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太行菊组织培养技术研究

韩 　 霜，马 　 丽，裴 冬 丽
（商丘师范学院 生物与食品学院，植物与微生物互作重点实验室，河南 商丘４７６０００）

　　摘　要：以太行菊叶片、叶柄、茎尖和茎段为试材，采用 ＭＳ培养基，在其中添加不同的
激素对太行菊的不同外植体进行培养，研究了濒临灭绝的太行菊再生植株的方法。结果表
明：太行菊的叶片、叶柄作为外植体诱导出愈伤组织的诱导率分别为４４．４４％和４４．１１％，所
需时间较长，而茎尖、茎段作为外植体诱导愈伤组织诱导率分别为４８．４４％和６８．７５％，培养
时间较短。茎段最适合作为诱导愈伤组织的繁殖材料。为了使茎段能更好的诱导出愈伤组
织，课题组又对诱导茎段愈伤组织的激素浓度组合进行了研究，Ａ 组：ＭＳ＋６－ＢＡ
１．０ｍｇ·Ｌ－１＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　０．１ｍｇ·Ｌ－１，Ｂ组：ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０ｍｇ·Ｌ－１＋
ＮＡＡ　１．０ ｍｇ·Ｌ－１ ＋２，４－Ｄ　０．１ ｍｇ·Ｌ－１，Ｃ 组：ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０ ｍｇ·Ｌ－１ ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　０．１ｍｇ·Ｌ－１，Ｄ组：ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０ｍｇ·Ｌ－１＋ＮＡＡ　１．０ｍｇ·Ｌ－１＋
２，４－Ｄ　０．１ｍｇ·Ｌ－１。试验表明，Ｃ组激素浓度组合最适合太行菊茎段的愈伤组织诱导。

３５ｄ后愈伤组织不再增加后进行继代培养，４５ｄ后将植株转移至生根培养基１／２ＭＳ＋ＮＡＡ
０．１２ｍｇ·Ｌ－１中进行生根培养。
关键词：太行菊；愈伤组织；组织培养
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　　太行菊（Ｏｐｉｓｔｈｏｐａｐｐｕｓ　ｔａｉｈａｎｇｅｎｓｉｓ）属菊
科太行菊属多年生草本植物，又名野菊花，是中国
所独有的，产于山西陵川、晋城、河南济源、新乡、
辉县、林州市茶店镇等太行山区，生长在山坡岩石
上，由于生存环境恶劣和附近人的随意采摘，现在
处于濒危状态，已被列为国家第二批珍稀濒危保
护植物和河南省重点保护植物［１］。经研究证明，
太行菊与其它菊花相比，太行菊有更好的保健、药

用作用以及经济价值［２－６］。由于太行菊分布的地
域比较狭窄，生长环境比较恶劣，而其种子不育，
扦插又极不易成活，大量实践证明组培是最理想
的繁殖方法［７］。
组织培养是利用细胞的全能性，对植株的外

植体进行离体培养［８］。近年来组织培养方法已经
被广泛应用，该方法不仅繁殖系数高、繁殖速度
快，而且可以进行品种的脱毒复壮、种质资源保存
和濒危植物种群数量的扩大等［９］。太行菊是依靠
自然条件繁殖的濒危植物，受自身条件、地理环境
和季节的限制，很难达到快速、高效繁殖的目
的［１０］。前期对太行菊组织快繁做了一些研究，赵
元增等［１１］探讨了培养基的种类和无机盐的用量

对太行菊不定芽增殖与生长的影响，认为 ＭＳ培
养基作为基本培养基效果最好，在１．５％～３．０％
的糖浓度范围内，不定芽增殖与生长差异不大。
桑叶子等［１２］对太行菊茎段进行了细胞悬浮培养，
得出了诱导愈伤组织的最佳配方。目前还没有对



叶片、叶柄、茎尖、茎段４种外植体进行诱导愈伤
组织的对比试验的报道，课题组从太行菊母株上
选取不同外植体，进行愈伤组织的诱导、分化和生
根诱导，旨在建立一种方便快捷且高效的太行菊
快繁技术体系。

１　材料与方法

１．１　试验材料

太行菊引自南京农业大学菊花种质资源库，
在商丘师范学院生物与食品学院实验田保存（大
田栽培）。

１．２　试验方法

１．２．１　无菌外植体的获得
将植株的叶片、叶柄、茎尖以及茎段放在广口

容器里，并在容器的口上放一层薄薄的纱布，防止
水的冲击力太大损坏外植体，然后将其放在水管
下冲洗２ｈ。冲洗完成后，将其放在经紫外线灭
菌后的超净工作台上，对外植体用７５％的酒精进
行３０ｓ的消毒，再用无菌水进行３次的清洗，清
洗干净之后再用０．１％的氯化汞处理２１０ｓ，最后
再用无菌水冲洗３～５遍。将获得的无菌叶片放
在无菌培养皿中剪成０．５ｃｍ２ 小块，无菌叶柄、茎
尖、茎段剪至约０．５ｃｍ长的小段，接种到所备好
的培养基上。

