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全缘贯众的组织培养及无性系建立 
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摘 要：以蕨类植物全缘贯众根攀、 片和叶柄3~)b4ff体诱导愈伤组织，选取诱导率最高的根茎愈伤组织为材料诱 

导分化形成幼 叶 ，继 续 培 养 成 生 根 试 管 ，建 起 全 缘 贯 众 的 无 性 系．结 果 表 明，l／2 MS-I-NH 4 H2 P(L 

(100 mg·I a)十BA(0．5 mg·I )+2，4 D(1．2 mg·I )+NAA(1．2 mg·I )是诱导根茎愈伤组织的最佳 

培养基 ；愈 伤组织分化肜成幼叶的最 佳培 养基是 1／2 MS+BA(0．2 mg·I )+NAA(0．1 mg·I )；试 管苗生根 

培养的最佳培养丛足 l／3 Ms+IAA(0．6 mg·I )；移栽后根茎上的须根比对照野生苗增加 l_5～2．5倍． 
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Abstract：The rhizome．1eaf and leafstalk of Cyrtomium Jal<allln?(I ．f)Presl were used as explants to induce 

callus．The highest rate was on rhizome．The differentiation of germinal leaf and radication of seedlings was studied． 

Then the clone of it was estahlished．The results indicated that 1／2 MS+ N H1 H2 POt(100 mg·I )+ BA 

(O．5 mg．I ’)+2，4 D(1 2 mg．I ’)+ NAA(1．2 mg I )was tim perfect medium for inducing callus；the best 

medium for forming germinal leaf from callus was l／2 MS+BA(0．2 mg·I )+NAA(0．1 mg·I )；l／3 MS+IAA 

(0．6 mg．I )was suitable medium for seedlings radication．Tbe number of fibrous root on rhizome was 1．5～ 2．5 

times than that of the wild． 

Key words：Cyrtomium fahalum (I ．f)Presl；tissue culture：clone 

0 引言 

全缘贯众(Cyrtomium J'al~’atum (I ．f)Pres1)，鳞毛蕨科贯众属多年生草本植物⋯，辽宁、河北等地有分 

布，主要生长于林下 、灌丛中或沿海潮线 以』-的石壁上．全缘贯众的根茎 中含有绵马酸类 、贯众素等有效成 

分，具有清热解毒、凉血止血、驱虫等药效 ]．近年来受人为采集和生态环境破坏等因素的影响，使本来分布 

稀、数量少的种质资源受到了严重破坏 ，导致其野生种类分布区域和数量迅速减少、品质下降，已经成为辽宁 

地区的濒危物种 。J．为满足人们的药用需求 ，逐渐开始进行人工栽培．由于该物种 的孢子在人工条件下很难 

萌发，所以只能挖取野生根茎作为人工栽培的种源，这也加剧了全缘贯众野生资源的破坏． 

尽管 目前已经有多种蕨类植物组织培养及无性系建立的研究【 川，但 只是 限于蕨类植物 中的一少部 

分 ，且多集中于’肾蕨、鹿角蕨、风尾蕨和一些观赏性种类 ，全缘贯众组织培养迄今未见报道．为此 ，我们进行了 

全缘贯众的组织培养和无性系建立的研究，以期为开发和保护全缘贯众的野生资源提供一定的材料来源和 

技术方法． 

1 材料与方法 

1．1 材料及灭菌 

将采自大连棒锤岛的全缘贯众根茎、I1-r片和叶柄用清水冲洗约 15 min，放入 500 mI 的磨口广口瓶中， 
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用 0．05 的安利液振荡洗涤 3次，再用无菌水洗涤 2次，然后将材料移到超净工作台上．用无菌的手术刀片 

