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摘　 要: 黑蒴(Ｍｅｌａｓｍａ ａｒｖｅｎｓｅ)为云南省民族民间珍稀药材ꎬ现已成为云南天然药物开发的热点药材种类ꎮ
但目前在云南已濒临灭绝ꎬ急需对其进行资源保护和人工繁育ꎮ 该研究在筛选黑蒴不同器官培养的基础上ꎬ
以茎枝为外植体ꎬ依次考察了不同基本培养基、不同种类细胞分裂素和质量浓度、不同天然有机添加物对定芽

(顶芽和侧芽)萌发增殖及生长的影响ꎮ 结果表明:以黑蒴带节茎枝为外植体ꎬ将其剪成 ２~ ３ ｃｍ 带节嫩茎枝ꎬ
经严格的外植物体消毒程序处理后ꎬ接种到 １ / ２ＭＳ＋６￣ＢＡ ０.５ ｍｇＬ￣１＋ Ｐｔ ５０ ｇＬ￣１＋ Ｂｎ ８０ ｇＬ￣１＋ ２５ ｇＬ￣１

蔗糖＋７ ｇＬ￣１琼脂ꎬ ｐＨ 值 ５.８ 的培养基上ꎬ接种后放置在光照强度 １ ５００~２ ０００ ｌｘꎬ光照 １０ ｈｄ￣１ꎬ温度 ２２ ℃
下培养ꎬ接种后 ８~１０ ｄ 开始萌发ꎬ４０ ｄ 单茎平均增殖数达 ８.１ꎬ主茎 ４０ ｄ 生长长度 ７４.２ ｍｍꎬ显示出极好的诱

发增殖生长效果ꎮ 该研究结果初步建立了黑蒴嫰茎枝诱发定芽及增殖培养体系ꎬ为云南珍稀民族药黑蒴的资

源保护、人工栽培和可持续利用提供了科学依据ꎮ
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　 　 黑蒴(Ｍｅｌａｓｍａ ａｒｖｅｎｓｅ)为玄参科黑蒴属植物的

