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虎耳草的组织培养和离体再生 

赵宏波，房伟民，陈发棣 

(南京农业大学园艺学院，江苏南京210095) 

摘要：以第一张展开的叶片为外植体进行了虎耳草组织培养研究。结果表明，最佳的培养体系为：以培养基 

Ms+1．0 mg／L 6一BA+0．1 mg／L NAA诱导愈伤组织；形成的愈伤组织转接到MS+2．0 mg／L 6一BA+0．1 mg／L 

NAA上诱导分化，分化率达到65％；分化的不定芽转接到MS+0．5 mg／L 6一BA+0．1 mg／L NAA上诱导增殖，增 

殖倍数达到6．35；形成的植株转移到不含激素的 I／2MS培养基上诱导生根，同时还有壮苗效果。 
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虎耳草(Saxifraga stolonifera)是虎耳草科多年 

生常绿宿根植物 J̈，不仅可用于盆栽观赏、点缀盆 

景和园林地被，还具有较好的药用价值。虎耳草的 

叶茎密被茸毛，叶形似老虎耳朵，叶表面有白色斑 

点，背面多为紫红色；具匍匐茎，顶端可形成小植株； 

初夏从叶丛问抽出花葶，开5瓣白色小花，优雅动 

人。具有清热解毒、祛湿消肿、凉血止血的功效 J， 

可用于治疗中耳炎、外伤出血、牙痛、湿疹、吐血、前 

列腺增生等多种疾病 』。本研究拟建立虎耳草组 

织培养和离体快繁体系，为产业化育苗生产提供技 

术支持，同时为提取和生产虎耳草中的药用活性成 

分奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

供试材料为虎耳草第一张刚展开的嫩叶及其叶 

柄。愈伤组织诱导培养基：@MS+1．0 mg／L 6一BA 

+0．1 mg／L NAA；( I／2MS+1．0 mg／L 6一BA+ 

0．1 mg／L NAA；~MS (大量元素为MS培养基的一 

半，微量、铁盐、有机物质与MS同)+1．0 mg／L 6一 

BA+0．1 mg／L NAA。分化培养基：①MS+1．0 

mg／L 6一BA+0．1 mg／L NAA；( MS+2．0 mg／L 6 

一 BA+0．1 mg／L NAA；⑤MS+0．01 mg／L TDZ+ 
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0．1 mg／L NAA：@MS+0．02 mg／L TDZ+0．1 mg／L 

NAA。增殖继代培养基：①Ms+1．0 mg／L 6一BA+ 

0．1 mg／L NAA；⑦MS+0．5 mg／L 6一BA+0．1 

mg／L NAA；( MS+O．2 rng／L 6一BA+0．1 mg／L 

NAA。生根培养基：⑨1／2MS。培养基均加3％蔗糖 

和0．6％琼脂，pH值5．8。 

1．2 方 法 

选取健康嫩叶，放人洗洁精水中漂洗 8一l0 

min，用自来水冲净，滤纸吸干，再用70％乙醇浸泡 

30 S，0．1％HgC12消毒8 rain，无菌水冲洗4次。切 

成(2—3)mm×(2～3)mm大小，接种于愈伤组织 

诱导培养基中。30 d后将形成的愈伤组织转接到 

分化培养基中，再过30 d后将分化的不定芽切下， 

接到增殖继代培养基上。将长至一定大小(全展叶 

直径 1 cm以上)的不定芽切下，转接到生根培养基 

中。以上各阶段培养条件均为(25±2)oC，1 500— 

2 000 lx，12 h／d。30 d后进行驯化移栽，将装有已 

生根的试管苗的培养瓶拿出培养室，在室温自然条 

件下锻炼3 d，然后打开瓶盖，再锻炼 3 d，最后用镊 

子将试管苗取出，在自来水下将培养基冲净，栽到经 

高温灭菌过的基质[w(珍珠岩)：W(泥炭)=3： 

1]中，用塑料薄膜罩住保湿，温度23—25℃，光照 

3 000 lx。1个月后移栽。 

1．3 数据分析 

采用最小显著极差法(LSR)进行数据分析。 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织的诱导 

接种于①、②、③培养基中的叶片在 10 d后开 

始膨大，形成愈伤组织，30 d后膨大的叶片周边形 
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成了一定量的愈伤组织，3种培养基出愈率差异不 

