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　　摘　要：以诸葛菜组织培养中产生的不定芽为繁殖体，海藻酸钠为包埋基质，添加纳米ＴｉＯ２
制作人工种皮，观察添加不同浓度的纳米ＴｉＯ２ 对诸葛菜人工种子萌发和抗菌能力的影响，将纳米

ＴｉＯ２ 与ＮＡＡ以及多菌灵的作用进行对比并研究共同作用。结果表明：纳米ＴｉＯ２ 具有与ＮＡＡ相

似的生长素作用，并且显著提高萌发生根速度，二者具有协同作用；无菌条件下０．１ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋
３０ｇ·Ｌ－１　ＴｉＯ２＋１／２ＭＳ＋３％蔗糖的组合使诸葛菜人工种子萌发率达到１００％，生根率达到８０％，
为最佳组合；有菌条件下添加３０ｇ·Ｌ－１纳米ＴｉＯ２ 试验组１５ｄ污染率仅为５．６％，萌发率达

８３．３３％，为最佳组合。纳米ＴｉＯ２ 和多菌灵混合作用反而使萌发率和抗菌能力大幅降低。
关键词：诸葛菜；人工种子；纳米ＴｉＯ２；萌发率
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　　人工种子（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　ｓｅｅｄｓ）是ＭＵＲＡＳＨＩＧＥ在１９７８年

国际园艺植物学会上首次提出的概念［１］，欧共体将人工种

子的研制列入“尤里卡”计划，我国也于１９８７年将其列入

国家高新技术研究与发展计划（８６３计划）。经过３０余年

的研究，现在主要形成了以海藻酸钠为包埋材料的人工种

子制作体系，通过调节激素和营养物质的配比来满足繁殖

体的生长需求，通过添加不同材料来改良人工种皮保水性

差、营养物质易泄露、抗污染能力差等［２－３］缺陷。

　　　　　　

　　纳米ＴｉＯ２ 是一种重要的功能材料，在建材、环保、医
疗、化妆品领域都有重要的应用前景［４］，其具有独特的光

催化作用［５］，在可见光尤其是紫外光照射下，具有极强的

氧化性和还原性，具备分解有机物和杀菌功能［６］。在植物

学领域目前纳米ＴｉＯ２ 多用于作物浸种研究，已经证明一

定浓度的纳米ＴｉＯ２ 对几种植物种子的萌发都有显著促

进作用［７－９］，但其很少被应用于人工种子的制作，张桂芳

等［１０］将纳米ＴｉＯ２ 应用于铁皮石斛人工种子制作，证明

纳米ＴｉＯ２ 可以明显提高萌发率。该试验在此基础上将

进一步讨论纳米ＴｉＯ２ 对人工种子萌发生根的影响，并
研究其在人工种子中的防腐杀菌作用。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供 试 所 用 包 埋 材 料 为 诸 葛 菜 组 培 苗 的 不 定 芽。
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不 定 芽 的 获 取 方 法：将 诸 葛 菜 组 培 苗 接 种 于 添 加 了

２．５ｍｇ·Ｌ－１　６－ＢＡ（６－苄氨基嘌呤），０．２ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ
（萘乙酸），琼脂含量为６．５ｇ·Ｌ－１的ＭＳ培养基上，环境

