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蓝雪花组培快繁无菌体系建立的研究

宗树斌 王永平 任焕焕 王 静 仕明慧 沈 凤
（江苏农林职业技术学院，江苏句容 212400）

摘 要：以带腋芽茎段为外植体，通过外植体消毒试验和培养基、激素种类及激素浓度正交试验对蓝雪花组

培快繁无菌体系的建立进行研究。结果表明：外植体消毒用 10%次氯酸钠灭菌 8min，或用 0.1%升汞灭菌

6min，效果最佳，灭菌充分，致死率低。激素种类因素是影响诱导率的主导因素，试验最佳的组合是WPM培

养基+0.4mg/L玉米素（ZT），诱导率达到92.3%。
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Study on Establishment of Sterile System for Tissue Culture and Rapid Propagation of Plumbago
auriculata
Zong Shubin et al.
（Jiangsu Vocational College of Agriculture and Forestry，Jurong 212400，China）
Abstract：Stem segments with axillary buds were used as explants to study the establishment of the rapid propaga⁃
tion aseptic system of Plumbago auriculata through explant disinfection experiment ，and orthogonal experiment of
culture medium，hormone types and hormone concentration. The results showed that the best sterilization time of ex⁃
plants with 10% sodium hypochlorite was 8 minutes，the best sterilization time was 6 minutes with 0.1% liter mercu⁃
ry，the best sterilization time was filled with sterilization and mortality rate is low. Orthogonal test showed that hor⁃
mone type was the dominant factor affecting the induction rate，and the best combination was WPM medium + 0.4mg/
L zeatin（ZT）treatment，the induction rate reached 92.3%.
Key words：Plumbago auriculata；Explant；Tissue Culture

蓝雪花（Plumbago auriculata）原产南非，又名蓝花

丹、蓝雪丹、蓝花矶松、蓝茉莉等，为白花丹科（蓝雪科）白

花丹属多年生常绿灌木。蓝雪花长势强健，耐热，较耐高

温高湿，病虫害少，管理简单，观赏期长。叶色翠绿，花色

淡雅，炎热的夏季给人以清凉感觉，可盆栽点缀居室、阳

台；成熟植株枝条悬垂，适宜大型容器组合盆栽，可用于

场馆周边道路、立交桥等主要路段的绿化美化，可地栽林

缘种植或点缀草坪［1］。蓝雪花花期正值少花的夏季，而且

是自然界少有的蓝色花，受到园林工作者青睐［2］。蓝雪花

作为一种新优观花花卉被引种栽培，在一些重要绿化地

段被推广应用，发挥了很好的景观效果，其种苗需求量逐

年递增，市场潜力巨大。另外，蓝雪花含有大量白花丹

素［3-4］，对风湿关节疼痛、血瘀经闭、跌打损伤、肿毒恶疮

以及疥癣均具有较好的治疗作用［5］，兼具较高的观赏价值

和药用价值［6］。

目前国内对蓝雪花的研究刚刚起步，主要集中在其

观赏特性、引种栽培、生物学特性等方面［7］。对蓝雪花的

栽培管理和繁殖技术还主要只是一些经验性的总结，在

学术方面的系统研究则比较少［8］。蓝雪花的繁育类型为

异交型，开花强度不高，不利于吸引昆虫，不利于生殖成

功，加之蓝雪花是典型的花柱异型植物，且具有自交不亲

和性，故缺少传粉者则其结实率很低［9］。且其种子价格较

为昂贵，扩繁系数低，造成目前传统繁殖方式已无法满足

蓝雪花的应用需求。对蓝雪花无性繁殖技术的研究主要

在于扦插繁殖技术［10，11］。组织培养快速繁殖技术可以克

服传统繁殖方法的不足，繁殖系数大、速度快、保持优良

性状，特别适合工厂化繁育等。因此，对蓝雪花开展组织

培养研究，建立无菌体系，是蓝雪花组培工厂化繁育技术

体系的基础，同时也为蓝雪花利用组织培养技术进行遗

传育种及有用物质的制备提取奠定基础，具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 试验材料 以江苏农林职业技术学院玻璃温室盆栽

培育的2年生蓝雪花为母株，采集生长健壮、发育充实、无

病虫害的当年生枝条，在枝条的中上段，去掉叶片，剪取
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带腋芽的茎段为蓝雪花组织培养的外植体。

