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美洲南蛇藤组织培养技术
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摘要:以美洲南蛇藤幼嫩的顶芽或带腋芽的茎段为外植体 , 进行外植体消毒 、增殖培养 、瓶内生根和过渡移栽研

究 ,结果表明:外植体用 75%的乙醇消毒 20 s , 0.1%的 HgCl2消毒 2.0 min 效果最佳;适宜的增殖培养基为 M S

+6-BA 1.0mg·L-1(单位下同)+IBA 0.2+3.0%蔗糖;壮苗培养基为 MS+6-BA 0.1+ IBA 0.05+3%蔗糖;

适宜的生根培养基为 1/ 2MS+IBA 0.5+1.5%蔗糖 , 生根率 82.0%;最佳过渡移栽基质为蛭石∶珍珠岩=2∶

1 , 成活率为 98.3%。
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Abstract:Taking top buds and stems with axillary buds as the explants , the study of disinfection , pro life ration cul-

ture , r oo ting in vitro and t ransition cultiva ting were conducted.The results w ere as fo llow s:the most suitable dis-

infect time properly wa s 20 s by alcohol and 2 min by HgCl2 respectively;pro liferation culture media wa s MS+6-

BA1.0mg·L-1+IBA0.2+Sucr ose 3%;ha rdening-off culture media wa s MS +6-BA0.1 + IBA0.05+Sucro se

3%;r oo ting cultur e media w as 1/ 2MS+IBA 0.5+Sucro se 1.5% and its r oo ting ratio w as 82.0%;transitio n cul-

tiva ting media was pearlite and peat , its rate wa s 2∶1 , sur viv e ratio wa s 98.3%.
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　　美洲南蛇藤(Celastrus scandens L.)雌雄异株 ,

是卫矛科南蛇藤属多年生藤本植物 。雌株橙黄的蒴

果和腥红的种皮观赏价值极高 ,可用于插花和冬季

装饰 ,是栅栏装饰和立体绿化的好材料;种子油脂为

工业特用油 ,其提取物在治疗风湿病 、腥红热和病毒

性炎症方面具有独特疗效;根皮和茎皮组织中含有

的毒性物质是制造无公害杀虫剂的理想材料
[ 1]
。美

洲南蛇藤生长量大 ,既可缠绕攀缘 ,也可匍匐生长 ,

可有效覆盖裸岩 、工程创面 、沙地 ,防止起沙 、风化 ,

在荒漠化防治工程中有独特作用
[ 2]
。2005 年 9月 ,

河北省林业科学研究院从美国引进美洲南蛇藤少量

种苗 ,同时进行了组织培养和扦插繁殖 ,并获得了大

量组织培养苗和少量扦插苗 ,并在荒漠化地区进行

了区域性栽培试验 ,对改善生态环境将发挥重要

作用。

1　材料与方法
1.1　材料

外植体为美洲南蛇藤幼嫩的顶芽或带腋芽的茎

段 。移栽基质为蛭石 、珍珠岩和草炭;生长调节物质

为 6-BA 、IBA 、NAA 。

1.2　方法

1.2.1　培养条件　以 MS 为基本培养基 ,附加 3%

蔗糖 、6.0 g· L-1的倍力凝(一种微生物多糖固化

剂)和植物生长调节剂 ,pH 5.8 ～ 6.2。培养温度 25

～ 28℃,光照强度 50 ～ 70 μmol·m-2
·s-1 ,光照时间

12 h·d-1 。

1.2.2　外植体消毒　剪取美洲南蛇藤幼嫩的顶芽

或带腋芽的茎段 ,流水冲洗 2 h ,用洗洁精刷洗 ,自

来水漂洗 3 ～ 5 次后置于超净工作台上 ,用 75%的

乙醇浸泡 20 s ,无菌水冲洗 2 ～ 3 次 ,再用 0.1%

HgC l2溶液分别浸泡 1 、2 、3 min ,无菌水冲洗 3 次

后 ,接种到初始培养基 1/3MS +6-BA1.0 mg ·L-1
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+IBA0.02+2.5%蔗糖 ,每处理接种 60芽 ,每瓶接

