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摘要:以山银花 ( Lonicera con f usa DC. )嫩茎段为外植体 ,研究不同培养基 ( MS、 1 /2MS、 1 /3MS、 N68、White)和植

物生长调节剂 ( 6-BA、 IBA、 NAA、 2, 4-D、 BR)对其诱导、分化和增殖的影响 ,建立山银花的快速繁殖再生体系 ,并

探讨在温度 15～ 20℃条件下 ,不同保存培养基 ( M S、 1 /2M S、 1 /4M S)对种质离体保存的影响。结果表明: 山银花

嫩茎段分化能力较强 ,在培养基 M S+ 6-BA0. 5 mg L- 1+ IBA0. 1 mg L- 1上培养 7d腋芽开始萌发 , 15d时的诱

导率达到 90% ;以 N68为基本培养基 ,附加 6-BA0. 4mg L- 1和 IBA0. 4mg L- 1能较好地促进芽的伸长和增殖 ,避

免叶片发黄脱落 ,每 30d的增殖倍数为 5. 0倍 ;生根培养基以 1 /2M S+ IBA0. 2mg L- 1最好 ,培养 30d时生根率达

95% ;以单株芽段为离体保存材料 ,在 1 /2MS+ 蔗糖 20g L- 1培养基上培养 30d后无菌条件下加入 0. 5mg L- 1硝

普钠溶液 ,继代间隔期可以延长至 180d。
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Abstract: Using tender stems as explants, experiments were conducted to study the ef fects of media
and exogenous hormones on inducement, dif ferentia tion, proliferation of Lonicera conf usa DC. , and

to establish i ts regeneration system. Meanwhile, the impacts of media on in vit ro preserv ation w hen

the temperature w as 15～ 20℃ were investigated. According to the results, the axillary buds could

be w ell induced on the medium M S+ 6-BA0. 5 mg L
- 1+ IBA0. 1 mg L

- 1 , on w hich they began
to bourgeon after 7 days, wi th 90% inducement rate af ter 15 day s. On N68 medium with 6-

BA0. 4mg L
- 1
and IBA0. 4mg L

- 1
, the propagation coef ficient w as 5. 0 times every 30 days, and

elongaton and proliferation of buds w ere promo ted while preventing their leaves from etiolating and
falling of f. The ideal rooting medium was 1 /2M S+ IBA0. 2mg L- 1 , on w hich rooting rates w ere

95% af ter 30 dayes. Being cultured on the preservation medium 1 /2M S+ sucrose 20 g L
- 1
, 0. 5mg

 L
- 1
sodium nit roprusride w as added af ter 30 day s in asepsis condi tion, the single caudex s could be

cultivated for 180 days wi thout being transfered.

Key words: tissue culture and rapid-proliferation, in vit ro preserv ation, Lonicera conf usa DC. ,

sodium nit roprusride

　　山银花 (Lonicera conf usa DC. )又称华南忍冬、山

金银花、土忍冬 ,为多年生木质藤本 ,主要产于四川、

广东、广西等省区 ,是华南地区金银花药材的主要来

源 ,其药材应用范围非常广泛 ,具有清热解毒 ,凉散

风热之功效 ,主治痈肿、喉痹、丹毒、热毒血痢、风热

感冒、温病发热等病症 ,应用历史十分悠久
[1 ]
。山银花

药材除了传统疗效外 ,还是预防和治疗“非典”的良

药。同时 ,山银花也是重要的岩溶生态恢复物种 [2 ] ,为

广生态幅植物 ,其根系发达 ,适应性强 ,具有抗旱、耐

涝、耐寒、耐瘠薄等特点 ,在石漠化地区存活力强 ,对

小气候具有良好的调节作用 ;其外形娇美 ,花形俊

雅 ,香气清新宜人 ,枝叶经修剪后可以作为绿篱和庭

院花卉植物。山银花是一种药用、生态和观赏兼备的

植物。

目前 ,对山银花的化学成分、药理作用、提取工

艺、临床应用、质量标准及检测方法等方面已有一些

研究 [3, 4 ]。但是山银花离体繁育方面的报道较少 ,仅

见陈巧玲等 [5 ]对其愈伤和侧芽的诱导进行简短报道 ,
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而且她们的试验以研究愈伤为重点 ,未能解决愈伤