1.2 试验地概况 试验在江苏农林职业技术学院风景园

林学院实训基地进行。实训基地有现代化的玻璃温室

2700m2和设备齐全的组培室300m2，基地常年进行多种观

赏植物的引种、栽培繁育工作，能够为试验提供充足良好

的条件。

1.3 试验方法

1.3.1 外植体消毒方法 把剪取好的带腋芽的茎段放入

烧杯，蒙上1层纱布，在流水下冲洗30min，拿到接种室无

菌操作台上，先用75%酒精消毒60s，倒掉酒精，用无菌水

冲洗1遍，然后按照表1的要求各处理采用不同的灭菌剂

及灭菌时间进行消毒，最后再用无菌水冲洗3～5遍，外植

体消毒完成。在无菌操作台上，用消过毒的剪刀和镊子

对外植体进一步剪切，使外植体腋芽上端保留0.5～1cm
长度，腋芽下端保留0.5～1cm长度，把剪切好的外植体接

种到MS培养基的试管内，每个试管接种1个外植体，每处

理接种30支试管，试验重复3次。放在培养室内进行培

养，注意观察记录接种苗的污染情况、成活情况及致死情

况。试管内染菌既为污染，试管内没有菌且腋芽萌动既

为成活，试管内没菌但腋芽没有萌动既为致死。30d后统

计计算各处理的污染率、成活率、致死率，分析得出最佳

的外植体消毒方法。

表1 外植体消毒灭菌剂种类及灭菌时间（min）

灭菌剂

10%次氯酸钠

0.1%升汞

1
5
0

2
6
0

3
7
0

4
8
0

5
9
0

6
10
0

7
0
3

8
0
4

9
0
5

10
0
5

11
0
7

12
0
8

13
0
9

1.3.2 培养基及激素选择的正交试验 采用1.3.1研究得

出的方法进行外植体消毒，对蓝雪花初代培养无菌体系

的建立进行初代培养基及激素浓度选择的进一步研究试

验，把培养基、激素种类、激素浓度作为3个因素，每个因

素设3个水平，因素水平见表2，采用正交设计表L9（34）进

行试验，正交试验表见表3。
按照正交试验表，每处理接种10个培养瓶，每个培养

瓶接种10个外植体，试验重复3次，随机区组设计。把培

养瓶放置在温度（25±1）℃、光照强度36～54μmol/m2·s，光
周期（12h光照/12h黑暗）条件下进行培养。观察记录外

植体的分化诱导情况，60d后统计记录各处理的有效诱导

苗数（有效诱导苗是指诱导芽苗高度2cm以上，至少含有1
个茎节），计算各处理的诱导率。

诱导率（%）=（有效诱导苗数/接种苗数）×100
对各处理的诱导率利用SPSS22.0软件进行统计分

析，进行极差分析、方差分析和多重比较。

表2 因素水平

水平

1
2
3

因素

培养基

MS
1/2MS
WPM

激素种类

6-BA
IAA
ZT

激素浓度（mg/L）
0.2
0.4
0.8

表3 培养基及激素选择正交试验

处理

1
2
3
4
5
6
7
8
9

因素

培养基

1（MS）
1（MS）
1（MS）

2（1/2MS）
2（1/2MS）
2（1/2MS）
3（WPM）
3（WPM）
3（WPM）

激素种类

1（6-BA）
2（IAA）
3（ZT）

1（6-BA）
2（IAA）
3（ZT）

1（6-BA）
2（IAA）
3（ZT）

激素浓度（mg/L）
1（0.2）
2（0.4）
3（0.8）
2（0.4）
3（0.8）
1（0.2）
3（0.8）
1（0.2）
2（0.4）

2 结果与分析

2.1 外植体消毒方法 观察记录各处理外植体的生长情

况，记录下污染的试管数、成活的试管数以及致死的试管

数，算出各处理的平均污染率、平均成活率和平均致死

率，结果如表4所示。

表4 外植体消毒方法试验结果

处
理

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

I
污
染

30
25
18
0
0
0
30
22
11
0
0
0
0

成
活

0
5
12
29
25
15
0
8
19
30
21
10
0

致
死

0
0
0
1
5
15
0
0
0
0
9
20
30

II
污
染

30
22
16
0
0
0
30
23
12
0
0
0
0

成
活

0
8
14
28
26
14
0
7
18
29
20
8
1

致
死

0
0
0
2
4
16
0
0
0
1
10
22
29

III
污
染

30
18
15
0
0
0
30
21
9
0
0
0
0

成
活

0
12
15
29
27
13
0
9
21
30
19
6
0

致
死

0
0
0
1
3
17
0
0
0
0
11
24
30

平均
污染
率(%)
100

72.23
54.33

0
0
0

100
73.33
35.55

0
0
0
0

平均
成活
率(%)