种 1芽 ,20 d后统计外植体生长情况。

1.2.3　继代与增殖　以 MS为基本培养基 ,将不定

芽接种在附加不同浓度的 6-BA 、IBA 、NAA 的培养

基上 ,采用完全随机区组设计 ,每处理 30芽 ,重复 3

次 ,每 30 d继代 1次 ,连续继代 3次 ,每月统计增殖

系数 。

以 MS+6-BA1.0 +IBA0.2+3.0%蔗糖为增

殖培养基 ,对美洲南蛇藤试管苗进行连续多次继代

培养 ,调查不同的继代周期 、继代时间对试管苗生长

增殖的影响 ,每次调查瓶苗 30瓶 ,重复 3次。

增殖系数=培养周期产生的有效芽总数/接种

芽总数。

1.2.4　壮苗培养　以 MS 为基本培养基 ,将生长势

变弱的试管苗转接入附加 6-BA 和 IBA 的培养基

中 ,6-BA的浓度分别为 0.1 、0.5 、1.0 mg·L-1 , IBA

的浓度 0.05 、0.1 mg·L -1 ,每个处理接种 30瓶 ,每

瓶接种 5株 ,每 30 d继代 1次 ,连续继代 3次 ,试管

苗转接前调查其生长情况 。

1.2.5　生根培养　剪取 3 cm 左右健壮的无菌苗接

入附加不同浓度 NAA 、IBA 的 1/2MS+1.5%蔗糖

生根培养基中 , NAA 和 IBA 的浓度分别为 0.1 、

0.3 、0.5 、0.8 、1.0 mg·L
-1
,每处理接种 30株 ,重复

3次 , 30 d后调查生根情况。生根率=产生根系的

株数/接种总株数×100%

1.2.6　过渡移栽　瓶内生根苗在弱光下开口炼苗

7 ～ 10 d后移栽 ,用镊子取出生根苗 ,洗净基部的培

养基后栽入基质中 ,覆膜保湿 , 温度保持在 18 ～

25℃,空气湿度保持在 85%以上 ,每 7 d喷1次杀菌

剂和营养液 ,待幼苗长出新根后逐步去掉薄膜 ,移栽

时调查其成活率 、生根数和根长 。过渡移栽基质为:

