
第 32 卷 第 3 期

2010 年 5 月

北 京 林 业 大 学 学 报

JOURNAL OF BEIJING FORESTRY UNIVERSITY

Vol. 32，No. 3

May，2010

收稿日期:2009--04--30

基金项目:“十一五”国家科技支撑计划项目(2006BAD07B01)。

第一作者:王吉凤。主要研究方向:花卉组织培养。电 话:010--62963197 Email: saisai05361@ 163. com 地 址: 100083 北 京 市 清 华 东 路

35 号北京林业大学园林学院。

责任作者: 李青，副教授。主要研究方向:花卉组织培养。电话:010--62338294 Email:wliqing06@ sina. com 地址: 同上。

本刊网址: http:∥www. bjfujournal. cn; http:∥ journal. bjfu. edu. cn

5 个芍药品种愈伤组织诱导及分化研究

王吉凤 李 青 孟 会
( 北京林业大学园林学院，国家花卉工程技术研究中心)

摘要:芍药组织培养是解决其快速繁殖的有效方法，更 为 其 新 品 种 的 繁 育 提 供 有 效 途 径。本 试 验 分 别 从 5 个 芍 药

品种的不同部位取材，研究了影响芍药愈伤组织诱导和再分化的主要因素。结果表明:2，4--D、NAA 与 TDZ 诱导愈

伤组织效果较好，KT、IAA 和 IBA 不利于愈伤组织 诱 导 和 不 定 芽 分 化;在 愈 伤 组 织 再 分 化 中，NAA 效 果 优 于 2，4--

D，TDZ 优于 6--BA;在所选外植体中只有胚轴产生的愈伤组织分化出不定芽，平均分化率为 7. 95%。
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WANG Ji-feng; LI Qing; MENG Hui. Induction and regeneration of callus tissues in five peony

cultivars. Journal of Beijing Forestry University ( 2010 ) 32 ( 3 ) 213--216 ［Ch，12 ref. ］National
Engineering Research Center for Floriculture，College of Landscape Architecture， Beijing Forestry
University，100083，P. R. China.

Tissue culture of peony provides an effective approach of improving rapid propagation，especially for
new cultivars. Five cultivars were selected to study the induction and regeneration of peony callus.
Results show that the addition of 2，4-D，NAA and TDZ was effective in the induction of callus，while
KT，IAA and IBA had negative effects in the induction of callus and differentiation of adventitious buds.
In terms of regeneration of callus，NAA had a better effect than 2，4-D and TDZ was better than 6-BA.
Only callus from the hypocotyl succeeded in producing adventitious buds，with an average regeneration
rate of 7. 95% .
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芍药(Paeonia lactiflora Pall. ) 原产中国，属毛莨

