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黄花马蹄莲离体快繁技术研究
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　　摘　要：以黄花马蹄莲的球茎和叶片为外植体，以ＭＳ培养基为基础培养基，附加不同种类和
浓度的植物生长调节物质（６－ＢＡ、ＮＡＡ和ＩＢＡ）诱导丛生芽及再生体系建立。结果表明：采用
７５％的酒精浸泡２０ｓ，再用０．１％ ＨｇＣｌ２球茎浸泡８ｍｉｎ、叶片４～６ｍｉｎ的灭菌方法最为有效，诱
导球茎分化最适培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ，诱导叶分化最适培养基为
ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ，芽增殖最适培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ　３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．２ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ＋琼脂７．０ｇ，在１／２ＭＳ＋ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．０１ｍｇ／Ｌ上生根质量好，
在珍珠岩∶蛭石∶草炭土∶河沙（２∶２∶４∶１）基质上，移栽成活率高，可达９７％。
关键词：彩色马蹄莲；黄花马蹄莲；球茎；叶片；不定芽；离体快繁
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　　彩色马蹄莲（Ｚａｎｔｅｄｓｃｈｉｎａ　ａｎｔｅｄｓｃｈｉｎａ）原产南非，
是天南星科蔓绿绒亚科海芋属７个种中除白花海芋（Ｚ．
ａｅｔｈｉｏｐｉｃａ）外其余６种及其种间杂交种（Ｚ．ａｎｔｅｄｓｃｈｉａ
ｈｙｂｒｉｄａ）的总称［１］，为多年生草本球根花卉。其花形奇
特、花色艳丽、花姿高雅，被喻为２１世纪的“花卉之星”。
现有彩色马蹄莲品种是由６个野生种即星叶点白

花马蹄莲（Ｚ．ａｌｂｏｍａｃｕｌａｔａ（Ｈｏｏｋ）Ｂｉｌｌ）、星叶点黄花马蹄
莲（Ｚ．ｊｕｃｕｎｄａ　Ｌｅｔｔｙ）、黄花马蹄莲（Ｚ．ｅｌｌｉｏｔｔｉａｎａ（Ｗａｔ－
ｓｏｎ）Ｅｎｇｌ．）、香水马蹄莲（Ｚ．ｏｄｏｒａｔａ　Ｐ．Ｌ．Ｐｅｔｔｙ）、黄金马
蹄莲（Ｚ．ｐｅｎｔｌａｎｄｉｉ（Ｗａｔｓｏｎ）Ｗｉｔｔｍ．）、粉红马蹄莲（Ｚ．ｒｅ－
ｈｍａｎｎｉｉ　Ｅｎｇｌ）杂交选育而成的［２］。目前，许多彩色马蹄
莲品种应用越来越广泛，具有极大的市场发展潜力。
彩色马蹄莲的常规繁殖主要通过播种法和分割球

茎的方法进行繁殖，播种法周期长，繁殖系数小，而且变
异大，很难保持彩色马蹄莲原有的优良性状；而分割球
茎的方法繁殖系数低，多代无性繁殖，常引起品种退化；
远不能满足生产上的需要。而组培离体繁殖可以大大
加快种苗繁育进程，这方面的研究国内较多［３－９］。但迄
今未见有彩色马蹄莲完整的工厂化无性快繁体系建立

的报道。

作切花栽培的彩色马蹄莲主要有粉红马蹄莲（Ｚ．
ａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ　ｒｅｈａｍｎｎｉｉ）、黄花马蹄莲（Ｚ．ｅｌｌｉｏｔｔｉａｎａ）。现
以黄色马蹄莲为试材，以规模化生产为目的，选择符合
规模化生产要求的植物生长调节剂进行了组织培养研

究，系统地探讨了不同取材部位、适宜的灭菌时间、不同
激素组合对芽诱导和增殖的影响，选择出了最佳增殖、
生根培养基和移栽基质，旨在建立简便、有效、规模化生
产彩色马蹄莲种苗快速繁殖技术。彩色马蹄莲离体快
速繁殖体系的成功建立，可为商业化生产这一新型高档
花卉提供技术和途径。

