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摘要: 通过愈伤组织诱导不定芽发生途径, 建立了崖白菜的组培再生体系, 研究了崖白菜幼嫩子房和不同植物生长调节剂

对其愈伤组织诱导和不定芽发生的影响。结果表明, 以崖白菜的幼嫩子房作为外植体, 诱导子房分化形成愈伤组织的最适

培养基为MS+6-BA 1.0 mg·L-1+2,4-D 0.2 mg·L-1, 诱导率可达82.83%; 最适的不定芽分化培养基为MS+6-BA 0.5 mg·L-1+NAA 
0.1 mg·L-1; 诱导不定芽生根的最适培养基为1/2MS+NAA 0.1 mg·L-1

。
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Abstract: Tissue culture regeneration system of Rehmannia rupestris was established by the way to induce ad-
ventitious shoots. Young ovary and different plant growth regulators were discussed for callus induction and 
adventitious buds differentiation. The results showed that young ovary of Rehmannia rupestris served as ex-
plants, the best medium for callus formation was MS+6-BA 1.0 mg·L-1+2,4-D 0.2 mg·L-1, induction rate reached 
82.83%; the optimum adventitious buds differentiation medium was MS+6-BA 0.5 mg·L-1+NAA 0.1 mg·L-1; in addi-
tion, the medium of 1/2MS+NAA 0.1 mg·L-1 had the best effect on root formation.
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崖白菜为玄参科(Scrophulariaceae)崖白菜属

多年生宿根草本植物, 根茎药用, 仅分布在湖北及

四川东南部的局部地区, 生长于海拔290~1 200 m
悬崖上(钟补求和杨汉碧1979)。由于该植物生境

特殊, 分布存在地理局限性, 并受人为活动的影响, 
其野生资源已日趋减少, 已被列为国家II级重点保

护植物(中华人民共和国国务院1999), 同时被《中

国物种红色名录》(IUCN标准)定为易危种(汪松和

解焱2004)。崖白菜叶片雪青色、肥大、肉质, 属
于美丽的观叶植物 ,  同时也具有重要的药用价

值。目前, 仅有崖白菜的器官形态、群落分布和

遗传学等方面相关研究报道(李晓东和李建强2006; 
Jensen等2009; Xia等2009), 但对崖白菜的组织培养

尚无报道。开展崖白菜无性繁殖技术研究, 提高

其繁殖系数, 对崖白菜种质资源保存和栽培利用

具有极其重要的意义。

材料与方法

1  植物材料

崖白菜(Rehmannia rupestris Hemsl)采自湖北

省兴山县。

2  灭菌处理

先用洗洁精水将幼花、茎叶清洗干净, 再用

自来水流水冲洗2 h。灭菌方法有3种: (1)先用70%
乙醇处理20 s, 0.1%升汞处理5 min, 无菌水清洗5
次; (2)先用70%乙醇处理20 s, 0.1%升汞处理6 min, 
无菌水清洗5次; (3)先用70%乙醇处理20 s, 4% 
NaClO处理10 min, 无菌水清洗5次。用镊子和剪

刀将子房剥离出来, 用刀将子房切成2~4块, 将茎

切成1 cm长茎段, 叶片切成1 cm×1 cm的块状叶片

进行接种。

3  培养基

基本培养基为MS, 添加3% (W/V)蔗糖和0.8% 
(W/V)琼脂, pH 6.0。愈伤组织诱导培养基: MS+6-
BA (0.5、1.0 mg·L-1)+2,4-D (0.1、0.2 mg·L-1), 不定
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芽分化培养基: MS+6-BA (0.5、1.0、1.5、2.0 
mg·L-1)+NAA (0.05、0.1、0.2 mg·L-1), 生根培养基: 
1/2MS+NAA (0、0.1、0.2、0.4、0.6、1.0 mg·L-1)。
4  培养条件

