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盆栽小菊茎尖剥离与试管苗培养试验

刘萌萌， 申雯靖， 张盛圣， 张 黎
（宁夏大学 农学院，宁夏 银川 750021）

摘 要：以小菊茎尖为外植体，MS 为基本培养基，探究不同激素种类及浓度组合对小菊茎尖组织培养的影响。 结
果表明:诱导愈伤组织的最适培养基为 MS+6-BA3.0 ml/L+TDZ0.3 mg/L，诱导愈伤组织分化的最佳培养基为 MS+
6-BA1.0 mg/L+NAA0.1 mg/L，分化率为 76.7%;最适增殖培养基为 MS+6-BA2.0 ml/L+NAA0.05 mg/L+IBA0.1 mg/L，
增殖系数为 8.67.
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选用盆栽小菊为花径小于 6 cm，株型低矮紧凑

的菊花盆栽品种.此菊具有花量大、花色丰富、株型
优美，花期长、抗逆性强等特点，不仅可以作为盆栽

欣赏，在园林绿化造景中也占据着较大的市场 [1].通
常小菊的繁殖方式为常规扦插繁殖， 但是长期的无

性繁殖容易导致病毒积累，造成小菊品质变劣，严重

影响到小菊的观赏效果， 同时也不利于大规模商业

化生产 [2].前人大量的研究结果表明，通过对小菊进
行茎尖剥离和离体培养可以获得脱毒苗， 不仅可以

加快增殖速度与繁殖系数， 还保持了品种的优良性

状. 本试验采用正交设计筛选出适合小菊组培苗生
长各阶段的激素配比， 为小菊的优质种苗生产提供

科学依据.

1 材料与方法
1.1 试验材料
选择生长良好的盆栽小菊(Chrystal Bronze).

1.2 试验方法
1.2.1 材料处理 取 2～3 cm的幼嫩顶芽或侧芽，在
洗涤剂稀释液中清洗 2 min后，在流水下冲洗 10 min，
置于超净工作台，用 75%酒精表面处理 30 s，无菌
水冲洗 3 次，然后用 0.1%Hgcl 溶液处理 8～12 min，

无菌水冲洗 3～4 次. 将无菌嫩芽置于解剖镜下，用
镊子、 手术刀等工具剥取出长度为 0.5～1.5 mm 的
茎尖.
1.2.2 不同激素浓度愈伤组织诱导试验 将茎尖
接种于愈伤诱导培养基中，培养基以 MS 为基本培
养基，添加不同种类与不同浓度的激素，配比 3 因
素、3 水平正交试验 .共 9 个处理，每个处理 3 次重
复，每个重复接种 10 瓶，筛选出最适的愈伤组织诱
导培养基.
1.2.3 不定芽诱导培养基筛选试验 不定芽诱导培
养基由基本培养基 MS 加入不同种类与浓度的激素
（6-BA、TDZ和 NAA），采用 3因素 3水平正交试验共
9个处理，将诱导出来的愈伤组织分割成 1 cm×1 cm的
小块转接于不定芽诱导培养基中， 每个处理重复 3
次，每个重复接种 10瓶，从中筛选出最优方案.
1.2.4 继代增殖培养基筛选试验 将不定芽转接在
继代增殖培养基中， 培养基由基本培养基 MS 加入
不同浓度的 6-BA、IBA 和 NAA，采用 3 因素 3 水平
正交试验，每隔 7 d 观察记录，从而筛选出最佳增殖
配方.
1.2.5 不同浓度碳源及琼脂浓度对丛芽增殖的影响
将生长到 2～3 cm的小芽切割成单株后，接种到含有
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不同浓度碳源及不同浓度琼脂的培养基上.设置MS
为试验培养基， 加入所筛选出的适宜浓度的激素配

比，培养基碳源浓度梯度为 30、40、50 mg ／ L，琼脂浓
度梯度为 6、7、8 mg ／ L，每瓶接 3 个，接种 10 瓶，重
复 3次.
1.2.6 培养条件 培养室温度为（23±2） ℃，湿度为

60%～65%，光照培养条件为 1 800～2 000 lx.
1.3 数据处理及分析方法
使用 Excel 2007、SAS 8.2 统计分析软件进行

数据处理分析.