１　材料与方法
１．１　试验材料
以黄花马蹄莲品种为试材，材料来自沈阳农业大学

生物科技学院海城产学科研基地。

１．２　试验方法

１．２．１　材料灭菌处理　分别取健康无病虫害的球茎和
嫩叶，用刀片去除根基褐色表皮层，注意不要切除芽点。
嫩叶洗净，根基和叶切成３～４ｃｍ长，分别放在２５０ｍＬ
烧杯中，用纱布封口，流水冲洗２～３ｈ，沥水。放入超净
工作台灭好菌的小烧杯里，用刀片切片成１～１．５ｃｍ２ 的
小块，用７５％的酒精浸泡２０ｓ，用无菌水冲洗１次，再用

０．１％ ＨｇＣｌ２溶液灭菌４～１２ｍｉｎ，无菌水冲洗５～６次，
放在无菌滤纸上吸干材料表面水分，接种于 ＭＳ＋６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ（浓度单位下同）＋蔗糖３０ｇ＋
琼脂７．０ｇ，ｐＨ　５．８的培养基上筛选合适的灭菌时间。

１．２．２　诱导分化培养　将球茎切成０．５ｃｍ３、叶片

０．５ｃｍ２ 的小块，接种于以 ＭＳ为基本培养基，琼脂

０．７％，蔗糖３％，ｐＨ　５．８的诱导培养基上，不同诱导培养
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基处理及成分见表３～５。每瓶接１块，每个处理接３０
瓶，每个处理重复３次。接种后放到培养室中进行培
养，温度控制在２３℃左右，光照时间１４ｈ／ｄ，光照强度

２　０００～３　０００ｌｘ。７ｄ后观察结果，并记录１０、３０、４０和

６０ｄ统计的结果。

１．２．３　不定芽的继代增殖　将培养４０ｄ的丛芽切割并
接种于不同激素浓度与配比的 ＭＳ＋蔗糖３％＋琼脂

０．７％，ｐＨ　５．８培养基中，不同继代增殖培养基处理及成
分见表６。每瓶接种３个小芽，每个处理３０瓶，每个处
理重复３次。培养条件同上，３０ｄ后观察并统计结果。

１．２．４　试管苗的生根　将株高约２～３ｃｍ，生长健壮的
不定芽由芽丛单个切下，接种于不同激素浓度与配比的

ＭＳ（或１／２ＭＳ）＋蔗糖３％＋琼脂０．７％，ｐＨ　５．８培养基
中，不同生根培养基处理及成分见表７。每瓶接种３株
单芽，每个处理３０瓶，每个处理重复３次。培养条件同
上，３０ｄ后观察并统计结果。

１．２．５　试管苗的移栽　当苗高３～４ｃｍ左右，苗根长

１～２ｃｍ，根为乳白至黄色时，将培养有组培苗的培养瓶
置于室温条件下，逐渐把封口膜打开，练苗４～５ｄ。练
苗后，将试管苗从瓶中小心取出，用自来水将附在幼苗
根上的培养基冲洗干净，再用０．２％多菌灵液浸泡５～
１０ｓ消毒灭菌，然后用清水洗净，晾干水分后移栽到经
过５０％福美双可湿性粉剂１∶５００喷雾消毒的基质中，
不同移栽基质处理及成分见表８。每种移栽基质均栽种

６０盆，每盆１株。栽好后淋透水，置于有散射光的阴凉
处。７ｄ后进行正常光照，并结合浇水喷施营养液，以后
每４ｄ喷１次营养液。４０ｄ后观察并统计结果。

１．３　结果评价指标
污染率＝（污染数／接种数）×１００％，成活率＝（接

种数－污染数－灭菌灭死数）／接种数×１００％；繁殖系
数＝（增殖的茎尖数接种茎尖数）×１００％；生根率＝（生
根苗数／接种苗数）×１００％。

２．　结果与分析
２．１　不同灭菌时间对外植体成活率和污染率的影响
灭菌时间的长短直接关系到外植体的成活率与诱

导率。时间过短，灭菌不彻底，污染率高，时间过长对材
料细胞有伤害，甚至造成死亡。虽然污染率大大降低，
但成活率很低。０．１％ＨｇＣｌ２ 处理时间对彩色马蹄莲球
茎和叶片接种的污染率与成活率见表１、２。