组织难以继代诱导的问题。随着近几年来江西、广

东、广西、贵州、四川、重庆等省市山银花栽培的迅速

发展 ,快速的规模化种植与常规扦插、压条和种子繁

殖周期长之间的矛盾显得日益突出。因此 ,我们进行

山银花组培快繁技术和保存方法的研究 ,以期为短

期内提供大量优质苗木 ,规模化生产种苗 ,以及优良

种质资源的长期保存提供理论和实践依据。

1　材料与方法

1. 1　材料及其处理

山银花外植体于 2005年采自广西植物园药材种

质圃。于 5～ 6月 ,选择晴好天气采集新萌发的山银花

粗壮嫩枝 ,用自来水冲洗干净后 ,再在超净工作台内

进行无菌操作 ,先放入 75%酒精中浸泡 30s后 ,转入

1. 0g L
- 1
HgCl2溶液中消毒 6min,无菌水冲洗 5遍后 ,

将材料切成长 1. 5～ 2. 0cm带腋芽或顶芽的小段 ,接

入初代诱导培养基中培养。

1. 2　培养基及培养条件

1. 2. 1　组培快繁培养基

根据试验目的所选用的基本培养基分别为 MS、

1 /2M S、 1 /3M S、 N68、White无机盐培养基 ,植物生长

调节剂为 6-BA ( 6-Benzyl-aminopurine or kinetin)、

IBA ( Indolebuty ric acid )、 NAA ( Naphthaleneacetic

acid)、 2, 4-D ( 2, 4-Dichlorophen-oxyacetic acid )、 BR

( Brassinolide) ,并附加 30 g L
- 1
或 20 g L

- 1
的蔗糖和

6. 0 g L
- 1的琼脂粉 , p H值调至 5. 8,配制分装后于温

度 121℃ ,压力 1. 1kg cm
- 1的条件下灭菌 20min备用。

1. 2. 2　离体保存培养基

基本培养基使用 MS、 1 /2M S、 1 /4M S三种无机

盐水平 ,添加 20 g L
- 1的蔗糖和 6. 0 g L

- 1的琼脂粉 ,

pH值调至 5. 8,将配制好的培养基分装于容量 200m l

的玻璃瓶中 ,每瓶装培养基 50ml,在 121℃ ,压力 1. 1

kg cm
- 1下灭菌 20min后备用。

1. 2. 3　培养条件

培养室光照度保持在 1800～ 2000Lx ,光照时间

为 12～ 14h d
- 1 ,组培快繁时控制温度为 ( 25± 3)℃ ,

种质离体保存时控制温度为 15～ 20℃。

1. 3　离体保存和恢复生长实验方法

选取生长基本一致的山银花继代试管苗 ( 2cm左

右 )剪成单株接入保存培养基 ,每瓶接种 4～ 5株 ,每

个处理接种 10瓶。培养 30d时在培养基中加入不同浓

度的无菌硝普钠 ( Sodium nit roprusride, SN P)溶液 ,

继续保存培养 ,定期进行存活率的统计和综合观测

生长情况。

植株的所有叶片和茎尖全部变黄枯萎的作死亡

计算 ,存活率= 存活外植体数 /(总接种外植体数 -

污染外植体数 )× 100% ,试管苗存活率仅统计接种

母株。

将保存 180d后存活的芽苗或绿色的茎芽转接到

继代增殖和生根培养基上进行正常培养 ,观察恢复

生长的情况。

2　结果与分析

2. 1　组培快繁研究

2. 1. 1　芽的分化诱导

在 MS培养基中添加的细胞分裂素和生长素的

浓度对山银花初代芽的萌发和芽苗的质量非常重

要。经过多次试验发现 , 6-BA浓度范围为 0. 2～ 1. 0

mg L- 1时均能诱导新芽生长 ,较低浓度的 IBA(≤

0. 1 mg L
- 1
)利于初代芽的形成和生长。由表 1结果

可知 ,当 6-BA浓度为 0. 2 mg L
- 1的Ⅰ 号激素组合

时 ,芽诱导率相对低 ,在诱导新芽生长的同时诱导出

的愈伤也较大 ,但是诱导出来的愈伤组织难以继续

增殖和分化出芽。当 6-BA浓度为 1. 0 mg L
- 1
的Ⅲ号

激素组合时 ,出芽率较其他激素组合高 ,为 95% ,但

是芽生长速度和健壮情况一般。综合观测在不同激

素组合下诱导芽的频率和芽的生长情况后发现 ,激

素组合Ⅱ更利于形成健壮的芽苗 ,生长速度较快 ,出

芽率也比较高。
表 1　激素对山银花诱导芽的影响

Tabl e 1　 Effect of hormone combinations on the buds inducement of Lonicera confusa DC.

