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洋桔梗离体快繁技术研究 
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摘要 [目的]建立洋桔梗高效的快速繁殖体 系，为工厂化生产提供可行的操作程序。[方法]以国外进 口的洋桔梗 n 代种子(品种名 

称为Polestar yellow)无菌苗的叶片为外植体，对不定芽的诱导、单芽增殖、无菌苗生根等进行了研究。[结果]结果表明：6一BA和IBA组 

合对洋桔梗叶片不定芽的诱导效果较6一BA和NAA组合好，叶片最佳的分化培养基为MS+6．BA 0．6 mg／L+IBA 0．04 mg／L，1个月 

内正常芽平均分化数为8．3；最佳的单芽增殖培养基为MS+6-BA0．8mg／L+NAA0．04mg／L，1个月内正常芽的增殖倍数为7．4；无菌苗在 

含有 IBA 0．25 mg／L的1／2 MS培养基上，生根率、平均每苗的根数均最大。[结论]该结果为洋桔梗的工厂化生产奠定了基础。 
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Study on Rapid Propagation Technology of Eustoma grandiflorum in vitro 

GONG Ming—xia et al (Biotechnology Research Center，Kunming University of Science and Technology，Kunming，Yunnan 650224) 

Abstract [Objective]This study aimed to establish a feasible manipulation procedure for rapid propagation of a new Eustoma grandiflorum 

species in a factory．[Method]Using the aseptic seedling leaves of a newly imported Eustoma grandiflorum species(Polestar yellow)as ex— 

plants，induction of the adventitious buds，proliferation of single buds and root regeneration of seedlings were studied．[Result]．rhe results 
showed that．for the induction effect of the adventitious buds from leaves．the combination of 6一BA and IBA was better than that of 6一BA and 

NAA．The best bud induction medium for Polestar yellow was MS+6一BA 0．6 mg／L + IBA O．04 mg／L，and the mean number ofthe normal 

induced buds was 8．3 per month．The best proliferation medium was MS +6一BA 0．8 mg／L + NAA 0．04 ing／L．and the proliferation multi— 

pie of the norma1 buds was 7．4 per month．On l／2 MS medium with IBA 0．25 mg／L．both the root regeneration rate and the mean root Bum— 

ber of the plantlets were highest．『Conclulsion]These results established a basis for factory production of the new Eustoma grandifloFum spe— 
cies，Polestar yellow 

Key words Eustoma grandiflorum：Seed：Leaf：In vitro culture 

洋桔梗(Eustoma grandiflorum)是龙胆科 、龙胆属草本花 

卉。洋桔梗原是一种普通的野花，经过漫长的演变，现已成 

为一种妩媚多姿的花卉，已经跻身于荷兰花卉拍卖市场十大 

切花之列。我国栽培的洋桔梗种源均是进口的F 代杂交种 

子，价格十分昂贵，种子萌发十分缓慢，幼苗期对环境要求严 

格，且幼苗又有4～6个月的停滞期，导致洋桔梗种苗生产成 

本较高。利用组织培养技术不但可以节约生产成本，而且可 

以使洋桔梗种苗的生长、发育避免受到外界环境的影响。国 

内已有用茎段、侧芽、种子、试管苗等进行洋桔梗组织培养的 

报道 ，但以叶片为材料进行组培快繁技术的研究尚不详 

细 ，限制了组培快繁技术在洋桔梗种苗生产上的应用。 

为此，笔者以洋桔梗的叶片为材料，研究并建立其再生体系， 

旨在为洋桔梗快速繁殖的工厂化生产提供技术资料，以满足 

市场对洋桔梗种苗的需求。 

1 材料与方法 

1．1 材料 从国外进口的洋桔梗 F 代种子，品种名称为 

“Polestar yellow”。 

1．2 方法 洋桔梗种子的3种消毒方法分别为 I：75％乙醇 

浸泡30 s后，用0．1％ HgC1：浸泡6 min，无菌水洗涤5～6次； 

Ⅱ：用稀释 200倍的除菌剂 Sporetexnase浸泡过夜后，用 1％ 

SDS+5％ NaC10消毒液浸泡30 min；111：75％乙醇浸泡 30 s 
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后 ，用 1％十二烷基磺酸钠 (SDS)+5％ NaC10浸泡 30 min。 

