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(57)摘要

本发明提供了一种鸡骨常山种苗的组培快

繁和离体保存方法，涉及种质保存技术领域。本

发明以鸡骨常山的带芽茎段为对象，通过外植体

消毒，初代培养获得不定芽，并对其进行增殖诱

导、生根和离体保存等，建立了鸡骨常山的组培

快繁和离体保存体系，月增殖系数达1：4，离体保

存继代周期达1年左右。利用本发明所述组培快

繁和离体保存方法，延长离体保存的时间，可以

降低组培苗转接工作量，也避免了连续多次继代

引起遗传性改变的可能，为种质保存和可持续利

用提供了保证。
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1.一种鸡骨常山种苗的组培快繁和离体保存方法，其特征在于，包括以下步骤：(1)将

消毒后的幼嫩侧芽茎段为外植体，将所述外植体转移至初代培养基上进行初代培养，得无

菌新芽；所述初代培养基由MS培养基、6‑BA0.5mg/L、NAA0.2mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L

组成，pH值为5.8；

(2)将所述无菌新芽转到增殖培养基上继续培养，得丛生芽；所述增殖培养基由MS培养

基、6‑BA0.3～1.0mg/L、IAA0.2mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L组成，pH值为5.8；

(3)将所述丛生芽切割成单芽后接种于生根培养基上进行生根培养，得生根组培苗；所

述生根培养基由1/2MS培养基、IAA0 .1～1.0mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L组成，pH值为

5.8；得到生根组培苗后，待所述生根组培苗生根2～4条、根长2～3cm时进行移栽，所述移栽

前还包括炼苗，所述移栽的移栽基质为腐叶土和生红土的混合基质，所述腐叶土和生红土

的体积比为1：  1；

(4)将所述生根组培苗转移至离体保存培养基上进行离体保存；所述离体保存培养基

由1/2MS培养基、IAA1.0mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L组成，pH值为5.8；

步骤(1)所述初代培养、步骤(2)所述继续培养、步骤(3)所述生根培养和步骤(4)所述

离体保存的温度均为25±3℃，光照强度均为20～40μmol/(m2·s)，光照时间均为12h/d。

2.根据权利要求1所述组培快繁和离体保存方法，其特征在于，步骤(1)所述消毒包括：

将幼嫩的侧芽茎段浸泡在肥皂水中，经自来水冲洗1h后，于无菌环境中剪成带单个芽的茎

段，用体积百分含量为75％的酒精消毒10s，无菌水冲洗3遍，用质量百分含量为0.1％的升

汞溶液进行表面消毒6～8min，无菌水清洗3～5次。
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一种鸡骨常山种苗的组培快繁和离体保存方法

技术领域

[0001] 本发明属于种质保存技术领域，具体涉及一种鸡骨常山种苗的组培快繁和离体保

存方法。

背景技术

[0002] 鸡骨常山(Alstonia  yunnanensis)为夹竹桃科鸡骨常山属植物，是我国的特有物

种，分布在我国西南地区海拔1100～2400米的山坡或沟谷地带。其根和叶均作药用，根中所

含的单萜吲哚生物碱具有降低血压作用，是开发天然降血压药物的重要野生植物种质资

源；鸡骨常山花期较长，花紫红色有香气，高脚碟状的花朵多朵簇生于枝顶，极具观赏价值；

植株株型为高在2米左右的直立灌木，并具多分枝，且分枝耐修剪，很适合丛植篱植美化环

境，具有重要的园林绿化应用价值。目前，鸡骨常山多采用种子播种、分株或扦插繁殖，繁殖

效率低，无法满足规模化种苗生产的要求。

发明内容

[0003] 有鉴于此，本发明的目的在于提供一种鸡骨常山种苗的组培快繁和离体保存方

法，有效地解决鸡骨常山的组培快繁问题，大大延长离体保存周期，有利于鸡骨常山种质资

源的保存和开发利用，为今后的资源挖掘奠定基础。

[0004] 为了实现上述发明目的，本发明提供以下技术方案：

[0005] 本发明提供了一种鸡骨常山种苗的组培快繁和离体保存方法，包括以下步骤：(1)

