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氟乐灵对萱草多倍体的诱导
李永平，李 丽，梁 峥，贾民隆，曹冬梅

（山西省农业科学院园艺研究所，山西 太原 030031）

摘 要：采用浸泡和混培 2 种方法对萱草的愈伤组织和不定芽进行多倍体诱导探索。结果表明，2 种试材在 2 种诱

导方法下均能够获得多倍体；以愈伤组织作为外植体时，多倍体的诱导以氟乐灵浓度 0.007%混培处理 5 d 的效果

最好，成活率可达 50%，诱导率达到 35.74%；以不定芽作为外植体时，萱草多倍体的诱导以氟乐灵浓度 0.01%浸泡处

理 6 h 的诱导率最高，可达 21.75%，成活率为 26.67%。氟乐灵可以取代秋水仙素作为萱草多倍体诱导的有效试剂。
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Study on the Induction of Polyploid of Hemerocallis fulva by Trifluridine
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Abstract：The callus and adventitious buds ofHemerocallis fulva were used to induce polyploid by soaking and mixed culture. The
results showed that polyploid could be obtained by soakingmethod and mixed culture method, whether callus or adventitious bud. If callus
was used as explant, the best effect of polyploid induction was treated with 0.007% trifluridine for mixed culture 5 d, the survival rate was
50% and the induction rate was 35.74%. If adventitious buds were used as explants, the highest induction rate of polyploid ofHemerocallis
fulva could reach 21.75% and the survival rate was 26.67%, when the polyploid of Hemerocallis fulva was induced by 0.01% trifluridine
for soaking 6 h. Therefore, trifluridine can replace colchicine as an effective reagent for polyploid induction ofHemerocallis fulva.
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多倍体育种是培育植物新品种的一个重要途

径[1- 6]。多倍体植物一般具有营养器官的巨大性[7]、植
株抗性强、生长率高的优点，而这些特点恰好都符

合人们对观赏植物的育种方向，因而多倍体育种在

观赏植物育种领域很受欢迎。
秋水仙素是一种常规的、应用广泛的多倍体育

种诱变剂[8- 10]，它对染色体结构以及变异的影响很

小[9]，同时能够在细胞分裂中期阻碍纺锤丝形成，进

而中断有丝分裂的过程[4]。然而，秋水仙素对植物材

料和试验者的毒害作用是不容忽视的，寻找新型、
廉价、低毒的的化学试剂或其他诱导方法替代秋水

仙素是目前急需解决的问题。
大花萱草属百合科萱草属多年生宿根花卉，具

有适应性强、花大艳丽等优点，具有很高的观赏价

值。目前，萱草育种以杂交手段为主，受季节限制一年

只能进行一次，杂交后代的繁殖量也很难迅速提升。
山西省农科院园艺研究所观赏植物课题组曾采用

秋水仙素作为诱导剂，成功地获得了四倍体萱草[11]。
本试验在先前试验的基础上，以萱草愈伤组织

和不定芽为试材，氟乐灵为诱变剂，通过浸泡法和

混培法探索萱草多倍体的诱导条件，旨在为萱草多

倍体育种提供更多的可能性。

1 材料和方法

1.1 试验材料

供试材料为山西省农业科学院园艺研究所观

赏植物研究室培育的萱草杂交品种 10- 154（Heme－
rocallis fulva 10- 154） 组培苗。该品种为二倍体

（2X＝22）。
1.2 试验方法

选择生长健壮、带有绿色芽点、组织紧密的愈

伤组织，切取边长 0.5 cm左右的立方体小块供试；

选择和分离生长健壮、长势一致的不定芽供试。将

2 种材料分别用氟乐灵溶液处理，诱导方法包括浸
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泡和混培 2 种。
1.2.1 浸泡法 无菌条件下，将愈伤块或不定芽浸

入不同浓度 （0，0.002%，0.006%，0.01%，0.03%）的

氟乐灵溶液中，置于摇床上振荡培养，转速为 80～
100 r/min，分别于 6，12，24 h 时取出材料置于无菌

操作台上，用无菌蒸馏水冲洗 4 次，每次清洗 5 min，

待吸水纸吸干材料表面水分后置于分化培养基上

继续培养 （分化培养基为 MS＋6- BA 0.1 mg/L＋KT
0.1mg/L＋NAA0.05mg/L＋蔗糖 30 g/L＋琼脂 5.3 g/L，

培养温度为（25±2）℃，光照为 5 000 lx，光照时间

为 16 h/d）。
每组处理包括愈伤组织 30 块，不定芽 40 个，

重复 3 次。25 d 后分别统计愈伤组织存活率及其上

芽的生长系数、不定芽的存活率和增殖系数。将成

活植株转入生根培养基 （1/2 MS＋NAA 0.5 mg/L＋
蔗糖 30 g/L＋琼脂 5.3 g/L）中，20 d 后统计诱变率。
1.2.2 混培法 将愈伤块或不定芽材料分别接种

