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长叶皇冠的组织培养与快速繁殖技术研究
顾福根* ，孙丙耀，苏国兴，姜亚博，周烽明，陈梦菲

( 苏州大学 医学部，苏州 215123 )

摘 要: 以长叶皇冠短缩茎为外植体进行离体培养，对外植体灭菌方法以及培养基中不同种类和浓度生长调

节剂对增殖、生根的影响等进行研究。结果表明: 以 0． 1%的 HgCl2 为灭菌剂，采用 8 min + ( 6 ～ 8) min、间歇时

间为 24 h 的间歇灭菌法，可获得 20%以上的成活无菌外植体; 试管苗茎纵切成 4 份后，接种在 1 /2MS + 6-BA
6． 0 mg·L-1增殖培养基上培养 42 d，增殖系数可达 9. 3; 在 1 /2MS + NAA 0． 2 mg·L-1培养基上培养 28 d 后，生

根率达 100%，平均每株约生根 18 条; 炼苗后移植成活率 100%。
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Studies on tissue culture and rapid propagation

technique of Echinodorus subalatus
GU Fu-Gen* ，SUN Bing-Yao，SU Guo-Xing，JIANG Ya-Bo，

ZHOU Feng-Ming，CHEN Meng-Fei
( Medicine Department，Suzhou University，Suzhou 215123，China )

Abstract: The in vitro culture of Echinodorus subalatus was established by using the unelongated stem as explants． The
method of surface sterilization of explants，the effects of different plant growth regulators on the multiplication and rooting
were investigated． The results showed that 20% sterile explants could be obtained by twice surface treatment with 0． 1%
HgCl2 for 8 min and 6 －8 min with an interval of 24 h． When cultured on a 1 /2 MS multiplication medium supplemented
with 6． 0 mg·L-1 of 6-BA for 42 d，the test-tube seedling exhibited a multiplication coefficient of 9． 3． For optimal roo-
ting，induction on a 1 /2 MS rooting medium supplemented with 0． 2 mg·L-1 of NAA for 28 d could produce rooted plant-
lets with 100% rooting rate，and each plantlet generated about 18 roots on average． Rooted plantlets were acclimatized
and transferred into outdoor aquatic environment with 100% survival rate．
Key words: Echinodorus subalatus; unelongated stem; tissue culture; intermittent sterilization

长叶皇冠( Echinodorus subalatus) 为泽泻科( Al-
ismataceae) 刺果泽泻属( Echinodorus) 多年生观赏水

生或沼生植物，自然分布于中美洲至南美洲中部，沉

水叶线形，丛生，株型美观，常作为公园水景区浅水

栽培的沉水观赏植物以及水族箱的后景装饰植物

( 占家智等，2004) ，观赏价值较高，具有良好的市场

前景。自然生长状态下，长叶皇冠无分枝，且结实率

极低，很难进行批量生产。利用植物组织培养技术

培育长叶皇冠种苗，可以克服常规繁殖方法的局限，

在短时间内繁殖出大量新个体。长叶皇冠的组织培

养至今未见报道，本研究采用长叶皇冠的短缩茎诱

导产生丛生芽的方法，建立了适于长叶皇冠组织培
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养和快速繁殖的技术体系，对长叶皇冠的产业化生