温度控制在（２４±１）℃；光照时间１２ｈ·ｄ－１；光照强度

２　０００～３　０００ｌｘ，３０ｄ后切取长度小于８ｍｍ的不定芽，
用无菌水洗净待用。

１．２　试验方法

１．２．１　诸葛菜人工种子无菌萌发试验　主要考察纳米

ＴｉＯ２ 和ＮＡＡ对诸葛菜人工种子影响的异同，以纳米

ＴｉＯ２ 和ＮＡＡ的浓度为变量。因纳米ＴｉＯ２ 会对海藻酸

钠的粘稠度和硬度产生影响，为方便试验，海藻酸钠（Ｓ．
Ａ．）的浓度参照纳米ＴｉＯ２ 的浓度做出适当变动。不含

有纳米ＴｉＯ２ 的试验组添加４％海藻酸钠，其它试验组每

增加１０ｇ·Ｌ－１纳米ＴｉＯ２ 就相应增加１％海藻酸钠，所
用试验组都添加３％蔗糖。最终设计１７种组合见表１。
在超净试验台上进行操作，将准备好的诸葛菜不定芽放

入１～１７组包埋材料中，用自制胶头滴管吸入一个不定

芽，滴 入 浓 度 为２％的 ＣａＣｌ２ 溶 液 中 进 行 离 子 交 换

１０ｍｉｎ，在无菌水中清洗５ｍｉｎ，放在ＭＳ＋０．６５％琼脂＋
３％蔗糖的培养基上进行培养，每个处理５颗种子，重复

３次。培养条件（２４±１）℃，光照时间１２ｈ·ｄ－１，光照强

度２　０００～３　０００ｌｘ，每天观察记录开始萌发生根时间，

３０ｄ后统计萌发生根率。
表１ 无菌试验组设计

　　Ｔａｂｌｅ　１ Ｓｔｅｒｉｌｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｅｓｉｇｎ

试验组

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｇｒｏｕｐ

ＴｉＯ２

／（ｇ·Ｌ－１）

海藻酸钠

Ｓ．Ａ．／％

萘乙酸

ＮＡＡ／（ｍｇ·Ｌ－１）

１　 １０　 ５　 ０．２
２　 ２０　 ６　 ０．２
３　 ３０　 ７　 ０．２
４　 ４０　 ８　 ０．２
５　 １０　 ５　 ０．１
６　 ２０　 ６　 ０．１
７　 ３０　 ７　 ０．１
８　 ４０　 ８　 ０．１
９　 １０　 ５　 ０．０
１０　 ２０　 ６　 ０．０
１１　 ３０　 ７　 ０．０
１２　 ４０　 ８　 ０．０
１３　 ０　 ４　 ０．０
１４　 ０　 ４　 ０．１
１５　 ０　 ４　 ０．２
１６　 ０　 ４　 ０．３
１７　 ０　 ４　 ０．４

１．２．２　诸葛菜人工种子有菌萌发试验　挑选无菌条件

下萌发生根效果最好的３组人工种子配方，并在原配方

基础上添加０、１０、２０ｇ·Ｌ－１多菌灵进行试验。在实验

室自然环境中制作人工种子，置于基质为珍珠岩的穴盘

中，基质中添加霍格兰培养液，每个试验组１２粒种子，重
复３次。盖上透明塑料盖，放在室外阴凉处自然环境下

萌发，３０ｄ温度范围１７～３０℃，平均每天日光直射时间

约为６ｈ，在１５、３０ｄ各观察１次萌发率和污染率。

１．３　项目测定

以繁殖体突破种皮３ｍｍ为标准判定人工种子萌

发，以生出肉眼可见须根判定为人工种子生根。萌发率

（％）＝出芽人工种子／播种总数×１００；生根率（％）＝生

根人工种子／播种总数×１００，污染率（％）＝肉眼可见污

染种子数／播种总数×１００。

２　结果与分析

２．１　纳米ＴｉＯ２ 对诸葛菜人工种子无菌条件下萌发、生
根率的影响

２．１．１　诸葛菜人工种子萌发和生根时间　由表２可以

看出，添加了纳 米ＴｉＯ２ 的 诸 葛 菜 人 工 种 子 在２ｄ开

始萌发，１３ｄ生 根；未 添 加 纳 米 ＴｉＯ２ 的 试 验 组 最 早

在７ｄ后开始萌发，１８ｄ开始生根。同一浓度ＮＡＡ条

件下纳米ＴｉＯ２ 浓度越高人工种子萌发速度越快，全部

超过未添加纳米ＴｉＯ２ 的试验组；生根速度与未添加纳

米ＴｉＯ２ 的 试 验 组 相 比 也 有 明 显 提 升，０．２ｍｇ·Ｌ－１

ＮＡＡ试验组人工种子生根速度在添加２０ｇ·Ｌ－１纳米

ＴｉＯ２ 时达到峰值，０．１ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ试验组人工种子

生根速度在添加３０ｇ·Ｌ－１纳米ＴｉＯ２ 时达到峰值，更高

浓度的纳米ＴｉＯ２ 反而导致生根速度变慢。表２中９～
１２组仅添加纳米ＴｉＯ２，１４～１７组仅添加ＮＡＡ，仅含有

纳米ＴｉＯ２ 试验组比仅含有ＮＡＡ试验组平均萌发时间

快３．２５ｄ，平均生根速度快２ｄ。１～８组为混合组，同时

含有纳米ＴｉＯ２ 和ＮＡＡ，平均萌发速度和平均生根速度

均快于单独添加其中一者。

２．１．２　ＮＡＡ和纳米ＴｉＯ２ 对诸葛菜人工种子的单独作

用　ＮＡＡ是一种生长素类激素，它起到与生长素类似

的作用，低浓度促进生长，高浓度抑制生长，甚至杀死

植物。试验的１４～１７组为仅添加ＮＡＡ一种生长激

素的人工种 子，１３组 为 空 白 对 照。其 人 工 种 子 萌 发

　　　　表２ 萌发生根时间

　　Ｔａｂｌｅ　２ Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｏｏｔｉｎｇ　ｔｉｍｅ

试验组

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｇｒｏｕｐ
１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７　 ８　 ９　 １０　 １１　 １２　 １３　 １４　 １５　 １６　 １７

