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　　摘要：以三年生铁线莲Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ当年萌发的新芽为外植体获得无菌芽，从ＭＳ营养元素成分及植物生长调节剂２
个方面探究最适宜铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代增殖的培养基组成。结果表明，大量元素对继代培养的影响最大，铁盐次
之，微量元素影响最小，铁元素浓度低于ＭＳ全量时，铁线莲Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代苗叶片发黄，继代培养基营养成分最优组
合为１／２大量元素＋１／４微量元素 ＋１／３有机物 ＋３／２铁盐；６－ＢＡ与 ＮＡＡ间存在互作关系，浓度比值在３～６之间
时，丛生芽的增殖效果最好，增殖系数在２．５以上，经筛选优化，最优激素配比组合为６－ＢＡ０．４ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ。
最优营养元素和最优激素的组合可使得铁线莲Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代增殖系数达到２．７６。
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　　铁线莲为毛茛科（Ｒａｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅ）铁线莲属
（ＣｌｅｍａｔｉｓＬ．）植物，是一种观赏价值高、抗逆性强的
藤本花卉，该物种共有３００余种原生种，广泛分布于
各大洲，其中以北半球的亚热带和温带地区为

多［１－３］；我国有近５０％原生种，分布范围北至吉林
省，南至云南省［４］。该物种花大叶美，主要用于庭

院绿化和园林造景，被誉为“攀缘植物皇后”，另外

根和全草可供药用，根具有通经络、解毒、祛瘀之

效，可治疗痛风和虫蛇咬伤，具有重要的药用价值。

铁线莲品种 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ的花瓣呈深粉红色，轮
转形排列，雄蕊呈黄色，花色美丽，花期较长，非常

适合依托针叶和落叶灌木生长，是一个理想的盆栽

品种。铁线莲属植物存在结实少，种子发芽率低，

栽培品种大多为杂交种，种子繁殖无法保证其品种

的特性［５］，分株繁殖速度较慢等特点；通常铁线莲

繁殖方式以扦插繁殖为主，但扦插繁殖系数较低，

且不易生根，品种易退化［６－７］。这就导致了种苗不

够充足，无法满足市场需求。

目前，花卉企业的铁线莲属植物多以进口为

主，且苗木价格普遍偏高［８－９］。因此建立铁线莲的

组培快繁技术体系可有效解决以上种苗繁育过程

中存在的问题。目前相关文献对铁线莲组培体系

的建立主要通过愈伤组织实现，容易造成突变［４，８］，

但极少采用以芽繁芽方式，采用以芽繁芽方式获得

的苗木能较好地保持品种的稳定性。本研究首先

采用腋芽为外植体获得无菌芽，进而进行继代培养

基营养成分和激素配比的筛选及优化，旨在提高铁

线莲Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ的繁殖效率，为该品种产业化提供
技术参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以三年生的铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ植株为材料，以

其当年生带芽茎段为外植体。

１．２　试验方法
１．２．１　无菌芽的获得　春季晴天从三年生铁线莲
品种Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ健壮无病虫害的当年新生枝条上剪
取带芽茎段，去除叶片，并将茎段剪成８～１０ｃｍ长
度，放入容器内用洗洁精水溶液浸泡５ｍｉｎ，用软毛
牙刷刷洗后，用清水清洗５～６次，沥干后，置超净台
上备用。将表面清洗过的外植体用０．１％ ＨｇＣｌ２溶
液消毒７～１２ｍｉｎ后，用灭菌水清洗５～６次，在超
净台上切成２ｃｍ左右的茎段，每个茎段保留１～２
个腋芽，将处理后的茎段接种到继代培养基上，为

防止交叉污染，每瓶培养基接种１条茎段，培养基选
用未添加任何激素的ＭＳ培养基，待萌出新芽后，转
至ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ）＋
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０．０５ｍｇ／Ｌ萘乙酸（ＮＡＡ）的培养基上进行增殖
培养。

１．２．２　增殖培养基营养成分的筛选　试验选用ＭＳ
培养基为基本培养基，大量元素（Ｄ）、微量元素
（Ｗ）、有机成分（Ｙ）、铁盐（Ｆ）为试验因子，进行四
因素三水平的正交试验，忽略因子间交互作用，按

