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铁线莲‘朱卡’组织培养技术及再生体系的建立

高　 燕，莫建彬，付艳茹，奉树成∗

（上海植物园，上海城市植物资源开发应用工程技术研究中心，上海　 ２００２３１）

摘要：【目的】以铁线莲‘朱卡’ （Ｃｌｅｍａｔｉｓ ‘ Ｊｕｌｋａ’）的带芽茎段为起始材料，通过组织培养方法建立再生体系。
【方法】利用腋芽诱导—不定芽增殖—生根和愈伤组织诱导—增殖—分化—生根两种途径，建立该品种的组织

培养再生体系，形成铁线莲‘朱卡’完整植株。 【结果】铁线莲‘朱卡’组织培养最适宜灭菌条件为质量分数 １０％
次氯酸钠溶液灭菌 １２ｍｉｎ；带芽茎段诱导腋芽最适培养基为 ＭＳ＋ＮＡＡ ０．１ ｍｇ ／ Ｌ＋６－ＢＡ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ，不定芽增殖最

适培养基为 ＭＳ＋ＩＢＡ ０．２０ ｍｇ ／ Ｌ＋６－ＢＡ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ＋ＧＡ３ ０．２ ｍｇ ／ Ｌ；带芽茎段诱导愈伤组织最适培养基为 ＭＳ＋ＮＡＡ
０．０５ ｍｇ ／ Ｌ＋６－ＢＡ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ，愈伤组织增殖最适培养基为 ＭＳ＋ＮＡＡ ０．２０ ｍｇ ／ Ｌ ＋６－ＢＡ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ，愈伤组织分化最

适培养基为 ＭＳ＋ＮＡＡ ０．０３ ｍｇ ／ Ｌ＋６－ＢＡ ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ；最佳生根培养基为１ ／ ２ ＭＳ＋ＩＢＡ ０．３ ｍｇ ／ Ｌ。 【结论】首次用两

种器官发生方法建立了稳定高效的铁线莲‘朱卡’再生体系。 直接形成不定芽时增殖倍数可达 ５．５２。 诱导愈伤

组织途径的器官发生中，愈伤组织分化率可达 ７６．７％，分化不定芽平均数超过 ３。 两种途径诱导生根率都在 ９０％
以上。
关键词：铁线莲‘朱卡’； 腋芽诱导； 愈伤组织诱导； 愈伤组织分化； 再生体系
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　 　 铁线莲（Ｃｌｅｍａｔｉｓ ｆｌｏｒｉｄａ）被誉为“藤本皇后”，
为毛茛科（Ｒａｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅ）铁线莲属多年生草质或

木质藤本植物，少数直立草本或灌木［１］。 铁线莲

萼片花瓣状，着色丰富，几乎包括了所有常见的花

色，花型多变；花期长，可以做到三季开花；应用形

式多样，近些年在注重拓展城市绿化空间、增加绿
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量、关注立体绿化的城市，特别在大中型城市精致