开始萌发时间

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ／ｄ
５　 ３　 ３　 ２　 ５　 ３　 ３　 ４　 １０　 ６　 ４　 ４ － １３　 ９　 ７　 ８

开始生根时间

Ｒｏｏｔｉｎｇ　ｔｉｍｅ／ｄ
１５　 １３　 １８　 ２１　 ２０　 １６　 １４　 １５ － １９　 １８　 １７ － － ２２　 １８　 ２０
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率和生根率见图１。可以看出，随着ＮＡＡ水平的提升诸

葛菜人工种子的萌发率和生根率随之提高，在ＮＡＡ含

量为０．３ｍｇ·Ｌ－１时达到最高，萌发率１００％，生根率

６０％，０．４ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ反而使萌发率和生根率下降，
对诸葛菜人工种子生长产生抑制作用，与ＮＡＡ的特性

相符。试验的９～１２组为仅添加纳米ＴｉＯ２ 的人工种

子，１３组为空白对照。其人工种子萌发率和生根率见图

２。可以看出，在仅含有纳米ＴｉＯ２ 的诸葛菜人工种子

中，随着纳米ＴｉＯ２ 含量的增加诸葛菜人工种子萌发率

和生根率升高，在纳米ＴｉＯ２ 含量为３０ｇ·Ｌ－１时达到最

大值，分别为８７．５％和３７．５％，４０ｇ·Ｌ－１纳米ＴｉＯ２ 反

而使萌发率和生根率下降。对比图１、２的萌发生根率

变化趋势可以看出，纳米ＴｉＯ２ 在诸葛菜人工种子中发

挥与ＮＡＡ相类似的作用。单独添加纳米ＴｉＯ２ 和单独

添加ＮＡＡ的试验组萌发率和生根率变化趋势相同，都
存在一个能使对人工种子萌发生根起到最大作用的浓

度，更高的浓度则表现为对种子生长的抑制，由此可知，
纳米ＴｉＯ２ 可以作为一种植物生长素。只添加ＮＡＡ的

试验组比只添加纳米ＴｉＯ２ 的试验组萌发率平均提高

１２．９％，生根率平均高１２．５％。纳米ＴｉＯ２ 在促进诸葛

菜人工种子快速萌发生根方面作用更好，ＮＡＡ在提高

萌发生根率方面更为有效。

图１　只含ＮＡＡ种子３０ｄ萌发生根率

Ｆｉｇ．１　３０ｄａｙｓ　ＮＡＡ　ｓｅｅｄｓ’ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｏｏｔｉｎｇ　ｒａｔｅ

图２　只含纳米ＴｉＯ２ 种子３０ｄ萌发生根率

Ｆｉｇ．２　３０ｄａｙｓ　ｎａｎｏ　ＴｉＯ２ｓｅｅｄｓ’ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｏｏｔｉｎｇ　ｒａｔｅ