2 结果与分析
2.1 外植体消毒时间筛选
由表1 得出 ， 茎尖随着灭菌时间的增加 ，污

染率呈下降趋势 ， 但灭菌时间过长造成褐化率

的提高 ， 当灭菌时间为 6 min 时污染率降低且
褐化率低 .
2.2 不同激素对愈伤组织诱导的影响
将茎尖接种于愈伤诱导培养基中，7 d后茎尖开

始膨大，14 d 以后开始逐渐分化出浅绿色半透明状

的愈伤组织，42 d愈伤长大至 1 cm×1 cm.
由表 2 得出，NAA 的 R 值最大，TDZ 次之，6-

BA 最小.根据极差分析法，R 值越大，因素对愈伤诱
导的影响越显著， 因此 3种激素对诱导芽数的影响
效果依次是 NAA>TDZ>6-BA. 从 K 值可以看出，最
适不定芽诱导组合是 MS+6-BA2.0 mg/L+NAA0.25
mg/L+ZT0.3 mg/L， 与 A5 号试验处理相同，A5 号处
理诱导芽数为 56.6， 说明此配方适用于小菊的愈伤
组织诱导， 在 A2 号、A7 号培养基中愈伤生长状况
良好， 结构松散的绿色愈伤组织有利于分化出芽，

A3 号、A6 号、A8 号、A9 号可以分化出愈伤组织，但
褐化情况较严重.
2.3 不同激素对丛芽诱导的影响
将结构较松散的绿色愈伤组织转接于不定芽

诱导培养基中 ，14 d 左右分化出芽点 ，35 d 左右
生长出不定芽， 但出现了程度深浅不一的玻璃化

现象.
由表 3 得出，6-BA 的 R 值最大，从 K 值可以看

出， 不定芽诱导最佳培养基为 MS+6-BA1.0 mg/L+
NAA0.3 mg/L+TDZ0.5 mg/L，9个处理中没有此组合，

表 2 愈伤诱导结果

处理号 6-BA/（mg·L-1） NAA/（mg·L-1） TDZ/（mg·L-1） 出愈率/% 愈伤状态

A1 1（1.0） 1（0） 1（0.1） 53.3±0.058BC 黄色，结构紧密

A2 1 2（0.25） 2（0.2） 57.6±0.058B 绿色，结构松散

A3 1 3（0.5） 3（0.3） 46.7±0.058BC 褐色，结构紧密

A4 2（2.0） 1 2 54.3±0.058B 浅绿色，结构松散

A5 2 2 3 56.6±0.058B 浅绿色，结构松散

A6 2 3 1 3.3±0.058E 褐色，结构紧密

A7 3（3.0） 1 3 66.7±0.058A 绿色，结构松散

A8 3 2 1 37.6±0.058D 褐色，结构松散

A9 3 3 2 36.7±0.058D 褐色，结构紧密

K1 52.53 38.07 47
K2 58.1 50.6 28.9
K3 31.4 49.53 56.67

R 14.46 29.2 25.27

注：表中数据为平均值±标准差，同列数字旁不同大写字母表示有极显著差异（P<0.01）.