0
27.67
45.67
95.55
86.67
46.67

0
26.66
64.44
98.89
66.67
26.67
1.11

平均
致死
率(%)

0
0
0

4.44
13.33
53.33

0
0
0

1.11
33.33
73.33
98.89

试验采用了10%次氯酸钠和0.1%升汞2种灭菌剂进

行不同时间处理，根据表4结果，分别对10%次氯酸钠和

0.1%升汞不同灭菌时间处理的灭菌效果作直观分析，如

图1、2所示。

图1 10%次氯酸钠不同时间处理的灭菌效果
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图2 0.1%升汞不同时间处理的灭菌效果

由图1和图2可以看出，随着灭菌时间的延长，污染率

逐渐降低，成活率逐渐升高，而随着灭菌时间的进一步延

长，开始出现致死率，并随时间的延长致死率逐渐提高，

而成活率则相应降低。这是因为灭菌剂在一定时间内可

以杀死细菌，但时间过长灭菌剂同样会对外植体有伤害

作用使外植体致死。因此，在组培无菌体系建立外植体

消毒时，均需准确找到1个时间节点，使得外植体能够灭

菌充分，而又不会被致死。从图1可以看出，利用10%次

氯酸钠灭菌剂消毒时灭菌时间8min为最佳，灭菌充分，而

致死率很低；从图2可以看出，利用0.1%升汞进行消毒时

灭菌6min为最佳。同时，比较图1和图2，从成活率和致死

率的走势可以判断，0.1%升汞相对10%次氯酸钠更为敏

感，在进行灭菌消毒时对时间的要求更为严格。

2.2 培养基及激素选择 统计培养基及激素浓度正交试

验各处理的有效诱导苗数，算出各重复处理的诱导率，试

验结果如表5所示。

表5 培养基及激素选择正交试验结果

处
理

1
2
3
4
5
6
7
8
9

因素

培养基

1（MS）
1（MS）
1（MS）

2（1/2MS）
2（1/2MS）
2（1/2MS）
3（WPM）
3（WPM）
3（WPM）

激素种类

1（6-BA）
2（IAA）
3（ZT）

1（6-BA）
2（IAA）
3（ZT）

1（6-BA）
2（IAA）
3（ZT）

激素浓度
（mg/L）
1（0.2）
2（0.4）
3（0.8）
2（0.4）
3（0.8）
1（0.2）
3（0.8）
1（0.2）
2（0.4）

诱导率（%）

I
81
73
91
83
71
89
80
70
92

II
79
72
93
84
70
90
81
71
90

III
80
71
90
81
73
92
83
73
95

平均

80
72

91.3
82.7
71.3
90.3
81.3
71.3
92.3

由表5可知，平均诱导率最高的处理是处理9达到了

92.3%，即诱导培养结果最佳的组合WPM培养基+0.4mg/L
玉米素（ZT）。
2.2.1 极差分析 对表5正交试验结果数据作极差分析

（见表6）。通过极差分析得出最优组合是WPM培养基+
0.4mg/L玉米素（ZT），这与试验结果是一致的。各因素对

诱导率的影响大小依次为激素种类＞激素浓度＞培养基。

表6 极差分析

水平

K1
K2
K3
R

最优水平

最优组合

因素

培养基

81.11
81.44
81.67
0.56
3

WPM培养基+0.4mg/L玉米素（ZT）

激素种类

81.33
71.56
91.33
18.77

3

激素浓度

80.55
82.33
81.33
1.78
2

2.2.2 方差分析 对表5正交试验结果数据作方差分

析。由表7可以看出，各因素对诱导率的影响，培养基和

激素浓度显著性均未小于0.05，影响均不显著，而激素种

类显著性小于0.01，影响极显著。对激素种类作进一步的

多重比较分析。

表7 正交试验方差分析

变异来源

培养基

激素种类

激素浓度

重复

误差

总变异

SS
1.41

1760.30
14.30
4.74
41.78

1822.52

df
2
2
2
2
18
26

MS
0.70

880.15
7.15
2.37
2.32

F
0.30

379.21**

3.08
1.02

显著性

0.74
0.00
0.07
0.38

2.2.3 多重比较 对激素种类对诱导率的影响进行用

LSD检验多重比较。由表8可知，激素种类因素中，诱导率

最高的是玉米素（ZT），平均诱导率达到91.33%；其次是6-
BA，平均诱导率81.33%，与玉米素的差异达到极显著水

平；诱导率最低的是IAA，平均诱导率为71.56%，与6-BA
的差异也达到了极显著水平。

