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羊踯躅离体叶片再生体系的建立

孙晓波，苏家乐，刘晓青，邓衍明，梁丽建，肖 政

（江苏省高效园艺作物遗传改良重点实验室/江苏省农业科学院休闲农业研究所，南京 210014）

摘 要：为了建立羊踯躅规模化无性繁殖和高效遗传转化体系，以羊踯躅试管苗叶片为外植体，探讨了

基本培养基类型、叶片切割方式、叶位、暗培养时间及不同激素组合等因素对叶片再生不定芽的影响。

结果表明：WPM培养基为最适基本培养基。垂直于主脉切割一刀并去除叶柄和叶稍的叶片再生不定

芽的频率最高。羊踯躅试管苗中、上部叶片的再生能力较强，其中第5和第6位叶的不定芽诱导效果最

佳。初始暗培养有利于叶片再生，暗培养10~15天的效果最佳。诱导羊踯躅试管苗叶片再生不定芽的

适宜培养基为WPM+TDZ 1.0 mg/L+IAA 1.0 mg/L，其不定芽分化率和平均分化芽数分别达到82.3%和

7.2个。
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Establishment of in vitro Leaf Regeneration System of Rhododendron molle (Blume) G. Don
Sun Xiaobo, Su Jiale, Liu Xiaoqing, Deng Yanming, Liang Lijian, Xiao Zheng

(Jiangsu Key Laboratory for Horticultural Crop Genetic Improvement/Institute of Leisure Agriculture/
Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Nanjing 210014)

Abstract: To establish a system for large-scale vegetative propagation and efficient genetic transformation of
Rhododendron molle, the leaves of Rhododendron molle plantlets in vitro were used as explants, the effects of
basic medium type, leaf cutting mode, leaf position, darkness culture time and different hormone combinations
on the adventitious bud regeneration of leaves were studied. The results showed that WPM medium was the
optimal basic culture medium. The regeneration frequency of adventitious buds was the highest in the leaves
which were cut perpendicularly in the main veins and the petioles and leaf apexes were removed. The
regeneration ability of leaves at middle and upper parts of a plantlet was stronger, and the induction effect of
adventitious bud from leaves at the 5th and 6th positions was the best. The initial dark culture was beneficial to
regeneration of leaves and the optimal time of dark culture was 10-15 d. The optimum medium for adventitious
bud regeneration was WPM+TDZ 1.0 mg/L+ IAA 1.0 mg/L and the regeneration frequency was 82.3% and the
average number of adventitious bud was 7.2.
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0 引言

羊踯躅[Rhododendron molle (Blume) G. Don]，又

名闹羊花、黄杜鹃、黄色映山红，隶属于杜鹃花科杜鹃

花属羊踯躅亚属落叶灌木，是中国羊踯躅亚属中仅有
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的一个原生种[1]。羊踯躅树枝优美，花繁色艳，具有较

