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摘要  试验表明 ,君子兰叶片组织无菌条件接种于添加1 .2 mg/ L BA+2 .0 mg/ L NAA +0 .8 mg/ L 2 ,4- D 的基础培养基( 细胞诱导分生培
养基) 中 , 培养28 d , 叶片细胞逐渐增殖培养生成芽苗 ; 将芽苗切割分离接种于0 .9 mg/ L BA 和0 .5 mg/ L NAA 的芽苗增殖培养基中 , 无菌
培养12 d 后 , 君子兰芽苗诱导生成幼苗; 将君子兰幼苗转接入含激素0 .1 mg/ L NAA 的生根培养基中 ,培养20 d 后 , 幼苗诱导生根形成完
整的君子兰小植株。
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Study onthe Tissue Culture of Clivia miniata
LIN Gan et al  ( Depart ment of Chemistry and Bioscience ,Xiangfan University ,Xiangfan, Hubei 441053)
Abstract  There is great advantages inthe application of flowers tissue culture technique for business purpose .The tissue of Clivia miniata were cultivat-
ed in the experi ment . The results showed that the buds could be directlyi nduced fromits leaf tissue cultured inthe MS +1 .2 mg/ L BA+2 .0 mg/ L NAA
+ 0 .8 mg/ L 2 ,4- D mediumafter 28 days . The buds were formed many clumped sprouts after inoculated in MS + 0 .9 mg/ L BA + 0 .5 mg/ L NAA
mediumand then differentiated gradually i nto plantlets after 12 days . The excised plantlets could produce root after inoculated in MS mediumwith 0 .1
mg/ L NAA after 20 days and developed into normal plants successfully .
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1  材料与方法

1 .1 材料  君子兰植株, 湖北省襄樊市园艺场购买。

1 .2 方法

1 .2 .1 培养基。基本培养基添加不同浓度的 BA + NAA +

2 ,4- D , 培养基蔗糖浓度0 .8 % , 琼脂浓度1 % ,pH 值6 .0 , 培养

基在121 ℃高压灭菌锅灭菌30 min[ 1] 。

1 .2 .2 培养方法。取带有生长叶片组织的君子兰植株, 用

自来水冲洗10 min , 浸入0 .1 %HgCl2 溶液中20 min , 然后用无

菌水冲洗5 次[ 2] , 最后用无菌滤纸吸去叶片表面的水分, 切

下生长叶片组织作为外植体, 接种于 MS+ 1 .2 mg/ L BA + 2 .0

mg/ L NAA + 0 .8 mg/ L 2 ,4- D 的培养基中。

生长叶片组织培养以及增殖培养在(25±1) ℃培养室中进

行, 光照12 h/ d , 光照强度1 800lx ; 诱导出幼芽后进行再生植株

的生长培养( MS+ 0 .9 mg/ L BA+ 0 .5 mg/ L NAA 培养基) 以及生

根培养( MS+ 0 .1 mg/ L NAA 培养基) [3] , 培养条件同上[ 4] 。

2  结果与讨论

2 .1 叶片组织细胞诱导分生阶段  在超净工作台切取1 c m2

大小的生长叶片组织接种于不同浓度 BA + NAA + 2 ,4- D 组

合的基础培养基中, 结果表明( 表1) , 以 MS + 1 .2 mg/ L BA +

2 .0 mg/ L NAA + 0 .8 mg/ L 2 ,4- D 的培养基最为适宜 , 培养28

d , 其生长叶片组织逐渐生长, 存活率达60 % , 成活后的生长

叶片组织逐渐长大成丛生芽。

2 .2  芽苗增殖培养阶段  当生长叶片组织长出2 个左右的

芽苗时, 即可分割芽苗续代培养增殖, 接种于 MS + 0 .9 mg/ L

BA + 0 .5 mg/ L NAA 的增殖培养基中培养, 培养12 d , 可获得

增殖后的芽苗, 芽苗生长状态较好( 表1) 。

2 .3  植株再生和生根阶段 待芽苗伸长到约1 c m 时, 即可

分离出无根芽苗, 于 MS + 0 .1 mg/ L NAA 培养基中培养20 d

左右,无根幼苗的基部逐渐形成根, 形成完整的小植株( 表1) 。
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  表1 君子兰不同培养阶段芽苗( 植株) 生长状态

培养

瓶号

初始培养阶段

芽苗生长状态

增殖培养阶段芽

苗生长分生形态

植株再生和生根阶

段植株生长状态

 1 优 良 中

2 良 良 良

3 中 优 良

4 良 良 差

5 良 中 中

6 优 良 良

7 差 良 良

8 中 中 良

9 良 良 良

10 中 中 优

11 优 良 优

12 良 良 良

13 良 良 优

14 良 中 良

15 中 中 良

16 良 良 优

17 优 差 良

18 良 优 良

19 良 良 优

20 中 良 中

3  结论

君子兰叶片组织在无菌条件下接种于添加1 .2 mg/ L BA

+ 2 .0 mg/ L NAA + 0 .8 mg/ L 2 ,4- D 的基础培养基中 , 培养28

d , 叶片细胞逐渐增殖培养生成芽苗; 将芽苗切割分离接种于

0 .9 mg/ L BA 和0 .5 mg/ L NAA 的基础培养基中, 无菌培养12

d 后, 君子兰芽苗诱导生成幼苗; 将君子兰幼苗转接入含激素

0 .1 mg/ L NAA 的 MS 培养基中 , 培养20 d 后 , 幼苗诱导生根 ,

形成完整的君子兰小植株。

利用君子兰植株生长叶片组织外植体获得再生植株的

方法, 为君子兰工业化生产和种苗的培育提供强有力的支

持, 可大幅降低君子兰的生产成本和提高生产效率; 同时, 组

织培养获取的苗木有利于保持优良种性及获得无病毒种苗。
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状或浑浊物产生 ;30 d 转接1 次 , 增殖芽色泽暗灰, 生长缓

