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　 　 摘要　 目的：采用石蜡切片法对优化体系下岩黄连组培苗和实生苗营养器官进行解剖结构研究，为岩黄连组

培苗质量评价提供依据，为节约型工厂化生产岩黄连奠定基础。 方法：以岩黄连无菌苗叶片为外植体，以 Ｂ５ 为基

本培养基，采用正交设计研究植物生长调节剂多因素组合（６⁃ＢＡ、ＩＡＡ、２，４⁃Ｄ、ＩＢＡ、ＡＣ）对岩黄连愈伤组织和不定芽

诱导及壮苗生根的影响；并对培养 ３０ ｄ 岩黄连组培苗和 ５０ ｄ 实生苗营养器官进行比较解剖学研究。 结果：愈伤组

织不定芽最佳诱导培养基为 Ｂ５＋６⁃ＢＡ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ＋ＩＡＡ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ＋２，４⁃Ｄ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ，外植体经 ２０ ｄ 诱导培养可分化成

簇状不定芽；１ ／ ２ＭＳ＋６⁃ＢＡ ０􀆰 ６ ｍｇ ／ Ｌ＋ＩＢＡ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ＋ＩＡＡ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ＋ＡＣ ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 培养基最利于不定芽壮苗生根获得

再生植株，生根率 １００％。 解剖结构对比研究表明实生苗叶片的栅栏组织较厚且排列规则，海绵组织疏松，组培苗

叶片栅栏组织和海绵组织疏松；实生苗茎较组培苗茎基本组织比例增加，木质化程度高；根部结构差别较大，根的

次生结构由周皮和次生维管组成，实生苗的韧皮部和木质部分化较好。 结论：组培快繁优化体系下生根培养 ３０ ｄ
的岩黄连组培苗和 ５０ ｄ 实生苗的叶片解剖结构差异不大，根、茎不及实生苗发达，此优化体系下岩黄连繁殖速度

快、再生率高，可在短时间提供大量的岩黄连种苗。
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　 　 岩黄连系罂粟科紫堇属植物石生黄堇 Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ
ｓａｘｉｃｏｌａ Ｂｕｎｔｉｎｇ 的全草及肥大的根茎部，有近似黄

连的功效，且生长于岩缝中或岩石旁，故得此名。 可

主治疮疖肿毒、肝炎、肝硬化、肝癌等症〔１〕。 岩黄连

是著名的壮瑶民族药〔２，３〕，主要分布在贵州、广西、
云南等地的石灰岩地区阴湿的岩洞口，资源蕴藏量

十分有限，随着大量采挖和收购导致野生资源濒临

枯竭，被列入 《中国南部石灰岩稀有濒危植物名

录》 〔４〕，由于生境条件恶劣，其自然繁殖率很低，种
群发展困难。 人工育苗种子繁殖周期长，岩黄连种

子仅在收获后 ３ 个月内有活力，且种子萌发率低，只
有 １５％～３０％〔５，６〕，上述条件对其大面积的人工栽培

产生了一定限制〔７〕。
本研究结合现代生物技术组织培养手段和植物

生理解剖技术，在前期完成岩黄连组培快繁体系基

础上〔８〕，开展岩黄连两步成苗体系优化研究，将岩

黄连组培快繁缩减至 ２ 个步骤，提高了岩黄连种苗

生产效率，并以岩黄连组培苗和实生苗营养器官为

材料开展解剖结构对比研究，为规模化生产岩黄连

组培苗提供技术支撑，为岩黄连药材质量标准制定

奠定基础，从而更好的保护、开发和利用岩黄连种质

资源。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 供试材料 　 岩黄连 Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ Ｂｕｎｔｉｎｇ

实生苗所用种子来自于广西东兰县，经广西壮族自

治区药用植物园凌征柱研究员鉴定为岩黄连种子，
健壮无菌苗来源于广西壮族自治区药用植物园离体

保存库。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 愈伤组织和不定芽诱导培养：选用健壮无

菌苗叶片作为实验材料展开愈伤组织和不定芽诱

导，在超净工作台内剪取大小基本一致的岩黄连无

菌叶片，按平行方向接种于不同诱导培养基上，在平

均光照强度 ２ ２００ Ｌｘ，光照时间 １０ ｈ ／ ｄ，温度（２４±
２）℃，培养室湿度（３６±４）％的条件下进行培养。 实

验以 Ｂ５ 为基本培养基，考察 ２，４⁃Ｄ（０􀆰 ２、０􀆰 ５ ｍｇ ／
Ｌ）、６⁃ＢＡ（０􀆰 ５、１􀆰 ０、１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ）及 ＩＡＡ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ 等

