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　　摘　要：从大岩桐的再生途径、再生过程、培养基配方以及再生过程中出现的褐变、休眠、体
细胞突变等对大岩桐组织培养的研究现状进行了回顾，并探讨了存在的主要问题及发展趋势，以
期为今后的深入研究提供参考。
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　　大岩桐（Ｓｉｎｎｉｎｇｉａ　ｓｐｅｃｉｏｓａ）属苦苣苔科苦苣苔属
多年生肉质草本植物。又名落雪泥，原产巴西，有单瓣
和重瓣之分［１－２］；因其叶茂翠绿，花大色艳而得到广泛
种植。国内大岩桐的引种始自２０世纪３０年代，但直
到２０世纪９０年代才有小批量生产［３］；这主要是由于
大岩桐自花不育，依靠种子繁殖技术难度较高且易造
成种性退化［４］，块茎繁殖［５］、扦插等常规方法繁殖系数
低、受到季节的限制［６］。而组织培养则有效解决了这
一问题，为大岩桐的快速繁殖和工业化生产奠定了一
定的基础［５］。大岩桐的组织培养研究最早见于２０世
纪８０年代［７－８］。时至今日，在国内外已有多篇关于建
立大岩桐再生体系的报道［５，９］；然而，其快繁体系多处
于试验阶段，对产业化模式的探讨较少［１０－１１］。现对大
岩桐组织培养的主要研究进展进行综述，分析其目前
存在的主要问题，以期为以后的深入研究和利用提供
参考。

１　大岩桐的离体再生概况
植物组织培养中，再生植株的形态发生有胚状体

发生和器官发生２条途径［１２］。任如意等［１３］通过组织
学观察，发现大岩桐的离体再生属于器官发生途径。
目前，尚未见有胚状体形成的报道。在器官发生途径
中，外植体可先形成愈伤组织，再进一步分化出不定芽
而形成再生植株；或者由外植体直接诱导形成不定芽。
在已有报道中，大岩桐的离体再生绝大部分属于前
者［４－５，１３－１８］。但倪奎［１９］和张艳萍等［２０］分别以叶片为外
植体，采用直接方式不经过愈伤组织阶段诱导生成不
定芽。在上述按照器官发生途径离体再生的相关报道
中，均是先形成不定芽，继而诱导生根。Ｘｕ等［２１］以叶
片为外植体，经过２种途径建立大岩桐的高效离体再

生体系。第１种途径是按照常规的器官发生途径进
行，即外植体先形成愈伤组织，愈伤组织再分化出不定
芽，进而生成不定根，形成再生苗；第２种途径是外植
体先形成少量愈伤组织和根，再产生不定芽，进而形成
再生苗。其中第１种途径的芽诱导率达到９９．０％，根
诱导率达到９８．８１％；第２种途径中芽诱导率达到
９０．４％，根诱导率达到１００％。徐全乐等［９］又以茎段和
根为外植体证实大岩桐的离体再生过程确实存在２种
分化途径。张肯定［２２］进一步研究了不同浓度的ＮＡＡ
对大岩桐先生根再生途径的影响，并指出单一的ＮＡＡ
即可诱导大岩桐的再生。
目前，国内已有较多大岩桐组织培养成功的相关

报道［４，１３－１８］，但这些报道多采用较复杂的培养基配方，
需多次继代培养。绝大部分报道在诱导愈伤组织时添
加０．３～４．０ｍｇ／Ｌ　ＢＡ和０．０１～０．２ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ，然后
转到添加２．０ｍｇ／Ｌ　ＢＡ和０．０１～０．２ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ的
ＭＳ培养基上进行芽分化和增殖培养［４，２３］。但唐伟斌
等［２４］认为，诱导分化和继代增殖可使用相同配方的培
养基，这就为简化培养过程提供了依据。Ｘｕ等［２１］和
徐全乐等［９］在大岩桐的组织培养中建立了一步法，即
从愈伤组织的诱导到不定芽的分化再到不定根的形成
过程中均只使用了１种配方的培养基，并且培养期间
不需要更换培养基，从而极大的简化了操作流程，并取
得了９０％以上的芽分化率。

