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摘要: 通过比较不同的外植体、基础培养基、植物生长调节剂种类和浓度配比、蔗糖浓度以及生根苗的移栽基质, 建立土

田七组织培养快速繁殖体系。结果表明, 以茎尖为外植体诱导效果最好; 培养基MS+6-BA 3.0 mg·L-1+NAA 0.2 mg·L-1+蔗
糖40 g·L-1

利于形成丛生芽, 30 d的增殖系数为4.16; MS+NAA 0.6~0.8 mg·L-1
适宜诱导生根获得再生植株, 生根率100%; 生

根苗移栽于椰糠中成活率达100%。
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土田七(Stahlianthus involucratus)是姜科土田

七属多年生直立草本植物, 分布于我国海南、广

东、广西和福建, 生于海拔800~900 m的林下、荒

坡荫湿处(高江云等2006)。植株高20~30 cm, 叶片

披针形, 叶面深绿色; 花序从根茎抽出, 10~15朵花

聚生于钟状的总苞内, 花白色, 唇瓣中央具杏黄色

斑, 花期5~7月, 是极好的地被和盆栽花卉资源。

土田七还具有药用价值, 其根茎有散瘀消肿, 活血

止血, 行气止痛的功效, 可治跌打瘀痛, 风湿骨痛, 
吐血, 蛇虫咬伤等, 因此有较广阔的应用前景。土

田七可用根茎繁殖, 但繁殖速度慢, 难以满足应用

的需要。采用组织培养技术是大量快速繁殖土田

七种苗行之有效的方法。目前尚未见有土田七组

织培养与快速繁殖的研究报道, 土田七属中其他

植物的组培快繁也未见有报道。本研究通过比较

外植体类型、丛生芽的增殖及生根培养等关键步

骤的配方, 以期建立土田七的快速繁殖技术, 为土

田七种苗的快速繁殖与应用提供技术参考。

材料与方法

1  材料及外植体消毒

采自野外引种于海南省农业科学院热带园艺研

究所苗圃的土田七[Stahlianthus involucratus (King ex 
Baker.) Craib ex Loesener]植株, 选择晴朗天气, 取出

植株在流水下冲洗干净后, 切取茎尖、幼叶和根茎

备用。以上3种外植体先用75%酒精分别处理30、
10、30 s, 再用0.1% HgCl2浸泡15、6、30 min, 最后

用无菌水冲洗5次。茎尖切成长度为1.5 cm的小段, 
叶片切成1 cm见方的小块, 根茎切成长约1.0 cm的

小块, 接种于诱导培养基MS+6-BA 2.0 mg·L-1+NAA 
0.5 mg·L-1。30 d后统计污染率、存活率、芽诱导

率和芽高。

2  培养基

以MS作为基础培养基, 附加30 g·L-1食用蔗糖

和8 g·L-1卡拉胶, 增殖试验增加B5和Ls培养基, 蔗
糖增加20和40 g·L-1 2个浓度水平, 根据实验目的添

加不同种类和浓度的6-BA、IBA、NAA和IAA, 
pH 6.0,  配制分装后 ,  于温度121°C、压力1.1 
kg·cm-2条件下灭菌20 min。
3  培养条件

材料接种后, 在光照强度40 µmol·m-2·s-1、光

照时间9 h·d-1、温度(26±2)°C条件下培养。

4  培养方法

将经表面消毒的外植体接入诱导培养基上, 
茎尖和根茎分别在15 d和16 d后开始形成新芽, 30 
d可获得1~3个小芽; 叶片外植体培养40 d后, 开始

出现愈伤组织, 以后陆续有小芽长出。将新芽接

种到相同的培养基中, 经30 d的培养, 可获得大量

的芽苗。选取生长状况基本一致的小芽, 除去顶

端切成长1 cm的单芽, 接种到诱导丛生芽培养基

中, 用正交设计表L9(3
4)考察基础培养基、6-BA、

NAA和蔗糖4个因子3个浓度水平。当单个丛生芽

长到3 cm高、具2~4片小叶时, 将其从基部分开接

入各种生根培养基上。每种处理接种10袋, 每袋

接种3个材料, 重复3次, 定期观察记录, 30 d后统计

结果。

5  生根苗的炼苗与移栽

将培养30 d根系发达的土田七组培苗移入荫

棚, 炼苗5 d后, 取出小苗洗净根部附着的培养基, 
移栽到5种基质配方[椰糠、椰糠:河沙(1:1)、椰糠:
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河沙:表土(1:1:1)、河沙:表土(1:1)和营养土]中。