不同组合对岩黄连愈伤组织和不定芽诱导的优化效

果，每个处理 １０ 瓶，每瓶 ３ 个外植体，３０ ｄ 后记录外

植体的诱导情况，比较不同组合诱导愈伤组织和不

定芽能力的差异，以愈伤组织诱导率和不定芽诱导

率为主要考察指标来优化诱导培养基。 愈伤组织诱

导率＝愈伤组织数 ／接种总数×１００％；不定芽诱导率

＝不定芽数量 ／接种总数×１００％。
１􀆰 ２􀆰 ２　 不定芽壮苗生根培养：在 １ ／ ２ＭＳ 为基本培

养基添加 ６⁃ＢＡ （ ０􀆰 ３、 ０􀆰 ６、 １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ）、 ＩＡＡ （ ０􀆰 １、
０􀆰 ２、０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ）、ＩＢＡ（０􀆰 ２、０􀆰 ５、１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ）的正交试

验对岩黄连的不定芽壮苗生根进行优化，每个处理
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１０ 瓶，每瓶 ８ 个单芽，在平均光照强度 ２ ２００ Ｌｘ，光
照时间 １０ ｈ ／ ｄ，温度（２４±２）℃，培养室湿度（３６ ±
４）％的条件下进行培养。 ３０ ｄ 后测试管苗生根状

况和生长情况，以无菌苗平均高度、平均生根率和平

均生根数为主要考察指标来优化丛生芽壮苗生根培

养基。 生根率＝生根根数 ／接种总数×１００％；生根数

＝总生根数 ／接种总数×１００％。
１􀆰 ２􀆰 ３　 组培苗和实生苗营养器官解剖结构比较研

究：本实验以壮苗生根培养 ３０ ｄ 的岩黄连无菌苗和

培养 ５０ ｄ 的种子实生苗的根、茎、叶为材料，叶片剪

取中部含主脉 １􀆰 ０ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ 的长方形，根、茎剪取

长 ０􀆰 ５ ｃｍ 放入 ７０％ ＦＡＡ 固定液中固定 ２４ ｈ。 固定

的材料经过梯度乙醇脱水、ＴＯ 透明剂透明、浸蜡、包
埋、切片、封片。 Ｌｅｉｃａ ＲＭ２２５５ 切片机切片，切片厚

度为 １０ μｍ，番红⁃固绿双重染色，并用加拿大中性

树胶封片，每个处理重复 ３ 次，Ｌｅｉｃａ ＤＭ２０００ 显微镜

观察并拍照。
２　 结果

２􀆰 １　 愈伤组织和不定芽的诱导　 用岩黄连无菌苗

叶片为外植体接入愈伤组织和不定芽诱导培养基，
在前期不定芽诱导效果良好的 ６⁃ＢＡ 和 ＩＡＡ 组合基

础上添加愈伤组织诱导效果好的 ２，４⁃Ｄ。 ７ ｄ 左右

长方形叶片四周切口处开始增大疏松，颜色逐渐变

乳白色疏松的愈伤组织，１４ ｄ 左右在愈伤组织上长

出翠绿色不定芽，且 ２０ ｄ 时不定芽成蔟生长，呈翠

绿色。 试验表明：添加生长素有利于不定芽诱导和

生长，其中 ２，４⁃Ｄ 和 ＩＡＡ 之间协同作用，结合愈伤

组织诱导率和不定芽诱导率，最佳的诱导培养基为

Ｂ５＋６⁃ＢＡ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ＋ＩＡＡ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ＋２，４⁃Ｄ ０􀆰 ２ ｍｇ ／
Ｌ 的培养基。 见表 １ 和图 １。

　 　 表 １ 岩黄连愈伤组织和不定芽的诱导

序号 ６⁃ＢＡ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ＩＡＡ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ２，４⁃Ｄ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） 愈伤诱导率 ／ ％ 不定芽诱导率 ／ ％