１．２．２　愈伤组织的诱导
将获得的不同的无菌外植体接种到所配制好

的培养基上并作好标记，然后记录其生长状况，统
计长出愈伤组织的外植体数及所需要的时间。叶
片培养基：ＭＳ＋６－ＢＡ　０．２ ｍｇ·Ｌ－１ ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　１．０ｍｇ·Ｌ－１［１３］、叶柄培养
基：ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０ｍｇ·Ｌ－１＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ·Ｌ－１＋
２，４－Ｄ　０．１ｍｇ·Ｌ－１［１２，１４］、茎尖培养基：ＭＳ＋
６－ＢＡ　２．０ｍｇ·Ｌ－１＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ·Ｌ－１［１５］、茎
段培养基：ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０ ｍｇ·Ｌ－１ ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　１．０ｍｇ·Ｌ－１［１３］。
诱导茎段愈伤组织的激素浓度组合分别是，Ａ

组：ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０ｍｇ·Ｌ－１＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ·Ｌ－１＋
２，４－Ｄ　０．１ｍｇ·Ｌ－１，Ｂ组：ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０ｍｇ·Ｌ－１＋
ＮＡＡ　１．０ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　０．１ｍｇ·Ｌ－１，Ｃ组：

ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０ｍｇ·Ｌ－１＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ·Ｌ－１＋
２，４－Ｄ　０．１ｍｇ·Ｌ－１，Ｄ组：ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０ｍｇ·Ｌ－１＋

ＮＡＡ　１．０ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　０．１ｍｇ·Ｌ－１。
每天观察，从接种完成到外植体不再有愈伤

组织的增加所需要的时间为培养天数。愈伤诱导
率（％）＝诱导出愈伤的外植体数／（接种外植体总
数－污染总数）×１００。
失败总数为没有污染也没有诱导出愈伤的外

植体数。
继代诱导率（％）＝长出丛芽的继代愈伤组织

小块／（接种的全部继代愈伤组织小块总数－污染
愈伤组织小块总数）×１００。

１．２．３　继代培养
经过３５ｄ愈伤组织诱导完成后，去掉愈伤组

织发黑部分，将剩下的愈伤组织分割为２～３个小
块，接种到 ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０ ｍｇ·Ｌ－１ ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　０．１ｍｇ·Ｌ－１培养基中，观
察其生长状况并作记录。

１．２．４　生根培养基
继代培养之后，将长至３～４ｃｍ的小苗从下部

切下接种到配制好的生根培养基１／２ＭＳ＋ＮＡＡ
０．１２ｍｇ·Ｌ－１上［１５］，观察生根状况，并记录。

１．２．５　练苗移栽
将长至６ｃｍ以上的苗瓶盖打开，在培养箱中

练苗７ｄ，每天叶面喷水１次。７ｄ后，取出并洗掉
根上的培养基，最后将再生植株移栽于大田中。

１．２．６　培养基及培养条件
培养基的蔗糖浓度是３０ｇ·Ｌ－１，琼脂浓度是

７．７ｇ·Ｌ－１，ｐＨ　５．５～６．２。培养条件：温度２６℃，
光暗周期１２ｈ／１２ｈ，光照度是２　６００ｌｘ。

１．３　数据分析

试验数据采用ＳＰＳＳ　２１．０软件中的单因素方
差分析，同时利用Ｅｘｃｅｌ　２００３软件对试验数据进
行处理和作图。

２　结果与分析

２．１　愈伤组织的诱导

２．１．１　外植体筛选
从表１可以看出，叶片、叶柄、茎尖和茎段诱

导愈伤组织的诱导率分别为４４．４４％、４４．１１％、

４８．４４％和６８．７５％。叶片接种１４ｄ后开始形成
明显的愈伤组织，开始是发白，之后愈伤组织呈淡
黄绿色生长点多，但是生长速度慢；接种叶柄愈
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　　 表１　太行菊愈伤组织培养情况

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃａｌｌｕｓ　ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ　ｏｆ　Ｏｐｉｓｔｈｏｐａｐｐｕｓ　ｔａｉｈａｎｇｅｎｓｉｓ

