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台灣山蘇花葉原體組織培養之研究 1 

全中和 2 

摘要 

台灣山蘇花葉原體培養在不含生長素的 MS 半固體培養基上培養，三個月後可清楚看見

由培植體表面長出類似癒合組織之凸起物，將這些凸起物分切數塊放入 1/2MS液體培養基內

懸浮培養二週，可形成兩倍的癒合組織，取這些癒合組織放入添加 Benzyl adenine (BA)0.2∼

5mg/l的MS半固體培養基上培養，可形成大量芽體和癒合組織。若將葉原體直接培養在添加

BA 5mg/l的MS半固體培養基上，則三個月後可清楚的看見由培植體表面形成多個芽原體，

經過分切之後再放入 1/2MS液體培養基內懸浮培養二週後，可形成更多類似芽原體和癒合組

織，將這些組織繼代至含 BA 0.2∼5mg/l的MS或 1/2 MS半固體培養基上培養則會形成叢生

芽體和多數癒合組織。芽體的形成以 1/2MS培養基較全量MS培養基為佳，而芽體的生長以

全量MS培養基較好；芽體形成的數量以添加 5mg/l BA的培養基為最多，此外，添加 300mg/l

酪素水解物(casein hydrolysate)有助於芽體的生長。 

( 關鍵字：台灣山蘇花、葉原體 ) 
1.花蓮區農業改良場研究報告第 150 號，本研究經費承中正農業科技社會公益基金會補助(計

畫編號：86中基-農-48)，謹致謝意。 
2.花蓮區農業改良場作物改良課助理研究員。 

前言 

臺灣山蘇花(Asplenium nidus L.)屬於鐵角蕨科(Aspleniaceae)，鐵角蕨屬，別稱鳥巢蕨、巢

蕨，為大型的著生或岩生蕨類，原產於臺灣、琉球、中國大陸南部等地，是切葉及盆花的好

材料，近年來更出現大規模葉菜用企業化栽培，種苗大多由山採而來，由於需求量相當大，

已使得原生地的自然生態受到嚴重的破壞，因此，要如何大量繁殖種苗以減少山採的發生，

實有其必要性。 

傳統蕨類的繁殖方法有二種，其一是利用孢子繁殖，其二是無性的分株法(賴等 1984 )，

利用孢子繁殖時，其孢子發芽率不穩定，需時甚久，不易控制其生產量(葉、李 1989，陳 1996 )；

利用分株法繁殖，則數量相當有限，二者皆無法於短時間內達到大量繁殖的目的，因此若能

找出經由生長點，葉或氣根等進行組織培養的大量繁殖法，將使本土野生蕨類之開發利用，

更向前邁進一大步。 

蕨類植物利用組織培養繁殖早在 1960年代早期即已開始，在鐵線蕨科(Adiantaceae)、鳳

尾蕨科(Pteridordeae)、烏毛蕨科(Blechnaceae)等多種蕨類都曾利用假莖尖端(Rhizome tip)和走

莖尖端(Runner tip)誘導產生不定芽(Adventitious shoots)(Torres 1988，Fern’andez et al. 1996)；

賴等(1984 )以腎蕨氣根誘導產生之葉再誘導產生擬芽體，可加速芽體的產生；波斯頓腎蕨已
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是目前利用組織培養進行商業生產種苗很好的例子(葉 1987、陳 1996)；在鹿角蕨利用幼葉的

葉割體(leaf explants )以組織培養法亦可大量生產(賴等 1984，Camloha et al. 1994)，賴等(1994)