全草ꎬ别名化血胆、红根草、小化血草等ꎬ为名贵苗药

“嘎扎” (丘华兴ꎬ１９９６)ꎮ 其性凉ꎬ微苦ꎬ具有祛湿ꎬ
平肝ꎬ 清热利湿ꎻ散瘀活血等功效ꎬ主要用于治疗白

血病、心血管病、肿瘤、黄疸型肝炎、肝肿大、跌打伤

瘀肿、痛经等 (国家医药管理局中药草情报站ꎬ
１９８６ꎻ中华本草编委会ꎬ１９９９)ꎮ 现代药理研究表

明ꎬ黑蒴具有泻下、抗肿瘤作用ꎮ 从黑蒴根水溶性部

分分离的桃叶珊瑚甙对小鼠有泻下作用ꎬ服后 ６ ｈ
起效ꎬ其 ＥＤ５０ 为 ０.３９ ｇｋｇ￣１ꎬ并能促进尿酸排泄

(杨仁洲和周俊ꎬ１９８１ꎬ１９８７ꎻ杨仁洲等ꎬ１９８３)ꎻ从黑

蒴根中提取得到的黑蒴甙有抗肿瘤作用ꎬ２００ ｍｇ
ｋｇ￣１腹腔注射ꎬ对小鼠肉瘤白血病 Ｌ７５９ 的抑制率为

５９. ３８％ (杨仁洲和周俊ꎬ １９８１ꎬ １９８７ꎻ杨仁洲等ꎬ
１９８３ꎻ苏成业等ꎬ１９９５)ꎮ 黑蒴主要分布于云南省南

部地区ꎬ为云南省苗族、彝族、拉祜族等民族民间珍

稀名贵药材ꎬ被誉“云南最贵草药” (云南思茅地区

革委会文卫组ꎬ１９７１)ꎮ 云南昆明多家肿瘤医院用

其治疗早期白血病和各类肿瘤ꎻ云南省红河州人民

医院曾用于治疗妇女功能性子宫出血、更年期综合

症、产后流血过多和腹部包块等症ꎻ民族民间医生用

其泡水、泡酒已达到降血压、降血脂、溶血栓、杀菌、
防肿瘤等目的ꎮ

黑蒴是云南传统珍稀名贵药材ꎬ２０１１ 年项目组

成员到文山西街、屏边、普洱、瑞丽等地的野生药材

交易早市进行黑蒴民间用药、资源特点等调查和搜

寻发现ꎬ该植物属我省极小名贵珍稀物种ꎬ具有可开

发为治疗早期白血病、各类肿瘤和化血、溶血(死
血、於血、血栓)特效药的巨大潜力ꎻ现濒临灭绝ꎬ偶
然见到单株卖价超过 ２００ 元ꎬ鲜品全草每公斤已超

过 ８ ０００ 元ꎬ目前处于极度珍稀、濒临灭绝ꎻ产品属

于有价无货的状态ꎬ急需对其进行资源保护和人工

规模化种植ꎮ 目前除本人申请黑蒴组培、炼苗及种

子引发的专利外ꎬ国内外还未见到任何有关人工种

植的相关报道(李育川等ꎬ２０１２ａꎬｂꎬｃ)ꎮ 本研究在

考察黑蒴不同器官为外植体ꎬ开展接种诱发定芽

(顶芽和侧芽)的基础上ꎬ以嫰茎枝为接种材料ꎬ系
统研究黑蒴嫰茎枝诱发定芽的培养基配方ꎬ初步建

立起黑蒴茎枝诱发定芽增殖的方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

供试野生全株及种子于 ２０１１ 年采自云南河口

县莲花滩ꎬ经昆明学院李育川教授鉴定为黑蒴

(Ｍｅｌａｓｍａ ａｒｖｅｎｓｅ)的植株及种子ꎮ
１.２ 培养基制备及灭菌

制备的培养基分别添加琼脂 ６.５ ｇＬ￣１和蔗糖

２５ ｇＬ￣１ꎬ ｐＨ ５.８ꎬ 经 １２１ ℃高温灭菌 ２０ ｍｉｎꎬ培养

温度为(２２±２)℃ꎬ光照强度为 ２ ０００ ｌｘꎬ光照时间为

１０ ｈｄ￣１ꎮ
１.３ 接种材料的预处理

将野外采集回来的带土全株ꎬ移植到温室内培

养ꎬ移植成活后分别剪取根茎、叶片和休眠芽ꎬ用毛

笔在流水下轻轻刷洗干净ꎬ再经饱和洗衣粉溶液清

洗 ３ 次ꎬ 流水冲洗 ２ ｈ 后ꎬ移至超净工作台上进行

外植体的消毒处理ꎮ
将采集所得种子用滤纸包扎ꎬ先放入水中浸泡

５ ｈꎬ然后转入 ０.０３％的高锰酸钾溶液浸种 ２ ｈꎬ流水

冲洗 ２ ｈ 后ꎬ移至超净工作台上进行外植体的消毒

处理ꎮ
１.４ 嫩茎枝的获得

将采获的黑蒴种子用纱布包好ꎬ放入 ０.０３％的

高锰酸钾溶液浸种 ２ ｈꎬ参照本人特殊种子引发处理

后(李育川等ꎬ２０１３)ꎬ用无菌水漂洗 ２ 次后ꎬ 拌细砂

后播于经消毒后的基质中ꎬ将播种后的花盆置于恒

温光照培养箱中进行培养(培养温度 ２２ ℃ꎬ光照强

度 ２ ０００ ｌｘꎬ光照时间 １０ ｈｄ￣１)ꎬ定期查看水分情

况和幼苗生长情况ꎬ培养 ９ 个月后ꎬ待幼苗长 ３ ~ ４
ｃｍ 后苗剪取生长旺盛的嫩茎枝为接种材料备用ꎮ
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１.５ 外植体的消毒处理

