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摘 要 胭脂花(P. maximowiczii)是报春花属多年生草本植物，具有优良的观赏特性，建立一个稳定、高效

的胭脂花离体培育技术体系，对胭脂花优良性状的保存与应用具有重要意义。本试验以经过低温处理的胭

脂花未萌发芽作为外植体进行组培快繁技术研究，并利用 SSR 和 AFLP 分子标记对再生植株进行遗传稳定

性检测。结果表明，以经过低温 60~90 d 处理的胭脂花芽鳞片作为外植体接种，外植体的最佳表面消毒方

法为75%酒精浸泡30 s后，再用3%次氯酸钠灭菌15 min；最适宜启动培养基为MS+1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L 

IBA，芽诱导率达 100%；最适宜继代增殖培养基为 MS+1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L NAA，增殖系数达 4.77。

遗传稳定性检测发现，继代 5 代的胭脂花组培苗 SSR 和 AFLP 分子标记检测变异率分别是 4.35%和 3.80%，

遗传一致性在 95%以上。本研究结果表明，以经过低温处理的胭脂花未萌发芽为材料进行组培扩繁是保存

胭脂花优异种质的理想途径。 
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characteristics. It is important to establish an effective micropropagation of P. maximowiczii for its garden 

application and fundamental scientific study on heterostyly. The cold-stored dormant buds of P. maximowiczii 

were used as explants to develop an efficient in vitro regeneration system and the genetic stability of 

micropropagated plants were determinated based on SSR and AFLP markers. The results showed that the best 

disinfection method to the explants was 75% ethanol for 30 seconds, followed by 3% sodium hypochlorite 

solution for 15 minutes. The suitable medium for induction was MS+1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L IBA. The 

induction rate was 100% and the induction time was 15 to 20 days. The suitable medium for multiplication of 

shoots was MS+1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L NAA and the multiplication coefficient was 4.77. The genetic stability 

detection showed that, the variation rates of SSR and AFLP molecular markers were 4.35% and 3.80% in 5 

generations of P. maximowiczii plantlets in tissue culture, respectively, and its genetic consistency was over 95%. 

The results of this study showed that, it is an ideal way to preserve the excellent germplasm of P. maximowiczii by 

tissue culture and propagation from dormant buds with low temperature treatment. 

Keywords Primula maximowiczii, In vitro reproduction, Genetic stability, SSR, AFLP 

报春花科报春花属(Primula)植物被列为“世界三大高山花卉”之一，全世界约有 500 种，中国约有 300

种(陈封怀和胡启明, 1990)。该属植物大部分具有丰富的花朵和艳丽的花色，有很高的观赏价值，著名的欧

报春(Primula vulgaris)、多花报春(P. polyantha)和鄂报春(P. obconica)等在世界各地广泛栽培。报春花属大

部分种类是花柱二型植物，有长花柱与短花柱两种类型，并且自交不亲和，难以获得自交后代。报春花属

植物是研究花柱二型特征以及花柱二型自交不亲和特性的模式植物(Franklin-Tong, 2008)。胭脂花(P. 

maximowiczii)是报春花属多年生草本植物，植株翠绿，花色艳丽，具有良好的观赏价值，在野生胭脂花群

体中存在多种具有观赏价值的天然变异，花色、花眼变异丰富(穆绘莉等, 2012)，是培育园林植物新品种的

优良种质资源。但胭脂花是异花授粉植物，用种子繁殖容易丧失优良特性，而分株繁殖方法的繁殖系数太

低。另外，胭脂花原产地为 1 600~1 800 m 的高山地区，在平原地区适应性较差，越夏困难，引种和资源

保存难度大。因此，建立一个稳定、高效的胭脂花种质离体培育技术体系，对保存与应用胭脂花的优良性

状具有重要的意义。 

国内外对多个报春花属植物的组织培养进行研究(游晓会等, 2012; Hayta et al., 2016; 郑云凤等, 2017, 

私人通讯)，分别采用叶片、叶柄、无菌苗上下胚轴、花梗、腋芽和花药等为外植体进行增殖培养获得再生

植株。然而，关于胭脂花组织培养的研究则较少，其中利用无菌种子萌发获得无菌幼苗为外植体进行再生
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诱导获得再生植株，但是诱导率与增殖率较低(游晓会等, 2011; 2012; 宋韵霏等, 2012)。胭脂花是花柱二型

