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6

"是我国南方民间常用药#具有清热解毒'消炎'抗肿瘤

等功效(社会需求导致其野生资源匮乏#并且人工繁育的研究滞后#严重阻碍了三叶青的规模化种植#加重了供需

矛盾#限制了产业链的发展(文章以三叶青带腋芽的茎段为外植体材料#诱导侧枝的发生#通过继代'生根'移栽等

过程#建立了三叶青高效微繁体系(结果表明#带腋芽的半木质化茎段!

!

$

G

节"作为外植体好于带芽茎尖&最佳腋

芽诱导培养基为
\7S&B"M

6

%

W'dIS%B%$"M

6

%

W@II

&最佳侧枝增殖培养基为
\7S&B%M

6

%

W'dIS%B%$"

M

6

%

W@II

#生长势下降时加入
%B%$"M

6

%

W[I

&最佳生根培养基为
&

%

$\7S&B"M

6

%

WEdI

&移栽成活率可达到

F%g

以上(该体系激素浓度配比低#操作简便#繁殖效率高等特征适合三叶青种苗的规模化和规范化育苗(

关键词"三叶青&茎段&腋芽&侧枝&微繁

中图分类号"

:7&F"B'##
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三叶青"

M&/U76/5

@

(7C&(6H&

E

7-D( C53/=3>

[5/

6

#$又名三叶崖爬藤&金线吊葫芦&蛇附子等$为

葡萄科崖爬藤属多年生藤本植物'

&9$

(

%广泛分布于

长江以南各省份$主要有浙江&江西&福建&广西&云

南等地区%其生长微环境主要是山坡&林下的灌丛

中或山谷溪边林下的岩石缝中$海拔高度一般为

!%%

$

&!%%M

'

!

(

%三叶青在我国南方为民间常用

药$主要以块根入药$具有清热解毒&活血化瘀等功

效$民间主要用于治疗小儿高热惊厥&肺炎&跌打损

伤等'

$

(

%近年来$人们发现三叶青在抗氧化'

#

(

&抗肿

瘤'

"

(

&提高免疫力'

'

(及抗病毒等方面也有显著的疗

效'

(

(

%由于受到市场欢迎$野生三叶青被无节制的

人为采挖$自然资源迅速枯竭%另外$三叶青对生长

环境要求苛刻$生长发育缓慢$其扦插繁殖效率较

低$从而加剧了三叶青野生资源保护和社会需求之

间的矛盾%目前$钟毓倩'

G

(采用茎尖$钱丽华'

F

(

&

)5.-

6

等'

&%

(

&史清英'

&&

(

&邵骏骅等'

&$

(采用带芽茎段

均成功诱导了三叶青的丛生芽$获得试管苗%然而$

腋芽丛生增殖方法中使用的激素浓度较高$苗多次

继代后长势较弱$需进行壮苗处理$且其愈伤组织容

易褐化导致死亡$不适合规模化和规范化育苗%因

此$本研究采用微型扦插法$以半木质化的带腋芽茎

段为外植体$在总激素降低的前提下$探索最佳的激

素配比组合$诱导侧枝的生长$优化继代&生根和移

栽等程序$建立了操作简便且增殖率高的高效微繁

体系$适用于三叶青种苗的规模化和规范化培育$具

有重要的生产价值和实践意义%

"

!

材料与方法

&B&

!

试验材料

$%&#

年
'

月$三叶青植株取自浙江省杭州市余

杭区杭州市三叶青农业科技有限公司种苗基地$种

植在浙江理工大学浙江省植物次生代谢调控重点实

验室人工气候室中预培养%



&B$

!

试验方法

&B$B&

!

外植体处理

选择三叶青新长出的茎段"茎尖为
&

$

$

节$半

木质化茎段为
!

$

G

节#$剪取带腋芽的茎段
&B"

$

$B%8M

$流水冲洗
&

$

$2

$洗洁精清洗
"M5-

$洗净%

移至无菌超净台$先用
(%g

乙醇洗
!%=

$无菌水冲

洗$再用
%B&g

的升汞灭菌
G

$

&%M5-

$期间轻轻震

荡$最后用无菌水冲洗
#

$

"

次$每次
"M5-

%由此

获得无菌材料%

&B$B$

!