园艺中受到广泛关注，具有很大的观赏和应用价

值。 铁线莲除南极洲外，在全球范围内广泛分布，
全世界记录铁线莲属植物约 １５ 组 ３５０ 余种，主要

分布在热带、亚热带，我国有 ９ 组 １４０ 余种（不包括

变种） ［２］，是该属的主要分布中心之一。 国内铁线

莲育种工作起步较晚，现在应用的多数品种来自欧

洲等国。 然而由于价格昂贵、品种数量少，极大影

响了铁线莲在中国园林绿化中的应用。
波兰铁线莲品种 Ｃｌｅｍａｔｉｓ ‘Ｊｕｌｋａ’（‘朱卡’）属

早花大花型类群 （ ｅａｒｌｙ ｌａｒｇｅ⁃ｆｌｏｗｅｒｅｄ ｇｒｏｕｐ），在

２００２ 年的荷兰 Ｐｌａｎｔａｒｉｍｕ 植物展会上获银奖。
‘朱卡’萼片长 ６ ～ ８ ｃｍ，宽 ４ ｃｍ 左右，花径可达

１０～１５ ｃｍ，紫红色带有深红色条纹。 在上海地区

４—８ 月开花。 目前由于种苗市场垄断，进口品种

价格高，种子繁殖困难，母株少，分株或扦插繁殖受

限，难以满足市场需要。 因此，研究铁线莲‘朱卡’
组织培养快繁技术对规模化生产以开拓国内市场

具有重要意义。
对铁线莲的组织培养研究，黄鑫［３］ 分别以铁

线莲‘蓝天使’和‘紫铃铛’的茎段和叶片为起始材

料研究了器官发生两种途径的组织培养方式并建

立再生体系。 铁线莲‘蓝天使’和‘紫铃铛’利用不

同的 ＮＡＡ 和 ６－ＢＡ 组合诱导出腋芽和愈伤组织，
再经过芽增殖—壮苗—生根和愈伤组织增殖—分

化的方法，构建组织培养体系。 张丽琼等［４］ 对绿

花重瓣铁线莲以 ＭＳ 为基本培养基，添加不同浓度

２，４－Ｄ和 ６ － ＢＡ 形成愈伤组织；马育珠等［５］ 以

Ｃｌｅｍａｔｉｓ ‘Ｂｉｌｌ ＭａｃＫｅｎｚｉｅ’的幼嫩茎段为起始材料，
以 ＭＳ 为基本培养基添加 ６－ＢＡ 和 ＩＢＡ 形成愈伤

组织，但绿花重瓣铁线莲和 Ｃ． ‘Ｂｉｌｌ ＭａｃＫｅｎｚｉｅ’的
后续愈伤组织分化及生根等均鲜见报道。 宋微

等［６］铁线莲‘波兰精神’ （Ｃ． ‘ Ｐｏｌｉｓｈ Ｓｐｉｒｉｔ’）带芽

茎段为外植体，直接诱导丛生芽获得完整植株。 吴

红等［７］进行了钝齿铁线莲根尖组培再生体系的研

究。 魏淑云等［８］以铁线莲‘里昂城’ （Ｃ． ‘Ｖｉｌｌｅ ｄｅ
Ｌｙｏｎ’）为材料建立再生体系。 近些年对铁线莲组

织培养的研究开始增多，利用组织培养技术获得大

量铁线莲是快速实现铁线莲推广应用最优的手段

之一。
本研究以铁线莲品种‘朱卡’的幼嫩茎段为起

始材料，进行腋芽诱导—不定芽增殖和愈伤组织诱

导—愈伤组织再分化两种途径的研究，旨在建立该

品种的组织培养再生体系，为进一步促进铁线莲优

良品种的推广和应用奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料及培养条件

两年生铁线莲‘朱卡’，取自上海植物园种苗

基地。 春季 ３—４ 月下旬，取‘朱卡’顶端 ２０ ｃｍ 以

内部分，截取带顶芽或腋芽的 ０．６ ～ １．２ ｃｍ 茎段作

为试验材料。
试验培养温度为（２３±２ ） ℃，光照度１ ５００～

２ ５００ ｌｘ，光周期为 １６ ｈ ／ ｄ，相对湿度为６０％～８０％。
１．２　 灭菌处理

对以下试验用品进行高压灭菌锅灭菌：蒸馏

水、培养基、带盖三角瓶、镊子、解剖刀、滤纸。 准备

体积分数 ７５％乙醇、质量分数 １０％次氯酸钠溶液、
酒精灯。

将截取的铁线莲‘朱卡’茎段用体积分数 ２％
洗洁精溶液震荡清洗并浸泡 ２０ ｍｉｎ，后流水冲洗

３０ ｍｉｎ，置于灭菌的超净工作台中。 将植物材料移

入灭菌三角瓶中，加入 ７５％乙醇震荡漂洗 ３０ ｓ，再
用无菌水漂洗 １ 次，接着用 １０％次氯酸钠溶液浸

泡，设置时间梯度。 植物材料接种 ２５ ｄ 后，根据污

染和诱导情况确认最适合的灭菌方式。 每个处理

接种 １３ 个茎段，重复 ５ 次。
１．３　 直接器官发生途径

以幼嫩茎段为外植体诱导腋芽，增殖不定芽后

生根，形成完整植株。
１）腋芽诱导。 ①基本培养基的筛选：采用

ＭＳ、１ ／ ２ ＭＳ、ＷＰＭ 为基本培养基，添加 ＮＡＡ ０．０５
ｍｇ ／ Ｌ、６ －ＢＡ ０． ５ ｍｇ ／ Ｌ、蔗糖 ３０ ｇ ／ Ｌ 和琼脂 ６． ９
ｇ ／ Ｌ。 观察并统计 ２５ ｄ 后的诱导率。 每个处理接

种 ３０ 个茎段，重复 ５ 次。 ②植物生长调节剂的筛

选：采用 ＭＳ 为基本培养基，添加植物生长调节剂

６－ＢＡ 和 ＮＡＡ 并设置梯度浓度。 诱导 ３０ ｄ 后，统
计腋芽诱导率和芽苗生长状态，并综合确定最佳诱

导培养基，每个处理接种 ２１ 个茎段，重复 ５ 次。
２）不定芽增殖。 增殖培养基以 ＭＳ 为基本培

养基，添加植物生长调节剂 ６－ＢＡ、ＩＢＡ 和 ＧＡ３并设

置梯度。 培养 ２５ｄ 后，比较几种培养条件的增殖系

数，观察不定芽的生长和增殖情况，每处理接种 ９
个芽，重复 ５ 次。 确定最佳不定芽增殖培养基。
１．４　 间接器官发生途径

以幼嫩茎段为外植体诱导愈伤组织，愈伤组织

再分化形成不定芽且生根后形成完整植株。
１）愈伤组织诱导。 ①基本培养基的筛选：采

用 ＭＳ、１ ／ ２ ＭＳ、ＷＰＭ 为基本培养基，添加 ６ －ＢＡ
１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ、ＮＡＡ ０．０５ ｍｇ ／ Ｌ、蔗糖 ３０ ｇ ／ Ｌ 和琼脂 ６．９
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ｇ ／ Ｌ，观察愈伤组织状态，统计 ２５ ｄ 后的诱导率，每
个处理接种 １６ 个茎段，重复 ３ 次。 ②植物生长调