２　大岩桐离体再生过程中的培养条件
２．１　培养方式
大岩桐快繁成功的报道很多，其中绝大部分都使

用了固体培养基［９，２２］，并取得了良好的效果。但也有
用液体培养基的报道［１０，２５］。研究发现，液体静置培养
有利于降低成本，增加增殖倍数［１０，２５］；但培养分化的芽
非常纤细［１０］，不利于后续生根移栽。王鸿鹤等［２６］采用
液体悬浮振荡培养（８０ｒ／ｍｉｎ）进行快速繁殖重瓣大岩
桐，显著提高了大岩桐的分化速度和分化率，得到更多
的再生苗，并且与单纯用固体培养相比变异率并没有
明显的改变。Ｎｈｕｔ　Ａ　Ｔ等［２７］设计了试管状尼龙膜培
养系统，获得了１００％的芽分化率；但由于该种方式需
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要额外的设备而没有得到广泛推广。
２．２　培养基
在大岩桐的组织培养中，以 ＭＳ基本培养基的使

用最为频繁；也有人以Ｂ５为基本培养基的，但效果不
如ＭＳ［１０，２８］。王福银［２９］分别以ＭＳ、１／２ＭＳ和ＳＨ为基
本培养基对重瓣大岩桐进行试验。结果表明，基本培
养基对重瓣大岩桐试管苗芽的分化生长影响显著；在
１／２ＭＳ和ＳＨ基本培养基上生长的试管苗增殖倍数仅
分别相当于 ＭＳ的６８％和７３％，而且生成的试管苗叶
色淡、光泽差、叶形小而薄；在 ＭＳ基本培养基上生长
的试管苗则叶形正常，叶色浓绿，生长健壮。故初步认
为大岩桐组织培养需较高质量浓度的矿质营养［２８］。
周钟信等［３０］在 ＭＳ培养基上增大有机成分比重，对分
化芽的培育壮苗起到了很好的作用。黄小荣等［１５］利
用改良ＥＲ配方，添加０．５ｍｇ／Ｌ　ＢＡ和０．２５ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ使腋芽分化出不定芽；但叶片、花梗等均未分化。
不论采用哪种基本培养基，７％左右的琼脂都是培

养基固化的首选。但邵果园等［３１］在建立大岩桐无性
繁殖体系时使用５．８ｇ／Ｌ的卡拉胶代替琼脂作为凝固
剂。翟红莲等［３２］则研究了不同凝固代替剂对大岩桐
分化的影响；结果表明，利用卡拉胶和魔芋胶组合替代
琼脂，可以促进分化；而利用卡拉胶和魔芋胶或黄原胶
组合做凝固剂，则可以促进愈伤组织大小和长势。可
能是复合凝固剂满足了植物生长期的营养所需。
２．３　培养条件
一般认为，大岩桐再生的最适培养条件为：温度

（２５±３）℃，光照强度１　５００～２　０００ｌｘ，光照时间１０～
１２ｈ［３３］。其中温度对芽的诱导有较大的影响，过高和
过低都会影响细胞的增殖与分化［３４］。光照条件要求
相对较弱，但也有研究使用较高［１５－１６，２８］或较低光照强
度（１　２００ｌｘ）［３５］以及较长光周期［９，１１］并取得成功。

３　大岩桐的离体再生
３．１　外植体
外植体的选择在植株再生中起到十分关键的作

用［３６］。在单瓣大岩桐的组织培养中，以子叶［３７］、下胚
轴［３７］、叶 片［４－５，９，１４，２０－２１，２７，３１，３８－４１］、叶 柄［９，１６，２２，４２－４３］、茎
尖［５，３９，４４－４５］、腋 芽［１５，４５－４６］、茎 段［４，３１，３９，４７］、根［９，２２］和 花
柄［４８］做外植体的都有报道。在重瓣大岩桐的组织培
养中，叶片［１３，２６，４９－５１］、嫩茎［５０］、茎尖［５２］等也都可以诱导
形成愈伤组织及再生小植株。但不论是哪种大岩桐品
种，选择叶片做外植体的都占大多数。这主要是因为
叶片取材较为方便，对母株影响较小；同时可以得到
９９％以上的较高再生频率［９］；从叶片分化而来的再生
苗也更易生根［５３］。因此，叶片是大岩桐离体再生培养
研究的最适外植体［９］。
一般而言，幼嫩叶片有利于再生。王鸿鹤等［２６］选