科(Ranunculaceae) 芍药属多年生宿根草本植物，是

我国传统名花之一，具有极高的观赏价值和药用价

值。芍药传统的分株繁殖方式繁殖系数小，播种繁

殖不能保持品种的优良性状，不能满足产业化生产

的要求。组织培养技术是解决芍药快速繁殖有效方

法，近 30 年相继有关于芍药组织培养的文献报道，

但至今仍未有较成熟的技术用于生产实践中
［1--6］。

有关芍药愈伤组织诱导和植株再生的研究中，

郭风云
［7］、张 庆 瑞

［8］
虽 然 诱 导 出 了 愈 伤 组 织，但 是

均未诱导出不定芽。本研究选择芍药 5 个品种为试

验材料，通过诱导愈伤组织和不定芽，克服芍药组织

培养快繁中以芽为外植体污染严重、难于建立无菌

培养体系等问题，同时为芍药的遗传转化及新品种

培育等方面的研究提供依据。

1 材料与方法

1. 1 材 料

材料取 材 于 北 京 市 昌 平 区 小 辛 庄 芍 药 园。于

2007 年 8 月 份 分 别 取‘粉 玉 奴’、‘春 晓’、‘紫 凤

羽’、‘莲台’、‘桃花飞雪’种子进行无菌培养后取胚

轴作外植体，进行芍药不同品种间愈伤组织诱导和

褐化问题的 研 究。2008 年 4 月 上 旬 采 集 5 年 生 植

株的叶、叶柄、无芽茎段作外植体，研究植物激素及

不同外植体对芍药愈伤组织诱导和再分化及褐化的

影响。
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1. 2 培养条件

培养条件:温度(24 ± 2)℃ ，光照时间 14 h /d，

光照强度2 000 ～ 3 000 lx。
1. 3 方 法

1. 3. 1 外植体处理

将采来的外植体材料用洗涤液浸泡 10 min，流

水冲洗 2 ～ 3 h 后，在超净工作台内先用 75% 酒精表

面灭 菌 30 s，无 菌 水 冲 洗 3 ～ 4 遍，再 用 0. 1% 的

HgCl2 灭菌 5 min，无 菌 水 冲 洗 5 ～ 6 遍。将 叶 片 切

为 1 cm2
左右，叶柄、茎段切分为 1 cm 左右的段，分

别接种于准备好的诱导培养基中。
1. 3. 2 愈伤组织诱导培养基

本试验 以 1 /2MS 为 基 本 培 养 基，附 加 6--BA、

TDZ、2，4--D、NAA、IBA、KT 等激素，0. 6% 琼脂，3%
砂糖，pH 为 5. 8 ～ 6. 0;研究各种激素在芍药愈伤组

织诱导中的作用效果，筛选芍药愈伤组织诱导的最

佳培养基。
1. 3. 3 愈伤组织分化培养基

以 1 /2MS 为基本培养基，附加的外源激素及浓

度组合 为:6--BA (1. 0、2. 0、3. 0、4. 0 mg /L) 分 别 与

NAA、IBA、IAA(0. 1、0. 2、0. 4、0. 5 mg /L) 组合，以及

TDZ ( 0. 2、0. 4、0. 5、1. 0 mg /L) 与 NAA (0. 1、0. 2、
0. 4、0. 5 mg /L) 组 合，将 诱 导 的 愈 伤 组 织 转 接 于 分

化培养基中进行不定芽再生诱导。
1. 3. 4 数据处理及愈伤组织生长表现指标描述

试验中每瓶培养基中接种 2 ～ 3 个外植体，每个

处理 15 瓶，重复 3 次。数据采用 SPSS 软件进行分

析，进行差异显著性检验。
相关数据统计方法如下:

1) 愈伤组织诱导率 = ( 产生愈伤组织的外植体

数 /接种的外植体数) × 100%。
2) 愈伤组织分化率 = ( 分化出不定芽的愈伤组

织数 /处理的愈伤组织数) × 100%。

2 结果与分析

2. 1 不同品种对愈伤组织诱导的影响

以不同芍药品种的胚轴为外植体，诱导培养基为

1 /2MS + TDZ 0. 2 mg /L + NAA 0. 1 mg /L。结 果 表

明，不同品种的芍药愈伤组织诱导难易程度差别较

大，不同品种愈伤组织诱导由易到难为:‘粉玉奴’>
‘莲台’>‘紫凤羽’>‘桃花飞雪’>‘春晓’(表 1)。
2. 2 外植体类型对愈伤组织诱导及分化的影响

在相同的培养条件下，不同的外植体在愈伤组

织诱导率、诱导愈伤组织所需的时间、植株再生率等

问题上存在较大差别。叶片培养 30 d 后，未有明显

变化，经过 50 ～ 60 d 培养，叶片周边开始长出绿色

表 1 不同品种对愈伤组织诱导的影响

Tab. 1 Induction of callus in different cultivars

品种 花型
接种

数 /个
愈伤组织

数 /块
诱导

率 /%
褐化

率 /%
褐化

程度

‘粉玉奴’ 单瓣型 35 35 100 0 －
‘莲台’ 托桂型 35 35 100 10. 5 *
‘紫凤羽’ 托桂型 38 36 94. 7 18. 3 *
‘桃花飞雪’皇冠型 33 11 33. 3 50. 0 
‘春晓’ 托桂--皇冠 32 6 18. 8 21. 1 *