自交不亲和植物，通过无菌幼苗进行再生培养无法判断每个再生株系的花柱类型，解决不了优良种质保存

的目的。 

在组织培养中，采用芽鳞片为外植体进行离体培养是获得再生苗的有效手段。自然生长的胭脂花在 10

月至翌年 4 月进行休眠，植株地上部分枯萎，在地下形成饱满的休眠芽度过休眠期(唐明等, 2011)。采集刚

形成休眠芽的胭脂花植株进行不同时间的低温处理，结果显示胭脂花植株在低温处理 60 d 和 90 d 胭脂花

成花质量最好(马玉磊, 2013)，表明休眠芽经过低温处理促进了植株的生长发育。因此，本试验对胭脂花休

眠后的植株进行-2℃处理 60~90 d 后采用植株的芽为外植体进行离体培养。以胭脂花未萌发芽为外植体构

建再生体系，能够提前确认每个株系的花柱类型。另外，通过 SSR 与 AFLP 分析检测组培苗遗传稳定性，

确定胭脂花诱导组培苗的遗传一致性。建立高效、稳定的离体培养体系是构建胭脂花遗传转化体系的基础，

能够保存胭脂花的优良种质，对报春花植物新品种的培育以及花柱二型特征和自交不亲和特性分子机理的

深入研究具有重要意义。 

1 结果与分析 

1.1 外植体消毒后的效果 

在不同的次氯酸钠消毒处理中，6%次氯酸钠灭菌 15 min 效果最好，外植体污染率为 58.93%，但是高

浓度次氯酸钠灭菌的外植体边缘容易变黑，并逐渐变褐，萌芽率降低。综合比较，3%次氯酸钠灭菌 15 min

能获得比较高的成功率(表 1)。 

表 1 不同消毒方法对外植体污染率和诱导率的影响 

Table 1 Effects of different sterilization methods on the percentages of pollution and induction rate of explants 

处理 

Treatment 

污染率(%) 

Pollution rate (%) 

诱导率(%) 

Induction rate (%) 

3%次氯酸钠 10 min 

3% sodium hypochlorite 10 min 

86.67±10.41 Aa 58.33±3.82 Aa 

3%次氯酸钠 15 min 

3% sodium hypochlorite 15 min 

66.67±7.64 Bb 48.33±5.20 Bb 

6%次氯酸钠 10 min 

6% sodium hypochlorite 10 min 

71.67±7.64 ABab 40.83±1.44 Bc 

6%次氯酸钠 15 min 

6% sodium hypochlorite 15 min 

58.33±2.89 Bb 27.50±2.50 Cd 

注: 同一列不同小写字母代表处理间差异显著(p<0.05); 同一列不同大写字母代表处理间差异极显著(p<0.01) 

Note: Different small letters in a column mean significant difference at p<0.05 level; Different capital letter in a column mean 

extremely significant difference at p<0.01 level 
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1.2 启动培养 

外植体接种后(图 1A)，颜色逐渐由白变绿，5 d 后，外植体基部长出 1~2 个新芽，20 d 后，芽高约 1~1.5 

cm。结果表明，启动培养 20 d 时，前 4 个分裂素 6-苄氨基腺嘌呤(6-BA)与生长素吲哚丁酸(IBA)的处理组

合，显著比后两个处理有利于芽诱导(表 2)，其中 3 号培养基(1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L IBA)的诱导率达到

100%，平均苗高为 1.66 cm，新芽叶片浓绿、植株健壮、长势良好(图 1B)。而 5 号(1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L 