将消毒后的幼嫩侧芽茎段为外植体，将所述外植体转移至初代培养基上进行初代培养，得

无菌新芽；所述初代培养及以MS培养基为基本培养基，还包括6‑BA  0.5mg/L、NAA  0.2mg/L、

蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8；

[0006] (2)将所述无菌新芽转到增殖培养基上继续培养，得丛生芽；所述增殖培养基以MS

培养基为基本培养基，还包括6‑BA  0.3～1.0mg/L、IAA  0.2mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，

pH值为5.8；

[0007] (3)将所述丛生芽切割成单芽后接种于生根培养基上进行生根培养，得生根组培

苗；所述生根培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括IAA  0.1～1.0mg/L、蔗糖20g/L和

琼脂5.6g/L，pH值为5.8；

[0008] (4)将所述生根组培苗转移至离体保存培养基上进行离体保存；所述离体保存培

养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括IAA  1.0mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为

5.8。

[0009] 优选的，步骤(1)所述消毒包括：将幼嫩的侧芽茎段浸泡在肥皂水中，经自来水冲

洗1h后，于无菌环境中剪成带单个芽的茎段，用体积百分含量为75％的酒精消毒10s，无菌

水冲洗3遍，用质量百分含量为0.1％的升汞溶液进行表面消毒6～8min，无菌水清洗3～5

次。

[0010] 优选的，步骤(3)得到生根组培苗后，待所述生根组培苗生根2～4条、根长2～3cm
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时进行移栽。

[0011] 优选的，所述移栽前还包括炼苗。

[0012] 优选的，所述移栽的移栽基质为包括腐叶土和生红土的混合基质，所述腐叶土和

生红土的体积比为1:1。

[0013] 优选的，步骤(1)所述初代培养、步骤(2)所述继续培养、步骤(3)所述生根培养和

步骤(4)所述离体保存的温度均为25±3℃，光照强度均为20～40μmol/(m2·s)，光照时间

均为12h/d。

[0014] 本发明提供了一种鸡骨常山种苗的组培快繁和离体保存方法，以鸡骨常山的带芽

茎段为对象，通过外植体消毒，初代培养获得不定芽，并对其进行增殖诱导、生根和离体保

存等，建立了鸡骨常山的组培快繁和离体保存体系，月增殖系数达1：4，离体保存继代周期

达1年左右。该方法有效地解决了鸡骨常山的组培快繁问题，大大延长了离体保存周期，有

利于鸡骨常山种质资源的保存和开发利用，为今后的资源挖掘奠定基础。在本发明的实施

例中，初代培养时诱导率达到85％，带芽茎段基部虽出现少量愈伤组织，但新生芽叶片绿

色，生长较快；继续培养时增殖系数最高可达4.5；不定芽生根培养时的生根率可达88％；当

鸡骨常山生根3条左右、长约2～3cm时进行移栽，移栽成苗率90％以上；完成生根形成完整

植株后，在离体保存培养基上可以离体保存12个月左右，且苗绿叶片伸长。利用本发明所述

组培快繁和离体保存方法，延长离体保存的时间，可以降低组培苗转接工作量，也避免了连

续多次继代引起遗传性改变的可能，为种质保存和可持续利用提供了保证。

附图说明

[0015] 图1为本发明鸡骨常山组培丛生芽诱导情况；

[0016] 图2为本发明鸡骨常山组培苗生根情况。

具体实施方式

[0017] 本发明提供了一种鸡骨常山种苗的组培快繁和离体保存方法，包括以下步骤：(1)

将消毒后的幼嫩侧芽茎段为外植体，将所述外植体转移至初代培养基上进行初代培养，得

无菌新芽；所述初代培养及以MS培养基为基本培养基，还包括6‑BA  0.5mg/L、NAA  0.2mg/L、

蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8；

[0018] (2)将所述无菌新芽转到增殖培养基上继续培养，得丛生芽；所述增殖培养基以MS

培养基为基本培养基，还包括6‑BA  0.3～1.0mg/L、IAA  0.2mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，

pH值为5.8；

[0019] (3)将所述丛生芽切割成单芽后接种于生根培养基上进行生根培养，得生根组培

苗；所述生根培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括IAA0.1～1.0mg/L、蔗糖20g/L和

琼脂5.6g/L，pH值为5.8；

[0020] (4)将所述生根组培苗转移至离体保存培养基上进行离体保存；所述离体保存培

养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括IAA  1.0mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为

