栽培成本提高经济效

益。另外 , 植物再生体系的建立也为下一阶段运用分子生物

学手段进行遗传转化提供了必备的条件。所以 ,本研究利用

植物组织培养的方法建立紫罗兰的再生体系 , 一方面可对紫

罗兰进行大规模快速繁殖 ,另一方面可为紫罗兰建立基因工

程基础性平台。

1　材料与方法
1.1　试验材料

　　供试材料为进口保加利亚紫罗兰婚纱系列种子 , 网上订
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购自虹越园艺花卉公司。

1.2 试验方法

1.2.1 外植体的获取　将紫罗兰种子用自来水冲洗后 , 室

温下浸泡 36h ,取出后用 70%的乙醇冲洗 30s ,再用 0.1%的

升汞溶液(可加 1 至 2 滴吐温)分组浸泡 20min , 无菌水冲洗

4～ 5 次 ,再分别接种到不附加任何激素的 MS 基本固体培

养基上(蔗糖 30g/ L ,琼脂 7g/ L , pH 5.8)。培养条件:温度

25±1℃, 光照 16/ 8h , 光强 1 500Lx 。待种子萌发后8 ～ 10d ,

在超净工作台内取出无菌幼苗 ,除根 ,将茎切成长约 5mm 的

小段 ,子叶除去叶缘 , 但注意勿除去主脉。

1.2.2 愈伤组织的诱导　基本培养基选定 MS 培养基 , 植

物生长调节剂(以下统称 PGR)选定 6-BA 和 NAA 两种 ,

其中 6-BA 的浓度为 0.5 、1.0、1.5、2.0、2.5 mg/ L , NAA

的浓度为 0.1、0.5、1.0 mg/ L ,共 15 个处理组合。将制备好

的外植体接入上述愈伤组织诱导培养基中 , 每小组分别接种

10 瓶 ,每瓶 4个外植体。诱导出的愈伤组织 20d 继代一次。

1.2.3 不定芽的分化　分化培养基同样为 MS 附加不同

浓度的 6-BA 、NAA , 其中 6-BA 的浓度为 1.5 、2.0 、2.5

mg/ L , NAA 的浓度为 0.1、0.2 、0.5 mg/ L , 共设 9 个处理组

合。每小组分别接种 5 瓶 ,每瓶 4 块愈伤组织。

1.2.4 生根培养　基本培养基选定 1/ 2MS+活性炭(0.05

mg/ L)和 1/ 2MS 无附加 , NAA 的浓度为 0.05 、0.01 、0.5、

1.0mg/ L ,共 8 个处理组合。以上的培养基蔗糖含量均为

30g/ L , 琼脂为 7g/ L , pH 5.8。培养条件为温度 25±1℃, 光

照 16/8h ,光强 1 500Lx 。

1.2.5 驯化与移栽　健壮小苗生根(5cm 以下)后 , 打开瓶

口进行炼苗。一周后 ,将小苗从培养基中取出 , 用自来水洗

净根部附着的培养基 , 然后移栽到细砂:腐殖土为 1:1 的基

质中 ,温度 25℃左右 , 相对湿度保持在 85%以上。移栽初期

适当遮荫 ,后期管理逐渐加强光强直至全光照。当苗长至

10cm 高时 , 移至同样基质的花盆中 , 进行正常的盆栽管

理[ 4] 。

2 结果与分析
2.1　最佳愈伤组织诱导培养基的选择

　　外植体(茎段 、叶片)接种到诱导愈伤组织的培养基中培
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养 2～ 3d后 ,开始膨大萌动 , 其中叶片的变化更为显著。 4 ～

