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草原龙胆无性快繁体系建立的初探 

安永辉，田会倩，魏健 (长春师范学院，吉林长春130032) 

摘要 [目的]研究草原龙胆以茎段为外植体的丛生芽的诱导与增殖情况。[方法]以草原龙胆为试材，用生长健壮的草原龙胆植株茎段 

为外植体建立其高效快繁体系，以MS、MB、N 3种培养基及IBA，6-BA，GA 3种激素进行正交试验设计。[结果]结果表明，适宜的脱毒 

材料为0．1％的HgCI，。"-3基本培养基为MB(MS大量 +B 微量+B 有机+Fe盐)，IBA为2．0 mg／L，6一BA为0．5mg／L，GA为2．0 mg／L 
时，其丛生芽的诱导率、分蘖率最高。[结论]该试验结果可用于组织培养快速繁殖草原龙胆。 
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Preliminary Research on the Establishment of Multiplication System of Rough Gentian 

AN Yong．hui et al (Changehun Normal College，Changehun，Jilin 1 30032) 

Abstract 『Objective 1 The bud induction and its multiplication of rough gentian were researched in the experiment．1 Method}The heahhv 

rough gentian stem being taken as explants，the high—efficiency multiplication system was set up through the orthogonal design including 3 

media(MS，MB and N6)and 3 kinds of plant growth regulators(IBA，6-BA and GA)．[Results]1’}1e results showed that 0．1％ HgC12 was 

the best sterilized agent．When the fundamental medium was the MB(macro—element of MS+trace element and organic material of B +Fe) 

and IBA was 2．0 mg／L，6-BA was 0．5 mg／L，GA was 2．0 mg／L，the rate of shoot induction and multiplication of rough gentian were high— 

est．I Conclusion 1 n1e results could be used in tissue culture and rapid multiplication of rough gentian． 

Key words Rough gentian：Clone multiplication system；Explants 

草原龙胆(Eustoma grandiflorum)属龙胆科(Gentianace— 

ae)又名洋桔梗，是观赏植物，原产于北美洲 。花形美丽， 

花色丰富，有淡紫、粉红、深蓝、浅蓝、白色等。茎秆叶片光洁 

动人，目前年销售量达一亿支，列切花排名第七位 。草原 

龙胆在目前切花生产中上升速度最快，种苗市场需求量极 

大。草原龙胆生长适宜温度为 15～28℃，对光照反应比较 

敏感，长日照对其生长发育均十分有益，有助于茎叶生长和 

花芽形成，一般以每天16 h光照效果最好，pH值以6．5～7．0 

为宜，但草原龙胆种子细小，从发芽到正常生长有3～4个月 

的停滞期，这段时期内常有大量幼苗死亡，导致育苗困难 。 

利用组织培养进行快速繁殖不但可以节省大量的资金，使草 

原龙胆的生长、发育避免受到外界环境的影响，又可以把历 

代种子苗中花色、花瓣轮数受市场欢迎的品种保留下来，并 

根据市场需求大批量生产，大大缩短了育苗周期，可以做到 

不受季节限制全年供苗，具有重要现实意义。 

1 材料与方法 

1．1 材料 试验材料为草原龙胆。 

1．2 方法 

1．2．1 外植体的获得。取生长健壮的草原龙胆植株茎秆用 

自来水冲洗干净，放人小烧杯中，在无菌条件下用浓度为 

70％的酒精杀菌 l5～30 S，再转入 0．1％的 HgC1，或 3％ 

NaC10灭菌5～25 min，最后用无菌水冲洗 5～6次。然后用 

消毒滤纸吸干表面水分 。 

1．2．2 培养基的组成和配制。试验培养基的组成：MS、MB 

(MS大量元素 +B 微量 +B 有机 +Fe盐)、N 为基本成分， 

附加不同浓度的6-BA、IBA、GA和3％蔗糖，0．7％琼脂。 

1．2．3 茎段丛生芽的诱导与增殖。将材料切成 0．8～1．0 

cm的小段(带腋芽)接种到附加 3％蔗糖、0．7％琼脂的培养 

基上，共9个处理进行正交试验设计。pH值调至5．8，温度 
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为20～24℃，空气湿度为70％，每天光照 16 h，20 d后观察 

