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过 路 黄 的 组 织 培 养 及 叶 片 植 株 再 生
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摘 　要 :用过路黄嫩茎作为外植体进行组织培养 ,在附加不同浓度激素的培养基上对其进行增殖、

生根培养 ,诱导叶片愈伤组织的形成及叶片愈伤组织不定芽的形成 ,建立其叶片再生体系 。结果表

明 ,过路黄最适分化培养基是 M S+ 62BA 0. 5 mg/ L + NAA 1. 0 mg/L ,最适生根培养基是不附加

任何激素的 1/ 2MS 培养基 , 诱导叶片愈伤组织最适培养基是 M S+ 62BA 0. 3 mg/L + NAA 0. 1

mg/ L ,诱导叶片愈伤组织不定芽形成最适培养基是 M S+ 62BA 0. 3 mg/ L + NAA 0.1 mg/ L 。
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Abstract :The i nfancy stem segmentsof L ysimachi a chr isti nae were taken as explants to be cul tured i n the

media supplemented wit h diff erent level s of hormone to i nvest igate it s proliferation , root ing , formation of

leaf call us and adventi tious bud f rom l eaf call us , and to establish leaf regeneration system. The resul ted

showed that preferable p ropagat io n medi um was MS+ 62BA 0.5 mg/ L + NA A 1.0 mg/ L , root ing medi um

was 1/ 2M S, medium for leaf callus i nduction was M S+ 62BA 0. 3 mg/ L + NA A 0.1 mg/ L .
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　　过路黄 ( L ysi machi a christ i nae) ,报春花科过

路黄属 ,多年生匍匐茎草本植物 ,别名金钱草 、对坐

草 、爬地黄等 ,其生长期长 、绿色持续期长 ,能够平卧

匍匐生长 ,蔓延扩展能力很强 ,植株极富密集性 ,平

卧整齐 ,无草丘坑凹的现象 。叶色翠绿诱人 ,特别是

当进入盛花期时 ,宛如绿色绒毯上刺绣的花饰图案 ,

黄花绿叶 ,相映成趣 ,十分惹人喜爱 ,具有较高的观

赏价值 [1 ] ,并且有降低地表温度 、减少尘土飞扬 、防

止水土流失的功能。因此它是一种不可多得的能就

地取材铺设地面优良活地被植物和草坪草种植物 ,

对推动园林建设事业的发展 ,特别是对绿地建设 ,具

有一定的实用价值[ 3 ] 。

近年来 ,国内外关于过路黄的研究多为其生药

鉴定 、化学成分 、生 物学 特性的研究 [3219 ] ,但 对过路

黄外植体组织培养和叶片植株再生方面的研究报道

较少 。本研究以过路黄带芽嫩茎为材料进行组织培

养 ,讨论附加不同浓 度激素的培养基 对其增殖 、生

根、叶片愈伤组织形成及不定芽的诱导的影响 ,研究

了过路黄叶片组织培养过程中叶片愈伤组织的诱导

再生 、生根培养等关键问题 ,为过路黄的生物技术改

良和优良品系的快速繁殖提供了理论依据 。

1 　材料与方法

1.1 　材料

本试验所采用的过路黄取自河北农业大学苗圃

1 a 生扦插苗 ,取当年生嫩茎作为试验材料 。
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1. 2 　方法

1. 2. 1 　无菌培养体系的建立 　取过路黄带芽嫩茎 ,

用自来水冲洗 30 mi n ,在无菌操作台上 ,70 %酒精

浸泡 30 s, 20 %84 消毒液浸泡 7 mi n ,无菌水冲洗 4

～5 次 ,带芽嫩茎剪成 1. 5～2. 0 cm 小段接于不附

加任何激素的 M S 培养基上进行培养 。

1. 2. 2 　培养条件 　本试验所采用的基本培养基是

MS 培养基和 1/ 2M S培养基 ,附加不同浓度及不同

种类的激素 。培养基加蔗糖 30 g/ L ,琼脂 6.5 g/L ,

p H5.8～6.0 。培养条件为温度 25 ℃,光照度 2 000

～3 000 l x ,光照时间 10 h 。

1. 2. 3 　分化培养基的筛选 　取无菌苗茎段 (1. 5～

2. 0 cm) 接于附加不同激素的 M S 培养基上进行培

养 ,一个 月后调 查过路 黄在 附加 不同浓 度激 素的

MS 培养基上的分化情况 ,统计增殖率及平均苗高 。

增殖率 [ 5] = (增殖后外植体数/ 接种外植体数 )

