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石龙尾 (Limnophila sessiliflora BI．)的组织培养与 

快速繁殖技术研究 

顾福根 ，孙丙耀，韵宇飞，练兆云 

(苏州大学生命科学学院，苏州 215123) 

摘 要：以石龙尾(Limnophila sessiliflora BI．)沉水枝带节茎段为外植体进行离体培养 ，研究外植体灭菌方法以及培 

养基中不同生长调节剂的浓度对其增殖、生根的影响。结果表明：以0．1％的HgC1：为灭菌剂，采用4 min+4 min、 

间歇 4 h的间歇 灭 菌法 ，可 以获 得 成 活 的无 菌 外 植 体 15％ ；在 1／2 MS+6-BA 2．0 mg·L +NAA 0．1～ 

0．2 mg·L 的增殖培养基上培养 35 d，试管苗的增殖系数可达30．8以上；在 1／2 Ms+6-BA 0．3 mg·L +NAA 

0．5 mg-L 的生根培养基上培养 28 d后，可获得具 3～5个侧枝的生根苗，平均每株生根数4．8条；炼苗后移植成 

活率 100％。 
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Studies on Tissue Culture and Rapid Propagation Technique of 

Limnophila sessiliflora BI． 

GU Fu—Gen ，SUN Bing—Yao，YUN Yu—Fei，LIAN Zhao—Yun 
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Abstract：The in vitro culture of Limnophila sessiliflora was established by using the nodal stem segments 
from submerged branch as explants．The method of surface sterilization of explants，the effects of different 

plant growth regulators on the multiplication and rooting were investigated．The results showed that 15％ 

sterile explants could be obtained by twice surface treatment with 0．1％ HgC1 for 4 min with an interval 

0f 4 h．W hen cultured on a 1／2 MS multiplication medium supplemented with 2．0 mg·L-。0f 6一BA and 

0．1—0．2 mg·L～ of NAA f0r 35 d．the test．tube seedling exhibited a multiplication coefficient higher 

than 30．8．For optimal rooting．induction on a 1／2 MS rooting medium supplemented with 0．3 mg。L～ 0f 

6一BA and 0．5 mg·L～ 0f NAA f0r 28 d could produce rooted plantlets with 3—5 lateral shoots．and 

each plantlet generated 4．8 roots on average．Rooted plantlets were acclimatized and transferred into 

outdoor aquatic environment with 100％ survival ratio． 

Key words：Limnophila sessiliflora BI．；Stem segment；Tissue culture；Rapid propagation；Intermittent 
sterilization 

石龙尾 (Limnophila sessiliflora BI．)又名宝塔 

草，为玄参科的一种多年生观赏水草，沉水叶细裂成 

丝状，4～6枚轮生，株型极为美观，常作为公园水景 

区栽培的沉水观赏植物以及水簇箱的中、后景装饰 

植物⋯，观赏价值较高，具有良好的市场前景。其 

常规的扦插繁殖的速度较慢，扦插3个月后，除了顶 

芽的继续生长外仅能新增侧枝 3～5枝，增殖率较 

低，很难进行大批量生产。利用植物组织培养技术 

生产观赏植物可以克服常规繁殖方法的局限，在短 

时问内繁殖出大量新个体。石龙尾的组织培养至今 

未见报道，本研究采用带节茎段诱导产生丛生芽的方 

法，建立了适于石龙尾组织培养和快速繁殖的技术体 

系，对石龙尾的工厂化生产具有一定的参考价值。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

试验材料为水培石龙尾(Limnophila sessiliflora 

BI．)，购于广州花卉市场。以嫩枝作为外植体来源。 
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1．2 培养条件 

