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　　摘要：以梅花品种小绿萼１年生枝条为试验材料，研究了采样时间、初代培养基、基本培养基和激素组合等对带芽
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０５ｍｇ／ＬＫＴ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ；（３）最佳增殖培养基ＱＬ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ，增殖系数为４２７；（４）无
菌苗在２００ｍｇ／ＬＩＢＡ浸渍处理数秒后，移植到１／２ＱＬ培养基中，生根率为８０％。
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　　梅是原产中国的传统名花，有悠久的栽培历史和丰富的
栽培品种，具有极高的观赏价值和经济价值。在生产上，梅花

以扦插、嫁接等无性繁殖为主，虽然能保持品种的优良性状，

但是繁殖系数小，周期长。利用组培快繁技术，不仅可在短期

内快速大量繁殖基因型一致的优质苗木，而且可获得无病毒

苗木，大大加快了育苗进程和提高了苗木质量。自 Ｈａｒａｄａ
等［１］开展梅茎段离体繁殖以来，国内外在梅的离体快繁上取

得了较快的进展［２－５］，但目前仍存在建立快繁体系的梅花品

种少，部分品种在快繁过程中出现顶芽坏死、叶片黄化等难

题。小绿萼是武汉地区的梅花老品种，具有极高的观赏价值。

本研究旨在分析茎段采集时间、启动和增殖培养基对小绿萼

离体繁殖的影响，以期建立其快繁体系，为该品种的应用推广

提供一定的基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料采于武汉市磨山中国梅花研究中心，除８—９月

份停止采样，分别在 ３—１１月中旬采集梅花品种小绿萼
（图１－Ａ）１年生枝条，用冰盒带回实验室。
１．２　方法
１．２．１　外植体灭菌及初代培养　采集回来的枝条剪成１～
２ｃｍ长的具节茎段，每茎段 １～２个腋芽。用洗洁精浸泡
１０～２０ｍｉｎ，流水冲洗３０ｍｉｎ后在超净工作台上用７５％乙醇
浸润３０ｓ，转入０．１％ＨｇＣｌ２中消毒８～１５ｍｉｎ，然后用无菌水
冲洗６～７次，无菌滤纸拭干后接种于初代培养基（１／２ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ）；为分析不同初代培养基
对腋芽诱导的影响，以４月中旬采集的小绿萼枝条为材料，灭
菌后接种至２种不同初代培养基：１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋

０１ｍｇ／ＬＮＡＡ和１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＫＴ。每处理２０个外植体，重复３次，接种３０ｄ后统
计诱导率，污染率在接种后１０～１５ｄ内统计。
１．２．２　腋芽增殖培养　将伸长到１～２ｃｍ的腋芽切下，分别
转入添加了１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ的３种基本
培养基和添加不同浓度６－ＢＡ和ＮＡＡ组合的ＱＬ培养基中，
观察腋芽的增殖，每处理１０个外植体，重复３次，记录植株高
度，生长情况，接种５周后统计腋芽增殖情况。
１．２．３　丛生长度对继代的影响　待腋芽增殖形成的丛生芽
伸长到不同长度（０．１、０．５～１、１～２ｃｍ）时，将其从基部切
下，放入继代培养基（１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ）中观察其生长，每处理５个外植体，重复
３次。
１．２．４　生根与移栽　选择生长健壮，株高超过２ｃｍ的试管
苗在５种生根培养基中进行生根培养。移栽时先将生根苗连
培养瓶一起置于温室内进行为期１０ｄ的炼苗，在此期间逐渐
松开并揭去培养瓶的盖子，而后将植株根系上的培养基洗

净，移栽到含有泥炭 ∶蛭石 ＝１∶１（体积比）的塑料盆中。
移栽后的第１周塑料盆上覆盖塑料薄膜以保湿，１周后慢慢
揭去。

１．２．５　培养条件　培养室温度为（２３±２）℃，空气相对湿度
为６０％左右，光照度为１５００～２０００ｌｘ，光照周期为１４ｈ／ｄ。

２　结果与分析

２．１　采样时间对腋芽诱导率的影响
茎段接种１周后腋芽开始萌发，２周后腋芽开始伸长，叶

片逐渐展开，叶色浓绿（图１－Ｂ）。不同时间采集的枝条在初
代培养时，污染率和腋芽诱导率差异显著 （表１），４月至６月
中旬是最佳采样时期，既可以保证较高的腋芽诱导率，而且污