节剂的筛选：以 ＭＳ 为基本培养基，添加不同浓度

的 ６－ＢＡ 和 ＮＡＡ。 统计 ２５ ｄ 后的诱导率，观察愈

伤状态。 每个处理 ７ 个茎段，重复 ５ 次。
２）愈伤组织增殖。 以 ＭＳ 为基本培养基，添加

蔗糖 ３０ ｍｇ ／ Ｌ、琼脂 ６．９ ｍｇ ／ Ｌ，并添加不同浓度的

植物生长调节剂 ６－ＢＡ 和 ＮＡＡ，统计 ２５ ｄ 后的愈

伤增殖情况，观察愈伤组织状态。 每处理接种 ７ 个

愈伤组织，重复 ８ 次。
３）愈伤组织分化。 以 ＭＳ 为基本培养基，添加

蔗糖 ３０ ｍｇ ／ Ｌ、琼脂 ６．９ ｍｇ ／ Ｌ，并添加不同浓度的

植物生长调节剂 ６－ＢＡ、ＮＡＡ，观察并统计 ２５ ｄ 后

的愈伤组织分化不定芽数量、不定芽生长情况，综
合统计出最佳的不定芽分化培养基。 每个处理接

种愈伤组织 １２ 个，重复 ６ 次。
１．５　 不定芽生根

以 １ ／ ２ ＭＳ 为基本培养基，分别添加植物生长

调节剂 ＩＢＡ 或 ＮＡＡ 并设置梯度，经过 ２５ ｄ 生长，
对比生根数和根的生长状况，得出最佳的生根培养

基。 每处理接种 ４ 个芽，重复 ５ 次。
１．６　 数据统计

各评价指标的计算公式如下：
污染率＝污染数量 ／外植体总数×１００％；
腋芽诱导率 ＝诱导 ３０ ｄ 后的萌芽数 ／外植体

总数×１００％；
腋芽增殖率 ＝增殖培养 ２５ ｄ 后的不定芽数 ／

起始接种的腋芽数×１００％；
出愈率＝诱导 ３０ ｄ 诱导出的愈伤组织数 ／外

植体总数×１００％；
愈伤组织增殖倍数＝继代培养后愈伤质量 ／继

代培养接种时愈伤质量×１００％；
增殖倍数＝ ２５ ｄ 分化后不定芽数（每颗不定芽

至少包含 １ 个节）；
生根率＝生根数 ／接种数×１００％；
平均根长＝总根长 ／总根数；
平均根数＝总根数 ／总生根苗数。
试验数据采用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ 软件统计，采用方

差分析和多个独立样本非参数检验方法进行分析。

２　 结果与分析

２．１　 灭菌时间对铁线莲消毒效果的影响

采用 １０％次氯酸钠溶液对起始材料灭菌，灭
菌时长如表 １ 所示，采用多个独立样本非参数检验

分析。 灭菌时间越长，污染率越低，对应的出芽率

和出愈率均呈现先上升后下降的趋势。 灭菌 １２
ｍｉｎ（Ａ２）可以达到比较好的灭菌效果，污染率为

１４􀆰 ６％，对应的出芽率和出愈率分别达到 ４１􀆰 ８％和

５６􀆰 ４％。 因此，以 １０％次氯酸钠溶液灭菌 １２ ｍｉｎ
（Ａ２）为最佳的灭菌方法。

表 １　 不同灭菌时间对铁线莲消毒效果的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｂｕｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

编号
Ｎｏ．

灭菌时间 ／
ｍｉｎ

ｓｔｅｒｉｌｉｚｉｎｇ
ｔｉｍｅ

污染率 ／ ％
ｒａｔｅ ｏｆ

ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ

出芽率 ／ ％
ｒａｔｅ ｏｆ

ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

出愈率 ／ ％
ｒａｔｅ ｏｆ
ｃａｌｌｕｓ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
Ａ１ ６ ６５．５±６．８ ａ ７．３±３．６ ａ １６．４±３．６ ａ
Ａ２ １２ １４．６±４．５ ａｂ ４１．８±４．５ ｂ ５６．４±５．７ ｂ
Ａ３ １８ ３．６±４．５ ｂ ９．１±５．７ ａｃ ２３．６±４．４ ａｂ

　 　 注：表中数值为平均值±标准差。 同列不同小写字母表示处理
间差异显著 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 下同。 Ｖａｌｕｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤ．
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ａ ０􀆰 ０５ ｌｅｖｅｌ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

２．２　 芽诱导基本培养基的筛选

以ＭＳ、１ ／ ２ ＭＳ、ＷＰＭ 为起始诱导基本培养基，
均添加 ＮＡＡ ０．０５ ｍｇ ／ Ｌ 和 ６－ＢＡ ０．５ ｍｇ ／ Ｌ，采用多

个独立样本非参数检验方法，比较不同基本培养基

的芽诱导情况，结果如表 ２ 所示。 当 ＭＳ 为基本培

养基时出芽率最高，腋芽生长健康，叶片舒展、叶
绿，无黄化、枯萎、玻璃化等不正常的现象，芽生长

速度较快。 以 １ ／ ２ ＭＳ 为基本培养基时，植株矮，叶
片小，生长缓慢。 以 ＷＰＭ 为基本培养基时，出芽

率极低，且生长 ３０ ｄ 以后观察，植株矮小，叶片逐

渐发黄后期枯萎。 因此，ＭＳ 为最适合铁线莲‘朱
卡’的基本培养基。

表 ２　 不同基本培养基对铁线莲诱导的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｓｉｃ ｍｅｄｉｕｍ
ｏｎ ｂｕｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