将各种材料用饱和洗衣粉溶液清洗 ３ 次ꎬ剪除

叶片ꎬ保留完整茎芽ꎬ再经饱和洗衣粉溶液清洗 ３
次ꎬ 流水冲洗 ２ ｈꎮ 移至超净工作台ꎬ采取用 ７５％乙

醇浸泡 ５~８ ｓꎬ快速取出后用无菌水清洗 ２ 次ꎬ再放

入 ２％次氯酸钠溶液(含数滴聚山梨酯－８０)中浸泡

２０ ｍｉｎꎬ无菌水冲洗 ４~５ 次ꎬ吸干水分ꎬ接入待接培

养基中培养观察ꎮ
１.６ 嫰茎芽外植体直接诱发侧芽和顶芽

剪取黑蒴幼苗生长旺盛的嫩茎枝ꎬ将其进行严

格的清洗和一系列外植体消毒处理后ꎬ将其剪成带

１~２ 个节的带芽茎段进行接种培养ꎮ 每处理接种

１０ 瓶ꎬ每瓶接种 ３ 个 ２~３ ｃｍ 带 ２ 个节的带芽茎段ꎬ
每处理接种 ３０ 个外植体ꎬ均重复 ３ 次ꎮ 外植体接种

后ꎬ观察定芽诱导情况(萌芽时间ꎬ生长情况)ꎬ接种

３ 个月后将接种茎段从培养瓶中取出ꎬ洗净培养基

后ꎬ统计萌芽数(芽长 ０.５ ｃｍ 以下不计入)并测量芽

的长度ꎮ
１.７ 数据统计

所得数据用 Ｅｘｃｅｌ 和方差分析软件处理ꎮ 萌芽

数＝接种后成活的外植体出平均诱导出芽的数量

(芽长 ０.５ ｃｍ 以下不计入)ꎻ芽萌发率＝萌发芽的外

植体总数 /接种成活的外植体总数ꎻ４０ ｄ 单茎平均

增殖数＝ ４０ ｄ 形成的定芽总数 /接种的成活外植体

总数ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同接种器官对定芽(顶芽和侧芽)诱发

分别采用黑蒴的叶片、休眠芽、根、带节嫩茎枝、
果实未开裂的成熟种子、未成熟种子为外植体ꎮ 各

种外植体采取用 ７５％乙醇浸泡 ５ ~ ８ ｓꎬ快速取出后

先用无菌水清洗 ２ 次ꎬ再放入 ２％次氯酸钠溶液中浸

泡 ８~２０ ｍｉｎꎬ取出后用无菌水清洗 ３ 次ꎬ然后接种

于 ＭＳ＋６￣ＢＡ １.０ ｍｇＬ￣１＋ Ｐｔ １３０ ｇＬ￣１＋２５ ｇＬ￣１

蔗糖＋６ ｇＬ￣１琼脂ꎬｐＨ 值 ５.８ 的培养基上ꎻ每处理

接种 １０ 瓶ꎬ叶、芽、根和茎枝每瓶接种 ３ 个ꎬ种子每

瓶按 １００ 粒ꎻ接种后的材料在光照强度 １ ５００~２ ０００
ｌｘ、光照 ８ ｈｄ￣１、温度 ２２ ℃下培养ꎬ观察比较各处

理的芽萌发时间ꎬ４０ ｄ 时取出萌发芽头ꎬ测量萌发

情况和主芽长度ꎮ
各接种材料经严格的外植体消毒程序处理后进

行接种ꎬ培养 １０ ｄ 以后ꎬ陆续可见到接种材料萌发

或逐渐死亡ꎮ 其中ꎬ嫩茎枝培养 １０ ｄ 后切口基部开

始膨大形成少量红黄色愈伤组织ꎬ芽开始萌发并分

枝和生长ꎻ休眠芽则未形成愈伤组织ꎬ接种材料基本

没变化ꎬ３０ ｄ 后芽(顶芽和侧芽)开始萌动生长ꎬ但
生长非常缓慢ꎬ芽稍变褐逐渐坏死ꎻ无菌播种的种子

污染率极高ꎬ开裂成熟的种子接种成功率极低ꎬ接种

２０ ｄ 以后陆续开始萌发ꎬ但只能见到 ２ 片黄绿色的

小子叶ꎬ小子叶出现后基本不生长ꎬ也不会长根ꎬ４０
ｄ 以后逐渐死亡ꎻ肉质根接种 ２０ ｄ 后前期出现少量

红黄色愈伤组织ꎬ后期愈伤组织变褐死亡ꎻ叶片和未

成熟种子接种后ꎬ未见萌发和愈伤组织生长ꎬ材料

２０ ｄ 以后逐渐坏死ꎬ未能诱导成功ꎮ
由表 １ 可知ꎬ处理 ４ 以黑蒴嫩茎芽作为外植体

培养效果最好ꎬ表现为萌发时间最短ꎬ萌发数量最

多ꎬ萌发率达 ８７. ５６％ꎻ４０ ｄ 萌发的主芽长达 ２０. ４
ｍｍꎻ休眠芽和成熟种子虽然能萌发ꎬ但表现为萌发

速度较慢、萌发率较低、萌发后芽的生长速度较慢ꎬ
芽稍逐渐变褐后坏死亡ꎻ叶片、根和未成熟种子都未

萌发ꎻ各处理有显著差异ꎮ 这表明黑蒴嫩茎枝可作

为外植体接种的理想材料ꎮ

表 １　 不同器官培养对定芽诱发的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ｏｎ

ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｂｕｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

处理组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ

外植体
Ｅｘｐｌａｎｔ

定芽萌发
时间
Ｂｕｄ

ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ (ｄ)

定芽
萌发率
Ｂｕｄ

ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

主茎生长
长度

Ｇｒｏｗｉｎｇ ｌｅｎｇｔｈ
ｏｆ ｍａｉｎ ｓｔｅｍ

(ｍｍ４０ ｄ￣１)