2,4-D)和 6 号(1.0 mg/L KT+0.2 mg/L IBA)组合在诱导率和平均苗高上都显著低于前 4 个组合(表 2)。综上所

述，在分裂素与生长素的组合中，分裂素 6-BA 比激动素(kinetin, KT)对胭脂花芽的诱导效果要好；而生长

素 2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-D)在胭脂花芽诱导中不如生长素 IBA。因为生长素 6-BA 的活性比 KT 的活性高；

生长素苯酚化合物活性要比吲哚化合物高，即苯酚化合物 2,4-D 比吲哚化合物 IBA 活性高(孔庆浩和章亚

莲, 2009, 中国农业科学技术出版社, pp.75-95)，可能在胭脂花的诱导分化中需要较高活性的分裂素与较低

活性的生长素的组合。因此，3 号培养基(1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L IBA)对胭脂花芽的诱导效果最佳，而较

低活性的分裂素 KT 与较高活性的生长素 2,4-D 对胭脂花的芽诱导效果较差。 

表 2 不同激素组合处理对芽诱导的影响 

Table 2 Effects of plant growth regulator combinations on induction of shoots 

处理 

Treatment 

诱导率(%) 

Induction rate (%) 

平均苗高(cm) 

Height of plantlet (cm) 

生长状况 

Growth situation 

1 84.00±4.83 BCDbc 1.2±0.06 ABbc 植株绿色, 较健壮 

Plants were stronger and green 

2 90.53±3.56 BCb 1.48±0.16 Aab 植株绿色, 健壮 

Plants were strong and green 

3 100.00±0.00 Aa 1.66±0.13 Aa 植株绿色, 健壮 

Plants were strong and green 

4 91.67±5.51 Bb 1.42±0.18 Aab 植株绿色, 较健壮 

Plants were stronger and green 

5 78.70±5.65 CDcd 0.65±0.23 Cd 叶较小, 叶片发黄, 柔弱 

Plants were weak and leaves were small and yellow 

6 69.43±5.61 Dd 0.94±0.23 BCcd 叶片发黄, 柔弱 

Plants were weak and leaves were yellow 

注: 同一列不同小写字母代表处理间差异显著(p<0.05); 同一列不同大写字母代表处理间差异极显著(p<0.01) 

Note: Different small letters in a column mean significant difference at p<0.05 level; Different capital letter in a column mean 

extremely significant difference at p<0.01 level 

1.3 增殖培养 
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启动诱导的新芽在 1 号培养基(1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L NAA)上接种 35 d 后，平均增殖系数达到 4.77 

(表 3)，植株生长较健壮、叶片绿色(图 1C)，表现出最优的诱导效率；在 2 号培养基(1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L 

IBA)的增殖系数和平均苗高也达到了较高的水平，而在 3 号(1.0 mg/L KT+0.2 mg/L NAA)和 4 号(1.0 mg/L 

KT+0.2 mg/L IBA)培养基中的增殖结果显著低于前者。这些结果说明细胞分裂素 6-BA 对胭脂花芽幼叶的

增殖培养比 KT 的诱导效果显著，生长素萘乙酸(NAA)比 IBA 的效果略好，但差异不显著；而 4 个处理的

再生苗高度以及生长状况都表现良好，差异较小。因为 6-BA 比 KT 的活性高，能够更好地促进胭脂花的

分化。而在幼芽分化后，这些激素都能促进幼芽的生长发育而获得健壮的再生苗。因此，在这些处理中虽

然得到了不同的诱导结果，但是再生苗生长状态都表现良好。 

表 3 不同激素组合处理对丛生芽增殖的影响 

Table 3 Effects of different plant growth regulator combinations on multiplication of shoots 

处理 

Treatment 

增殖系数 

Multiplication coefficient 

平均苗高 

Height of plantlet 

生长状况 

Growth situation 

1 4.77±0.45 Aa 3.47±0.31 Aa 植株绿色, 较健壮 

Plants were stronger and green 

2 3.87±0.30 Aa 3.84±0.34 Aa 植株绿色, 较健壮 

Plants were stronger and green 

3 1.70±0.70 Bb 3.63±0.62 Aa 植株绿色, 健壮 

Plants were strong and green 

4 1.33±0.25 Bb 4.37±0.48 Aa 植株绿色, 健壮 

Plants were strong and green 

注: 同一列不同小写字母代表处理间差异显著(p<0.05); 同一列不同大写字母代表处理间差异极显著(p<0.01) 

