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蔓性千斤拔组织培养中种子灭菌和芽增殖的研究 

刘芳 ，韦鹏霄 ，岑秀芬 ，黄浩2*，余丽莹 (1．广西大学农学院，广西南宁53ooo5；2．广西药用植物园，／~ 530023) 

摘要 [目的]研究蔓性千斤拔组织培养中种子灭菌的方法，筛选适宜芽增殖的外植体及激素组合。[方法]用乙醇、次氯酸钠和升汞的 
不同组合对种子进行灭菌，然后比较顶芽和带腋芽的茎段作为外植体进行继代增殖的效果，探讨不同激素组合对芽增殖的影响。[结 

果]较好的种子灭茵方法为：75％乙醇30 s+10％NaC10 10 min十0．1％ HgC1 5 min；带腋芽的茎段为较好的继代增殖外植体。6-BA对 
芽增殖有显著促进作用；KT对芽的增殖效果不如6．BA；芽增殖的最佳激素组合为6-BA 2．0 ms／L+I从 0．1 ms／L，增殖倍数为6．74。 

[结论]获得了较好的种子灭菌方法，筛选出适合继代增殖培养的外植体和激素组合，为蔓性千斤拔组织培养的深入研究提供实验基础。 
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Study on Seed Sterilization and Bud Proliferation in．rissue Culture ofFlemlngiaphi~pincrisis Merr．et Rolf 

LIU Fang et al (College of Agronomy，Guangxi University，Nanning，Guangxi 530005) 

Abstract 『0biective I The aim of tIIis paper was to study the method of seed sterilization and to select the suitable explant and hormone COB． 

bination for bud pmliferation in tissue culture of Fleming&philippinensis Merr．et R0lf．1 Method]Different combinations of ethanol，NaC10 

and HgC1，were used for seed sterilization．then the comparison between apical bud and stem with axitlary buds as explant for subculture was 

conducted．Finally，the effects of different hormone combinations on bud proliferation were discussed．『Result]The better seed sterilization 

method of philippinensis was 75％ ethanol 30 s+10％ NaC10 10 min+0．1％ HgC1，5 min．Th e optimal explant for subcuhure and multi． 

plication was stem with axillary buds．6．BA had significant positive effect on bud proliferation of philippinensis while the effect of KT on bud 

proliferation was poorer than 6．BA．The optimum hormone combination for bud proliferation of philippinensis was 6．BA 2．0 ms／L +IAA 

O．1 ms／L and preliferation multiple of buds achieved 6．74．『Conclusion]The seed sterilization method of philippinensis was established and 

the suitable explant and hormone combination for bud proliferation were screened．which offered the foundation of further study on tissue cul— 

ture of philippinensis． 
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蔓性千斤拔(Flemingia philippinensis Merr．et Rol1)又名 
一 条根、土黄芪、老鼠尾等，属于多年生豆科蔓性千斤拔属的 
一 种常用药用植物。以根入药，为《中 国药典)2o05年版收 

载⋯。其味甘、微涩、性平。具有壮腰健肾、除风利湿、活血 

通络、消瘀解毒等功效。主治风湿骨痛、腰肌劳损、慢性肾 

炎、跌打损伤、痈肿、偏瘫、阳痿、妇女白带多等，是妇科千金 

片、金鸡胶囊、金鸡冲剂、壮腰健肾丸等中成药的主要原料 

药 ]。蔓性千斤拔主要分布在广西、贵州、湖南、湖北、广 

东、海南、福建、台湾等地。多生于较干旱的山坡、路旁灌丛 

或草丛中 。由于分布稀疏，生长缓慢，在分布地不是优势 

种，种子极易被害虫蛀食。加上近年来过度采挖，野生资源 

日益减少，市场已连续多年紧缺，价格逐年攀升，常常有价无 

市 J。为解决种源紧缺问题，利用组织培养技术对蔓性千斤 

拔进行快速繁殖具有重要意义 。笔者着重研究了蔓性千 

斤拔组织培养中种子灭菌和芽快速增殖的方法，为蔓性千斤 

拔的进一步保存与开发利用提供组培快繁技术依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 蔓性千斤拔成熟种子，由广西药用植物园保育 