激素组合
Hormone
combinations
( mg L- 1)

接种外植体数 (个 )
Number of
explants
( No. )

培养时间
Culture
t ime ( d)

新芽数 (个 )
No. of
shoots
(No. )

芽诱导率
Induce-
ment
rate(% )

愈伤大小
Size of
callus

生长状况
Grow th status

Ⅰ : 6-BA0. 2+ IBA0. 1 20 15 18 45 大 Big 一般 Moderate

Ⅱ : 6-BA0. 5+ IBA0. 1 20 15 36 90 小 Small 良好 Good

Ⅲ : 6-BA1. 0+ IBA0. 1 20 15 38 95 小 Small 一般 Moderate
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2. 1. 2　芽的继代增殖

选取初代诱导出的粗壮无菌茎芽接种到增殖培

养基上 , 10d后可以看见不定芽萌发 , 30d时的观测

结果表明 ,当以 MS为基本培养基时 ,激素组合为 6-

BA1. 0 mg L
- 1
+ IBA0. 1 mg L

- 1
和 6-BA0. 4 mg 

L
- 1
+ IBA0. 4 mg L

- 1
培养基的芽苗最高 ,分别为 4～

6cm和 3～ 7cm。但是比较所诱导出的芽苗的粗壮度

时 , 6-BA0. 4 mg L- 1+ IBA0. 4 mg L- 1明显优于其

他激素组合 ,芽增殖倍数也较高 (表 2、图 1) ;观察继

代培养芽苗的生长情况时发现 ,当激素组合中 6-BA

浓度高于 0. 4 mg L
- 1时 ,芽苗出现落叶现象 ,并随着

6-BA浓度的升高 ,落叶更加明显 ,芽苗质量差。同

时 , IBA浓度也不能高于 0. 4 mg L
- 1
,高浓度 IBA容

易使芽死亡。另外 ,不同基本培养基对芽苗的落叶和

死亡情况和芽粗壮度等也有较大的影响 ,在所试验

的几种基本培养基中 ,以 N68最好 ,所诱导出来的芽

苗较粗壮 ,叶片色泽翠绿、无脱落。MS、 1 /2M S、 1 /

3M S培养基上试管苗生长差别不明显。White培养基

最差 ,芽苗落叶明显 ,大量死亡 (图 2)。综合基本培养

基和激素浓度 ,山银花芽的继代增殖最佳培养基配

方应为 N68+ 6-BA0. 4 mg L
- 1
+ IBA0. 4 mg L

- 1
。

2. 1. 3　试管苗的生根

将生长健壮的芽苗转接到含不同生长素的 1 /

2M S培养基上 ,培养 30d后观测试管苗的生根及芽

苗的生长结果见表 3。从表 3可以看出 ,在生长素为

IBA 0. 2 mg L
- 1培养基上的苗生根率最高 ,达 95% ,

每株苗基部长出主根 2～ 3条 ,初始为白色 ,后转为浅

绿色 ,根系粗壮 ,侧根较多 (图 3)。NAA和 2, 4-D生根

效果一般。BR最差 ,生根率最低 ,根系和植株也最

差 ,不利于壮苗。综合根的发生率、粗壮度和苗的质

量可知 ,生长素 IBA 0. 2 mg L
- 1
最适合于山银花根

的发生及生长。
表 2　基本培养基及激素对山银花芽继代增殖影响

Tabl e 2 Eff ect of media and hormones on the budsprol if eration of Lonicera confusa DC

基本
培养基
Basic
medium

激素组合
Hormone
com binations
( mg L- 1 )

培养
时间
Cul ture
time(d )

接种芽
数 (个 )
Number of
inoculation
(No. )

芽增殖
倍数
Coef ficient
of
proli feration

芽高
Heigh t
of buds
( cm)