编号
Ｎｏ．

基本
培养基
ｂａｓｉｃ

ｍｅｄｉｕｍ

出芽率 ／
％

ｒａｔｅ ｏｆ
ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

芽苗生长状况
ｓｔａｔｅ ｏｆ

ｓｈｏｏｔｓ ｇｒｏｗｔｈ

Ｂ１ ＭＳ ３５．３±１．６ ａ 生长健康，无黄化、玻璃化现象

Ｂ２ １ ／ ２ＭＳ ６．０±２．１ ｂ 生长基本健康，较矮小，生长缓慢

Ｂ３ ＷＰＭ ２．０±１．６ ｂ 出芽后生长极缓慢，叶逐渐发黄后期枯萎

２．３　 芽诱导植物生长调节剂的筛选

以 ＭＳ 为基本培养基，添加生长素 ＮＡＡ 和细

胞分裂素 ６－ＢＡ，观察芽生长情况，采用多个独立

样本非参数检验方法，比较不同植物生长调节剂下

的出芽率，结果如表 ３ 所示。
在不含生长素（Ｃ４、Ｃ７）、不含分裂素（Ｃ２、Ｃ３）

或者完全不含植物生长调节剂（Ｃ１）的培养基上，诱
导的出芽率均较低，叶片发黄，或生长缓慢。 当 ６－
ＢＡ 增加为 １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ，腋芽诱导率上升，其中 ＮＡＡ
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０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ 时，诱导率达到 ７２．４％；ＮＡＡ ０．３ ｍｇ ／ Ｌ 时，
出芽率达到 ３８．１％，这两种情况下腋芽生长迅速，叶
片舒展，无畸形，为最佳的诱导植物生长调节剂浓度

配比。 但过高的分裂素含量对诱导有抑制作用，且
腋芽绿色，生长迅速，没有形成愈伤组织。

表 ３　 不同植物生长调节剂对铁线莲腋芽诱导的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｏｎ ｂｕｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

编号
Ｎｏ．

ｃ（ＮＡＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ｃ（６－ＢＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

出芽率 ／ ％
ｒａｔｅ ｏｆ

ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

生长状况
ｓｔａｔｅ ｏｆ

ｓｈｏｏｔｓ ｇｒｏｗｔｈ
Ｃ１ ０ ０ ０．０±０．０ ａ 无法诱导

Ｃ２ ０．１ ０ ８．６±１．９ ａｂｃ 腋芽长速慢

Ｃ３ ０．３ ０ １２．４±２．３ ａｂｃ 腋芽长速慢，叶片黄

Ｃ４ ０ １．０ １０．５±１．９ ａｂｃ 腋芽生长慢，增殖效率差

Ｃ５ ０．１ １．０ ７２．４±３．６ ｄ 腋芽长出于节间生长点，
生长迅速

Ｃ６ ０．３ １．０ ３８．１±３．０ ｃ 腋芽长出于节间生长点，
两侧切口处略有膨胀

Ｃ７ ０ ２．０ ５．７±１．９ ａｂ 诱导出芽少

Ｃ８ ０．１ ２．０ １１．４±２．３ ａｂｃ 诱导出芽较少

Ｃ９ ０．３ ２．０ １５．２±１．９ ｂｃ 两侧切口略膨胀

　 　 注：ｃ 为生长调节剂质量浓度。 下同。 ｃ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｃｏｎｔｅｎｔ． Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

２．４　 芽增殖生长调节剂的筛选

诱导出的芽转入增殖培养基。 以 ＭＳ 为基本

培养基，添加不同浓度 ＩＢＡ、６－ＢＡ 和 ＧＡ３。 利用方

差分析的方法比较不同植物生长调节剂条件下不

定芽增殖速率，并观察芽生长状况，结果如表 ４
所示。

因生长调节剂浓度及配比的不同，增殖倍数、
芽生长状况均有差异。 增殖过程中采用 ３ 因素 ３
水平中 Ｌ９（３４）正交试验，随着 ６－ＢＡ 浓度的增加，
芽的增殖数出现先增加后略微下降的情况。 在浓

度较低时，茎段细，单节略微生长，较少出现分节。
当添加 ６－ＢＡ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ、ＩＢＡ ０． ２０ ｍｇ ／ Ｌ、ＧＡ３ ０． ２
ｍｇ ／ Ｌ 时，增殖倍数达到最大，茎段粗壮，分节较多，
生长迅速，叶片深绿。 因此，几种处理中 Ｄ５ 为最

佳增殖方案，增殖系数达 ５􀆰 ５２，且植株健康，即
ＭＳ＋６－ＢＡ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ＋ＩＢＡ ０．２０ ｍｇ ／ Ｌ＋ＧＡ３０．２ ｍｇ ／ Ｌ
为最优方案。

表 ４　 不同植物生长调节剂对铁线莲芽增殖的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｏｎ ｂｕｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

编号
Ｎｏ．

ｃ（ＩＢＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ｃ（６－ＢＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ｃ（ＧＡ３） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

