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大花萱草不定芽直接诱导和植株再生的研究

王艺程 1,2，张永春 1，蔡友铭 1，杨 玲 1,2，杨柳燕 1

（1上海市农业科学院林木果树研究所，上海 201403；2上海源怡种苗有限公司，上海 201314）

摘 要：本研究旨在不通过愈伤途径，直接诱导大花萱草不定芽，并建立相应的植株再生技术体系。实

验以大花萱草‘32-1’幼芽为外植体，配制不同激素和活性炭的培养基，考察各因素对大花萱草植株再生

的影响。结果表明：不同激素配比对大花萱草‘32-1’初代培养、继代增殖和生根培养影响差异显著。最

适初代培养基为MS+6-BA 3.0 mg/L+NAA 2.0 mg/L，启动率和增殖系数分别是100.00%和5.60，可直接

诱导出不定芽；最适增殖培养基为MS+6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L，增殖系数为3.47；最佳生根培养

基为1/2MS+NAA 1 mg/L+AC 2 g/L。
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Hemerocallis fulva: Direct Induction of Adventitious Bud and Plant Regeneration
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Abstract: The purpose of this study is to induce adventitious buds directly from young shoots rather than
callus, and establish the regeneration system of Hemerocallis fulva. The young shoots of Hemerocallis fulva‘32-
1’were used as explants, the culture medium with different hormones and activated carbon was prepared. The
effects of every factor on plant regeneration of Hemerocallis fulva were studied. The results showed that
different matching of hormones had significant difference on primary culture, multiplication and rooting culture
of Hemerocallis fulva‘32-1’. The optimum initiation medium was MS+6-BA 3.0 mg/L+NAA 2.0 mg/L, the
initiation rate and proliferation coefficient was 100.00% and 5.60, respectively, and this medium could induce
the adventitious buds directly. The optimal multiplication medium was MS+6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L,
and the multiplication coefficient was 3.47. The appropriate rooting medium was 1/2MS+NAA 1 mg/L+AC 2 g/L.
Keywords: Hemerocallis fulva; adventitious bud; primary culture; multiplication; rooting culture

0 引言

萱草(Hemerocallis)又称金针、忘忧草、黄花菜、宜男

草、疗愁等，是百合科萱草属多年生宿根草本花卉[1]。因

其形态优美、花色繁多、生长健壮、适应广泛等优点，是

庭院、花坛、以及街道绿化中重要的花卉[2]。大花萱草

(Hemerocallis fulva)也称多倍体萱草、一日花[3]，是在萱

草的基础上，经过处理的多倍体矮生品种[2]。萱草的

繁殖方法主要有种子育苗法、茎芽扦插繁殖法、分株繁

殖法、组织培养法[4]。播种繁殖出的实生苗更能适应

较寒冷的气候 [4]，但生产周期长，且后代容易发生分
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离、变异、退化，目前主要用于新品种选育[5]。茎芽扦