将根茎和I1- 柄切成 1 cm长的外植体段 ，叶片切成 l cmX 0．5 cm的长方形，于广 口瓶中依次用 75％的乙醇 

灭菌 30 S，0．05 的 HgC1z溶液振荡灭菌 2 min，再用 0．03％的 HgC1 溶液振荡灭菌 10 min，最后用无菌水 

振荡洗涤 5次即获得无菌材料． 

1．2 培养条件 

以 1／2 MS、1／3 MS为基本培养基 ，附加不同种类及浓度 的细胞分裂素和生长素；固体培养基琼脂含量 

为 5 g·I 一；愈伤组织诱导和分化幼芽的培养基含蔗糖 30 g·I ，生根培养基为 15 g·I ；pH 5．6～5．8； 

培养温度(23±1)℃；愈伤组织在培养基上暗培养；芽和根的诱导均于光照条件下进行，光照时间 l2 h／a，光 

照强度 2 000 lx左右；炼苗于温室大棚中进行，光照强度 4 000 lx左右，时间 12 h／a，温度(20±1)℃． 

2 结果分析 

2．1 不同培养基对全缘贯众愈伤组织诱导的影响 

将材料接种在附加不同浓度生长素配比的 1／2 MS+NH H：P() (100 mg·I )(单位下 同略)+ BA 

(0．5)培养基上暗培养 ，切口损伤部位直接接触培养基．培养 40 d左右，切 口表面张裂，长出较为松散的愈伤 

组织．继续培养到 80 d观察统计，结果见表 1．在添加生长素的培养基上几乎都能形成愈伤组织．单独使用某 

种生长素时，其浓度不同对愈伤组织的诱导率不同，一般情况下诱导率随着浓度的提高而增大；但当两种生 

长素配合使用且浓度同时超过 1．2时，愈伤组织诱导率有降低的趋势．可见高浓度生长素抑制了愈伤组织的 

生长．从三种材料的诱导率看，根茎的诱导率最高 ，叶片次之 ，叶柄最差．以根茎为材料 ，在 2，4一D与 NAA的 

浓度为 1．2的培养基上，愈伤组织的诱导率达到了 95．OO％，生长速度也较快．观察发现，该培养基上诱导生 

长的愈伤组织初期为略带黄色的不规则形状，80 d后成为黄色颗粒状，这种愈伤组织具有分化能力  ̈ ．上 

述结果表明，在 本研 究 所设 计 的培 养基 中，1／2 MS+ NH H z P() (100)+ BA(0．5)+ 2，4一D(1．2) 

+NAA(1．2)对诱导全缘贯众根茎形成具有分化能力的愈伤组织效果最佳． 

表 1 不 同浓度生长素对全缘贯众愈伤组织诱导的影响 

rab 1 Fhe effPcts of different cOncentrations of auxin On callUS induction 

生长素浓度／(mg·I， ) 叶片诱导结 果 根茎诱 导结果 叶柄诱导结果 

NAA 2，4一I) 诱 导数／颗 诱 导率／ 诱 导数／颗 诱导率／ 诱导数／颗 诱 导率／ 

注：接种数量均为 80颗 

2．2 愈伤组织的继代与幼芽分化培养 

将在 1／2 MS+NH H P() (100)+BA(0．5)+2，4 D(1．2)+NAA(1．2)培养基上诱导出的根茎愈伤组 

织接种到相同培养基上，转到光照条件下进行继代培养．培养 7 d左右，愈伤组织逐渐变成绿色，并开始迅速 

生长增殖；当培养到 50 d时，愈伤组织平均生长增殖率为 32倍，连续继代培养 9代，其生长增殖速度与外部 
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形态基本保持不变．把继代培养的愈伤组织接种到如表 2的培养基中进行分化培养．接种后 20 d，培养基上 

可见分化出幼叶 ，且随着培养时间的延长逐渐形成布满培养基表面的丛生叶．45 d时进行统计 ，结果如表 2 

所示 ，可以看出只有部分培养基能诱导愈伤组织分化．其 中在 l／2 MS+BA(0．2)+NAA(0．1)培养基上分 

化率达 99．0 ，分化的丛生叶长势较旺盛．把该丛生叶切成基部具有 3～5个叶的愈伤组织叶丛 ，接种到相 

同培养基上分化继代培养，45 d后仍会分化出生长较旺盛的丛生嫩叶 ，平均分化增殖率为 20．6倍．经过连续 

l1次的继代培养，其分化率和长势基本保持不变，Eh此可知该实验 中全缘贯众根茎愈伤组织幼芽分化的最 

佳培养基为 l／2 MS+BA (0．2)q-NAA (0．1)． 

表 2 不同植物生长物质浓度配比对全缘贯众根茎愈伤组织幼芽分化的影响 

Tab．2 The effects of different concentrations of plant growth substances on callus differentiation 
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注 ：接种颗粒数均为 200；++4-为长势好 ；++为长势较好 ；+为长势一般． 