表8 LSD检验多重比较

激素种类

6-BA
IAA
ZT

平均诱导率（%）

81.33Bb
71.56Cc
91.33 Aa

注：LSD0.05=2.61，LSD0.01=3.57。
3 结论与讨论

利用带腋芽茎段为外植体进行蓝雪花组织培养，外

植体消毒可以先用75%酒精灭菌60s后，再用10%次氯酸

钠灭菌8min，或者用0.1%升汞灭菌6min，均能起到很好的

消毒效果，灭菌比较充分，且致死率低。0.1%升汞灭菌剂

相对10%次氯酸钠灭菌剂较为敏感，对灭菌时间要求更

严。其他常见灭菌剂如过氧化氢、硝酸银、溴水等灭菌时

间需要作具体的试验研究。

通过对培养基、激素种类、激素浓度3因素正交试验，

研究了蓝雪花组培初代培养无菌体系建立的条件。3因
素中激素种类对诱导率的影响最大，其次是激素浓度，最

后是培养基。方差分析表明，激素种类对 （下转31页）
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一步提升。本试验中，优化施肥后的处理较经验最佳施

肥，产量又增加了4.21%和2.96%。

表1 磷肥运筹对华粳9号干物质积累和产量的影响（kg/hm2）

处理

1
2
3
4
5
6
7
8

移栽期

597.75
597.75
597.75
597.75
597.75
597.75
597.75
597.75

（N-n）期
1648.65
1722.75
1753.80
1831.65
1885.35
1948.65
1741.80
1738.20

抽穗期

11689.35
11919.60
12348.15
12444.45
12376.95
12299.40
12307.80
12331.65

成熟期

17734.65
18307.65
19764.45
20322.90
19717.95
19532.10
20830.65
20636.25

抽穗-成熟

6045.30
6388.05
7416.30
7878.45
7341.00
7232.70
8522.85
8304.60

经济产量

8527.50
8902.50
9547.50
10147.50
9997.50
9877.50
10575.00
10447.50

注：N-n为有效分蘖临界叶龄期。

2.2 磷肥运筹对肥料利用率的影响 由表2可知，经济系

数随施磷量增加有所增加，但变化不大，基本维持在0.50
左右。磷吸收量和每100kg稻谷吸磷量都随施磷量增加

不断增加，而在同等施磷的情况下，优化施磷比经验施磷

也有所增加。将每100kg稻谷吸磷量和经济产量进行方

程拟合，得出相关方程式为y=-17454x2+40682x-13575，
进而推算出最适宜的每100kg稻谷吸磷量为1.17kg。由此

可知，当前连云港地区普遍施磷略少，为获取更高产量，

应适当增加磷肥的投入。随施磷量的增加，华粳9号当季

磷肥利用效率不断降低，而同等施磷的情况下，优化施磷

（处理7和8）又较经验施磷（处理4）分别增加了4.87和3.75
个百分点。

表2 磷肥运筹对水稻磷肥利用效率的影响
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3 讨论与结论

通过设置不同施磷量及磷肥分段施用处理试验发

现，在一定范围内合理施用磷肥，不但能够显著促进水稻

各主要生育期干物质积累，明显增加生育后期特别是与

经济产量密切相关的成熟期和抽穗至成熟期干物质积

累，还能在一定程度上增加干物质向籽粒的运转，提升经

济系数，从而显著提高水稻产量。增加施磷量虽然会导

致肥料利用效率的降低，但是在优化施磷的情况下，不仅

明显增加了水稻经济产量，还进一步提高了磷肥的利用

效率。因此，今后在大田生产中，要适当增加磷肥投入，

同时磷肥的施用方法必须改变以往的经验施肥方式（一

次性基施），改为部分作追肥施用，这样可以最大限度地

提高磷肥的利用效率，进而达到增产的目的。
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续表2 磷肥运筹对水稻磷肥利用效率的影响

诱导率的影响极显著，激素浓度和培养基对

诱导率的影响均不显著。进一步的多重比较表明，玉米

素是最佳的激素处理，其次是6-BA，最后是IAA，3者之间

的差异均达到了极显著水平。综合比较得到了最佳组合

是WPM培养基+0.4mg/L玉米素（ZT）处理，最高诱导率达

到92.3%。
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