培养条件

培养基!以
\7

或
&

)

$\7

为基本培养基'

&!

(

$附

加不同种类&浓度的生长素或细胞分裂素"包括

'dI

&

@II

&

EdI

等#%初代及继代培养基的蔗糖含

量为
!g

$生根培养基的蔗糖含量为
$g

$琼脂为

%B"#g

$

P

Q

值为
"BG

$

'B%

%

&&"Y

高压蒸汽灭菌

&"M5-

%环境条件!光周期为
&#2

光照$

&%2

黑暗$

光照强度为
$%%%

$

#%%%WN

$温度为"

$"p$

#

Y

%

&B$B!

!

初代培养

选取嫩枝上带芽茎尖&带腋芽的半木质化茎段

进行初培养$将消毒处理后的带芽茎段置于灭菌的

牛皮纸上$切去部分生理下端$留下带腋芽的
&B%

$

&B"8M

的茎段$接种到相应的初代培养基上"表
&

$

K&

+

K&'

#$露出腋芽%每个处理接种
!%

个外植体%

培养至
#"X

时观察并统计生长情况%

&B$B#

!

继代培养

选取长势比较一致的初代无菌苗$将其上端侧

枝分离$剪取
$B%8M

左右带腋芽且带
!

$

'

片叶片

的茎段$转到相应继代培养基中"表
$

$

)&

+

)&&

#%

每个处理接种
"%

个外植体$培养
#"X

$观察并统计

其生长及增殖情况%

&B$B"

!

生根培养

随机选取继代无菌苗$将分枝的茎段分离$选取

!B%8M

左右带腋芽的茎段$留有
!

$

'

片顶端叶片$

插入不同的生根培养基中"

&

)

$\7S%

$

#M

6

)

W

EdI

或
@II

#%每个处理接种
"%

个外植体$培养

&"X

$观察其生根情况%

&B$B'

!

驯化与移栽

驯化!将生根培养基中的无菌苗从组织培养室

移至人工气候室$盖子打开$加水至培养基表面
&B%

8M

左右$光照
&#2

$驯化
!

$

"X

%

移栽!将蛭石
h

草炭土以
$h&

比例混合$高压

灭菌锅灭菌后铺满育种盘%将驯化之后生长良好的

苗取出$轻轻洗去根上的培养基$剪去靠下端的叶

片$仅留取顶端叶片即可$移至育种盘中并保湿$置

于人工气候室培养%

&%X

后揭去塑料盖$

!%X

观察

生长情况并统计成活率%

#

!

结
!

果

$B&

!

初代培养

$B&B&

!

外植体的选择

不同外植体材料"带芽茎尖&带腋芽的半木质化

茎段#在添加不同浓度
'dI

的
\7

培养基中进行初

培养$发现茎段的腋芽诱导出的无菌苗都明显较茎

尖诱导的长势好"图
&

#%带腋芽茎段诱导的无菌苗

分枝较多$叶片较多$较大$更健壮$且茎尖诱导的无

菌苗随着
'dI

浓度的增加叶片出现严重退化$而茎

段诱导的虽叶片变小但少有退化%这可能是因为不

同部位的茎段上的腋芽体内的激素水平不同%因

此$我们选用半木质化带腋芽的茎段作为外植体进

行初代培养%

图
&

!

不同外植体材料在初代培养基中的生长情况

注!

I

&

d

&

K

为茎尖分别在
&B%

&

$B%

&

!B%M

6

)

W'dI

的
\7

培养基*

C

&

L

&

T

为茎段分别在
&B%

&

$B%

&

!B%M

6

)

W'dI

的
\7

培养基%

$B&B$

!

不同激素浓度对腋芽诱导的影响

消毒后的腋芽茎段在初代培养基中培养
&%X

左右$腋芽开始萌动"图
$I

#$

!%X

左右成长为无菌

小苗"图
$d

#$

#"X

左右生长旺盛"图
&C

&

L

&

T

#%研

究发现$在
&

)

$\7

基本培养基中$加入少量
@II

"

%B%$"M

6

)

W

#对初代苗的生长有显著促进作用$随

着
'dI

浓度增加$平均株高出现先增加后降低的趋

势$其中当
'dI

达到
&B"M

6

)

W

时$初代苗平均株

(!'