用重瓣大岩桐第３、４片幼叶，朴日子等［５１］选用顶端
１～２节新展开的嫩叶进行重瓣大岩桐的离体再生，都
取得了较好的效果；并发现幼叶在不定芽萌发时间、芽
分化率和芽的数量上明显优于完全展开的老叶［５１］。
而叶片的背腹性对于分化也有一定的影响［１４，２６，５４－５５］。
外植体处理是影响其存活的重要因素。由于大岩

桐叶表面密披绒毛，细菌易隐藏其中并滋生，导致外植

体在培养过程中污染率较高［３４］。所以，大岩桐叶外植
体的适宜消毒方式为：剪取幼嫩叶片，用毛刷蘸自来水
（可加少量表面活性剂）清洗，然后在超净台上进行常
规表面消毒。一般采用７０％酒精３０～４５ｓ，０．１％升汞
８～１０ｍｉｎ并不停振荡，最后用无菌水冲洗３次
以上［２６，３４］。
３．２　愈伤组织诱导
绝大部分研究表明，大岩桐的再生要经过愈伤组

织诱导阶段［５６］；偶而也有外植体不经愈伤组织而直接
分化的报道［５６］，但不占据主流地位。在无激素基本培
养基上，大岩桐外植体没有愈伤组织形成［４３］。若在基
本培养基上单独添加低浓度ＢＡ即可诱导愈伤组
织［３１，５５］，诱导率可达９５％以上［４３］。在诱导愈伤组织
时，很多报道都添加了２，４－Ｄ，并认为２，４－Ｄ的极小差
异就会造成愈伤组织的极大差异［５０］。侯卓婕等［１８］以
ＢＡ分别和ＮＡＡ、ＩＢＡ、２，４－Ｄ组合诱导愈伤组织后指
出：在有低浓度ＢＡ存在条件下，愈伤组织诱导效率为
２，４－Ｄ＞ＩＢＡ＞ＮＡＡ。但研究发现，加入２，４－Ｄ虽然有
利于愈伤组织的形成［１９，２６］，却不利于芽的分化［２６］。而
当ＢＡ浓度不变时，ＮＡＡ 较ＩＢＡ 更有利于芽的分
化［１８，４９］。因此，ＢＡ与ＮＡＡ是大岩桐愈伤组织诱导的
最佳激素组合［１４］。
就愈伤组织形态而言，有淡绿色愈伤组织［１８，３１］、颗

粒状愈伤组织［２１，４１］、黄白色愈伤组织［１７］、浅红绿色愈
伤组织［２４］、淡黄绿色愈伤组织［１１，４３］和白色愈伤组织［５７］

等。但不论哪种愈伤组织形态，最终均可分化出不定
芽。显微分析发现，以叶片为外植体诱导的愈伤组织
起源于叶肉细胞［５］；其余外植体诱导的愈伤组织起源
鲜有报道。
３．３　芽分化和增殖培养
众所周知，外植体的分化能力取决于基本培养基

上添加物质的种类和浓度［３７］。有研究报道，单独使用
１．０ｍｇ／Ｌ　ＢＡ即可诱导大岩桐不定芽的分化［５５］。刘
雪莲等［４６］也采用单独添加ＢＡ的方法诱导大岩桐产生
不定芽，但只取得了５８．８％诱导率，效果不如复合培养
基。何家涛等［５８］在大岩桐芽分化时采用了ＴＤＺ，并发
现当ＴＤＺ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时，分化率与增殖系数较
高，分化率可达９２．５％；当ＴＤＺ＞２．０ｍｇ／Ｌ时，丛生芽
会发生玻璃化现象，增殖受到一定抑制。王秀英等［５７］