　　表１　不同灭菌时间对球茎污染率与成活率的影响
灭菌时间／ｍｉｎ 接种外植体数 污染率／％ 成活率／％

４

６

８

１０

１２

３０

３０

３０

３０

３０

８０

７０

５０

２０

１０

２０

３０

４０

１０

６．６７

　　表２　不同灭菌时间对叶片污染率与成活率的影响
灭菌时间／ｍｉｎ 接种外植体数 污染率／％ 成活率／％

４

６

８

１０

１２

３０

３０

３０

３０

３０

３０

２０

１０

１０

３．３３

７０

８０

５０

０

０

　　由表１可见，灭菌４～６ｍｉｎ，球茎污染率非常高，达
７０％～８０％。没污染的基本都能成活。灭菌时间超过
８ｍｉｎ，污染率大大降低。灭菌超过１２ｍｉｎ污染率只有
１０％。灭菌８ｍｉｎ成活率最高，达４０％。可见８ｍｉｎ的
灭菌处理是比较恰当的。相对于球茎而言，叶对灭菌处
理更为敏感。由表２可见，在４～１２ｍｉｎ范围内，灭菌时
间对叶污染率影响差别不大，而对成活率影响很大，

１０ｍｉｎ处理的叶片完全失去了生活力，４～６ｍｉｎ的处理
比较适宜，成活率可达７０％～８０％。

２．２　不同外植体对诱导分化的影响
外植体选取部位不同，再生能力不同，诱导愈伤组

织和分化芽的能力也不同。黄花马蹄莲不同外植体愈
伤组织诱导和芽的分化情况见表３。由表３所示，叶片
经愈伤组织后才能分化出芽，而球茎可直接出芽。因
此，球茎较叶片分化的快，可以很快进行芽苗增殖；幼叶
容易诱导出愈伤组织。所以，采用黄花马蹄莲球茎做外
植体可以更快的建立起无性繁殖系。

　　表３　　　不同外植体诱导分化的影响

外植体
培养基成分

／ｍｇ·Ｌ－１
愈伤组织

／块

分化芽数

１０ｄ ３０ｄ
球茎

幼嫩叶

ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　０．５

ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　０．５

０

１２

３．２

０

８．４

４．３

２．３　不同激素配比对球茎诱导分化的影响
细胞分裂素和生长素的用量及比例是影响外植体

分化的重要因素。不同激素配比对黄花马蹄莲诱导分
化的影响如表４所示。将球茎切成小块接种于不同的
培养基上，１０ｄ左右球茎基部的近轴面或边缘上开始诱
导出许多个淡黄色的不定芽原基，呈环状突起。这些不
定芽原基继续生长，抽出淡黄绿色突起，主要集中在球
茎与培养基的接触面上，上部很少，且出现时间较长，一
般淡黄绿色突起达黄豆粒大甚至更大，其上分化出的不
定芽粗壮。
表４　不同培养基配方对马蹄莲球茎不定芽诱导的影响
　　　　培养基成分

　　　　／ｍｇ·Ｌ－１
接种数

／块

培养愈伤组织 分化芽数

１０ｄ ３０ｄ ４０ｄ ６０ｄ

１．ＭＳ＋６－ＢＡ　０．５＋ＮＡＡ　０．１　 ３０ 无 较多 １．２　 ３．６

２．ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　０．１　 ３０ 无 少 ２．８　 ７．０

３．ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０＋ＮＡＡ　０．１　 ３０ 无 较多 ３．６　 ９．２

４．ＭＳ＋６－ＢＡ　３．０＋ＮＡＡ　０．１　 ３０ 极少 较多 １．０　 ７．８

５．ＭＳ＋６－ＢＡ　４．０＋ＮＡＡ　０．１　 ３０ 少量 深绿、紧实 ０ ０

　　从表４可知，６－ＢＡ对诱导不定芽分化有明显促进作
用，在相同ＮＡＡ水平下（０．１），６－ＢＡ浓度由０．５增加到
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２．０时，随着浓度升高，芽分化增多，说明在一定范围内，

６－ＢＡ能促进芽的分化，接种后３０ｄ的调查情况也能说
明这一点。
分析结果得出，同时添加６－ＢＡ　２．０和ＮＡＡ　０．１的

ＭＳ培养基对黄色马蹄莲球茎不定芽分化效果最佳。

２．４　不同激素配比对幼叶的诱导分化
０．５ｃｍ２的幼叶接于培养基中，７ｄ见肿大，１４ｄ切
口处见有少量愈伤组织产生。不同激素配比的培养基，
愈伤组织形成及芽的分化差别很大（表５）。