注: － 未发生褐化现象;* 轻度褐化，外植体周围淡褐色，材料色泽

正常;中度褐化，较多褐色物质溢出，外植体周围 1 /2 以上面积变

褐，材料边缘变褐 色;严 重 褐 化，培 养 基 全 部 深 褐 色，外 植 体 黑

色，材料变褐色，生命力降低。表 3 同此。

愈伤组织颗粒;叶柄在培养 30 d 后即可见明显的愈

伤组织颗粒，2 个月后叶柄完全形成愈伤组织;茎段

在培养 30 d 时 可 诱 导 出 大 量 的 愈 伤 组 织。若 以 胚

轴为外植体，污染率低，诱导率达到 100%。将 4 种

外植体来源的愈伤组织 接 种 于 分 化 培 养 基 中，60 d
后观察，只有胚轴产生的愈伤组织分化出不定芽。
2. 3 植物生长调节剂对愈伤组织诱导的影响

2. 3. 1 生长素对愈伤组织诱导的影响

不同种类和浓度的生长素诱导芍药叶柄愈伤组

织时，2，4--D 的诱导效果最好，随着浓度的增加，诱

导率上升，当浓度达到 2. 0 mg /L 时，诱导率最高为

46. 7% ，但愈伤组织呈白色;其次为 NAA，诱导率为

14. 3% ;IBA 未诱导 出 愈 伤 组 织，且 褐 化 现 象 严 重，

外植体变黑死亡( 表 2)。

表 2 不同生长素对愈伤组织诱导的影响

Tab. 2 Effects of different auxin on callus induction

生长素

种类

愈伤组

织情况

浓度 /(mg·L － 1 )

0. 2 0. 5 1. 0 2. 0

2，4--D 诱导率 /% 6. 7 10. 0 16. 7 46. 7

愈伤组织

生长情况

+ ，黄

绿色

+ ，

绿色

+ ，

白色

+ + ，

白色

NAA 诱导率 /% 0 0 6. 7 14. 3

愈伤组织

生长情况

中度褐化，最终

黑色死亡

+ ，黄

绿色

+ ，黄

绿色

IBA 诱导率 /% 0 0 0 0

愈伤组织

生长情况
外植体严重褐化，最终黑色死亡

注: + 30 d 内形成的愈伤组 织 表 面 直 径 小 于 0. 5 cm，生 长 速 度 慢;

+ + 30 d 内形成的愈伤组织表面直径大于 0. 5 cm 小于 1cm，生长速

度较快; + + + 30 d 内形成的愈伤组织表面直径大于1 cm，生长速

度快。表 3 同此。

2. 3. 2 不同植物生长调节剂组合对愈伤组织诱导

及生长的影响

2，4--D 对 芍 药 愈 伤 组 织 诱 导 作 用 大 于 6--BA，

在 2，4--D 和 6--BA 组 合 中 较 适 宜 的 浓 度 为 6--BA

1. 0 mg /L + 2，4--D 0. 2 mg /L。2，4--D 与 TDZ 组合

对叶柄愈伤组织具有较高的诱导率，在继代培养中

宜选择低浓度水平，表现为 2，4--D 0. 2 mg /L + TDZ
0. 1 mg /L 效果最 好，诱 导 率 较 高，愈 伤 组 织 玻 璃 化
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轻，无死亡现象( 表 3)。

表 3 不同植物生长调节剂组合对愈伤组织诱导的影响

Tab. 3 Effects of different plant growth regulator
combinations on callus induction

激素组合

和浓度 /
(mg·L － 1 )

愈伤组织

诱导情况

诱导

率 /%
愈伤组织

生长情况

褐化

率 /%
褐化

程度

6--BA 0. 5 +
2，4--D 0. 2

叶柄下 部 膨 大，开

始出现愈伤组织
19. 0 d

+ ，黄

绿色
30. 8 *

6--BA 1. 0 +
2，4--D 0. 2

叶 柄 下 部 开 始 诱

导出现愈伤组织
35. 7 c

+ + ，

绿色
0 －

6--BA 1. 0 +
2，4--D 0. 1

没 有 诱 导 出 愈 伤

组织
0 d

+ ，黄

绿色
0 －

TDZ 0. 1 +
2，4--D 0. 2

诱导出 愈 伤 组 织，

颗粒状，轻玻璃化
45. 8 b

+ + ，

绿色
0 －

TDZ 0. 2 +
2，4--D 0. 2

诱导出 愈 伤 组 织，

颗 粒 状，玻 璃 化，

易碎，死亡 23. 1%
72. 8 a

+ ，绿

色
0 －

6--BA 1. 0 +
NAA 1. 0

诱导出 愈 伤 组 织，

长势较好
67. 2 a

+ + + ，

绿色
13. 3 *

6--BA 1. 0 +
NAA 2. 0

诱导出 愈 伤 组 织，

表面水渍状，易碎
85. 0 a

+ + + ，黄

绿色--黄色
18. 3 

6--BA 2. 0 +
NAA 0. 1

诱导出愈伤组织 22. 9 d
+ ，黄

绿色
23. 8 *

注:同列中不同字母表示在 P = 0. 05 水平上差异显著。

高浓度 6--BA (2. 0 mg /L) 和 NAA (2. 0 mg /L)