显著(表 1)。培养基①上形成的愈伤组织呈黄绿 

色，表面湿润；培养基②和③上形成的愈伤组织呈米 

黄色，半透明，较疏松。培养基①诱导的愈伤组织后 

期分化能力较强。 

表 l 不同培养基上愈伤组织诱导情况 

2．2 不定芽的诱导和增殖 

30～40 d后将愈伤组织及时转接到分化培养 

基①、④、⑤和⑥上，15 d后便陆续分化出不定芽， 

但在培养基①上分化率只有20％，而在培养基④上 

分化率达到65％；在添加了TDZ的培养基⑤和⑥ 

上，分化率较低，且愈伤组织褐化严重(表2)。不定 

芽形成之后需及时转接，若转接太迟易发生玻璃化， 

且形成的不定芽过多，导致个体太小，继代之后生长 

缓慢。 
表2 不定芽的诱导情况 

形成的不定芽及时转接到增殖继代培养基①、 

⑦和⑧上，结果见表3。在培养基①上40 d后不定 

芽增殖倍数达到 10．6，但形成的不定芽过多且小， 

部分发生玻璃化；而在培养基⑦上每株不定芽增殖 

倍数适中，40 d后达6．35，形成的个体较粗壮，适合 

生根移栽；在培养基⑧上虽然增殖倍数和长势均较 

好，但芽丛形成了根，不适合移栽，也给转接继代带 

来不便。 

表3 不定芽的增殖情况 

2．3 根的诱导和移栽 

从丛生芽上切下长至一定大小的不定芽，转接 

到培养基⑨上诱导生根。30 d后，不定芽生长健 

壮，基部形成一定量白色的根，根上形成了大量根 

毛，生根率达到95％以上，说明培养基⑨兼有生根 

和壮苗的作用。生根植株经驯化后，移栽成活率达 

95％以上，1个月后移栽，后期长势旺盛(图 1)。 

墨 

A．愈伤组织分化；B．第 1次继代；c．丛生芽；D．生根植株； 

E．移栽 3周后的植株。 

图 1 虎耳草组织培养过程 

3 结论 

以虎耳草不同部位(叶片、叶柄)为外植体诱导 

愈伤组织，发现只有叶片能诱导出长势良好且具有 

较好分化能力的愈伤组织，以培养基MS+1．0 mg／L 

6一BA+0．1 mg／L NAA最为适宜。在不同培养基 

上诱导出的愈伤组织状态不同，可作不同用途使用。 

在培养基 MS+1．0 mg／L 6～BA+0．1 mg／L NAA上 

诱导出的黄绿色愈伤组织作为诱导分化的材料，而 

培养基 1／2MS+1．0 mg／L 6一BA+0．1 mg／L NAA 

和MS (大量元素为 MS培养基的一半，微量、铁盐、 

有机物质与 MS同)+1．0 mg／L 6一BA+0．1 mg／L 

NAA上诱导出的愈伤组织呈米黄色，半透明，较疏 

松，可作为悬浮培养的材料，用以提取药用成分。黄 

绿色的愈伤组织转接到分化培养基 MS+2．0 mg／L 

6一BA+0．1 mg／L NAA上，分化率达到65％。形成 

的不定芽需及时转接继代，否则极易玻璃化。不定 

芽转接到 MS+0．5 mg／L 6一BA+0．1 mg／L NAA上 

诱导增殖，增殖倍数达到6．35，植株生长旺盛。将 

增殖的芽丛切成单株，转移到不含激素的1／2MS培 

养基上诱导生根，结果表明 1／2MS兼有生根和壮苗 

效果。生根植株驯化移栽成活率高且长势好。 

(下转第72页) 
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同源四倍体抗热萝 卜同工酶研究 

徐伟钰，张蜀宁，万双粉，侯喜林 

(南京农业大学作物遗传与种质创新国家重点实验室，园艺学院，江苏南京 210095) 