Note: Different small letters in a column mean significant difference at p<0.05 level; Different capital letter in a column mean 

extremely significant difference at p<0.01 level 

 

1.4 IBA 浓度对试管苗生根的影响 

在生根诱导中，适当的 IBA 浓度，能够促进胭脂花再生植株的生根率，没有添加 IBA 以及过高的 IBA

浓度都不利于生根诱导。1 号无激素添加以及 5 号浓度高达 0.20 mg/L 时，生根率都较低，平均根条数和

根长都明显降低，而 2 号 0.02 mg/L 和 3 号 0.05 mg/L 浓度处理的平均根长和根条数都维持在较高的水平，

在 0.05 mg/L 时生根率最高，为 97.50% (表 4)。接入生根培养基培养 30 d 后，3 号 0.05 mg/L 培养基生根状

态最好，出现 2 级根，根粗壮、根毛多、叶色浓绿(图 1D)。综合分析认为，IBA 浓度为 0.05 mg/L 为生根

最佳浓度，此时最有利于提高移栽成活率。 
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表 4 IBA 浓度对试管苗生根的影响 

Table 4 Effects of different IBA concentration on rooting of in vitro plantlets 

处理 

Treatment 

生根率(%) 

Rooting rate (%) 

平均根条数 

No. of root 

平均根长(cm) 

Root length (cm) 

生长状况 

Growth situation 

1 80.83 ±5.77 Cc 3.35±0.65 Aa 2.12±0.83 Bb 根细长, 根毛多, 叶色浓绿 

Roots were long and thin with large of root hairs; 

leaves were strong green 

2 93.33±1.44 ABa 4.18±0.76 Aa 4.02±0.67 Aa 根粗壮, 根毛多, 叶色浓绿 

Roots were thick and strong with large of root 

hairs; leaves were strong green 

3 97.50±2.50 Aa 4.30±1.17 Aa 3.97±0.46 Aa 根粗壮, 根毛多, 叶色浓绿 

Roots were thick and strong with large of root 

hairs; leaves were strong green 

4 91.67±3.82 ABab 3.23±0.47 Aa 3.07±0.74 ABab 根粗壮, 根毛较多, 叶色浓绿 

Roots were thick and strong with large of root 

hairs; leaves were strong green 

5 85.83±2.89 ABCbc 3.08±0.82 Aa 2.65±0.33 ABb 根粗壮, 根毛少, 叶色浓绿 

Roots were thick and strong with few root hairs; 

leaves were strong green 

注: 同一列不同小写字母代表处理间差异显著(p<0.05); 同一列不同大写字母代表处理间差异极显著(p<0.01) 

Note: Different small letters in a column mean significant difference at p<0.05 level; Different capital letter in a column mean 

extremely significant difference at p<0.01 level 
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C                                 D 

图 1 胭脂花芽再生苗不同阶段生长状况 

注: A: 接种第一天; B: 3 号诱导培养基启动培养 20 d, 植株生长健壮, 叶片绿色; C: 1 号增殖培养基增殖培养 30 d, 植株生长

健壮, 叶片绿色; D: 3 号生根培养基生根培养 30 d, 根粗壮, 根毛多, 叶色浓绿 

Figure 1 Growth situation of plantlets in different stages in in vitro culture 

Note: A: Vaccination at first day; B: Plants were strong and green after starting culture for 20 days in the third treatment; C: Plants 

were strong and green after multiplication culture for 30 days in the first treatment; D: Roots growth situation after rooting culture for 

30 days in the third treatment, roots were thick and strong with large of root hairs, leaves were strong green 