以1／2 MS培养基为基本培养基，培养基中含蔗 

糖 20 g·L～，琼脂粉 6 g·L～，pH 6．0～6．1 E2]。培 

养条件为：温度 (25±3)℃，光照时问 12 h·d～，光 

照强度 25～30 p~mol·m～·s～。 

1．3 方法 

1．3．1 外植体的灭菌处理方法与外植体部位的选 

择 剪取长 10 em左右的石龙尾枝条80枝，先用自 

来水冲洗 10 min，然后用冷开水浸洗 10 min，浸洗 

时用玻璃棒轻轻搅动，再用 0．1％的 HgC1，灭菌 ]。 

灭菌时将外植体分成 5组，每组 16枝，分别给予各 

组 2、3、4、5、6 min的灭菌时间。无菌水洗涤 4～ 

5次后，各取出8枝，每枝切成 5个茎段，每茎段含 

1～2个节，接种 于 1／2 MS+6．BA 1．0 mg·L + 

NAA 0．1 mg·L 的初代培养基上 ，每瓶接 1个， 

每组接种40瓶。各组剩余的8个枝条浸在灭过菌 

的0．1％蔗糖溶液中片刻，倾去糖液，在培养室放置 

4 h后再给予如前各组的灭菌时问重新灭菌 j，并 

按上述方法接种，21 d后统计外植体的污染与死亡 

情况，得出石龙尾外植体较有效的灭菌时间与方法。 

在此基础上，进行石龙尾不同部位作为外植体的灭 

菌效果试验，并获得石龙尾无菌初代培养物。 

1．3．2 丛生芽的诱导 以 1／2 MS为基本培养基， 

设计分别含有 6．BA 0．5、1．0、2．0、4．0 mg·L 

以及 NAA 0．02、0．05、0．1、0．2 mg·L 的 l6个 

组合的培养基，将上述初代培养获得的试管苗分 

割成单节茎段后接种在这 16个培养基上。每瓶 

接2个，每组处理20瓶，经常观察丛生芽的诱导情 

况，35 d后统计结果，筛选出较好的丛生芽诱导培 

养基 一 。 

1．3．3 试管苗的生根培养 待丛生芽长至约 2 cm 

高的丛苗后，切成单株，转接到分别附加 6-BA 0、 

0．3 mg·L 以及 NAA 0．1、0．2、0．5、1．0 mg·L 

的8个组合的培养基上 J。每瓶接 3株，每组处理 

10瓶。观察石龙尾试管苗根的生长情况，28 d后统 

计生根数、根长、生根率等，筛选出理想的生根培养 

基配方。 

1．3．4 试管苗的移栽 试管苗根长到 1．0 cm左 

右时移栽。移栽前先把培养瓶从培养室移到栽培水 

缸边炼苗，2 d后取出试管苗，用清水洗去根部培养 

基，移栽到水缸底的砂层中，28 d后统计成活率。 

2 结果与分析 

2．1 不同灭菌时间与灭菌方法对石龙尾茎段外植 

体的灭菌效果 

根据设计好的方法，用 0．1％ HgC1 对石龙尾外 

植体进行灭菌试验，21 d后统计，结果见表 1(既污 

染又死亡的，统计在污染外植体个数中；间歇灭菌的 

时间记为X+X的形式)。 

从表1可以看出，无论是采用单次灭菌还是采 

用间歇灭菌，随着灭菌时间的增加，外植体的污染率 

明显降低，而死亡率明显上升；从单次灭菌和间歇灭 

菌两种不同处理方法的效果来看，本试验中，单次灭 

菌的各组共有外植体 200个 ，无菌外植体存活数仅 

3个，而200个外植体经问歇灭菌后共获得了11个 

存活的无菌外植体，因此，间歇灭菌具有明显的优 

势；单次灭菌法较为合适的灭菌时间为 5 min，此时 

存活的无菌外植体获得率为5％，在灭菌间歇为4 h 

时，较为合适的灭菌时间为 4 rain+4 min，此时存活 

的无菌外植体获得率为15％，是单次灭菌 5 min时 

的3倍，因此我们认为对于石龙尾茎段的灭菌，应采 

用 4 min+4 rain、问隔4 h的问歇灭菌法。 

表 1 0．1％ HgCI：不同处理时间与方法对石龙尾外植体污染情况的影响(接种后 21 d) 
Table 1 Effects of different sterilization period with 0．1％ HgCI2 on contamination ratio of explants in 

Limnophila sessiliflora(21 d after inoculation) 
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2。2 石龙尾茎段不同部位作为外植体的灭菌效果 