洋桔梗种子经不同的方法消毒后，接种至MS培养基上进行 

无菌萌发，获得无菌苗。切取无菌苗从顶端往下数的第2对 

叶，由叶中央的主脉纵向切成 2半，每半再横向4等分切开， 

然后正面朝上接进各种诱导分化培养基中。每瓶培养基接 1 

片叶(8小块)，每种培养基接种 4瓶。诱导分化出的芽在 

MS上壮苗，从中挑选具 3～4对叶的单芽，接进各种增殖培 

养基 ，每瓶接种 4株。从 MS壮苗培养的苗中，选取大小相对 

一 致的无根苗，接种至各种生根培养基中，每瓶5～6株。叶 

片诱导和单芽增殖培养以MS为基本培养基，附加3％蔗糖； 

生根以1／2MS为基本培养基，附加 2％蔗糖，另外添加 1％琼 

脂，pH值 为 6．1，温 度为 (20±1)℃，光 强 为 20～25 

~moL／(m ·s)，光照时间为 12 h。 

2 结果与分析 

2．1 不同消毒方法的效果比较 消毒后的洋桔梗种子在 15 

d后大部分都能萌发(图1)，30 d后观察消毒结果，如表 1所 

示。从表 i可以看出，用这 3种消毒方法处理洋桔梗种子， 

图1 无菌萌发的种子 

Fig．1 The germinating aseptic seeds 
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表1 3种消毒方法的消毒效果比较 

Table 1 Comparison of the disinfection effects of three steriliza- 

tion methods 

注：萌发率(％)=萌发粒数／播种粒数×100。 

Note：Germination rate(％ ) number of germinating seeds／sowing seeds 

×100． 

污染率都为0，说明3种方法消毒都很彻底。但种子的萌发 

率却有所不同，用方法I消毒，洋桔梗种子的萌发率最低，为 

1．67％，而用方法Ⅱ、Ⅲ消毒，种子的萌发率都较高，且两者之 

间的差异不大。因此综合考虑，方法Ⅲ应该是洋桔梗种子消 

毒的最经济、最方便的方法。 

2．2 不同种类激素组合对叶片不定芽诱导的影响 

2．2．1 6一BA和 NAA组合对叶片不定芽诱导的影响。在 

6-BA和 NAA各种组合的诱导分化培养基上，10 d后叶片切 

口边缘膨大，有的形成肉眼可见的黄绿色的愈伤组织，19 d 

后长出不定芽，有的直接从叶片边缘冒出芽点，不形成愈伤 

组织也没诱导出芽的叶块在统计时已变黄死亡。30 d后统 

计的诱导结果如表2所示。从表2可以看出，洋桔梗叶片在 

含6-BA 0．8 m#L+NAA 0．04 m#L的MS培养基上正常芽 

平均分化数最高，为5．1个／块，但芽诱导率为56．25％，玻璃 

化率为4．17％。 

表2 6一BA和 NAA组合对叶片不定芽诱导的影响 

Table 2 Effects of 6-BA and NAA combinations on the induction of adventitious buds from leaves 

注：芽诱导率(％)=有芽的叶块数／总叶块数 ×100；平均芽分化数 =总芽数／有芽的叶块数；正常芽平均分化数 =(总芽数一玻璃化芽数)／有芽的 

叶块数；玻璃化率(％)=玻璃化芽数／总芽数 ×100。表 3同。 

Note：Inducing rate of buds(％ )=number of leaf pieces with buds／total number of leaf pieces×100，average number of differentiated buds：total bud nam— 

be#number of leaf pieces with buds，average number of normal differentiated buds：(total bud number—number of vitrification buds)／number of leaf 

pieces with buds，rate of vitrification buds(％)=number of vitrification buds／total bud number×100．The same as Table 3． 