1.5 胭脂花组培苗遗传稳定性的 SSR 分子检测 

检测结果表明，胭脂花芽组培苗 DNA 无降解和杂质，纯度和浓度均符合 SSR 和 AFLP 两种分子标记

方法对模板的要求，可用于遗传一致性分析。利用筛选出的 3 对 SSR 引物进行 PCR 扩增，检测胭脂花组

织培养后代的变异率。结果表明，3 对引物得到 23 个扩增位点，22 个非特异性位点，特异性位点只有 1

个，其后代的遗传一致性为 95.65%，组培苗遗传稳定性较高。 

1.6 胭脂花组培苗遗传稳定性的 AFLP 分子检测 

以样品 DNA 为模板酶切连接 14 h 后，利用酶切产物进行预扩增与选择性扩增，结果显示酶切产物的

预扩增与选择性扩增产物符合预期，可用于 AFLP 检测。采用 6 对引物进行检测，平均每对引物约扩增 40

个位点，共得到扩增位点 237 个，其中多态性位点只有 9 个，表明其遗传一致性为 96.20%，结果与 SSR

分子检测结果基本一致，组培苗表现较高的遗传稳定性。 

2 讨论 

2.1 外植体对胭脂花植株再生的影响 

在前人的研究中，采用胭脂花无菌实生苗的幼芽、叶柄、叶片进行再生苗培养，获得了再生植株，但

是增殖系数较低，最高只有 3.8；以叶柄进行诱导的诱导率 52%，而以叶片为材料进行诱导培养则没有获

得再生苗(游晓会等, 2011; 宋韵霏等, 2012)。本试验以胭脂花经过低温处理的未萌发混合芽为材料，诱导

率达到 100%，增殖率 4.77，能够较高效的获得优良的再生苗。本研究经观察发现，没有经过低温贮藏的

胭脂花休眠芽较瘦长，芽体包裹紧实，芽鳞片不容易剥离。将没有低温处理的休眠芽接种到诱导培养基中，

15 d 内几乎没有萌发，25 d 后仅有极少量外植体萌发出新芽，且大部分生长较弱，一周后便萎蔫死亡，因

此未经低温贮藏的休眠芽不适合进行再生繁殖。胭脂花休眠芽在-2℃低温处理后，芽发生膨大，腋芽开始

发育，这与前人研究结果一致，不同的低温冷藏时间影响胭脂花的生长发育与成花质量(马玉磊, 2013)，表

明胭脂花的生长发育受到低温积累的影响。本试验证明对胭脂花休眠后的植株进行-2℃处理 60~90 d 后采

用休眠芽进行离体培养，能够高效的获得优良的再生苗。 

2.2 不同植物激素对胭脂花再生的影响 
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在外植体再生体系建立过程中，植物组织的分化受到不同激素的调控，主要包括细胞分裂素与生长素。

细胞分裂素 6-BA 与 KT 等能够诱导离体组织的细胞分裂和组织分化；植物生长素 IBA、2,4-D 和 NAA 等

主要诱导外植体生根(孔庆浩和章亚莲, 2009, 中国农业科学技术出版社, pp.75-95)。不同激素配比在不同植

物种类中会产生有差异的诱导结果，Morozowska 和 Wesolowska (2004)采用 2.0 mg/L 6-BA+0.5 mg/L 2,4-D

配方对黄花九轮草进行芽诱导；和文佳等(2007)采用 1.86 mg/L NAA+ 0.2 mg/L KT 配方对灰岩皱叶报春(P. 

forrestii)进行芽诱导与增殖培养；Sharaf 等(2011)采用 0.2 mg/L TDZ+0.4 mg/L NAA 配方对 P. heterochroma

进行芽诱导与增殖培养，这些不同的激素配方在不同的报春属物种中获得了各自最佳的诱导效果。本研究

结果表明，对胭脂花经过低温处理的芽再生诱导的最佳培养配方与其它研究结果不同，启动培养配方是

MS+1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L IBA，增殖培养配方是 MS+1.0 mg/L 6-BA +0.2 mg/L NAA；6-BA 对胭脂花的