中心提供。 

1．2 方法 

1．2．1 无菌苗的获得。将种子用自来水冲洗 30 min后，置 

于超净台上，分别用浓度 75％乙醇、10％NaCIO和 0．1％ 

HgCl 3种灭菌剂设计了双因子和三因子共 5个灭菌处理。 

灭菌后的种子用无菌水冲洗 5次，放入无菌水中吸胀6 h，然 
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后用无菌滤纸吸干水分后接种到无激素的 MS培养基上获 

取无菌苗。每个处理 12瓶，每瓶接种 5粒，3次重复。接种 

后 15 d统计污染率，30 d统计发芽率。 

1．2．2 继代增殖培养。 

1．2．2．1 外植体的筛选。当无菌苗长至 3-4 cm，分别剪取 

顶芽(长约 1．5 cm)或带 1个腋芽的茎段作为继代增殖培养 

的外植体，接入MS+6-BA 2．0 ms／L培养基中，研究不同外 

植体对芽增殖的影响。 

单激素试验：取无菌苗带腋芽的茎段接种。以 MS为基 

本培养基，分别附加不同浓度的6-BA和 KT，设 1．0、2．0、 

3．0、4．0、5．0 mg／L 5个浓度梯度，研究不同细胞分裂素种类 

及浓度对芽增殖的影响。 

1．2．2．2 激素配组试验。取无菌苗带腋芽的茎段接种。以 

MS为基本培养基，细胞分裂素选用 1．0、2．0 mg／L 6-BA，生 

长素分别为0．1 mg／L NAA、IBA和 IAA，共6个处理，研究不 

同细胞分裂素和生长素配组对芽增殖的影响。 

每个处理 12瓶，每瓶接种6个外植体，3次重复，继代周 

期25 d。 

1．2．3 培养基处理及培养条件。培养基均附加蔗糖 30 

g／L，琼脂 5 g／L，pH值调至5．8，121 oC高压灭菌20 min。培 

养室温度为26—28℃，光照 1 500～1 800 lx，光照 12 h／d。 

1．2．4 统计方法。污染率(％)=(污染总数／接种总数)× 

100；发芽率(％)=(发芽种子数／接种种子总数)×100；芽增 

殖倍数 ：增殖芽总数／接种基本芽数。 

2 结果与分析 

2．1 不同灭菌处理对蔓性千斤拔种子灭菌效果的影响 由 

表 1可见，在双因子灭菌处理中，A：和A3处理较A 的种子 

污染率低，说明升汞的灭菌效果比次氯酸钠强。而 3因子灭 

菌处理中，即75％乙醇 +10％NaCIO+0．1％ HgCl2组合(A4 
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和 A )的灭菌效果最好。A 处理的种子污染率仅为1．1％， 