在重瓣大岩桐组织培养中使用 ＫＴ替代ＢＡ，取得
８８．７％的芽诱导率。进一步研究ＢＡ、ＫＴ和ＴＤＺ在不
定芽增殖过程中的效果发现，不论是芽增殖还是芽苗
的生长状态，ＢＡ均优于ＫＴ［５，５１］和ＴＤＺ［５１］；并且随着
ＢＡ浓度增大，增殖系数也增大；但当ＢＡ浓度大于
２．０ｍｇ／Ｌ时，增殖系数和平均株高呈下降趋势［５１］并易
引起玻璃化［１６，３１］等变异现象。侯卓婕等［１８］的试验结
果也证实了该观点，不过认为当ＢＡ浓度大于３．０ｍｇ／Ｌ
时，增殖倍数才会下降。这可能与所选的外植体类型
不同有关。
在选用何种激素与ＢＡ组合进行芽的诱导时，

９０％以上的研究都选用ＮＡＡ，但也有选用其它激素的
报道。庞基良等［３５］利用细胞分裂素协同赤霉素促进
离体培养大岩桐花蕾并使花萼切块高频率直接再生花
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芽［５９］。王秀英等［５７］在重瓣大岩桐组织培养芽分化和
增殖培养阶段添加了１．０ｍｇ／Ｌ的ＧＡ３，并认为附加
ＧＡ３对分化和增殖培养基中的ＫＴ和ＮＡＡ活性有增
效作用。除此之外，还有ＢＡ与ＩＡＡ组合［５］，ＢＡ与
ＩＢＡ组合［５８］等。但在大岩桐的不定芽诱导过程中，首
选的是ＢＡ和ＮＡＡ组合。这主要是由于ＢＡ与ＮＡＡ
组合有利于外植体的脱分化与再分化，其最佳浓度组
合为ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ［１０，１４，２６，４２，５１］，再生
频率可达９６．６７％［５１］。
总体而言，大岩桐属于比较容易进行组织培养的

物种，可能是因为大岩桐的内源激素水平较低［３０］，使
其在再生过程中对生长调节物质的要求不是非常严
格［１０，２８］，添加一定量的复合激素即可取得良好效果。
但也有一些研究在上述激素组合的基础上进一步添加
其它介质并研究其对大岩桐再生的影响。如添加番茄
汁会使试管苗基部产生大量愈伤组织但抑制芽的分化
和生长［６０］；添加活性炭对大岩桐试管苗的增殖具有抑
制作用［３７，６０］，但再生苗的叶数目和叶面积都有所增大，
有利于进一步的移栽［３７］；较低浓度（５０和１００ｍｇ／Ｌ）
的氯化胆碱有利于大岩桐不定芽的快速分化［６１］等。
朴日子等［５１］在增殖阶段还添加了５００ｍｇ／Ｌ的ＬＨ（水
解乳蛋白）。
３．４　生根及移栽
大岩桐做为宿根植物，其再生苗生根相对容易。

王树耀等［４３］在 ＭＳ基本培养基上添加０．２ｍｇ／Ｌ的
ＮＡＡ，获得了１００％的生根率。朴日子等［５１］将 ＭＳ培
养基无机盐浓度降低到１／４后也获得了１００％生根率。
但大部分报道在生根培养时采用１／２ＭＳ为基本培养
基。在不加激素的１／２ＭＳ培养基上，就可得到７０％～
８３％的生根率［１７，３１］，只不过生根较慢且根系较弱［３１］。
但有研究表明，添加外源生长素对于大岩桐试管苗的
生根是必须的［３９］。这种矛盾可能是由于前期培养时
所采用的激素组合不同所致。Ｘｕ等［２１］发现，在长期
的组织培养和继代过程中，大岩桐再生苗的内源激素
水平会发生一定程度的改变，进而影响生根。对于大
多数研究而言，都采用了基本培养基添加一定浓度生
长素的办法诱导生根。如在１／２ＭＳ培养基上添加低
浓度的ＮＡＡ［２８，５７］即可促进生根，生根率可达９６％以
上［５７］；但当ＮＡＡ浓度超过０．５ｍｇ／Ｌ时，再生苗根部
易愈伤化，产生的根量多但不健壮。研究表明，以ＩＢＡ
为诱导激素进行生根培养时，其浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时都
不会产生愈伤化，且生成的根系健壮［２６］。从生根效果
和根系生长状况来看，ＩＢＡ的效果明显优于ＮＡＡ［５１］；
利用０．４～０．５ｍｇ／Ｌ的ＩＢＡ可获得１００％的生根
率［３１，５１］。张艳萍等［２０］也认为利用ＮＡＡ生根时不易形
成主根，生成的气生根居多；而ＩＡＡ生根效果较好。
但任如意等［１３］认为利用ＮＡＡ或ＩＢＡ生根的形态几乎
没有区别。在诱导生根过程中，绝大部分报道都采用
单一生长素，但也有报道利用ＩＢＡ和ＮＡＡ组合［１８］或
ＩＡＡ和ＮＡＡ组合［３０］诱导生根，并取得良好的效果。
但总体而言，采用ＮＡＡ做为单一激素诱导生根操作
较为简便、生根率较高，是大岩桐再生苗诱导生根的较
好选择。