增殖倍数
ｒａｔｅ ｏｆ

ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ

生长状况
ｓｔａｔｅ ｏｆ ｓｈｏｏｔｓ ｇｒｏｗｔｈ

Ｄ１ ０．０５ ０．５ ０ １．１６±０．１５ ａ 茎段细，单节略有伸长，丛生芽少，生长速度慢

Ｄ２ ０．０５ １．０ ０．１ ２．３２±０．３０ ｂｃ 茎段细，生长速度较快，叶片舒展

Ｄ３ ０．０５ ２．０ ０．２ ２．０８±０．３２ ｂ 生长速度较快，叶片舒展

Ｄ４ ０．２０ ０．５ ０．１ ３．２８±０．２０ ｄ 茎段粗，单节伸长，丛生芽较少

Ｄ５ ０．２０ １．０ ０．２ ５．５２±０．３０ ｅ 茎段粗，单节略有伸长，分节多，且增殖多，生长迅速

Ｄ６ ０．２０ ２．０ ０ ２．３６±０．１５ ｂｃ 茎段细，生长速度差异大

Ｄ７ ０．４０ ０．５ ０．２ ２．０４±０．１５ ｂ 单节有伸长，部分分节，生长较慢

Ｄ８ ０．４０ １．０ ０ ２．４８±０．２０ ｃ 茎段细，分节较多

Ｄ９ ０．４０ ２．０ ０．１ ２．３２±０．２４ ｂｃ 增殖较低，茎段较细，生长速度较快

２．５　 愈伤组织诱导基本培养基的筛选

ＭＳ、１ ／ ２ ＭＳ、ＷＰＭ 作为愈伤组织起始诱导基

本培养基，均添加 ＮＡＡ ０． ０５ ｍｇ ／ Ｌ 和 ６ －ＢＡ １􀆰 ０
ｍｇ ／ Ｌ，利用多个独立样本非参数检验方法，比较不

同基本培养基下的出芽率及芽生长状况，结果如表

５ 所示。
３ 种培养基条件均可形成愈伤组织。 当以

１ ／ ２ ＭＳ为基本培养基时，１６ ｄ 左右从茎段两侧切

口处开始膨胀，形成浅黄色愈伤组织，出愈率为

３３􀆰 ３％。 以 ＭＳ 为基本培养基，１２ ｄ 左右开始形成

浅黄色愈伤组织，出愈率为 ５６．３％。 以 ＷＰＭ 为基

本培养基，获得愈伤组织很少，且呈黄色，致密，在
后期培养过程中未能分化成芽，因此，最优的基本

培养基为 ＭＳ 培养基。
表 ５　 不同基本培养基对铁线莲愈伤组织诱导的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｓｉｃ ｍｅｄｉｕｍｓ ｏｎ
ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

编号
Ｎｏ．

基本
培养基
ｂａｓｉｃ

ｍｅｄｉｕｍ

出愈率 ／ ％
ｒａｔｅ ｏｆ
ｃａｌｌｕｓ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

愈伤组织
生长状况
ｓｔａｔｅ ｏｆ

ｃａｌｌｕｓ ｇｒｏｗｔｈ

Ｅ１ １ ／ ２ ＭＳ ３３．３±２．９ ａ １６ ｄ 左右两端切口处开始膨胀，形
成浅黄色松软愈伤组织

Ｅ２ ＭＳ ５６．３±５．１ ｂ １２ ｄ 左右两端切口处开始膨胀，形
成浅黄色松软愈伤组织

Ｅ３ ＷＰＭ １０．４±２．９ ａ 愈伤组织黄色，致密
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２．６　 愈伤诱导植物生长调节剂的筛选

以 ＭＳ 为基本培养基，添加 ６－ＢＡ 和 ＮＡＡ 两种

生长调节剂，形成 ９ 种不同的配比。 利用多个独立

样本非参数检验方法，比较不同植物生长调节剂对

铁线莲愈伤组织诱导的影响，结果如表 ６ 所示。
表 ６　 不同植物生长调节剂对铁线莲愈伤组织

诱导的影响

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｏｎ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

编号
Ｎｏ．

ｃ（ＮＡＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ｃ（６－ＢＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

出愈率 ／ ％
ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

生长状况
ｓｔａｔｅ ｏｆ

ｃａｌｌｕｓ ｇｒｏｗｔｈ
Ｆ１ ０ １．０ １７．１±５．７ ａ 量少、淡黄色、疏松

Ｆ２ ０．０５ １．０ ２２．９±７．０ ａｂ 淡黄色、有突起

Ｆ３ ０．１０ １．０ １４．３±０．０ ａ 愈伤组织长速快、疏松

Ｆ４ ０ ２．０ ４５．７±５．７ ａｂｃ 淡黄色、疏松

Ｆ５ ０．０５ ２．０ ７１．４±９．０ ｂｃ 淡黄色、疏松

Ｆ６ ０．１０ ２．０ ４０．０±５．７ ａｂｃ 淡黄色、较致密

Ｆ７ ０ ４．０ ７７．１±７．０ ｃ 黄色、愈伤组织长速快、
过度致密

Ｆ８ ０．０５ ４．０ ５４．３±５．７ ａｂｃ 黄色、致密

Ｆ９ ０．１０ ４．０ ２２．９±７．０ ａｂ 黄褐色、过度致密

　 　 愈伤组织从 １１ ｄ 开始长出。 整体来说，浓度

较低的情况下，形成的愈伤组织呈淡黄白色且疏

松，有利于后期愈伤组织分化成芽。 高浓度的愈伤

组织黄色且致密，后期愈伤组织基本无法分化成

芽。 其中 Ｆ５、 Ｆ７ 两种培养基的出愈率，均超过

７０％。 比较两者的生长状况，其中 Ｆ５ 为浅黄色，疏
松；Ｆ７ 为黄色，愈伤组织增殖速度快但过于致密，在
后期无法分化成芽。 因此以 Ｆ５（６－ＢＡ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ、
ＮＡＡ ０．０５ ｍｇ ／ Ｌ）为更优的植物生长调节剂配比。
２．７　 愈伤组织增殖植物生长调节剂的筛选