产具有一定的参考价值。本研究中，外植体的灭菌

方法有一定的创新性，对水生植物的组织培养有较

高的参考价值。

1 材料与方法

1． 1 材料

试验材料为水培长叶皇冠当年生植株，购于苏

州市皮市街花卉市场。选取水下幼嫩短缩茎作为外

植体。
1． 2 方法

1． 2． 1 培养条件 以 1 /2 MS 培养基为基本培养基，

培养基中含蔗糖 20 g·L-1，琼脂粉 8 g·L-1，pH 为

5． 8 ～ 6． 0。培养条件: 温度( 23 ± 3) ℃，光照时间 12
h·d-1，光照度 30 ～ 40 μmol·m-2·s-1 ( 顾福根等，

2006) 。
1． 2． 2 外植体的灭菌处理 选取生长旺盛的长叶皇

冠植株 200 棵，剪去叶片后用自来水快速流水冲洗

10 min，再用 1 g·L-1的 HgCl2 灭菌。灭菌时将外植

体分成 8 组，每组 25 枝，分别给予各组 6、8、10、12
min 的灭菌时间，其中 5 个组灭菌 8 min。无菌水洗

涤 4 ～ 5 次后，接种于 1 /2MS + 6-BA 5． 0 mg·L-1 +
NAA 0． 1 mg·L-1 的初代培养基上，每瓶接 1 个，每

组接种 25 瓶，灭菌 8 min 的 5 个组中先接种 1 个

组，剩余的 4 个组将茎浸在 1 g·L-1无菌蔗糖溶液中

5 ～ 10 min，倾去糖液，在培养室放置 24 h 后按上述

方法再给予各组 4、6、8、10 min 的灭菌时间重新灭

菌并接种( 何天霖，1991 ) ，21 d 后统计外植体的污

染与死亡情况，既污染又死亡的，统计在污染外植体

个数中，并获得无菌初代培养物，灭菌试验重复三

次。将长叶皇冠初代培养物在初代培养基上继代 3
～ 4 次，获得足够的供试试管苗。
1． 2． 3 增殖培养基与生根培养基的筛选 以 1 /2MS
为基本培养基，设计分别含有 6-BA( 0、2． 0、4． 0、8． 0
mg·L-1 ) 以及 NAA( 0、0． 2、0． 4、0． 8 mg·L-1 ) 16 个

不同激素组合的培养基，将上述获得的无菌试管材

料接种在这 16 个培养基上。每瓶接 1 个，每组处理

40 瓶，观察腋芽的诱导情况和生根情况，根据培养

结果，筛选出丛生芽诱导培养基和生根培养基( 杨

银萍等，2004) 。
1． 2． 4 试管苗切割方式的筛选 将增殖培养产生的

试管苗侧枝切下后，进行不同形式的切割，并将它们

分为 7 个处理组，分别为: 不纵切、纵切为 2、纵切为

3、纵切为 4、纵切为 5、纵切为 6、横切为 2，接种到筛

选出的增殖培养基上培养，每处理组 40 瓶，每个芽

切开后接种在同一瓶内，统计增殖率时作为一个芽

计算。35 d 后统计增殖率。
1． 2． 5 试管苗的移栽 栽培水缸为直径 32 cm、高

40 cm 的玻璃水族缸，预先 1 周在缸底铺上高 5 ～ 8
cm 的用流水冲洗干净的河砂，盛放自来水至离缸口

约 10 cm。试管苗根长到 1． 0 cm 左右时移栽，每缸

栽 20 株，共栽 6 缸。移栽前，先把培养瓶从培养室

移到栽培水缸边炼苗 2 d，取出试管苗，用清水洗去

根部培养基，移栽到水缸底的砂层中，30 d 后统计

成活率。
1． 3 数据处理

应用 Spss v13． 0 软件进行统计分析。

2 结果与分析

2． 1 不同灭菌处理对长叶皇冠短缩茎的灭菌效果

根据设计好的方法灭菌，培养 21 d 后统计结果

如表 1( 间歇灭菌的时间记为 x + x 的形式) 。
从表 1 可以看出，无论是采用单次灭菌还是采

用间歇灭菌，随着灭菌时间的增加，外植体的污染率

明显降低，而死亡率明显上升; 从单次灭菌和间歇灭

菌两种不同处理方法的效果来看，间歇灭菌具有明

显的优势，在灭菌间歇为 24 h、灭菌时间为 8 min +
( 6 ～ 8) min 时存活的无菌外植体率最高，达 20%。
因此，对于长叶皇冠短缩茎的灭菌，采用 8 min + ( 6
～ 8) min，间隔 24 h 的间歇灭菌法较为合适。
2． 2 植物生长调节物质对长叶皇冠腋芽诱导与生根

的影响

灭菌试验中存活的无菌外植体在培养 28 d 时，

长成具 6 ～ 15 枚叶的小苗。这些小苗在初代培养基

上继代 4 次后获得足够的供试试管苗，将这些试管

苗侧芽分离，整芽接种在设计好的 16 个不同培养基

上，培养 28 d 后，统计试管苗的增殖系数及平均生

根数等，统计结果见表 2。
从表 2 结果看出，各激素水平组的试管苗平均

高度在 3． 10 ～ 3． 52 cm 之间，无显著差异，苗高与激

素水平关系不大; 增殖系数与培养基中是否含 6-BA
关系较大，但与 6-BA 浓度的相关性较小，培养基中

不含 6-BA 时，试管苗增殖系数很小，平均只有 1． 3，

6-BA 含量在 2． 0 ～ 8． 0 的培养基上，尽管 6-BA 浓
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表 1 不同灭菌处理对长叶皇冠外植体污染情况的影响 ( 接种后 21 d)
Table 1 Effects of different sterilization treatments on contamination ratio of