照Ｌ９（３
４）正交试验表设计，各因子水平及浓度配比

见表１、表２，培养基附加：蔗糖３０ｇ／Ｌ，琼脂６ｇ／Ｌ，
６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ，培养基 ｐＨ值为
５．８～６．０。每个处理５瓶，每瓶接种５株外植体，３
个重复。

表１　Ｌ９（３４）正交试验的因子及水平

水平 Ｄ Ｗ Ｙ Ｆ

Ａ１ １／３ １／４ １／４ １／２

Ａ２ １／２ １／３ １／３ １

Ａ３ １ １／２ １／２ ３／２

　注：表中数据为试验用培养基中的元素浓度与 ＭＳ培养基中元素

浓度的比值。表２同。

表２　Ｌ９（３４）正交试验ＭＳ培养基成分浓度配比

培养基 Ｄ Ｗ Ｙ Ｆ

Ｍ１ １／３ １／４ １／４ １／２

Ｍ２ １／３ １／３ １／３ １

Ｍ３ １／３ １／２ １／２ ３／２

Ｍ４ １／２ １／４ １／３ ３／２

Ｍ５ １／２ １／３ １／２ １／２

Ｍ６ １／２ １／２ １／４ １

Ｍ７ １ １／４ １／２ １

Ｍ８ １ １／３ １／４ ３／２

Ｍ９ １ １／２ １／３ １／２

１．２．３　组培继代苗激素组合的优化　本试验采用
二因素完全随机设计，选用“１．２．２”节中获得的最
优营养元素组合培养基，将长势基本一致的不定芽

从基部切下，接种于添加不同浓度 ６－ＢＡ（０．２０、
０４０、０．６０ｍｇ／Ｌ）和 ＮＡＡ（０．０５、０．１０、０．２０ｍｇ／Ｌ）
的培养基中，每个处理接种５瓶，每瓶接种５个芽，４
个重复。

１．２．４　培养条件　培养条件：温度（２５±２）℃，相
对湿度６０％～７０％，光照度１５００～２０００ｌｘ，光照时
间１２ｈ／ｄ［１０］。
１．２．５　数据统计与分析　试验过程中每１周观察
１次芽诱导情况，继代苗接种４周后观察并记录数
据。增殖系数＝增殖后不定芽总数／接种的不定芽
总数。采用高级版ＤＰＳｖ１７．１０对数据进行分析。

２　结果与分析

２．１　无菌芽的获得
将铁线莲Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ外植体消毒后接种至培养

基上，７ｄ后腋芽开始萌动（图１），培养至１４ｄ时大
部分茎段的腋芽已萌动。待腋芽逐渐伸长至 ３～
５ｃｍ后，去除顶端优势，转至增殖培养基上，培养
２８ｄ左右形成丛生芽（图２）。试验过程中发现，虽
在培养室中培养，但冬季 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ的增殖效果较
春、夏、秋季依然略低，这可能与铁线莲属多年生草

本植物在自然条件下冬季落叶有关。

２．２　ＭＳ培养基营养成分的差异比较
由表３可见，在正交试验的试验组合中，ＭＳ培

养基中大量元素及铁盐浓度对铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继
代增殖存在影响，Ｐ值均小于０．０１，达到极显著性
水平，这说明 ＭＳ培养基的大量元素和铁盐对铁线
莲品种Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ的生长有极显著影响，而微量元
素及有机物浓度影响则不显著。从表４可以看出，
大量元素浓度为基础 ＭＳ培养基的１／２时，铁线莲
Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代增殖效果最佳，增殖系数达到２．３３，
且与１／３浓度水平差异极显著；而铁盐浓度为基础
培养基浓度的３／２时对铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代增殖
的效果最好。
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表３　正交设计方差分析结果