表 1 污染褐化率

取材部位 HgCl 灭菌时间/min 接种数/个 污染数/个 污染率/% 褐化率/%
茎尖 4 90 8 8.89 0
茎尖 6 90 6 6.67 4.33
茎尖 8 90 5 5.56 13.00
茎尖 10 90 2 2.23 21.67
茎尖 5+5 90 0 0 13.33

注：5+5 为使用 HgCl 灭菌 5 min，无菌水冲洗 3~4 次后重复此动作 1 次。
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表 3 不定芽诱导结果分析

处理号 6-BA/（mg·L-1） NAA/（mg·L-1） TDZ/（mg·L-1） 分化率/% 不定芽形态

B1 1（1.0） 1（0.1） 1（0） 76.7±0.58A 绿色，略玻璃化

B2 1 2（0.2） 2（0.5） 36.7±0.58B 浅绿色，玻璃化

B3 1 3（0.3） 3（1.0） 30.0±0.10B 浅绿色，玻璃化

B4 2（2.0） 1 2 16.6±0.06C 绿色，细弱

B5 2 2 3 0D 褐化死亡

B6 2 3 1 0.6±0.58D 愈伤褐化

B7 3（3.0） 1 3 0.3±0.58D 长势极弱

B8 3 2 1 0D 褐化死亡

B9 3 3 2 0D 褐化死亡

K1 47.8 5.7 0.1
K2 31.2 12.2 10.2
K3 25.8 17.8 10.1

R 47.7 21.0 15.7

需进行进一步的验证.根据诱导芽数据显示，最佳不
定芽诱导配方为 MS+6-BA1.0 mg/L+NAA0.1 mg/L+
ZT0 mg/L，不定芽诱导率为 76.7%.B1与 B2、B3、B4、
B5、B6、B7、B8、B9有显著性差异，且 B1 处理有轻微
玻璃化，说明在不定芽诱导过程中，激素浓度过大芽

增殖会受抑制且玻璃化严重.
2.4 不同激素对不定芽增殖的影响
在不定芽增殖的过程中遇到了程度不同的玻璃

化状况，由表 4 可得，在 C4 处理培养基的组培苗增
殖系数最大且玻璃化现象较轻， 可通过调整培养基

配方、试验操作来改善这一状况.
由表 4 得出，IBA 的 R 值最大， 从 K 值可以看

出， 不定芽增殖最佳培养基为 MS+6-BA2.0 mg/L+

NAA0.2 mg/L+TDZ0 mg/L， 根据芽增殖系数显示，这

与 C4最佳不定芽增殖配方不相吻合，C4 与 C1、C2、

C3、C5、C6、C7、C8、C9均有显著性差异.C4不定芽增

殖系数为 8.67%，且为绿色健壮苗.

2.5 碳源浓度及琼脂浓度对不定芽增殖的影响

由表 5 得出，碳源质量浓度为 50 mg/L 时，玻璃

化率最低且叶片绿色，正常生长；当琼脂质量浓度为

8 mg/L时，玻璃化率最低但褐化率比较严重，琼脂质

量浓度为 7 mg/L 时，玻璃化率较低，同时叶片绿色

正常生长.

注：表中数据为平均值±标准差，同列数字旁不同大写字母表示有极显著差异（P<0.01）.

表 4 继代增殖结果

处理号 6-BA/（mg·L-1） NAA/（mg·L-1） IBA/（mg·L-1） 增殖系数 形态表现

C1 1（1.0） 1（0.05） 1（0.） 1.67±0.06D 浅绿色，玻璃化

C2 1 2（0.10） 2（0.1） 2.17±0.03D 浅绿色，玻璃化

C3 1 3（0.20） 3（0.2） 3.34±0.06C 绿色，较健壮

C4 2（2.0） 1 2 8.67±0.06A 绿色，较健壮

C5 2 2 3 1.67±0.06D 浅绿色，略玻璃化

C6 2 3 1 1.67±0.06D 浅绿色，略玻璃化

C7 3（3.0） 1 3 3.67±0.06C 绿色，细弱

C8 3 2 1 5.33±0.06B 枯黄

C9 3 3 2 3.67±0.06C 枯黄

K1 2.4 4.0 4.2

K2 4.7 3.2 2.9

K3 2.9 4.8 2.8

R 1.8 1.8 2.0

注：表中数据为平均值±标准差，同列数字旁不同大写字母表示有极显著差异（P<0.01）.
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3 结论与讨论
3.1 结论

（1）愈伤诱导最佳培养基为：MS+6-BA3.0 ml/L+
TDZ0.3 mg/L.