Echinodorus subalatus explants ( 21 d after inoculation )

灭菌时间
Sterilization
time ( min)

外植体数
No． of
explant

污染外植体数
No． of contaminated

explant

死亡外植体数
No． of dead
explant

无菌外植体存活数
No． of survived
sterile explant

无菌外植体存活率
Percentage of survived
sterile explant ( % )

6 25 23． 67 ± 0． 94d 0． 33 ± 0． 47 a 1． 00 ± 0． 82 a 4． 00 ± 3． 27 a
8 25 22． 33 ± 1． 25d 1． 33 ± 0． 47 a 1． 33 ± 0． 94 a 5． 33 ± 3． 77 a
10 25 17． 67 ± 3． 09 c 5． 33 ± 3． 09 a 2． 00 ± 0． 00 a 8． 00 ± 0． 00 a
12 25 13． 00 ± 4． 97 b 10． 67 ± 4． 71 b 1． 33 ± 0． 47 a 5． 33 ± 1． 89 a
8 + 4 25 18． 00 ± 2． 83 c 3． 33 ± 2． 36 a 3． 67 ± 0． 47 b 14． 67 ± 1． 89 b
8 + 6 25 13． 67 ± 2． 62 b 5． 67 ± 1． 70 a 5． 67 ± 0． 94 c 22． 67 ± 3． 77 c
8 + 8 25 8． 33 ± 1． 70 a 11． 33 ± 1． 89 b 5． 33 ± 0． 47 c 21． 33 ± 1． 89 c
8 + 10 25 5． 33 ± 2． 05 a 17． 64 ± 2． 05 c 2． 00 ± 0． 00 a 8． 00 ± 0． 00 a

表 2 生长调节物的不同浓度及其配比对长叶皇冠腋芽诱导及生根的影响 ( 接种后 28 d)
Table 2 Effects of different hormone concentrations of 6-BA /NAA on axillary bud

induction and rooting of Echinodorus subalatus ( 28 d after inoculation )

生长调节物浓度
Concentration of growth
regulators ( mg·L-1 )

6-BA NAA

平均苗高
Average
height of
shoot

增殖系数
Multiplication
coefficient

平均每株
生根数
Average

number of root

平均根长
Average length
of root ( cm)

开始生根时
的培养天数
Days from
inoculation
to rooting

0 0 3． 51 ± 0． 48 a 1． 42 ± 0． 49 a 15． 92 ± 4． 09 ab 5． 81 ± 1． 38 j 11
0 0． 2 3． 20 ± 0． 52 a 1． 42 ± 0． 64 a 18． 17 ± 3． 91 b 4． 51 ± 0． 90 h 13
0 0． 4 3． 42 ± 0． 58 a 1． 17 ± 0． 37 a 17． 50 ± 3． 64 ab 2． 22 ± 0． 44 e 14
0 0． 8 3． 49 ± 0． 75 a 1． 08 ± 0． 28 a 16． 00 ± 3． 14 ab 1． 28 ± 0． 43 bc 16
2． 0 0 3． 32 ± 0． 51 a 2． 92 ± 0． 64 b 16． 50 ± 3． 93 ab 5． 08 ± 1． 09 i 12
2． 0 0． 2 3． 41 ± 0． 54 a 2． 67 ± 0． 75 b 18． 08 ± 3． 01b 3． 81 ± 0． 84 g 13
2． 0 0． 4 3． 31 ± 0． 45 a 2． 50 ± 0． 65 b 17． 67 ± 3． 37 ab 2． 02 ± 0． 49 e 15
2． 0 0． 8 3． 31 ± 0． 51 a 2． 50 ± 0． 76 b 16． 08 ± 3． 40 ab 1． 20 ± 0． 39 bc 17
4． 0 0 3． 41 ± 0． 49a 2． 92 ± 0． 76 b 15． 83 ± 3． 72 ab 2． 91 ± 0． 58 f 14
4． 0 0． 2 3． 21 ± 0． 59 a 2． 92 ± 0． 76 b 18． 08 ± 2． 93 b 2． 19 ± 0． 39 e 15
4． 0 0． 4 3． 52 ± 0． 49 a 2． 67 ± 1． 11 b 16． 42 ± 3． 12 ab 1． 42 ± 0． 34 cd 16
4． 0 0． 8 3． 32 ± 0． 49 a 2． 58 ± 0． 49 b 15． 00 ± 3． 46ab 0． 71 ± 0． 15 ab 21
8． 0 0 3． 10 ± 0． 40 a 3． 08 ± 1． 07 b 17． 25 ± 2． 09 ab 1． 92 ± 0． 59 de 15
8． 0 0． 2 3． 21 ± 0． 41 a 3． 00 ± 1． 04 b 17． 58 ± 2． 02 ab 1． 21 ± 0． 34 bc 17
8． 0 0． 4 3． 41 ± 0． 43 a 2． 83 ± 1． 11 b 16． 17 ± 2． 82 ab 0． 80 ± 0． 16 bc 20
8． 0 0． 8 3． 20 ± 0． 43 a 2． 92 ± 1． 08 b 14． 58 ± 2． 63 a 0． 50 ± 0． 09 a 23