並指出在 6~8 個月的短時間內，可自一個葉割體繁殖近百萬株的植物體。台灣山蘇花目前在

組織培養繁殖種苗上的探討以葉等(1989)利用孢子無菌播種所作的研究最詳細，雖然可以達

到大量繁殖種苗的目的，惟其由孢子發芽至可以上盆的時間仍相當的長，因此本試驗的目的

即在於探討利用葉原體來繁殖種苗並加速其繁殖速度。 

材料與方法 

一、材料： 

原生於花蓮山區五年生以上之大型臺灣山蘇花短縮莖內的葉原體。 

二、方法： 

(一)消毒方法： 

將臺灣山蘇花短縮莖上部黑褐色密生的鱗片去除之後，用刀片將短縮莖內部之葉原體部

分取出，切成邊長約 0.5到 1cm的正方形，以 75%酒精浸漬約 20秒後再以 2%次氯酸鈉(Sodium 

hypochlorite with active, chlorine 5% C1)加入 2滴展著劑(Tween 20)消毒 20分鐘之後再以 1%次

氯酸鈉消毒 20分鐘，最後以無菌水沖洗 2次。經過上述程序處理之後，切除培植體四週白化

的部分，直接放在半固體培養基上培養。 

(二)培養基配製： 

培養基採用MS(Murashige and Skoog 1962 )基本鹽類配方，但氮的含量分全量及 1/2量，

其他添加物有 Inositol(100mg/l)，Nicotinic acid (0.5mg/l)，Pyridoxin (0.5mg/l)，Thiamine_HCL 

(0.1mg/l)，Glycine(2.0mg/l)等，Sucrose以 30g/l為主，並以 20g/l作比較，Agar為 8.5g/l，PH

值為 5.7，本試驗所採用的培養基主要組成元素的濃度列如表一。培養過程中為使癒合組織增

加，使用懸浮培養之 1/2MS液體培養基，成份與 1/2MS半固體培養基相同，惟不加 agar。 

(三)培養步驟與條件： 

試驗開始分別以無生長素之MS培養基及添加 5 mg/l BA的MS培養基( F3 )對葉原體的

芽體誘導作比較；接著比較 BA濃度對於由芽原體及癒合組織誘導產生芽體之影響，BA添加

的濃度為 0.2( F1 )、1( F2 )及 5mg/l。另外為促進芽體的生長，添加 250mg/l酪素水解物( a8 )

與未添加者作比較，每種比較每個處理 4 重複，每重複接種 5支試管；為了解花寶一號葉肥

是否適合用在山蘇的組織培養，嘗試應用蝴蝶蘭常用的花寶一號 3g/l( 王和李 1992 )作為基本

鹽類配方(R1)； 

表一、培養基主要元素組成份與生長素含量 

Table 1．Major element composition and growth regulator of medium 

Code of medium 
Major element 

MS 1/2MS(1) a8 F1 F2 F3 N1 R1 
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-------------------mg/l--------------------------- 

KNO3 1900 950 950 1900 1900 1900 1900 — 

NH4NO3 1650 825 825 1650 1650 1650 1650 — 

MSB-MSE full full full full full full full — 

MSF full full full full full full full full 

花寶 1號 — — — — — — — 3000 

BA — — — 0.2 1 5 — — 

NAA — — — — — — 0.1 0.1 

sugar 30 30(20) 30 30 30 30 30 30 

Casein hydrolysate — — 250 — — — — — 

試驗中所用的培養容器為直徑 2.8cm，高 9cm 之透明玻璃平底試管，內裝培養基 8ml；

培養室採太陽燈管照明，每日照光 16小時，光度約 2500lux，溫度控制於 25±3oC。 

(四)調查方法： 

山蘇花葉原體培養後，分別調查癒合組織及芽苞形成情形，不同流程培養基培養之後每

個月分別調查芽體數、葉數、根數及癒合組織形成百分比，並以 Duncan’s multiple range test

測定處理間之差異。 

表二、MS培養基誘導流程對山蘇葉原體培養之影響 

Table 2. The effect of Induction process of MS culture medium on Asplenium nidus leaf primordia 

cultivation. 
培養基 

media ** 
培養支數 

No. of explant 
芽數 

Buds/explant
葉數 

leaves/explant 
根數 

roots/explant 
癒合組織(%)

Calli(%) 

1/2MS 20 4.1a* 14.5b 0.7a 10b 

MS 20 2.9c 13.2b 0.3b 20a 

a8 20 3.5b 20.7a 0.9a 0c 

*Means followed by the same letter of a column are not significantly different at 5% level by 

Duncan’s multiple range test. 