×100 %

1. 2. 4 　生根培养基的筛选 　 取无菌苗茎段 (1. 5～

2. 0 cm) 接于附加不同激素的 M S和 1/ 2MS 培养基

上进行试验 ,20 d 后调查过路黄在附加不同浓度激

素的培养基上的生根情况 ,统计生根率及平均苗高 。

生根率 [ 5] = ( 有生根现 象的茎段 数/ 接 种茎段

数) ×100 %

生根系数 [ 5 ] = 生根条数/ 有生根现象的茎段数

1. 2. 5 　愈伤组织培养 　取无菌苗叶片 ,叶片横切 2

～3 刀 ,剪过中脉 ,均平铺于附加不同激素的 M S 培

养基上 ,进行愈伤组织的培养 。在培养基上培养 45

d 后 ,统计出愈率 、死亡率及愈伤组织生长情况 。

出愈率 = (形成愈伤组织的外植体数/ 接种外植

体数) ×100 %

死亡率 = (死亡外植体个数/ 接种外植体数) ×

100 %

1. 2. 6 　愈伤组织形成不定芽的诱导 　将叶片愈伤

组织平铺于附加不同激素浓度的 M S 培养基上 ,进

行不定芽的诱导 ,一个月后统计不定芽的数量及不

定芽形成率 。

不定芽形成率 = (产生不定芽的愈伤组织块数/

接种愈伤组织块数) ×100 %

2 　结果与分析

2. 1 　过路黄组织培养体系的建立

采用 20 % 84 消毒液消毒 7 mi n ,接于不附加任

何激素的 M S 培养基中即可获得过路黄无菌苗 ,且

长势良好 ,较易建立过路黄的组培体系 。

表 1 　62BA 、NAA 对 过路 黄带 芽茎段分化的影响
Table 1 　Eff ecte of 62BA and NAA on stem regenerat ion

of L . chri sti nae

培养基 62BA/
(mg ·L - 1)

NAA/
(mg·L - 1)

接种外
植体数

增殖后外
植体数

增殖率
/ %

平均茎
高/ cm

MS 0 0 20 52.19 260.95 2.84

MS 0 0. 1 19 62.11 326.89 3.03

MS 0 0. 5 20 58.71 293.55 2.94

MS 0.5 0 20 48.22 241.10 2.41

MS 1.0 0 20 42.31 211.55 2.33

MS 0.5 0. 05 20 63.22 316.10 3.16

MS 0.3 0. 1 20 65.57 327.85 3.10

MS 0.5 0. 1 19 70.92 373.26 3.73

MS 1.0 0. 1 20 60.20 301.00 3.01

MS 1.0 0. 2 21 55.58 264.67 2.65

MS 2.0 0. 1 19 44.28 233.05 2.33

MS 2.0 0. 5 20 41.54 207.70 2.08

图 1 　过路黄的分化情况

Fig.1 　Dif ferenciations of L . christi nae

2.2 　62BA、NAA 对过路黄带芽茎分化的影响

　　在 MS 培养基中添加不同浓度 62BA 、NAA 对

过路黄带芽嫩茎进行培养 。由表 1 可知 ,过路黄带

芽茎在不附加任何激素的 M S 培养基上即可成活 ,

但是增 殖 率 和平 均 苗 高 均 不如 添 加 激 素 62BA 、

NAA 时 高 ,NAA 能有效诱导芽的分化 ,促 进侧芽

萌发生长 ,添加 NAA 与不附加任何激素的 M S 培

养基比较 ,增殖率和 平均苗高都有所 增加 ,且随 着

NAA 浓度 的增加 ,增 殖率和 平均苗 高有 所增加 。

只添加 62BA ,与不附加 任何激 素的 M S 培养基 比

较 ,增殖率和平均苗高却有所降低 ,且随着浓度的增

加 ,增殖率 和平均 苗高降 低 。但 是在 同时 添加 62
BA 、NAA 两种激素时 ,增殖率和平均苗高均比单独

加 62BA 、NAA 时有所 增高 ,在 62BA 浓度一定时 ,

随着 NAA 浓度的增加 ,增殖率和平均苗高有所增

加 ,当 NAA 浓度超过 1. 0 mg/ L 时 ,增殖率和平均

苗高开始降低 ,在 N 浓度一定时 ,随着 62B 浓

度的增加 ,增殖率和平均苗高有所增加 ,说明 62B

501第 4 期 王 　艳等 　过 路黄 的组织培养及叶片植株再生

AA A

A



浓度为 0. 5 mg/ L ,NAA 浓度为 1. 0 mg/ L 时 ,最适

宜过路黄茎段分化 ,增殖率达 373. 26 % ,平均茎高

达 3.73 cm 。

表 2 　不同生根培养基对 过路黄生根的影响
Tabl e 2 　Ef fects of dif ferent rooti ng medium on rooti ng of L . ch ri st i nae

