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诺丽叶片的离体再生
黄奥丹１， 蓝增全１∗， 吴　 田２

（ １． 西南林业大学 环境科学与工程学院， 昆明 ６５０２２４； ２． 西南林业大学 园林学院， 昆明 ６５０２２４ ）

摘　 要： 以诺丽（Ｍｏｒｉｎｄａ ｃｉｔｒｉｆｏｌｉａ）叶片为外植体，在添加不同激素种类和浓度的 ＭＳ 培养基上进行离体培养，
建立两种离体再生模式：模式Ⅰ为先脱分化愈伤组织，再分化不定根和不定芽；模式Ⅱ为直接培养生根后分化

不定芽。 结果表明：在模式Ⅰ中，诱导诺丽叶片产生愈伤组织的最优培养基为 ＭＳ ＋ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ ＋ ２．０
ｍｇ·Ｌ⁃１ ２，４⁃Ｄ；诱导叶片愈伤组织再分化出不定根和不定芽的最优培养基为 ＭＳ ＋１．０ ｍｇ·Ｌ⁃１６⁃ＢＡ＋ ０．４ ｍｇ·
Ｌ⁃１ ＮＡＡ 或 ＭＳ ＋２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１６⁃ＢＡ＋ ０．４ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ，其中 ＭＳ ＋ １．０ ｍｇ·Ｌ⁃１６⁃ＢＡ ＋ ０．４ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ 生根时间

最早为 １０ ｄ 左右，根系较发达，而 ＭＳ ＋ ２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１６⁃ＢＡ ＋ ０．４ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ 生根时间在 １５ ｄ 左右，根系发达。
在模式Ⅱ中，诱导叶片直接生根长芽的培养基为 ＭＳ ＋ １．０ ｍｇ·Ｌ⁃１６⁃ＢＡ ＋ ０．４ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ。 将模式Ⅰ和模式

Ⅱ中，完成诺丽叶片离体再生的苗切下后接种到 ＭＳ ＋ ０．２ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ 培养基中诱导生根，１５ ｄ 左右分化出

不定根，４５ ｄ 获得完整植株。 该研究结果为后续的遗传转化和基因改良研究奠定了基础。
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　 　 诺丽（Ｍｏｒｉｎｄａ ｃｉｔｒｉｆｏｌｉａ）又称海滨木巴戟、海巴

戟天、檄树（吴田和蓝增全，２０１１；曹艳花，２０１４），为
茜草科（Ｒｕｂｉａｌｅｓ）巴戟天属（Ｍｏｒｉｎｄａ）植物（杨小波

２０１３），是一种热带常绿多年生阔叶灌木或小乔木。
主要生长于温暖潮湿的热带、亚热带地区，在国外主

要分布于南太平洋诸岛，如大溪地、夏威夷、印度尼

西亚等，在我国主要生长于海南岛、西沙群岛、云南

西双版纳及台湾南部等地区 （何明霞和杨清，
２００６）。 现代医学研究证明， 诺丽果汁中具有免疫

调节及抗肿瘤作用的多糖成分（张学梅，２０００）， 果

实单用或与其他植物合用可治疗多种疾病，被医学

研究者称为当代神奇的治疗物质（赖茂良，２０１４）、
（段文荣等，２００９），有较高的经济价值。

早在 ２０００ 多年前，波利尼亚人就用诺丽叶片治

疗疾病（张伟敏等，２００８），以及为服装染色（白飞荣

等，２０１５）。 诺丽鲜叶可以直接咀嚼，或者加水熬汁

或浸泡饮用，也可晒干磨成粉末。 在巴西诺丽叶被

称为“止痛草”，其对牙龈炎、牙周病、喉痛、感冒、头
疼、骨折、皮肤病等均有一定功效（杨焱等，２００９）。
吴田和蓝增全（２０１１）以带腋芽的茎段为外植体对

诺丽进行离体培养，建立了高效的离体快速繁殖体

系；谢江等（２０１２）和潘晓晴等（２０１４）分别以根和不

带腋芽的茎段为外植体，进行诺丽离体再生培养研

究；而以诺丽叶片为外植体的离体培养研究还未见

报道。 无菌培养条件下，诺丽根较细，诺丽茎段较

短，而诺丽叶片较大，作为外植体更容易获得。 因

此，本研究以诺丽无菌试管苗叶片为外植体，进行离

体再生培养研究，以期为后续的遗传转化及基因改

良研究奠定基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

实验材料为西南林业大学园林学院组培室的诺

丽无菌试管苗，取健康、无菌诺丽苗的叶片为外植

体。 试管苗每 ９０ ｄ 左右继代一次，继代培养基为

ＭＳ ＋ ０．２ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ。
１．２ 培养基配制

以 ＭＳ 为基本培养基，添加不同浓度的 ６⁃ＢＡ、
ＮＡＡ 及 ２，４⁃Ｄ，共设计 ３８ 种培养基（表 １）；再加琼

脂 ０．６％、蔗糖 ３％，ｐＨ ５．８，分装，１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。
１．３ 接种与培养