诱导率显著高于其它组合，2,4-D 以及 KT 组合的诱导率明显低于前者。显然，分裂素 KT 在胭脂花芽的离

体培养中诱导活性不如 6-BA；而生长素 IBA 和 NAA 比 2,4-D 更适用于胭脂花的再生培养。 

2.3 胭脂花继代组培苗的遗传稳定性 

组织培养是进行种质资源保存、种苗扩繁以及进行新品种育种的有效手段，但是在植物不同外植体的

诱导增殖过程中会使组培苗产生变异，例如苹果茎尖组培苗的变异(杜国强等, 2006)以及香蕉组培苗的变异

(吴伟怀等, 2007)等，这些变异可能影响物种的性状，影响后续应用。可以根据形态学与细胞遗传学研究判

断植物无性系的变异，还可以利用分子标记对组培苗的稳定性进行检测，分子标记技术快捷、准确，能够

提高研究效率而被广泛应用，包括 RFLP、SNP、SSR、ISSR 和 AFLP 等技术(罗冉等, 2010; 胡杨等, 2016)。

本研究采用 SSR 与 AFLP 两种方法对胭脂花芽的离体培养组培苗进行遗传稳定性检测，两种方法的检测结

果相近，都表明以胭脂花芽为外植体的组培苗遗传一致性较高，遗传变异较小，说明胭脂花组培苗在继代

5 代时稳定性较高，能够较好的保持物种的特性，减少对后续研究的影响。本研究为花柱二型的胭脂花提

供了一种稳定的保存优良种质资源的方法，为胭脂花种质资源的开发利用提供了帮助。 

3 材料与方法 

3.1 试验材料 

将已进入休眠期的胭脂花植株于 2014 年 10 月初移至-2℃的冷库中冷冻处理 60~90 d 后(图 2A)，取出

植株，剥出未萌发的芽(图 2B)，切取其紧密包裹的芽鳞片作为外植体进行培养。试验采用 MS 为基本培养

基，添加琼脂 7 g/L，pH 值调至 5.8~6.0，118℃灭菌 18 min。培养温度为 25℃，日光灯光源，光照强度 2 200 

lx，光照时间为每天连续 14 h (游晓会等, 2012)。 

3.2 外植体消毒 
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将生长健壮的胭脂花芽去除根部(图 2C)，用洗洁精和自来水洗净后，在流水下冲洗 30 min，在超净工

作台内先用 75%乙醇消毒 30 s，无菌水冲洗 3 次，再分别用 3%次氯酸钠处理 10 min 和 15 min，以及 6%

次氯酸钠处理 10 min 和 15 min，共 4 个不同消毒处理进行操作。然后将次氯酸钠冲洗干净(无菌水冲洗 6

次)，在无菌操作台中切取芽鳞片，将其从基部切成 1.5 cm×1.5 cm 的方块，从基部插入培养基中，每个不

同消毒处理接种 20 瓶，每瓶 2 个外植体，重复 3 次。每隔 2 d 记录 1 次污染数和发芽数，20 d 后统计污染

率和诱导率。 

     
A                                  B                             C 

图 2 胭脂花植株与芽 

注: A: 冷库中保存的胭脂花; B: 芽; C: 消毒后的芽 

Figure 2 Plant and buds of P. maximowiczii 

Note: A: P. maximowiczii plant stored in cold storage; B: Buds; C: Buds after being disinfected 

3.3 启动培养 

选择最佳消毒方式对胭脂花芽进行消毒，然后将外植体接种到不同的诱导培养基中(表 5)，操作流程

同外植体消毒步骤(3.2)。每瓶接种 2 个外植体，每个处理 15 瓶，20 d 后统计诱导率和生长状况。 

表 5 启动培养, 增殖培养与生根培养的不同激素组合 

Table 5 Different growth regulator compositions on induction, multiplication and rooting 

处理编号 

NO. of 

treatments 

启动培养激素配方(mg/L) 

Growth regulator compositions on 

induction (mg/L) 

增殖培养激素配方(mg/L) 

Growth regulator compositions on 

multiplication (mg/L) 

生根培养激素配方(mg/L) 

Growth regulator compositions on 

rooting (mg/L) 