①蛭石;②珍珠岩;③蛭石∶珍珠岩=2∶1;④珍珠

岩∶蛭石∶草炭=3∶6∶1。移栽成活率=成活株

数/移栽苗木总数×100%

2　结果与分析
2.1　消毒时间对外植体的影响

表 1显示 ,当处理时间为 1 m in时 ,外植体的污

染率最高(75%), 死亡率为 0 , 无菌苗获得率为

25%;当处理时间为 3 min时 ,污染率最低(3.3%),

死亡率达 33.3%,表明植物材料损伤较重;当处理

时间为 2 m in时 ,无菌苗获得率高达 85.0%,死亡

率为 5%,对植物材料损伤较少 ,外植体用 0.1%的

HgC l2消毒 2.0 min效果最佳 。

表 1　消毒时间对外植体的影响

处理时间/min 总数/个 污染数/个 污染率/ % 死亡数/个 死亡率/% 无菌苗获得率/ %

1 60 45 75.0 0 0 25.0

2 60 6 10.0 3 5 85.0

3 60 2 3.3 20 33.3 63.4

2.2　芽的继代增殖

2.2.1　6-BA 对试管苗增殖和生长的影响　表 2表

明 ,随 6-BA浓度的增加 ,第 1 次继代增殖系数呈上

升趋势 ,以 3.0 mg·L -1效果最好 。连续继代3次 ,3

个月的累计增殖系数出现明显差异 , 以 1.0 mg·

L-1的累计增殖数最大 , 达到 22.3;6-BA 超过 1.0

mg·L-1 ,单独一次继代使增殖系数升高 ,但连续继

代培养后 ,累计增殖系数呈下降趋势 ,这可能与 6-

BA 在试管苗体内的积累有关 ,在一定范围内 6-BA

的积累促进不定芽的分化 ,超过一定范围对不定芽

的产生有抑制作用。试管苗的高度随6-BA浓度的

增加呈下降趋势 ,高浓度的 6-BA 抑制

表 2　6-BA对试管苗增殖和生长的影响

6-BA 浓度

/mg·L -1

增殖系数

第一次 第二次 第三次

3个月累计

增殖数/个

平均苗高

/ cm

0.2 2.0 1.8 1.4 5.0 3.1

0.5 2.2 2.0 1.9 8.4 2.8

1.0 2.4 3.0 3.1 22.3 2.6

2.0 3.1 3.0 2.2 20.5 1.8

3.0 3.2 3.2 1.8 18.4 1.2

了试管苗茎的伸长。美洲南蛇藤在 6-BA1.0 mg·

L
-1
的培养基中增殖系数最大 ,且试管苗高度中等 ,

增殖效果最佳。

2.2.2　6-BA 与不同浓度的 IBA 、NAA对试管苗增

殖的影响　从表 3可以看出 , IBA 增殖效果比 NAA

好 。当 IBA 的浓度为 0.2 mg· L
-1
时 ,试管苗平均

高为 4.3 cm ,芽增殖系数最大。以 MS +6-BA1.0

+IBA0.2+3%蔗糖为增殖培养基 ,美洲南蛇藤试

管苗的增殖效果最好。

表 3　6-BA 与 IBA 、NAA 对增殖的影响

培养基
6-BA

/m g·L-1

NAA

/mg·L -1
IBA

/mg·L -1

平均高

/ cm
增殖系数

1 1.0 0.2 0 3.2 3.7

2 1.0 0.5 0 3.7 3.2

3 1.0 1.0 0 2.3 2.7
4 1.0 0 0.2 4.3 4.0

5 1.0 0 0.5 3.8 3.5
6 1.0 0 1.0 3.0 3.0

2.2.3　继代周期和继代次数对增殖的影响　通过

观察发现 ,继代周期为 20 、30 d的试管苗转接 4 ～ 5

d后 ,生长迅速 ,20 d后达到生长高峰 ,可持续生长
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30 d左右 , 40 d 转接的试管苗 , 叶片发黄 ,生长缓