丛生芽的诱导情况-o 。 

2 结果与分析 

2．1 不同杀菌剂对草原龙胆外植体灭菌效果的影响 植物 

材料的灭菌是植物组织培养工作的重要环节，它既要求将外 

植体表面微生物彻底杀死，又要求尽可能少地伤害外植体组 

织和细胞 。试验选用3％的NaCIO和0．1％的HgC1，分别 

对外植体进行灭菌。其中次氯酸盐是一种强氧化剂，在水中 

形成次亚氯酸，分解后形成盐酸和新生态的氧，具有极强的 

氧化性，故具有杀菌作用。它灭菌处理后易于去除，不留残 

毒，具有杀菌力强、低毒、价廉等优点，是组培工作者喜欢选 

用的杀菌剂之一；升汞是重金属杀菌剂，Hg 可与带负电荷 

的蛋白质结合，使菌体蛋白变性，酶失活，从而起到杀菌作 

用。在室温下，0．1％的HgC1，在 10 min内可有效地杀死附 

着在外植体表面的细菌及芽孢，是一种极有效的杀菌剂。但 

它有剧毒，经升汞灭菌的外植体，需彻底去除残留的 Hg ，以 

消除微量残留升汞对外植体的伤害 。 

在试验中，首先将外植体用自来水冲洗干净，再在 70％ 

的酒精中浸泡30 S，无菌水冲洗一次分别放入 3％的NaC10 

和O．1％的HgC1：分别浸泡5、10、15、20和25 min，灭菌结果 

见表1。比较后发现，无论使用哪种杀菌剂，随着灭菌时间的 

延长，外植体的无污染率均呈现出先升高后降低的趋势，当 

浸泡 10 min时，灭菌效果最好；就杀菌试剂的种类而言，用 

0．1％ HgC1：效果明显好于用3％的NaC10的灭菌效果，当用 

0．1％的HgC1，灭菌 10 min时达到最佳灭菌效果，无污染率 

可达100％。顾建议选用0．1％的HgCl，灭菌。 

2．2 不同基本培养基成分及激素种类对茎段丛生芽的诱导 

与增殖的影响 从试验结果可以得出，基本培养基成分及激 

素的种类和浓度对以草原龙胆茎段为外植体进行丛生芽的 

诱导和增殖的过程中的作用显著。试验以基本培养基成分 

和3种激素IBA、6-BA、GA设计4因素3水平的正交试验，共 

9个不同搭配的试验处理，每处理重复2次。分别于20、30、 
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表1 不同消毒方法对草原龙胆外植体灭菌效果的影响 

Table 1 Effects of different disinfection methods on the steriliza． 

tion efficacy ofEgrandiflorum explants 

注：表中数据为3次试验所得数据的平均值。 

Note：Data in the table are mean values of 3 repeats 

40 d后观察丛生芽的诱导和增殖情况，试验设计及结果见表 

2。其差异显著性结果表明，4个因素对以茎段为外植体丛生 

芽诱导过程中对分化率的影响顺序是培养基种类、GA浓度、 

IBA浓度和6-BA浓度。从试验结果可以得到的最优水平组 

合为A2B3C1D2，即基本培养基成分为 MB，IBA浓度为2．O 

mg／L，6-BA浓度为 0．5 mg／L，GA浓度为 2．0 mg／L。进一步 

的方差结果表明 ，激素 GA浓度与丛生芽长度呈正相关， 

在2．0 mg／L范围内，提高GA浓度，有利于植株的伸长；IBA 

浓度与增殖倍数呈正相关，随 IBA浓度的升高，丛生芽的增 

殖倍数逐渐升高 。诱导出的丛生芽每30 d可继代 1次，继 

代3次后，可适当调低激素浓度，否则幼苗玻璃化现象 

严重 。 

3 结论与讨论 

3．1 草原龙胆适宜外植体的选择 外植体的选择几乎包括 

了植物体的各个部位，如茎尖、茎段、皮层及微管组织、表皮、 

表2 培养基种类及激素种类和浓度对茎段丛生芽诱导的影响 

Table 2‘Effects of culture medium types and the concentration an d types of hormone on multiple shoot induction of stem segment 