其中营养土由盛泰园艺科技有限公司配制, 内含

泥炭土、蛭石、谷壳粉和珍珠岩成分。每种处理

栽种50株, 浇水淋透, 适当遮荫保湿, 30 d后统计植

株的成活率以及生长状况。

6  数据统计与分析

采用Microsoft Excel整理数据, SPSS 19.0软件

进行方差分析和多重比较。污染率=污染的外植

体数/接种的外植体数×100%; 存活率=存活外植体

数/接种的外植体数×100%; 芽诱导率=诱导出芽数/
存活外植体数×100%。

实验结果

1  外植体的选择与无菌苗的获得

叶片外植体表面光滑较容易消毒, 灭菌时间

短, 但对消毒剂反应敏感, 叶片较易出现褐化死亡, 
存活率为76%, 存活外植体培养40 d后才开始出现

愈伤组织。以茎尖和根茎为外植体, 都能诱导出

新芽, 但根茎外植体表面灭菌较为困难, 消毒时间

长且容易污染, 污染率达到34%, 高出茎尖外植体

26%, 存活率则较茎尖外植体低24% (表1), 培养16 
d开始长出新芽, 芽诱导率偏低, 30 d时为167%, 芽
生长缓慢, 芽体短(图1-A)。以茎尖为外植体, 污染

表1  土田七不同外植体培养效果的比较

Table 1  Comparison of culture of different explants of S. involucratus

外植体类型
                    处理方法 

污染率/%	 存活率/%	 芽诱导率/%	 芽高/cm
 75%酒精/s	 0.1% HgCl2/min

茎尖 30	 15	 8	 86	 191	 1.6
叶片 10	   6	 14	 76	 0	 0
根茎 30	 30	 34	 62	 167	 0.9

　　三种外植体均接种于MS+6-BA 2.0 mg·L-1+NAA 0.5 mg·L-1培养基上。

率低, 存活率高达86%, 出芽时间早, 培养15 d基部

开始诱导出新芽, 30 d时芽诱导率可达191%, 新芽

较壮(图1-B), 生长速度也较快, 在继代培养过程中, 
长势优于根茎。因此, 以茎尖为外植体较为理想。

2  丛生芽的继代增殖

L9(3
4)正交试验的9种培养基均可诱导出土田

七的丛生芽。接种芽3 d开始抽长, 7 d后开始分化

出小芽, 30 d大多数可诱导出2~4个丛生芽, 数目最

多可达8个, 芽基部均有根系长出。从增殖系数的

角度看(表2), 土田七丛生芽诱导的培养基以3号为

最佳组合, 即MS+6-BA 3.0 mg·L-1+NAA 0.2 mg·L-1+ 
蔗糖40 g·L-1组合, 诱导出的丛生芽长而粗壮, 生长

速度较快, 增殖系数达到4.16 (图1-C)。由极差分

析可知, 基础培养基的极差最大, 为1.38, 是影响土

田七不定芽诱导的关键性因子, 其对丛生芽的诱

导影响作用最大, 3种基础培养基中, 以MS的诱导

效果最好, 最差的是Ls培养基, 约有1/3芽未分化出

新芽, 芽的增殖率也较低, 诱导芽数最多只有3个, 
且芽苗较弱, 少数叶片在叶梢至1/3的叶片有黄化

现象。6-BA的极差为0.65, 在同一基础培养基中, 

随着6-BA浓度的提高, 丛生芽的增殖系数多表现

为上升趋势, 即6-BA为3.0 mg·L-1时出芽率较高; 
NAA的极差为0.47, 对丛生芽影响较小; 影响作用

最小的是糖, 极差为0.31。方差分析结果也表明, 3
号组合诱导的丛生芽增殖系数显著优与其他组合, 
因此, 根据增殖系数、极差及方差分析可知, 最优

的水平组合为: MS+6-BA 3.0 mg·L-1+ NAA 0.2 
mg·L-1+蔗糖40 g·L-1, 在基础培养基、6-BA、NAA
和蔗糖的试验浓度范围内, 此组合最有利于土田