培养温度为(25±2) ℃, 每天光照12 h, 光照强

度为15 μmol·m-2·s-1, 培养4~5周后观察并统计各培

养基中不同外植体的诱导情况。

试验中每个组合重复3次, 采用SPSS软件对实验

数据进行方差分析, 以邓肯法评价差异的显著性。

实验结果

1  不同外植体的灭菌效果

对不同的崖白菜外植体进行同种方法灭菌, 
发现灭菌效果存在显著差异。结果(表1)表明, 崖
白菜茎段对灭菌剂十分敏感, 在低浓度和较短时

间灭菌情况下, 褐化率仍达到100%。叶片由于表

面绒毛过密, 灭菌不彻底, 灭菌效果极差, 染菌率

达95%以上。故本文仅以崖白菜幼嫩子房为外植

体进行研究。

3  6-BA和2,4-D组合对崖白菜愈伤组织诱导的影响

将崖白菜子房接种到附加不同6-BA和2,4-D
组合的MS培养基上。在不同诱导培养基上培养7 
d, 子房开始膨大; 再过5 d后, 逐渐出现愈伤组织

(图1-A), 长出的愈伤组织有浅绿色和浅黄色2种, 
且比较致密。诱导培养30 d后进行统计分析, 结果

(表3)表明, 培养基MS+6-BA 1.0 mg·L-1+2,4-D 0.2 
mg·L-1

和MS+6-BA 1.0 mg·L-1+2,4-D 0.1 mg·L-1
的诱

导效果较好 ,  愈伤组织诱导率分别为82.83%和

66.13%。

表1  三种不同外植体的灭菌效果

Table 1  The sterilizing effect of three different explants

  外植体          接种数量       染菌数量     染菌率/%         褐化率/%

子房  90 55 61.1 42.0
叶片  90 86 95.5 73.3
茎段 90 21 23.3 100.0

2  不同灭菌方法的效果

采用3种不同的灭菌方法对崖白菜子房进行

灭菌处理, 结果(表2)表明, 采用70%乙醇处理20 s 
+0.1%升汞处理6 min对崖白菜子房外植体进行灭

菌的效果较好, 染菌率仅为6.7%, 存活率达73.3%。

而另外两种方法灭菌效果差, 污染率高导致存活

下来的外植体很少。

表3  6-BA和2,4-D对崖白菜愈伤组织诱导的影响

Table 3  Effects of 6-BA and 2,4-D on callus  
induction of R. rupestris

  
培养基

    6-BA浓度/   2,4-D浓度/         

诱导率/%   生长情况                      mg·L-1                mg·L-1

MS 1.0 0.2 82.83±0.25a 
生长量极大

MS 0.5 0.2 43.20±0.25c 
生长量中等

MS 1.0 0.1 66.13±0.25b 
生长量大

MS 0.5 0.1 27.17±0.25d 
生长量中等

　　不同小写字母表示经邓肯法检验在5%水平上差异显著性。

下表同此。

表2  三种不同灭菌方法的效果

Table 2  Effects of three different sterilization methods

                      
灭菌方法

         接种   染菌   染菌率/ 存活率/                              
                                                              数量    数量        %            %

70%乙醇20 s+0.1%升汞5 min 30 23 87.7 10.0
70%乙醇20 s+0.1%升汞6 min 30 2 6.7 73.3
70%乙醇20 s+4% NaClO 6 min 30 30 100.0   0

4  6-BA和NAA组合对崖白菜诱导不定芽的影响

将崖白菜子房诱导产生的愈伤组织转接到附

加6-BA和NAA的不定芽分化培养基上。培养初期

愈伤组织继续膨大, 15 d左右部分愈伤组织开始分

化不定芽芽点, 芽点为绿色细小颗粒状, 顶上有嫩

芽(图1-B)生出; 经过30 d诱导培养后, 统计不定芽

数量及其生长状况。结果(表4)表明, 培养基MS+ 
6-BA 0.5 mg·L-1+NAA 0.1 mg·L-1

中不定芽发生率

最高, 且不定芽生长健壮, 长势良好。

5  NAA对崖白菜诱导生根的影响

将2  cm左右的崖白菜不定芽接种至附加

NAA的1/2MS生根培养基上, 7 d左右开始有白色

根尖生出, 15 d后统计生根率及根系生长情况(图
1-C)。结果(表5)表明, 培养基1/2MS+NAA 0.1 
mg·L-1

中不定芽生根较好, 生根率达83.59%, 主侧

根均比较发达, 再生植株生长健壮。崖白菜不定

芽发生的根大部分生长在培养基表面, 只有少部

分伸入培养基中, 可能与其本身生长在石壁悬崖

的生境有关。
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表4  6-BA和NAA对崖白菜愈伤组织诱导不定芽的影响

Table 4  Effects of 6-BA and NAA on induction of adventitous buds of R. rupestris

培养基                   6-BA浓度/mg·L-1                   NAA浓度/mg·L-1                                
不定芽数量                      生长状况

MS 0.5 0.05   18.00±1.68g 
出芽率低, 长势一般, 芽短小

MS 1.0 0.05 153.00±1.68d 
出芽率高, 长势好, 芽粗壮

MS 1.5 0.05 352.33±1.68b 
出芽率高, 长势好, 芽粗壮

MS 2.0 0.05   64.66±1.68f 
出芽率低, 长势一般, 芽短小

MS 0.5 0.1 376.33±1.68a 
出芽率高, 长势好, 芽粗壮较长

MS 1.0 0.1 346.66±1.68c 
出芽率高, 长势好, 芽粗壮

MS 1.5 0.1     5.33±1.68i 
出芽率低, 长势一般, 芽短小

MS 2.0 0.1   89.33±1.68e 
出芽率较高, 长势好, 但芽短小

MS 0.5 0.2   13.66±1.68h 
愈伤组织膨大, 但出芽率低, 芽短小

MS 1.0 0.2   11.66±1.68h 
愈伤组织膨大, 但出芽率低, 芽短小

MS 1.5 0.2   12.66±1.68h 
愈伤组织膨大, 但出芽率低, 芽短小

MS 2.0 0.2     1.33±1.68j 
愈伤组织膨大, 但出芽率低, 芽短小

　　