摘要：利用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术，对二倍体和四倍体萝 b进行了营养生长和生殖生长时期超氧化物歧 

化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)和酯酶(EST)同工酶研究。结果表明，与二倍体相比，无论是营养生长期还是生 

殖生长期，四倍体EST同工酶多1～2条特异条带且颜色较深；POD同工酶酶谱带的条数相同，但四倍体的酶谱 

带显色深，差异显著；营养生长期四倍体中SOD同工酶酶谱带和二倍体相同；生殖生长期四倍体SOD酶酶谱带的 

活性加强。 

关键词：萝卜；同工酶；二倍体；四倍体 
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植物多倍体具有抗逆性、优质性和巨大性Ll J， 

备受人们重视。多倍体与二倍体差异的根本原因是 

DNA分子水平表达不同。有关果树多倍体与二倍 

体同工酶电泳谱带特征的比较研究L2一 表明，多倍 

体植株同工酶同一位点基因剂量加倍，该位点的酶 

量相应增加，并且多倍体酶谱中出现特异条带。蔬 

菜多倍体中仅在不结球白菜 和萝 卜上有报道，但 

在萝 卜[91上只对同源多倍体萝 卜过氧化物酶同工 

酶进行了研究，关于二倍体和四倍体萝 卜不同生育 

时期、不同组织器官的同工酶的变化规律还未见报 

道。本研究利用本实验室培育的抗热四倍体白萝 卜 

叶片和花蕾为试材，比较分析不同生育时期叶片和 

花蕾中EST、SOD和 POD同工酶酶谱带的表达特 

性，为多倍体育种后代的遗传分析和倍性筛选提供 

辅助方法。 

收稿 日期：2006一叭 一09 

基金项 目：江苏省重大科技攻关项目(编号：2002304)。 

作者简介：徐伟钰(1980一)，女，河南南阳人，硕士生，主要从事蔬菜 

遗传育种与 生物 技术研 究。Tel：(025)84395332；E—mail： 

xuweiyu
_ 0000@sina．tom。通讯作者：张蜀宁。E—mail：snzhang@ 

njau，edu．cn0 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

供试材料为二倍体抗热白萝 卜(2n=2x=18) 

03R一2和四倍体抗热白萝 卜(2n=4x=36)03R一1 

(本实验室利用秋水仙素诱导03R一2获得)，试验 

于2004年 11月 一2005年4月在南京农业大学国家 

重点实验室和园艺站进行。 

1．2 试验 方法 

1．2．1 材料准备 田间试验设计采用随机区组，3 

次重复。2004年9月播种，株行距 30 em×35 em， 

每小区40株。9一l2月营养生长，同年 l2月收获 

贮藏，次年2月定植进行生殖生长。 

1．2．2 电泳 (1)凝胶制备：分离蛟浓度 7．5％ 

(pH值8．9)，浓缩胶浓度4％ (pH值 6．7)，电极缓 

冲液为Tris一甘氨酸缓冲液(pH值8．3)。(2)样品 

制备：营养生长期，取全展幼叶 1 g，加入2—3倍体 

积的缓冲液(PBS 0．1 mol／L，pH值6．8，0．2％B一 

巯基乙醇，10％蔗糖)，冰浴研磨匀浆后在 12 000 

r／min下离心 10 min，取上清液保存于 一20℃冰箱 

中待用。生殖生长期，取抽薹部位的全展叶及花蕾 

(长度0．3—0．4 em)各 1 g，其他同营养生长期酶液 

(上接第7l页) 
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