七丛生芽的诱导生长。

3  不同种类生长素对再生芽生根的影响

在MS培养基中分别添加生长素IAA、NAA和

IBA各0.4 mg·L-1, 共3种处理, 结果见表3。土田七

小苗较易生根, 培养7 d后, NAA和IBA处理均有根

系长出, IAA处理在第9天开始长根、30 d后各处理

生根率都达到100%。IAA培养基中的植株生长速

度较慢, 植株偏矮, 平均株高6.95 cm, 叶片绿色, 茎
较细, 根数少, 平均每株生根6.38条, 根相对较短。

IBA处理的植株粗壮, 平均株高7.26 cm, 叶绿色, 但
少数叶片的叶梢有黄褐点, 平均根数6.90条, 形成
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的根细长, 最长根3.78 cm。与IAA和IBA相比, 
NAA更有利于土田七小苗的生长, 植株生长快, 平
均株高7.99 cm, 最高株达到9.30 cm, 整齐度较好, 
茎粗壮, 叶绿色, 诱导的根数多, 平均每株生根达到

9.32条, 根粗而长。方差分析结果表明, NAA处理

的株高和平均根数与IAA和IBA间的差异达到显著

性水平, 最长根与IBA的差异不显著而与IAA间的

差异达到显著性水平。因此, 土田七的生根培养的

生长素以NAA为最佳, 植株健壮, 根系质量好。

4  NAA浓度对再生芽生根的影响

单芽接种到添加不同浓度NAA的MS生根培

养基中, 7 d后大多数无根小苗的基部长出白色根, 

30 d诱导的生根率达到100% (表4), 植株高可达

4~10.2 cm。在不含NAA的培养基上, 植株矮小, 最
小株高只有4 cm, 诱发的根数最少, 平均每株生根

5.31条, 而且根短。0.2 mg·L-1 NAA诱导的生根数

偏少 ,  形成的根系细长。NAA在浓度0.4~0.8 
mg·L-1时, 诱导的根数较相近, 介于9.32~9.80条之

间 ,  根长且粗壮 ,  植株生长势好 ,  茎干粗壮 (图
1-D)。NAA 1.0和1.5 mg·L-1的浓度下, 植株生长良

好, 诱发的根数最多, 分别为10.66条和11.32条, 其
中NAA 1.5 mg·L-1处理的根相对较短, 2个处理均

有膨大根出现(图1-E), 说明NAA的浓度偏高。方

差分析表明, 不含NAA的对照处理在株高和生根

图1  土田七的组织培养与快速繁殖

Fig.1  Tissue culture and rapid propagation of S. involucratus
A: 根茎外植体30 d后的生长情况; B:茎尖外植体30 d后的生长情况; C: 增殖培养30 d后的生长情况; D: 生根培养30 d后的正常根; E: 

生根培养30 d后的膨大根; F: 移栽30 d后的组培苗。
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表2  不同培养基组成对土田七丛生芽增殖的影响

Table 2  Effects of different composition of medium on fasciculate buds propagation of S. involucratus

试验序号
                          因子种类   

增殖系数

 基础培养基 6-BA/mg·L-1	 NAA/mg·L-1	 蔗糖/g·L-1

1 MS 1.0 0.05 20 2.79cd

2 MS 2.0 0.10 30 3.22b

3 MS 3.0 0.20 40 4.16a

4 B5 1.0 0.10 40 2.60d

5 B5 2.0 0.20 20 2.89c

6 B5 3.0 0.05 30 2.73cd

7 Ls 1.0 0.20 30 1.82f

8 Ls 2.0 0.05 40 1.94f

9 Ls 3.0 0.10 20 2.27e

X1 3.39	 2.40	 2.49	 2.65	
X2 2.74	 2.68	 2.70	 2.59	
X3 2.01	 3.05	 2.96	 2.90	
R 1.38 0.65 0.47 0.31 

　　同列数字旁不同小写字母表示在0.05水平有显著差异, 下表同。

表3  不同种类生长素对土田七根系分化的影响

Table 3  Effects of different kinds of auxin on differentiation 
of rooting of S. involucratus