１ 叶片
Ｂｌａｄｅ

死亡 ０.０ｃ ０.０ｄ

２ 休眠芽
Ｄｏｒｍａｎｔ ｂｕｄ

３１ ± ２ １４.３４％ｂ １.４ｂ

３ 根
Ｒｏｏｔ

死亡 ０.０ｃ ０.０ｄ

４ 嫩茎枝
Ｙｏｕｎｇ ｓｈｏｏｔｓ

１０ ± ２ ８７.５６％ａ ２０.４ａ

５ 成熟种子
Ｍａｔｕｒｅ ｓｅｅｄ

２０ ± ３ ０.０２％ｃ ０.２ｃ

６ 未成熟种子
Ｉｍｍａｔｕｒｅ ｓｅｅｄ

死亡 ０.０ｃ ０.０ｄ

　 注: 小写字母表示处理间在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.２ 基本培养基对定芽的诱发增殖

以黑蒴 ２ ~ ３ ｃｍ 带 ２ 个节嫩茎枝为外植体ꎬ经
严格的处植物体消毒程序后接种ꎬ选择不同基本培
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养基(ＭＳ、１ / ２ＭＳ、Ｂ５)和不同 ６￣ＢＡ 质量浓度(１. ０
ｍｇＬ￣１、２.０ ｍｇＬ￣１)组合培养基进行培养ꎮ 在各

处理中都添加相同的 Ｐｔ １３０ ｇＬ￣１ ＋ ２５ ｇＬ￣１蔗

糖 ＋ ６ ｇＬ￣１琼脂ꎬ培养基 ｐＨ 值为 ５.８ꎻ每处理接种

１０ 瓶ꎬ每瓶接种 ３ 个 ２~３ ｃｍ 带芽嫩茎枝ꎬ每处理接

种 ３０ 个外植体ꎬ 均重复 ３ 次ꎮ 接种后的材料在光

照强度 １ ５００~２ ０００ ｌｘꎬ光照 １０ ｈｄ￣１ꎬ温度 ２２ ℃下

培养ꎬ观察比较各处理的萌发时间ꎬ４０ ｄ 时取出丛

生芽ꎬ测量萌发情况和主茎长度ꎮ
由表 ２ 可见ꎬ各处理差异著ꎻ处理 ３ 结果最佳ꎬ表

现为接种后 ７ ｄ 后开始萌发ꎬ同时萌发后的茎枝节上

腋芽开始萌动侧枝ꎬ４０ ｄ 单茎平均增殖数为 ４.２ 个ꎬ
接种 ４０ ｄ 后主枝平均长达 ３６.５ ｍｍꎬ诱发和增殖生长

明显ꎻ其次为处理 １ 和处理 ５ꎬ虽然能萌发ꎬ但与处理

３ 相比ꎬ其 ４０ ｄ 单茎增殖数和主茎生长度显著低于处

理 ３ꎬ表现为萌发时间延迟ꎬ同时萌发芽数量较少ꎬ新
芽生长速度慢ꎬ增殖不明显ꎻ处理 ４ 表现为前期快速

萌发ꎬ芽分化数量爆发ꎬ芽生长缓慢不能生长成有效

芽ꎬ后期萌芽稍逐渐变褐并枯死ꎻ处理 ２ 和处理 ６ 则

未能萌发ꎬ接种后的茎枝叶逐渐萎缩卷曲脱落ꎬ芽稍

变褐枯死ꎮ 研究结果表明 １ / ２ＭＳ 可作为黑蒴嫩茎枝

诱发增殖定芽培养较理想的基本培养基ꎮ

表 ２　 不同基本培养基对定芽诱发的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｓｉｃ ｍｅｄｉａ ｏｎ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｂｕｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

处理组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

基本培养
Ｂａｓｉｃ ｍｅｄｉｕｍ

６￣ＢＡ 浓度
６￣ＢＡ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(ｍｇＬ￣１)
接种数

芽萌发时间
Ｂｕｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

(ｄ)
４０ ｄ 单茎平均增殖数
Ｅａｃｈ ｅｘｐｌａｎｔ ｐｒｏｄｕｃｅｄ

主茎生长长度
Ｇｒｏｗ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｍａｉｎ
ｓｔｅｍ (ｍｍ４０ ｄ￣１)