　　表５　　　　不同培养基配方对彩色马蹄莲

　　幼叶诱导分化的的影响
培养基成分

／ｍｇ·Ｌ－１
愈伤组织 分化芽数

１０ｄ ３０ｄ ４０ｄ ６０ｄ

ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　０．５ 无 浅绿紧实 ３．８　 １０．６

ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　１．０ 无 浅绿紧实 ３．２　 ５．８

ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　２．０ 无 浅绿较紧实 １．６　 ２．８

ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　３．０ 无 浅绿疏松 ０ ０

ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　４．０ 无 浅绿疏松 ０ ０

　　由表５可见，随着ＮＡＡ浓度的升高，产生的愈伤组
织越来越疏松，颜色越来越浅，说明在ＮＡＡ　０．５～４．０的
浓度范围内，随ＮＡＡ浓度的升高，有助于愈伤组织的形
成，但过高 ＮＡＡ浓度则不利于芽的分化。在 ＭＳ＋
６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　３．０、ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　４．０培养基
上根本无芽的分化，只有愈伤组织的增长。ＭＳ＋６－ＢＡ
１．０＋ＮＡＡ　０．５～２．０培养基上芽分化数随ＮＡＡ浓度的
增加，芽分化数降低。可能是由于６－ＢＡ与ＮＡＡ的比例
越来越不适合芽的分化所致。可见，ＭＳ＋ＢＡ　１．０＋
ＮＡＡ　０．５处理最适合黄花马蹄莲愈伤组织的诱导及芽
的分化。

２．５　不同激素配比对马蹄莲丛芽的增殖
将诱导的不定芽接种到增殖培养基中，连续进行３

代培养，筛选出适合于黄花马蹄莲增殖的培养基。不定
芽在各增殖培养基中增殖分化３０ｄ的结果见表６。

　　表６　不同培养基配方对不定芽增殖的影响
培养基成分

／ｍｇ·Ｌ－１
６－ＢＡ

／ＮＡＡ
接种数 增殖芽数 繁殖系数

ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　０．２　 ５　 ３０　 １３４　 ４．４７

ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　０．５　 ２　 ３０　 ８２　 ２．７３

ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０＋ＮＡＡ　０．２　 １０　 ３０　 １８９　 ６．３０

ＭＳ＋６－ＢＡ　２．０＋ＮＡＡ　０．５　 ４　 ３０　 １０６　 ３．５３

ＭＳ＋６－ＢＡ　３．０＋ＮＡＡ　０．２　 １５　 ３０　 ２３６　 ７．８７

ＭＳ＋６－ＢＡ　３．０＋ＮＡＡ　０．５　 ６　 ３０　 １５８　 ５．２７

ＭＳ＋６－ＢＡ　４．０＋ＮＡＡ　０．２　 ２０　 ３０　 １０５　 ３．５０

ＭＳ＋６－ＢＡ　４．０＋ＮＡＡ　０．５　 ８　 ３０　 １７２　 ５．７３

　　从表６可知，增殖的芽数与６－ＢＡ，ＮＡＡ的浓度配比
有直接的关系，当其配比增大时，增殖的芽数也增多；当
其超过所培养材料的最适配比时，增殖芽数会随着配比
的增大而减少。同时，６－ＢＡ浓度相同，ＮＡＡ的浓度高
时，会抑制芽的增殖，只有当６－ＢＡ、ＮＡＡ的浓度及其配