剪取长 10 cm左右的石龙尾枝条20枝，每枝平 

均分割为3段，顶端的一段为上段，靠基部的为下 

段，中间的为中段，形成上段、中段、下段 3个处理 

组，用上述 4 min+4 min、间隔 4 h的间歇灭菌法进 

行灭菌处理，切割成单节茎段后接种培养，21 d后 

统计，结果见表2(既污染又死亡的，统计在污染外 

植体个数中)。 

从表2可以看出，石龙尾外植体的部位不同，其 

灭菌效果有明显差异，越靠近枝条的顶端，灭菌效果 

越好，但死亡率也越高，这可能是由于枝条上段较 

嫩，容易受到灭菌剂的伤害，而附着在枝条表面的细 

菌较少，灭菌比较容易。从无菌外植体存活率来看， 

下部茎段灭菌后的无菌外植体存活率仅为上部茎段 

灭菌后存活率的一半，因此在条件允许的情况下，应 

尽量取枝条的顶部作为外植体。 

2．3 植物生长调节物质的种类及浓度对石龙尾丛 

生芽诱导的影响 

灭菌试验中存活的无菌外植体在 21 d时，腋芽 

已有萌发，在初代培养基上继续培养至42 d时，可 

长出具4～6个节的侧枝。将这些侧枝分割成单节 

茎段后在初代培养基上继代培养，以获得足够的供 

试试管苗，将这些试管苗侧枝分割成单节茎段后接 

种在设计好的 16个不同培养基上，培养 35 d后，每 

种处理随机抽出9瓶统计试管苗的增殖系数及丛生 

苗高度，统计结果见表3。 

从表3中统计数据可以看出，当6-BA浓度一定 

时，随着 NAA浓度的增加，丛生苗的高度呈明显的 

增高趋势，但对增殖系数无明显影响。从增殖培养 

的操作过程来看，丛生苗过矮时，节间偏短，不利于 

继代 时 的 切 割 操 作，因 此 NAA 的浓 度 为 

0．02 mg·L 和 0．05 mg·L 时不太合适，应选用 

0．10～0．20 mg·L～；当 NAA浓度一定时，随着 6 

BA浓度的增加，丛生苗的增殖系数明显增大，而丛 

生苗的高度几乎不受影响，但当6一BA浓度增大至 

4．0 mg·L 时，增殖系数很大，平均数超过50，与培 

养基接触的部位长成球形，不利于分割操作，因此 

6-BA的浓度应选用 2．0 mg·L 较好。综上所述， 

表 2 间歇灭菌法对石龙尾茎段外植体不同部位的灭菌效果(接种后 21 d) 
Table 2 Effects of interval sterilization on explants excised from different stem fragment of 

Limnophila sessiliflora(21 d after inoculation) 

表 3 生长调节物的不同浓度及其配比对石龙尾丛生芽诱导的影响(接种后 35 d) 
Table 3 Effects of different hormone concentration of 6．BA／NAA on adventitious bud induction of 

Limnophila sessiliflora(35 d after inoculation) 
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石龙 尾 的 增 殖 培 养 基 应 选 择 1／2 MS+6-BA 