生长素 株高/cm	 根数/条 最长根/cm	 生根率/%

IAA 6.95b 6.38b 3.00b 100a

IBA 7.26b 6.90b 3.78a 100a

NAA	 7.99a	 9.32a	 3.65a	 100a

 

表4  不同NAA浓度对土田七根系分化的的影响

Table 4  Effects of different NAA concentrations on differenti-
ation of rooting of S. involucratus

NAA/mg·L-1	 株高/cm	 根数/条 生根率/%	        根生长状况

0	 6.61b	 5.31d	 100a	 根少, 短
0.2	 7.78a	 8.65c	 100a	 根较多, 长, 较细

0.4	 7.99a	 9.32bc	 100a	 根多, 长, 粗
0.6	 8.27a	 9.67b	 100a	 根多, 长, 粗
0.8	 8.29a	 9.80b	 100a	 根多, 长, 粗
1.0	 8.32a	 10.66a	 100a	 根多, 有膨大根

1.5	 8.08a
	 11.32a	 100a	 根多, 短, 有膨大根

 

数上与含NAA各处理间存在显著性差异; 而含NAA 
的各处理, 其株高的差异不显著; 在生根数量上, 
0.2 mg·L-1与0.4 mg·L-1之间, 0. 4 mg·L-1、0.6 mg·L-1、

0.8 mg·L-1之间, 1.0 mg·L-1与1.5 mg·L-1处理间的差

异均不显著, 综合考虑株高、生根数以及根系质

量, 宜选择MS+NAA 0.6~0.8 mg·L-1作为土田七的

生根培养基。

5  移栽基质的选择

从表5看出, 土田七组培苗移栽成活率较高, 
各处理均在90%以上, 在椰糠基质上的成活率最

高, 达到100%; 椰糠和河沙(1:1)的混合基质的成活

率略低, 为98%, 椰糠:河沙:表土(1:1:1)和营养土基

质的成活率均为94%, 河沙与表土(1:1)的成活率最

低, 为90%。从生长情况看, 组培苗在纯椰糠基质

上的生长量最大, 30 d平均株高达到12.04 cm, 叶片

大而绿, 植株健壮(图1-F), 根系发达粗壮, 这可能

是基质透气、保湿性良好, 有利于根系的发生, 从
而促进植株的生长。在含有椰糠的另2个混合基

质中, 组培苗生长也较快, 平均株高相近, 分别为

10.07 cm和10.09 cm, 根较多。而河沙与表土(1:1)
的混合基质较易板结, 通透气性较差, 不利于根系

的发育, 故成活率低些, 植株生长也较慢, 平均株

高只有8.99 cm, 长出的新叶较小。营养土基质上

的组培苗长势一般, 植株也较矮, 平均株高为9.41 
cm, 可能是其保水性能过好, 湿度太大, 影响了根

系的发育, 从而影响到植株的生长。因此, 土田七

组培苗的移栽以椰糠为首选基质。

讨　　论

外植体类型的选择对其植物组织培养体系的

建立十分重要, 不同取材时间、部位、植株年龄

和生理状态等都会直接影响培养结果(梁钻姬等
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2012)。本实验采用土田七的茎尖和根茎作为外植