愈伤
多少
Number
of callus

落叶
程度
Defoliati
-on
g rade

芽粗
壮度
Status
of buds

M S 6-BA0. 2+ IBA0. 1 30 20 3. 9 2～ 5 少 A few + 中等
Intermedial

M S 6-BA0. 4+ IBA0. 1 30 20 3. 5 1～ 6 少 A few + 中等
Intermedial

M S 6-BA0. 8+ IBA0. 1 30 20 4. 5 3～ 6 少 A few  中等
Intermedial

M S 6-BA1. 0+ IBA0. 1 30 20 5. 0 4～ 6 少 A few  中等
Intermedial

M S 6-BA0. 4+ IBA0. 2 30 20 3. 6 1～ 6 少 A few + 中等
Intermedial

M S 6-BA0. 4+ IBA0. 4 30 20 4. 2 3～ 7 少 A few + 粗壮
St rong

1 /2M S 6-BA0. 4+ IBA0. 4 30 20 4. 4 2～ 6 少 A few + 中等
Intermedial

1 /3M S 6-BA0. 4+ IBA0. 4 30 20 3. 8 2～ 6 少 A few + 中等
Intermedial

N68 6-BA0. 4+ IBA0. 4 30 20 5. 0 4～ 5 少 A few - 粗壮
St rong

Whi te 6-BA0. 4+ IBA0. 4 30 20 1. 0 1～ 3 少 A few  弱小
Weak

 : 严重 , : 中度 ,+ : 轻微 , - : 不落叶。 : Sev erity , : Intermedial,+ : Gently , - : No defolia tion.

表 3　不同培养基对试管苗生根的影响

Tabl e 3　 Effect of dif f erent media on roots formation of the tube plantl ets

培养基

Medium

( mg L- 1 )

生根率

Rooting

rate(% )

单株主根数 (条 )

Av erage amoun t

of taproot s( piece)

平均根长

Av erage leng th

of root s( cm)

主根粗

壮度

Taproot s tatus

芽苗生长

情况

Grow th status

1 /2MS+ NAA0. 2 75 2. 5 2. 0 中 In term edial 一般 Moderate

1 /2MS+ IBA 0. 2 95 2. 0 2. 5 粗 St rong 好 Good

1 /2MS+ 2, 4-D0. 2 75 1. 0 3. 0 粗 St rong 一般 Moderate

1 /2MS+ BR0. 2 30 2. 0 2. 0 细 Weak 差 Bad
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图 1　继代增殖培养结果

Fig. 1　 The result of subculture

图 2　培养过程中出现的死叶现象

Fig. 2　 Etio lating and falling off of the leaves

图 3　生根培养结果

Fig . 3　 The result o f roo ts

2. 1. 4　试管苗的移栽

当根系和上部芽苗生长健壮后 ,于室内打开瓶盖

炼苗 3d,洗净根部的培养基后转入大棚中 ,移栽到已

消毒的营养土中培养 ,移栽后浇透水 ,保持棚内温度

为 18～ 25℃和相对湿度 80%以上 ,移栽成活率达

90%。

2. 2　离体保存研究

　　不加硝普钠时 ,山银花试管苗在 3种无机盐水平

培养基上培养 30d时均能较好的生长 ,植株色泽绿 ,

长势旺 ; 90d时已出现一定程度的老化 ,表现为茎段

略发黄 ,少部分叶片发黄脱落 , 120d之后芽苗逐渐失

绿死亡 ,存活率为 1 /2M S> 1 /4M S> M S,均小于

50% ,不适于继续保存 (表 4)。当向 3种无机盐水平培

养基中加入硝普钠后 ,苗茎明显较粗壮 ,叶片较大 ,颜

色变深绿 ,但是不同培养基上山银花的存活率随硝普

钠浓度变化出现较大的差异 ,当硝普钠浓度为 0. 2

mg L
- 1时 ,保存培养 180d,以 1 /4M S无机盐水平培

养基的存活率最高 ,为 42% ,单株苗老化程度也最轻 ,

茎段略发黄 ,只有部分叶片发黄萎蔫 ;当硝普钠浓度

为 0. 5 mg L
- 1时 ,以 1 /2M S无机盐水平培养基的保

存效果最好 ,试管苗一直生长缓慢 ,能长时间保持绿

壮 , 180 d时的存活率为 50% (表 4)。因此 ,综合存活

率和生长情况 ,利于山银花试管苗保存的基本培养基

为 1 /2M S,硝普钠浓度为 0. 5mg L
- 1。

表 4　不同培养基对山银花离体保存的影响

Table4 Ef fects of media on the preservation of Lonicera

con fusa DC.