染率相对较低，其他时期采集的枝条污染率高，腋芽诱导率

低，不适宜用作离体培养的外植体。

２．２　初代培养基对腋芽诱导的影响
４月采集的小绿萼枝条，接种于２种不同初代培养基中

（表２），培养于添加ＫＴ的初代培养基中的外植体，不仅腋芽
诱导率高，而且芽伸长快，叶色浓绿，无顶芽死亡、黄化问题。
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这与朱军等的结果［６］相一致，即 ＫＴ对长蕊绿萼腋芽的伸长
生长有促进作用。

２．３　基本培养基对腋芽增殖的影响
将伸长长度达到１～２ｃｍ的腋芽接种到添加了１．０ｍｇ／Ｌ

ＢＡ和０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ的３种基本培养基（表３）中，芽的增殖
和伸长表现出显著差异（表４），ＱＬ上培养的腋芽出芽数显著
高于改良 Ｎ６和１／２ＭＳ，伸长长度显著高于改良 Ｎ６。比较３
种培养基上腋芽的生长状态以及出芽数和丛生芽平均高度，

在增殖培养中采用ＱＬ作为基本培养基。
２．４　激素组合对增殖的影响

将伸长长度达到１～２ｃｍ，且长势一致的的腋芽转入添
加不同６－ＢＡ和ＮＡＡ浓度组合的ＱＬ培养中基中（表５），在
６－ＢＡ浓度为０．２ｍｇ／Ｌ时，丛生芽平均高度随着 ＮＡＡ浓度
的升高而下降，但没有达到显著差异，而增殖系数基本没有变

化，表明低浓度６－ＢＡ不能诱导腋芽增殖；当６－ＢＡ浓度为
１．０ｍｇ／Ｌ时，丛生芽平均高度和增殖系数，随着 ＮＡＡ浓度的
升高先上升后下降，但丛生芽平均高度的变化没有达到显著水

平，而增殖系数达到显著差异；而当６－ＢＡ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ
时，植株平均高度和增殖系数，随着ＮＡＡ浓度的升高先下降

表１　采样时间对小绿萼腋芽诱导的影响

取样时间 ３月 ４月 ５月 ６月 ７月 １０月 １１月
诱导率（％） １６．７０±０．１５ｃ ７５．００±０．１６ｂ ８０．００±０．０６ａｂ ９５．００±０．００ａ ０．００±０．００ｃ ３．７０±０．０６ｃ １４．７０±０．１３ｃ
污染率（％） ８３．００±０．１５ａ １０．００±０．０８ｂ １９．７０±０．０６ｂ １９．６０±０．０６ｂ １００．００±０．００ａ ９６．３０±０．０６ａ ８５．００±０．１３ａ

　　注：同行不同小写字母表示在０．０５水平上存在显著差异。

表２　初代培养基对小绿萼腋芽诱导的影响

编号 培养基 萌芽率（％）
１ １／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ ６６．７０±０．０８ａ

２ １／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ

７８．３０±０．１０ａ

　　注：同列不同小写字母表示在０．０５％水平上存在显著差异。

表３　基本培养基对小绿萼腋芽增殖的影响

基本

培养基

平均芽个数

（个）

丛生芽平均

高度（ｃｍ） 生长状态

改良Ｎ６ １．１７±０．２９ｂ０．６３±０．１２ｂ 叶嫩绿，簇生在基部，茎极
度短缩

１／２ＭＳ １．５０±０．５０ｂ１．２０±０．０８ａ 叶黄绿，愈伤团褐化
ＱＬ ３．１６±０．７７ａ１．３８±０．４３ａ 叶嫩绿，平展，生长势很强

　　注：同列不同小写字母表示在０．０５水平上存在显著差异。

后上升，且变化值均达到显著差异。最终选用ＱＬ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ作为小绿萼增殖培养基，在此培养
基上丛生芽的数量多，且生长正常（图１－Ｃ）。
２．５　丛生芽长度对继代培养的影响

将腋芽增殖培养后不同伸长长度的丛生芽，从基部切离

后接种于继代培养基，生长表现出显著差异（表３），长度为
１～２ｃｍ的腋芽伸长长度最大，生长健壮，叶片平展；而长度为
０．１～１ｃｍ的腋芽生长瘦弱，叶片黄化脱落，最后死亡。
２．６　试管苗的生根培养和移栽