第
#
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高达到最高"

#B'p%BG#8M

#"图
!I

#*在
\7

基本培

养基中$加入少量
@II

"

%B%$"M

6

)

W

#对初代苗株

高有一定抑制作用$但对其叶片过小有一定改善作

用$其中$

'dI

浓度增加时$株高逐渐增高并与不含

@II

的差距缩短$当达到
&B"M

6

)

W

时$与不含

@II

的株高并无显著性差异"图
!d

&表
&

#*在不含

@II

激素时$与
&

)

$\7

基本培养基相比$

\7

对株

高有明显促进作用$而加入少量
@II

后$

\7

却对

株高有一定的抑制作用$不过$随着
'dI

浓度的增

加$其抑制作用逐渐降低"图
!K

&

C

#%此外$

&

)

$\7

中的无菌苗长势比
\7

慢$加入少量
@II

$愈伤有

一定的增大$叶片也有一定的增多增大"表
&

#$因此

选用
K&"

"

\7S&B"M

6

)

W'dIS%B%$"M

6

)

W

@II

#作为初代苗的最佳诱导培养基%

I

!带腋芽的茎段*

d

!诱导的无菌苗*

K

!继代小苗*

C

!增殖苗*

L

!

!%X

生根*

T

!驯化*

[

!移栽至温室*

Q

!移栽至大田

图
$

!

三叶青微繁体系

图
!

!

培养基对初代苗高度的影响

G!'
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表
"

!

三叶青初代组培苗在不同培养基中的生长情况

编号 基本培养基
'dI

)"

M

6

,

W

H&

#

@II

)"

M

6

,

W

H&

# 生长情况

K& &

)

$\7 %B" %

愈伤较小$叶较多$芽较少$长势较慢

K$ &

)

$\7 &B% %

愈伤较小$叶较多$芽适中$长势较慢

K! &

)

$\7 &B" %

愈伤较小$上端叶较小$芽聚集$长势较慢

K# &

)

$\7 $B% %

愈伤较小$叶小&有畸形$芽聚集$长势较慢

K" &

)

$\7 %B" %B%$"

愈伤增大$叶较多&较大$芽较少

K' &

)

$\7 &B% %B%$"

愈伤较大$叶较多&上段叶较大$芽适中

K( &

)

$\7 &B" %B%$"

愈伤较大$叶较多&上段叶较小$芽聚集

KG &

)

$\7 $B% %B%$"

愈伤较大$叶较小$芽聚集较多

KF \7 %B" %

愈伤较小$叶较多&较大$芽较少

K&% \7 &B% %

愈伤较小$叶较多$上段叶较小$芽适中

K&& \7 &B" %

愈伤较小$上段叶较小$芽较多

K&$ \7 $B% %

愈伤较小$上端叶小&畸形$芽聚集

K&! \7 %B" %B%$"

愈伤增大$叶较大$芽较少

K&# \7 &B% %B%$"

愈伤增大$叶较多$芽适中

K&" \7 &B" %B%$"

愈伤较大$中下段叶较大$芽较多

K&' \7 $B% %B%$"

愈伤较大$下段叶较大$芽较多

!!

$B$

!

继代培养

将外植体诱导培养的无菌苗侧枝切分$接种到

继代培养基中"图
$K

&

C

#$培养
#"X

后以无菌苗生

长情况及侧枝的增殖情况为主要参考依据"表
$

#来

筛选最佳增殖培养方案%

当培养基为
)&

+

)"

时$随着
'dI

浓度的增加$

继代苗的平均株高逐渐降低$而其平均增殖系数先

增加后降低$在
'dI

浓度为
&B$"M

6

)

W

时达到最

高"

"B#G8M

#$但叶片较小$有部分退化现象%当

'dI

为
&B%

$

&B"M

6

)

W

时$其增殖系数并无显著性

差异%综合考虑株高&增殖系数&愈伤及叶片大小$

当
'dI

浓度为
&B%M

6

)

W

时$其长势及增殖情况

最佳%

当培养基为
)'

&

)!

&

)(

时$随着
[I

浓度的增

加$继代苗的平均株高逐渐升高$但平均增殖系数逐

渐降低$并无显著性差异%当
[I

为
%B%$"M

6

)

W

时$长势及增殖情况最佳%

当培养基为
)G

&

)!