1 0.2 6-BA+0.2 IBA 1.0 6-BA+0.2 NAA 无激素 

No growth regulator 

2 0.5 6-BA+0.2 IBA 1.0 6-BA+0.2 IBA 0.02 IBA 

3 1.0 6-BA+0.2 IBA 1.0 KT+0.2 NAA 0.05 IBA 

4 1.0 6-BA 1.0 KT+0.2 IBA 0.10 IBA 

5 1.0 6-BA+0.2 2,4-D - 0.20 IBA 

6 1.0 KT+0.2 IBA - - 

3.4 增殖培养 

外植体在诱导培养基上培养 15~20 d，在诱导长出的嫩芽高达 1.5 cm 左右时，将其切下转接到增殖培
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养基中进行增殖培养(表 5)，每瓶接种 3 个芽，每个处理 10 瓶，重复 3 次。35 d 后统计增殖系数、株高和

生长状况。 

3.5 生根培养 

采用 5 种不同生根培养基对丛生芽进行生根诱导，培养基分别为无激素添加、添加 0.02 mg/L、0.05 

mg/L、0.1 mg/L 以及 0.2 mg/L IBA (表 5)，每个处理 10 瓶，重复 3 次。在诱导的幼芽长出 3~4 片叶时，分

别取出单个幼芽，接种生根培养基，每瓶接种 2 个幼芽。诱导培养 30 d 后统计植株生长状况、根长、根数

和生根率。 

3.6 组培苗遗传稳定性的 SSR 检测 

检测材料：经 60~90 d 冷冻处理的植株，剥出未萌芽，取幼嫩叶片，于硅胶中干燥保存，作为母株 DNA

的提取材料；取同一植株的未萌发芽作为外植体，消毒后接种至 MS+1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L NAA 培养

基上进行诱导，诱导出的腋芽在相同的培养基上继代 5 次，约 30 d 继代一次，从获得的无菌苗中随机选取

30 个植株，取其新鲜叶片作为母株的繁殖后代 DNA 的提取材料。利用以上 31 个样本进行遗传稳定性检

测。 

DNA 提取：利用天根植物基因组 DNA 提取试剂盒(天根, 中国)，对 31 份样本材料提取基因组 DNA，

用于 SSR 和 AFLP 标记分析。利用 1%的琼脂糖进行电泳，检测提取的 DNA 纯度及有无降解，将符合条

件的 DNA 样品保存于-20℃下备用。 

SSR 检测：利用报春花属其他物种中筛选出的具有多态性位点的 3 对 SSR 引物 P2、P66 与 P74 (Ueno, 

et al., 2009; Huang et al., 2010)进行遗传一致性检测。本试验利用 FAM、HEX 等荧光染料对 SSR 正向引物

5'端进行修饰和标记，采用荧光标记多态性检测方法进行多态性检验。PCR 产物经过 1%琼脂糖凝胶电泳

检测合格后，进行毛细管电泳，通过 DNA 分析仪检测，Gene Maker V1.5 进行图像收集和分析，统计扩增

片段的大小及变异水平。试验所用试剂购自 Promega 公司(美国)。 

SSR 反应体系如下：0.5 μL Mg2+ (25 mmol/mL)+1 μL PCR buffer (10x)+0.4 μL dNTP (2.5 mmol/μL)+0.2 

μL 上游引物(10 μmol/μL)+0.2 μL 下游引物(10 μmol/μL)+0.5 μL Taq (5 U/μL)+1 μL DNA 模板+6.2 μL 

ddH2O。反应程序为：95  3 min℃ ；94  30 s℃ ，Tm 30 s，72  30 s℃ ，30 个循环；72  7 min℃ 。引物序列：P2

上游引物为 TCCTATCTGCAAATACCAAAGTCA，下游引物为 AATTGGGATGCGGAAGAGT，退火温度

为 56℃；P66 上游引物为 ATATGCGGTTACAGTAGAAA，下游引物为 TAGATGGGTAGGTATTGACG，

退火温度为 57℃；P74 上游引物为 TTTCAGTCGCATATCTACAC，下游引物为 AACAAACAAACC 

AGCGAACT，退火温度为 53℃。 
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3.7 组培苗遗传稳定性的 AFLP 检测 