A 处理的污染率为0，与双因子灭菌处理的种子污染率达极 

显著差异。随着升汞灭菌时间的延长，对种子的毒害作用也 

增强，A 处理的种子发芽率为52．8％，而 处理的则下降 

为36．7％，两者的差异极显著。因此综合其污染率和发芽 

率，蔓性千斤拔较好的种子灭菌处理为A ，即75％乙醇30 S 

-I-10％ NaC10 10 min+ 0．1％ HgCl2 5 min。 

表1 不同灭菌处理对蔓性千斤拔种子灭菌的影响 

Table 1 Effect of different sterilizing treatments on seed steriliza- 

tion ofFlemingiaphilippinensis Merr．et Rolf 

处理号 75％乙醇 10％次氯酸钠 0．1％升汞 污染率∥％ 发芽率∥％ 

Treatment 75％ ethanol 10％ NaC10 0．1％ ngCl，Contamination Germination 

code S min min rate rate 

注：同列不同大、小写字母分别表示在0．01和0．05水平的差异显著。 

下表同。 

Note：The different lowercases and capital letters mean significant differ- 

ences at 0．05 an d 0．01 levels，respectively．The same as follows． 

2．2 不同外植体对蔓性千斤拔芽增殖的影响 试验表明， 

芽增殖倍数受外植体影响较大。以顶芽为外植体，产生的芽 

较小、纤细，芽增殖倍数为 3．72，而以带腋芽的茎段为外植 

体，产生的芽较粗、健壮，芽增殖倍数为 5．31，两者的芽增殖 

倍数差异达到了极显著水平。因此适合用于继代增殖培养 

的外植体为带腋芽的茎段。 

2．3 6-BA对蔓性千斤拔芽增殖的影响 由表2可见，在 

1—5 mg／L的浓度范围内，6-BA对芽的增殖有显著的促进作 

用，芽生成多，且苗粗叶绿，苗长势好。但不同浓度的6-BA 

对芽的增殖效果不同，在 1～2 mg／L浓度时，随着6-BA浓度 

的升高，芽增殖倍数也升高，当6-BA浓度为2 mg／L时，芽增 

殖倍数达到最高值5．31；之后随着6-BA浓度的升高，芽增殖 

倍数下降，芽也越来越纤细。邓肯新复极差分析显示，当 

6-BA浓度为1～3 mg／L时，芽增殖倍数与对照的相比差异 

极显著，是蔓性千斤拔继代增殖培养的适宜浓度范围。 

表2 6-BA对芽增殖的影响 

Table 2 Effectsof 6-BA on bud proliferationof Flemingiaphilip- 

pinens~ Merr．etRoff 

2．4 KT对蔓性千斤拔芽增殖的影响 由表3可知，在1～5 

mg／L的浓度范围内，KT对芽的增殖有一定的影响。随着 

KT浓度的升高，芽增殖倍数也升高，至3 mg／L时，芽增殖倍 

数达到最高值 3．01，之后，芽增殖倍数下降。总体来看，KT 

对芽的增殖效果较6-BA差。除了3 mg／L外，其余各供试浓 

度的芽增殖倍数与对照的相比均未达极显著差异。而且，添 

加KT后产生的芽纤细，不如添加 6-BA的芽健壮。 

表3 KT对芽增殖的影响 

Table 3 Effectsof KT Oil bud  proliferation ofFlemingiaphilippinensis 

Merr．et ROlf 

2．5 激素组合对蔓性千斤拔芽增殖的影响 由表4可知， 

6-BA+NAA组合(D。和D：)的芽增殖倍数与单独使用 6-BA 

(B 和 B2)的相比没有显著差异，而且在6-BA基础上添加 

NAA后，导致芽基部愈伤化，影响了芽的分化和生长；6-BA 

+IBA组合(D 和D )的芽增殖倍数显著低于单独使用6一BA 

(B 和B )的，在6-BA基础上添加IBA后，芽变得纤细，叶片 

呈水渍透明状，出现玻璃化现象，可见，6-BA+IBA组合不适 

宜用于蔓性千斤拔芽的增殖；而6-BA+IAA组合(D 和D ) 

对芽的增殖有极显著的促进作用，尤其是 D 的芽增殖倍数 

极显著高于单独使用6-BA(B。和B2)的，该处理获得的苗健 

壮、叶片鲜绿。根据各项指标进行综合分析，芽增殖的最佳 

激素组合为6-BA 2．0 mg／L+IAA 0．1 mg／L。 

表4 激素配组对芽增殖的影响 

Table 4 Effect of different hormone combinations on bud prolif- 

eration of Flemingiaphilippinensis Merr．et Rolf 

处理号 

atment 

code 

激素种类及浓度／／mg／~： 

Horme ne category and 

! 塑璺 

6．BA NAA IBA 

Proliferation 生长状况 

multiple Growing condition 

m  【)f hl】ds 

3 讨论与结论 

蔓性千斤拔植株嫩枝、顶芽、腋芽、叶片密被毛，消毒较 

困难，不易建立无菌培养材料，因此宜选用种子为外植体进 

行无菌苗的诱导。蒙爱东等的研究发现，蔓性千斤拔的种子 

经0．1％ HgC1 浸泡 10 min的一次消毒灭菌方法，灭菌效果 

较差，污染率为26％，虽然再用0．1％ HgC1，浸泡5 min的二 

次消毒灭菌方法可以使污染率降低到2％，但是其种子发芽 

率只有一次消毒法(45．9％)的近一半，为22．4％ 。在常用 

的灭菌剂中，升汞的灭菌效果最好，但必须较严格地掌握灭 
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菌时间，否则，植物材料易产生毒害或受到强烈抑制。次氯 