对愈伤组织生长有一定抑制作用。6--BA 1. 0 mg /L
和 NAA 1. 0 mg /L 组合时，愈伤组织诱导率较高，褐

化死亡现象较轻;但与 2，4--D 0. 2 mg /L 及 TDZ 0. 1
mg /L 组合对比，其愈伤组织褐化现象 严 重 ( 表 3)。
KT 也不适合芍药愈伤组织的诱导和生长( 图 1a)。
2. 4 植 物 生 长 调 节 剂 对 愈 伤 组 织 分 化 不 定 芽 的

影响

将诱导产生 的 愈 伤 组 织 接 种 在 分 化 培 养 基 1 /

2MS + 6--BA 1. 0 mg /L + NAA 0. 1 mg /L、1 /2MS +
TDZ 1. 0 mg /L + NAA 0. 1 mg /L 中，诱导 30 d 后，分

化率分 别 为 6. 8% 和 9. 1% ，可 见 细 胞 分 裂 素 TDZ

比 6--BA 更适合于芍药愈伤组织芽的分化。进一步

观察发现，有 2 种类型的不定芽发生:一是愈伤组织

经过较长时间才分化出紫红色或绿色不定芽，这种

类型的不定芽呈团块状叶状体，生长较慢，没有明显

茎的分化，长期培养中，不定芽生长势减弱，最终死

亡( 图 1b) ;二是愈伤组织基部膨大产生颗粒状突起

后很快 分 化 出 紫 红 色 芽 点，15 d 后 芽 点 展 开，露 出

大约 2 mm 大小的绿色不定芽，转入新的培 养 基 后

长大，但是长势较弱( 图 1c)。

由 2，4--D 组合 诱 导 产 生 的 愈 伤 组 织 在 不 同 浓

度组合的分化培养基中长时间培养后，均未产生不

定芽，原因可能是 2，4--D 的 持续作用影响了分 化，

说明 2，4--D 对 芍 药 愈 伤 组 织 再 分 化 有 抑 制 作 用。

在 6--BA 分别与 NAA、IAA、IBA 组合的分化培养基

中，所有愈伤组织增殖速度减慢、褐化、变黑死亡，没

有不定芽发生。
由上述结果看出，芍药愈伤组织再分化对激素

种类和浓度要求比较严格，仅由 NAA 诱导产生的愈

伤组织可以分化出不定芽，2，4--D 诱导产生的愈伤

组织在不同 组 合 的 分 化 培 养 基 中 均 没 有 不 定 芽 产

生，说明 2，4--D 虽 然对愈伤组织诱导有促进作 用，

但是对愈伤组织的芽分化却有抑制作用。
2. 5 愈伤组织的类型对不定芽分化的影响

在芍药愈伤组织的诱导及培养过程中，出现了

多种类型的愈 伤 组 织，大 致 可 以 分 为 3 种 类 型 ( 见

表 4)。

表 4 愈伤组织的类型

Tab. 4 Table of callus types
愈伤组织

类型
愈伤形态特征 生长速度 进一步分化情况

Ⅰ型
淡黄 色、结 构 紧

实
生长缓慢

在 合 适 的 分 化

培 养 基 中 才 能

进行分化

Ⅱ型
绿 色，有 光 泽，

结构疏松

生长 旺 盛，增 殖

快

形 态 发 生 能 力

较强，容 易 分 化

成苗

Ⅲ型

白 色、疏 松，表

面 或 软 泥 状 或

干枯，愈 伤 组 织

块大

过渡 膨 胀，生 长

逐渐 缓 慢，无 生

命力

形 态 发 生 能 力

很弱，后 期 培 养

变黑色，容 易 褐

化死亡

在不同水平的激素组合中，2，4--D 的浓度变化

对愈伤组织结构的影响比 NAA 明显，TDZ 的影响大

于 6--BA。在较低的激素浓度下，如 2，4--D 0. 1 mg /
L、NAA 0. 1 ～ 0. 5 mg /L、TDZ < 0. 1 mg /L 时，外植体