１ ＭＳ １.０ ２８ １０ ± ２ ２.８ｂ ８.４ｂ
２ ＭＳ ２.０ ２６ 未萌发

Ｎｏｔ ｇｅｒｍｉｎａｔｅｄ
０.０ｄ ０.０ｅ

３ １ / ２ＭＳ １.０ ２７ １０ ± ３ ４.２ａ ３６.５ａ

４ １ / ２ＭＳ ２.０ ２８ ７ ± ４ １.３ｃ １.４ｄ

５ Ｂ５ １.０ ２６ １４ ± ２ ２.３ｂ ６.２ｃ

６ Ｂ５ ２.０ ２８ 未萌发
Ｎｏｔ ｇｅｒｍｉｎａｔｅｄ

０.０ｄ ０.０ｅ

表 ３　 不同细胞分裂素对定芽增殖的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ ｏｎ ｃｌｕｓｔｅｒ ｓｈｏｏｔ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ

处理组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

细胞分裂素种类
Ｋｉｎｄ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(ｍｇＬ￣１)

芽萌发时间
Ｂｕｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

(ｄ)
４０ ｄ 单茎平均增殖数
Ｅａｃｈ ｅｘｐｌａｎｔ ｐｒｏｄｕｃｅｄ

主茎生长长度
Ｇｒｏｗｉｎｇ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｍａｉｎ ｓｔｅｍ

(ｍｍ４０ ｄ￣１)

１ ６￣ＢＡ ０.５ １０ ± ２ ６.３ａ ６８.２ａ

２ ６￣ＢＡ １.０ １０ ± ２ ４.５ｂ ３６.６ｂ

３ ６￣ＢＡ １.５ １１ ± ２ １.７ｄ １２.３ｃ

４ ＫＴ ０.５ １３ ± ２ ４.４ｂ ３０.４ｂ

５ ＫＴ １.０ １４ ± ２ ２.３ｃ １４.２ｃ

６ ＫＴ １.５ ２０ ± ２ １.９ｄ ４.５ｄ

７ ＺＴ ０.５ １２ ± ２ ３.８ｂ ３４.３ｂ

８ ＺＴ １.０ １３ ± ２ ２.６ｃ １５.２ｃ

９ ＺＴ １.５ １４ ± ２ １.４ｄ ４.６ｄ

２.３ 定芽增殖

以黑蒴 ２ ~ ３ ｃｍ 带节嫩茎枝为外植体ꎬ经严格

的处植物体消毒程序后接种ꎬ以 １ / ２ＭＳ 为基本培养

基ꎬ选择 ３ 种不同的细胞分裂素种类 (６￣ＢＡ、ＫＴ、
ＺＴ)ꎬ３ 种不同浓度 ( １. ５、１. ０、０. ５ ｍｇＬ￣１ ) 进行

培养ꎮ在各处理中ꎬ都添加相同的Ｐｔ １３０ ｇＬ￣１＋２５

５３４１１２ 期 李育川等: 黑蒴定芽诱发增殖的初步研究



表 ４　 不同天然有机添加物对定芽诱发增殖的影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎａｔｕｒａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ａｄｄｉｔｉｖｅｓ ｏｎ ｃｌｕｓｔｅｒ ｓｈｏｏｔ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ

处理组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

天然有机物种类
Ｋｉｎｄ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ａｄｄｉｔｉｖｅｓ

添加量
Ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ

(ｇＬ￣１)

芽萌发时间
Ｂｕｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

(ｄ)
４０ ｄ 单茎平均增殖数
Ｅａｃｈ ｅｘｐｌａｎｔ ｐｒｏｄｕｃｅｄ

主茎生长长度
Ｇｒｏｗ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｍａｉｎ ｓｔｅｍ

(ｍｍ４０ ｄ￣１)

１ 椰子 Ｃｏｃｏｎｕｔ １３０ ９±３ ８.３ａ ７５.０ａ

２ 香蕉 Ｂａｎａｎａ １３０ １１±３ ６.３ｂ ６６.４ｂ

３ 马铃薯 Ｐｏｔａｔｏ １３０ １２±３ ４.０ｃ ５０.３ｃ

４ 香蕉＋马铃薯 Ｂａｎａｎａ ａｎｄ ｐｏｔａｔｏ ８０＋５０ １０±２ ８.１ａ ７４.２ａ

５ 苹果 Ａｐｐｌｅ １３０ １３±２ ２.６ｄ ３７.５ｄ

图 １　 黑蒴定芽诱发增殖　 Ａ. 接种 １０ ｄ 后定芽萌发ꎻ Ｂ. 接种 ２０ ｄ 后定芽生长ꎻ Ｃ. 接种 ３０ ｄ 后定芽增殖ꎻ Ｄ. 黑蒴生根苗ꎮ
Ｆｉｇ. １　 Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｂｕｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｅｌａｓｍａ ａｒｖｅｎｓｅ　 Ａ. Ｂｕｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ １０ ｄꎻ Ｂ. Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｂｕｄｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎ ｗｉｔｈ ２０ ｄꎻ Ｃ. Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｂｕｄｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ３０ ｄꎻ Ｄ. Ｍｅｌａｓｍａ ａｒｖｅｎｓｅ ｒｏｏｔｉｎｇ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ.

