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3讨论

试验结果表明：独活种子经浸种后，在20℃、光

照条件下，发芽率较高。因此，在生产中独活播种前

应进行一定时间的浸种处理，播种深度不宜太深。

去果皮和浸种均可提高独活种子的发芽率，同

时独活果实水浸液对小白菜种子的发芽具有抑制作

用，表明在独活果实中确实存在种子发芽抑制物质，

在生产中应加以去除。才谦等在重齿毛当归等当归

属多种植物中均发现了多种香豆素的存在[5]，而香

豆素类成分正是一种种子发芽抑制物质。独活果皮

中香豆素成分是否对其种子发芽起主要抑制作用及

其作用机制均有待进一步研究。
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灯盏花快速繁殖体系的建立
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(第二军医大学药学院，上海200433)

摘 要：目的 为加速灯盏花的人工种植与品种改良，利用组织培养技术建立灯盏花快速繁殖体系。方法 利用种

子直接萌发的无菌苗在培养基培养加速种苗繁殖，通过在消毒前对种子进行预处理，采用合适时间消毒种子来减

少消毒剂对种子伤害从而提高发芽率；采用不同激素配比从叶片与叶柄诱导愈伤组织，并进一步分化获得再生植

株。结果种子去除冠毛后0．1％HgClz消毒6 min可获得最佳发芽率，MS。上培养一个月后即可获得生长健壮的

幼苗用于移栽；利用无菌苗的叶柄在MS+6一BA 2．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L培养基上获得了大量分化能力强的

愈伤组织，愈伤分割后在该培养基上可继续分化出苗，分化苗转接到MS。上可形成正常植株。结论利用种子灭菌

处理获得无菌苗用于组织培养可实现灯盏花快速繁殖和缩短人工育苗时间。
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灯盏花又名灯盏细辛，原植物系菊科植物短葶

飞蓬Erigeron breviscapus(Vant．)Hand．一Mazz．，

多年生草本，其干燥全草人药。灯盏花制剂在临床上

主要用于心脑血管等疾病的治疗，近年来研究还表

明该类制剂具有多种疗效n’2]。目前灯盏花野生资源

由于多年采挖已遭到严重破坏，其主产地云南已开

展了人工种植研究口]。在灯盏花组织培养方面，已有

通过幼苗消毒处理获得无菌苗[41和利用花盘消毒处

理后诱导再生植株[51的初步报道，但这些方法由于

材料来源限制不利于进行快速繁殖，本研究旨在通

过种子消毒处理直接萌发的无菌苗在培养基上培养

加速种苗的繁殖过程，并进一步诱导出再生植株建
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立起快速繁殖体系，为灯盏花的大面积人工种植与

利用生物技术实施品种改良提供条件。

1材料与方法

1．1 材料：灯盏花药材种子购自云南楚雄星升生物

技术有限公司，为当年采收种子。

1．2方法

1．2．1 种子消毒：灯盏花种子去除瘪粒及碎梗等杂

物后，用手指揉搓去除种子前端冠毛，转到40目筛

上除冠毛，转入50 mL小三角瓶中，加入一滴洗涤

剂，用纱布封口，置于自来水下冲洗0．5 h后滤于水

移至超净台上，用无菌水冲洗2次，加入75％乙醇

浸泡1 min，无菌水冲洗2次，加入0．1％氯化汞后

封口置于摇床上80 r／min振荡3～15 min后，用两

倍体积无菌水冲洗4次，最后将种子转到不含任何

激素的空白MS(MS。)培养基上培养。室温(25±1)