**Representation of cultivate process.(sus express suspension) 

MS- N1- 1/2MS (sus) - R1- 1/2MS ( MS, a8 ) 
表三、含 BA之MS培養基誘導流程對山蘇葉原體培養之影響 

Table 3. The effect of induction process of MS culture medium with BA on Asplenium nidus leaf 

primordia cultivation. 
培養基 培養支數 芽數 葉數 根數 癒合組織(%)
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media ** No.of explant Buds/explant Leaves/explant roots/explant Calli(%) 

1/2MS1  20 24.5a* 94.9a 0 10 

1/2MS 20 18.6b 70.3b 0 10 

MS 20 5.8c 13.2d 0 10 

a 8 20 8.1c 31.3c 0 10 

*Means followed by the same letter of a column are not significantly different at 5% level by 

Duncan’s multiple range test. 

**Representation of cultivate process.(sus express suspension) 

F3-F 1-1/2MS(sus) - F3-1/2MS1 (1/2MS, MS, a8) 

圖一、山蘇葉原體培養於 MS 培養基上三個月

產生類似癒合組織之凸起物 

Fig 1. The callus formed from the leaf primordia 

of Asplenium nidus in MS medium after 

three months. 

圖二、山蘇葉原體經 MS-N1-MS培養流程產生

的癒合組織及芽原體 

Fig 2. The calli and shoot primordia were formed 

from the leaf primordia of Asplenium 

nidus after a series of cultivating process 
with different media ：MS,N1 and MS one 

after another. 

圖三、山蘇葉原體經 MS-N1-MS 培養流程後芽 圖四、山蘇葉原體培養於含 BA 5mg/l 的 MS
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體成長情形 

Fig 3. The growing shoots of Asplenium nidus

after a series of cutivating process with 

MS,N1and MS one after another. 

培養基上三個月直接由培植體表面產

生芽原體 

Fig 4. The shoot primordia initiatel from the 

surface of explant in the MS medium with 

5mg/l of BA after three-month cultivation.

圖五、山蘇葉原體經 F3-F1-1/2MS(sus)-F3培養

流程產生的叢生不定芽 

Fig 5. Clustered adventitious buds were induced 

from the leaf primordia of Asplenium nidus

after a series of cultivating process with 
different media：F3,F1,1/2MS(sus) and F3

one after another. 

圖六、山蘇葉原體經  F3-F1-1/2MS(sus)-F3-a8

培養流程產生的小苗 

Fig6. The plantlets of Asplenium nidus formed 

from a series of cultivating process with 
different media ：F3,F1,1/2MS(sus),F3 and 

a8 one after another. 

圖七、不同蔗糖濃度(1/2MS, 1/2MS1)及添加酪素

水解物(a8)下芽體生長之比較 

Fig 7. Comparison of different shoot growing 

conditions in the sucrose concentration 
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media(1/2MS， 1/2MS1) and supplimented 

casein hydrolysate medium(a8). 