插繁殖方法操作简单，成本低，周期也较短，但各品种

的生根率存在较大的差异，其整体的生根数量较少[4]。

分株繁殖法是传统上最常用的方法，后代植株能保持

母本性状，但 1株萱草每年只能繁殖 4~5株[6]，整体繁

殖系数较低，不适应大规模的商业生产。而利用植物

组织培养法，仅需用少量的植物材料，就可以在短时间

内获取大量的、保持繁殖品种本身所具有的优良性状

的种苗，是工厂化育苗的重要途径。

目前，国内外很多学者对大花萱草离体培养进行

了研究，其中外植体材料选择相当丰富，有花茎[7-9]、子

房[10]、花瓣[11]、花托[12]、花丝[13]、花蕾[14-16]、叶片[17-19]、原生

质体[20]等，一般通过诱导愈伤组织的途径再生完整植

株，建立其再生体系。但愈伤组织途径获得的植株，随

着继代次数增加，染色体数目、DNA含量、DNA多态性

片段比例会出现不同程度的变异，在白桦[21]、柑橘[22]、小

麦[23]等植物上都有报道。因此，直接利用外植体诱导

不定芽，并建立一套稳定的植株再生体系，是大花萱草

品种保持优良种性，并进行工厂化生产的有效途径。

而利用大花萱草组织直接诱导不定芽的相关报道极

少，活性炭对大花萱草生根的影响研究也还未见报

道。本试验主要研究了激素对大花萱草幼芽诱导不定

芽、不定芽增殖的影响，以及萘乙酸(NAA)和活性炭对

大花萱草生根的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

本试验于2017年2月初—5月底在上海市植物种

苗组培专业技术服务平台实验室进行。供试材料为上

海市农业科学院种质资源圃提供的大花萱草大田苗，

代号为‘32-1’。

1.2 方法

1.2.1 大花萱草离体诱导不定芽

（1）外植体的处理。于 2017年的 2月份取萱草尚

未展叶的幼芽，大小在1~2 cm左右，洗净泥土，切去所

有的根系，剥除最外层2~3层叶片，用洗洁精清洗浸泡

20 min左右，流水下冲洗 2~3 h。经上述处理后，将外

植体放进超净工作台，待用。

在超净工作台上，先用 75%的酒精对外植体处理

30 s，无菌水冲洗 3遍，无菌滤纸擦干；再用 0.1%的升

汞溶液灭菌 10~12 min，无菌水浸洗 5 次，每次 1~

2 min；然后用无菌滤纸吸干外植体表面的水分，切去

基部最外层组织，根据外植体大小将其等分成 2~4小

块，待用。

（2）大花萱草不定芽诱导。根据预实验的结果，以

MS+蔗糖30 g/L+琼脂4 g/L为基本培养基，添加不同浓

度的6-BA(1.0，3.0，5.0 mg/L)和NAA(1.0，2.0，3.0 mg/L)，

组成 9种不同激素浓度配比的培养基（见表 1）。将经

1.2.1处理后的外植体垂直接种于 9种培养基中，每处

理接种15个外植体，重复3次。

培养条件：pH 5.8，温度为(25±2)℃，光照强度为

1500~2500 lx，光照时间为12 h/d。

培养35天后，调查试管苗启动个数、外植体个数、

产生愈伤外植体个数等，计算启动率、增殖系数等。计

算方法如公式(1)~(4)。

启动率=（ 启动外植体个数
接种外植体个数

）× 100% …… (1)

增殖系数= 试管苗个数
启动外植体个数

……………… (2)

平均愈伤面积=
∑各愈伤面积

发生愈伤外植体数
……… (3)

平均根数=
∑各苗根数
生根苗个数

…………………… (4)

1.2.2 大花萱草增殖培养 供试材料为初代诱导产生的

无菌试管苗。

选取分化良好、生长基本一致并且株高在2 cm左

右的无菌试管苗。将供试外植体单株分开，切去多余

的基部组织以及愈伤组织，然后垂直接种于MS+6-BA

(1.0、2.0、4.0 mg/L) + NAA(0.5、1.0、2.0 mg/L) +蔗糖

30 g/L+琼脂4 g/L的9种增殖培养基（见表2）。每处理

接种 40个外植体，共接种 90瓶，重复 3次。培养条件

为：温度(25±2)℃，12 h/d光照培养，1500~2500 lx光照

强度，pH 5.8。

培养 21天后，调查试管苗个数及愈伤生长情况，

计算增殖率 (2)、平均株高和平均愈伤面积。计算方法

BA/(mg/L)

1.0

3.0

5.0

NAA/(mg/L)

1.0

Y1

Y4

Y7

2.0

Y2

Y5

Y8

3.0

Y3

Y6

Y9

表1 大花萱草不定芽诱导培养基

BA/(mg/L)

1.0

2.0

4.0

NAA/(mg/L)

0.5

G1

G4

G7

1.0

G2

G5

G8

2.0

G3

G6

G9

表2 大花萱草增殖培养基激素配比
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如公式(5)~(6)。

平均株高=
∑各苗高

试管苗总数
……………………… (5)

平均愈伤面积=
∑各愈伤面积

发生愈伤外植体数
……… (6)

1.2.3 大花萱草生根培养 选取分化良好、大小均匀（株

高≥3 cm）的无菌试管苗，将外植体分成单株，切去多

余的底盘和所有的不定芽及愈伤组织，然后垂直接种

于1/2MS+NAA(0.2、0.5、1.0 mg/L)+AC(0、1.0、2.0 g/L)+

蔗糖 30 g/L+琼脂 4 g/L 的 9 种生根培养基（见表 3）。

每处理每瓶接种4个外植体，转接10瓶，重复3次。培

养条件为(25±2)℃，12 h/d光照培养，1500~2500 lx光照

强度，pH 5.8。

21天后，调查统计生根试管苗个数、生根条数，测

量根长；计算生根率、平均根数、平均根长等。计算方

法如下公式(7)~(9)。

生根率= 生根苗个数
接种个数

× 100% ……………… (7)