在生根培养基中，一般都添加３０ｇ／Ｌ的糖，但也
有人认为１／２ＭＳ＋１５ｇ／Ｌ的糖是最佳生根培养基［６２］。
在此基础上，有研究发现添加适量的多效唑［４７］或氯化
胆碱［６１］可以促进根伸长和粗壮生长；而加入活性炭后
生根速度明显加快［２６］。秦廷豪等［１０］在生根时添加爱
多收（主要成分为单硝化愈创木酚钠）也取得较好
效果。
大部分研究在大岩桐不定芽产生后都采用了上述

生根方法并取得理想效果。孙仲序等［６３］采用滤纸桥
生根技术，生根率为９７．２％，生根数为１８条，生根天数
为３ｄ。李建民等［１１］在生成大岩桐不定芽后，直接将
其切 割 为 单 芽，转 入 到 添 加 ０．５ ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ 的
Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中，保湿进行生根和壮苗培养，约３５ｄ
后，生根率可达９６％以上。除此之外，还有一些研究使
得外植体或再生无根苗直接生成块根［６４－６６］。赵小梅
等［６６］利用ＮＡＡ和ＩＢＡ组合，从叶片外植体上成功诱
导块根，诱导率可达１００％。孙静秋等［６４］利用附加
０．２ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ的１／２ＭＳ培养基直接诱导再生无根
苗形成了块根。研究表明，添加５％蔗糖、１．５％活性炭
以及采用液体悬浮振荡培养最有利于大岩桐试管结球
和球根生长［６４］；其中添加活性炭还可以缩短试管结球
时间［６４］。而戴黎鸣等［６５］发现食用白糖可代替蔗糖，并
具有相同的促进效果。研究还发现［６５］，外植体类型、
光照条件以及ΒＡ浓度对大岩桐试管块茎形成都具有
明显影响。其中，叶外植体比顶芽更有利于块茎的形
成，全光照条件更有利于块茎的形成，而ΒＡ则会抑制
块茎的形成。
再生苗生根后，就要进行练苗移栽，该过程中很重

要的一点就是选择移栽的基质。适宜的基质有利于大
岩桐球根的形成，根系发生及其功能的恢复［６４］。李发
虎等［３］比较了不同基质对大岩桐的移栽成活率影响发
现，松针土是最适宜于大岩桐成活的基质，这可能是由
于松针土质地疏松，保水保肥性较好。钱仁卷等［６７］研
究了大岩桐移栽的影响因素发现，大岩桐练苗的合适
方法是将瓶苗先放入外界环境练苗３ｄ，再揭开封口膜
练苗２ｄ，洗净培养基后移栽至腐质土∶椰糠∶珍珠
岩＝１∶１∶２的混合基质中，并喷洒多菌灵。

４　大岩桐组织培养过程中出现的其它现象
４．１　褐变
褐变是植物组织培养中常见的一种不利现象，通

常与外植体的种类、取材与处理、培养基的组成及培养
条件等多种因素相关［６８］。在大岩桐的组织培养过程
中，当继代周期过长时就易出现褐变现象［４３，６９］。如在
外植体处理时使用０．７％ＰＶＰ则可有效防治外植体褐
变，提高分化率［１３］。
４．２　休眠
在继代４代后，大岩桐试管苗就会出现休眠现