度跨度很大，但增殖率变化很小，平均在 2． 50 ～
3. 08 之间，当浓度为 8． 0 mg·L-1 时，试管苗叶片

生长不正常，并间有玻璃化苗产生，说明这一浓度

已偏高; 增殖系数与 NAA 浓度关系不大。因此认

为较为合适的增殖培养基为 1 /2MS + 6-BA 2. 0 ～
4． 0 mg·L-1。在增殖培养时还发现，腋芽萌发与

试管苗切口有关，一般是切口边上的芽才被诱导

萌发。
各激素水平组的平均生根数在 14． 58 ～ 18． 17

之间，与激素水平的关系较明显，在 NAA 浓度为

0. 2 mg·L-1、6-BA 浓度为 0 ～ 4． 0 mg·L-1的培养基

上，试管苗生根数最多; 生根苗的平均根长与 6-BA
和 NAA 的浓度均十分明显地成反相关，同时试管苗

从接种到开始生根的间隔天数随激素浓度的增加而

延长，不加激素时，生根数略少，但出根最早。因此

认为较为合适的生根培养基为 1 /2MS + NAA 0． 2
mg·L-1。

根据上述试验及分析，将试管苗纵切为 4 份后，

接种到分别添加 3． 0、4． 0、5． 0、6． 0、7． 0 mg·L-1 6-
BA 的基本培养基上，每处理 60 个芽，每个芽切开后

接种在同一瓶内，统计增殖率时作为一个芽处理。
观察记录生长情况，42 d 后统计增殖率依次为 7． 7、
8． 4、8． 8、9． 3、9． 6，显然试管苗的增殖系数随 6-BA
浓度的增加而增大，当 6-BA 浓度为 7． 0 mg·L-1时，

试管苗中有水渍状玻璃化现象出现，说明此时 6-BA
浓度已偏高，开始对试管苗产生不良影响。因此，长
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叶皇冠的增殖培养基以 1 /2MS + 6-BA 6． 0 mg·L-1