平均根数=
∑各苗根数
生根苗个数

…………………… (8)

平均根长=∑ 各根长
各苗根数

…………………… (9)

2 结果与分析

2.1 不同浓度6-BA和NAA培养基不定芽诱导情况

选取‘32-1’大花萱草的幼芽作为外植体分别接种

到9种培养基上。外植体在5天左右开始启动，部分外

植体伸长生长（见图1-A）。2周左右，部分外植体的基

部开始膨大，再经过1周左右的时间，其中一部分外植

体基部周边长出嫩黄色的小芽（见图 1-B）；一部分外

植体基部周围出现乳白色块状物，随时间推移，白色块

状物颜色也逐渐转为黄绿色形成致密的愈伤组织（见

图1-C）。

35天后，统计相关数据。由表 4可以看出，BA和

NAA 浓度的不同配比对外植体的启动无显著性影

响。在BA相同的条件下，Y1-Y3都没有产生愈伤组织，

增殖系数随着NAA的浓度的增加明显呈下降趋势，3

个激素配比都产生根系，平均根数显著高于其他处理，

其中Y2、Y3出现扁平的畸形根，畸形根所占比例比较

高。Y4~Y6中，Y4长出大量愈伤组织，增殖系数最低，

生根量很少；Y5的增殖系数最大，达到 5.60，有少量愈

伤产生，且有根系生长；Y6激素配比不产生愈伤，但生

长出畸形根。Y7~Y9增殖系数都偏低，愈伤发生率高，

且愈伤面积远大于其他处理组，未见根系生长。在

NAA浓度相同时，随着BA浓度的增加愈伤生长量显

著增加。综合启动率、增殖系数、平均愈伤面积和平均

根数等因素，大花萱草‘32-1’不定芽诱导，最适培养基是

Y5：MS+6-BA 3.0 mg/L+NAA 2.0 mg/L+蔗糖 30 g/L+

琼脂4 g/L。

2.2 不同浓度6-BA和NAA培养基大花萱草增殖情况

表5所示，G7处理的增殖系数达到最大值3.60，且

显著高于其他处理，形成的平均愈伤面积也是最大的，

达到84.26 mm2，且显著高于其他处理。G3处理的增殖

NAA/(mg/L)

0.2

0.5

1.0

AC/(g/L)

0

S1

S4

S7

1.0

S2

S5

S8

2.0

S3

S6

S9

处理

Y1

Y2

Y3

Y4

Y5

Y6

Y7

Y8

Y9

启动率/%

100.00a

100.00a

100.00a

100.00a

100.00a

100.00a

100.00a

100.00a

100.00a

增殖系数

4.20bc

2.60bc

2.00c

2.60bc

5.60a

4.80b

2.80bc

2.20c

3.20bc

平均愈伤面积/mm2

0.00d

0.00d

0.00d

27.50b

11.00cd

4.33cd

78.33a

67.67a

39.67b

平均根数/条

1.67ab

2.33a

2.33a

1.00b

1.33b

1.33b

0.00b

0.00b

0.00b

表3 大花萱草生根培养基

表4 不同浓度6-BA和NAA对不定芽诱导情况

注：使用SPSS 20.0对数据进行分析，同列中不同的小写字母表示在5%水平上差异显著（即P＜0.05）。下同。
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系数最小为2.35，且显著低于其他处理，平均愈伤面积