ｇＬ￣１蔗糖 ＋ ６ ｇＬ￣１琼脂ꎬ培养基 ｐＨ 值为 ５.８ꎻ每
处理接种 １０ 瓶ꎬ每瓶接种 ３ 个 ２ ~ ３ ｃｍ 带节嫩茎

段ꎬ每处理接种 ３０ 个外植体ꎬ均重复 ３ 次ꎮ 接种后

的材料在光照强度 １ ５００~２ ０００ ｌｘ、光照 １０ ｈｄ￣１、
温度 ２２ ℃下培养ꎬ观察比较各处理的萌发时间ꎬ４０
ｄ 时取出丛生芽ꎬ测量萌发情况和主茎生长长度ꎮ

通过比较发现各处理差异著ꎻ处理 １ 萌发增殖效

果最佳ꎬ表现为接种后 ８~１０ ｄ 开始萌发ꎬ同时萌发后

的茎枝节上腋芽开始萌动侧枝ꎬ接种 ４０ ｄ 单茎萌发

数可达 ６.３ 个ꎬ接种 ４０ ｄ 主枝平均生长长度达 ６８.２
ｍｍꎬ增殖和主茎生长显著高于其它处理ꎬ表现出较好

的增殖和生长效果ꎻ其次为处理 ２、处理 ４ 和处理 ７ꎬ

６３４１ 广　 西　 植　 物 ３６ 卷



也表现出较好萌发增殖和主茎生长效果ꎬ但与处理 １
相比ꎬ同时平均萌发数量减少ꎬ新芽生长速度减慢ꎻ其
余各处理萌发增殖效果较差ꎮ 研究结果表明黑蒴带

节嫩茎枝诱导增殖培养基配方中最佳的细胞分裂素

种类为 ６￣ＢＡꎬ其较适宜的浓度为 ０.５ ｍｇＬ￣１ꎮ
２.４ 天然有机物添加物对定芽增殖的影响

以 ２~３ ｃｍ 带节嫰茎枝为接种材料ꎬ选择 ５ 种

不同天然有机添加物种类(椰子汁、香蕉泥、马铃薯

汁、苹果汁、香蕉泥马铃薯汁混合)进行培养ꎬ每种

有机添加物的量为 １３０ ｇＬ￣１ꎮ 在各处理中都添加

相同的 １ / ２ ＭＳ ＋ ６￣ＢＡ ０.５ ｍｇＬ￣１＋ ２５ ｇＬ￣１蔗糖

＋ ８ ｇＬ￣１琼脂ꎬ ｐＨ 值为 ５.８ꎻ每处理接种 ５ 瓶ꎬ每瓶

接种 ６ 个材料ꎻ接种后的材料在光照强度 １ ５００ ~
２ ０００ ｌｘꎬ光照 １０ ｈｄ￣１ꎬ温度 ２２ ℃下培养ꎬ观察比

较各处理的萌发时间ꎬ４０ ｄ 时取出丛生芽ꎬ测量萌

发情况和主茎长度ꎮ
通过比较发现ꎬ处理 １ 和 ４ 萌发增殖效果最佳ꎬ

表现为接种 ８ ｄ 后就开始萌发ꎬ接种单茎萌发数分

别为 ８. ３ 个和 ８. １ 个ꎬ接种 ２０ ｄ 主枝平均长度达

７５.０ ｍｍ、７４.２ ｍｍꎬ侧枝增殖非常明显ꎬ叶色浓绿ꎬ生
长旺盛ꎬ二者无显著差异ꎻ其次为处理 ２ꎬ也表现出

较好萌发增殖效果ꎬ但与处理 １、处理 ４ 相比ꎬ萌发

芽和主枝生长显著低于处理 １ 和处理 ４ꎬ萌芽数量

减少ꎬ侧枝萌发也不明显ꎬ新芽生长速度减慢ꎻ再次

为处理 ３ꎬ虽然也表现出一定的萌发增殖效果ꎬ但萌

发数量和新芽生长速度都减慢ꎬ显著低于处理 ２ꎻ所
有处理中ꎬ处理 ５ 效果最差ꎬ说明带节嫩茎枝诱导增

殖培养中添加苹果ꎬ效果不明显ꎮ 这表明椰子汁和

香蕉＋马铃薯作为黑蒴嫩茎枝诱导增殖培养的理想

天然有机物添加物ꎬ但综合考虑材料来源、价格、成
本等因素ꎬ选择香蕉和马铃薯混合添加效果最佳ꎮ

３　 讨论与结论

黑蒴根、叶、种子(成熟、未成熟)、休眠带芽茎

段、嫩茎枝等器官ꎬ经严格的外植体消毒程序(不同

材料稍有变化)处理后进行接种培养ꎮ 培养 １０ ｄ