7d 以后 ,切口处形成肉眼明显可见的愈伤组织。结合愈伤

组织诱导率和质地状况进行分析比较 ,得出表 1。

表 1　不同浓度 NAA 和 6-BA 对愈伤组织诱导率的影响

外植体

愈伤组织发生率 %

NAA 6-BA

0.5 1.0 1.5 2.0 1.5

愈伤组织质地状况

叶片 0.1 62.5 52.5 72.5 65.0 67.5 淡黄绿色 ,较松软 ,多颗

0.5 90.0 65.0 72.5 60.0 57.5 粒状 ,有少量放射状绒毛

1.0 32.5 62.5 80.0 77.5 37.5

茎段 0.1 60.0 47.5 35.0 32.5 22.5 白色或白绿色 ,致密而坚

0.5 87.5 75.0 72.5 65.0 57.5 硬 ,有大量放射状绒毛

1.0 45.0 52.5 57.5 75.0 45.0

注 :愈伤诱导率(%)=(形成愈伤组织的外植体数 / 接种的外植体总数)× 100%

　　由表 1 可见 ,以叶片和茎段为外植体 , 愈伤组织诱导率

并没有显著的差异 ,但是愈伤组织的质地状况及愈伤的发生

时间却有很明显的差别 ,并且其分化能力在后期也会表现得

不同(这是一个十分重要的参考指标 , 将作为外植体选择的

决定性因素)。从愈伤组织的发生时间上看 , 茎段接至培养

基上 3～ 4d 即有肉眼可见的愈伤组织产生 , 而叶片约需 5 ～

7d。从诱导出的愈伤组织的质地状况上看 ,茎段诱导产生的

愈伤组织为白色或白绿色 ,不仅发生早 , 而且生长速度快 , 质

地致密而坚硬 ,继代后可见局部为颗粒状 , 表面分布着较多

的放射状绒毛;而叶片诱导产生的愈伤组织为淡黄绿色 , 生

长速度不如前者 ,质地较松软 , 在形成初期即表现为明显的

颗粒状 ,仅局部有少量放射状绒毛。对比各 PGR配比 ,可见

MS + 6-BA(0.5mg/ L)+ NAA(0.5mg/ L)处理的愈伤诱

导率明显高于其他浓度配比的培养基 ,且在该培养基上外植

体生长良好 ,基本没有褐化或玻璃化的现象 , 故选定其为愈

伤组织诱导的最佳培养基。

2.2 最佳分化培养基的选择

表 2　不同浓度 NAA 和 6-BA 对愈伤组织分化的影响

培养基(mg/L) 接种愈伤个数 诱导生芽个数 分化率(%)