AFLP 检测材料与 SSR 检测材料一致。试验所用试剂购自 NEB 公司(美国)。利用报春花属其他物种中

筛选的引物进行检测(陈强, 2008)，具体试验步骤如下： 

(1)酶切连接：采用 MseⅠ和 EcoRⅠ两种限制性内切酶进行双酶切，EcoR  adaptorⅠ 和 Mse  adaptorⅠ

接头由各自的正、反两条链混合后在 PCR 仪中 95℃变性 5 min 后获得。反应体系总体积 20 μL，将各种试

剂混合后，放置于 37℃的全温振荡培养箱中连接 14 h。完成后，将产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳，检测酶

切连接产物是否酶切充分。将反应充分的酶切产物存放于-20℃保存备用。 

酶切连接体系：0.4 μL EcoR  adaptorⅠ  (5 μmol/L)+0.4 μL Mse  adaptor (50 μmol/L)+0.1 μL Ⅰ EcoR  (20 Ⅰ

U/μL)+0.2 μL Mse  (10 U/μL)+2 μL TⅠ 4 Buffer+0.4 μL T4 Ligase (400 U/μL)+2 μL DNA 模板+14.5 μL ddH2O。

引物序列(5'-3')：EcoR  adaptor1Ⅰ 引物 CTCGTAGACTGCGTACC，EcoR  adaptor2Ⅰ 引物 AATTGGTA 

CGCAGTCTAC；Mse  adaptor1Ⅰ 引物 GACGATGAGTCCTGAG，Mse  adaptor2Ⅰ 引物 TACTCAGGACTC 

AT。 

(2)预扩增：将酶切产物稀释 5 倍用于预扩增反应，利用 1%的琼脂糖凝胶在 60 v 的电压下电泳 1 h，

检测预扩增产物，检测合格后用于选择性扩增。 

预扩增体系：1.2 μL Mg2+ (25 mmol/L)+0.2 μL dNTP (2.5 mmol/μL)+2 μL Reaction BufferV (10x)+1 μL 

M00V (10 μmol/L)+1 μL E00V (10 μmol/L)+0.3 μL Taq 酶(5 U/μL)+2 μL 模板 DNA+12.3 μL ddH2O。预扩增

反应程序：94  4 min℃ ；94  30 s℃ ，56  30 s℃ ，72  30 s℃ ，30 个循环；72  4 min℃ ；4℃保存。引物序列(5'-3')：

E00 引物 GACTGCGTACCAATTC；M00 引物 GATGAGTCCTGAGTAA。 

(3)选择性扩增：选择性扩增为 20 μL 的反应体系，预扩增产物稀释 30 倍，Mg2+体积为 1.1 μL。利用

筛选出的 6 对引物组合(陈强, 2008)进行扩增：M19E36、M19E38、M19E41、M50E42、M50E44、M50E46。 

引物序列：M19 引物 GATGAGTCCTGAGTAAGA，E36 引物 GACTGCGTACCAATTCACC，E38 引

物 GACTGCGTACCAATTCACT，E41 引物 GACTGCGTACCAATTCAGG，M50 引物 GATGAGTCC 

TGAGTAACAT，E42 引物 GACTGCGTACCAATTCAGT，E44 引物 GACTGCGTACCA ATTCATC，E46

引物 GACTGCGTACCAATTCATT。 

(4)采用荧光标记多态性检测方法进行 AFLP 多态性检验，利用 FAM、HEX 等荧光染料对 AFLP 引物

中的 M19、M50 或者 E36、E38、E41、E42、E44 和 E46 序列的 5'端进行修饰和标记。具体方法与 SSR 检

测方法相同。 

3.8 数据处理与分析 
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污染率(%)=污染的外植体数/试验外植体总数×100%。 

诱导率(%)=萌芽的外植体数/试验外植体总数×100%。 

增殖系数=增殖后的芽数/接种芽数。 

生根率=生根的苗数/接种的苗数×100%。 

采用 Excel 进行数据记录，并采用 SPSS18 等进行分析(Duncan 检验方差分析)。 
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