根、茎、叶、鳞茎等。而不同种类以及同一种类的不同器官之 

间的分化能力和对诱导条件的反应是不一致的。试验以草 

原龙胆茎段为外植体，通过优化培养基条件及环境条件，对 

影响草原龙胆快速繁殖体系建立的几个影响因素进行研究， 

从试验结果可以得出，以茎段为外植体，可直接萌发产生丛 

生芽，增殖系数可达到5～8，完全可以满足草原龙胆快速繁 

殖体系建立的需要，同时变异率低，是建立草原龙胆快速繁 

殖体系较为适宜的途径。 

3．2 不同培养基成分对草原龙胆快繁体系建立的影响 基 

本培养基的选择在组织培养中非常重要，丛生芽的诱导和增 

殖速度的快慢关键在于培养基。植物快繁最常用的培养基 

有 MS培养基、B 培养基、SH培养基、w培养基、Ls培养基 

等。Ms培养基适合于大多数双子叶植物 ，含有较高的铵 

态氮，无机盐的浓度高，有加速愈伤组织生长的作用，能满足 

植物组织对矿质营养的需求。w培养基所含无机盐较低，不 

含铵态氮。Is培养基和 w培养基的大量元素，微量元素相 

同，其纤维素和有机附加成分不同。SH培养基与 B 相似， 

在不少单子叶和双子叶植物上使用，效果很好。而B 培养 

基的主要特点是含有较低的铵盐，该营养成分可能对不少培 

养物的生长有抑制作用，对有些植物如双子叶植物特别是木 

本植物 ，却更适合生长。 培养基适合于许多单子叶植 

物，尤其对禾本科植物的小麦水稻等很有效，其广泛应用于 

小麦、水稻及其他植物的花粉和花药培养和组织培养。试验 

应用的培养基分别为 MS、MB、N 3种。从试验结果可以得 

出，培养基以MB(MS大量元素 +B 微量 +B 有机 +铁盐) 

为基本成分，草原龙胆外植体的诱导与增殖情况最好。 

3．3 不同植物生长调节剂在草原龙胆快繁体系建立的研究 

组织培养对培养物影响最大的是外源激素，试验选用的是 

IBA、6-BA、GA 3种激素。生长素能够促进组培苗节尖的伸 

长及根的形成。一般组培试验都应用 IBA，IBA是天然合成 

的生长素，在根的诱导和生长上作用强烈，且作用时间长。 

但是IBA可被光迅速溶解或被酶所氧化，由于培养基中可能 

有氧化酶存在，所以在使用浓度上应相对较高。陈正华指 

出，生长素浓度过高对木本植物的增殖起抑制作用 。该 

试验使用的IBA的浓度范围0．5—2．0 m L。试验中也可应 

用 IAA和NAA，它们是天然生长素，合成的化合物比较稳 

定，但 NAA诱导发根的能力较弱，而IAA在植物体内容易积 

累使植物中毒。细胞分裂素在组培中起着很重要的作用。 

BA的主要作用是能刺激细胞分裂，诱导芽的分化。但 BA 

浓度过大，可能会出现试管苗玻璃化，并抑制生根，故在生根 

培养基中通常除去 BA而加入一定量的生长素。所以一般 

生长素与细胞分裂素配合使用。GA起使丛生芽伸长的作 

用，由于它的作用往往是负面的，在使用前要慎重 。从试 
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牛大力增殖 
Protiferatim of 14 speciosa 

牛大力生根 移栽30 d的牛大力组培苗 
goofing of M speciosa Tissue culture scedL~ of jI￡speciosa 

after transplanting for 30 d 

图1 牛大力茎段组织培养 

rlg．1 Tissue culture ofthe stem of speciosa 

表1 不同激素浓度配比对增殖的影响 

Table1 Effectsof different phytohormones on proliferation 

明(表2)，一定激素浓度下利用 1／2 MS培养基生根效果较 

好，MS培养基也能诱导根原基的形成，并有部分根的出现， 

但达不到移栽的要求，不适宜牛大力的生根培养。在1／2 MS 

培养基中，IBA 0．5 mg／L+IAA 0．5 m#L的组合生根率最 

高，且根生长状态最好，所以组合 1／2 MS+IBA 0．5 m#L+ 

IAA 0．5 mg／L为最佳生根培养基。 

2．4 移栽训化 把生根的瓶苗移至温室 自然光下炼苗 1 

周，然后取出小苗，洗去培养基，再用 1 000倍多菌灵浸泡3 

min，移栽在基质为椰糠：砂=3：1的苗床上，移栽后用地膜保 

湿15 d以上，成活率达85％以上(图1)。 

3 结论与讨论 

牛大力茎段灭菌比较困难，因为牛大力茎段表面被有绒 

毛，用0．1％升汞消毒 20 min可获得无菌材料；牛大力的启 

动培养基以MS+6-BA 1．0 m#L+IBA 0．1 m#L为好，诱导 

率可达 100％，且腋芽生长正常；以MS+6-BA 2．0 m#L+ 

IBA 0．1 m#L为增殖培养基，培养 30 d，增殖系数可达7．0， 

虽然有少量的愈伤组织产生，但不定芽生长发育正常；牛大 

力的生根较为困难，以 1／2 MS+IBA 0．5 m#L+IAA 0．5 

m#L组合生根效果最好，生根率达80％；移栽到以椰糠：砂 

= 3：1的基质中，覆盖地膜保湿 15 d，成活率可达85％以上。 

表2 不同培养基与激素组合对生根的影响 

Table2 Eff ectsof different culturemedia and hormone combina- 

lion on rooting 

培养基 激素浓度 ／／mg／L 生根率∥％ 
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medium IBA IAA rate 

根生长状态 

Rooting status 
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验结果可以看出，当激素种类和浓度分别为6-BA 0．5 m#L 

+IBA 2．0 m#L+GA 2．0 m#L时，丛生芽的诱导率分蘖率 

最高。 
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