&

)F

时$随着
@II

浓度的增

加$继代苗的平均株高逐渐降低$而其增殖系数先增

加后降低$愈伤逐渐增大$叶片逐渐变多变大%当

@II

为
%B%$"M

6

)

W

时$长势及增殖情况最佳%

当培养基为
)&%

&

)&&

&

)!

时$随着
\7

强度的增

加$继代苗的平均株高和增殖系数先略降低后升高$

叶片逐渐变大%当为全
\7

时$长势及增殖情况

最佳%

综合考虑继代苗的株高&增殖系数&愈伤及叶片

大小$选择
)!

"

\7S&B%M

6

)

W'dIS%B%$"M

6

)

W@IIS%B%$"M

6

)

W[I

#为最佳增殖培养基%

表
#

!

植物激素对三叶青瓶苗的影响

编号
基本

培养基

'dI

)"

M

6

,

W

H&

#

@II

)"

M

6

,

W

H&

#

[I

)"

M

6

,

W

H&

#

平均株高)
8M

增殖系数 生长情况

)& \7 %B"% %B%$" %B%$" #BG!p%BGF. #B#&p&B%#O

愈伤较小"

%BF8M

#$节间较长$叶较大

)$ \7 %B(" %B%$" %B%$" #B!&p%B'"O #BG"p&B$$.O

愈伤中等"

&B%8M

#$节间缩短$叶较大

)! \7 &B%% %B%$" %B%$" #B&'p%B(&O8 "B%Gp&B!".

愈伤中等"

&B%8M

#$节间缩短$叶适中

)# \7 &B$" %B%$" %B%$" #B%#p%B'$O8 "B#Gp&B$#.

愈伤中等"

&B%8M

#$节间缩短$叶较小

)" \7 &B"% %B%$" %B%$" !B(&p%B("8 "B$#p&B&G.

愈伤较大"

&B&8M

#$节间短$芽紧凑$叶小

)' \7 &B%% %B%$" % !BF!p%B"#. "B&#p&B$G.

愈伤中等"

&B%8M

#$叶适中

)( \7 &B%% %B%$" %B%"% #B&(p%B(#. #B&(p%B(#.

愈伤中等"

&B%8M

#$叶适中

)G \7 &B%% % %B%$" #B$$p%B'%. #B$$p%B'%.

愈伤较小"

%BG8M

#$上部叶较小

)F \7 &B%% %B%"% %B%$" !B((p%B"!O #BFGp&B!#.

愈伤大"

&B$8M

#$叶较多

)&% &

)

$\7 &B%% %B%$" %B%$" !B(!p%B#'O #B##p&B%"O

愈伤中等"

&B%8M

#$叶较小

)&& !

)

#\7 &B%% %B%$" %B%$" !B'&p%B"!O !BF!p&B!#O

愈伤较大"

&B&8M

#$叶较小
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$B!

!

生根情况

在
&

)

$\7

基本培养基上加入不同浓度的
EdI

&

@II

$无菌苗的生根情况不同"图
$L

&图
#

"

.

#&"

O

##%

其中$加入
EdI

或
@II

后$其生根率达到
&%%g

$但

是当
@II

浓度超过
&B"M

6

)

W

时$其生根率逐渐降

低"图
#.

#*随着
EdI

浓度的增加$其生根数明显增

多$达到
&B"M

6

)

W

时$其增加并不显著"

&!B!$p"BG(

根#$

#B%M

6

)

W

时$生根数达到最多"

&#B($p"B!F

根#$加入
@II

的生根数也是随着浓度的增高而先

增加后减少$达到
&B%M

6

)

W

时$其生根数达到最高

"

&%B#p#B#G

根#$出于成本与效果的考虑$选择
&B"

M

6

)

WEdI

为最佳诱导生根浓度"图
#

"

O

##%由此看

出$

EdI

的诱导生根效果明显好于
@II

$因此选择
&

)

$\7S&B"M

6

)

WEdI

为最佳生根培养基%

图
#

!

不同生长素浓度对生根的影响

$B#

!

移栽情况

由于继代所用的外植体为侧枝$较为粗壮$通

过驯化&移栽$其成活率可达到
F%g

以上"图
$[

&

Q

#%

$

!

讨
!

