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Abstract：The paper explored the possibility of hairy root occurrence of peony induced by Agrobactrium rhizogenes． 

It showed that R1000 had the highest hairy root inducement with a hairy root rate of 35％ ，whereas strains A4， 

MSU-2 and MT232 had little difference in hairy root occurrence．Infect conditions had great influence on hairy root 

inducement．and the better ones are：acetosyringone concentration，30 mg·L～ ；infection time，15 minutes；and 

culturing conditions of strains，temperature 28 oC，28 hours shaking culture under dark environment with shaking． 

Pre-expe riment on tissue culture system of peony was conducted，and got better medium composition as：WP+6-BA 

0．5 mg．L一 + IBA 0．1 mg ·L。 +GA30．5 mg·L一 for base buds，an d MS + 6-BA 2．0 mg·L一 +IBA 0．1 

mg·L一 +GA3 0．5 mg·L-1for stem segments． 
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长期以来 ，牡丹 (Paeonia suffruticosa Andr．)以 

嫁接和分株繁殖为主 J，周期长，繁殖系数低，不 

能适应市场需求。有关牡丹组织培养无性快繁技术 

的报道『3．4 J，大多数限于实验室阶段，并未真正应用 

于大规模生产，其主要障碍是牡丹外植体生根困难， 

发根率极低 』，而且有些品种，采用以培养基筛选和 

激素配比筛选为框架的组织培养技术，根本就不能 

解决生根问题 ’ 。发根农杆菌(Agrobactrium 一 

genes)能诱导植物产生毛状根，并且毛状根不具向 

地性，可在无外源激素的培养基上生长发育成新的 

植株 ]。人参(Panax ginseng C．A．Mey)、丹参 

(Salvia mihiorrhiza Bge．)、大 黄 (Rheum offcinale 

Bail1．)、碧冬茄(Petunia hybrida Vilm．)、葛(Pueraria 

edulis Pamp．)、商陆(Phytolacca acinosa Roxb．)和短 

叶红豆杉(Taxus brevifolia Nutt．)等 160多种植物用 

发根农杆菌诱导，均获得了毛状根  ̈H 。牡丹属双 

子叶植物，用发根农杆菌诱导，有可能产生毛状根。 

本研究用发根农杆菌诱导牡丹毛状根，以提高牡丹 

外植体的生根率，探讨建立牡丹组织培养无性快繁 

的新途径。 
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1 材料与方法 

1．1 侵染材料 

供试牡丹品种为‘大富贵’(P．suffruticosa Andr 

CV．Da Fu Gui．)和‘紫二乔’(P．suffruticosa Andr 

CV．Zi Er Qiao)。侵染材料分2类：第1类为直接侵 

染材料。外植体从野外采回，进行消毒处理，直接进 

行侵染接种试验；第2类为继代侵染材料。首先获 

得牡丹组织培养继代体系，然后用继代小植株叶片 

和嫩茎作为侵染材料。 

1．2 牡丹组培继代体系 

1．2．1 外植体消毒与褐化处理 消毒处理设3种：① 

2％的次氯酸钠，消毒45 min；② 0．1％的升汞，消毒 15 

min；③0．1％升汞消毒 10 min，转入2％次氯酸钠+氨 

苄青霉素10 mg·L～，消毒 15 min。褐化处理设 3个： 

①流7J嘏 泡24 h+活陛炭(3 g·L )；②1％PvP；③流 

水浸泡24 h+1％ PVP+活性炭(3 g·L )。 