5.8。

[0021] 将消毒后的幼嫩侧芽茎段为外植体，将所述外植体转移至初代培养基上进行初代

培养，得无菌新芽；所述初代培养及以MS培养基为基本培养基，还包括6‑BA  0.5mg/L、NAA 
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0.2mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8。

[0022] 本发明将消毒后的幼嫩侧芽茎段为外植体，将所述外植体转移至初代培养基上进

行初代培养，得无菌新芽；所述初代培养及以MS培养基为基本培养基，还包括6‑BA  0.5mg/

L、NAA  0.2mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8。本发明所述幼嫩侧芽茎段优选取自

鸡骨常山健壮单株新抽出的侧芽茎段，对其进行消毒后作为外植体，所述消毒优选包括：将

幼嫩的侧芽茎段浸泡在肥皂水中，经自来水冲洗1h后，于无菌环境中剪成带单个芽的茎段，

用体积百分含量为75％的酒精消毒10s，无菌水冲洗3遍，用质量百分含量为0.1％的升汞溶

液进行表面消毒6～8min，无菌水清洗3～5次。本发明所述肥皂水的质量浓度优选为1％，且

在所述肥皂水中的浸泡时间优选为10min。本发明所述升汞溶液表面消毒的时间优选为

8min。

[0023] 本发明将所述外植体转移至初代培养基上进行初代培养，所述初代培养基的侧芽

诱导率可达85％，带芽茎段基部虽出现少量愈伤组织，但新生芽叶片绿色，生长较快。本发

明所述初代培养的温度优选为25±3℃，光照强度优选为20～40μmol/(m2·s)，光照时间优

选为12h/d。

[0024] 得无菌新芽后，本发明将所述无菌新芽转到增殖培养基上继续培养，得丛生芽；所

述增殖培养基以MS培养基为基本培养基，还包括6‑BA  0.3～1.0mg/L、IAA  0.2mg/L、蔗糖

20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8。本发明优选将生长良好的新芽转到增殖培养基上继续培

养，所述继续培养的条件参数优选与初代培养相同，在此不再赘述。本发明所述增殖培养基

中包含6‑BA，所述6‑BA的浓度优选为1.0mg/L，在此浓度下的增殖培养基，其增殖系数可达

4.5，且植株生长旺盛，叶片浓绿，有根叶伸展。

[0025] 得丛生芽后，本发明将所述丛生芽切割成单芽后接种于生根培养基上进行生根培

养，得生根组培苗；所述生根培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括IAA  0.1～1.0mg/

L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8。本发明所述生根培养基中包含IAA，所述IAA的浓度

优选为1.0mg/L，在此浓度下的生根培养基中，生根率可达88％，生根条数可达2～5条，根粗

约0.2cm，植株生长健壮。本发明所述生根培养的条件参数优选与初代培养相同，在此不再

赘述。

[0026] 在本发明中，当所述生根组培苗生根2～4条、根长2～3cm时优选可进行移栽，在所

述移栽前优选还包括炼苗，所述炼苗优选为：将生根瓶苗从瓶内取出，用清水洗去根部附着

的培养基，将小苗根部朝下放入育苗盆中，育苗盆预先装有3～4cm深的自来水，在育苗盆中

炼苗1～2天后再打开育苗盆的盖炼苗2天，然后进行移栽。本发明所述移栽时的移栽基质优

选为包括腐叶土和生红土的混合基质，所述腐叶土和生红土的体积比为1:1。本发明在所述

移栽后，优选浇足定根水，可用塑料薄膜覆盖保湿，待试管苗长出新叶后去膜粗放管理，移

栽成苗率90％以上。

[0027] 得生根组培苗后，本发明将所述生根组培苗转移至离体保存培养基上进行离体保

存；所述离体保存培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括IAA  1.0mg/L、蔗糖20g/L和

琼脂5.6g/L，pH值为5.8。本发明所述离体保存的条件参数优选与初代培养相同，在此不再

赘述。本发明可在所述离体保存培养基上可以离体保存12个月左右。

[0028] 下面结合实施例对本发明提供的一种鸡骨常山种苗的组培快繁和离体保存方法

进行详细的说明，但是不能把它们理解为对本发明保护范围的限定。
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[0029] 实施例1