２．１．３　ＮＡＡ和纳米ＴｉＯ２ 在诸葛菜人工种子中的协同

作用　由图３、４可以看出，试 验 在０．１、０．２ｍｇ·Ｌ－１

ＮＡＡ水 平 上 分 别 添 加０、１０、２０、３０、４０ｇ·Ｌ－１纳 米

ＴｉＯ２，共１０组。在０．１ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ水平下当纳米

ＴｉＯ２ 含量达到３０ｇ·Ｌ－１时萌发率达到１００％，且并不

随纳 米 ＴｉＯ２ 浓 度 增 加 变 化，生 根 率 在 纳 米 ＴｉＯ２ 为

３０ｇ·Ｌ－１时达到８０％，继续增加纳米ＴｉＯ２ 浓度生根率

反而下降；在０．２ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ水平下当纳米ＴｉＯ２ 含

量达到１０ｇ·Ｌ－１时萌发率达到１００％并随着ＴｉＯ２ 浓度

增加几乎保持不变，生根率在ＴｉＯ２ 浓度为２０ｇ·Ｌ－１时

达到最高７３．３％，然后随着ＴｉＯ２ 浓度增加下降。在２
个水平的ＮＡＡ浓度下，添加纳米ＴｉＯ２ 都显著增加了人

工种子的萌发率，并且二者发挥协同作用使萌发率达到

最高后几乎维持不变，不随纳米ＴｉＯ２ 浓度增加变化，这
点与单独添加ＮＡＡ或纳米ＴｉＯ２ 的试验中萌发率存在

一个峰值不同，这种现象可能与２种物质对植物生长促

进作用的机理不同有关。二者在对生根率的影响却表

现出与单独添加２种物质的生根率曲线比较一致，都存

在通过不断添加激素或纳米材料使生根率上升的过程，
达到一个峰值后继续添加则会使生根率不断下降。这

可能是因为根部对生长素的浓度变化更为敏感。

图３　０．１ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ种子３０ｄ萌发生根率

Ｆｉｇ．３　３０ｄａｙｓ　０．１ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ　ｓｅｅｄｓ’

ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｏｏｔｉｎｇ　ｒａｔｅ

图４　０．２ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ种子３０ｄ萌发生根率

Ｆｉｇ．４　３０ｄａｙｓ　０．２ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ　ｓｅｅｄｓ’

ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｏｏｔｉｎｇ　ｒａｔｅ

２．１．４　ＮＡＡ和纳米ＴｉＯ２ 的最佳配比　从图５可以看

出，第１、２、３、４、７、８组萌发率均超过９０％，第１１组萌发

率达到８７．５％，均为萌发率较高的试验组，第１６组为仅

添加了０．３ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ的试验组。可以认为以上几

组纳米ＴｉＯ２ 和ＮＡＡ的不同配比组合在促进诸葛菜人

２２
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工种子萌发效果上等同于０．３ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ的促进效

果。生根率超过５０％的试验组有第２、３、６、７、１６组，其中

第２、７组萌发率较高，生根率超过仅含有０．３ｍｇ·Ｌ－１

ＮＡＡ的第１６组，分别为７３．３％和８０．０％，是较优组合，
因此选取２、７、１６组材料配比作为有菌萌发的试验基础。

图５　无菌条件下３０ｄ种子萌发生根率

Ｆｉｇ．５　３０ｄａｙｓ　ｓｅｅｄｓ’ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｏｏｔｉｎｇ　ｒａｔｅ　ｕｎｄｅｒ
ｓｔｅｒｉｌｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２．２　纳米ＴｉＯ２ 的抗菌作用

各试验组萌发率基本在１５ｄ达到最大，３０ｄ因污染

或纳米ＴｉＯ２ 的毒性部分诸葛菜死亡，没有试验组种子

可以生根。
试验组１是不添加任何杀菌剂的空白对照组，在有

菌环境下不能成活。由表３可以看出，１％的多菌灵不

能起到防止人工种子污染的作用，２％多菌灵可以起到

一定抗菌作用，但会杀死全部诸葛菜外植体。只添加纳

米ＴｉＯ２ 的２组都有较高萌发率，添加３０ｇ·Ｌ－１　ＴｉＯ２
的组７在１５ｄ污染率为５．６％，３０ｄ污染也仅为３０．６％，
虽然萌发率比试验组４略低，但综合来看，可以认为是

