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摘 要：为了筛选蚬壳花椒组培苗增殖的最优培养方案，对影响组培苗增殖的因素进行了单因素试验．结果显 

示，以MS为基本培养基，添加 0．5～1．0 mg／L 6-BA，0．05～O．1 mg／L NAA和使用添加物D对增殖影响显著，但 

不同浓度差异不显著．对各单因素进行L9(3 )正交试验，结果表明，MS+0．5 mg／L 6-BA+0．05 mg／L NAA+添加物 

D 1．0 mg／L为蚬壳花椒增殖的最适培养基，增殖系数可达到4． 
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OnfactorsaffectingproliferationofshootclusterofZanthoxylum dissitum Hemsl 
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Abstract：To screen on the optimal cultural scheme affecting the induction of Zanthoxylum dissitum Hemsl，the 

experiment was implemented by two steps． At first，with the single factor method carded out with MS as the optimal 

basal medium，the optimal cytokinin was 6-BA with concentration 0．5～1．0 mg／L；with NAA as the optimal auxin the 

concentration was O．05～0．1 mg／L；no apparent effect of concentration of D was detected ．The second．a scheme of 

orthogonal test，which includes 3 factors and 3 levels，was designed．Th e results shows：MS+6-BA 0．5 mg／L+NAA 

0．05 mg／L+D 1．0 mg／L was the optimal cultural scheme．and the multiplication quotiety can reach 4． 
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药用植物蚬壳花椒(Zanthoxylum dissitum Hems1) 

为芸香科花椒属木质藤本植物，中药名为单面针， 

又名大叶花椒、大叶枇杷等，其茎、叶、果皮均可 

入药fl1．有关蚬壳花椒化学成分的研究已有报道f2。】， 

对蚬壳花椒的生境也进行了相关的调查l4J，但至今 

尚无蚬壳花椒组织培养的报道．近年来随着蚬壳花 

椒药用价值的不断开发，蚬壳花椒数量供不应求， 

野生资源面临危机，因此，运用生物技术手段快速 

培养f5J引，对满足市场的需求和保护野生资源具有 

重要意义．笔者在蚬壳花椒离体胚培养试验的基础 
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上，研究了影响蚬壳花椒继代培养的因素，以期为 

加快蚬壳花椒繁殖速率，促进蚬壳花椒组培苗生根 

以及工厂化育苗奠定基础． 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

将蚬壳花椒离体成熟胚培养出的无菌苗作为 

外植体，将带顶芽不带腋芽的无菌苗切成长度为 

l～1．5 cm，接种在培养基中． 

1．2 方 法 

1．2．1 单因素试验 

(1)基本培养基的选择．选择MS，WPM，B5， 

White等4种培养基 郴 ，分别添加0．5 mg／L 6-BA， 

0．1 mg／L NAA，30 g／L蔗糖，培养观察蚬壳花椒叶 
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色及生长情况，确定最适基本培养基． 