体都能诱导出新芽, 其中茎尖外植体污染率和死

亡率低, 芽诱导率高, 生长快。可能与茎尖的生长

结构有关, 一是由于茎尖外植体有叶鞘包裹, 受杂

菌的污染较少; 二是剥除叶鞘后的茎尖外表光滑, 
较易消毒, 而外表的包片保护着茎尖生长点不直

接受到消毒剂的伤害, 茎尖的顶端优势使其有较

快的生长速度。

基础培养基提供离体外植体生长、维持生命

活动所需的基本成分。MS培养基营养成分较为齐

全, 浓度适中, 其总氮量约是B5培养基的2倍, Ls培
养基的多数成分和含量与MS培养基相同, 但不含

盐酸吡哆素, 且肌醇较MS培养基低200倍(王玉英

和高新一2001)。土田七小芽在MS培养基中的效

果显著优于B5和Ls培养基, 表现为生长势好, 丛生

芽增殖系数高, 说明土田七芽的生长发育需要较

高的硝酸盐、铵盐以及较为丰富的微量元素和有

机物质; 盐酸吡哆素对土田七芽的生长也有促进

作用。植物生长调节剂的水平以及相互作用对组

织的产生与分化也极为重要, 土田七的芽增殖生

长需要较高的6-BA浓度, 6-BA 3.0 mg·L-1与NAA 
0.2 mg·L-1配合达到最大的增殖效果。蔗糖含量虽

然对植物组织或细胞的生长速率、次生代谢产物

的合成的影响甚大, 而且不同植物及同一植物的

不同培养阶段所需的糖浓度会有所不同。但本研

究结果表明, 蔗糖浓度对土田七芽的增殖影响最

小。MS+6-BA 3.0 mg·L-1+NAA 0.2 mg·L-1+蔗糖40 
g·L-1的组合配方是土田七丛生芽增殖的最佳配方, 
丛生芽增殖系数高, 生长势好, 芽苗健壮整齐。

适宜的生长素种类和水平可以促进植株根系

的良好分化, 而不同植物对生长素的种类和浓度

需求不同。在本实验中, NAA对土田七苗根系分化

的效果最好, 最佳浓度为0.6~0.8 mg·L-1, 能快速分化

生长 ,  形成的根系多而粗壮 ,  NAA浓度达到1.0 
mg·L-1时产生膨大畸形根。在药用植物裸花紫珠的

生根研究中发现, NAA浓度达到1.0 mg·L-1时, 出现

膨大海绵状根系, 在洗苗过程中极易从茎基部折断, 
移栽到苗床上容易死苗(潘梅等2013)。药用植物白

术的生根试验中, 生长素浓度IBA为1.0 mg·L-1或

NAA为2.0 mg·L-1时产生板状根(朱玉球等2006)。其

原因一方面可能是前期培养阶段所用的外源激素

水平不同, 导致培养物的内源激素在质和量上有所

差异(龙华等2006), 另一方面可能是外源激素超过

本身适应极限, 从而影响自身根的形成与生长。

基质是影响组培苗移栽成活的主要因子, 普
遍认为, 保水、保肥、通透性良好的基质有利于

试管苗的成活和生长(方少忠等2003)。目前, 我国

已离体培养成功的姜科花卉有圆瓣姜花(陈薇等

2002), 瓷玫瑰(莫饶等2004), 红球姜(范燕萍等

2004), 白姜花(熊友华等2005), 金姜花(熊友华等

2007)等10余种, 移栽成活率为90%~100%, 选用的

基质原料主要有椰糠、泥炭土、草炭土、珍珠

岩、蛭石、表土和河沙, 多是2~3种原料基质按一

定的比例混合使用, 虽然不同的姜科花卉植物对

移栽基质要求有所不同, 但相对疏松透气的根部

环境和含有较丰富的营养有利于组培苗的成活与

生长。土田七组培苗移栽所用的5种基质成活率

均在90%以上, 其中椰糠基质中的成活率达到了

100%, 高生长量最大。椰糠属于海南本地资源, 在
取材、运输等方面都比较方便, 价格也相对较低, 
因此, 椰糠应是土田七组培苗的理想基质。
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Tissue culture and rapid propagation of Stahlianthus involucratus
HUANG Sai, FU Ri-Kan, YANG Jun, QI Hua-Sha, LÜ De-Ren, PAN Mei∗ 
Tropical Horticulture Research Institute of Hainan Academy of Agricultural Sciences, Haikou 571100, China

Abstract: The techniques of tissue culture and rapid propagation of Stahlianthus involucratus were studied by 
comparing with different explants, basic medium, types and concentrations of plant growth regulators, sucrose 
concentration and transplanting medium. The results showed that the stem tips were the best explants. MS+6-
BA 3.0 mg·L-1+NAA 0.2 mg·L-1+sucrose 40 g·L-1 could effectively induce fasciculate buds, the propagation co-
efficient was 4.16 per 30 days; the most optimum rooting medium was MS+NAA 0.6–0.8 mg·L-1, and the root-
ing rate was 100%. The rooting seedlings were effectively transplanted in coconut chaff, and the survival rate 
was 100%.
Key words: Stahlianthus involucratus; explants; tissue culture; rapid propagation

Received 2016-07-27    Accepted 2016-08-15
This work was supported by the Technology Development Project of Hainan Provincial Research Institutes (Grant No. KYYS-2015-14).
*Corresponding author (E-mail: panmei200@sina.com).