１ ０􀆰 ５ ０􀆰 ２ ０􀆰 ２ ７４ ６３
２ ０􀆰 ５ ０􀆰 ２ ０􀆰 ５ ８２ ６１
３ １􀆰 ０ ０􀆰 ２ ０􀆰 ２ ８９ ７８
４ １􀆰 ０ ０􀆰 ２ ０􀆰 ５ ７１ ７２
５ １􀆰 ５ ０􀆰 ２ ０􀆰 ２ ６６ ７４
６ １􀆰 ５ ０􀆰 ２ ０􀆰 ５ ６６ ６９

２􀆰 ２　 丛生芽壮苗生根试验　 将长到 ２ ～ ３ ｃｍ 的不

定芽切下接种到正交设计的壮苗生根培养基上，３０
ｄ 后统计生根率及平均生根数（表 ２），统计参考曹

磊等方法〔９〕。 为了筛选获得最佳的生根培养基，在
添加 ＡＣ（０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ）的 １ ／ ２ＭＳ 培养基中，考察 ６⁃ＢＡ、
ＩＢＡ、ＩＡＡ 正交实验设计对岩黄连壮苗生根的影响，
结果 ＩＢＡ 和 ＩＡＡ 的浓度对试管苗的生根率具有显

著的相关性，ＩＡＡ 发挥着重要的作用，低浓度的 ＩＡＡ
可以促进丛芽发芽生根，但 ＩＡＡ 浓度过高会影响丛

生芽进一步生根。 研究结果发现岩黄连组培苗壮苗

生根的最佳培养基是 １ ／ ２ＭＳ＋６⁃ＢＡ ０􀆰 ６ ｍｇ ／ Ｌ＋ＩＢＡ
０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ＋ＩＡＡ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ＋ＡＣ ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ，平均生根数

约为 １５􀆰 ４ 条，生根率达到 １００％。 见表 ２、表 ３ 和图

１。
　 　 表 ２ 岩黄连丛生芽生根诱导正交试验 Ｌ９（３４）结果

组合 ＩＢＡ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ＩＡＡ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ６⁃ＢＡ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） Ｄ（空白） 生根率 ／ ％ 平均生根数 ／条

１ ０􀆰 ２ ０􀆰 １ ０􀆰 ３ １ ９０ １３􀆰 ７
２ ０􀆰 ２ ０􀆰 ２ ０􀆰 ６ ２ １００ １５􀆰 ４
３ ０􀆰 ２ ０􀆰 ５ １􀆰 ０ ３ ９２ １２􀆰 ６
４ ０􀆰 ５ ０􀆰 １ ０􀆰 ３ ３ ９４ １１􀆰 ７
５ ０􀆰 ５ ０􀆰 ２ ０􀆰 ６ １ ９７ １４􀆰 ５
６ ０􀆰 ５ ０􀆰 ５ １􀆰 ０ ２ ９０ １４􀆰 １
７ １􀆰 ０ ０􀆰 １ ０􀆰 ３ ２ ８７ １２􀆰 ２
８ １􀆰 ０ ０􀆰 ２ ０􀆰 ６ ３ ８２ １２􀆰 ９
９ １􀆰 ０ ０􀆰 ５ １􀆰 ０ １ ７９ １１􀆰 ７
Ｋ１ ２􀆰 ８２ ２􀆰 ７１ ２􀆰 ６２ ２􀆰 ６６
Ｋ２ ２􀆰 ８１ ２􀆰 ７９ ２􀆰 ７３ ２􀆰 ７７
Ｋ３ ２􀆰 ４８ ２􀆰 ６１ ２􀆰 ７６ ２􀆰 ６８
Ｒ ０􀆰 １１ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０４
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　 　 表 ３ 生根率的方差分析