6-BA(1.5)+NAA (0.1) 20 9 45.0

6-BA(2.0)+NAA (0.1) 20 15 75.0

6-BA(2.5)+NAA (0.1) 20 9 45.0

6-BA(1.5)+NAA (0.2) 20 10 50.0

6-BA(2.0)+NAA (0.2) 20 7 35.0

6-BA(2.5)+NAA (0.2) 20 6 30.0

6-BA(1.5)+NAA (0.5) 20 5 25.0

6-BA(2.0)+NAA (0.5) 20 7 35.0

6-BA(2.5)+NAA (0.5) 20 7 35.0

注:芽分化率(%)=(诱导生芽的总数 /接种的愈伤的总数)×100%

　　三周后 , 将继代过一次的愈伤组织转入到分化培养基

中 ,经过约 10d 的培养 , 大多数由叶片得到的愈伤组织颜色

由淡黄绿色转为浅绿色 , 上表面出现一定量的绿色突起 , 为

不定芽点 ,进而又由浅绿色转为深绿色 , 最后分化成芽。 这

些芽多数呈单芽状 ,叶片较长 , 少数为丛生状 , 叶片小而密。

本研究发现 ,丛生状的不定芽比起前者明显具有生长速度

快 、成活率高等优点 , 故在以下试验中优先选用。而由茎段

得到的愈伤组织在分化培养基中继续增大 , 几乎没有分化的

迹象。由此 ,选定叶片为建立紫罗兰再生体系的最佳外植

体。对不同 PGR配比和不同外植体所得愈伤组织的芽分化

率 、芽的长势及颜色情况进行分析比较 ,得出表 2。

　　可见 ,MS + 6-BA (2.0)+ NAA(0.1)的分化率最

高 ,达到 75%。为了进一步比较不同培养基的诱导效果 , 从

表 3 可以看出不同浓度 NAA 和 6-BA 对芽长势及性状的

影响。

表 3　不同浓度 NAA和 6-BA 对芽长势的影响

培 养 基(mg/ L) 芽 的 性 状

6-BA (1.5)+NAA (0.1) 芽粗壮 ,颜色翠绿 ,但数量较少

6-BA (2.0)+NAA (0.1) 芽均匀浓密 ,数量多 ,颜色翠绿

6-BA (2.5)+NAA (0.1) 芽短小 ,重度玻璃化

6-BA (1.5)+NAA (0.2) 芽均匀 ,颜色翠绿 ,部分叶片卷曲

6-BA (2.0)+NAA (0.2) 芽较稀疏 ,部分叶片卷曲

6-BA (2.5)+NAA (0.2) 分化的芽数量少 ,轻度玻璃化

6-BA (1.5)+NAA (0.5) 分化的芽数量很少 ,细弱 ,叶片卷曲

6-BA (2.0)+NAA (0.5) 分化的芽数量少 ,叶片卷曲

6-BA (2.5)+NAA (0.5) 分化的芽数量少 ,重度玻璃化 ,同时叶片卷曲

　　在诱导生芽的第 15d 左右 ,接种在 MS + 6-BA(2.0)

+ NAA (0.1)上的愈伤组织最早诱导出芽 , 不定芽均匀浓

密 、数量多 、颜色翠绿 ,相比较在其它培养基中 , 诱导的芽丛

要么数量少 ,要么有玻璃化现象 , 要么部分叶片卷曲。通过

以上的比较确定 MS +6-BA(2.0)+ NAA(0.1)为最佳

分化培养基。

2.3　最佳生根培养基的选择

　　将培养 20d 左右 、高约 3.0cm 的粗壮的不定芽从丛生

芽上单个切下 ,转入生根培养基中 ,如表 4 所示。

表 4　不同生根培养基对芽丛生根率的影响

培养基(mg/L) 接种的芽数 诱导生根个数生根诱导率(%)

NAA (0.05)+活性炭(0.05) 20 9 45.0

N AA(0.1)+活性炭(0.05) 20 11 55.0

N AA (0.5)+活性炭(0.05) 20 20 100.0

N AA (1.0)+活性炭(0.05) 20 17 85.0

NA A(0.05) 20 7 35.0

NAA(0.1) 20 12 60.0

NAA (0.5) 20 19 95.0

NAA (1.0) 20 15 75.0

注:生根诱导率(%)=(诱导生根的总数/接种芽的总数)× 100%

　　在生根培养基中 , 20d 后不定芽根部开始有锥状突起 ,

继续培养 10d ,培养基中的材料开始生根 , 其中 1/2 MS +

NAA(0.5)+活性炭(0.05)诱导生根的时间较早 , 不定根发

生率最高 , 达 100%, 故确定其为最佳生根培养基。 15d 左

右 ,根的长度可达到 1.5 ～ 2.5cm 且较粗壮 , 此时苗高 3.5cm

左右。

3 讨论
3.1　外植体及 PGR配比对愈伤组织诱导的影响

　　本试验采用茎段和叶片为外植体 , 利用 MS + 6-BA

+ NAA 为诱导愈伤的培养基。外植体(茎段 、叶片)接种到
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野生桑黄的人工栽培

技术及发展趋势

杨宏 伟1 ,杨 永顺2

(1.黑龙江省鹤岗市科技情报研究所 , 154100;

2.黑龙江省鹤岗市兴科特种农作物研究所)