外植体

Ｅｘｐｌａｎｔｓ

外植体总数

Ｅｘｐｌａｎｔ

ｑｕｎｔｉｔｙ

培养时间

Ｃｕｌｔｕｒｅ

ｔｉｍｅ／ｄ

污染总数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ

ｐｏｌｌｕｔｅｄ　ｅｘｐｌａｎｔｓ

诱导出愈伤的外植体数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔｓ

ｉｎｄｕｃｅｄ　ｃａｌｌｕｓ

失败总数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ

ｆａｉｌｕｒｅｓ

诱导率

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ／％

叶片 Ｌｅａｖｅｓ　 ５０　 ４５　 ２３　 １２　 １５　 ４４．４４

叶柄Ｐｅｔｉｏｌｅｓ　 ５０　 ４５　 １６　 １５　 １９　 ４４．１１
茎尖Ｓｔｅｍ　ｔｉｐ　 ５０　 ４０　 ２３　 １３　 １４　 ４８．４４

茎段Ｓｔｅｍ　ｓｅｇｍｅｎｔ　 ５０　 ３０　 １８　 ２２　 １０　 ６８．７５

伤组织形成所需时间最长，颜色呈黄绿色；接种茎
尖８ｄ后开始形成愈伤组织，１４ｄ后愈伤组织呈
鲜绿色；接种茎段７ｄ后便出现明显的愈伤组织，
颜色绿色，培养时间较短。
由图１可知，色泽方面，叶片诱导的愈伤组织

呈淡黄色，叶柄诱导出的愈伤组织的颜色呈黄绿
色，茎尖的愈伤组织呈鲜绿色，茎段的愈伤组织为
绿色，茎尖和茎段的愈伤组织发育较好。长势方

面，叶柄和叶片的愈伤组织发育比较慢，愈伤组织
的块头较小且较硬，茎尖的愈伤组织发育较快，愈
伤组织块大质地较疏松，而茎段的愈伤组织长势
最好，愈伤组织块头大，硬度适中，生长最快且有
小苗长出。综上所述，可以得知茎段愈伤组织诱
导率最高，愈伤组织色泽好、块头大、所需时间最
短，而且可以直接发育成小苗，所以茎段是愈伤组
织诱导的最合适外植体。

注：Ａ．叶片愈伤组织；Ｂ．叶柄愈伤组织；Ｃ．茎尖愈伤组织；Ｄ．茎段愈伤组织。

Ｎｏｔｅ：Ａ．ｌｅａｆ　ｃａｌｌｕｓ；Ｂ．ｐｅｔｉｏｌｅｓ　ｃａｌｌｕｓ；Ｃ．ｓｔｅｍ　ｔｉｐ　ｃａｌｌｕｓ；Ｄ．ｓｔｅｍ　ｃａｌｌｕｓ．

图１　不同外植体愈伤组织比较

Ｆｉｇ．１　Ｃａｌｌｕｓ　ｏｒｉｇｉｎａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｘｐｌａｎｔｓ

２．１．２　培养基筛选
由表２可以看出，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ　４种配方诱导茎

段愈伤组织的诱导率分别为３４．１５％、６５．９１％、

８３．３３％、６６．６７％，因此Ｃ组的诱导率最高。
由图２可以看出，各个激素组合均能诱导出

愈伤组织，但是形态各异，数量有多有少。据观察

７ｄ后４组均能长出肉眼可见的愈伤组织，２１ｄ
后愈伤组织的分化逐渐有了明显的差异：Ａ组愈
伤组织的分化最少，颜色呈深绿色，诱导率最低，
形态似水质地松软；Ｂ组愈伤组织质地疏松，愈伤
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　　 表２　不同激素组合对茎段愈伤组织的诱导情况

Ｔａｂｌｅ　２　Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｌｌｕｓ　ｆｒｏｍ　ｓｔｅｍ　ｓｅｇｍｅｎｔｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｍｅｄｉｕｍ

分组

Ｇｒｏｕｐ

ＢＡ

／（ｍｇ·Ｌ－１）

ＮＡＡ

／（ｍｇ·Ｌ－１）

２，４－Ｄ

／（ｍｇ·Ｌ－１）

培养时间

Ｃｕｌｔｕｒｅ

ｔｉｍｅ／ｄ

污染总数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ

ｆａｉｌｕｒｅｓ

诱导出愈伤的外植体数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔｓ

ｉｎｄｕｃｅｄ　ｃａｌｌｕｓ

诱导率

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ／％

Ａ　 １．０　 ０．５５　 ０．１　 ４５　 ９　 １４　 ３４．１５

Ｂ　 １．０　 １．０　 ０．１　 ４５　 ６　 ２９　 ６５．９１

Ｃ　 ２．０　 ０．５５　 ０．１　 ４５　 ８　 ３５　 ８３．３３

Ｄ　 ２．０　 １．０　 ０．１　 ４５　 ８　 ２８　 ６６．６７

图２　不同激素组合的愈伤组织生长状况

Ｆｉｇ．２　Ｃａｌｌｕｓ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

组织中夹杂褐化组织；Ｃ组生长最为旺盛，愈伤组
织呈绿色有绿色小芽，部分愈伤组织有小苗长出；

Ｄ组愈伤组织分化较少，呈淡绿色且质地较硬。
综上所述，Ｃ组合培养基最好。

２．２　继代培养

３５ｄ后，愈伤组织上开始出现小芽，进行继
代培养，４５ｄ后统计继代诱导率为８５％，继代前
后生长状况如图３所示。继代之后生长速度快，
叶片嫩绿成簇生长，节间不明显。