论

在无菌苗诱导过程中$外植体的选择至关重要%

与外植体先脱分化形成愈伤再分化成幼苗的途径相

比$植物以芽繁芽的方式操作简便$且更能稳定地遗

传母本的优良性状$不易变异'

&#9&"

(

%茎尖顶芽具有

分生能力强&生长速度快&含病毒少等优点$常被选

作多种植物的外植体材料$但是张宗勤'

&'

(研究发现

葡萄茎尖顶芽幼嫩$不耐受消毒剂并且容易褐化$从

而选择去除顶芽后枝条上端的腋芽作为优良外植

体*此外$茎尖材料较少$不宜进行大规模剪切%经

过本文研究发现$三叶青上端半木质化茎段上的腋

芽与茎尖顶芽相比$诱导出的无菌苗萌芽率高$分枝

多$长势好$这可能与体内不同部位激素水平不同有

关$尤其与细胞分裂素的浓度有关$如图
&

随着

'dI

浓度的增加$愈伤变大&叶退化严重$很可能顶

芽中内源
'dI

浓度较高$添加外源激素时$进一步

打破了外植体体内激素平衡$导致顶芽的诱导效果

较差%因此$本文采用三叶青半木质化茎段上的腋

芽来诱导无菌苗$这与杨威等'

&(

(在乌蔹莓的研究中

对外植体的选择一致%

在三叶青无菌培养过程中发现$基本培养基及

植物激素"

'dI

&

@II

&

[I

&

EdI

#对腋芽诱导&增殖

及无菌苗生长&生根情况均有显著影响%结果显示$

\7

基本培养基比
&

)

$\7

诱导的无菌苗长势较快$

增殖率较高$适用于诱导及增殖培养$但
&

)

$\7

更

适合诱导三叶青生根$用于生根培养%在植物中细

胞分裂素主要促进细胞分裂$改变顶端优势$促进芽

的分化等$生长素主要影响茎和节间伸长&顶端优

势&生根等'

&G

(

%本研究发现一定浓度的
'dI

"

&B%

$

&B"M

6

)

W

#可促进三叶青腋芽诱导率及增殖率$但

随着浓度逐渐增高$其促进作用强度逐渐降低$且外

植体伸长生长受到严重抑制*低浓度的
@II

"

%B%$"M

6

)

W

#可促进愈伤$叶片增大$减少畸形$并

增加腋芽增殖率$但高浓度"

%B%"%M

6

)

W

#却对腋芽

增殖率有一定的抑制作用*只要低浓度的
[I

"

%B

%$"M

6

)

W

#便可在短时间内促进茎及节间的伸长$

但抑制芽的分化增殖$高浓度的
[I

"

%B%"%M

6

)

W

#

抑制作用尤为明显%

)5.-

6

等'

&%

(认为加入
[I

可增

加三叶青丛生芽高度$但选择最适增殖培养基"

$B%

M

6

)

W'dIS%B&M

6

)

W@II

#时并未加入
[I

%因

%#'
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此选择在继代多次生长势出现下降时使用少量
[I

"

%B%$"M

6

)

W

#以提高组培苗高度%

EdI

与
@II

广泛用于生根$本文中
EdI

与
@II

均能刺激根的

发生$但高浓度又抑制根的生长$且
EdI

生根效果

优于
@II

%

=

!

结
!

论

本研究以三叶青带腋芽的半木质化茎段为外植

体$消毒后接于初代培养基"

\7S&B"M

6

)

W'dIS

%B%$"M

6

)

W@II

#进行诱导培养$长大后将侧枝分

离转入继代培养基"

\7S&B%M

6

)

W'dIS%B%$"

M

6

)

W@II

#$增殖率为
"B%Gp&B!"

$继代几次后$

组培苗生长势下降时在培养基中加入
%B%$"M

6

)

W

[I

$生根时选取健壮的植株转入"

&

)

$\7S&B"

M

6

)

WEdI

#培养基$

&"X

后进行驯化移栽$移栽成

活率可达到
F%g

以上$在大田中长势良好%该体系

具有遗传性状稳定$培养操作过程简单$增殖效率

高$移栽容易成活等优点$为三叶青种苗规模化&规

范化育苗提供可操作的体系%目前$采用该体系已

经培育了
"

万多株种苗$证明该体系用于三叶青的

工厂化繁育是有效可行的%
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