不同植物生长调节剂对铁线莲愈伤组织增殖

的影响见表 ７。 愈伤组织增殖过程中，低浓度愈伤

组织呈浅黄色，增殖极为缓慢，长时间增殖后愈伤

组织僵化。 高浓度下愈伤组织出现褐化。 当 ６－
ＢＡ ４􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 时，愈伤组织从淡黄色转至黄色，硬
化，后期愈伤组织无法分化成芽。 Ｇ４ 和 Ｇ５ 培养

基增殖倍数均接近 ４，两种培养基无显著差异，愈
伤组织生长状态好，浅黄色，与诱导出的愈伤组织

状态相似。 考虑到植物生长调节剂宁低勿高的原

则，以 ＮＡＡ ０．２ ｍｇ ／ Ｌ、６－ＢＡ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 的 Ｇ４ 培养

基为愈伤组织增殖最优培养基。
表 ７　 不同植物生长调节剂对铁线莲愈伤组织

增殖的影响

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｏｎ ｃａｌｌｕｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ

编号
Ｎｏ．

ｃ（ＮＡＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ｃ（６－ＢＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

增殖倍数
ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

生长状况
ｓｔａｔｅ ｏｆ

ｃａｌｌｕｓ ｇｒｏｗｔｈ
Ｇ１ ０．２ １．０ １．２５±０．１３ ａ 增殖很差

Ｇ２ ０．５ １．０ ２．１９±０．１１ ｂ 淡黄色、疏松

Ｇ３ １．０ １．０ ２．０３±０．１０ ｂ 淡黄色、疏松

Ｇ４ ０．２ ２．０ ４．０９±０．１４ ｆ 淡黄色、疏松

Ｇ５ ０．５ ２．０ ３．８９±０．１１ ｅｆ 淡黄色、疏松

Ｇ６ １．０ ２．０ ２．６３±０．２３ ｃ 淡绿色、致密

Ｇ７ ０．２ ４．０ ３．３５±０．１６ ｄ 黄色、致密

Ｇ８ ０．５ ４．０ ３．６８±０．０７ ｅ 黄色、过度致密、硬化

Ｇ９ １．０ ４．０ ３．１９±０．１７ ｄ 黄褐色、硬化

２．８　 愈伤组织分化植物生长调节剂的筛选

将状态较好的愈伤组织转移至分化培养基上，
９ 种分化培养基如表 ８ 所示，按照多个独立样本非

参数检验方法，比较不同植物生长调节剂对铁线莲

愈伤组织分化的影响。 当 ６－ＢＡ 为 １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 时无

法分化成芽；当 ６－ＢＡ 为 ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 时，愈伤组织生

长状态发生变化。 当 ＮＡＡ ０．０３ ｍｇ ／ Ｌ 时，愈伤组织

表 ８　 不同植物生长调节剂对铁线莲愈伤组织分化的影响

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｏｎ ｃａｌｌｕｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

编号
Ｎｏ．

ｃ（ＮＡＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ｃ（６－ＢＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

分化率 ／ ％
ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

不定芽数
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ

ｂｕｄｓ

分化生长状况
ｓｔａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

Ｈ１ ０．０１ １．０ ０．０±０．０ ａ ０．０±０．０ ａ 愈伤组织不分化

Ｈ２ ０．０３ １．０ ０．０±０．０ ａ ０．０±０．０ ａ 愈伤组织不分化

Ｈ３ ０．０５ １．０ ０．０±０．０ ａ ０．０±０．０ ａ 愈伤组织不分化

Ｈ４ ０．０１ ３．０ １９．４±３．９ ｂｃ １．６±０．３ ｂ 愈伤组织少量分化

Ｈ５ ０．０３ ３．０ ７６．７±４．８ ｄ ３．１±０．３ ｂ 愈伤组织黄绿色，分化出 １～３ 个节间的茎段，叶片略小

Ｈ６ ０．０５ ３．０ ２９．２±４．１ ｃ １．９±０．３ ｂ 愈伤组织黄绿色，可分化茎段

Ｈ７ ０．０１ ５．０ １５．３±３．１ ｂ １．３±０．４ ｂ 极少形成不定芽，愈伤组织较致密

Ｈ８ ０．０３ ５．０ ０．０±０．０ ａ ０．０±０．０ ａ 愈伤组织褐化且不分化

Ｈ９ ０．０５ ５．０ ０．０±０．０ ａ ０．０±０．０ ａ 愈伤组织褐化且不分化
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黄绿色，有突起，可分化成芽，芽在经过 １５ ｄ 左右

生长至 １􀆰 ５～３．５ ｃｍ 的高度，且可分化出 １ ～ ３ 个节

间的茎段，叶片略小，分化率可达 ７６．７％，平均不定

芽为 ３􀆰 １；而 ＮＡＡ 增至 ０．０５ ｍｇ ／ Ｌ 时，分化率和不

定芽数均下降。 因此，最优分化培养基为 ６ －ＢＡ
３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ、ＮＡＡ ０．０３ ｍｇ ／ Ｌ。
２．９　 不定芽生根植物生长调节剂的筛选