为佳。本实验结果表明: 试管苗切割后对 6-BA 更

敏感，增殖系数也大大提高。
2． 3 切割方式对长叶皇冠试管苗增殖率的影响

将增殖培养产生的试管苗进行不同形式的切

割，分别为不切、纵切为 2 ～ 6 份，以及横切为 2 并接

种在 1 /2MS + 6-BA 6． 0 mg·L-1 的增殖培养基上培

养，35 d 后统计增殖率结果依次为 2． 9、5. 6、7． 8、
8. 5、7． 8、7． 2、9． 4，从中可以看出，进行纵切时增殖

系数明显随切割次数的增加而增大，但当切割得太

小时，常有培养物在培养过程中死亡的现象，本实验

中纵切成 5、6 份时，增殖系数比纵切成 4 份的有所

降低。进行横切时增殖系数明显比纵切时高，但由

于茎很短，不是每个材料都可以横切。因此，在试管

苗增殖培养时，应视短缩茎的长度决定是否进行横

切，再视茎的粗细情况，决定纵切的份数。根据经验，

一般茎的长度在 5 mm 以上时可以横切，茎的直径在

4 mm 以上时可以纵切为 4 份，茎较细时可以纵切成

3 份或 2 份，茎太细时不切，以免因切得过小而使培

养物在培养过程中死亡，反而导致增殖率降低。
2． 4 移栽试管苗的生长情况

将已炼苗 2 ～ 3 d 的生根试管苗移栽到玻璃缸

中，14 d 后移栽苗开始长出新叶，30 d 后统计，成活

率达 100%。

3 结论与讨论

3． 1 关于长叶皇冠同属植物的组织培养

与长 叶 皇 冠 同 属 的 水 生 植 物 中，红 蛋 ( Echi-
nodorus osiris) 、红玫瑰( E． horemanii) 的组织培养已

获成功，但其灭菌方法、所用激素种类及浓度与长叶

皇冠的组织培养过程中使用的方法有很大的差异

( 张红梅等，2003) ，因此，长叶皇冠组培快繁技术体

系的建立，有一定的理论和应用价值。
3． 2 关于长叶皇冠外植体的间歇灭菌

获得无菌外植体是植物组织培养的前提，采用

常规的灭菌方法难以获得水生植物无菌外植体( 孙

月芳等，2004) ，因而，有关水生植物组织培养的报

道很少。本研究借鉴何天霖( 1991 ) 的温度间歇灭

菌法，设计药物间歇灭菌法应用于长叶皇冠外植体

灭菌，大大提高了其消毒成功率。间歇灭菌法产生

较好灭菌效果的可能原因是: ( 1 ) 间歇前灭菌能把

正常生长的菌类杀灭，而一些处在休眠状态的孢子

在短时间内不能被灭菌剂灭杀，但可在灭菌间歇期

被诱导萌发，在间歇后灭菌中被灭杀，从而提高灭菌

效果; ( 2) 间歇灭菌法把一个较长灭菌时间拆分为

两个较短灭菌时间，减轻了消毒剂对外植体的损伤，

从而降低了死亡率。本研究采用灭菌时间为 8 min
+ 6 ～ 8 min、间歇时间 24 h 的方法，对长叶皇冠短缩

茎进行间歇灭菌，效果较好。
灭菌间歇期间外植体用低浓度的糖水浸泡，灭

菌效果会更好，这是几年前在做水芹组织培养时发

现的，当时做过三次对比试验，均为用糖水泡的试验

组无菌外植体获得率高于对照组，这与溶液中的蔗

糖是绝大多数微生物生长的营养物质、能诱使其休

眠孢子快速萌发有关，因此，本研究中采用这一方

法，效果良好。
3． 3 关于长叶皇冠试管苗的增殖培养

在长叶皇冠试管苗的增殖培养过程中，发现切

取完整小苗进行培养增殖效果不佳，对 6-BA 的浓

度变化不敏感，但把茎切开后在切面边上的腋芽较

易被诱导萌发，随着切面的增多，增殖率也相应提

高。产生这种现象的可能原因是腋芽原基受某种物

质的抑制而在正常生长条件下不能萌发，当受到创

伤时，这种物质随伤流流出体外或合成受阻，腋芽的

抑制作用被消除或减轻，在一定条件下，这些休眠芽

被诱导萌动。本实验中采取纵切的方法来扩大试管

苗的受创面，操作方便，增殖效果良好。横切后的增

殖效果明显比纵切的好，但由于长叶皇冠试管苗的

茎很短，操作难度较大，一些长度大于 5 mm 的茎段

可以进行一次横切，以提高增殖率。因此，本文发现

将茎段四纵切或横切能有效提高长叶皇冠组培增殖

率的方法，对同属的水生植物组培方法的改进有一

定的参考价值。
3． 4 关于长叶皇冠试管苗的生根培养

实验结果表明，在增殖培养阶段，只有横切后的

茎尖端在增殖培养时大多不生根，需要进行生根诱

导培养; 其它的切割方法在增殖阶段同时也能生根，

只是因激素水平不同，出现生根的时间有早有晚，因

此，在实际应用中，可以将增殖培养形成的丛生苗分

离后选取具多个根的小苗直接炼苗并移栽，将生根

少的小苗用于增殖继代。但从产业化生产要求的短

周期、低成本和统一管理的角度出发，成批量的生根

培养是必须的，其较理想的生根培养基为 1 /2MS +
NAA 0． 2 mg·L-1。
( 下转第 262 页 Continue on page 262 )
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真菌主要是一些土生菌，不存在腐木或活立木生真

菌，加上林下土壤贫瘠，且林中受到人为因素的干

扰，因而大型真菌资源较少。之前虽然何炎炘等

( 2012) 对保护区的大型真菌资源也有报道，但数量

较少，不完整，且对不同植被类型中大型真菌的分布

没有比较，因而本文的真菌资源调查更为全面。但

由于资料有限，所采集的标本少量只鉴定至科或属，

后期我们将继续开展该地区的大型真菌资源调查，

以期更准确科学地提供相关的资料，为保护区合理

开发利用大型真菌资源提供有力的证据。
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