[0030] 1、外植体消毒

[0031] 取鸡骨常山健壮单株新抽出的侧芽茎段为外植体，用1％肥皂水浸泡10min，再经

自来水冲洗1h后拿到超净台上，剪成带单个芽的茎段，用75％的酒精消毒10s，无菌水冲洗3

遍，用0.1％升汞溶液进行表面消毒3～8min，无菌水清洗3～5次，先接种于不添加任何激素

的基本培养MS上，为避免交叉污染，每瓶放置1个带芽茎段。所有培养基均添加蔗糖20g/L，

琼脂5.6g/L固化(后文同理)，调整pH值为5.8，培养温度均为25±3℃，光照强度20～40μ

mol/(m2·s)，光照12h/d。在不同的初代培养基中接入带芽茎段后即每天观察，3d后陆续出

现污染，30d后以消毒处理8min的污染率最低，消毒效果最好，见表1。

[0032] 表1  鸡骨常山茎段不同消毒时间的污染情况

[0033]

[0034] 2、鸡骨常山带芽茎段初代培养

[0035] 以MS为基本培养基，添加不同浓度的细胞分裂素6‑BA(0.3mg/L、0.5mg/L、1.0mg/

L、1.5mg/L、2.0mg/L、3.0mg/L)和细胞生长素萘乙酸(0.2mg/L)对鸡骨常山茎段诱导培养基

进行初代培养，以期获得无菌新芽。结果表明，在MS+0.5mg/L  6‑BA+0.2mg/LNAA培养基上，

诱导率达到85％，带芽茎段基部虽出现少量愈伤组织，但新生芽叶片绿色，生长较快。

[0036] 表2  鸡骨常山茎段初代培养培养基筛选

[0037]

[0038] 3、鸡骨常山丛生芽诱导培养基筛选

[0039] 将生长良好的芽转到增殖培养基上继续培养。培养基中添加IAA(0.2mg/L)、萘乙

酸NAA(0.2mg/L)和6‑BA(0.3mg/L、0.5mg/L、1.0mg/L)，共六个处理，每个处理接种20瓶，每
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瓶5个外植体。一个月后统计增殖系数。从表3可以看出，在所试验的6个组合中，各培养基中

都有芽增殖现象，其中以MS+6‑BA1.0+IAA0.2处理增殖效果最好，增殖系数达4.5(图1)，显

著高于其他处理。

[0040] 表3  鸡骨常山丛生芽诱导培养基筛选

[0041]

[0042]

[0043] 4、生根培养基筛选

[0044] 将诱导得到的丛生芽切割成单芽接种到不同生根培养基上进行培养。以1/2MS为

基本培养基(仅大量元素减半)，将不同浓度的IBA(0 .1mg/L、0 .3mg/L、0 .5mg/L)、IAA

(0.1mg/L、0.3mg/L、1.0mg/L)和NAA(0.1mg/L、0.2mg/L、0.3mg/L)进行组合处理，以期获得

适合的生根培养基。选取芽条高度在3cm以上，每个处理接种20瓶，每瓶5个外植体，30d后统

计生根率。在培养基1/2MS+IAA1.0上生根培养，生根率可达88％(图2)，生根条数可达2～5

条，根粗约0.2cm，植株生长健壮，见表4。

[0045] 表4 生根培养基筛选

[0046]
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[0047] 5、组培苗生根

[0048] 当鸡骨常山生根3条左右、长约2～3cm时，即可作移栽准备。首先，将生根瓶苗从瓶

内取出，用清水洗去根部附着的培养基，将小苗根部朝下放入育苗盆中，育苗盆预先装有3

～4cm深的自来水，在育苗盆中炼苗1～2d后再打开育苗盆的盖炼苗2d，然后进行移栽。移栽

基质为(体积比)腐叶土：生红土＝1：1的混合基质，栽好后浇足定根水，可用塑料薄膜覆盖

保湿，待试管苗长出新叶后去膜粗放管理，移栽成苗率90％以上。

[0049] 6、离体保存

[0050] 在培养基1/2MS+IAA  1 .0上完成生根并形成完整植株后，可以离体保存12个月左

右，且苗绿叶片伸长。

[0051] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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图1

图2
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