切取高度２～３ｃｍ的试管苗，转入不同生根培养基（表
６）中生根，培养３０～４０ｄ后形成根系（图１－Ｄ、图１－Ｅ）。
植物生长调节剂的种类和浓度对试管苗生根有显著影响，只

表４　ＢＡ和ＮＡＡ组合对腋芽增殖的影响

编号
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

丛生芽平均长度

（ｃｍ） 增殖系数

１ ０．２ ０．０５ ０．９６±０．２７ｃｄ １．００±０．００ｄ
２ ０．２ ０．１ ０．８５±０．１０ｄｅ １．０４±０．００ｄ
３ ０．２ ０．２ ０．６３±０．０８ｄ １．００±０．００ｄ
４ ０．５ ０．０５ ２．０２±０．２５ａ ４．２７±０．６４ａ
５ ０．５ ０．１ ０．９５±０．０５ｄ １．１３±０．０６ｄ
６ ０．５ ０．２ １．２８±０．１４ｃｂ １．５０±０．３５ｃ
７ １ ０．０５ １．２６±０１１ｃｂ １．００±０．００ｄ
８ １ ０．１ １．５２±０．２７ｂ １．９０±０．５０ｂ
９ １ ０．２ １．４３±０．０３ｂ １．００±０．００ｄ

　　注：同列不同小写字母表示在０．０５水平上存在显著差异。

表５　丛生芽长度对继代培养的影响

编号
丛生芽长度

（ｃｍ）
继代培养后丛

生芽长度（ｃｍ） 生长状况

１ ０．１ ０．４４±０．１２ａ 叶极度卷曲，生长势差

２ ０．５～１ １．７６±０．５３ｂ 叶嫩绿，平展，有轻微玻璃化，
边缘黄化

３ １～２ ２．７０±０．５６ｃ叶嫩绿，平展，生长势极好

　　注：同列不同小写字母表示在０．０５水平上存在显著差异。

添加了生长素 ＩＢＡ的培养基生根率很低，仅为３．３３％，且愈
伤组织多。同时添加ＮＡＡ和ＩＢＡ的培养基以及添加 ＩＢＡ和
活性炭的培养基，生根率、平均生根数和平均根长显著增加，

但生根效果最佳的是试管苗先用２００ｍｇ／ＬＩＢＡ浸渍，再培养
于１／２ＱＬ培养基的处理，生根率达到最高（８０％），与其他处理
相比差异显著，且平均根长和根数也显著增加。生根后的植株

先在温室炼苗１０ｄ左右，然后移栽入塑料盆中（图１－Ｆ），移
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表６　生根培养基对小绿萼试管苗生根的影响

编号 生根培养基 生根数（条） 根长（ｃｍ） 生根率（％）
１ １／２ＱＬ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ １．６０±０．１７ｂ ５．８８±２．４２ａ ３６．６７±０．１５ｂ
２ １／２ＱＬ＋０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ ０．３３±０．５８ｂ ０．８４±１．４６ｂ ３．３３±０．０６ｃ
３ １／２ＱＬ＋０．０５ｍｇ／ＬＩＢＡ ０．３３±０．５８ｂ ０．６７±１．１６ｂ ３．３３±０．０６ｃ
４ １／２ＱＬ＋２００ｍｇ／ＬＩＢＡ浸渍 ３．８１±１．７８ａ ４．８２±１．１０ａ ８０．００±０．１０ａ
５ １／２ＱＬ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋１ｇ／Ｌ活性炭 １．００±０．００ｂ ３．２９±１．１４ａｂ ３６．６７±０．０６ｂ

　　注：同列不同小写字母表示在０．０５％水平上存在显著差异。
栽存活率可达９０％。

３　讨论

３．１　外植体生理状态对启动培养的影响
３月份梅花枝条上的叶芽开始膨大，萌发抽生新枝，但此

时的枝条过于幼嫩，容易受灭菌剂的影响而褐化死亡，同时污

染率也较高，因此本试验中３月取样的茎段萌芽率低；４—６
月为梅新梢生长旺盛期，本试验在此阶段取样的茎段萌芽率

最高可达９０％，且新叶嫩绿，生长强健。这一结果与傅萼辉
等、曲春苗等的研究相一致，即早春萌动的腋芽是比较理想的

离体培养外植体，因为此时内源ＩＡＡ浓度较高［７－９］，有利于腋

芽的萌发与生长。但与 Ｙｏｎｅｍｉｔｓｕ等的试验结果相反，他们
认为当年１１月到翌年２月在休眠枝上采集的冬芽，离体繁殖
的成功率高，造成这种差异的具体原因尚需进一步的