高的观赏价值，也是杜鹃花色品种改良的重要资源[2-3]。

同时，羊踯躅也是珍稀濒危药用植物，其全株器官均含

有多种活性成分，具有祛湿、除风、解痛等功效，可用于

治疗风湿、高血压和慢性肾小球炎等病[4-5]；羊踯躅对农

作物虫害的防治也有一定的作用，是开发绿色农药的

植物源[6]。由此可见羊踯躅具有巨大的开发潜力和应

用前景。羊踯躅主要是通过种子、扦插等方式繁殖。

但羊踯躅的种子细小难采集，且种子萌发率较低，种子

苗生长缓慢，距开花结果的时间较长；以扦插、嫁接方

式繁殖又存在生根率低、移栽成活率不高等问题，使其

开发及利用受到极大限制[7]。因此，亟待采取有效的

方法对羊踯躅加以繁殖，使之能够规模化生产，满足人

们日益增长的需求。

利用植物组织培养技术繁殖羊踯躅可以不受季节

和环境条件等因素的影响，并能得到大规模整齐的瓶

苗，且繁殖系数高，是解决上述难题的重要途径。目前

有关羊踯躅组织培养与离体繁殖方面的研究较少。

2006年顾宏辉等[8]以羊踯躅茎尖和带腋芽茎段为外植

体，接种在含ZT和NAA的Read培养基上进行芽的诱

导和增殖，增殖系数为4~5倍。2010年罗向东等[9]以野

生黄杜鹃茎尖为试材，建立了黄杜鹃离体再生体系。

2012年顾地周等[10]以羊踯躅新生嫩叶为外植体，筛选

嫩叶愈伤组织诱导、再分化及生根培养基，并以再生植

株茎节为试材，建立了羊踯躅离体再生体系。2012年

顾地周等[7]通过嫩茎基部直接再生芽苗，并以再生植

株茎节为材料进行快繁的方式建立羊踯躅离体培养和

植株再生体系。2013年邵殿坤等[11]以新生嫩茎段为外

植体，建立了羊踯躅腋芽丛生和高效植株再生体系。

然而直到目前为止，还没有以羊踯躅叶片作为外植体

直接诱导分化不定芽的报道。叶片离体再生不定芽是

植物组织培养的一种方式，具有分化周期短、繁殖系数

高、再生苗健壮，且再生的植株很少或不会发生体细胞

变异等优点，被认为是解决扦插繁殖困难树种规模化

无性繁殖的有效途径[12-13]；同时叶盘法也是在植物转基

因研究中使用较为广泛的有效方法之一，因此羊踯躅

离体叶片再生体系的建立不仅可用于规模化无性繁

殖，对后续的遗传转化研究也具有重要意义。本研究

在前人研究基础上，采用羊踯躅试管无菌苗叶片为外

植体，研究了基本培养基类型、叶片切割方式、叶位、暗

培养时间及不同激素组合等因素对叶片再生不定芽的

影响，建立了羊踯躅离体叶片再生体系，大大缩短了繁

殖时间。羊踯躅离体叶片再生体系如果和羊踯躅的茎

段增殖方式同时应用于羊踯躅的组培快繁，可以使羊

踯躅在短时间内大量、快速、高质量的繁殖，能有效地

满足人们对羊踯躅日益增长的需求，降低生产周期和

成本；同时羊踯躅离体叶片再生体系的建立也为羊踯

躅遗传转化体系的建立奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 材料与基本培养条件

本试验材料为继代4次以上的羊踯躅组培苗。羊

踯躅无菌组培苗的获得和增殖培养参考顾宏辉等[8]的

方法。除特殊说明外，均取羊踯躅组培苗形态学第3~

6位的叶片，去除叶稍和叶柄并在叶片中部垂直于叶

脉横切一刀，叶面朝上接种在培养基上，接种后均先暗

培养 10天后再进行光照培养。培养条件为培养温度

为 (25 ± 2)℃，光照时间为 12 h/d，光照强度为 40~

60 μmol/(m2·s)。

1.2 方法

1.2.1 基本培养基的筛选 采用 WPM[14]、Aderson[15]和

MS[16]等3种不同类型培养基，分别附加TDZ 0.2 mg/L和

IAA 1.0 mg/L，蔗糖30 g/L，琼脂30 g/L，pH值调为5.8，

剪取羊踯躅组培苗叶片进行接种，筛选最适宜羊踯躅

组培苗叶片分化再生不定芽的基本培养基。每个处理

接种 6瓶，每瓶接种 10个叶片，光照培养 45天后统计

再生频率和平均再生芽数。

1.2.2 叶片切割方式的筛选 剪取羊踯躅组培苗叶片，

分别采取以下4种处理方式：①不切割，②在叶片中部

垂直于叶脉横切一刀形成伤口，③去除叶稍和叶柄并

在叶片中部垂直于叶脉横切一刀形成伤口，④去除叶

稍和叶柄并在叶片中部垂直于叶脉横切两刀形成伤

口，接种在WPM+0.2 mg/L TDZ+1.0 mg/L IAA+30 g/L

蔗糖+7 g/L琼脂的培养基上，pH 5.8，每个处理接种 6