将诺丽无菌苗叶片，剪去叶尖和叶缘，剪成 ０．５
ｃｍ × ０．５ ｃｍ 方片，正面向上放于离体再生培养基

上，确保其与培养基充分接触。 每瓶培养基中接种

５ 块叶片，每种培养基接种 １０ 瓶。 接种后，将材料

置于光照强度１ ５００ ｌｘ（１２ ｈ·ｄ⁃１）、温度（２８ ± ２）℃
的条件培养。 培养过程中每 ５ ｄ 观察 １ 次，统计培

养物的形态、颜色和生长情况。 以上实验重复 ３ 次。
１．４ 离体再生苗生根

将长至 ２～４ ｃｍ 的诺丽叶片离体再生苗茎尖切

下后，在 ＭＳ ＋ ０．２ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ 培养基上继续诱导

生根。 观察生根时间和过程，最终获得完整植株。
１．５ 数据分析

愈伤组织诱导率（％）＝ 产生愈伤组织的外植体

数 ／成活的外植体数；不定根分化率（％）＝ 不定根分

化的外植体数 ／成活外植体数；不定芽分化率（％）＝
不定芽分化的外植体数 ／成活外植体数。

数据用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００３ 和 ＳＰＳＳ １９．０ 统计

软件进行计算和方差分析，在方差分析的基础上，用
Ｄｕｎｃａｎ 法进行多重比较分析。

２　 结果与分析

２．１ 先诱导脱分化愈伤组织，再诱导不定根和不

定芽

２．１．１ 不同激素组合对叶片愈伤组织诱导影响　 由

方差分析可知，不同激素组合对叶片愈伤组织的诱

导存在一定影响（表 ２）。 叶片在 ６⁃ＢＡ 和 ２，４⁃Ｄ 配

合使用的培养基上，脱分化能力较好，可在 ２０ ｄ 左

右形成嫩黄色接近透明的疏松的愈伤组织（图 １：
Ａ）。 在 ６⁃ＢＡ 浓度分别为 ２．０、３．０ 、４．０ ｍｇ·Ｌ⁃１同时

配合使用 ＮＡＡ 的培养基上，在培养 １５ ｄ 左右沿叶

片主脉出现膨大，并逐渐形成愈伤组织。 当 ６⁃ＢＡ
浓度为 ２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１，ＮＡＡ 浓度分别为 ０．１、０．２ 、０．３
ｍｇ·Ｌ⁃１时，叶片能诱导出黄白色颗粒，质地疏松的

愈伤组织（图 １： Ｂ），但愈伤组织脱分化能力一般。
当 ６⁃ＢＡ 浓度为 ３．０ ｍｇ·Ｌ⁃１，ＮＡＡ 浓度为 ０．１、０．２ 、
０．３ ｍｇ·Ｌ⁃１时，叶片能诱导出嫩绿色愈伤组织（图
１： Ｃ）。 当 ＮＡＡ 浓度高于 ０．３ ｍｇ·Ｌ⁃１时， 愈伤组织