以 １ ／ ２ ＭＳ 为基本培养基，分别添加 ＩＢＡ 和

ＮＡＡ 两种生长调节剂，比较不同植物生长调节剂

对铁线莲生根的影响，如表 ９ 所示。 根据根的生长

情况、生根数、植株生长状况综合考虑，筛选植物生

长调节剂及配比。 添加 ＮＡＡ 无法形成根；添加

ＩＢＡ 时，从生根率看，Ｉ１ 和 Ｉ２ 处理没有显著差异，
但生根数有显著差异。 当 ＩＢＡ ０．３ ｍｇ ／ Ｌ 时，平均

生根数为 ４．１０，明显高于 ＩＢＡ ０．１ ｍｇ ／ Ｌ 条件下的

生根数，且 Ｉ１ 和 Ｉ２ 两种情况下根的生长状态没有

太大差异，根系粗壮，生长较快，因此，添加 ＩＢＡ
０􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ 为更优的生根方案。

表 ９　 不同植物生长调节剂对铁线莲生根的影响

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｏｎ ｐｌａｎｔｌｅｔ ｒｏｏｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

编号
Ｎｏ．

ｃ（ＩＢＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ｃ（ＮＡＡ） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

生根数
ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｒｏｏｔｉｎｇ

生根率 ／ ％
ｒａｔｅ ｏｆ
ｒｏｏｔｉｎｇ

生长状况
ｓｔａｔｅ ｏｆ ｒｏｏｔｉｎｇ

Ｉ１ ０．１ ０ １．３５±０．２８ ｂ ９０．０±６．９ ｃ 根系发达，生长快，１５ ｄ 左右开始长根

Ｉ２ ０．３ ０ ４．１０±０．４２ ｄ ９１．７±８．３ ｃ 愈伤组织上生根，１５ ｄ 左右开始长根；根粗壮洁白，根系发达，生长快

Ｉ３ ０．５ ０ ２．６５±０．２９ ｃ ６０．０±６．９ ｂ 根特别粗壮，极个别出现畸形

Ｉ４ ０ ０．１ ０．０±０．０ ａ ０．０±０．０ ａ 无生根

Ｉ５ ０ ０．３ ０．０±０．０ ａ ０．０±０．０ ａ 无生根

Ｉ６ ０ ０．５ ０．０±０．０ ａ ０．０±０．０ ａ 无生根

３　 讨　 论

组织培养能加速植物种苗繁殖，提高植物产量

和品质。 德国植物学家 Ｈａｂｅｒｌａｎｄｔ 于 １９０２ 年提出

植物细胞全能性（ ｃｅｌｌ ｔｏｔｉｐｏｔｅｎｃｙ）理论，即植物体

的每个细胞都有发育成完整个体的潜能［９］。 组织

培养是在离体条件下利用人工培养，在无菌情况下

培养、生长、发育再生出完整植株的过程［９］。 起始

材料选取茎尖分生组织、形成层、木质部、韧皮部、
表皮组织、胚乳组织等部位［１０］。 顶芽或腋芽再生

是观赏植物离体再生的主要途径［１１］，在铁线莲‘朱
卡’组织培养中，选用顶芽和靠近顶端的腋芽部

位，该部分细胞分裂旺盛，是组织培养中常用的起

始材料。
起始材料的灭菌要求较高，一般表面积越大，

越难灭菌。 铁线莲表面有细小绒毛，更易附着病原

菌，增加了灭菌难度。 组织培养的灭菌剂可以选用

体积分数 ７０％～７５％乙醇、次氯酸钙、次氯酸钠、过
氧化氢、硝酸银、氯化汞等溶液。 其中，体积分数

７０％～７５％乙醇具有较强的杀菌力、穿透力和润湿

作用，可以排除材料上的空气以利于其他消毒剂的

渗入，因此常常和其他灭菌剂共同使用。 本试验使

用 ７５％乙醇结合 １０％次氯酸钠溶液对铁线莲‘朱
卡’灭菌，不同的灭菌时间对腋芽和愈伤组织诱导

率的影响均呈现先上升后下降的趋势，时间过短会

导致灭菌不彻底，外植体污染严重；时间过长会加

大灭菌剂对材料的伤害。 随后需用灭菌水多次漂

洗材料并用滤纸吸收残留水，尽量减少残留灭菌液

对外植体的伤害［１２］。
基本培养基在植物组织培养中起到支撑作用，

包含了植物生长所需的基本元素。 黄鑫［３］ 在对铁

线莲‘蓝天使’的带芽茎段诱导中，腋芽萌发以 ＭＳ
为最适合的基本培养基，而不定芽增殖以 １ ／ ２ ＭＳ
基本培养基为佳；在对铁线莲‘蓝天使’的愈伤组

织诱导和增殖中以 ＭＳ 为佳。 宋微等［６］ 在对铁线

莲‘波兰精神’的腋芽诱导中，以 １ ／ ２ ＭＳ 基本培养

基为佳。 铁线莲‘朱卡’在芽和愈伤组织的诱导中

尝试采用 ＭＳ、１ ／ ２ ＭＳ 和 ＷＰＭ 基本培养基，均以

ＭＳ 基本培养基最佳。 由此可见，铁线莲不同品种

之间、不同组培阶段对各种元素的需求不同，需要

根据培养过程中的表现进行调节。 这一结论与板

栗品种组织培养的基本培养基相似，对不同树种或

者同一树种采用不同的诱导途径，选用的基本培养