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

Ｄ １．１０５４ ２ ０．５５２７ ７．８６４３ ０．００３５

Ｗ ０．０９８９ ２ ０．０４９４ ０．７０３６ ０．５０７９

Ｙ ０．１０５９ ２ ０．０５３０ ０．７５３５ ０．４８５０

Ｆ １．０３２８ ２ ０．５１６４ ７．３４７６ ０．００４６

误差 １．２６５１ １８ ０．０７０３

总和 ３．６０８１

表４　ＬＳＤ法对大量元素与铁盐的多重比较

变异来源 水平 增殖系数

Ｄ １／３ １．８４Ｂ

１／２ ２．３３Ａ

１ ２．１６ＡＢ

Ｆ １／２ １．９６Ｂ

１ １．９８Ｂ

３／２ ２．３９Ａ

　　注：同列数据后不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。表

５、表７同。

　　由表５分析可知，繁殖系数在不同组合间差异
较大，繁殖系数最高为２．７４，最低为１．７０，二者差异
极显著；由极差Ｒ值的大小顺序可知，４个因子的主
次顺序为 Ｄ＞Ｆ＞Ｙ＞Ｗ，即大量元素对铁线莲
Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ的继代增殖影响最大，铁盐次之，微量元
素影响最小。铁盐浓度低于基本 ＭＳ培养基时，导
致铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代苗叶色偏黄。综上所述，
培养基营养成分最优组合为Ｄ２Ｗ１Ｙ２Ｆ３，即１／２大量
元素＋１／４微量元素＋１／３有机物＋３／２铁盐。

从表５还可以看出，大量元素浓度降低至基础
ＭＳ培养基的１／３时，铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代增殖系
数明显降低，且与１／２浓度和全量浓度水平产生较
大差异，说明大量元素在铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代增
殖过程中起关键作用。微量元素及有机物浓度在

１／４～１／２之间变化时，铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代增殖
系数变化未表现出明显规律性。同时，表５中反映
出随着铁盐浓度的升高，增殖系数有增加的趋势。

表５　继代微型芽条培育的极差分析

培养基
因素

Ｄ Ｗ Ｙ Ｆ
繁殖系数 生长状况

Ｍ１ １ １ １ １ １．７０Ｃ 芽弱，叶色偏黄，舒张不佳

Ｍ２ １ ２ ２ ２ １．７６ＢＣ 芽健壮，叶色绿，舒展

Ｍ３ １ ３ ３ ３ ２．０７ＢＣ 芽健壮，叶色浓绿，舒展

Ｍ４ ２ １ ２ ３ ２．７４Ａ 芽健壮，叶色浓绿、舒张

Ｍ５ ２ ２ ３ １ ２．１６ＡＢＣ 丛生芽叶色偏黄、舒张

Ｍ６ ２ ３ １ ２ ２．０７ＢＣ 芽健壮，叶色绿、舒展

Ｍ７ ３ １ ３ ２ ２．１２ＢＣ 芽健壮，叶色绿、舒展

Ｍ８ ３ ２ １ ３ ２．３３ＡＢ 芽健壮，叶色浓绿、舒展

Ｍ９ ３ ３ ２ １ ２．０３ＢＣ 丛生芽叶色偏黄，舒张

Ｒｍａｘ ２．３３１ ２．１９７ ２．１８８ ２．３８９

Ｒｍｉｎ １．８４３ ２．０５７ ２．０３４ １．９６３

Ｒ ０．４８８ ０．１４０ ０．１５３ ０．４２６

最优水平 Ｄ２ Ｗ１ Ｙ２ Ｆ３

影响主次 Ｄ＞Ｆ＞Ｙ＞Ｗ

　　注：极差Ｒ为繁殖系数的直观分析。

２．３　不同激素水平对铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代增殖
影响的差异比较

双因素方差分析结果（表６）显示，６－ＢＡ浓度
（Ａ因素）、ＮＡＡ浓度（Ｂ因素）对铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ
继代增殖系数均产生显著影响，且６－ＢＡ和 ＮＡＡ
之间存在显著互作关系。随着６－ＢＡ浓度增加，增
殖系数有增加的趋势（表７），但当６－ＢＡ浓度达到
０．６ｍｇ／Ｌ时，丛生芽虽多但细弱，不利于后续生根