2．2．2 6-BA和 IBA组合对叶片不定芽诱导的影响。在 6． 

BA和IBA组合的培养基上，洋桔梗叶块在培养 12 d时变厚 

(图2)，18 d时大部分叶片在上、下横向切口处形成不定芽 

(图3)，30 d后统计不定芽诱导结果，如表3所示，从表3可 

图 2 诱导过程中的叶块 

Fig．2 Leaf pieces during induction 

以看出，在含6-BA0．6 mg／L十IBA0．04 mg／L的MS培养基 

上正常芽平均分化数最高，为 8．3个／块，芽诱导率’为 

78．13％，诱导不定芽分化的效果最好，且诱导出的不定芽嫩 

绿色，叶片自然舒展，形态端正，芽与芽之间较松疏，易于分 

离接种。 

无论是在添加 6一BA和 NAA组合还是在添加 6 BA和 

IBA组合的培养基上，洋桔梗叶片均随着6一BA浓度的升高 

不定芽分化频率逐渐增大，平均芽分化数也增大，玻璃化程 

图3 从叶块上诱导出的不定芽 

Fig．3 Adventitious buds induced from leaf pieces 

度也愈严重，说明6一BA具有促进叶片不定芽分化和导致不 

定芽玻璃化的双重作用。但是洋桔梗易发生玻璃化，即使在 

低浓度6-BA的培养基上，也有少量的愈伤组织呈水浸状，同 

时分化出呈玻璃化的不定芽。 

2．3 6一BA和NAA组合对单芽增殖的影响 将洋桔梗单芽 

在 MS基本培养基上进行壮苗培养后，再进行增殖培养，培养 

30 d后统计和观察增殖结果(图4)。在各种增殖培养基上 

洋桔梗单芽的叶腋处产生新芽，且单芽的基部膨大形成愈伤 

组织，从其上能分化出不定芽，有的还能分化出不定根。从 

表4可以看出，洋桔梗单芽在含6一BA 0．6 mg／L+NAA 0．1 

mg／L的MS培养基上，芽增殖倍数最大，为 8．7倍，但由于 

发生较严重的玻璃化，最后正常芽增殖倍数为6．1倍；而在 
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表3 6一BA和IBA组合对叶片诱导不定芽的影响 

Table 3 E埔ects of 6-BA and IBA combinations on the induction of adventitious buds from leaves 