０５７ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



表 １　 不同激素浓度的培养基
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

培养基编号
Ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｄｅ

激素浓度 Ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （ｍｇ·Ｌ⁃１）

６⁃ＢＡ ＮＡＡ ２，４⁃Ｄ

培养基编号
Ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｄｅ

激素浓度 Ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （ｍｇ·Ｌ－１）

６⁃ＢＡ ＮＡＡ

１ ０．０５ — １．００ ２０ １．００ ０．４０

２ ０．１０ — １．００ ２１ １．５０ ０．０５

３ ０．２０ — １．００ ２２ １．５０ ０．１０

４ ０．０５ — ２．００ ２３ １．５０ ０．１５

５ ０．１０ — ２．００ ２４ １．５０ ０．２０

６ ０．２０ — ２．００ ２５ ２．００ ０．０５

７ ０．５０ — — ２６ ２．００ ０．１０

８ １．００ — — ２７ ２．００ ０．１５

９ １．５０ — — ２８ ２．００ ０．２０

１０ ２．００ — — ２９ ２．００ ０．３０

１１ ０．５０ ０．０５ — ３０ ２．００ ０．４０

１２ ０．５０ ０．１０ — ３１ ３．００ ０．１０

１３ ０．５０ ０．１５ — ３２ ３．００ ０．２０

１４ ０．５０ ０．２０ — ３３ ３．００ ０．３０

１５ １．００ ０．０５ — ３４ ３．００ ０．４０

１６ １．００ ０．１０ — ３５ ４．００ ０．１０

１７ １．００ ０．１５ — ３６ ４．００ ０．２０

１８ １．００ ０．２０ — ３７ ４．００ ０．３０

１９ １．００ ０．３０ — ３８ ４．００ ０．４０

为黄褐色（图 １： Ｄ）。 当 ６⁃ＢＡ 浓度高于 ４．０ ｍｇ·Ｌ⁃１

时，愈伤组织为黄褐色且脱分化能力弱诱导率低。
将诱导出的愈伤组织转接至原培养基中继续增殖继

代培养，每 ２０ ｄ 更换一次新鲜培养基，除 ６⁃ＢＡ 和

２，４⁃Ｄ配合使用的培养基，愈伤组织可在继代培养基

中不断增殖，且愈伤组织质地更加疏松呈泥状，黄色

接近透明；其余在 ６⁃ＢＡ 和 ＮＡＡ 配合使用的培养基

上继代，愈伤组织增殖能力较弱，并逐渐褐化死亡。
在 ６⁃ＢＡ 浓度为 ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１，２，４⁃Ｄ 浓度为 ２．０ ｍｇ·
Ｌ⁃１时，愈伤组织脱分化能力最好，诱导的愈伤组织

质地松散成泥状、黄色接近透明，诱导 ２０ ｄ、诱导率

高达 ９６．６７％，并可不断增殖继代培养。 因此，诱导

诺丽叶片产生愈伤组织的最优培养基为 ＭＳ ＋ ０．１
ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ ＋ ２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ２，４⁃Ｄ。
２．１．２ 不同激素组合对诺丽叶片愈伤组织不定根不定

芽诱导影响　 将诺丽叶片愈伤组织转移至芽或根诱

导培养基中（表 ３），发现单独使用 ６⁃ＢＡ 无任何不定

芽或不定根分化，而配合使用了 ＮＡＡ 的培养基，在 ６⁃
ＢＡ 浓度 １．０～２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１之间，不定根分化率随 ＮＡＡ
浓度的增加而升高；在 ６⁃ＢＡ 浓度 ３．０～４．０ ｍｇ·Ｌ⁃１之

间，不定根分化率随 ＮＡＡ 浓度的增加而减低。 同时，
在 ６⁃ＢＡ 浓度１．０ ｍｇ·Ｌ⁃１，ＮＡＡ 浓度 ０．４ ｍｇ·Ｌ⁃１和 ６⁃
ＢＡ 浓度２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１，ＮＡＡ 浓度 ０．４ｍｇ·Ｌ⁃１时芽分化

率最高达 ７０．６７％（Ｐ＞０．０５ 差异不显著）。
通常在分化培养基培养 １０ ～ １５ ｄ 左右，开始分

化不定根（图 ２： Ａ），而后长出发达根系（图 ２： Ｂ）；
４０ ｄ 左右时分化出不定芽（图 ２： Ｃ）。 综合不定根和

不定芽分化两方面因素，诺丽叶片愈伤组织不定根不

定芽诱导最佳培养基为 ＭＳ ＋ １．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ ＋ ０．４
ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ 或 ＭＳ ＋ ２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ ＋ ０．４ ｍｇ·
Ｌ⁃１ ＮＡＡ，两种培养基之间不定芽分化率差异不显著

（Ｐ＞０．０５），其中 ＭＳ ＋ １．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ＋ ０．４ ｍｇ·Ｌ⁃１

１５７６ 期 黄奥丹等： 诺丽叶片的离体再生



表 ２　 不同激素组合对叶片愈伤组织诱导影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

培养基
编号

Ｍｅｄｉｕｍ
ｃｏｄｅ

激素浓度
Ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｍｇ·Ｌ⁃１）

６⁃ＢＡ ＮＡＡ ２，４⁃Ｄ

外植
体数

Ｅｘｐｌａｎｔ
ｎｕｍｂｅｒ

愈伤诱导数
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｃａｌｌｕｓ

愈伤诱导率
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｏｆ ｃａｌｌｕｓ
（％）

培养天数
Ｃｕｌｔｕｒｅ
ｄａｙｓ
（ｄ）

愈伤颜色
Ｃｏｌｏｒ ｏｆ
ｃａｌｌｕｓ

愈伤质地
Ｔｅｘｔｕｒｅ ｏｆ
ｃａｌｌｕｓ

愈伤组织脱
分化能力

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｃａｌｌｕｓ

愈伤组织
增殖能力
Ｃａｌｌｕｓ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｙ

１ ０．０５ — １．００ ５０ ４１．６７ ± ０．４７ ８３．３３ ± ０．９４ｃ ２０ 嫩黄
Ｂｒｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ

疏松
Ｌｏｏｓｅ

＋＋＋ ＋＋＋

２ ０．１０ — １．００ ５０ ４６．００ ± ０．８２ ９２．００ ± １．６３ｂ ２０ 嫩黄
Ｂｒｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ

疏松
Ｌｏｏｓｅ

＋＋＋＋ ＋＋＋＋

３ ０．２０ — １．００ ５０ ４０．６７ ± ０．８２ ８１．３３ ± ０．９４ｃｄ ２０ 嫩黄
Ｂｒｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ

疏松
Ｌｏｏｓｅ

＋＋＋ ＋＋＋

４ ０．０５ — ２．００ ５０ ４７．００ ± ０．８２ ９４．００ ± １．６３ｂ ２０ 嫩黄、透明
Ｂｒｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ，
ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ

泥状疏松
Ｌｏｏｓｅ ｍｕｄ

＋＋＋＋ ＋＋＋＋

５ ０．１０ — ２．００ ５０ ４８．３３ ± ０．４７ ９６．６７ ± ０．９４ａ ２０ 嫩黄、透明
Ｂｒｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ，
ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ

泥状疏松
Ｌｏｏｓｅ ｍｕｄ

＋＋＋＋ ＋＋＋＋

６ ０．２０ — ２．００ ５０ ４０．３３ ± ０．４７ ８０．６７ ± ０．９４ｄ ２０ 嫩黄
Ｂｒｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ

泥状疏松
Ｌｏｏｓｅ ｍｕｄ

＋＋＋ ＋＋

２６ ２ ０．１ — ５０ ２８．３３ ± ０．４７ ５６．６７ ± ０．９４ｈ １５ 黄白
Ｗｈｉｔｅ

颗粒、疏松
Ｇｒａｎｕｌａｒ， ｌｏｏｓｅ

＋＋ ＋

２８ ２ ０．２ — ５０ ３４．００ ± ０．００ ６８．００ ± ０．００ｇ １５ 黄白
Ｗｈｉｔｅ

颗粒、疏松
Ｇｒａｎｕｌａｒ， ｌｏｏｓｅ

＋＋ ＋

２９ ２ ０．３ — ５０ ３５．６７ ± ０．４７ ７１．３３ ± ０．９４ｆ ２０ 黄白
Ｗｈｉｔｅ

颗粒、疏松
Ｇｒａｎｕｌａｒ， ｌｏｏｓｅ

＋＋＋ ＋

３０ ２ ０．４ — ５０ ２２．６７ ± ０．４７ ４５．３３ ± ０．９４ｉ １５ 黄褐
Ｔａｗｎｙ

紧致
Ｃｏｍｐａｃｔ

＋ ＋

３１ ３ ０．１ — ５０ ３５．００ ± ０．８２ ７０．００ ± １．６３ｆｇ １５ 嫩绿
Ｔｅｎｄｅｒ ｇｒｅｅｎ

紧致
Ｃｏｍｐａｃｔ

＋＋ ＋＋

３２ ３ ０．２ — ５０ ３５．３３ ± ０．４７ ７０．６７ ± ０．９４ｆ １５ 嫩绿
Ｔｅｎｄｅｒ ｇｒｅｅｎ

紧致
Ｃｏｍｐａｃｔ

＋＋ ＋＋

３３ ３ ０．３ — ５０ ３７．３３ ± ０．４７ ７４．６７ ± ０．９４ｅ ２０ 嫩绿
Ｔｅｎｄｅｒ ｇｒｅｅｎ

紧致
Ｃｏｍｐａｃｔ

＋＋＋ ＋＋

３４ ３ ０．４ — ５０ １３．００ ± ０．００ ２６．００ ± ０．００ｌ ２５ 黄绿
Ｋｅｌｌｙ

紧致
Ｃｏｍｐａｃｔ

＋ ＋

３５ ４ ０．１ — ５０ １２．３３ ± ０．４７ ２４．６７ ± ０．９４ｌ ２５ 黄褐
Ｔａｗｎｙ

紧致
Ｃｏｍｐａｃｔ

＋ ＋

３６ ４ ０．２ — ５０ １８．６７ ± ０．４７ ３７．３３ ± ０．９４ｋ ２５ 黄褐
Ｔａｗｎｙ

紧致
Ｃｏｍｐａｃｔ

＋ ＋

３７ ４ ０．３ — ５０ ２８．００ ± ０．８２ ５５．３３ ± １．８９ｈ ２５ 黄褐
Ｔａｗｎｙ

紧致
Ｃｏｍｐａｃｔ

＋ ＋

３８ ４ ０．４ — ５０ ２１．３３ ± ０．４７ ４２．６７ ± ０．９４ｊ ２５ 黄褐
Ｔａｗｎｙ

紧致
Ｃｏｍｐａｃｔ

＋ ＋

　 注： 同列不同小写字母之间表示差异显著（Ｐ＜０．０５）， 相同字母之间表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），下同。 ＋ 愈伤组织增殖和脱分化能力差； ＋＋ 愈伤组织增殖和脱
分化能力一般； ＋＋愈伤组织增殖和脱分化能力好； ＋＋＋＋愈伤组织增殖和脱分化能力最好。
　 Ｎｏｔｅ： Ｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒ ｃａｓｅｓ ｉｎ ａ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ ＜ ０． ０５）， ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｏｗｅｒ ｃａｓｅｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （ Ｐ ＞ ０． ０５）， ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｂｅｌｏｗ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ａｎｄ ｃａｌｌｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ： ＋ ｉｓ ｐｏｏｒ； ＋＋ ｉｓ ｇｅｎｅｒａｌ； ＋＋＋ ｉｓ ｇｏｏｄ； ＋＋＋＋ ｉｓ ｂｅｓｔ．