象［２３，７０］。该现象和大岩桐在自然生长过程中的休眠现
象具有一定的关联，推测继代过程中出现的休眠现象
是由于细胞生物种的作用引起的［２３］。进一步的生理
生化检测表明，休眠苗叶片的叶绿素ａ合成受阻、过氧
化物酶含量升高［２３］。周根余等［２３］认为休眠的内在因
素是由于植物体内的生长素水平降低所致。
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如在继代过程中采用 ＭＳ培养基［７０］、降低蔗糖浓
度［２３，７０］、利用ＮＡＡ处理［２３］、对试管苗进行低温（１５℃）
黑暗预处理１０ｄ等方法能在一定程度上降低试管苗
休眠的发生［２３，５０，７０］；但培养基的ｐＨ变化对试管苗的
休眠现象基本没有影响［２３，７０］。
４．３　变异
观赏植物植物离体繁殖后的遗传稳定性是组织培

养技术应用的关键因素之一。Ｓｃａｒａｍｕｚｚｉ等［５］发现，
大岩桐组培苗的染色体数目确实和母株保持一致。但
长期的继代培养会引起再生苗的形态改变［２１］。张树
宝等［７０］在继代４代后，发现大岩桐试管苗出现超度含
水态苗。庞基良等［７１］在重瓣大岩桐的组织培养过程
中发现了６种同源异型花，其变化部位主要集中于花
瓣；并推测是移栽操作影响了花型。
在组织培养的过程中，比较容易出现体细胞无性

系变异［７２］，这种变异方式已经发展成为多种植物种质
资源创新和良种选育的有效途径［７３－７４］。Ｘｕ等［２１］报道
了大岩桐进行连续组织培养后，筛选得到的ｔｗｐ
（Ｔｒｉｃｕｓｓａｔｅ　ｗｈｏｒｌｅｄ　ｐｈｙｌｌｏｔａｘｉｓ）突变体及花的同源异
型现象［９，２１］。并对ｔｗｐ突变体进行了生理分析，认为
其内源生长素和赤霉素含量都有下降［２１］。胡鑫等［４１］

重点报道了大岩桐组织培养过程中产生的叶型改变，
并认为这种改变可能是由于大岩桐长期的组织培养和
多次继代使得再生植株的内源激素水平发生改变而造
成的。这些变异为大岩桐新品种的选育奠定了良好的
基础。

５　大岩桐组织培养技术的应用
欧洲国家在大岩桐遗传育种方面起步较早，开发

出了一些新品种；而我国在这方面刚刚起步，并且育种
主要靠传统的品种杂交方法，限制了大岩桐产业的发
展［７５］。而在组织培养基础上进行诱变［７６］、基因转
化［５６，７７］、试管嫁接［７８］等是可行的遗传育种方法。王鸿
鹤等［７６］通过组织培养与秋水仙碱诱导相结合的技术
途径成功培育重瓣大岩桐多倍体植株。宋俊芳等［５６］

利用农杆菌介导的叶盘转化法将绿色荧光蛋白导入大
岩桐中，ＰＣＲ及点杂交的结果表明，外源基因成功转入
到大岩桐基因组中。赵万苓等［７７］也将查尔酮合酶基
因导入重瓣大岩桐中。但是这些研究都没有报道稳定
遗传的大岩桐新品系。最近，张明哲等［５３］将ＣＦＬ基因
导入大岩桐中，并得到提早开花植株。邵果园等［７８］利
用试管嫁接技术成功进行了大岩桐与鸡冠花的远缘杂
交，但杂交植株生长缓慢。因此，大岩桐的育种工作仍
然任重而道远。
总体而言，大岩桐的组织培养已经取得阶段性成

果。从愈伤组织诱导、不定芽的分化、根的诱导等方面
都相对成熟并得到较高的分化率。其中，一步法组培
体系的建立极大的简化了操作流程，为工厂化育苗奠
定了良好的基础，有利于其迅速推广应用并为苦苣苔
科其它种属的组培模式提供借鉴。在大岩桐组织培养
的基础上，利用诱变、基因转化和试管嫁接等技术虽然
得到了一定数量的表型变化，但可遗传的稳定性状较
少。因此，开发新的大岩桐观赏品种将是未来研究的
重点内容之一。
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