2．3 不同浓度植物生长物质对分化叶诱导生根的影响 

将生长较为旺盛的分化叶丛切成含 3～5个分化叶且基部连接 的愈伤组织块 ，接种到生根培养基上． 

7～l0 d后部分培养基能形成可见的根原基 ，30 d时观察统计 ，结果如表 3所示．可以看 出在附加不同浓度 

IAA或 NAA的 l／3 MS生根培养基上均可诱导生根．但是，随着培养基中 NAA含量的增加，诱导生根率降 

低、生根数减少，而且所生出的根多数 由基部愈伤组织发 出，在移栽 中这样的根属于无效根．而在含有 IAA 

的培养基上，诱导生根率较高、生根数较多，所生出的根多数由分化叶叶柄基部发出，适于移栽观察．尤其当 

表 3 不 同浓度植物生长物质对全缘贯 众分化叶生根的影响 

Tab．3 The effects of different concentrations of plant growth substances on root generation 

堕 垦 接种组织块数／颗 生根组织块数／颗 生根率／ 平均生根数／(条每叶片) 
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IAA浓度为 0．6时，生根率达到了 96 ，平均每片叶子可以生根 8．5条．牛根 乍长旺盛
． 将该培养基上培 

养的生根试管苗继续培养 30 d，约80 的幼苗可以长出长 0．5 cm左右的根茎．山上述结果可以看出 i／3 

MS+IAA(0．6)是实验设计中全缘贯众幼苗生根培养的最佳培养基． 

2．4 试管苗的移栽 

选择根数多、有根茎、生长旺盛的试管苗培养瓶，将其瓶塞打开 ，于温室中炼苗 3～4 d后取出试管苗，立 

刻用清水洗去基部的培养基 ，移栽到分别铺有 6～8 cm厚河沙、草炭土 、炉灰渣和肥沃园土等四种不同基质 

的温室苗床上．在温度 20~28℃、湿度 9o％以t、无直射光照的条件下，25 d左右开始正常生长．30 d时观 

察统计发现，以炉灰渣和河沙为基质的苗床上试管苗成活率达 93 以上，且生长旺盛、整齐、根系发达． 

五月中旬把在温室中移栽成活的试管苗转栽到田间，到 1O月下旬，其 长势强劲 ，根茎上的须根是相同生 

境条件下野生植株的 1．5～2．5倍． 

3 讨论 

本研究以全缘贯众的根茎、I1P片和叶柄为材料 ，成功地诱导了愈伤组织 ，建立起尤性系．接种的三种器官 

在愈伤组织的诱导过程中，根茎的诱导率最高。该结果与姜 长阳等对蕨菜的研究报道一致  ̈．究其原因一方 

面全缘贯众根茎的分生力较强，另外可能与根茎较大，在灭菌 中受到的损伤较小有关．在诱导生根时，NAA 

含量的增加会导致愈伤组织产生无效根，移栽后难 以成活．IAA 能够诱导不定根的形成，加快营养繁殖速 

度 ，根系呈白色，随着培养时间的延长，根逐渐仲长 ，颜色变黄，移栽后成活率高．炉灰渣和河沙混合的基质 

透气性好，杂菌较少 ，温度和营养保持度高，因此直接影响了根系的发达程度 ，决定植株长势． 

全缘贯众根茎诱导的颗粒状愈伤组织 ，继代培养 50 d时仍增殖 32倍，并且最高愈伤组织颗粒分化率达 

99，0 ，可见通过人工方法可以繁殖出大量的无性系后代．这不仅可以为全缘贯众栽培提供优质高效的种 

苗 ，而且高效分化的愈伤组织 又为该植物转基因研究提供 了理想 的材料．利用愈伤组织进行基因水平 的研 

究，建立其资源信息库，对筛选优良性状，改善品质将起到深远的影响，同时也为全缘贯众的种质保存、防止 

其灭绝提供了可行的技术途径． 
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