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1 植物名称 荷叶铁线蕨(Adiantum reniforme L. var.
sinense Y. X. Lin)，又名荷叶金线草。
2 材料类别 成熟孢子。

3 培养条件 孢子萌发培养基：(1) 1/2MS；(2) 1/MS+
0.5 g·L-1活性炭。原叶体增殖培养基：(3) MS+6-
BA 1.0 mg·L-1 (单位下同)+NAA 0.2；(4) MS+6-BA
1.0+NAA 0.5；(5) MS+KT 1.0+NAA 0.2；(6)
MS+KT 1.0+NAA 0.5。绿色小球(GGB)形成培养
基：(7) MS+6-BA 2.0+NAA 0.5。GGB分化增殖
培养基：(8) MS+6-BA 1.5+NAA 0.5；(9) MS+KT
1.5+NAA 0.5。愈伤组织形成培养基：(10) MS+
6-BA 1.0；(11) MS+KT 1.5。GGB转化培养基：
(12) MS+IBA 0.05；(13) MS+IBA 0.5。孢子体形
成培养基：(14) MS+NAA 1.0；(15) MS+ABA 0.5+
IBA 0.1。生根培养基：(16) 1/2MS+NAA 0.2+活
性炭(AC) 0.5 g·L-1；(17) 1/2MS+IBA 0.2+AC 0.5
g·L-1。以上培养基均含30 g·L-1蔗糖和0.7%琼脂，pH
5.5~5.8。培养温度(26±2) ℃，连续光照 12 h·d-1，

光照强度 20~40 µmol·m-2·s-1。

4  生长与分化情况
4.1  无菌材料的获得  将长有成熟孢子囊的荷叶铁
线蕨叶片小心摘下，正面朝上铺在白纸上，用台

灯光照 1~2 h，孢子囊自然干燥开裂，获得成熟
孢子。将除去杂质的干净孢子用滤纸包好，蒸馏

水浸泡 2 h。在超净工作台上，用 75%酒精灭菌
30 s，再用 0.1%升汞浸泡 5 min，无菌水漂洗 3
次。然后将消过毒的孢子接种于孢子萌发培养基

( 1 )、( 2 )上。
4.2  孢子萌发  经 15~25 d的培养，培养基(1)、(2)
中能见到零星的绿色小点，显微镜检验结果为孢

子萌发；60 d左右可见原叶体形成。荷叶铁线蕨

的原叶体在孢子萌发培养基上生长良好，经过一

段时间，原叶体簇生成团状，其中培养基(2)的萌
发速度比(1)快。
4.3  原叶体的增殖   将孢子萌发形成的原叶体团分
散成小块，每块约 0.5 cm×0.5 cm，接种于原叶
体增殖培养基(3)~(6)上，原叶体能快速增殖，形
成球状油绿色紧密簇生的原叶体团。各培养基中

的增殖速度为(6)>(4)>(3)>(5)。多次继代后，能
形成大量的原叶体团，以2个月3~4倍的速度增长。
4.4  GGB的形成  将增殖迅速的原叶体团接种到
GGB形成培养基(7)上，10 d左右，绿色原叶体
逐渐转浅绿，GGB形成开始启动；20 d左右，原
叶体团顶部形成淡黄晶莹的小颗粒；30 d左右，
小颗粒形成类似兰花原球茎的深色GGB。
4.5  GGB的分化与增殖  将形成的GGB与原叶体
团转入培养基(8)、(9)中，10 d左右，几乎所有
原叶体团转化为松散布于培养基上的GGB颗粒。
培养基(8)转化速度低于培养基(9)，且GGB颜色
深绿，外表密布黄色绒毛；培养基(9)中的 GGB
颗粒嫩绿而晶莹。

4.6 愈伤组织的诱导 将原叶体团接种到培养基
(10)、(11)中，持续生长 3个月，在原叶体边缘
形成大量浅绿色的愈伤组织。

4.7  GGB的转化  将GGB团接种到GGB转化培养
基(12)、(13)，经 10 d左右，颗粒又逐渐转化成
新绿紧密簇生的原叶体小丛。

4.8  孢子体的形成  不断继代增殖的培养基上经 3
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个月也很难长出孢子体；但将成熟原叶体团接种

于孢子体形成培养基(14)、(15)上，约 60 d后长
出幼嫩孢子体(图 1)。培养基(15)上孢子体形成速
度最快，20 d左右，20%~30%的原叶体团形成
孢子体；但培养基(15)上原叶体不再增殖，孢子
体很快就长出小圆叶和成熟的黑色叶柄。培养基

(14)上，60 d左右，原叶体团上方抽苔出幼嫩孢
子叶，同时原叶体仍能继续增殖；90 d左右，全
部长成孢子体，绿色幼嫩叶柄才成熟变黑。

三峡一带(万县、石柱)，海拔高度 200~400 m，
是国家二级保护植物(王诗云等 1995；许天全等
1987)。其根状茎短而直立，单叶簇生，叶片圆
肾型，叶柄亮黑，小巧别致，可供观赏；还具

有重要的药用价值，对黄疸肝炎、泌尿系统感

染、中耳炎等疾病有较好疗效(谢宗强 1993)。然
而荷叶铁线蕨自然繁殖能力弱，数量稀少。三峡

工程建成之后，其原来的生境受到破坏，有关部

门已采取措施进行异地保护，但通过无性繁殖扩

大其个体数量、确保该濒危物种长期保存，仍是

十分必要和及时的，对于该植物的回归引种尤其

重要(谢宗强 1993)。采用无菌播种和组织培养快
速繁殖技术，可极大提高其繁殖系数，并保持该

种的特性。目前同属其他种植物的组织培养已有

报道(曾宋君等 2005；罗顺元和王任翔 2007)，但
荷叶铁线蕨的组织培养和快速繁殖的报道迄今未见。
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4.9  生根与移栽  将已分化出茎、叶的丛生小苗分
成小团转入生根培养基(16)、(17)中，30~40 d可
生根(图 2)出瓶，生根率达 100%。当培养瓶内所
有原叶体几乎都长出高约 5 cm的孢子体时，打开
瓶盖，放于温暖、湿润、通风的环境中炼苗

15~20 d。植株叶片伸展，将生根苗小心取出，
洗去根部琼脂，移栽在温暖且不蓄水的消毒水苔

或珍珠岩中(图 3)，盖塑料膜保湿，保持环境温
度约 25 ℃。定植初期应注意喷雾保湿和保温，4
周后小苗可定植生长，成活率可达 90%。2周后
可浇 0.05%尿素水肥，每周 1次。4个月后再分
株上盆种植，3~4株一盆(图 4)。
5  意义与进展  荷叶铁线蕨为铁线蕨科铁线蕨属的
多年生常绿草本状蕨类植物，仅分布于我国长江

图 3  荷叶铁线蕨的移栽苗

图 4  荷叶铁线蕨的分株小苗

 图 1  荷叶铁线蕨的孢子体

图 2  荷叶铁线蕨的生根苗