后ꎬ陆续见到接种材料萌发或逐渐死亡ꎬ其中嫩茎枝

培养 １０ ｄ 后切口基部开始膨大形成少量红黄色愈

伤组织ꎬ嫩茎芽开始萌发并开始分枝和生长ꎬ而其它

器官则未培养成功ꎬ这可能是本实验室中设计的培

养基配方和培养条件较适宜生长旺盛的茎芽培养ꎬ
而不适宜其它器官的培养ꎮ 同一种植物不同器官的

培养效果ꎬ会因接种材料本身的性质(老嫩程度、休
眠与萌动等)、培养基配方(基本培养基种类、植物

生长调节剂的种类和浓度、有机添加物等)、培养条

件(光照时间、光照强度、培养温度等)等综合作用ꎬ
产生不同的培养效果响应(李育川等ꎬ２０１２ａꎬｂꎬｃ)ꎬ
因此ꎬ黑蒴根、叶、种子(成熟、未成熟)、休眠带芽茎

段等其它器官的组织培养方法有待深入研究ꎮ 如利

用果实未开裂的新鲜种子(成熟、未成熟)进行无菌

培养ꎬ具有可能植株分化容易、无菌操作方便、繁殖

系数高等优点(王蒂和陈劲枫ꎬ２０１３)ꎬ是实现大量

生产黑蒴试管苗的好材料ꎻ在实验中发现ꎬ利用肉质

根或茎段培养诱导出大量的愈伤组织ꎬ且愈伤组织

呈红色ꎬ民族医生判断黑蒴的药效好坏ꎬ就主要看根

红不红ꎬ其愈伤组织中可能含有大量桃叶珊瑚甙、黑
蒴甙等活性物质ꎮ 从愈伤组织培养物中寻找活性成

分已有报道(刘群等ꎬ２０１５ꎻ李琰等ꎬ２０１５)ꎮ 通过深

入研究黑蒴愈伤组织诱导增殖及活性成分的产生问

题ꎬ将其愈伤组织直接入药或从中提取分离桃叶珊

瑚甙、黑蒴甙等主要活性物质也具有巨大应用前景ꎮ
以黑蒴 ２ ~ ３ ｃｍ 带节嫩茎枝为外植体ꎬ选择不

同基本培养基(ＭＳ、１ / ２ＭＳ、Ｂ５)和不同 ６￣ＢＡ 浓度

(１.０ ｍｇＬ￣１、２.０ ｍｇＬ￣１)组合培养基进行培养ꎬ结
果发现采用 １ / ２ ＭＳ ＋ ６￣ＢＡ １.０ ｍｇＬ￣１的组合最

好ꎻ采用 ＭＳ(Ｂ５) ＋ ６￣ＢＡ １.０ ｍｇＬ￣１的组合也能生

长但生长效果较差ꎬ表现为前期芽爆发ꎬ后期芽稍逐

渐变褐并枯死ꎻ１ / ２ ＭＳ ＋ ６￣ＢＡ ２.０ ｍｇＬ￣１表现为前

期快速萌发ꎬ表现为前期芽分化数量爆发ꎬ但不会生

长成有效芽ꎬ后期芽稍逐渐变褐并枯死ꎻＭＳ(Ｂ５) ＋
６￣ＢＡ ２.０ ｍｇＬ￣１则完全不能萌发ꎬ接种后的茎枝叶

逐渐萎缩卷曲脱落ꎬ芽稍变褐枯死ꎮ 出现以上结果

可能是黑蒴对培养基中的无机盐和离子浓度要求均

较低且对细胞分裂素类物质也比较敏感ꎬ其培养基

可能要求较低无机盐和离子浓度ꎬ当无机盐和离子

浓度较高时会抑制丛生芽的生长甚至会产生毒害作

用(李育川等ꎬ２０１２ａꎬｂꎬｃ)ꎮ 因此ꎬ黑蒴嫰茎枝诱导

丛生芽的培养基可能应用 １ / ２ＭＳ 或Ｗｈｉｔｅ 培养基等

含无机盐和离子浓度较低的基本培养基生长较为理

想ꎬ具体情况还有待进一步研究ꎮ
以黑蒴嫩茎枝为外植体ꎬ接种到 １ / ２ＭＳ 基本培

养基上ꎬ选择 ３ 种不同的细胞分裂素种类(６￣ＢＡ、
ＫＴ、ＺＴ)和 ３ 种不同质量浓度(１.５、１.０、０.５ ｍｇＬ￣１)
进行培养ꎮ 结果发现ꎬ同一种细胞分裂素间ꎬ增殖和