培养基
激 素

NAA/ ( mg·L - 1) IBA/ ( mg ·L - 1 )
生根率

/ %
生根系数 平均根长

/ cm
平均茎高

/ cm

MS 0 0 100 2. 75 0.78 2. 09

MS 0. 1 0 75 1. 83 0.83 2. 67

MS 0 0.1 100 1. 75 0.76 2. 50

MS 0. 1 0.1 100 2. 50 0.62 2. 06

MS 0. 2 0.1 100 3. 13 0.76 2. 75

MS 0. 1 0.2 100 2. 86 0.56 2. 30

1/ 2MS 0 0 100 5. 63 0.75 2. 33

1/ 2MS 0. 1 0 87.5 2. 14 0.58 1. 94

1/ 2MS 0 0.1 100 2. 50 0.67 1. 99

1/ 2MS 0. 1 0.1 100 1. 50 0.68 1. 80

1/ 2MS 0. 2 0.1 100 2. 60 0.85 2. 34

1/ 2MS 0. 1 0.2 100 2. 43 1.10 2. 37

表 3 　62BA 、NAA 对过路黄叶片愈伤组织诱导的影响
Tabl e 3 　Effects of 62BA and NAA on the induction of leaf cal lus of L . chr ist inae

培养基 62BA/ (mg·L - 1)NAA/ (mg·L - 1) 接种外植体数 出愈率/ % 死亡率/ % 愈伤组织生长情况

MS 0 0. 1 20 90 10 A 愈伤组织上可直接长根 ,且根数多

MS 0 0. 2 20 90 10 A 愈伤组织生长量少 , 愈伤组织上可直接长根

MS 0. 5 0. 05 20 100 0 A 生长较快 ,愈伤组织上已长出约 1 cm 高的苗

MS 0. 5 0. 1 20 100 0 A 生长较快 ,愈伤组织上已长出约 1 cm 高的苗

MS 1. 0 0. 1 20 100 0
A 愈伤组织生长量 少 ,生长 较快 ,愈伤 组织 上已长出
约 1 cm 高的苗

MS 1. 0 0. 2 20 100 0 A 生长较快 ,愈伤组织上已长出约 1 cm 高的苗

MS 2. 0 0. 5 20 100 0 A 生长较快 ,愈伤组织上已长出约 1 cm 高的苗

MS 2. 0 0. 1 20 100 0 A 50%长苗

MS 0. 3 0. 1 20 100 0
A 生长较快 ,愈伤组织上已长出约 1 cm 高的苗 ,且苗
生长较一致 ,苗量最多

MS 0. 5 0. 1 20 55 0 A 愈伤组织生长量很少

MS 0 0 20 85 0 A 且愈伤组织生长量较多

图 2 　在附加 NA A 的 MS 培养基上 ,

愈伤组织可直接长根
Fi g. 2 　The root of call us i n MS medium with NAA

2. 3 　不同生根培养基对过路黄生根的影响

以 MS 和 MS 为基本培养基 ,附加不同浓度

的 N 和 IB 。带芽茎在接种后逐渐从基部和茎

节处产生数条不定根 ,三周后的调查生根情况 ,结果

从表 2 可知 ,在不符加任何激素的 MS 培养基上 ,过

路黄茎段即可生根 ,在单独添加 NAA 后 ,生根率和

生根系数有所下降 ,但是平均根长和平均茎高有所

增加 ,说明添加 NAA 不利于对过路黄茎的生根 ,但

对茎的增高有明显作用 ,在单独添加 IBA 后 ,生根

情况也不如不附加任何激素的 M S 培养基 ,但是同

时添加 NAA 和 IBA ,生根情况有所改善 ,且平均茎

高也有升高 ,其中以 NAA0. 2 mg/ L + IBA0. 1 mg/

L 时最适宜 。在不附加任何激素的 1/ 2M S 培养基

上 ,NAA 和 IBA 浓度的变化对过路黄生根 的影响

与添加在 MS 培养基上一致 ,但是添加后的生根情

况却远不如不附加任何激素的 1/ 2M S 培 养基 。在

不符加任何激素的 1/ 2M S 培养基上 ,生根系数达到

了 5 63 ,平均根长和茎高情况也较好 ,即不 附加任

何激素的 M S 培养基最适宜过路黄茎段生根的

培养 。
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2. 4 　62BA 、NAA 诱导过路黄叶片愈伤组织的形成