℃，光照10～12 h／d，光照强度2 000 lx(下同)。试验

设置3个重复，每个重复50粒种子，10 d后统计发

芽率。同时将种子置于大培养皿中润湿滤纸上水培

发芽作为对照。

1．2．2 愈伤组织的诱导与分化：利用获得的无菌

苗，将其叶片分割成块状(大小约0．5 cm2)，叶柄分

割成段(长约1 cm)，置于不同激素浓度组合的培养

基上诱导愈伤组织，每种培养基接种40个外植体，

一个月后统计愈伤组织诱导结果；切取生长迅速的

绿色愈伤组织，转接到6号培养基上继续培养，到分

化芽长到约1 cm左右时切取芽转接到MS。培养基

上形成小植株。

1．2．3再生苗的移栽：将以上种子实生苗与组培再

生苗移栽到配制的培养基质(蛭石：珍珠岩：腐殖

质：碎土一4：1：3；2)上，组培室内培养，培养钵

底部浸入少量水中以保持湿润，最初一个星期每天

喷施一次营养液(MS液体培养基)，以后改为每3

天喷一次水。

2结果与分析

2．1 预处理与消毒时间对种子萌发获得无菌苗的影

响：对种子消毒前进行简单预处理，可以缩短消毒时

间，而消毒时间的选择既要保证种子萌发过程中无污

染出现，又要最大程度地减少消毒过程对种子造成的

伤害。通过种子水培发芽观察到首先出现污染的种子

冠毛保留得比较完整，而冠毛残存较少的种子出现污

染的机率相对较小(图1)；在MS。固体培养基上培养

的经0．1％HgCl：消毒过的种子在发芽过程中也可

以观察到上述现象，这表明种子冠毛带菌较多，不容

易彻底消毒，因此消毒前进行简单预处理去除种子冠

毛对于提高无菌苗得率是必要的。为了清洁种子表

面，在预处理中加入了洗涤剂并用自来水冲洗，这样

处理使种子消毒更为彻底，减少污染。HgCI。的消毒

处理时间对种子的发芽率影响较大，见表1，其中

0．1％HgCl。4 min的处理试验中种子在发芽后的一

周出现严重污染。由表1可见，种子经0．1％HgCl。

处理后发芽率受到了一定的影响，而选择6 rain的处

理时间可以获得最佳发芽率，同时观察到未经消毒处

理的种子在第3天左右开始发芽，而消毒处理的种子

在第5天左右开始发芽，这表明消毒处理对灯盏花种

子萌发速率也有一定影响。

图1种子在滤纸上水培发芽

Fig．1 Seed germination on filter paper soaked in water

表1 0．1％HgCI：处理时间对灯盏花种子

发芽率的影响(腮一3)

Table 1 Effect of 0．1％HgCl2 treatment time on ger—

mination rate of E．breviscapus seed(弹一3)

2．2不同激素配比对叶片与叶柄愈伤组织诱导的

影响：灯盏花种子萌发后从基部长出多丛叶片，以叶

片和叶基部的叶柄为外植体在不同激素组合下诱导

愈伤组织，观察到叶片难以诱导出愈伤组织，8个激

素配比培养基中只有极少数叶片长出愈伤组织，大

多数只是膨大卷曲；而叶柄则容易诱导出愈伤组织，

诱导结果见表2。2号培养基愈伤诱导率最高，但观

察到6号培养基诱导的愈伤组织生长最为迅速，平

均体积最大(图2)，并且诱导的愈伤团经分割后转

接到6号培养基上可以继续分化出芽，这表明6号

培养基适宜愈伤组织的进一步增殖与分化。分化芽

长到1 cm左右时切下转到MS。培养基上能够形成

完整植株，因此可以通过叶柄诱导愈伤组织后再生

植株，建立一个组培苗再生繁殖体系。

2．3 移栽条件对试管苗成活的影响：通过种子发芽

与组培培养获得的无菌苗在MS。培养基上培养一
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个月后可以迅速长成健壮小植株，形成发达根系，长

度可达4～5cm。发达根系的形成对于试管苗的移

图2 6号(左)与2号(右)培养基上

生长的愈伤组织形态

Fig．2 Form of callus cultured on No．6(1eft)

and No．2(right)media

表2不同激素配比对灯盏花叶柄愈伤组织诱导的影响

Table 2 Effect of different hormone combination on

callus inducement of E．breviscapus petiole

培养基6-BA／(mg·NAA／(mg· 出愈率 愈伤生长数量

编号

“+++”表不叶柄切段全邵长满愈伤“++”表不切段两端长满愈伤

“+”表示切段只有一端长满愈伤。

“+++”represents whole petiole segment covered with callus“++”

represents both ends of segment covered with callus“j。”represents only one

ends of segment covered with callus

栽成活具有重要影响，移栽时要避免损伤根系，同时

用清水轻轻洗净根部附着琼脂以防移栽苗根部腐

烂，本试验中所有移栽苗均全部成活，生长良好(图

3)。试管苗从无菌环境移栽到开放环境中很容易污

染而迅速死亡，因此培养基质进行适当的灭菌处理

是必要的，本移栽基质配制后经高压灭菌处理放置

过夜后用于移栽未出现苗污染死亡现象。试管苗在

培养基中可以通过根部获取充足养分而迅速生长，

移栽到基质中后根部还需要一个生长恢复阶段，养

分供应暂时无法跟上，因此移栽初期应给予叶片喷

施营养液以补充养分。

3讨论

图3移栽基质中生长良好的植株

Fig．3 Grown well plantlet in transplant medium

灯盏花种子形成数量虽然很多，但种子瘦小，成

熟率低，自然繁殖慢，在人工栽培中存在种苗繁殖困

难，植株长势弱易受病害侵染，育苗周期长(80～90

d)等问题‘6|。而本研究通过种子灭菌处理后利用培

养基发芽与再培养，可以迅速促进幼苗生长，40～50

d即可获得健壮植株用于移栽，大大缩短了育苗周

期。已有报道利用幼苗或花盘消毒处理获得无菌苗

用于快繁，但这些方法材料来源有限并有获取时期

限制难于实现规模化快繁，而种子收获后可以贮藏

便于选择利于移栽种植的时期前进行大量繁殖。本

研究利用灯盏花叶柄诱导获得了生长迅速分化能力

强的愈伤组织并再生出完整植株，也为进一步利用

生物技术对灯盏花植株进行品种改良提供了条件。
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