慢 ,转接后不能迅速恢复生长 。从图 1可以看出 ,继

代增殖系数与继代培养代数密切相关。最初的几

代 ,试管苗的增殖系数较低 , 5 ～ 10代间增殖系数迅

速增加 ,并进入分化高峰期 ,一直延续到 15代 , 15

代后增殖系数明显下降 ,出现这一结果的原因可能

与材料自身内部形态发生能力下降有关 。继代增殖

以在 10 ～ 15代之间为宜 ,超过 15代 ,需进行复壮 。

图 1　继代次数对增殖的影响

2.3　不同的培养基对试管苗的复壮效果

从表4可以看出 ,不同浓度的6-BA和 IBA组合对

美洲南蛇藤的试管苗的复壮效果差异明显 ,试管苗在

培养基 1中生长健壮 ,芽分化多 ,复壮效果最佳 ,在培

养基2 、3和 4中生长健壮 ,但芽的分化数量小 ,繁育速

度慢;6-BA0.1+ IBA0.05为适宜的壮苗培养基。

表 4　6-BA 和 IBA 对试管苗生长的影响

培养基 6-BA IBA
平均高

/ cm
生长情况

1 0.1 0.05 3.3 叶深绿色 ,分化芽多 ,粗壮

2 0.1 0.1 3.0
叶深绿色 , 分化芽少 , 粗度

中等

3 0.5 0.05 2.4 叶绿色 ,分化芽少 ,粗度中等

4 0.5 0.1 1.7 叶绿色 ,分化芽少 ,粗度中等

5 1.0 0.05 3.4
叶片小 ,嫩绿色 ,基部愈伤多 ,

茎细

6 1.0 0.1 2.8
叶片小 ,嫩绿色 ,基部愈伤多 ,

松散 、茎细

2.4　生长素种类及浓度对试管苗生根的影响

表 5表明 ,美洲南蛇藤试管苗在附加 NAA 和

IBA 的培养基中的生根率分别为 52.2%～ 90.0%

和 56.7%～ 94.2%, IBA 的生根效果好于 NAA 。

随 IBA 、NAA浓度的增加 ,试管苗基部的愈伤增多 ,

表 5　生长素种类及浓度对试管苗生根的影响

生长素
浓度

/mg·L -1

生根率

/ %

平均生根数

/条

平均根长

/ cm

0.1 52.2 2.0 0.4
0.3 63.3 3.3 0.6

NA A 0.5 77.6 3.1 0.9
0.8 82.9 2.7 0.8

1.0 90.0 2.2 0.6

0.1 56.7 1.5 0.3
0.3 78.0 2.6 0.6

IBA 0.5 82.0 3.8 1.6
0.8 88.0 3.6 0.9

1.0 94.2 3.1 0.5

生根数增加 ,根长变短 ,从愈伤组织上长出的根在移

栽时易断 ,不利于移栽成活 。0.5 mg· L-1IBA 生根

效果最佳 ,生根率为 82.0%,平均生根数 3.8条 ,根

长 1.6 cm 。

2.5　过渡栽培基质对试管苗生长的影响

从表6可以看出 ,美洲南蛇藤在各基质中的成活

率为87.7%～ 98.3%,平均生根数为 7.6 ～ 13.0条 ,平

均根长为2.4 ～ 5.6 cm。珍珠岩 、蛭石 、草炭的理化性

质影响了美洲南蛇藤组培苗的生长 ,珍珠岩的透气性

最好 ,蛭石透气性中等 ,草炭的透气性最差 ,蛭石和珍

珠岩不含营养成分 ,草炭含有较多的有机质和部分植

物生长所需营养元素 ,美洲南蛇藤在蛭石与珍珠岩混

配基质中的成活率最高 ,珍珠岩与蛭石混入草炭后透

气性降低 ,其营养成分增加 ,对苗木的生长有一定促进

作用 ,美洲南蛇藤在基质④中的成活率最低 ,平均生根

数和根长最大 ,综合考虑 ,蛭石∶珍珠岩=2∶1为美洲

南蛇藤最适宜的过渡栽培基质。

表 6　基质对美洲南蛇藤试管苗生长的影响

基质 组成
成活率

/ %

平均生根

数/条

平均根长

/ cm

① 蛭石 94.3 9.7 4.6

② 珍珠岩 90.0 7.6 2.4

③ 蛭石:珍珠岩=2∶1 98.3 11.3 3.8

④
珍珠岩:蛭石:草炭=3

∶6∶1
87.7 13.0 5.6

3　结论
无菌外植体的获得是组织培养成功的基础 ,用

75%的乙醇消毒 20 s , 0.1%的 HgCl2消毒 2 min对

材料损伤最小 ,无菌苗获得率为 85%。

培养温度25 ～ 28℃,光照强度 50 ～ 70 μmol·m-2
·

s-1 ,光照时间 12 h·d-1 ,无菌苗在 MS+6-BA1.0+

IBA0.2+3%蔗糖的增殖培养基上生长良好 ,增殖系数

3 ～ 5 ,继代次数超过 15代 ,增殖系数明显降低 ,无菌苗

生长势变弱 ,生长势弱的试管苗转入 MS+6-BA0.1+

IBA0.05+3%蔗糖培养基 ,可健壮生长。

最佳瓶内生根培养基为 1/2M S +IBA 0.5 +

1.5%蔗糖 ,生根率为 82.0%,生根数 3.8 条 ,根长

1.6 cm 。

美洲南蛇藤瓶内生根苗最适宜的过渡栽培基质

为蛭石∶珍珠岩=2∶1 ,成活率 98.3%,平均根长

为 3.8 cm ,平均生根数为 11.3条。
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