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牡丹`凤丹' 胚不定芽诱导和生根研究
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　　摘　要:以`凤丹'白种胚为材料 ,研究了不同植物生长调节剂对胚诱导丛生芽及生根的影

响。结果表明:胚分化不定芽最佳培养基MS+6-BA 2.5 mg/L+NAA 0.2 mg/L;最佳生根培养

基为1/2MS+IBA 1.5 mg/L+NAA 0.5 mg/ L ,生根率达60.17%。
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　　牡丹(Paeonia su f f ruticosa)又名百两金 、富贵花 、洛

阳花等 ,为芍药科芍药属落叶亚灌木。是原产我国的木

本名贵观赏花卉 ,根皮作为丹皮 ,药用价值甚高。牡丹

种子繁殖存在很多问题 ,如种子具有上胚轴休眠习

性[ 1-2] ,名贵品种结实能力很低 ,且无性繁殖困难等。组

织培养是一项重要的生物技术[ 4-8] ,对牡丹无性繁殖有

着巨大潜力。目前 ,国内对牡丹组织培养有少量报

道[ 9-19] ,但对胚诱导丛生芽再生研究未见报道 ,该试验对

牡丹离体胚不定芽诱导增殖的培养基筛选进行了探讨

研究 ,以期为牡丹快速繁殖体系提供理论基础。

1　材料方法
1.1　供试材料

供试牡丹品种“凤丹”种子 ,2006年 10月购于洛阳

国家牡丹基因库。

1.2　方法

1.2.1　外植体的灭菌消毒　牡丹种子带回实验室后

4℃低温层积 40 d ,洗净后用 0.1%～ 0.3%高锰酸钾消

毒 15 min ,无菌水冲洗干净后 ,在超净工作台用 70%酒

精消毒 30 s ,无菌水冲洗 3 遍 , 0.1%升汞溶液浸泡

9 min ,无菌水冲洗6次 ,每次1 min。最后用解剖刀剥出

胚接种在培养基上。

1.2.2　基本培养基的筛选试验 　以 MS 、1/2MS 、

1/4MS 、B5 为基本培养基 , 附加细胞分裂素 6-BA

0.5 mg/ L+NAA 0.01 mg/ L ,以单因素对比试验进行筛

选 ,每种培养基培养 10瓶 ,重复 3次以便确定合适胚生

长的最适基本培养基 ,50 d 后调查胚的诱导率 ,诱导

率=诱导出芽的胚数/接种胚数。

1.2.3　不同生长调节剂组合对丛生芽诱导的影响试验

　试验设计采用双因素(6-BA 1.0、2.0、3.0、4.0 mg/L;