酸钠灭菌的彻底程度不如升汞，但是性质比较温和，对植物 

材料杀伤较轻 。乙醇具有较强的穿透力，使菌体蛋白质脱 

水变性，同时它还具有较强的湿润作用，利于其他灭菌剂的 

渗入 。因此该试验选用了75％乙醇、10％NaC10和0．1％ 

HgCl 3种灭菌剂进行联合灭菌处理。研究结果表明，采用 

75％乙醇 30 S+l0％ NaC10 10 min+0．1％ HgC1，5 min的 

灭菌方法，既可以有效地控制种子污染，污染率仅为 1．1％， 

又可以保持较高的种子发芽率52．8％，是蔓性千斤拔种子较 

好的灭菌方法。 

对不同的外植体顶芽和带腋芽的茎段进行继代增殖培 

养，发现茎段芽增殖倍数高于顶芽的。这可能是因为顶芽的 

内源生长素浓度高于茎段，形成的顶端优势不易被打破，对 

侧芽的萌发产生了抑制作用，从而降低了芽增殖倍数。所 

以，蔓性千斤拔应采用带腋芽的茎段为外植体进行快速 

繁殖。 

细胞分裂素的主要生理作用是促进细胞的分裂与扩大， 

促进芽的分化和侧芽的发育 。因而是植物组织培养中用 

于芽形成和增殖的主要激素。该试验结果表明，6-BA对蔓 

性千斤拔芽增殖有显著促进作用，而 KT对芽的增殖效果不 

如6-BA。生长素在组织培养中的作用是诱导愈伤组织的产 

生，促进细胞伸长和茎尖(茎段)生根，并与细胞分裂素共同 

作用诱导不定芽分化及侧芽的萌发与生长 。诱导分化和 

增殖阶段一般选用的生长素有萘乙酸(NAA)、吲哚丙酸 

(IBA)、吲哚乙酸(IAA)，其作用强弱的顺序为 NAA≥IBA> 

IAA。通常认为生长素和细胞分裂素的比值大时有利于根的 

形成，比值小时，则促进芽的形成。故应根据植物种类和培 

养的部位，选择适宜的激素种类和浓度配比，才能有效地控 

制器官的分化 。该试验表明，6-BA与NAA组合会导致蔓 

性千斤拔芽基部愈伤化，影响了芽的增殖；6一BA与 IBA组合 

生成的芽最少，而且芽纤细，苗玻璃化；6-BA与生长素活力 

最弱的IAA配合，对蔓性千斤拔芽增殖效果最好，生成的芽 

健壮，苗长势好。蔓性千斤拔芽增殖的最佳激素组合为 

6-BA 2．0 mg／L+IAA 0．1 mg／L0 
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2．4．2 气孔观察。对变异植株叶片进行气孔观察，叶片表 

面粗糙，易碎，撕取下表皮较困难，气孔比对照组的大，排列 

较松散(图 1—3、1—4)。 

2．4．3 根尖染色体观察。分别取各处理的变异植株根尖进 

行染色体鉴定，结果表明：采用秋水仙素浸泡法、混培法及穿 

线法都可以获得一定频率的多倍体细胞，四倍体细胞的染色 

体数目为2n=4x：40(图 1—5)，而二倍体细胞的染色体数 

目为2n=2x=20(图1—6)，有其他倍性的细胞存在，对照组 

中只有二倍体细胞存在。每个处理浓度随机统计180个分裂 

相细胞，统计四倍体的细胞个数并计算四倍体细胞诱导率。 

3 结论与讨论 

利用秋水仙素进行染色体加倍具有经济、方便、诱变作 

用专一性强的特点。近年来，在离体状态下，利用秋水仙素 

诱导染色体加倍的研究越来越多。不同材料对秋水仙素的 

敏感度不同。对同一种材料而言，秋水仙素浓度和处理时间 

对诱导染色体加倍至关重要。秋水仙素的浓度从0．03％ ～ 

0．5％；处理时间6 h～7 d都有报道 。一般认为，对具体材 

料而言，浓度高时，处理时间短；浓度低时，处理时间长。该 

试验中，秋水仙素处理红掌气生根再生团块时，浓度0．3％处 

理7 h的组合最好，表明较高浓度较长时间的处理也可以得 

到较高的诱导率。秋水仙素有剧毒，不仅伤害外植体，明显 

抑制不定芽的分化，还可以导致再生植株生长缓慢，毒害程 

度往往随着处理浓度的增加和处理时间的延长而加剧。试 

验结果表明，随着秋水仙素浓度的增加，再生团块死亡率加 

重。秋水仙素的浓度和处理时间共同影响外植体的成活率 

及诱导效果，高浓度长时间的处理可使多倍体的诱导率升 

高，同时死亡率也升高；而低浓度短时间的处理不易获得多 

倍体材料。 
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