6-BA 0．8 mg／L+NAA 0．04 mg／L的以培养基上的正常芽增 

殖倍数最大，为7．4。所以后者为洋桔梗单芽增殖最适宜的 

培养基。另外，在所有的培养基上，洋桔梗都发生不同程度 

的玻璃化。 

表4 6一BA和 NAA组合对单芽增殖的影响 

Table 4 Effects of 6-BA and NAA combinations on proliferations 

of the single bud 

注：总增殖倍数 =增殖后的总芽数／增殖前总芽数；正常芽增殖倍数 = 

(增殖后总芽数 一玻璃化芽数)／增殖前总芽数。 

Note：Total proliferation multiples = number of total buds after pmlifera— 

tion／number of total buds before proliferation，proliferation multi— 

ple of normal buds=(number of total buds after proliferation — 

number of vitrification buds)／number of total buds before prolifera- 

tion 

图 4 增殖 中的单芽 

Fig．4 Single buds during proliferation 

2．4 IBA和 NAA组合对无菌苗生根的影响 将洋桔梗无 

根植株接进6种生根培养基中，8 d后都能生根，培养20 d后 

最长的根达 1 cm(图5)，统计生根结果如表 5所示。从表 5 

可以看出，幼苗在不含激素的 1／2 MS培养基(对照)上能生 

根，但生根率低，根数量少。在含IBA 0．25 mg／L的 1／2 MS 

培养基上，洋桔梗的生根效果最好，生根率最高，为70．83％， 

平均每苗的根数为5．40根，且根黄绿色，根长而粗壮，侧根 

的数量多，而对照的根则细长，说明IBA 0．25 mg／L是洋桔梗 

较适宜的生根培养基。 

表5 培养基对无菌苗生根的影响 

Table 5 Effects of culture mediums on rooting of the aseptic seed- 

注：生根率(％)=生根苗数／无菌苗总数 ×100；平均根数 =总根数／ 

生根苗数。 

Note：Rooting rate(％ =rooting seedlings／total number of aseptic seed— 

lings×100；average number of roots = number of total roo~s／ roo— 

ting seedlings． 

、 图 5 生根的无菌苗 

Fig．5 Rooting aseptic seedlings 

2．5 试管苗的移栽结果 将带5～6片叶的生根试管苗取 

出培养瓶，洗净基部的培养基，移栽至腐殖土：珍珠岩 =1：1 

的基质中，用塑料薄膜覆盖 1周左右，然后逐渐揭去薄膜，定 

期肥水管理，长势良好，成活率可达95％以上。 

3 结论与讨论 

以洋桔梗种子无菌苗叶片为材料建立的再生体系，由于 

取材范围广泛且方便，繁殖系数大大提高，是洋桔梗工厂化 

快速繁殖的有效途径。洋桔梗叶片不定芽的诱导与细胞分 

裂素和生长素的种类、浓度及两者之问的配比有关。该研究 

表明，6-BA与IBA组合对叶片不定芽的诱导效果优于6一BA 

与NAA组合，这与毛元荣等 的研究结果一致。由于洋桔 

(下转第 12586页) 
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图2 PG和IBA对钙果生根的影响 

Fig．2 Effects ofPG andIBA onthe rooting ofC humilis 

图3 钙果不定芽生根情况 

Fig．3 Adventitious bud rooting of C humilis 

2．3 PG、IBA和 NAA互作对钙果生根的影响 利用5．0 

mg／L的PG，再添加不同浓度的IBA和NAA，钙果的生根率 

较没有添加 PG时明显提高，以 1／2 MS+PG 5．0 m#L+IBA 

1．5 mg／L+NAA 0．05 mg／L培养基生根率最高，为87．5％ 

(图4)，但与不添加 NAA的培养基相比，生根苗基部愈伤组 

织较多，根系基部偶有肿胀现象。 

3 结论与讨论 

有关钙果生根的报道均利用 IBA或 NAA诱导。国外利 

用 1／2 MS固体培养基添加不同浓度的IBA或 NAA，诱导不 

同品种欧李的生根率最高，可达88．0％ -6,8]。王德政等利 

用2／3 Ms+IAA 0．5 mg／L诱导欧李的生根率为72．0％ ； 

张志勇等利用 1／2 MS+IBA 1．0 mg／L诱导钙果的生根率为 

89．3％ 。孙新政等研究发现，1／2 Ms+IBA 1．0 mg／L+KT 

0．02 mg／L培养基可使钙果 4号的生根率达 100．0％ 。笔 

者 利用 1／2MS培养基添加不 同浓度的IBA或NAA均未获 

(上接第 12584页) 

梗莲座化产生的内在机制到目前还没有弄清楚，从已经发生 

莲座化的植株叶片再生出来的组织苗是否能解除莲座化有 

待于进一步研究。在洋桔梗的组培快繁技术研究中，最主要 

的问题是再生芽的玻璃化。从该试验结果中分析其主要原 

因是洋桔梗对培养基中的6一BA太敏感，即使是在很低浓度 

的6-BA培养基上，也有少量玻璃化苗的出现，这与达克东 

等 的研究结果相似；其次是光照强度不够，通过增强自然 

光照可以减轻玻璃化现象。另外，在洋桔梗的组织培养研究 

中还发现，洋桔梗再生植株常出现叶片形态的变异，且玻璃 

化植株较正常植株更易发生这种变异，这也可能与培养基中 

n l1．(J llJ 2．U 

IN浓度 IBA concentrationⅣ嘴／L 

注：各处理均加入 PG 5．0 mg／L。 

Note：PG 5．0 mg／I was added into each treatment． 

图4 PG、IBA和 NAA对钙果生根的影响 

Fig．4 Effects ofPG，IBA and NAA on the rooting ofC humi- 

胁 

得理想的生根效果，可能与品种有关 。适宜浓度的PG配 

合 IBA和 NAA使用，则使钙果的生根率明显增加，其中以 

1／2 MS+PG 5．0 m#L+IBA 1．5 mg／L+NAA 0．5 mg／L培 

养基生根效果最好。 
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的6-BA浓度有关。所以要实现洋桔梗组培苗的工厂化生 

产，还有许多实际的问题需要解决。 
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