(2)细胞分裂素及浓度的选择．在基本培养基 

中，分别添加 1．0 mg／L 6-BA，ZT，KT，CPPU， 

TDZ，培养并筛选最适细胞分裂素后，再分别设 

置 0．0(CK)，0．5，1．0，2．0，5．0 mg／L等 5种质量浓 

度，附加O．1 mg／L NAA，选择适宜的细胞分裂素质 

量浓度． 

(3)生长素及浓度的选择．在以上筛选出的最 

适基本培养基、细胞分裂素及质量浓度范围的基础 

上，分别添加 1．0 mg／L IBA，IAA，NAA，培养筛 

选最适生长素；设 0．0(CK)，0．05，0．1，O．3，O．5， 

1．0 mg／L 5种质量浓度 ，培养后确定较适浓度范围． 

(4)添加物 D浓度的选择．在以上确定的培养 

基中加入添加物 D，设置 0(CK)，1．0，2．0，5．0 mg／L 

4种质量浓度，培养观察，确定适宜质量浓度． 

以上单因素试验 ，各设 4次重复，每个重复接 

种 5瓶，每瓶接种 5个外植体，培养温度(25±2)℃， 

光强度3O～40gmol／(m ·S)，每天光照 12h，pH值 

为5．8～6．2，培养30 d，观察并统计增殖系数．增 

殖系数=总芽数／接种芽数． 

1．2．2 多因素正交试验 

在基本培养基中，对经单因素试验筛选确定的 

细胞分裂素、生长素及添加物D的质量浓度进行配 

比试验。设计正交试验 L9(3 )，各因素均设 3个水 

平【 ，共9个处理．每个处理接种25个丛芽，试验 

重复 3次．30 d后统计增殖系数，并进行方差分析． 

试验数据分析采用 SPSS 13．0数据统计分析软 

件进行． 

2 结果与分析 

2．1 不同基本培养基对蚬壳花椒组培苗增殖的影响 

在 WPM 培养基上的不定芽，增殖系数达到 

2．5，但是生长不正常，长势差，苗细长，叶微黄； 

用 MS培养的不定芽，增殖系数达到 2．3，且苗生 

长健壮，茎节间长，粗壮，叶色较绿；White与 B5 

培养基的增殖系数很低，不宜作为基本培养基．方 

差分析表明，不同培养基对组培苗增殖的影响极显 

著 <0．01)．因此，确定 MS培养基为最适基本培 

养基． 

2．2 不同细胞分裂素及其质量浓度对组培苗增殖 

的影响 

添加 6-BA与 ZT的不定芽增殖系数分别为2．6 

和 2．7，而添加 KT，CPPU，TDZ的增殖系数分别 

为 1．4，1．2，1．3．经观察，5种细胞分裂素对组培 

苗的长势、叶色、高度等的影响差异不大，所以仅 

对增殖系数进行数据分析．方差分析结果表明，不 

同的细胞分裂素对组培苗增殖的影响差异显著 < 

O．O1)；6一BA与ZT之间差异不显著，但是二者与KT， 

CPPU，TDZ之间差异显著．从增殖系数与生产成本 

两方面综合考虑，选择6-BA作为蚬壳花椒组培苗增 

殖的细胞分裂素． 

分别用 0．0(CK)，0．5，1．0，2．0，5．0 mg／L 的 

6-BA处理组培苗，结果增殖系数分别为 1．46，2．54， 

2．56，2．69，2．51；苗平均高度分别为：0．6，2．3， 

2．O，1．2，1．0 cm．方差分析表明，不同质量浓度的 

6-BA对组培苗增殖有显著影响 <O．01)，对试验数 

据进行曲线估计和回归分析，得曲线估计中拟合度 

最高的为二次函数，决定系数 尺 =O．43，增殖系数 

的回归方程为：y=一5．05+5．7x一0．94x ，相关系数 

r=0．63．随着 6-BA质量浓度的升高，二者的变化 

曲线呈抛物线状．但是随着 6-BA质量浓度的升高， 

组苗生长高度却下降，因此6-BA质量浓度的升高， 

有利于增殖但不利于苗的长高，综合考虑，6-BA 

适宜质量浓度为 O．5～1．0 mg／L． 

2．3 不同生长素及其质量浓度对组培苗增殖的影响 

用 NAA，IBA，IAA处理组培苗，其增殖系数 

分别为 2．3，1．7，l_3，方差分析表明，不同细胞生 

长素对增殖的影响极显著 <0．01)． 

NAA诱导丛芽形成的愈伤组织少，增殖系数 

高，叶色正常，长势好．IBA与 IAA诱导丛芽时 

产生的愈伤组织多 ，增殖系数低，并且叶色发黄． 

所以，选择 NAA为蚬壳花椒组培苗增殖的细胞生 

长素． 

分别用 0(CK)，0．05，0．1，O．3，O．5，1．0mg／L 

的 NAA处理组培苗，增殖系数分别为 1．8，2．68， 

2．73，1．92，1．87，1．93；不定芽的平均高度分别为 

1．86，2．79，2．O7，1．8O，1．84，1．55 cm．将试验结果 
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的数据进行曲线估计与回归分析，曲线估计分析中二 