比恰当时，芽增殖数才能达到最大数。ＭＳ＋６－ＢＡ　３．０＋
ＮＡＡ　０．２是诱导黄花马蹄莲增殖的最佳培养基。

２．６　黄花马蹄莲生根培养基的筛选
当培养基ＭＳ＋６－ＢＡ　３．０＋ＮＡＡ　０．２中的增殖试管

苗达３～４ｃｍ时，转入生根培养基中，进行生根。

　　表７　　不同培养基对试管苗生根的影响
培养基成分

／ｍｇ·Ｌ－１
总苗数

／株

生根苗数

／株

生根率

／％

平均每株

根数／条
生长状况

ＭＳ　 ３０　 １５　 ５０　 ５．８ ＋＋

ＭＳ＋ＮＡＡ　０．１　 ３０　 ２８　 ９３．３　 ５．０ ＋＋＋

１／２ＭＳ　 ３０　 ２６　 ８６．７　 ４．８ ＋＋

１／２ＭＳ＋ＮＡＡ　０．１　 ３０　 ２１　 ７０　 ２．６ ＋

１／２ＭＳ＋ＮＡＡ　０．１＋ＩＢＡ　０．１　 ３０　 ３０　 １００　 ６．２ ＋＋＋＋

　　注：＋为苗黄，长势不好；＋＋为分生多，不易分开，分开后根易脱落，苗弱、根数

较多；＋＋＋为根壮、苗绿、长势好；＋＋＋＋为叶绿、根壮、根数多、有一、二极侧根、

易生根毛、长势好。

由表７可知，从ＭＳ到１／２ＭＳ＋ＮＡＡ　０．１的４种培
养基上生长情况不如１／２ＭＳ＋ＮＡＡ　０．１＋ＩＢＡ　０．１上生
长好，在１／２ＭＳ＋ＮＡＡ　０．１＋ＩＢＡ　０．０１上生根质量好，
根数多，有根毛，移栽易成活。

２．７　不同基质对移栽效果的影响及最佳移栽期的分析
将生根培养的小苗于实验室内下练苗３ｄ，洗去培

养基，栽于１０５穴育苗盘中，浇透水。移栽１个月，开始
有幼叶发出，叶片开始长大。１个月后逐渐增加光照，小
苗开始迅速生长。不同基质的理化性质不同，透气、保
水、保肥能力不同，对小苗移栽成活与否影响甚大。

　　表８　不同移栽基质对试管苗移栽成活率的影响
　　　　　　　基质 成活率／％
珍珠岩∶蛭石∶草炭土∶河沙＝２∶２∶４∶１　 ９７

草炭土 ∶河沙＝２∶１　 ９０

河沙 ７４

草炭土∶炉灰渣∶河沙＝１∶１∶１　 ７８

　　由表８可知，在基质珍珠岩∶蛭石∶草炭土∶河沙
（２∶２∶４∶１）中小苗移栽成活率可达９７％，基质河沙仅
有７４％，小苗移栽成活率低，一方面可能是基质配比不
适合，理化性质不好所致；另一方面也可能是基质中养
分含量较低引起。

　　表９　　移栽时期对移栽成活率的影响
生根培养天数／ｄ 根数／条 根长／ｃｍ 移栽成活率／％

１０　 ０　 ０　 ９７

１５　 ４．２　 ０．１～０．３　 ９６

３０　 ５．０　 ２～３　 ８４

　　注：以上数据来自１／２ＭＳ＋ＮＡＡ　０．１＋ＩＢＡ　０．１培养基的生根苗在基质珍珠

岩∶ 蛭石∶草炭土∶河沙＝２∶２∶４∶１中的移栽结果。

生根培养过程中，并不是根越长，移栽成活率越高。
如表９所示，生根培养１０～１５ｄ，未见或可见０．１～０．３ｃｍ
短、粗白根的小苗移栽成活率可达９６％～９７％，而培养
３０ｄ根长２～３ｃｍ的小苗移栽成活率仅有８４％。这可
能是由于根较长，洗苗时损伤多，导致移栽成活率低。
因此，生根培养１０～１５ｄ，未见根和可见根０．１～０．３ｃｍ
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时是最适移栽期。

３　讨论
３．１　建立彩色马蹄莲的离体快繁体系，叶片不是理想
的外植体材料

彩色马蹄莲诱导叶片形成愈伤组织的结果不理想，
原因可能有三方面：一是切取叶片外植体的时期及部
位，对愈伤组织形成不利；二是诱导叶片脱分化激素比
例和生长素种类不甚合适；三是有可能叶肉组织在脱分
化过程中发生了某些变异的缘故［３］。

３．２　外源激素对愈伤组织诱导起重要作用
随着ＮＡＡ浓度的升高，产生的愈伤组织越来越疏

松，颜色越来越浅，说明在ＮＡＡ　０．５～４．０的浓度范围
内，随ＮＡＡ浓度的升高，有助于愈伤组织的形成，但过
高ＮＡＡ浓度则不利于芽的分化。在 ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋
ＮＡＡ　３．０、ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ　４．０培养基上根本无芽
的分化，只有愈伤组织的增长。ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０＋ＮＡＡ
０．５～２．０培养基上芽分化数随ＮＡＡ浓度的增加，芽分
化数降低。可能是由于６－ＢＡ与ＮＡＡ的比例越来越不
适合芽的分化所致［１０］。这与陈菲的结果一致［３］。
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