瓶，每瓶接种10个叶片，光照培养45天后统计叶片不

定芽诱导率及平均不定芽数。

1.2.3 暗培养时间的筛选 剪取羊踯躅组培苗叶片，接

种在WPM+0.2 mg/L TDZ+1.0 mg/L IAA+30 g/L蔗糖+

7 g/L 琼脂的培养基中，pH 5.8，分别暗处理 0、5、10、

15、20天后，进行光照培养。每个处理接种 8瓶，每瓶

接种10个叶片，在培养55天后统计叶片不定芽诱导率

及平均不定芽数。

1.2.4 叶位的比较 分别取羊踯躅组培苗形态学的1和

2位、3和 4位、5和 6位、7和 8位、9和 10位叶片，接种

于含有 0.2 mg/L TDZ和 1.0 mg/L IAA的WPM培养基

上，光照培养45天后统计叶片不定芽诱导率及平均不

定芽数。每处理3瓶，每瓶接种10片叶，并重复3次。

1.2.5 激素的筛选 选择WPM作为基本培养基，用不

同浓度的TDZ与NAA、IAA、IBA进行组合，筛选适宜
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分化的激素种类及浓度。每个处理接种 8瓶，每瓶接

种10个叶片，光照培养45天后统计叶片不定芽诱导率

及平均不定芽数。

1.3 数据处理与分析

将叶片外植体放置于不定芽诱导培养基上，光照

培养 45天后调查不定芽诱导率和平均不定芽数。参

照公式 (1)、(2)分别计算不定芽诱导率和平均不定

芽数。

不定芽诱导率=(形成不定芽的叶片数/接种叶片

外植体数)×100%…………………………………… (1)

平均不定芽数=不定芽总数/形成不定芽的叶片数

……………………………………………………… (2)

采用Excel 2007软件对实验数据进行统计和差异

显著性分析。

2 结果与分析

2.1 基本培养基对羊踯躅组培苗叶片分化不定芽的

影响

羊踯躅组培苗叶片在WPM、Anderson和MS培养

基上均能诱导产生不定芽，但不定芽再生率、平均再生

芽数和不定芽的生长状况却有明显差异（见表 1、图

1）。在WPM 和Anderson培养基上组培苗叶片出现不

定芽的时间早，诱导率均达率达80%以上，平均不定芽

数达4~5个，两者之间没有显著差异。但在WPM培养

基上叶片再生不定芽的效果相对最好，不定芽叶色浓

绿、生长健壮，而在Anderson培养基上叶片再生的不

定芽叶色偏黄，长势较弱，质量不如WPM培养基上的

不定芽。MS培养基上叶片再生不定芽的效果较差，

不定芽出现时间晚，不定芽再生率不到40%，不定芽的

数目少，长势较弱。

2.2 叶片切割方式对羊踯躅组培苗叶片分化不定芽的

影响

叶片切割方式对羊踯躅组培苗叶片分化不定芽具

有较大的影响（见表 2），第①和第②种叶片切割方式

的叶片大部分最终变褐死亡，很少有不定芽再生；而采

用第③种方式，即去除叶稍和叶柄并在叶片中部垂直

于叶脉横切一刀形成伤口的切割方式，有效地提高了

叶片直接再生不定芽的频率，且不定芽主要发生在叶

片切口处（见图 2），叶片再生不定芽百分率达高达

表1 不同培养基对羊踯躅组培苗叶片直接再生不定芽的影响

培养基类型

WPM

Aderson

MS

芽再生率/%

86.2±17.2a

81.7±11.7a

32.2±12.5b

平均再生芽数/个

4.7±1.0a

4.9±1.3a

2.1±1.1b

生长状况

不定芽叶色绿，长势壮

不定芽叶色淡绿，长势弱

不定芽的数目少，长势较弱

注：表中同列小写字母表示在5%显著水平上的差异显著性。下同。

图1 叶片在WPM（左）、Anderson（中）和MS（右）培养基上分化出的不定芽

表2 不同切割方式对羊踯躅组培苗叶片直接再生不定芽的影响

叶片切割方式

①
②
③
④

芽再生率/%

0

3.8±2.1c

86.2±17.2a

57.5±10.2b

平均再生芽数/个

d

1.3±0.6b

4.7±1.0a

4.3±2.1a

不定芽生长状况

叶片全部变褐死亡，无不定芽分化

叶片大部分变褐死亡，少数不定芽出现在切口处

叶片大部分分化，不定芽出现在叶柄、叶稍和叶中切口处

叶片一部分变褐死亡，不定芽出现在叶柄、叶稍和叶中切口处
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86.2%，平均再生芽数 4.7个/叶；而采用第④种方法叶