分析［１０］。

３．２　基本培养基对增殖培养的影响
在其他培养条件相同的情况下，果梅品种 Ｎａｎｋｏ早春萌

发的新芽，在ＷＰＭ培养基上离体微繁时能增殖且生长健壮，
而在ＭＳ培养基上的芽会逐渐褐化死亡［１］。而吕英民等离体

培养铁骨红１年生枝具节茎段时，通过比较外植体在６种基
本培养基（ＱＬ、ＭＳ、ＷＰＭ、Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３）上腋芽增殖系数、平均
伸长长度等指标的差异，认为 ＱＬ是适合铁骨红生长的最佳
基本培养基［４，１１］。本试验在小绿萼腋芽的增殖培养时，比较

了改良Ｎ６、１／２ＭＳ和ＱＬ基本培养基对其增殖和生长的影响，
也发现ＱＬ基本培养基显著优于改良Ｎ６和１／２ＭＳ。
３．３　ＫＴ和ＢＡ对腋芽萌发和伸长的影响

组织培养中常用的细胞分裂素有６－ＢＡ、ＫＴ和ＺＴ，对梅
花的增殖有不同的效果。从铁骨红试管苗增殖培养的结果

看，６－ＢＡ和ＺＴ优于ＫＴ，而且增殖系数差异显著。但增殖培
养基中不添加ＩＡＡ、ＩＢＡ或 ＮＡＡ等生长素，增殖芽的伸长生
长慢，影响试管苗正常生长。细胞分裂素浓度过高，增殖芽数

量虽然明显增加，但多呈丛生状，茎难以伸长，且生长细弱，叶

小且叶色异常，甚至出现玻璃化苗［１２］。为克服增殖苗生长瘦

弱，不得不采用壮苗培养基［７］。本试验在小绿萼腋芽增殖培

养中所选用的３个６－ＢＡ浓度中，最适的浓度为０．５ｍｇ／Ｌ，
在添加此浓度６－ＢＡ的培养基中，不仅增殖系数最大，且丛
生芽平均伸长长度也较大，当６－ＢＡ浓度提高到１．０ｍｇ／Ｌ，
虽然产生了大量的丛生芽，但是继代培养时丛生芽往往发生

严重的褐化和黄化，渐渐死亡，同时玻璃化或畸形现象也逐渐

加强，因此，在增殖培养中６－ＢＡ的浓度选定为０．５ｍｇ／Ｌ。
３．４　浸渍法对生根培养的影响

在诱导梅试管苗生根时，既有单独使用ＩＢＡ或ＮＡＡ的报
道，也有同时使用 ＩＢＡ和 ＮＡＡ的报道［１，４，６，１１］。Ｈａｒａｄａ等在
研究生长素对Ｎａｎｋｏ试管苗生根影响时发现，高浓度的 ＩＢＡ

（１～２ｍｇ／Ｌ）或ＮＡＡ（０．９～１．９ｍｇ／Ｌ）容易使试管苗基部形
成愈伤，本试验在生根培养基中添加０．５ｍｇ／Ｌ也易导致小绿
萼试管苗形成大团愈伤。吕英民等在进行铁骨红试管苗生根

培养时，观察到生长素种类对生根影响显著，其中 ＮＡＡ生根
率较高，并且试管苗须根较多，但是根系比较细弱；添加 ＩＢＡ
的试管苗根比较粗壮，但是根系较少；同时使用２种植物生长
调节剂时不仅发根多，而且生长粗壮。但在本试验中，ＩＢＡ和
ＮＡＡ同时使用虽然生根数和生根率较单独使用有所增加，但
生根率偏低，而用 ２００ｍｇ／ＬＩＢＡ浸渍试管苗后培养于
１／２ＱＬ，其生根率可达８０％，且平均生根数有显著增加，此结
果与新疆野生巴旦杏的生根试验相似［１３］，其试管苗用

１００ｍｇ／ＬＩＢＡ浸渍处理６０ｍｉｎ后转入１／２ＭＳ培养基中培养，
暗培２周后生根率可达１００％。
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