結果 

一、BA直接誘導芽體的產生和植株形成 

山蘇花去除包被葉原體的鱗片，經過較長時間的消毒之後，方可達到無菌化的目的，然

而培植體表面的細胞一般都白化掉，培養二週後，將沒有發霉而表面白化的葉原體切成 1/4

或 1/2塊後再放入含 BA 5mg/l及不含 BA的MS培養基上，三個月後可發現在MS培養基上

的培植體表面會形成類似癒合組織的凸起物 (圖一)， 繼代培養至含 0.1 mg/l NAA的MS培

養基(N1)上，則形成明顯的芽原體及癒合組織，將這些凸起物和芽苞切塊放入 1/2 MS液體培

養基內懸浮培養二週之後，會形成二倍的癒合組織和芽原體(圖二)，將這些含有芽原體和癒

合組織的部分再置於MS培養基上培養，芽體即可快速生長(圖三)，再經過 3個月即可長出根，

成一完整植株；直接將培植體培養在含 5 mg/l BA的MS培養基上，則直接由培植體上形成

明顯的芽苞(圖四)，將芽苞(含培植體)分切後放入 1/2 MS液體培養基懸浮培養二週，同樣會

形成加倍的芽原體及少量癒合組織，將芽苞和癒合組織放入含 BA 0.2~5 mg/l 的MS培養基

上，則可看到多量芽體形成(圖五)，再將此芽原體組織移入 1/2 MS培養基上培養，三週左右

葉片即展開，部分粗糙癒合組織只形成微細根毛而不形成芽體，將這些芽體再移入 1/2 MS培

養基或添加酪素水解物(casein hydrolysate )的 1/2 MS培養基上培養，2~3個月即可長根成為完

整植株(圖六)。在以MS開始培養流程的過程，添加 NAA 0.1mg/l的 N1培養基有助於根的形

成(表二)，根據觀察，以花寶一號為基礎配方的 R1培養基培養山蘇芽體有延遲芽體生長，並

使得芽體黃化的現象。 

二、鹽類濃度與添加酪素水解物對山蘇芽體形成及生長的影響 

分別將MS培養基中的氮源減成一半(1/2 MS) ，並在 1/2 MS培養基中添加 250mg/l的酪

素水解物比較氮源濃度和酪素水解物對芽體形成及生長的影響，經過 5 次繼代培養之後，平

均芽體形成數以 1/2 MS培養基的 4.1芽較MS培養基的 2.9芽為佳(表二)，又以 5 mg/l BA之 

MS培養誘導產生的芽體和癒合組織在 5次繼代培養之後，平均芽體形成數同樣以 1/2 MS培

養基的 18.6個較MS培養基的 5.8個好許多(表三)。 

三、蔗糖濃度對山蘇芽體形成及生長的影響 

表三當中 1/2 MS1所用蔗糖為 20g/l,其平均芽體形成數為 24.5個，葉數為 94.9葉,皆較蔗

糖為 30g/l的 1/2 MS培養基上平均芽體形成數 18.6個,葉數 70.3葉為多;而芽體生長的情形則

由葉片長度可以看出以含 30g/l蔗糖的 1/2 MS培養基為佳，又芽體生長情形以全量MS培養

基表現最好；而添加酪素水解物則有利於芽體的生長，此可由葉片形成數量較多且較長上看

得出來(圖七)。 

討論 
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一、BA直接誘導芽體的產生和植株形成 

本試驗所用山蘇花葉原體材料直接培養在含 BA 5mg/l的MS培養基上，二個月的時間可

以直接由培植體的表層細胞誘導產生芽體，此與 Camloha et al. ( 1994 )以鹿角蕨( Platycerium 

bifurcatum )幼葉為材料，培養在含 BA 5~10uM的MS培養基上，20天有不定芽在葉的上下

兩面形成的情形相當類似；在烏毛蕨(Blechnum spicant )和鳳尾蕨( Pteris ensiformis )的試驗，

Fern’andey et al. (1996)用含 BA(0.44~4.4uM)的MS培養基誘導走莖在一個月時間內由表皮及

內層細胞組織(inner parenchyma )產生分芽繁殖中心(proliferation centres )，再將之繼代培養於

不含生長素的培養基則可形成大量的孢子體；本試驗由山蘇葉原體誘導產生的芽原體繼代培

養到不含生長素的MS或 1/2 MS培養基上，同樣可以使芽體快速形成及生長。 

二、鹽類濃度及添加酪素水解物對山蘇芽體形成及生長的影響 

蕨類植物介於鮮苔類植物與種子植物之間(楊 1984 )，其莖頂與種子植物莖頂發育能力或

所含化學成分有基本上的不同，在早期曾有學者以極小的鐵線蕨(Adiantum pedatum )莖頂分生

組織培養於僅含碳水化合物和極低濃度 auxin的培養基上，即成功地使植株再生(許等 1991， 

葉 1987)，而這些培養基在高等維管束植物之莖頂培養是不容易再生成功的。 

由表二及表三可知山蘇花芽體的形成深受鹽類濃度影響，本實驗發現 1/2 MS 培養基較

MS培養基效果好，此與葉( 1987 )所作山蘇花孢子無菌播種在孢子發芽及配子體發育初期以

1/2MS培養基效果較好的情況類似，而芽體的生長以MS培養基優於 1/2MS培養基的情形又

與葉( 1987 )的試驗所述配子體發育後期以MS培養基之效果優於 1/4 MS培養基的情況類似，

此點可看出，芽體的生長需較高的礦物營養。 

酪素水解物( casein hydrolysate )是種氨基酸的複合物,有類似還原性氮的作用，可促進大