ＮＡＡ 生根时间为 １０ ｄ 左右，根系较发达；而 ＭＳ ＋
２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ＋ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ 生根时间在 １５
ｄ 左右，根系发达。
２．２ 直接诱导生根后诱导不定芽

叶片在 ６⁃ＢＡ 浓度为 １．０ ～ ２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１的培养基

中培养 １０ ～ １５ ｄ，不定根沿叶片主脉处分化（图 ３：

Ａ），随后长成发达根系（图 ３： Ｂ）；培养 ５０ ｄ 左右分

化出不定芽（图 ３： Ｃ），最终完成离体再生（图 ３： Ｄ）。
其中 ６⁃ＢＡ 浓度 １．０ ｍｇ·Ｌ⁃１、ＮＡＡ 浓度 ０．４ ｍｇ·Ｌ⁃１

时，芽和根的分化率分别为 ６６．６７％和 ７４％。 综合不

定根和不定芽分化两方面因素，离体叶片再生最佳培

养基为 ＭＳ ＋ １．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ ＋ ０．４ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ。

２５７ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



表 ３　 不同激素组合对叶片愈伤组织诱导不定根和不定芽影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｂｕｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｌｅａｖｅ ｃａｌｌｕｓ

培养基
编号

Ｍｅｄｉｕｍ
ｃｏｄｅ

激素浓度
Ｈｏｒｍｏｎｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（ｍｇ·Ｌ⁃１）

６⁃ＢＡ ＮＡＡ

不定根开始
分化时间
Ｉｎｉｔｉａｌ ｔｉｍｅ
ｏｆ ｒｏｏｔｉｎｇ

（ｄ）

接种数
Ｉｎｏｃｕ⁃
ｌａｔｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

不定根
分化数
Ｒｏｏｔｉｎｇ
ｎｕｍｂｅｒ

不定根
分化率
Ｒｏｏｔｉｎｇ
ｒａｔｅ
（％）

不定根
生长状况

Ｇｒｏｗｔｈ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ
ｏｆ ｒｏｏｔ

不定芽
分化数
Ｂｕｄｄｉｎｇ
ｎｕｍｂｅｒ

不定芽
分化率
Ｂｕｄｄｉｎｇ

ｒａｔｅ
（％）

７ ０．５０ — ０ ５０ ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｋ — ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｈ

８ １．００ — ０ ５０ ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｋ — ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｈ

９ １．５０ — ０ ５０ ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｋ — ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｈ

１０ ２．００ — ０ ５０ ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｋ — ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｈ

１６ １ ０．１ １０ ５０ ２７．６７ ± ０．９４ ５５．３３ ± １．８９ｄ ＋＋＋ ２１．００ ± ０．８２ ４２．００ ± １．６３ｅ

１８ １ ０．２ １０ ５０ ３６．６７ ± ０．９４ ７３．３３ ± １．８９ｂ ＋＋＋＋ ２８．６７ ± １．２５ ５７．３３ ± ２．４９ｃ

１９ １ ０．３ １０ ５０ ３６．６７ ± ０．４７ ７３．３３ ± ０．９４ｂ ＋＋＋＋ ３０．６７ ± ０．４７ ６１．３３ ± ０．９４ｂ

２０ １ ０．４ １０ ５０ ４４．００ ± ０．８２ ８８．００ ± １．６３ａ ＋＋＋＋ ３５．３３ ± １．２５ ７０．６７ ± ２．４９ａ

２６ ２ ０．１ １５ ５０ １６．００ ± ０．００ ３２．００ ± ０．００ｆ ＋＋ ３５．００ ± ０．８２ ７０．００ ± １．６３ａ

２８ ２ ０．２ １５ ５０ １８．００ ± ０．８２ ３６．００ ± １．６３ｅ ＋＋ １８．６７ ± ０．４７ ３７．３３ ± ０．９４ｆ

２９ ２ ０．３ １５ ５０ ２７．００ ± ０．８２ ５４．００ ± １．６３ｄ ＋＋＋ ３０．６７ ± ０．９４ ６１．３３ ± １．８９ｂ

３０ ２ ０．４ １５ ５０ ３３．３３ ± １．２５ ６６．６７ ± ２．４９ｃ ＋＋＋ ３５．３３ ± ０．４７ ７０．６７ ± ０．９４ａ

３１ ３ ０．１ １５ ５０ ２７．３３ ± ０．４７ ５４．６７ ± ０．９４ｄ ＋＋＋ ２５．３３ ± ０．９４ ５０．６７ ± １．８９ｄ

３２ ３ ０．２ １５ ５０ ８．６７ ± １．２５ １７．３３ ± ２．４９ｈ ＋ ９．００ ± ０．００ ３４．００ ± １．６３ｇ

３３ ３ ０．３ １５ ５０ ４．６７ ± ０．４７ ９．３３ ± ０．９４ｉ ＋ ９．００ ± ０．８２ １８．００ ± １．６３ｈ

３４ ３ ０．４ １５ ５０ ３．３３ ± ０．４７ ６．６７ ± ０．９４ｊ ＋ ５．６７ ± ０．９４ １１．３３ ± １．８９ｉ

３５ ４ ０．１ ２４ ５０ １１．００ ± ０．８２ ２２．００ ± １．６３ｇ ＋ ３．６７ ± ０．４７ ７．３３ ± ０．９４ｊ

３６ ４ ０．２ ０ ５０ ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｋ — ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｈ

３７ ４ ０．３ ０ ５０ ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｋ — ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｈ

３８ ４ ０．４ ０ ５０ ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｋ — ００．００ ± ０．００ ００．００ ± ０．００ｈ

　 注： ＋ 不定根长势差； ＋＋ 不定根长势一般； ＋＋＋不定根长势好； ＋＋＋＋不定根长势最好。 下同。
　 Ｎｏｔｅ： Ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｐｌｕｓ ｓｉｇｎｓ ｔｏ ｍａｒｋ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｎｓ ｒｏｏｔｓ： ＋ ｉｓ ｐｏｏｒ； ＋＋ ｉｓ ｇｅｎｅｒａｌ； ＋＋＋ ｉｓ ｇｏｏｄ； ＋＋＋＋ ｉｓ ｂｅｓｔ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 诺丽叶片诱导出的愈伤组　 Ａ． 黄色泥状愈伤组织； Ｂ． 黄白色颗粒愈伤组织； Ｃ． 嫩绿色紧致愈伤组织； Ｄ． 黄褐色紧致愈伤组织。
Ｆｉｇ． １　 Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｎｏｎｉ ｌｅａｖｅｓ　 Ａ． Ｙｅｌｌｏｗ ｍｕｄ ｃａｌｌｕｓ； Ｂ． Ｗｈｉｔｅ ｇｒａｎｕｌａｒ ｃａｌｌｕｓ；

Ｃ． Ｔｅｎｄｅｒ ｇｒｅｅｎ ｃｏｍｐａｃｔ ｃａｌｌｕｓ； Ｄ． Ｔａｗｎｙ ｃｏｍｐａｃｔ ｃａｌｌｕｓ．

３５７６ 期 黄奥丹等： 诺丽叶片的离体再生



图 ２　 诺丽叶片愈伤组织诱导分化出的不定根和不定芽　 Ａ． 通过愈伤组织诱导分化出的根；
Ｂ． 分化出发达根系； Ｃ． 诱导分化出的不定芽； Ｄ． 完成离体再生。

Ｆｉｇ． ２　 Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｂｕｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃａｌｌｕｓ ｏｆ ｎｏｎｉ ｌｅａｖｅｓ　 Ａ． Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃａｌｌｕｓ；
Ｂ． Ｇｒｏｗ ｏｕｔ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｒｏｏｔ； Ｃ． Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｂｕｄ； Ｄ． Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｏｍｐｌｅｔｅ．

图 ３　 诺丽叶片直接诱导根和芽的分化　 Ａ． 沿主脉分化不定根； Ｂ． 分化发达根系； Ｃ． 分化不定芽； Ｄ． 完成离体再生。
Ｆｉｇ． ３　 Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｂｕｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎｏｎｉ ｌｅａｖｅｓ 　 Ａ． Ｇｒｏｗ ｏｕｔ ｒｏｏｔ ａｌｏｎｇ ｍａｉｎ ｖｅｉｎｂ；

Ｂ． Ｇｒｏｗ ｏｕｔ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｒｏｏｔ ｓｙｓｔｅｍ； Ｃ． Ｇｒｏｗ ｂｕｄ； Ｄ． Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｏｍｐｌｅｔｅ．

图 ４　 诺丽离体叶片再生苗生根　 Ａ． １５ ｄ 左右分化出不定根； Ｂ． ３０ ｄ 分化出根系；
Ｃ． ４５ ｄ 左右获得完整植株； Ｄ． 完整植株分化出发达根系。

Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔ ｒｏｏｔｉｎｇ ｏｆ ｎｏｎｉ ｌｅａｖｅｓ　 Ａ． Ｇｒｏｗ ｏｕｔ ｒｏｏｔ ａｂｏｕｔ １５ ｄ； Ｂ． Ｇｒｏｗ ｏｕｔ ｒｏｏｔ ｓｙｓｔｅｍ ａｂｏｕｔ ３０ ｄ；
Ｃ． Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｂｏｕｔ ４５ ｄ； Ｄ． Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｐｌａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｏｏｔ ｓｙｓｔｅｍ．

２．３ 离体再生苗生根

将诺丽叶片完成离体再生的苗切下后接种到

ＭＳ ＋ ０．２ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ 培养基上继续诱导生根，１０
ｄ 左右在切口处形成愈伤组织，１５ ｄ 后分化出不定

根（图 ４： Ａ），３０ ｄ 左右分化出根系（图 ４： Ｂ），４５ ｄ
后获得再生苗完整植株（图 ４： Ｃ）并分化出发达根

系（图 ４： Ｄ）。

３　 讨论与结论

３．１ 不同种类激素对叶片分化的影响

本研究以诺丽叶片为外植体， 首次建立了诺丽

４５７ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



表 ４　 不同激素组合对叶片直接诱导不定根和不定芽影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｂｕｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｄｉｒｅｃｔ

培养基
编号

Ｍｅｄｉｕｍ
ｃｏｄｅ

激素浓度
Ｈｏｒｍｏｎｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（ｍｇ·Ｌ⁃１）

６⁃ＢＡ ＮＡＡ

不定根开始
分化时间
Ｉｎｉｔｉａｌ
ｔｉｍｅ ｏｆ

ｒｏｏｔｉｎｇ （ｄ）

接种数
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

不定根
分化数
Ｒｏｏｔｉｎｇ
ｎｕｍｂｅｒ

不定根
分化率
Ｒｏｏｔｉｎｇ
ｒａｔｅ
（％）

不定根
生长状况
Ｇｒｏｗｔｈ
ｓｉｔｕａｔｉｏｎ
ｏｆ ｒｏｏｔ

不定芽
分化数
Ｂｕｄｄｉｎｇ
ｎｕｍｂｅｒ

不定芽
分化率
Ｂｕｄｄｉｎｇ

ｒａｔｅ
（％）

１１ ０．５０ ０．０５ ２４ ５０ ３１．００ ± ０．８２ ６２．００ ± １．６３ｅｆ ０．００ ± ０．００ ０．００ ± ０．００ｋ

１２ ０．５０ ０．１０ ２４ ５０ ２７．３３ ± １．２５ ５４．６７ ± ２．４９ｈ ＋＋＋ ０．００ ± ０．００ ０．００ ± ０．００ｋ

１３ ０．５０ ０．１５ ２４ ５０ ２５．００ ± ０．８２ ５０．００ ± １．６３ｉ ＋＋＋ ３．３３ ± ０．４７ ６．６７ ± ０．９４ｊ

１４ ０．５０ ０．２０ ２４ ５０ １２．３３ ± ０．９４ ２４．６７ ± １．８９ｌ ＋ １０．００ ± ０．００ ２０．００ ± ０．００ｉ

１５ １．００ ０．０５ １０ ５０ ４０．３３ ± ０．４７ ８０．６７ ± ０．９４ｂ ＋＋＋＋ １２．００ ± ０．８２ ２４．００ ± １．６３ｈ

１６ １．００ ０．１０ １０ ５０ ４５．３３ ± ０．４７ ９０．６７ ± ０．９４ａ ＋＋＋＋ １８．３３ ± ０．４７ ３６．６７ ± ０．９４ｇ

１７ １．００ ０．１５ １０ ５０ ３９．３３ ± ０．４７ ７８．６７ ± ０．９４ｂ ＋＋＋＋ ２３．６７ ± ０．９４ ４７．３３ ± １．８９ｄｅ

１８ １．００ ０．２０ １０ ５０ ３４．６７ ± ０．９４ ６９．３３ ± １．８９ｄ ＋＋＋ ２５．００ ± ０．８２ ５０．００ ± １．６３ｄ

１９ １．００ ０．３０ １０ ５０ ２８．３３ ± ０．９４ ５６．６７ ± １．８９ｇｈ ＋＋＋ ３０．００ ± ０．８２ ６０．００ ± １．６３ｂ

２０ １．００ ０．４０ １０ ５０ ３７．００ ± １．４１ ７４．００ ± ２．８３ｃ ＋＋＋＋ ３３．３３ ± ０．４７ ６６．６７ ± ０．９４ａ

２１ １．５０ ０．０５ １５ ５０ ２２．００ ± ０．８２ ４４．００ ± １．６３ｊ ＋＋ ２１．３３ ± ０．４７ ４２．６７ ± ０．９４ｆ

２２ １．５０ ０．１０ １５ ５０ ２２．６７ ± １．２５ ４５．３３ ± ２．４９ｊ ＋＋ １７．６７ ± ０．４７ ３５．３３ ± ０．９４ｇ

２３ １．５０ ０．１５ １５ ５０ ２９．３３ ± ０．４７ ５８．６７ ± ０．９４ｆｇ ＋＋＋ ２２．６７ ± ０．４７ ４５．３３ ± ０．９４ｅｆ

２４ １．５０ ０．２０ １５ ５０ ３４．６７ ± ０．９４ ６９．３３ ± １．８９ｄ ＋＋＋ ２８．００ ± ０．８２ ５６．００ ± １．６３ｃ

２５ ２．００ ０．０５ １５ ５０ １８．００ ± ０．８２ ３６．００ ± １．６３ｋ ＋＋ ２８．００ ± ０．００ ５６．００ ± ０．００ｃ

２６ ２．００ ０．１０ １５ ５０ ３４．２２ ± ０．４７ ６８．６７ ± ０．９４ｄ ＋＋＋ ３２，６７ ± ０．４７ ６５．３３ ± ０．９４ａ

２７ ２．００ ０．１５ １５ ５０ ２２．００ ± ０．８２ ４４．００ ± １．６３ｊ ＋＋ ２７．００ ± ０．８２ ５４．００ ± １．６３ｃ

２８ ２．００ ０．２０ １５ ５０ ２９．３３ ± ０．４７ ５８．６７ ± ０．９４ｆｇ ＋＋＋ １７．３３ ± １．２５ ３４．６７ ± ２．４９ｇ

２９ ２．００ ０．３０ １５ ５０ ３１．３３ ± ０．４７ ６２．６７ ± ０．９４ｅ ＋＋＋ ３２．３３ ± ０．９４ ６４．６７ ± １．８９ａ

３０ ２．００ ０．４０ １５ ５０ １７．００ ± ０．８２ ３４．００ ± １．６３ｋ ＋＋ ３２．６７ ± ０．９４ ６５．３３ ± １．８９ａ

叶片离体培养体系，并建立两种不同的再生模式。
对于叶片离体再生而言，外植体确定后，影响其再生

率的最关键因素为激素。 再生培养基中必须同时具

有细胞分裂素类和生长素类物质（周瑞金和刘孟

军，２００３），在不同生长素和细胞分裂素的配合使用

中，两者的比例十分重要（孙俊，２０１４）。 本研究中

在 ＭＳ 培养基中单独添加 ６⁃ＢＡ，叶片不能分化不定

根和不定芽，在同时添加 ６⁃ＢＡ 和 ＮＡＡ 两种激素后

完成了叶片离体培养，说明诺丽叶片离体培养中这

两种激素配合使用效果较好，与大多数木本植物的

研究结果一致（Ｃｈｅｎ ＆ Ｈｓｉａ，２００６）。 培养基中激素

的种类、浓度、配比不同造成生长能力和分化方向不

同，可能是因为它们刺激了不同基因控制的酶类，从

而影响内源激素的分布水平，进而在生长和分化上

形成差异（黄学林和李筱菊，１９８６）。
３．２ 不同种类生长素和浓度对叶片离体再生方式的

影响

生长素的种类和浓度影响离体叶片分化不定芽

的途径，即是直接由叶片分化不定芽，还是先形成愈

伤组织再分化不定芽（丁爱萍和王洪范，１９９６）。 本

研究以诺丽叶片为外植体，建立了两种离体再生模

式（模式Ⅰ为先诱导愈伤组织后诱导不定根不定

芽；模式Ⅱ为不通过愈伤组织直接诱导不定根后诱

导不定芽）。 诺丽叶片离体培养过程中，无论是哪

种再生模式，愈伤组织、不定芽和不定根都是在主脉

处形成，分析其原因，可能是双子叶植物叶片主脉含

５５７６ 期 黄奥丹等： 诺丽叶片的离体再生



有维管束，在维管束的木质部和韧皮部之间还存在

形成层（李扬汉，１９８４），形成层细胞可能具有较强

的分生和再生能力（柴慈江等，２０１１），所以促进了

愈伤组织、不定根和不定芽的形成。 欧阳超等

（２０１４）的研究发现，含主脉的叶块其愈伤组织诱导

率明显高于不含主脉叶块；Ｖｉｅｉｔｅｚ（１９９６）等研究指

出，清水钢叶片离体培养中，不定芽的形成主要在叶

柄和主脉形成的愈伤组织上分化。 本研究中模式Ⅰ
和模式Ⅱ的离体培养时间分别为 ６５ ｄ 和 ５０ ｄ，两种

模式使用的诱导时间差异主要是由于模式Ⅰ诱导愈

伤组织的时间在 ２０ ｄ 左右，模式Ⅱ利用诺丽叶片直

接再生不定芽体系，未经愈伤组织，简化了操作步

骤，缩短了不定芽再生时间。
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