片再生率显著降低，主要原因可能是切口过多导致叶

片死亡率增加，从而降低了其再生频率。

2.3 暗培养时间对羊踯躅组培苗叶片分化不定芽的

影响

不同暗培养时间对羊踯躅叶片分化不定芽的影响

如表3所示。暗处理0或5天后转为光照培养，羊踯躅

组培苗叶片的分化率分别为 32%和 50%，平均再生不

定芽数为2.1和3.1个；而暗处理10或15天后转为光照

培养，羊踯躅组培苗叶片的分化频率和平均再生不定

芽数均显著提高，分化率分别为 86.2%和 78.3%，而平

均再生不定芽数也分别提高到4.7和4.3个。但当暗培

图2 叶片在切口处分化不定芽

表3 暗培养时间对羊踯躅组培苗叶片直接再生不定芽的影响

暗培养时间/d

0

5

10

15

20

芽再生率/%

32±16.4c

50±11.0b

86.2±12.7a

78.3±11.7a

53.3±14.0b

平均再生芽数/个

2.1±0.8c

3.1±1.0b

4.7±1.0a

4.3±0.7a

3.3±1.7b

不定芽生长状况

叶片大部分变褐死亡，不定芽出现时间晚

叶片部分变褐死亡，不定芽出现时间晚

叶片大部分分化，不定芽出现时间早

叶片大部分分化，不定芽出现时间早

叶片部分出现黄绿色愈伤，部分分化不定芽，不定芽出现时间早

表4 羊踯躅组培苗不同叶位叶片不定芽诱导率和

平均不定芽数的比较

叶位

1,2

3,4

5,6

7,8

9,10

芽再生率/%

22.5±9.8c

76.3±11.2a

81.6±12.6a

58.3±10.8b

37.8±8.5c

平均再生芽数/个

4.3±0.9a

4.9±1.0a

5.2±1.3a

4.6±1.1a

4.1±0.6a

养时间达到20天时，由于愈伤组织的形成抑制了叶片

直接分化不定芽，叶片的分化率反而下降到53.3%，不

定芽数为3.3个。

2.4 羊踯躅组培苗不同叶位叶片分化不定芽的比较

在前期的试验中观察发现较嫩的、颜色浅绿的叶

片和叶片较厚的、颜色深绿的叶片不定芽的再生频率

均较低，因此推测羊踯躅组培苗不同位置的叶片存在

着不同的生理状态，可能对叶片诱导不定芽产生影

响。外植体叶位对羊踯躅组培苗叶片不定芽诱导的影

响见表 4。结果表明，采用羊踯躅组培苗不同叶位的

叶片作为外植体，不定芽诱导率存在一定差异，其中，

第3至第6位叶片不定芽诱导率显著高于其他叶位，但

平均不定芽数差异不显著。第5和第6位叶片不定芽

诱导率最高，达到 81.6%，平均不定芽数也最多，为

5.2；第 3和第 4位叶片不定芽诱导率为 76.3%，平均不

定芽数为4.9。综合分析结果显示，羊踯躅组培苗植株

中上部叶片的不定芽诱导能力优于顶部和下部叶片，

其中第3~6叶位为适宜的外植体取样叶位。

2.5 不同激素配比对羊踯躅组培苗叶片分化不定芽的

影响

植物激素的种类和浓度对叶片再生过程中叶片不

定芽的再生以及生长起重要的调节作用。本研究根据

预备试验结果选择TDZ、IAA、NAA及 IBA作为羊踯

躅组培苗叶片再生的主要激素种类。羊踯躅组培苗叶

片接种于含有不同浓度激素组合的分化培养基上，经
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10天暗培养后，伤口处发生皱缩，移到光下培养10~15

