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黑桫椤孢子的无菌栽培
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1 植物名称 黑桫椤(Alsophila podophylla Hook.)。
2 材料类别 成熟的孢子。

3 培养条件 培养基：(1)  MS；(2 )  1 /2MS；(3 )
1/5MS；(4) 1/10MS (1/2MS、1/5MS、1/10MS
指大量和微量元素分别为MS基本培养基全量的1/
2、1/5、1/10)。上述培养基均使用MS培养基
全量的铁盐和有机成分，及附加琼脂 0.7%，pH
5.8。培养室温度为(25±2) ℃，光照强度 30~40
µmol·m-2·s-1 (光源为荧光灯)，光照时间 12 h·d-1。

4  生长与分化情况
4.1  孢子的灭菌  取5 mg成熟孢子置于10 mL离心
管中，加入 3 mL无菌水，充分振荡使成为悬浊
液，7 g离心 1 min，弃去上清液；加入 3 mL的
5% NaOCl溶液，灭菌 5 min，然后用无菌水冲
洗 4~5次，最后加入 3 mL无菌水，充分振荡得
到无菌孢子悬浊液。

4.2  孢子的接种及配子体发育  用滴管将无菌孢子
悬浊液分别接种到培养基(1)~(4)上，自接种2 d后
定期观察孢子萌发及配子体发育过程，直至形成

幼孢子体，用 TS20/30体视显微镜观察孢子的生
长发育情况，并用 Nikon ECLIPSE E600照相。
以孢子壁破裂，具有含一个叶绿素的绿色细胞和

一条不含叶绿素的假根时，定为孢子萌发(图 1-
a)。记录萌发时间和各个处理下的孢子萌发率，
以及配子体大量出现时间和孢子体出现时间。镜

检结果显示，黑桫椤孢子在本实验采用的培养基

中都能萌发(图 1-b、c)，萌发时间：1/10MS为
15 d，1/5MS为 15 d，1/2MS为 17 d，MS为 19
d；萌发率：1/10MS为 67.5%，1/5MS为 66.9%，
1/2MS为 60.2%，MS为 58.7%。由此可见培养
基(3)、(4)较(1)、(2)更适合，萌发提早 2~3 d，且

萌发率高 10%左右。各培养基对配子体发育的影
响不同。形成配子体时间：1/10MS为 33 d，1/
5MS为 31 d，1/2MS为 28 d， MS为 30 d。说
明较高无机盐浓度的培养基更适合于配子体发育，

在培养基(1)、(2 )中，配子体颜色浓绿，生长迅
速，80 d左右形成成熟的原叶体(图 1-d)。而培
养基(4)中配子体呈黄绿色，生长缓慢甚至停滞。
这可能是由于无机盐浓度低，不能满足配子体的

生长发育需要，或者是较高的萌发率造成个体之

间的竞争，影响配子体的发育。

4.3  孢子体的形成  待配子体布满培养皿时，将配
子体分为 1~2 cm的小丛，转接到有相同培养基的
三角瓶中继续生长，并经常滴加无菌水促进受

精，提高孢子体形成率。在培养基( 1 )、( 2 )中，
接种后 120 d左右有孢子体形成(图 1-e)。
4.4  孢子体的移栽  待孢子体长到约 5 cm高时，
将三角瓶放在自然光照下炼苗 7 d，再打开瓶盖炼
苗 7 d后，用镊子轻轻夹出小苗，洗净培养基，
移栽到经高压灭菌的混合土中(草炭土:素沙=1:1)，
保持适宜的空气湿度和温度，移栽成活率可达

70 % 以上。
5  意义与进展  全世界有 500多种桫椤科植物，我
国目前已知的有 14种和 2变种(夏群 1989)。长期
以来由于孢子萌发和配子体发育对环境要求严格，

生态环境的破坏以及人为因素的影响，桫椤所有

种全部被列为国家二级保护植物(国家林业局农业
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部1999)，在濒危野生植物种国际贸易公约附录中
全部列为附录Ⅱ物种；在新的森林法中全部列为

限制出口的树种。黑桫椤是桫椤科的大型树蕨类

植物，植株高 1~3 m、长 2~3 m的羽状叶片着
生于树干顶部，叶柄红棕色，略光亮，具有较

高的观赏价值，是园林造景的好材料。同属的大

叶黑桫椤(Alsophila gigantea var. gigantea)孢子无
菌培养已有过报道(徐艳等 2004)，而本文中的黑
桫椤(Alsophila podophylla)孢子无菌培养的报道未
见。本文中此种孢子无菌培养的成功为种质资源

的保护和濒危植物的抢救提供了一条值得考虑的途

径。

图 1  黑桫椤孢子的无菌栽培
a ：孢子萌发；b ：丝状体；c ：片状体；d ：配子体在三角瓶中的生长情况；e ：孢子体幼苗。
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