NAA 0.05 、0.1、0.2 、0.4 mg/L)考虑交互作用的完全试

验设计 ,生长调节物种类 ,浓度及配比是在现有资料及

预备试验的基础上选定的 ,该试验基本培养基为 1.2.2
试验已确定的培养基 ,每处理重复 3次 ,每重复培养 20

瓶 ,继代培养培养基同于诱导培养基 ,适当降低生长素

浓度。

1.2.4　不同生长调节剂组合对生根的影响试验　当丛

生芽长至1.5 ～ 2 cm 长时 ,切成单株接种于生根培养基

(见表3)中诱导生根。接种后30 d观察无根苗的生根情

况 ,调查不同激素配比对牡丹丛生芽生根的影响。上述

培养基均附加 3%蔗糖 、0.56%琼脂 ,pH 值调至 5.8。接

种后置于培养架上 ,培养室内培养培养温度(20±1)℃左

右 ,光照强度 2 500 lx ,光照时间 15 h/d。

2　结果与分析
在接种培养 5 d后 ,离体胚开始萌发生长 ,子叶和胚

轴逐渐变绿 , 显微观察部分子叶上有红色细胞出现 ,

15 d后子叶展开变绿 ,开始膨大 ,胚根及下胚轴上少量

愈伤组织形成(图版 ,1);32 d后 ,从增粗的子叶顶端及子

叶基部 ,分化出许多不定芽及长出叶 ,不定芽有簇状(图

版 ,5)、具有不定芽点的叶片(图版 , 4)与伸长不定芽 3

种。胚培养 56 d后 ,转入继代培养基 ,培养25 d待芽或

芽丛长到一定大小时 ,可切割转入生根培养基。

2.1　基本培养基对不定芽分化诱导的作用

　　从图1可看出:不同种类的培养基都可不同程度的

诱导胚分化出不定芽 , MS培养基虽然无机元素充分但

含量太高 ,诱导率为 12.5%,不利于牡丹胚不定芽的诱

导 ,而容易形成愈伤组织。而无机盐含量较低的1/2MS ,

培养基诱导率达36.4%,有利于牡丹胚的不定芽分化诱

导 ,但无机盐含量偏低的 1/4MS 培养基诱导率为
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15.2%,不利于胚的不定芽诱导。B5培养基与上述培养