至添加了不同浓度（0，0.001%，0.004%，0.007%，0.01%）

氟乐灵的培养基上，3，5，7 d 后转入不添加氟乐灵的

正常分化培养基（MS＋6- BA0.1mg/L＋KT0.1mg/L＋
NAA 0.05 mg/L＋蔗糖 30 g/L＋琼脂 5.3 g/L）中继续

培养（培养温度（25±2）℃，光照 5 000 lx，光照时间

16 h/d）。
每组处理包括愈伤组织 30 块，不定芽 40 个，重

复 3 次。25 d 后分别统计愈伤组织的存活率及其上

芽的生长系数、不定芽的存活率和增殖系数。将成

活植株转入生根培养基 （1/2 MS＋NAA 0.5 mg/L＋
蔗糖 30 g/L＋琼脂 5.3 g/L）中，20 d 后统计诱变率。
1.3 测定项目及方法

诱导所得材料的倍性鉴定采用染色体制片法[12]。
切取再生植株的幼嫩根尖，放入对二氯苯饱和溶液

中预处理 5 h，蒸馏水清洗后在 4℃的新鲜卡诺固

定液处理 22 h，然后进行水洗，并转入 70%乙醇中

备用。压片前取出备用根尖，于 60℃，1 mol/L盐酸

中解离 8 min，卡宝品红染色 15 min，常规压片，

Nikon 显微镜观察、计数并照相。每处理统计 15 个

细胞，以具有一致的染色体数作为该植株的染色体

数目。
1.4 数据分析

采用 SPSS 22.0 进行数据统计分析，所有数据

均经邓肯式新复极差测验。
存活率＝存活的外植体数 / 接种的外植体数×

100% （1）
增殖系数＝新增不定芽的数目 / 原外植体数 （2）

诱导率＝染色体发生变异的株数（染色体数大

于 22 条的株数）/（原外植体数＋新增不定芽数）×
100% （3）

2 结果与分析

2.1 浸泡法处理对愈伤组织诱导的影响

浸泡法处理对愈伤组织诱导的影响结果表明

（表 1），不同浓度的氟乐灵浸泡处理后，愈伤组织随

氟乐灵浓度的增大和处理时间的延长，存活率逐渐

降低；不定芽增殖系数也随氟乐灵浓度增大和处理

时间的延长而呈降低的趋势。当氟乐录浓度为

0.002%时，愈伤组织的存活率在 50.00%～94.44%，

愈伤块上不定芽的增殖系数受处理时间的影响不

明显，在 1.86～2.10；当氟乐灵浓度为 0.006%时，愈

伤组织的存活率明显降低至 25.00%～66.67%，其

上不定芽的增殖系数与 0.002%处理组差异不大；

当氟乐灵溶液浓度增大至 0.01%～0.03%时，愈伤

组织的存活率明显下降，0.03%浓度处理 24 h 时，

氟乐灵的毒害作用使存活率降至最低点 （2.78%），

同时愈伤组织分化不定芽的数量迅速减少，6 h 时

芽增殖系数仅为 0.39，随着时间的延长，出芽数量

降至 0。低浓度氟乐灵溶液的处理组合诱变率很低，

0.002%浓度处理组诱导率均低于 10%，随着浓度的

升高和处理时间的延长，诱变率逐渐提高，0.01%处

理 12 h 的诱导率升至 22.22%；但高浓度、长时间的

处理组合又使愈伤组织的不定芽分化数减少，继而

导致诱变率处于低水平。最优组合需要在获得较高

诱导率的同时保持较高的成活率，因此综合考虑，

浸泡法诱导愈伤组织染色体加倍试验的最佳处理

组合为：0.01%氟乐灵处理 12 h，此时成活率为

41.67%，诱变率为 22.22%。

表 1 氟乐灵浸泡处理对萱草愈伤组织
诱导多倍体的影响

时间 /h
6
12
24
6
12
24
6
12
24
6
12
24
24

存活率 /%
94.44
58.33
50.00
66.67
75.00
25.00
58.33
41.67
16.67
41.67
16.67
2.78
97.22