1．2．2 培养基筛选 在预备试验的基础上，仅对激素 

进行正交试验筛选。茎段以MS为基本培养基，根际萌 

蘖芽以WP为基本培养基。正交设计为k(2 )，三因 

素~_71(3z：6-BA，分别为0．5、2．0 mg·L～；IBA分别为 

0．1、0．5 Ing·L～；GA3为0．5、1．0 mg·L～。 

1．3 发根农杆菌菌株及培养 

侵染用菌株为A4、MSU-2、R1000和 MT232，由课 

题组从美国ATCC公司引进。菌株活化：取0～4℃ 

保存的菌株，转接入预先配制并消毒的液体培养基 

上，25℃摇床振荡暗培养 48 h，转接到琼脂平板培养 

基上备用。菌株MSU-2和 MT232采用 ATrc 1701培 

养基活化；菌株A4和R1000采用YEB培养基活化。 

1．4 药品及主要仪器 

主要仪器与药品：PVP，德国进口分装；乙酰丁 

香酮，美国进口分装；HP1500GS智能人工气候箱， 

HZ200LB恒温摇床。 

1．5 培养时间与菌株侵染活力试验 

设24、28、32、36 h 4个不同培养时间，在28℃、 

120 r·min 下振荡培养。 

1．6 侵染诱导 

1．6．1 直接侵染材料 首先按组织培养程序，对外 

植体进行消毒处理，然后将消过毒的外植体进行创 

伤处理(茎段穿刺、叶片打孔 )，并用浸蘸法进行发 

根农杆菌侵染。置28℃黑暗人工气候箱中，共培养 

48 h后，转入光照下继续培养，观察记载菌株和外植 

体生长情况。培养3～4 d后，取出外植体，无菌水 

冲洗数次，转入新鲜培养基中作继代培养，转接4～ 

5次。12～ 15 d毛状根长出，约 1 eln长时转入含头 

孢霉素 300 mg·L 培养基上杀菌，转接 3～ 4次。 

1．6．2 继代侵染材料 取继代小植株叶片和嫩茎， 

超净工作台上打孔、穿刺。叶片长4～11 cm，嫩茎 

长3～6 cm。小于5 cm的叶片，打孔2个 ；大于 5 

cm的叶片，打孔 4个。嫩茎穿刺 4～ 5次，两端剪 

口平滑。侵染、培养及观察同直接侵染材料。 

1．6．3 卡那霉素抗性鉴定 剪下毛状根，长 2～ 3 

cm，分别植入含有卡那霉素的 WP和 MS培养基以 

及不含卡那霉素的 WP。和 MS。培养基上培养。卡那 

霉素含量为20、40 mg·L～。观察毛状根生长情况。 

2 结果与分析 

2．1 供试品种外植体培养体系的建立 

2．1．1 不同消毒方式对外植体成活率的影响 从表 1 

中看出，根际萌蘖芽用③号消毒方法，成活率可以达到 

3％，而用①号消毒方法，成活率为1．5％。与茎段相 

比，根际萌蘖芽成活率高，但是，总的来说，牡丹外植体 

?肖毒成活率很低。其原因：一是外植体表面带菌量高， 

表面消毒困难。根段长期与土壤接触，茎段长期暴露 

于空气中，自然就感染了大量的病菌；二是牡丹内部带 

菌问题。‘过消毒’(有意加大消毒剂浓度和消毒时间) 

试验中，4％次氯酸钠消毒45 min+0．1％升汞消毒 

45 min，接种10～15 d后外植体变黑死亡，但外植体上 

仍会长出白色的真菌菌丝体来。作者认为，长期以来 

牡丹的繁殖靠嫁接和分株，潜伏于牡丹体内的病菌就 

会因嫁接和分株一代代向下传，导致内部带菌，仅作表 

面消毒处理不能杀死外植体内部的病原菌。 

表 1 大富贵外植体不同消毒处理对接种成活率的影响 

外植体类型 消毒方式 接种／瓶 

茎段 ① 200 
⑦ 200 

③ 200 

根际萌蘖芽 ① 200 
200 

③ 200 

污染／瓶 
199 

199 

198 

197 

197 

194 

成活／瓶 成活率／％ 
1 O．5 

O O．O 

2 1．O 

3 1．5 

3 1．5 

6 3．O 

注：① 2％的次氯酸钠，消毒45 rain；② 0．1％的升汞 ，消毒 15 

rain；③O．1％升汞10 min，转入 2％次氯酸钠 +氨苄青霉素 10 mg· 

L～，消毒 15 min。 

2．1．2 培养基筛选结果 外植体培养以WP和MS为 

基本培养基。WP用于根际萌蘖芽的培养，MS用于茎 

段培养。通过正交试验对激素种类和激素配比进行筛 

选后发现，用于根际萌芽和茎段的培养基分别以WP+ 

6一BA 0．5 mg·L一 +IBA 0．1 mg·L一 +GA3 0．5 mg· 
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L一 和 MS+6-BA 2．0 nag·L一 +IBA 0．1 nag·L一 + 