天后叶片伤口处出现绿色瘤状突起，20天左右叶片伤

口处出现绿色芽点，30天后叶片伤口处形成丛生的不

定芽（见图2）。不同激素浓度处理组合间羊踯躅组培

苗叶片的不定芽再生率和再生系数统计结果见表 5。

从表 5可以看出，不同浓度 TDZ与 IAA、NAA及 IBA

组合对诱导羊踯躅组培苗叶片再生不定芽具有显著差

异。在基本培养基(WPM)和 IAA1.0 mg/L的情况下，

随着TDZ浓度的升高，羊踯躅组培苗叶片的不定芽再

生率和再生系数均显著提高，TDZ浓度在0.2~2.0 mg/L

时，‘羊踯躅’组培苗叶片不定芽再生率达 78.3%~

86.2%，没有显著差别，而接种于激素配比终浓度为

TDZ 1.0 mg/L+IAA 1.0 mg/L培养基上的叶片外植体

分化芽数最多，平均为 7.2个，显著高于其他组合；当

IAA提高到2.0 mg/L时，与 IAA 1.0 mg/L相比，不同浓

度TDZ下的羊踯躅组培苗叶片的不定芽再生率和再

生系数均显著降低。而当 TDZ 浓度相同(1.0 mg/L)

时，IAA诱导羊踯躅组培苗叶片再生不定芽的再生率

和再生系数显著高于 IBA和NAA。综上所述，诱导羊

踯躅组培苗叶片再生不定芽的最适激素组合为TDZ

1.0 mg/L+IAA 1.0 mg/L。

3 结论

（1）羊踯躅组培苗叶片诱导再生不定芽的最适培

养基为 WPM + TDZ1.0 mg/L + IAA 1.0 mg/L +蔗糖

30 g/L+琼脂7.0 g/L。

（2）以羊踯躅组培苗顶生第 3~6个叶片作为外植

体诱导产生不定芽的频率最高。

（3）将离体叶片垂直于主脉切割一刀并去除叶柄

和叶稍，接种后暗培养10~15天再进行光照培养，能显

著提高叶片外植体不定芽的分化率和不定芽数。

4 讨论

就基本培养基而言，大多数成功的杜鹃组织培养

均使用盐浓度较低的基本培养基[17]。但研究也显示，

杜鹃花品种不同，其最适培养基的选择也不尽相

同[17]。本研究结果表明，‘羊踯躅’组培苗叶片直接分

化不定芽对基本培养基类型较敏感。中等无机盐含量

的WPM和Anderson培养基较适宜羊踯躅组培苗叶片

直接分化不定芽，而高无机盐含量的MS培养基不利

于羊踯躅组培苗叶片不定芽的分化。羊踯躅组培苗叶

片在 WPM 培养基上再生不定芽效果好 ，而在

Anderson 培养基上再生的不定芽叶色偏黄，长势较

弱。Anderson培养基中铁盐的含量较高，是WPM中

的 2倍，这说明Anderson培养基中过高的铁盐可能对

叶片不定芽的生长产生毒害作用。罗向东等[9]比较研

究了3种不同培养基对野生黄杜鹃茎尖不定芽增殖的

影响，结果也表明，在相同激素种类与浓度下，WPM

培养基上的不定芽增殖系数最大。

目前，在许多植物的离体叶片培养中均证实暗培

养可以促进不定芽的诱导[18-19]。在薄荷叶片暗培养研

究中发现，暗培养 20天可以提高叶片不定芽的再生

率[20]；苹果梨叶片不定芽的诱导也必须经过暗培养，并

且暗培养时间太长或太短都不利于不定芽的诱导[21]。

本研究也得出了类似的结果。虽然暗培养不是诱导羊

踯躅组培苗叶片再生不定芽的必需条件，但可以显著

提高羊踯躅组培苗叶片不定芽诱导率和不定芽数。羊

踯躅组培苗叶片暗培养10天，不定芽诱导率可提高至

86.2%，平均不定芽数也达到 4.7个；但继续延长暗培

养时间至 20天时，由于愈伤的形成，不定芽诱导率和

芽数又明显下降。因此，培养前期暗培养 10~15天能

表5 不同激素配比对羊踯躅组培苗叶片直接再生不定芽的影响

TDZ/(mg/L)