诱导率 /%
1.75
2.08
9.42
10.47
8.33
13.10
15.56
22.22
0

11.11
0
0
0

不定芽增殖系数

1.86
1.91
2.10
1.88
1.79
2.38
0.98
0.79
0

0.39
0
0

2.91

浓度 /%
0.002

0.006

0.01

0.03
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2.2 浸泡法处理对不定芽诱导的影响

用不同浓度氟乐灵溶液浸泡处理萱草不定芽

的试验结果表明（表 2），不定芽存活率随着氟乐灵

浓度的增大和处理时间的延长逐渐降低。当氟乐灵

的浓度为 0.002%时，存活率为 40.00%～66.67%，

不定芽增殖系数为 1.65～2.13；当氟乐灵浓度上升

到 0.006%时，不定芽的增殖系数为 1.25～1.73，当

处理时间为 24 h 时，存活率仅为 20%；当氟乐灵浓

度增至 0.01%～0.03%时，氟乐灵的毒害作用显著

抑 制 不 定 芽 的 存 活 率 ， 此 时 存 活 率 降 至 0～
33.33%。低浓度氟乐灵溶液的处理组合的诱导率很

低，0.002%浓度时诱导率为 1.11%～8.47%，随着浓

度的升高和处理时间的延长，多倍体诱导率明显提

高，在 0.01%的浓度处 理 6 h 后 ， 诱 导 率 达 到

21.75%；但高浓度、时间长的处理容易降低诱导率，

当氟乐灵浓度 0.03%处理 24 h 时，其诱导率为 0。
综合考虑，氟乐灵浸泡诱导不定芽染色体加倍试验

以 0.01%处理 6 h 组合效果较好，此时诱导率最高，

为 21.75%，成活率为 26.67%。

2.3 混培法处理对愈伤组织诱导的影响

混培法处理对萱草愈伤组织的诱导结果表明

（表 3），随着氟乐灵浓度的增大和处理时间的延

长，萱草愈伤组织的存活率逐渐降低。当氟乐灵的

浓度为 0.001%时，愈伤组织的存活率在 60%～
80%，其上不定芽的增殖系数为 1.12～1.79。此时的

存活率波动幅度及其上不定芽的增殖系数波动都

不大，说明较低浓度的氟乐灵对萱草愈伤组织生长

状态的影响较小；当氟乐灵浓度为 0.004%时，愈伤

组织的存活率在 50.00%～58.33%，其上不定芽的

增殖系数在 0.86～1.21；当氟乐灵浓度继续上升到

0.007%时，混培处理 7 d 的存活率迅速下降到

30%，其上不定芽增殖系数也迅速减小至 0.58；当

氟乐灵浓度达到 0.01%、混培处理 7 d 时，氟乐灵的

毒害作用加剧，使愈伤组织的存活率降至最低

26.67%，其上不定芽的增殖系数为 0.60。结果显示，

低浓度氟乐灵的处理组合对萱草愈伤组织的诱变

作用很小，0.001%浓度处理组的诱导率仅为 0～
7.65%；随着浓度的升高和处理时间的延长，诱导率

明 显 提 高 ，0.007%浓 度 处 理 5 d 的 诱 导 率 可 达

35.74%，同时高浓度、长时间的氟乐灵处理会导致

诱导率的降低，这可能是由愈伤组织存活率低、产
生不定芽的数量少导致的。综上所述，氟乐灵混培

法诱导愈伤组织染色体加倍试验的最优组合为：

0.007%处理 5 d，此时愈伤组织成活率为 50%，诱导

率为 35.74%。

2.4 混培法处理对不定芽诱导的影响

试验结果表明（表 4），随着氟乐灵浓度的增大

和处理时间的延长，萱草的不定芽存活率逐渐降

低。当氟乐灵浓度为 0.001%时，存活率从 3 d 的

87.5%下降到 7 d 的 65.0%，不定芽的增殖系数从

2.10 下降到 0.95；当氟乐灵浓度在 0.004%时，不定

芽的存活率在 60.0%～72.5%，其增殖系数也呈现

大幅下降的趋势；当氟乐灵浓度增大至 0.007%时，

不定芽的存活率为 35.0%～67.5%；当氟乐灵浓度

为 0.01%时，不定芽存活率为 35.8%～50.0%，不定

芽的增殖系数为 0.41～0.61。低浓度氟乐灵的诱导

率很低，本试验氟乐灵浓度为 0.001%～0.004%的

处理组合诱导率均低于 10%；随着浓度的升高和处

理时间的延长，诱导率明显提高，至氟乐灵浓度

0.007%、处理时间 7 d 时，诱导率升高至 13%。较高

浓度较长时间的处理组合，存活率和诱导率均处于