　　桑黄 ,又名鲍氏木层乳菌 , 是一种滋补强体 、扶正固本的

名贵药用菌 ,所含多糖体能激活人体的免疫系统 , 抑制癌细

胞生长 ,增强抗癌活性 , 具有明显的抗肿癌功能 ,是已知高等

真菌中抗癌疗效最好的菌类 , 抗癌机理已逐渐被人们所认

识 ,桑黄作为一种名贵药用菌由于含有桑黄多糖 、落叶松覃

酸 、三萜酸 、芳香酸 ,对治疗血崩 、血淋 、盗汗等效果显著 , 市

场前景非常乐观 ,由于国内外市场对桑黄的需求越来越大 ,

野生桑黄资源逐渐枯竭 ,远远不能满足市场需求 , 因而 ,开发

桑黄有利地保护桑黄的菌种资源 ,同时也是调整农业产业结

构 ,发展质量效益型农业的有效载体 , 是将资源优势转化为

经济优势 ,实现农民 、下岗职工增收的有效途径。而且适合

国内外市场的需求 ,是我国参与国际市场竞争 、增加出口创

汇的好方法。

　　人工栽培野生桑黄 ,桑黄素含量可达 90%,桑黄子实体

可以全部出口或部分出口。也可以开发桑黄功能食品和饮

料 ,还可以采用临界或超临界萃取法提取桑黄多糖 , 延长产

业链。增加附加值 ,增加就业 , 其社会效益与经济效益将更

加显著 ,对于农业结构调整和社会主义新农村建设都将起到

很大的作用。

我们通过对野生桑黄菌种分离 、培养 、选育;进行培养

基原料选择 ,确定适合北方栽培的科学配方 , 培养基基料可

以用北方阔叶树种(柞 、桦树)作原料代替桑树(替代量

80%), 对桑黄进行人工栽培技术研究和栽培模式确定 , 开发

和研制桑黄液体菌种 ,进行人工栽培。液体菌种的使用可以

极大的缩短栽培时间 ,生长周期由原来的 2 年缩短到 4 个

月。

技术路线是:野生桑黄菌种分离—筛选—培养—栽培菌

种制作 、培养—栽培袋制作—成品 —晾晒—采摘—出菇—开

袋—培养—接种—栽培袋灭菌。

目前桑黄人工栽培国外未见报道 , 国内仅有一家研究所

在吉林进行小面积 YAA 验栽培 , 但生长期在 1.5 ～ 2 年。

国内外市场对桑黄的需求越来越大 , 野生桑黄资源逐渐枯

竭 ,远远不能满足市场需求。

种植 2 万 m2 ,总投资为 200 万元 , 预计年生产桑黄子实

体 5 000kg , 产值 500 万元 ,利润 350 万元。

诱导愈伤组织的培养基中培养 2 ～ 3d 后 , 开始膨大萌动 , 其

中叶片的变化更为显著 , 4 ～ 7d 以后 , 切口处即形成肉眼明

显可见的愈伤组织。与茎段相比 ,叶片诱导的愈伤组织在发

生时间和生长速度上比茎段诱导的愈伤组织稍有劣势 , 但相

差不大。但是从分化能力上比较 ,茎段诱导的愈伤组织分化

能力几乎为零 , 叶片诱导的愈伤组织与之相比有绝对的优

势 ,这与徐怀亮等人的研究[ 4]有所差异。另外 , 本试验认为 ,

无菌幼苗的苗龄也会影响愈伤诱导率 , 8 ～ 10d 为最佳 ,过老

则材料容易褐化 ,过幼嫩则子叶没有完全伸展开 , 不利于切

除叶缘等操作。从 PGR 配比上看 , MS + 6 -BA(0.5)+

NAA(0.5)培养基上的愈伤诱导率明显高于其他浓度配比

的培养基 ,且在该培养基上 , 外植体生长良好 ,基本没有褐化

或玻璃化的现象 ,故选定其为愈伤组织诱导的最佳培养基。

3.2　 PGR配比对生芽的影响

　　从表 2 和表 3 中可以看出 , M S + 6 -BA (2.0)+

NAA (0.1)培养基上的愈伤组织不仅分化率是最高的 , 且

诱导的不定芽均匀浓密 ,数量多 , 颜色翠绿 ,故选定其为最佳

分化培养基。在诱导生芽的过程中 , NAA 浓度过高时 ,诱导

出的芽部分叶片卷曲 ,而 6-BA 浓度过高时则易出现玻璃

化现象[ 6 ,7] ,这有待于进一步的探讨。

3.3　 PGR配比对生根的影响

　　1/2 MS + NAA(0.5)+活性炭(0.05)诱导生根的时

间较早 ,在同一时期比较 , 该培养基的诱导生根率最高 , 不定

根发生率可达 100%。可见在基本培养基和 PGR浓度相同

的条件下 ,活性炭的加入对芽丛的生根有利 , 推测活性炭的

作用在于吸收根系分泌物 、平衡大量及微量元素 、模拟出土

壤的黑暗环境等 ,这与刘根林等人的报道[ 8] 相符。
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