基相比 ,诱导率最低 ,仅为 8.6%,综上可知1/2MS为最

适培养基。

图 1　不同培养基对胚不定芽诱导的影响

Fig.1　Inf luence of different basic media on embryos inducing

2.2　生长调节物质对不定芽增殖的影响

从表1可以看出 ,6-BA和NAA的不同浓度配比对

不定芽的分化增殖影响较大 ,在含 6-BA和 NAA的培养

基上 ,材料出现了不同程度的分化和生长 ,试验发现 ,二

者比值过高过低都不利于芽的增殖 ,过高易于子叶的伸

长 、增粗和产生芽点 ,但后期芽点逐渐变褐死亡 ,不易形

成丛生芽;6-BA 与 NAA 比值过低则容易产生愈伤组

织 ,愈伤组织在培养中逐渐变褐死亡 ,这与张俊琦[ 20] 的

研究一致。

由表2可以看出 ,不同浓度的6-BA 、NAA对牡丹胚

芽的增殖均存在显著差异 ,6-BA与 NAA的组合存在交

互作用并对其芽增殖有极显著差异 ,进一步做多重比较

(LSDA×B=0.459 , t0.01(32)=2.75)得出 2.5 mg/L 6-BA+

0.2 mg/ L NAA为最佳的浓度组合 ,不定芽主要从两片

子叶向茎面(图版 ,2、4)、2片子叶背茎面(图版 ,3)、基部

(图版 ,5)直接诱导产生。

　表1　6-BA与 NAA不同组合对牡丹胚芽增殖的影响

　　Table 2　Effect of differnet combinations of 6-BA and NAA

on buds prolif eration

NAA

/mg·L-1

6-BA/mg·L-1

0.5 1.5 2.5 3.5

不定芽均

值( X ±

SD)/个

0.05 1.1±0.10 1.46±0.09 2.34±0.16 1.58±0.12

0.1 2.1±0.10 2.56±0.26 2.43±0.20 1.55±0.05

0.2 3.09±0.12 4.97±0.15 5.83±0.25 4.3±0.18

0.4 3.09±0.19 3.37±0.15 3.76±0.18 4.15±0.05

　　表2　6-BA与NAA不同组合对芽增殖影响试验

结果方差分析

　　Table 2　The variance analysis of different combination of growth

regulations on bud proliferation

变异来源

Source

离均差平方和

Sum o f Squares

自由度

Df

均方差

Mean Squa re
F 值 显著性

NAA 78.378 3 26.126 931.336 ＊＊

6-BA 5.781 3 1.927 68.696 ＊＊

NAA×BA 5.054 9 0.562 20.019 ＊＊

误差 0.898 32 0.028

总变异 536.936 48

2.3　不同生长调节剂组合对丛生芽生根的影响

　　表3　　IBA 、NAA对试管苗生根的影响

　　Table 3　　　Ef fect of IBA and NAA on rooting

激素Hormone

/mg·L-1

IBA NAA

接入数 Number

of shoots

/个

根部愈伤

Callus

生根率

Percentage of

rooting(±SD)/ %

平均生根数

No.of root

(±SD)/条

2.0 0 20 较少 26.40±2.76a 0.65±0.11a

0.5 1.5 20 多 35.75±2.56b 1.23±0.05b

0.5 1.0 20 多 42.58±1.05c 1.0±0.14ab

0.5 0.5 20 较少 44.58±2.47c 1.56±0.16bc

1.5 0.5 20 少 60.17±1.53d 1.96±0.12cd

　　注:小写字母为 0.05差异显著水平。Note:Small letter indicate 0.05 significant

level.

图版:1 凤丹萌发胚;2、3、4、5胚苗分化的丛生芽;6 不定芽在 1/2MS培养基诱导生根。

Plates:1 Germinating Embryo of `Fengdan' ;2 、3 、4 、5.Shoot forming from seeding;6 Rooting induced from shoot in 1/ 2MS medium.

70



北方园艺 2009(3):69～ 71 ·试验研究·

　　由试验结果发现 ,牡丹试管苗接种后 15 d左右有根

生成 ,30 d时大部分根长至 1 cm 长 ,有些苗长出 2条丛

生根 ,有些仅长出 1条 ,由表 3可见 ,1/2MS基本培养基

中附加不同浓度的 IBA或NAA均可有效诱导牡丹试管

苗生根 ,其中以 IBA 1.5 mg/L+NAA 0.5 mg/L诱导生

根率最高 ,达 60.17%,平均生根数最多 ,达 1.96条。从

试验结果可以看出 ,单一的 IBA不利于根的发生 ,适量

较高浓度的 IBA诱导生根效果佳;高浓度的 NAA 有利

于愈伤组织的产生 ,但对根的再生有一定抑制作用。

3　结论与讨论
不同种类的培养基都可不同程度的诱导胚分化出

不定芽 ,试验发现 MS 、1/2MS 、1/4MS培养基中 ,无机盐

含量中等的1/2MS培养基诱导率最高 ,表明适当降低无

机盐含量有利于牡丹胚的不定芽分化诱导。B5培养基

与MS 、1/2MS 、1/4MS相比 ,诱导率最低 ,仅为 8.6%,这

可能是B5铵含量较低的缘故。

培养基中附加适量生长素和细胞分裂素可促进外

植体诱导分化出不定芽。该试验使用的生长素NAA和

细胞分裂素BA均为易于获得 ,价格低廉 ,且使用方便的

普通激素 ,分化效果尚可 ,但分化率有待进一步提高。

试验表明 ,胚分化与两种激素都有关系 ,二者的配比影

响分化率。这与前人在其它物种上的结果相似。

在众多的木本植物快繁中 ,培养基中生长素种类和

质量浓度对试管无根苗影响很大 ,单一的激素不利于试

管苗生根
[ 7]
。试验也发现 ,添加单一 IBA的培养基牡丹

试管苗的生根率较低 ,产生的根数也少;IBA 与NAA组

合诱导生根时 ,不仅生根率显著高于单一 IBA 处理 ,而

且根系生长均匀 ,生根率 ,平均根数也达到最高值 ,组培

苗整齐健壮(图版 ,6)。
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`Fengdan' Embryo Culture and Plantlet Regeneration of Peony

JIA Wen-qing , LIU Hui-chao

(Landscape Depar tment of Landscape Co llege , Henan Institute of Science and Technology , Xinxiang ,Henan 453003 , China)

Abstract:The mature embryo of `Fengdan' was used as explant to study the effect of different hormone on shoot induc-

tion and rooting.Results showed that the optimum medium for production of multiple shoot from seed leaf was MS+6-

BA 2.5 mg/L+NAA 0.2 mg/L.The optimum medium for rooting was 1/2MS+IBA 1.5 mg/ L+NAA 0.5mg/ L , the

rooting rate reached 60.17%.

Key words:Peony;Embryo;Multiple bud;Rooting
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