比较低的水平，氟乐灵浓度为 0.01%时，不定芽诱

表 2 氟乐灵浸泡处理对萱草不定芽增殖的影响

时间 /h
6
12
24
6
12
24
6
12
24
6
12
24
24

存活率 /%
66.67
60.00
40.00
53.33
60.00
20.00
26.67
33.33
0

20.00
2.22
0

97.98

诱导率 /%
1.11
3.81
8.47
5.96
11.06
20.63
21.75
17.78
0
5.56
0
0
0

不定芽增殖系数

2.13
1.91
1.65
1.73
1.42
1.25
1.39
0.73
0

0.83
0.33
- 1.77
0

浓度 /%
0.002

0.006

0.01

0.03

CK

表 3 氟乐灵混培处理对萱草愈伤组织诱导的影响

时间 /d
3
5
7
3
5
7
3
5
7
3
5
7
7

存活率 /%
80.00
65.00
60.00
56.67
58.33
50.00
45.00
50.00
30.00
50.00
30.00
26.67
100.00

诱导率 /%
0
7.22
7.65
9.72
11.18
19.89
9.72
35.74
16.67
18.89
8.33
13.33
0

不定芽增殖系数

1.79
1.53
1.12
1.21
0.99
0.86
0.85
1.04
0.58
0.78
0.52
0.60
2.17

浓度 /%
0.001

0.004

0.007

0.01

CK
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导率为 3.04%～5.31%。综上所述，氟乐灵混培诱导

愈伤组织染色体加倍的最佳处理浓度为 0.007%，

最佳处理时间为 7 d，此条件下，不定芽成活率为

35%，诱导率为 13%。

3 结论与讨论

氟乐灵作为一种多倍体诱变剂，由于其毒性

弱、价格低廉、诱导效果好，已在多种园艺植物上得

到广泛应用。本试验中，若以愈伤组织作为外植体，

萱草多倍体的诱导以氟乐灵浓度 0.007%混培处理

5 d 的效果最好，成活率可达 50%，诱导率达到

35.74%；若以不定芽作为外植体，萱草多倍体的诱

导以氟乐灵浓度 0.01%浸泡处理 6 h 的诱变率最

高，可达 21.75%。前人的研究表明[13]，当氟乐灵的浓

度为 180 μmol/L 时，对南瓜幼嫩小苗的诱导率最

高，完全可以代替诱导剂秋水仙素来诱导植株加

倍。这与山西省农业科学院园艺研究所观赏植物课

题组前期用秋水仙素混培处理萱草愈伤组织相比

较，诱导率差异不大，但存活率明显提高，从诱导时

间上来看，氟乐灵诱导多倍体所需时间明显低于秋

水仙素处理时间[11]，秋水仙素在多倍体诱导过程中

易造成染色体缺失，形成嵌合体[14- 15]。因此，结合诱

导率与死亡率、试验成本、对植物的伤害、周围环

境、人体健康多方面考虑，氟乐灵作为萱草多倍体

诱导的有效试剂更为合适。
在本试验中，采用浸泡法和混培法诱导萱草多

倍体植株，不同的诱导方法诱导率也不同。在试验

过程中发现，采用氟乐灵作为诱导剂，选用混培法

对外植体的伤害小，诱导率高，此结果与前人的研

究结果略有不同[16- 17]，这可能是由于材料不同、诱导

部位不同，其还有待于进一步试验验证。
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表 4 氟乐灵混培处理对萱草不定芽增殖的影响

时间 /d
3
5
7
3
5
7
3
5
7
3
5
7
7

存活率 /%
87.5
75.0
65.0
70.0
72.5
60.0
67.5
50.0
35.0
50.0
35.8
40.0
95.0

诱导率 /%
1.39
2.23
4.13
1.82
3.81
5.61
4.74
8.50
13.00
5.13
3.25
3.04
0

不定芽增殖系数

2.10
1.84
0.95
1.65
1.13
0.83
0.70
0.49
0.55
0.61
0.44
0.41
1.23

浓度 /%
0.001

0.004

0.007

0.01
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