慢, 培养基较为浑浊, 植株体基部释放絮状物 , 向四周逐渐扩

散。对于易褐变的材料, 接种周期长, 伤口周围积累酚类物

质增多 , 褐变加重, 而缩短转接周期可减轻褐变。因此接种

初期勤转接培养基是减轻褐变的有效办法。

2 .4  光照和培养温度对褐化的影响  试验前期采用低温处

理是由于低温可以抑制酚类化合物的合成, 降低多酚氧化酶

的活性, 减少酚类氧化, 从而减轻褐变, 但低温时间过长, 植

株存活率也随之下降。通过试验得出( 图1) , 暗处理时间应

控制在5 ～10 d 。暗处理能控制外植体褐变, 是因为在酚类

化合物合成和氧化过程中, 需多种酶系统参与 , 其中一部分

酶系统的活性是受光诱导的, 因此在前期需黑暗培养[ 6] 。

图1 光照和培养温度对褐化的影响

2 .5  抗氧化剂PVP 及吸附剂 VC 对褐化的影响 抗氧化剂

抑制褐化的作用在其他植物组培中已有报道[ 7] 。笔者选用

抗氧化剂和吸附剂各1 种加入培养基中( 以不加的培养基为

对照) , 结果表明 , 培养基中加入 Vc( 0 .5 ～5 .0 g/ L) 、PVP( 2 .0

～5 .0 g/ L) , 均可明显减少褐化的发生( 表3) 。与对照相比 ,

加入PVP , 各处理小苗长势均比对照强, 生长量远远大于对

照, 但各处理间差别不明显, 也无明显正比关系。

  表3 培养基中不同附加成分对褐化的影响

附加物 浓度∥g/ L 褐化率∥% 附加物 浓度∥g/ L 褐化率∥%

对照 64 .8 a PVP 0 .5 61 .2 a

Vc 0 .5 48 .2 b 1 .0 51 .6 a

1 .0 46 .4 b 2 .0 36 .6 b

2 .0 41 .8 b 5 .0 35 .7 b

5 .0 37 .2 b

3  讨论与结论

木本植物枣树, 在组织培养中褐化现象严重。其组织创

伤面的酚类物质, 一旦接触空气便氧化为醌类有毒物质, 这

些有毒物质积累在培养基中, 易使培养材料中毒死亡。引起

褐变的因素很复杂 , 就其内因

种, 外植体材料的生理状态、营养状况、生长部位等; 就外因

而言, 培养基成分、外加激素的含量及比例、培养条件等 , 都

会影响褐变的发生。

(1) 通过对外植体取材的改变 , 探讨出愈伤组织及当年

生嫩梢比较容易褐化, 不宜建立起外植体, 而成熟枝的水培

芽由于受杀菌剂影响较小, 且创伤面较小, 因此, 褐化率最

低, 最适宜作初代培养外植体。

( 2) 添加PVP、Vc 抑制褐化效果显著, 添加 Vc 不同的浓

度, 各处理间差异不显著 ; 对植株体长势有明显的促进作用 ,

但各处理间差别不明显, 也无明显正比关系。PVP 的浓度控

制在2 .0 ～5 .0 g/ L 可以明显抑制褐化, 浓度过高, 有抑制植

株体长势的倾向, 使叶片发黄, 失去光泽。在培养基中加入

抗氧化剂可改变外植体周围的氧化还原电势, 从而抑制酚类

氧化, 减轻褐变。抗氧化剂种类很多, 效果有所不同 ,PVP 是

一种吸附剂 , 在抑制褐变的同时有一定副作用 , 即吸附有毒

酚类的同时 , 也会吸附培养基中的生长调节剂 , 有碍于植物

的生长[ 7] 。

( 3) 细胞分裂素的不同浓度对沾化冬枣生长及褐变有一

定影响 , 试验证明6- BA 2 .0 mg/ L 以下浓度配比不宜引起沾

化冬枣褐变。高浓度6- BA 刺激酚类污染, 与增加褐变呈一

定的正相关性。

(4) 温度、光照及转接周期等对植株体褐变都有影响。

在该试验中, 前期采用低温处理、暗培养、缩短转接周期可抑

制褐化。前期采用低温处理是由于低温可以抑制酚类化合

物的合成, 降低多酚氧化酶的活性, 减少酚类氧化, 从而减轻

褐变, 但低温时间过长, 植株存活率也随之下降 , 因此, 前期

处理时间应控制在5 ～10 d。暗处理之所以能控制外植体褐

变, 是因为在酚类化合物合成和氧化过程中, 需许多酶系统

参与, 其中一部分酶系统的活性是受光诱导的 , 因此在前期

需黑暗培养。无菌苗初期进行勤转接 , 较为重要, 它能有效

防止褐化死亡, 减少伤口周围酚类物质积累[ 4 ,6] 。
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