培养基
M edium

SNP
( mg L- 1 )

存活率
Surviv al rate(% )

90d 120d 180d

生长情况
Grow th si tuation

0 87 30 0
细弱 ,全部死亡
Plant lets w ere
thin and all dead

1 /4M S 0. 2 90 70 42

粗壮 ,老化慢
Plant lets w ere
st rong and
senesced slow ly

0. 5 86 60 37

粗壮 ,老化慢
Plant lets w ere
st rong and
senesced slow ly

0 83 40 0

细弱 ,全部死亡
Plant lets w ere
thin and
all d ead

1 /2M S 0. 2 67 67 22

粗壮 ,老化较慢
Plant lets w ere
st rong and
senesced slow ly

0. 5 88 80 50

粗壮 ,老化慢
Plant lets w ere
st rong and
senesced slow ly

0 82 19 0
细弱 ,全部死亡
Plant lets w ere
thin and all dead

M S 0. 2 86 53 25

粗壮 ,老化快
Plant lets w ere
st rong and
senesced fas tly

0. 5 90 33 25

粗壮 ,老化快
Plant lets w ere
st rong and
senesced fas tly

　　将在 1 /2M S附加 0. 5 mg L
- 1
硝普钠培养基上保

存 180d后存活下来的植株 ,转接到继代增殖培养基

上 ,能很快形成丛生芽 ,植株生长旺盛 ,形态正常。转

接到生根培养基上 ,同样能很好的生根 ,形成完整植

307广西科学　 2008年 8月　第 15卷第 3期



株 ,增殖速率和生根率与未经保存的正常继代试管苗

无明显差异。

3　讨论

3. 1　山银花离体快繁的影响因素

在离体条件下 ,植物组织良好生长的营养要求 ,

随着植物种类不同而变化。在山银花组织培养中发

现 ,以 MS、 1 /2M S、 1 /3M S无机盐水平为营养添加一

定的植物激素 ,能诱导出芽 ,促进芽苗长高 ,但是在培

养的过程中 ,芽苗生长还出现一定程度的落叶现象 ,

以 White为无机营养添加同样的植物激素时 ,效果最

差 ,不能诱导芽苗增殖生长 ,这些都是培养中无机营

养不适应的结果 ,当转变基本培养基为 N68时 ,能较

好的适应芽苗的继代生长 ,显著提高芽苗的健壮度 ,

培养中未出现落叶的现象。

培养基中添加的细胞分裂素和生长素的浓度对

芽苗的质量同样非常重要。经过一系列的修正试验后

我们得出 ,在山银花芽的初代诱导时 , 6-BA的使用浓

度为 0. 5 mg L
- 1
,浓度过高时芽苗质量下降。在对芽

苗诱导分化和增殖时 , 6-BA与 IBA搭配使用时的浓

度都为 0. 4 mg L- 1 ,高于这一浓度则容易导致落叶

和芽苗死亡。可见 ,山银花继代增殖中出现的落叶现

象不仅与培养基中无机盐含量有关 ,还与培养基中添

加的细胞分裂素和生长素的浓度有关。这是因为不同

的外源激素浓度能引起内源激素的变化 ,进而导致不

同的形态发生
[6～ 8 ]
。

3. 2　山银花离体保存的适合条件

当营养充足 ,温湿条件适宜时 ,山银花试管苗生

长快速 ,一般 30d左右需要继代 1次 ,单代培养时间不

超过 90d。本实验在培养过程中加入硝普钠作为植株

老化缓解剂的效果十分明显 ,能够使单代培养时间增

加到 180d,转继代后活力未出现退化现象。这可能是

因为培养过程中硝普钠释放出信号物质 NO,改变了

离体条件下山银花正常的衰老进程 [9～ 11 ]。不仅如此 ,

本实验加入硝普钠后 ,植株色泽更绿。这与樊怀福

等 [12 ]发现的硝普钠能够提高胁迫条件下幼苗叶片叶

绿素含量的结论相符合。但是 ,本实验在培养后期还

出现部分添加硝普钠后的培养基易变成深绿色 ,具体

机理有待进一步的研究。

本实验以 MS、 White为无机营养培养山银花试

管苗时出现的叶片发黄脱落症状与保存后期出现的

老化现象有些相似 ,今后的研究工作中可以尝试用

N68结合硝普钠对试管苗保存培养 ,进行进一步的优

化研究。
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