（2）不定芽诱导最佳培养基为:MS+6-BA1.0 mg/
L+NAA0.1 mg/L，不定芽分化率最高达 76.7%.

（3）MS+6-BA2.0 ml/L+NAA0.05mg/L+IBA0.1 mg/L
为最佳增殖培养基配方, 丛芽增殖系数最高且生长
状况良好.

（4）7 g/L 的琼脂质量浓度、50 g/L 的蔗糖质量
浓度有利于遏制改善继代增殖中的玻璃化状况.
3.2 讨论
通过试验表明，不同种类激素及其质量浓度对

小菊组织培养存在较大的影响，但 6-BA 质量浓度
的控制范围较广泛，其质量浓度在 0.1～0.2 mg/L 时
均能促进小菊茎尖的离体培养， 这与汪晓沙等对

菊花品种‘breeze lvory’培养时得出的结论一致 [1].
同时试验发现， 当茎尖长度小于 1 mm 时成活率
显著低于 1 mm 以上长度的茎尖， 刘青林等在对
菊花茎尖进行培养时也得出这一结论 [2].在诱导愈
伤组织和不定芽试验中，出现了严重的褐化和玻璃

化现象， 在不改变激素浓度和培养条件的情况下，

增加培养基中琼脂和蔗糖的质量浓度 、接种前倒

掉培养瓶内的水，均能显著改善玻璃化症状 [3].试
验将玻璃化试管苗接入了激素水平降到 50%的
培养基中后，玻璃化现象得到了明显的控制，这一

试验结果与前人对玻璃化现象研究结果一致 ，即

降低激素质量浓度可以缓解玻璃化现象 [4]. 前人
对组织培养影响因素的研究多集中于培养基的

组成 ，包括无机盐 、有机物 、激素等培养基成分

的种类和配比质量浓度 ， 未深入到培养条件层

次 ，如培养温度 、光照强度 、光质 、容器内空气因

素等 [5].上述因素对小菊试管苗的增殖速度 、生长
状况还存在着较大的研究空间，值得进一步试验

探究 .
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The experiment of stem tip stripping and tube seedlings cultivation
of Chrysanthemum with small inflorescences

Liu Mengmeng, Shen Wenjing, Zhang Shengsheng, Zhang Li
（School of Agriculture, Ningxia University, Yinchuan 750021, China）

Abstract： The experiment use the shoot tip of Chrysanthemum with Small Inflorescences as explants, using MS as the basic
medium, it explore the combination of different hormone types and concentration on tissue culture of Chrysanthemum with
Small Inflorescences. The results show that the best medium for inducing callus induction is MS+6-BA3.0 ml/L+TDZ0.3 mg/L,
the adventitious bud induction is MS+6-BA1.0 mg/L +NAA0.1 mg/L, the differentiation rate was 76.7%. The medium for prop-
agation of adventitious bud is MS+6-BA2.0 ml/L+NAA0.05 mg/L+IBA0.1 mg/L, and the propagation factor is 8.67.
Key words： small flowered pot chrysanthemum; shoot tip; tissue culture; virus-free seedling

（责任编辑、校对 郑国琴）

表 5 碳源质量浓度及琼脂质量浓度对不定芽增殖的影响

碳源质量浓度/（mg·L-1） 琼脂质量浓度/（mg·L-1） 玻璃化率/% 长势

30 61.11 叶片浅绿色、狭长、水渍化

40 36.67 叶片浅绿色、狭长、节间不明显

50 16.67 叶片绿色、正常

6 53.33 叶片浅绿色、狭长、水渍化

7 33.33 叶片绿色、正常

8 27.79 叶片绿色、褐化率严重
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