２．３　生根培养

试验发现，接种后的小苗在７ｄ后开始发育
白色小根，４０ｄ后，长度５～７ｃｍ，粗度直径范围
是１．６～２．２ｍｍ（图４）。

３　讨论

愈伤组织诱导是植物组织培养的关键一步，
优化不同外植体的培养基配方以提高诱导率是研

究重点。赵元增等［１３］的研究发现，降低培养基中
大量元素用量，不定芽分化数量减少；王建博
等［１６］研究表明，太行菊茎尖可以成功诱导出愈伤
组织，最适培养基为：ＭＳ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ·Ｌ－１＋
６－ＢＡ　２．０ｍｇ·Ｌ－１；梁芳等［１］的研究筛选出了
最佳培养基 ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０ｍｇ·Ｌ－１＋ＮＡＡ
０．１ｍｇ·Ｌ－１，茎段外植体可一步成苗。该试验
在前人研究的基础上对叶片、叶柄、茎尖、茎段进
行对比研究，茎段诱导愈伤组织的诱导率最高，所
需时间最短，通过不同的激素配比试验发现Ｃ组

ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０ｍｇ·Ｌ－１＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ·Ｌ－１＋
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注：Ａ．继代前；Ｂ．继代后。

Ｎｏｔｅ：Ａ．Ｂｅｆｏｒｅ　ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ；Ｂ．Ａｆｔｅｒ　ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ．

图３　继代前后的对比

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ｄｉａｇｒａｍｓ　ｂｅｆｏｒｅ　ａｎｄ　ａｆｔｅｒ　ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ

图４　根部生长状况

Ｆｉｇ．４　Ｒｏｏｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｓｔａｔｕｓ

２，４－Ｄ　０．１ｍｇ·Ｌ－１会出现不定芽，此结论与桑
叶子等［１２］研究结果一致，而该试验愈伤组织和不
定芽长出的时间与桑叶子等［１２］的相比提前了

３ｄ。因此，太行菊茎段是最佳繁殖材料，ＭＳ＋
６－ＢＡ　２．０ ｍｇ·Ｌ－１ ＋ＮＡＡ　０．５ ｍｇ·Ｌ－１ ＋
２，４－Ｄ０．１ｍｇ·Ｌ－１的激素浓度较适合茎段愈伤
组织诱导。
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被农业部批准登记的微生物肥料，只有这１１类　　　　　　　　

微生物被拟为土壤养分循环的“转化器”、环境污染物的“净化器”、陆地生态系统稳定的“调节器”。可以说，没有土

壤微生物，土壤就失去了活性，就没有了生产能力。然而，我国农业长期过度地依赖化肥，导致土壤中大量的有益微生物

菌群遭到破坏，土壤活性下降，最直观的表现就是蚯蚓的缺失。因此，要改善当前土壤生态质量，提高土壤生物肥力，当

务之急就是补充土壤有益微生物，施用微生物肥料是最直接的有效方法。

微生物肥料种类：农业部批准登记的微生物肥料产品共有９个菌剂类品种和２个菌肥类品种。９个菌剂：根瘤菌剂、

固氮菌剂、溶磷菌剂、硅酸盐菌剂、菌根菌剂、光合菌剂、有机物料腐熟剂、复合菌剂和土壤修复菌剂。微生物菌剂具有直

接或间接改良土壤、恢复地力、维持根际微生物区系平衡、降解有毒有害物质等作用。２个菌肥：复合微生物肥料是把无

机营养元素、有机质、微生物菌有机结合于一体，体现无机化学肥料、有机肥料及微生物肥料的综合效果。是化解土壤板

结现象、修复和调理土壤，提高化学肥料利用率，提高果实品质及产量的首推肥料。

生物有机肥是指特定功能微生物与主要以动植物残体为来源并经无害化处理、腐熟的有机物料复合而成的一类兼

具微生物肥料和有机肥效应的肥料。

微生物肥料的施用：微生物肥料具有生态适应性，施用时应依据当地生态状况、作物品种、土壤类型和耕作方式等确

定具体施用方式和施用量，以达到较佳的作用效果。微生物肥料可用作基肥、追肥、沟施或穴施，还可拌种、浸种、蘸根。

生物有机肥一般作基肥、种肥、追肥。农用微生物菌剂除作基肥、种肥、追肥外，还可叶面喷施等。

（来源：北方农资报）
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