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石刁柏 (Asparpgu$offleinalis L．)是具有较高经济价值．食用价值和药用价值的 

名贵蔬菜．至 70年代，我国大陆才开始有较大面积的栽培，近几年栽培面积和加工出 

口正在El益增加．石刁柏花药培养产生超雄二倍体 (YY)可以与雌株 (xx)杂交． 

生产 纯雄 株杂种 一代 (XY)．妊早 进行 这一研究 的是 Pellevier等 ”’，法 国学者 

Falavigna 0J’也用此法成功地培育出纯雄株一代杂种．我国大陆迄今尚未见关于石刁 

柏花药培养及其在育种上应用的研究报道． 

1 材料与方法 

供试 品种为石刁柏 ‘Mary Washington 500 ．采用其在花粉发育处于单拔靠边期的 

幼小花蕾，’用乙醇和升汞进行表面消毒灭菌后，于无茸条件下剥离花药，做为初扶培养 

的外植体，每培养接种 6个花药，每个试验处理调查数日不少于40个外植体．继代培 

养及分化培养时将愈伤组织切成 O．5cm 的小块做为外植体．每培养瓶接种 5个．每试 

验处理调查数日不少于 40个外植体．试验以Ms培养基作为基本培养基。附加 3％蔗 

糖，0．6％～0．7％琼脂，pH5．8．培养温度 26—28℃，以 I500～2000Ix光强的日光灯照 

明 I2h．染色体观察采用卡诺固定液 (乙醇 3：冰醋酸 I)固定．醋酸洋红染色，压片观 

察． 

2 结果与分析 

2．I 诱导愈伤组织培养基的筛选 

对预试验中能诱导出愈伤组织的7种培养基进一步进行筛选．】殖机区组设计，设 3 

次 重复 ．接种 后 60d调查 结果见表 1。在台有 1．0rag／L的 KT ‘1号培 养基)或 

1．0mg／L BA (8号培养基)中分别再加人 5．0rag／L NAA都可 良好地诱导愈伤组织 

产生．经多重比较 (新复极差法)．BA和 KT在成愈率上无显著性差异，并且形成 的 
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愈伤组织的生长量也较大，尤 1号培养基更为11』j显．直径不小于 0．5cm 的愈伤组织 

占接种花药总数的 20％，8号培养基 为 1 3 3％ 试验中还观察到由KT (1号培养基)诱 

导的愈伤组织生长形状极不规91lI．呈珊瑚状，生长速度特剐陕；由BA (8号培养基) 

诱导的愈伤组织为表面 比较平坦的圆形愈伤组织。生长速度较快；而由 2．4_D (9号培 

养基)诱导的愈伤组织则是疏松的． 

表 I 诱导愈伤组织培养基的筛选 

2．2 继代培养试验 

将 1号和 8号培养基诱导的愈伤组织分别在各自培养基上继代 1O代(每代 30d左 

右) 上，愈伤组织一直处于旺盛生长状态，每 30dl号培养基上的愈伤组织可增殖 8 
～ 1O倍．8号培养基上的愈伤组织可增殖 6～8倍。继代过程中部分愈伤组织块可再分 

化产生幼茎． 

2．3 愈伤组织分化成苗培养基的筛选 

用在 8号培养基上继代 5次的愈伤组织对不 激幕组戚的近 1 8种配方进行分化试 

验，从分化指数看，单独使用 BA 1．0rag／L为擐适宜，与0．1mg／LNA．配合使 

用时以 0，2mg／L最佳，与 0．05～0．1mg／LIBA配台也可较好地诱导分化成苗 (表 

略)．对 4种较好的分化培养基进一步筛选，试验按随机区组设计．设 3次重复．结果 

见表 2．对分化指数进行多重比较 (新复极差法)，表明 a培养基与 b培养基无显著性 

差异，而与 C及 d培养基则存在极显著差异．说明 a和 b分化培养基是诱导愈伤组织 

分化产生幼茎的适宜培养基。 

表2 愈伤组织分化培养基筛选 

注：1)分化的总芽敏与接种外植体敦的比值：2)发生幼茎分化的外植体占接种外植体教的“分 率 

2．4 不同培养基诱导的愈伤组织分化能力的差异 

KT组成的培养基 (1号培养基)和 BA组成的培养基 (8号坫养基)诱导产生的 

愈伤组织在各自培养基上继代培养后进行分化试验，所表现出的分化能力存在着帽当大 

的差异 (表 3)．KT的培养基诱导的愈伤组 在 4种分化培养基上的分化指数及分化书 

＼ 1 0 _一一 
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远远高于 BA组成的培养基诱导的愈伤组织． 

表3 不同培养基诱导的愈伤组缎的再分化f古况 

注：轰中敦培为接种后50d调壹的结果． 
xT组皮的培养基和日A组成的培养基诱导的愈伤组织在各自的培养基上继代培养 

时表现的分化能力也存在较大差异 (表 4)．KT组成的培养基诱导的愈伤组织在继代培 

养第 1代就表现较高的分化能力，具有较高的分化指数及分化卑．而 BA组成的培养基 

诱导的愈伤组謦{在继代培养的第 l代只有极少数愈伤组织发生分化．至第 2代分化指数 

及分化卑仍然很低． ． 

袁 4 斑伤蛆缎缝代培养过程中的分化情况 

综合分析上述试验结果．我们认为愈伤组织内部 KT的积券对其分化成茁有明显的 

促进作用．KT组成的培养基诱导出的愈伤组织由于积累了较多的KT．所以在分化培 

养n于就表现出较高的分化成苗能力 (表 3)．愈伤组织在 xT组成的培养基上继代培 

养．会使 KT的积累逐渐增加，其分化成 的能力也逐渐增强 (表 4)．本试验也不否 

定 BA积累的增多对愈伤组织分化成茁的促进作用，但可以肯定其促进作用远不如KT 

明显 ． 

2．5 愈伤组织的细胞学观察 

继代培养的愈伤组织中存在着极其广泛的染色体数门变异 (表 5)，观察的 58个分 

裂相中．单倍体 (月=10)和二倍体 (2n=20)细胞各占 3．4％和 41．4％．并存在大量 

非整倍体细胞，这一结果与 1"say等 “ 和 Fa；avigna等 。’在花药培养株中观察到的结 

果一致． 、 

多数报道认为在石刁鹅花药培养中，愈伤组织纲胞的染色体数目及倍性变异十分普 

j 
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遍．Inagaki等在培养 7～lOd的愈伤组织细胞中观察到单倍体细胞．但培养 20d以后 

就观察不到了，认为可能是单倍体细胞已加倍 “ ．八锹等 也认 为对花药培养得到的 

4n．2 植株不能断然否定其花粉起源，而应在成栋期用杂交法鉴定 “ ．据此我们认为 

奉试验所得到的非单倍体细胞乃至进一步试验所分化出的非单倍体植株中．有些也有起 

源于花粉的可能．此种单倍体是在以后 的培养过程中通过染色体的 自然加倍而产生二倍 

f车或多倍体植株． 

表 5 愈伤组织细胞中的染色体数目变异 

2．6 生根试验 

特愈伤组织再分化产生的幼茎从基部切下，接种于附加 O．1ing／L和 0．3rag／L的 

MS培养基上培养 30d，可达到 52．2％的生根卑．平均生根条数为 6．50，提高生根率及 

移栽成活宰 日前仍是石刁柏组织培养中荇遍存在的难题．正在进一步研究解决． 
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