豆癒合組織及不定根形成的作用( 吳 1974 )；Lazzeri et al ( 1987 )指出培養基中添加酪素水解

物 0.5g/l可刺激大豆根的生長；葉和全( 1992 )在大豆未熟胚培養的試驗中發現添加 250mg/l

的酪素水解物對誘導未熟子葉之體胚形成和生長效果很好；何等( 1988 )以木瓜莖頂誘導的小

芽培養在含 BA 0.3mg/l，NAA 0.1mg/l及酪素水解物 250mg/l的MS培養基中誘導產生叢生芽

體；林( 1994 )指出培養基中添加 500mg/l的酪素水解物有助於金線蓮幼苗的生長，本試驗為

了解酪素水解物對山蘇花芽體形成和生長的效果，以 250 mg/l的酪素水解物加入 1/2 MS培養

基(a8)，結果同樣顯示對芽體的生長有明顯的促進效果(圖七)。 

三、蔗糖濃度對山蘇芽體形成及生長的影響 

蔗糖濃度對芽體形成能力之影響，可由表三看出，較低蔗糖濃度(2%)之 1/2 MS1培養基

上之平均芽體數遠高於其他蔗糖濃度(3%)的培養基，在葉( 1987 )所作之山蘇孢子無菌播種試

驗指出：1%蔗糖的處理孢子發芽率及初期原葉體發育效果較佳，並認為 3%或 4%蔗糖因滲透

壓太高 ,不利其孢子發芽及配子體之生長；周 ( 1994 )以鐵線蕨屬兩個品種 Adiantum 

trapeziforme L.及 A. raddianum 的孢子無菌播種亦指出蔗糖濃度太高(4%)可使原葉體急速膨

大，但也急速褐化衰敗，結果是相似的。 
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In-Vitro Culture of Leaf Primordium of Asplenium nidus1 

Jong-Ho Chyuan2 

Summary 
The callus-like obstrusion had been formed from the surface of the leaf primordium of 

Asplenium nidus in the regulator-free MS medium after three-month cultivation. The reformed 

obstrusion would grow as double as the old one, when it was cut into many pieces and was put into 

1/2MS liquid medium with two-week suspension culture. Then these calli were put into the MS 

semi-solid medium supplimented with 0.2~5mg/l BA. The shoot primordium would be formed 

directly from the surface of the explant after three-month cultivation in the MS semi-solid medium 

supplimented with 5mg/l BA. The new shoot primordia and calli would be formed and grown more 

and more, if the bud primordum was cut into several pieces and was cultured within the 1/2MS 

suspension medium about two weeks. Multiple adventitious buds and calli had been formed after 

cultivating these tissues in the MS or 1/2MS semi-solid medium supplimented with 0.2~5mg/l BA. 

The shoots formed in the 1/2MS semi-solid medium were better than in the MS medium, however 

shoots grown in the MS medium were better than in the 1/2MS semi-solid medium. The amount of 

shoots would be greatly formed in the MS medium supplimented with 5mg/l BA. Furthermore, it 

sould be much better for the shoots to grow in the medium supplimented with 250mg/l of casein 

hydrolysate. 
(Key words：Asplenium nidus, Leaf primordium )  
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