生长效果 ０.５ ｍｇＬ￣１> １.０ ｍｇＬ￣１> １.５ ｍｇＬ￣１ꎬ
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显示出当添加的细胞分裂素 ０.５ ~ ０.５ ｍｇＬ￣１时ꎬ较
低浓度的增殖生长效果好于较高浓度ꎬ说明黑蒴嫰

茎枝定芽诱发培养对细胞分裂素类物质比较敏感ꎬ
其培养基添加较低浓度细胞分裂素(小于 ２.０ ｍｇ
Ｌ￣１)有利用其增殖和生长ꎬ当细胞分裂素的浓度较

高时会抑制丛生芽的生长ꎬ这与朱丽芳等老鸦瓣芽

茎诱导丛生芽的报道具有相似性 (朱丽芳等ꎬ
２０１４)ꎻ在实验培养基中添加 ０.５ ｍｇＬ￣１ ６￣ＢＡ 的处

理ꎬ其诱发增殖和生长效果显著高于其它处理ꎬ这说

明不同的细胞分裂素种类和浓度对黑蒴嫩茎枝增殖

生长的响应不同ꎬ对于各种细胞分裂素的应用效果

及合理添加浓度ꎬ还有待于进一步缩小各类细胞分

裂素的浓度梯度设置的实验ꎮ
以黑蒴嫰茎枝为接种材料ꎬ选择添加 ５ 种不同

天然有机添加物(椰子汁、香蕉泥、马铃薯汁、苹果

汁、香蕉泥马铃薯汁混合)进行培养ꎬ结果显示不同

的天然有机添加物对黑蒴嫰茎枝的定芽诱发增殖和

生长响应不同ꎬ其结果是添加椰子汁和香蕉＋马铃

薯混合液的增殖和生长效果显著优于其它添加物ꎬ
这可能是因不同的有机添加物所含营养成分(促进

或抑制生长物质)种类和浓度不相同ꎬ同时添加的

天然有机物质还会对培养基中的无机盐、离子浓度、
胶体稳定性、溶液缓冲性等多因素造成影响(王蒂

和陈劲枫ꎬ２０１３)ꎬ从而对黑蒴嫰茎枝定芽的诱发、
增殖生长影响不同ꎬ具体影响机理还有待研究ꎮ

本研究以黑蒴带节嫩茎枝为外植体ꎬ将其剪成

２~３ ｃｍ 带 ２ 个节嫩茎枝ꎬ经饱和洗衣粉溶液清洗 ３
次ꎬ流水冲洗 ２ ｈꎬ移至超净工作台ꎬ采取用 ７５％乙

醇浸泡 ５~８ ｓꎬ快速取出后用无菌水清洗 ２ 次ꎬ再放

入 ２％次氯酸钠溶液(含数滴聚山梨酯￣８０)中浸泡

２０ ｍｉｎꎬ无菌水冲洗 ４~５ 次ꎬ用无菌纸吸干水分后ꎬ
接种到 １ / ２ ＭＳ ＋ ６￣ＢＡ ０.５ ｍｇＬ￣１＋ Ｐｔ ５０ ｇＬ￣１＋
Ｂｎ ８０ ｇＬ￣１＋ ２５ ｇＬ￣１蔗糖 ＋ ７ ｇＬ 琼脂ꎬｐＨ 值

５.８ 的培养基上ꎬ接种后的放置在光照强度 １ ５００ ~
２ ０００ ｌｘꎬ光照 １０ ｈｄ￣１ꎬ温度 ２２ ℃下培养ꎬ接种后

８~１０ ｄ 就开始萌发ꎬ主茎快速生长ꎬ同时侧枝大量

萌发ꎬ生长旺盛ꎬ叶色浓绿ꎬ单茎 ４０ ｄ 平均增殖数超

过 ８ 个以上ꎬ主茎 ４０ ｄ 生长长度超过 ７.５ ｃｍꎬ显示

出很好的增殖效果ꎮ
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