  图1  崖白菜的愈伤组织诱导及植株再生

Fig.1  Callas induction and plant regeneration of R. rupestris
A: 幼嫩子房诱导产生的愈伤组织; B: 愈伤组织分化出不定芽; C: 不定芽的生根; D: 移栽。
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表5  NAA对崖白菜诱导生根的影响

Table 5  Effect of NAA on rooting of R. rupestris

培养基                               NAA浓度/mg·L-1                                     
生根率/%                                                  根系特点

1/2MS 0 17.98±2.76d 
主根发达, 侧根较少

1/2MS 0.1 83.59±2.76a 
主侧根均较发达, 基部少许愈伤化

1/2MS 0.2 46.55±2.76b 
部分根系侧根发达

1/2MS 0.4 27.50±2.76c 
主根变黄, 侧根基本死亡

1/2MS 0.6 15.86±2.76d 
基部愈伤化高, 且重新分化出小苗

1/2MS 1.0   0 基部愈伤化严重

　　

6  炼苗与移栽

选取培养4周、根系健壮的生根苗, 将培养瓶

移至光线较好的房间内, 松开封口膜在散射光下

炼苗5~7 d, 再移至温室打开瓶口炼苗1 d (图1-D)。
然后用镊子小心地将植株从培养瓶取出, 用自来

水将根上粘附的琼脂清洗干净, 然后移栽到经灭

菌的椰糠和河沙(2:1)混拌基质中。浇透水, 先将移

栽苗放置在遮荫处, 注意保湿, 待成活后移至光线

充足处生长。移栽成活率在90%以上。

讨　　论

植物细胞或组织在离体培养条件下往往缺乏

合成植物激素的能力, 为了达到促进细胞生长、

分化和分裂的效果, 在多数情况下需要在培养基

中补加外源生长素和细胞分裂素来诱导细胞生

长、分化和形态建成(崔凯荣等2000)。本文分别

以崖白菜的子房、叶片和茎段为外植体进行愈伤

诱导及植株再生, 仅子房成功诱导出愈伤并再生

出植株, 叶片可能是由于表面带有致密绒毛, 在进

行灭菌处理时, 杀菌剂未能与叶片充分接触, 致使

灭菌不彻底, 从而在培养的过程中极易染菌。而

崖白菜的茎段在培养过程中褐变率极高, 褐变现

象主要是由于酚类物质被多酚氧化酶(PPO)氧化

成醌类物质, 并抑制多种酶的活性, 对外植体产生

毒害作用从而影响其正常生长, 进而导致培养物

褐变死亡(姚洪军等1999)。另一种可能的原因是

在胁迫条件或其它不利条件影响所造成的细胞死

亡(称为程序化死亡)而导致褐变(徐振彪等1997)。
崖白菜茎段可能含有较多多酚氧化酶, 并且在培

养过程中切口暴露空气中, 酚类物质被氧化而导

致茎段褐化。子房可能含较少多酚氧化酶, 并且

切口小与培养基接触, 未与或较少与空气接触, 故
而褐变率较低。

在愈伤组织诱导的过程中, 不同植物对生长

调节剂的种类和浓度要求差别很大。对怀地黄来

说, 单独使用生长素2,4-D即可诱导出愈伤组织, 但
其生长迟缓且细胞易老化, 与细胞分裂素6-BA配

合使用, 可促进愈伤组织的生长增殖(李明军等

2005)。本文采用不同浓度的2,4-D和6-BA组合对

崖白菜子房外植体进行愈伤组织诱导, 在2,4-D浓

度一定时, 较高浓度的6-BA能够更好地促进愈伤

组织的诱导发生, 这与赵楠等(2007)的研究结果相

一致。本实验以不同浓度的6-BA和NAA组合对崖

白菜愈伤组织分化生成不定芽 ,  发现低浓度的

NAA有利于不定芽的分化, NAA浓度一定时随着

6-BA浓度一定范围内的提高, 不定芽分化率提

高。这与范小峰等(2009)的研究结果相类似。本

实验以崖白菜的幼嫩子房为外植体, 筛选出愈伤

组织诱导、不定芽分化及生根的最适培养基, 建
立了一种较为稳定的组培再生体系, 为崖白菜的

种质资源保存和栽培利用奠定了重要基础。                       
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