也是最小的，大小为96.00 mm2，且显著低于其他处理；

G5处理的平均株高最高，达到 55.44 mm，且显著高于

其他处理。在NAA浓度相同的情况下，增殖系数和平

均愈伤面积随着 6-BA浓度的增加呈递增趋势；在 6-

BA浓度相同的情况下，增殖系数和平均愈伤面积随

着NAA浓度的增加成递减趋势。综合增殖系数、平均

株高和平均愈伤面积等因素考虑，增殖培养基以G4：

MS+6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L+蔗糖30 g/L+琼脂

4 g/L为宜。

2.3 不同浓度NAA和AC大花萱草生根情况

由表 6可知，各处理生根率都为 100.00%，说明大

花萱草极易生根，对NAA和活性炭浓度要求不高。在

不含活性炭的培养中，根系黄白色，粗壮，但水分含量

高，极易折断（见图 3-A）；而在含有活性炭的培养基

中，根系乳白色，细软（见图3-B）。其中，S7处理，平均

根数最多，达到11.80条，显著高于其他处理，但是平均

根长最短，显著小于其他处理，且产生扁平的畸形根。

S9处理下的平均根长最长，达到 56.29 mm，并且显著

高于其他处理。S1、S4、S7随着NAA浓度的增加平均生

根数呈递增趋势，但平均根长呈现递减趋势。当NAA

浓度相同时，平均根长随着活性炭浓度的增加而成递

增趋势，而平均根数呈递减趋势，无显著性差异，且所

有添加活性炭的处理组都不产生畸形根。综合生根

率、平均生根数、平均根长以及根系生长情况等因素考

虑，最佳生根培养基为S9：1/2MS+NAA1 mg/L+AC2 g/L+

蔗糖30 g/L+琼脂4 g/L。

3 结论

大花萱草‘32-1’离体培养的再生方式是器官发生

型。其离体培养体系的基本流程是：选取幼芽作为外

植体，采用 75%的酒精(30 s)和 0.1%的升汞溶液(10~

12 min)对外植体进行消毒灭菌处理；处理后将外植体

接种于MS+6-BA 3.0 mg/L+NAA 2.0 mg/L的培养基上

处理

G1

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

G9

增殖系数

3.18ab

2.92b

2.35c

3.47ab

2.99b

2.40bc

3.60a

3.00b

2.80b

平均株高/mm

36.83bc

32.09c

41.00bc

45.75ab

55.44a

37.70bc

38.50bc

33.10c

45.30ab

平均愈伤面积/mm2

49.44bc

48.15bc

32.00d

54.90bc

41.15bc

35.37c

84.26a

67.11b

63.33b

A：试管苗伸长生长；B：诱导出的不定芽；C：诱导出的愈伤组织

图1 大花萱草诱导情况

表5 不同浓度6-BA和NAA培养基大花萱草增殖情况

图2 试管苗增殖培养
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进行不定芽的诱导；然后将不定芽分成单株接种至

MS+6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L的培养基上进行试

管苗增殖；最后将单株接种至 1/2MS+NAA 1.0 mg/L+

AC 2.0 g/L培养基进行生根培养。

4 讨论

在离体诱导不定芽的过程中发现，BA 浓度为

1 mg/L时，NAA浓度在 1、2、3 mg/L时，均未产生愈伤

组织；而BA浓度提高，产生了愈伤组织。认为大花萱

草‘32-1’不定芽与愈伤组织的产生并不一定相伴发生

的，低浓度的BA不产生愈伤组织。这一结果与兰丽

婷等[1]的研究结果不符。在增殖培养过程中发现，大

花萱草‘32-1’不定芽的增殖存在个体差异，这与郭达

初等[24]的研究结果类似；低浓度的NAA有利于大花萱

草‘32-1’不定芽的增殖，这与兰丽婷等 [1]的研究结果

相同。

孙占育认为活性炭对植物组织培养的生根主要表

现在以下方面：可提供生根的暗环境，可防止褐变有利

生根，有利于提高培养体内可溶性蛋白和总糖的含量，

能吸附植物生长调节剂与其他有机物等有利生根的物

质。在植物组织培养生根中，选择合适的活性炭浓度

有利于生根[25]。在大花萱草‘32-1’生根培养的过程中

发现，NAA浓度不变，平均根长随着活性炭的增加成

递增趋势，因此活性炭对根长有一定影响，这一结果与

刘根林等[26]的报道相同。本研究采用1/2MS培养基添

加NAA 1.0 mg/L+AC 2.0 g/L对试管苗进行生根培养，

根系生长速度快，且洁白富有弹性，21天后，平均根长

可达5.6 cm。而在栽培过程中，多以根长在2~3 cm的

试管苗进行炼苗、移栽 ，成活率高且较易种植。因此

可通过减少生根培养天数，来控制根长。具体培养时

间需进一步研究。
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