GA3 0．5 nag·L-I为最好。GA 对促进外植体萌发伸长 

生长的效果特别明显，加入GA3的根际萌蘖芽外植体， 

接种30 d后，芽伸长生长可达10～15 cm。 

2．1．3 不同处理对褐化程度的影响 牡丹外植体 

酚类物质含量高，仅丹皮酚的含量就可达到 

19 g·kg。。，此外，还有牡丹酚苷、芍药苷等。这些 

化学物质极易引起外植体的褐化，影响牡丹组织培 

养无性繁殖体系的建立。在减轻褐化所采取的3种 

处理当中，①号和③号处理效果较好，而②号处理效 

果不明显(表2)。 

表2 接种后不同时段的褐化程度 

注：①为流水浸泡 24 h+活性炭(3 g·LI1)；②为 1％PVP；③ 

为流水浸泡 24 h+1％PVP+活性炭(3 g·LI1)。轻度褐化：外植体 

周围培养基浅黄色，散射分布，不连续，范围不超过 1 mm；中度褐化 ： 

外植体周围培养基黄褐色，沿外植体形成 1圈，直径 1～ 2 mm；重度 

褐化 ：外植体周围培养基褐色，以外植体为中心成环状，直径大于 2 

mill，外植体切 口变黑。 

2．2 发根农杆菌侵染和毛状根诱导 

菌株培养时间对菌株侵染活力的影响试验表 

明，培养28 h时菌株侵染力最强，32 h后菌液混浊、 

变黄，侵染力减弱。 

在培养基类型、菌株培养时间、叶片打孔数目 

和茎穿刺数 目都相同的情况下(表3)，R1000菌 

株的毛状根诱导率最高，叶片外植体诱导率达到 

35％。外植体均为继代培养幼小植株的茎和叶 

片，直接接种外植体成活率低，侵染成活率也低。 

卜学贤 纠等报道用 R1000侵染毛白杨(Populus 

tomentosa Carr．)，叶片切段毛状根发生率可以达 

到59％。本试验用相同类型的R1000菌株，但毛 

状根诱导率较低，可能是由于牡丹本身生根率较 

低所致。在该试验中，MSU-2和 A4诱导毛状根 

产生的效果不明显 ，MT232未见其明显促进毛状 

根发生的效果，但 Strobel【16]用萝 卜圆盘所做的试 

验表明，其诱导萝 卜的发根量比TR105高 1倍。 

本试验中MT232的毛状根诱导率低，可能是由于 

牡丹体内含有大量的酚类物质，造成生根困难 

所致。 

表 3 不同发根农杆菌菌株对 ‘大富贵’毛状根诱导的影响 

接种在含有40 mg·L 卡那霉素的WP培养基 

上的诱导毛状根，6～7 d后有少量死亡，平均存活 

率达到69％，而牡丹正常根接种在同样培养基上， 

12～14 d后全部死亡。卡那霉素用量为20 mg· 

L 时，对正常根的杀死所需时间较长(18～ 21 d)， 

作用不明显。 

乙酰丁香酮对毛状根的发生有一定影响(表 

4)。当用 R1000菌株诱导时，在培养基中加入 

30 mg·L 乙酰丁香酮，叶片毛状根诱导率可以达 

到35％，而不加乙酰丁香酮诱导率仅为 15％；但对 

于菌株 A4、MSU一2和 MT232，用同样浓度和相同方 

法诱导时，乙酰丁香酮的作用不明显。 

表 4 不同浓度乙酰丁香酮(As)对毛状根诱导的影响 

从表5看出，浸蘸15 min最好，浸蘸30 min时， 

外植体本身所含的酚类物质从切口处外渗增多，使 

菌液变混浊，严重影响菌株的侵染能力。 
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表5 不同外植体浸蘸时间对‘紫二乔’ 

毛状根诱导的影响 

浸蘸时间／min 外植体数／个 产生毛状根外植体数／个 发根率／％ 

注：菌株为R1000，培养基中加入浓度为30 mg·L_1乙酰丁香酮 

另外，外植体刺伤处理时，叶片打孔或茎段穿刺 

太多，严重影响外植体的活力，有时会造成外植体死 

亡，不利于发根农杆菌的侵染。叶片打孔时，要将圆 

孔打在叶脉处，此处含有中柱鞘，是发根农杆菌侵染 

的主要途径。不含中柱鞘的部位，发根农杆菌基本 

不能侵入。叶柄切口处比叶片圆孔处产生的毛状根 

多。诱导毛状根成功的外植体，65％的毛状根都生 

长自叶柄切口处。茎段两端切口处毛状根发生率也 

高于中间穿刺点，但上下切口之间毛状根的数量和 

生长状况无明显差别，说明根的生长已失去了极性 

现象。 

3 小结 

用发根农杆菌诱导牡丹外植体产生毛状根，毛 

状根诱导率随菌株不同而有所变化。R1000菌株的 

侵染力最强，侵染发根率最高可以达到 35％。毛状 

根诱导率受浸蘸时问、菌株培养时问、外植体刺伤处 

理隋况和某些化学物质的影响。本研究所得到的较 

好的发根条件是：培养基中乙酰丁香酮的加入量为 

30 mg·L一，外植体浸蘸时间为15 min，菌株培养时 

间为28℃振荡暗培养28 h。 

牡丹外植体表面消毒后直接用发根农杆菌侵 

染 ，成功率极低。一方面是因为外植体消毒困难，成 

活率低；另一方面是因为发根农杆菌的侵染成功率 

也不高。牡丹外植体组织培养体系的建立 ，是发根 

农杆菌诱导毛状根发生的基础。牡丹外植体接活成 

功率虽然很低，最高只有 3．0％，但只要有数瓶成 

活，再用发根农杆菌诱导毛状根就容易成功。牡丹 

根际萌蘖芽和茎段的较好培养基分别为：WP+6一 
BA 0．5 mg·L一。+ IBA 0

．

1 mg ·L一。+GA3 0
． 5 mg 

·L-1和 MS +6-BA 2．0 mg·L一 +IBA 0．1 mg· 

L一。+GA3 0
． 5 mg·L一。 

用发根农杆菌诱导牡丹外植体产生毛状根，是 

牡丹通过组织培养技术实现工厂化生产的重要途径 

之一。另外，牡丹毛状根诱导后，由毛状根再产生的 

植株，株型明显缩小。这有利于矮化牡丹品种的培 

育，牡丹盆栽的前景广阔。 
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