最佳组。第５、６、８、９组是混合组，在一定浓度ＴｉＯ２ 基础

上同时添加多菌灵显著降低萌发率，添加２％多菌灵会

杀死全部人工种子。
从试验结果可知，多菌灵作为传统杀菌剂用于诸葛

菜人工种子防腐效果并不理想，浓度还未达到对环境污

染有较好的抑制效果就足以杀死诸葛菜外植体，这与多

菌灵在其它植物人工种子中的表现不同［１１－１２］，这可能是

因为包埋选择的繁殖体不同，不同植物对多菌灵的耐受

性有差异；与多菌灵相比纳米ＴｉＯ２ 在阳光照射下有显

著的抗菌作用且毒害作用小。二者混合后抗菌能力显著

下降，这可能因为多菌灵作为有机物会被纳米ＴｉＯ２ 的光

催化作用降解［１３］，消耗了一部分光反应中产生的·ＯＨ，
羟自由基决定纳米ＴｉＯ２ 抗菌能力［１４］，并且多菌灵的添

加降低了种子透光性，从而降低了光反应的效率，二者

作用相互抵消，但一同添加对外植体的毒性并没有降

低，因此表现为萌发率低抗菌效果差。
因为不能生根，纳米ＴｉＯ２ 在幼苗体内积累，时间越

久毒害作用越强，３０ｄ萌发的幼苗部分死亡，剩下幼苗

始终不能像在无菌环境中那样生根转株，可能是因为自

然界环境远不及实验室光照和温度稳定，也可能和培养

的基质有关。
表３ 有菌１５ｄ萌发率和污染率

　　Ｔａｂｌｅ　３　　　　１５ｄａｙｓ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ ％

试验组

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐ

杀菌剂

Ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄｅ

１５ｄ萌发率

１５ｄａｙｓ

ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ

１５ｄ污染率

１５ｄａｙｓ

ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ

３０ｄ污染率

３０ｄａｙｓ

ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ

１ 空白 ０．００　 １００．００　 １００．００

２　 １％ 多菌灵 ０．００　 １００．００　 １００．００

３　 ２％ 多菌灵 ０．００　 ５５．６０　 １００．００

４　 ２０ｇ·Ｌ－１　ＴｉＯ２ ９１．６７　 １１．１０　 ４７．２０

５
１％ 多菌灵＋

２０ｇ·Ｌ－１　ＴｉＯ２
１１．１１　 ３３．３０　 ８０．６０

６
２％ 多菌灵＋

２０ｇ·Ｌ－１　ＴｉＯ２
０．００　 ２７．８０　 ８３．３０

７　 ３０ｇ·Ｌ－１　ＴｉＯ２ ８３．３３　 ５．６０　 ３０．６０

８
１％ 多菌灵＋

３０ｇ·Ｌ－１　ＴｉＯ２
１９．４４　 ２５．００　 ７２．２０

９
２％ 多菌灵＋

３０ｇ·Ｌ－１　ＴｉＯ２
０．００　 ２７．８０　 ７５．００

３　结论与讨论

该试验进行了种皮含有纳米ＴｉＯ２ 的诸葛菜人工种

子制作、萌发生根效果、人工种子防腐等方面的研究。
试验结果表明，在无菌条件下萌发率最高可达到１００％，
生根率最高可达到８０％。ＮＡＡ与纳米ＴｉＯ２ 具有协同

作用，二者作用机理不同［１５］，ＮＡＡ是一种生长素，普遍

认为生长素是通过细胞壁可塑性的增加活化细胞中的

质子泵，将Ｈ＋导入细胞壁中使细胞壁酸化，使细胞壁中

对酸不稳定的键断裂，使细胞壁中的某些多糖水解酶活

化或增加，从而使连接木葡聚糖与纤维素微纤丝之间的

键断裂，使细胞壁松驰，细胞的压力势下降，导致细胞的

水势下降，细胞吸水，体积增大而发生不可逆增长。纳

米ＴｉＯ２ 在光照条件下会产生大量羟基自由基，植物所

处环境中的自由基含量的升高可直接作用于植物体或

诱导植物体内自由基含量的升高，一方面羟基自由基的

增加使植物细胞的ｐＨ增大，植物为了平衡自身内部环

境提高质子泵效率，产生大量Ｈ＋，酸化细胞壁，从而达

到和生长素类似的效果；另一方面羟基自由基的增加诱

导植物抗氧化系统活力的提高，提高植物抗逆能力，激
发多种生理功能［１６－１７］，但当环境中自由基过多，超过植

物自身清除能力时就会表现为对植物的损伤和抑制；张
萍［１８］在黄瓜叶片上喷洒纳米ＴｉＯ２，通过测量光合机能、
光合色素含量、植株生长量、根系活力等多个方面植物

生理指标支持了这一说法。试验证明二者共同作用不

仅 可 以 提 高 萌 发 生 根 率，还 可 以 显 著 提 高 萌 发 生 根

速度。
在有菌条件下，诸葛菜人工种子萌发率为０，添加传

３２
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统杀菌剂多菌灵不能解决诸葛菜人工种子萌发率低污

染率高的问题，但是添加２０ｇ·Ｌ－１纳米ＴｉＯ２ 作为防腐

剂可使人工种子萌发率达到９１．６７％，３０ｇ·Ｌ－１的纳米

ＴｉＯ２ 可使人工种子在１５ｄ内基本不受污染，这为人工

种子防腐能力的研究提供了新的思路。
试验中虽然添加纳米ＴｉＯ２ 可以显著改善其抗污染

能力，但如果种子不能快速生根从外界获取养分，纳米

ＴｉＯ２ 会使幼苗体内自由基含量过高，损伤组织，使叶片

发白，最终植株死亡。目前研究主要通过添加保水剂来

增强人工种子保水能力，多种杀菌剂混合使用来提高人

工种子抗菌能力，但效果都不明显。想要解决以上２种

问题需要发现新的包埋材料，或者多层包埋将杀菌剂置

于外种皮，营养物质和激素置于内种皮，来减轻杀菌剂

对种子的毒害作用，减少内层营养物质的污染，以提高

诸葛菜人工种子的萌发率、生根率和抗菌能力，这将是

下一步研究的思路。
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