采用不同浓度 62BA 、NAA 的 M S 培养基对叶

片愈伤组织进行诱导 ,45 d 后 ,结果见表 3 。过路黄

叶片在培养基不附加任何激素的 M S上即可长愈伤

组织 ,但出 愈率不高 。N AA 对叶片伤口长愈伤组

织有效 ,随着浓度的升高 ,其愈伤组织生长数量多 ,

质量好 ,且在愈伤组织上可直接长根 (如图 2) ,但浓

度在 0.2 mg/ L 时愈伤组织生长量不如浓度为 0. 1

mg/ L 时 ,这说明 NAA 浓度在 0. 1 mg/ L 时比较适

宜叶片伤口长愈伤组织 。在附加 62BA 和 NAA 两

种激素时比单独加 NAA 时出愈率高 ,但不直接长

根而是长芽 ,说明 NAA 对过路黄愈伤组织生长具

有生根作用 ,62BA 对过路黄愈伤组织生长具有分化

长芽的 作用 ,其中以 62BA 0. 3 mg/ L + NAA 0. 1

mg/ L 的条件下出愈效果最好 (如图 3) 。

　　注 :据调查统计愈伤组织生 长情况分 为两种 :A :愈伤 组织较 致

密 ,呈颗粒状 ,颜色黄绿 ;B :愈伤组织较疏松 ,呈水浸状 ,颜色黄白 。

图 3 　在附加 62BA 0. 3 mg/ L + NA A 0. 1 mg/ L 的

M S培养基上 ,叶片愈伤组织所长苗生长情况

Fi g.3 　The growth of leaf cal lus in MS medi um

wi th 62BA 0. 3 mg/ L and N AA 0. 1 mg/ L

表 4 　不 同激素浓度对过路黄叶片愈伤

组织不定芽诱导的影 响

Table 4 　Eff ect s of different concentrat ions of hormones on the

adventi tious bud formation of call us induced f rom leaves

培养基 62BA/
(mg·L - 1)

NAA/
(mg·L - 1)

愈伤组
织块数

产生不定芽的
愈伤组织块数

不定芽形
成率/ %

M S 0 0 20 8 40

M S 0 0.1 18 0 0

M S 0 0.2 18 0 0

M S 0. 5 0.05 20 10 50

M S 0. 5 0.1 20 12 60

M S 1. 0 0.1 20 10 50

M S 1. 0 0.2 20 15 75

M S 2. 0 0.5 20 16 80

M S 5

M S 3

M S 5

2.5 　不定芽的诱导

将由叶片产生的愈伤组织转入 M S 培养基 ,附

加不同浓度的 62BA 、NAA ,三周以后即可长出不定

芽 ,随着时间的延长 ,不定芽的数量有所增加 ,一个

月后统计不定芽的 形成情况 ,结果见表 4。在只附

加 NAA 的培养基上 ,愈伤组织上不能形成不定芽 ,

但在附加 62BA 和 NAA 的培养基上 ,愈伤组织能够

形成不定芽 ,但不是浓度越高形成不定芽的数量越

多 ,其中 M S+ 62BA 0. 3 mg/ L + NAA 0. 1 mg/ L

最适宜 ,不定芽形成率可达 100 % 。

2.6 　不定芽的增殖

将不定芽接于适宜增殖培养基即 MS + 62BA

0.5 mg/ L + NAA 1.0 mg/ L 中培养 ,生长良好 。

2.7 　完整植株的获得

将增殖后的不定芽接苗于适宜生根的培养基即

不附加任何激素的 1/ 2M S 培养基中 ,三周后即可生

根 ,形成完整植株 。

3 　小结与讨论

适宜过路 黄增殖的 培养基是 M S + 62BA 0. 5

mg/L + NAA 1.0 mg/ L 。

在过路黄生根培养 中 ,在 M S 培养基 上 ,NAA

和 IBA 浓度的变化对过路黄生根具有明显作用 ,但

是 1/ 2M S培养基中 ,添加 NAA 和 IBA 的生根情况

却远不如不附加任何激素的 1/ 2M S 培养基 ,造成这

种差异的原因有待进一步研究 。

适宜过路黄叶片愈伤组织诱导的培养基是 M S

+ 62BA 0. 3 mg/ L + NAA 0. 1 mg/L ,二者 的浓度

在 3 :1 时比较适宜 ,浓度太高或太低都不适宜愈伤

组织的诱导 ,这与前人研究结果不一致 ,造成研究结

果差异的原因有待进一步研究 。

适宜过路黄叶片愈伤组织诱导不定芽的培养基

为 M S+ 62BA 0. 3 mg/ L + NAA 0. 1 mg/ L 。
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度 。生根时用 1/ 2M S+ IBA0. 3 mg/ L 可得到最好

效果。苗子的质量和移栽后的保湿是确保移栽成活

的两大关键因素 ,健壮的苗子移栽后用地膜保湿 7 d

以上一般都可以成活 。
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