0.1

0.2

0.5

1.0

1.0

1.0

2.0

0.1

0.2

0.5

1.0

IAA/(mg/L)

1.0

1.0

1.0

1.0

0

0

1.0

2.0

2.0

2.0

2.0

IBA/(mg/L)

0

0

0

0

1.0

0

0

0

0

0

0

NAA/(mg/L)

0

0

0

0

0

1.0

0

0

0

0

0

芽再生率/%

22.5±12.6c

86.2±12.7a

78.3±17.5a

82.3±15.3a

50.4±13.7b

25.3±10.1c

79.3±18.3a

15.3±11.8c

51.7±14.7b

61.6±9.7b

68.3±13.5b

平均再生芽数/个

2.3±0.5e

4.7±1.0c

5.9±0.8b

7.2±1.4a

6.5±0.8a

4.5±0.6c

6.2±1.1b

1.2±0.6f

2.1±0.9e

3.1±0.5d

4.2±1.3c
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显著提高羊踯躅组培苗叶片不定芽的诱导率和不定

芽数。

羊踯躅组培苗叶片着生位置影响叶片分化效果。

以羊踯躅组培苗第5和第6位叶片作为外植体，叶片不

定芽诱导率最高；其次是第3和第4位叶片；而第1、第

2、第 9和第 10位叶片的不定芽诱导率较低，均在 40%

以下。这说明羊踯躅组培苗上部和中部叶片比顶部和

下部叶片的再生能力强，有利于分化不定芽，这与周瑞

金等[22]和王鲁北等[19]的研究结果相似，其原因可能与

不同叶位叶片内源激素水平分布差异有关。

培养基中激素种类和浓度是提高植物离体再生效

率的关键因子[23]。在杜鹃花属植物中，生长调节剂对

叶片外植体分化频率的影响存在很大差异，具有品种

特异性[24-25]。1992年 Iapichino等[26]报道 2-ip和 IBA组

合能诱导 6种白花杜鹃叶片直接分化不定芽；2009年

Pavingerová[27]采用不同浓度TDZ和 IAA组合对 15个

杜鹃品种叶片进行直接诱导分化不定芽试验，品种间

的再生频率差异范围为0~100%，不同品种叶片再生不

定芽数也有很大差异。在笔者的预实验中，选用附加

不同浓度2-ip与 IAA的WPM培养基进行叶片再生试

验，结果发现添加一定浓度 2-ip与 IAA对羊踯躅组培

苗叶片再生效果较差，叶片分化不定芽频率低，不定芽

出现时间晚，且不定芽数少。Thomas等[28]认为TDZ可

诱导细胞分裂素的生物合成，并可抑制内源生长素的

降解，促进外植体分化。因此笔者在本研究中选取具

有极高细胞分裂活性的TDZ作为细胞分裂素与 IAA

配合使用，能有效地诱导羊踯躅组培苗叶片再生不定

芽，并能大量增殖丛生芽。生长素类 IAA、IBA、NAA

等都对各自的外植体再生有不同的作用。在含有

1.0 mg/L TDZ 的 WPM 培养基上附加 1.0 mg/L NAA

后，羊踯躅组培苗叶片较多产生结构致密颜色发白的

愈伤组织，很少有不定芽发生；附加 1.0 mg/L IBA后，

则羊踯躅组培苗叶片产生愈伤组织较少，叶片不定芽

分化率明显提高；而附加 1.0 mg/L IAA能有效地诱导

羊踯躅组培苗叶片产生大量丛生不定芽。

本研究以羊踯躅离体叶片为外植体建立了稳定、

高效的离体再生体系，为羊踯躅的规模化无性繁殖以

及后续的基因工程育种等研究奠定了技术基础。
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