基有所差异，甚至需要在常用基本培养基上对某些

元素含量进行调整［１３］。
植物生长调节剂对细胞生长、组织和器官的分

化发育、植物离体培养中的细胞分化和形态建成都

有明显的调节作用［１４］。 天然植物生长调节剂包括

生长素、细胞分裂素、赤霉素、乙烯和脱落酸。 本试

验中添加的生长调节剂包括生长素（ＮＡＡ、ＩＢＡ）、

４１１



　 第 ３ 期 高　 燕，等：铁线莲‘朱卡’组织培养技术及再生体系的建立

细胞分裂素（６－ＢＡ）和赤霉素（ＧＡ３）。 生长素参与

植物根和茎的发育、器官衰老和维管束组织的形成

等植物生长分化过程。 生长素浓度较低时，导致增

殖缓慢，植株长势弱；但生长素浓度过高时，导致叶

片和芽苗畸形。 在对喜树和红松组培生根的过程

中，添加生长素类植物生长调节剂可以形成大量不

定根［１５］。 黄鑫［３］ 在对铁线莲‘蓝天使’诱导生根

时添加 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ，生根率可以达到 ７０􀆰 ２２％。
本试验对铁线莲‘朱卡’的诱导生根中尝试用 ＩＢＡ
和 ＮＡＡ 两种生长素，只有在添加 ＩＢＡ 时可诱导生

根。 细胞分裂素可以促进细胞分裂扩大，抑制衰

老，诱导芽分化和侧芽生长［１２］。 在对铁线莲相关

研究中应用较多的分裂素包括 ６ －ＢＡ、ＫＴ、ＴＤＺ。
在绿花重瓣铁线莲中 ６－ＢＡ 更有利于愈伤组织诱

导。 本试验分裂素 ６－ＢＡ 可以起到较好的芽和愈

伤组织诱导、增殖的作用。 过低的分裂素导致芽或

愈伤组织生长缓慢，但过高的分裂素在增殖过程中

导致芽增殖过密，芽苗细弱、节间短，个别出现新芽

失色转至枯黄现象，可能是因为浓度过高导致顶端

分生组织停止分化或细胞坏死所致［１６］。 细弱芽苗

在后期炼苗过程中影响移栽存活率。
生长素与细胞分裂素常常一起使用，植物生长

调节剂的组合效应大于单种植物生长调节剂的效

应［１４］，生长素与细胞分裂素的比值控制着植物形

态建成的发展方向。 以茎段为起始材料诱导时，细
胞分裂素 ６－ＢＡ 和生长素 ＮＡＡ 浓度配比不同，诱
导出的结果不同。 较高浓度 ６－ＢＡ 加上较低浓度

ＮＡＡ 有利于愈伤组织诱导，铁线莲‘朱卡’在愈伤

组织诱导中采用 ＮＡＡ ０．０５ ｍｇ ／ Ｌ ＋６－ＢＡ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ
的浓度配比，腋芽诱导中采用 ＮＡＡ ０．１ ｍｇ ／ Ｌ＋６－
ＢＡ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 的浓度配比效果最好。 这与铁线莲

‘蓝天使’诱导结论类似［１７］。 浓度过高会影响植

株生长发育，引起畸形或褐化等情况。 相比较铁线

莲‘朱卡’愈伤组织诱导和增殖过程，高浓度细胞

分裂素有助于愈伤组织分化，但高浓度 ＮＡＡ 抑制

愈伤组织分化，因此分化过程中考虑提高细胞分裂

素和降低生长素浓度。 在铁线莲‘朱卡’分化过程

中，提高细胞分裂素 ６－ＢＡ 浓度至 ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 并降

低生长素 ＮＡＡ 浓度至 ０．０３ ｍｇ ／ Ｌ，在此浓度配比下

可得到较好的分化率和不定芽数。 这与铁线莲

‘蓝天使’ ［１７］ 和木本油料作物美藤果（Ｐｌｕｋｅｎｅｔｉａ⁃
ｖｏｌｕｂｉｌｉｓ） ［１８］愈伤组织分化结论一致。

赤霉素对高等植物的各个生长发育阶段，特别

是茎段延展［１９－２０］、叶片生长［２１－２２］ 等生理过程起到

重要的调控作用。 赤霉素（ＧＡ３）在马铃薯试管苗

快繁中应用较多。 张志军［２３］ 研究表明，马铃薯在

ＩＡＡ、ＧＡ３和 ＢＡＰ ３ 种植物生长调节剂共同作用下，
相比较使用 ＩＡＡ 和 ＢＡＰ 的处理，其鲜质量和平均

直径分别提高 ４０９．６％和 １８４．４％，由此证明 ＧＡ３和

ＩＡＡ 在马铃薯块茎形成中互作增强。 本试验中，添
加 ＧＡ３后芽苗明显伸长，叶片舒展。 铁线莲‘朱

卡’不定芽增殖阶段，最佳培养基为 ＭＳ＋ＩＢＡ ０．２０
ｍｇ ／ Ｌ＋ ６－ＢＡ１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ＋ＧＡ３ ０．２ ｍｇ ／ Ｌ。

生根培养时，大多数植物都需要经过愈伤组织

诱导分化形成根，这个过程经常需要植物生长调节

剂的参与。 铁线莲‘朱卡’的芽基部形成颗粒状愈

伤组织，并在愈伤组织上生根，属于愈伤型生根。
这种生根方式与重瓣榆叶梅［２４］、 柑橘等情况

相似［２５］。
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