表６　方差分析结果

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

Ａ因素 ０．３２３０ ２ ０．１６１５ １５．０３４ ０．０００１

Ｂ因素 ０．２３１９ ２ ０．１１５９ １０．７９３ ０．０００８

Ａ×Ｂ ０．１６３７ ４ ０．０４０９ ３．８１０ ０．０２０５

误差 ０．１９３３ １８ ０．０１０７

总变异 ０．９１１９ ２６

　　注：Ｐ＜０．０１表示极显著。
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表７　不同浓度６－ＢＡ和ＮＡＡ对丛生芽诱导的影响

试验号
浓度（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ＮＡＡ
增殖系数 生长状况

１ ０．２０ ０．０５ ２．２１Ｄ 芽叶色绿、舒展

２ ０．２０ ０．１０ ２．２０Ｄ 芽健壮，叶色绿、舒展

３ ０．２０ ０．２０ ２．３３ＢＣＤ 芽健壮，叶色绿、舒展

４ ０．４０ ０．０５ ２．３０ＢＣＤ 芽叶色绿、舒展

５ ０．４０ ０．１０ ２．７６Ａ 芽健壮，叶舒展，叶色绿

６ ０．４０ ０．２０ ２．５１ＡＢＣ 芽健壮，叶舒展欠佳，叶色绿

７ ０．６０ ０．０５ ２．４７ＢＣＤ 芽细弱，叶色浅，舒展欠佳

８ ０．６０ ０．１０ ２．５２ＡＢＣ 芽细弱，叶色浅、舒展欠佳

９ ０．６０ ０．２０ ２．６３ＡＢ 芽细弱，叶色浅、舒展欠佳

诱导。６－ＢＡ与 ＮＡＡ浓度比值在３～６之间时，丛
生芽的增殖效果最好，增殖系数在２．５以上。综合
对比不同激素配比下丛生芽的增殖系数及生长状

况发现，最优激素配比组合为 ６－ＢＡ０．４ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ。

３　结论与讨论

目前对铁线莲组培体系的建立主要通过愈伤

组织实现［４，６］，铁线莲组培苗增殖系数因品种差异

在２．０～４．１８间浮动［８－９，１１］。本研究从 ＭＳ营养元
素成分及植物生长调节剂２个方面探究了最适宜铁
线莲Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代增殖的培养基组成，结果表明，
培养基营养成分影响继代苗增殖系数及长势，其中

大量元素的影响最大，铁盐次之，微量元素影响最

小；植物生长调节剂６－ＢＡ和 ＮＡＡ存在互作关系，
随着６－ＢＡ浓度的增加，继代增殖系数有增加趋
势，但当６－ＢＡ浓度浓度到达０．６ｍｇ／Ｌ时，丛生芽
细弱，不利于后续培养。本研究筛选并优化出了最

适宜铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代增殖的培养基，为 １／２
大量元素＋１／４微量元素 ＋１／３有机物 ＋３／２铁盐
的改良 ＭＳ培养基并添加 ０．４ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ，该组合下增殖系数可达到２．７６，且
丛生芽长势健壮。

本研究发现，铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ对铁元素的需
求量较大，铁盐浓度低导致铁线莲 Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ继代
苗叶片发黄，当铁盐浓度达到 ＭＳ全量浓度的１～
３／２时，这种情况会明显改善。这可能与铁元素参
与叶绿素生物合成有关，铁元素虽然不是叶绿素的

组成成分，但影响光能吸收和光合电子传递，是多

种酶的组成成分，因此，叶绿素合成过程中必须有

铁元素［１２］。报道显示，在多种植物必需矿物元素

中，铁是需求量最大的，它在多种生化反应中起重

要作用［１３］。

虽然在一定程度上组培育苗较传统繁殖方式

更容易控制环境条件，但在研究过程中发现，铁线

莲Ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ在培养室中冬季的长势不及春、夏、秋
季，冬季的增殖系数较低，且叶的长势欠佳，这可能

与铁线莲属多年生草本植物在自然条件下冬季落

叶有关。
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