次函数的决定系数 尺 --0．144，获得增殖系数的回归 

方程为 y=一2．7 +l1．3 一7．5，相关系数r--一0．57． 

表明 NAA 质量浓度对蚬壳花椒组培苗的增殖效果 

与不定芽生长的影响显著，且 NAA的质量浓度与 

增殖系数呈负相关，当NAA质量浓度高于0．1 mg／L 

时，不定芽的平均高度低于2．0 cm，说明0．05～0．1 

mg／L的NAA比较适合蚬壳花椒组培苗的增殖与生 

长，苗的长势也粗壮，挺拔，茎长，叶色翠绿，如 

果浓度过高，则诱导形成更多的愈伤组织，反而抑 

制了组培苗的生长和增殖． 

2．4 不同浓度添加物 D对组培苗增殖的影响 

分别用0．0(CK)，1．0，2,0，3．0 mg／L添加物D 

处理后，增殖系数分别为 2．5，3．5，3．61，3．7；不 

定芽平均长度分别为2．0，2．68，2．5，2．6 cm．对组 

培苗增殖的影响试验结果分析，添加物D不同质量 

浓度对组培苗的增殖率和不定芽生长的影响极显 

著 <0．01)，说明在蚬壳花椒增殖培养基中，适当 

地加入添加物 D有利于组培苗的增殖和生长．多重 

比较结果表明，在培养基中加入添加物 D比对照的 

增殖系数和生长量都极显著地增加，但添加物D不 

同质量浓度的处理之间没有明显差异．从节约成本 

考虑，1．0 mg／L的添加物D比较适合蚬壳花椒增殖 

的培养． 

2．5 适宜继代培养基的正交试验结果 

根据以上单因素试验结果，确定 6一BA为因素 

A，设0．5，1．0，1．5 mg／L等3个质量浓度；NAA为 

因素B，设 0．05，0．10，0．15 mg／L等 3个质量浓度； 

添加物 D为因素C，设 1．0，2．0，3,0 mg／L等 3个 

质量浓度，设计正交试验L9(3 )．正交结果见表 1． 

表1 适宜继代培养基的正交试验筛选结果 

Table1 Resultatsubculau-emedia叫咀l嘎：0nallest 

方差分析表明，因素A，F=936．42，P<0．01，6一BA 

对蚬壳花椒组培苗诱导增殖有显著差异，增殖系数 

随浓度的增加而减小，即 0．5 mg／L 6一BA的增殖系 

数最大；因素 B，F=184．79，P<0．01，NAA 对蚬 

壳花椒组培苗诱导增殖有显著差异，增殖系数随浓 

度的增加而减小，即NAA为 0．05 mg／L时增殖系数 

最大；因素 C， 21．06，P<0．01，添加物 D对蚬 

壳花椒组培苗增殖有显著差异，增殖系数也随浓度 

的增加而减小，即 1 mg／L时增殖系数最大．各因素 

影响大小依次为 ：r／2(A)(0．995)，,1203)(0．976)， 

(c)(0．824)，方差分析最优组合的结果为 MS+0．5 

mg／L 6一BA+0．05 mg／L NAA+1．0 mg／L添加物 D．用 

该培养方案培养 30 d后蚬壳花椒组培苗增殖效果 

见图 1． 

图 1 最优培养方案培养 30 d后的蚬壳花椒组培苗 

啦 ! ResultatproliferationwiththeoptimalinediulnLfltelr30daysculture 
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3 讨 论 

在基本培养基的选择中，虽然用 WPM培养的 

不定芽生长与分化均略低于MS，但是发现培养 45 

d以后，用 WPM培养的不定芽叶色正常、长势好、 

芽的高度一致．根据培养基的基本配方I8】，对这几 

种培养基中钾、氮、钙的含量、硝酸盐的多少以及 

铵盐的有无进行了比较，发现蚬壳花椒组培苗的增 

殖系数随无机盐浓度的增加而增高，同时也随着这 

几种培养基中钙元素含量的增加而增高，这与王树 

芝等Il9】的研究结果一致．如果长时间培养 ，WPM 

似乎比MS更加合适． 

在增殖培养时，剪取不同长度的组培苗嫩梢， 

对丛芽的诱导有较大影响．剪取的有效芽的长度应 

在 1．0 cm以上，低于 0．5 cm的组培苗死亡率与玻 

璃化现象都明显上升，严重影响了丛芽的生长与分 

化．另外，也可以通过调节培养基成分、改善培养 

条件如光照、通风等、调节 pH值来减少玻璃化苗 

的出现． 

在试验中观察发现，增殖培养的生长周期对丛 

芽的诱导和分化有显著影响．培养 45 d的丛芽分化 

数高于培养 30 d的丛芽的分化数；45 d以后丛芽的 

分化基本停止；55 d以后培养基老化对丛芽苗的生 

长不利．所以，在蚬壳花椒组培苗增殖培养过程中， 

过于频繁的继代 ，反而达不到快速增殖的效果，最 

佳培养周期宜为45 d． 
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