方差来源 离均差平方和 自由度 方差 Ｆ 值 Ｐ 值

ＩＢＡ ０􀆰 ０２５ ２ ０􀆰 ０１２ １０􀆰 ９０ ０􀆰 ０５＜Ｐ＜０􀆰 １ 有显著影响

ＩＡＡ ０􀆰 ０５４ ２ ０􀆰 ００３ ２􀆰 ３７ ０􀆰 ０５＜Ｐ＜０􀆰 １ 有显著影响

６⁃ＢＡ ０􀆰 ０３６ ２ ０􀆰 ００２ １􀆰 ５８ Ｐ＞０􀆰 １ 影响不显著

Ｄ（误差） ０􀆰 ００２ ２ ０􀆰 ００２ １

　 　 注：Ｆ１－０􀆰 ０１（２，２）＝ ９９􀆰 ０，Ｆ１－０􀆰 ０５（２，２）＝ １９􀆰 ０，Ｆ１－０􀆰 １（２，２）＝ ９􀆰 ０

图 １　 岩黄连组培苗与实生苗

１􀆰 野生岩黄连　 ２􀆰 岩黄连花 　 ３􀆰 岩黄连愈伤组织 　 ４􀆰 愈

伤组织诱导出芽　 ５􀆰 岩黄连组培苗　 ６􀆰 岩黄连实生苗

２􀆰 ３　 岩黄连组培苗和实生苗营养器官解剖结构比

较　 以壮苗生根培养 ３０ ｄ 的岩黄连无菌苗和培养

５０ ｄ 的种子实生苗根、茎、叶为材料，经切片拍照观

察，组培苗和实生苗叶片解剖结构差别不大，叶片类

型一致，均属于异面叶；但是并没有分化明显的栅栏

组织和海绵组织。 岩黄连茎表皮较薄，初生结构的

表皮、皮层、维管柱分化不明显，木质化程度低，无髓

射线，导管等均不发达。 实生苗茎较组培苗茎基本

组织比例增加，木质化稍显发达。 根是植物长期适

应陆地生活而在进化过程中逐渐形成的器官，岩黄

连属于直根系植物，主根发达，入土较深。 解剖结果

显示岩黄连根由表皮、皮层、维管柱组成，组培苗和

实生苗根际结构差别较大，根的次生结构由周皮和

次生维管组成，实生苗的木质化程度较发达，韧皮部

和木质部分化较好。 见图 ２。
３　 讨论

本实验发现，岩黄连叶片诱导愈伤组织和不定

芽的效果最佳，在 ＭＳ＋６⁃ＢＡ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ＋ＩＡＡ ０􀆰 ２ ｍｇ ／
Ｌ＋２，４⁃Ｄ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ 培养基上，外植体经 ２０ ｄ 诱导培

图 ２　 岩黄连组培苗与实生苗营养器官解剖结构比较

注：１、３、５ 分别是岩黄连组培苗的叶片、茎、根横切面；２、４、６ 分

别是岩黄连实生苗的叶片、茎、根横切面

养可分化成簇状不定芽，在 １ ／ ２ ＭＳ＋６⁃ＢＡ ０􀆰 ６ｍｇ ／ Ｌ
＋ＩＢＡ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ＋ＩＡＡ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ＋ＡＣ ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 培养基

上最利于不定芽壮苗生根获得再生植株，生根率

１００％。
岩黄连叶片属于异面叶，上叶面主要受光，而下

叶面主要背光，其叶肉细胞呈紧密垂直状排列，但是

并没有分化明显的栅栏组织和海绵组织，叶色浅绿，
光合作用效率水平一般，这与岩黄连长期生长的自

然环境有关，岩黄连主要生长在石灰岩地区阴湿的

岩洞口和演示峭壁上，光照条件有限，与韦记青

等〔１０〕报道的光合指标测定显示岩黄连对光照要求

不高，属于阴生植物结果一致。 组培苗和实生苗叶

片解剖结构差别不大。 岩黄连茎表皮较薄，初生结

构的表皮、皮层、维管柱分化不明显，木质化程度低，
无髓射线，导管等均不发达，可能与所在环境光照强

度低紫外线弱相关，植物不需抵御外界伤害。 实生

苗茎较组培苗茎基本组织比例增加，木质化稍显发
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达。 岩黄连属于直根系植物，主根发达，入土较深。
解剖结果显示岩黄连根由表皮、皮层、维管柱组成，
组培苗和实生苗根际结构差别较大，根的次生结构

由周皮和次生维管组成，实生苗的木质化程度较发

达，韧皮部和木质部分化较好。
本实验进行了岩黄连组培快繁体系优化研究，

并在此基础上开展组培苗和实生苗营养器官解剖结

构的对比研究，旨在为后期研究岩黄连碱化学定位，
及大规模生产提供初步技术支撑。 研究发现岩黄连

叶片栅栏组织和海绵组织分化不明显，光合作用较

弱，根和茎维管组织不够发达，运输和代谢能力差，
由此推测岩黄连植物同化产物的积累较慢，正是岩

黄连属于多年生药材的根本原因，岩黄连组培苗苗

龄替代实生苗用药需要进一步深入研究。
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