2．0 mg·L +NAA 0．10—0．20 mg·L～，培养 35 d 

后，丛苗平均高度达4．9 cm以上，增殖系数达 30．8 

以上。 

2．4 不同浓度的6-BA和 NAA对石龙尾试管苗生 

根的影响 

将上述获得的丛生苗壮苗切下，接种于生根培 

养基中进行生根培养。因石龙尾的不定根均从节部 

生出，为保证统计数据的准确，接种时每株有一个节 

插入培养基。每天对根、苗的生长情况进行观察， 

28 d后统计，结果见表 4。 

接种 10 d后可见插入到培养基中的节部生长 

出白色的根尖，15 d后根可长至 1 cm左右。从表4 

可见，NAA浓度为 1．0 mg·L 的2个组，虽然平均 

每株生根数较多，但根的长势较差，平均根长明显低 

于其它组，可能是 NAA浓度过高，对根的生长产生 

不 利 影 响；当 NAA 从 0．1 mg·L 增 加 到 

0．5 mg·L 时，苗的长势和根的长势均表现良好， 

平均根长和平均每株生根数也随着增加，因此，在生 

根培养时，培养基中加入 0．5 mg·L NAA较为合 

适；在加入 0．3 mg·L 6-BA的培养基中，生根苗能 

同时长出 3～6个侧枝，而不加 6-BA的培养基中， 

生根苗只能长出 0～2个侧枝。市场上，石龙尾均 

以3～5个生根枝条扎在一起出售，水簇箱栽种情 

况也是如此，而具有 3—6个侧枝的生根苗正好符 

合 商 品 苗 的 要 求，因 此，1／2 MS+ 6-BA 

0．3 mg·L +NAA 0．5 mg·L 是较为合适的生根 

培养基。 

2．5 移栽试管苗的生长情况 

移栽前，在玻璃缸底部先铺上约 5(3m厚的细 

砂，加适量的水，将已炼苗 2～3 d的生根试管苗移 

栽到玻璃缸中，然后加满水，按缸中水的体积多少， 

加入 一 定 量 的 CuSO l】o1“ 使 其 最 终 浓 度 为 

0．7 mg·L～，20 d后移栽苗开始长出新叶，30 d后 

统计，成活率达 100％。 

3 讨论 

3．1 关于石龙尾外植体的间歇灭菌 

水生植物的组织培养，目前有报道的不多，其主 

要原因是无菌外植体的获得很困难  ̈。石龙尾的 

沉水枝比较幼嫩，在预试验中曾注意到用 0．1％ 

HgCI：灭菌时，外植体半致死灭菌时间为 5 min，灭 

菌8 min以上可导致外植体全部死亡，而灭菌3 rain 

以下外植体全部污染，试验中无菌外植体存活率很 

低。因此，本研究将微生物学中常用的间歇灭菌法 

应用于石龙尾外植体的灭菌，大大提高了石龙尾无 

菌外植体的存活率。问歇灭菌能够取得较好效果的 

原因可能是间歇前灭菌能把正常生长的菌类杀灭， 

而一些处在休眠状态的孢子在短时问内不能被灭菌 

剂灭杀，但可在灭菌间歇期被诱导萌发，在间歇后灭 

菌中被灭杀，从而提高灭菌效果。间歇灭菌法效果 

较好的另一个原因可能是间歇灭菌法把一个较长灭 

菌时间取得的灭菌效果分为两个较短灭菌时间所得 

效果的叠加，缩短了灭菌剂对外植体的持续作用时 

间，从而降低了外植体的死亡率。本研究采用灭菌 

时间为4 min+4 min、间歇 4 h的方法，对石龙尾的 

沉水枝进行间歇灭菌，效果较好，但最适灭菌间歇时 

问以及灭菌时间在灭菌问歇前后的分配有待作进一 

步的优化试验。 

3．2 关于石龙尾试管苗的生根培养 

石龙尾在水簇箱栽培时，以含 5—6个枝条的 

丛生状态达到的景观效果最佳，因此，市场上一般以 

3～5枝扦插枝合并成一束出售。石龙尾的常规扦 

插繁殖不仅速度慢 ，而且形成的分枝较少，在石龙尾 

生根培养时，可以从增殖培养的组培苗上切取含有 

5～6个芽的侧枝接种到 1／2 MS+0．5 mg·L NAA 

表 4 不同6-BA和NAA浓度对试管苗生根培养的影响(接种后 28 d) 
Table 4 Effects of different concentrations of 6-BA／NAA on rooting of plantlet(28 d after inoculation) 



第 6期 顾福根等：石龙尾(Limnophila sessiliflora BI．)的组织培养与快速繁殖技术研究 643 

的培养基上生根，也可 以切取单 芽枝条接种到 

l／2 MS+6一BA 0．3 mg·L一 +NAA 0．5 mg·L一 的 

培养基上生根，从而获得具 5～6个枝条的成品生 

根苗。 

3．3 关于培养基形式 

在石龙尾的组织培养过程中采用了常用的固体 

培养基，在研究中也曾尝试使用液体培养基，以与石 

龙尾的水生习性相适应，但在培养过程中遇到组培 

苗横卧、所生不定根方向与茎成直角、发生污染不易 

觉察等难题，因此认为在进行水生植物组织培养时， 

不一定要用液体培养基。 
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