形成Ⅰ型愈伤组织 ( 图 1d) ;当 2，4--D > 1. 0 mg /L、
NAA > 2. 0 mg /L、TDZ 浓度 0. 5 ～ 1. 0 mg /L 时，形成

Ⅲ型愈伤组织 ( 图 1f) ;只有生长素 浓 度 适 合 (2，4--

D 0. 2 ～ 0. 5 mg /L、NAA 0. 5 ～ 1. 0 mg /L、TDZ 0. 1 ～
0. 5 mg /L) 才形成Ⅱ型愈伤组织( 图 1e)。随着激素

浓度的增加，质地较差的Ⅲ型愈伤组织所占比例提

高;类型Ⅰ和类型Ⅱ之间在一定程度上可以互相转

变;若降低激素浓度，Ⅲ型愈伤组织却不能转化成质

地较好的愈伤组织。原因可能是，在愈伤组织诱导

和增殖培养过程中，细胞脱离了植物整体调节，细胞

分化机制失常，随着外源激素浓度的增加，细胞核和

细胞质迅速增加，但细胞分裂速度与核复制速度不

能同步进行，导致巨型、多倍化的细胞愈伤组织向Ⅲ
型细 胞 发 展

［9］。因 此，愈 伤 组 织 在 继 代 增 殖 过 程

中，必须适当降低激素浓度才有利于生长、分化。
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a. KT 诱导愈伤组织的情况; b. A 型不定芽; c. B 型不定芽;

d. Ⅰ型愈伤组织; e. Ⅱ型愈伤组织; f. Ⅲ型愈伤组织

图 1 愈伤组织诱导及分化情况

Fig. 1 Induction and regeneration of callus tissues

从愈伤组织结构对再生植株分化的影响看，由

NAA 诱导产生质量好的愈伤组织多呈黄绿色，表面

不均匀，颗粒状，细胞排列紧密程度适中，形态发生

能力较强，诱导再生植株的可能性大;细胞排列过紧

实或过于疏松的愈伤组织都很难再诱导分化产生植

株。可见芍药愈伤组织的类型、激素水平及形态发

生能力之间具有一定的相关性，均影响到愈伤组织

再分化，其中的原因有待进一步研究。

3 结论与讨论

在相同条件下，芍药愈伤组织诱导不同品种间

由易到难依次为‘粉玉奴’>‘莲台’>‘紫凤羽’>
‘桃花飞雪’>‘春 晓’，不 同 外 植 体 类 型 间 由 易 到

难依次为胚轴 > 茎段 > 叶柄 > 叶片;分化过程中，只

有来源于胚轴的愈伤组织产生再生植株。
TDZ 的细胞 分 裂 素 活 性 高 于 嘌 呤 型 细 胞 分 裂

素，能显著促进愈伤组织诱导、生长和分化
［10］，但浓

度较高会出现玻璃化现象，所以选用 TDZ 时应控制

其浓度大小。生长素类物质中，2，4--D 和 NAA 对芍

药愈伤组织诱导有促进作用: 2，4--D 诱导愈伤组织

表面常长出白色气生根，且极易老化，导致进一步分

化较困难
［11］;NAA 诱导出的愈伤组织质量较好，有

不定芽分化。而 KT、IBA、IAA 不利于芍药愈伤组织

的诱导、增殖和分化。
芍药植株再生问题难以解决，本研究植株再生

率平均为 7. 3% ，并 且 芽 长 势 较 弱。分 析 形 态 发 生

能力减弱或丧 失 的 原 因，大 多 由 3 个 因 素 造 成
［12］:

一是诱导愈伤组织的外植体中含有分生组织，当重

复继代时，逐渐减少至丧失，当它们不存在时，其他

的愈伤组织难以再诱导形成器官中心，这些愈伤组

织不能形成维管束，而始终保持无组织结构的细胞

分裂;第二，内源生长调节物质的减少使形态发生潜

力丧失;第三，染色体畸变产生畸变细胞，抑制发育

过程。芍药愈伤组织途径获得试管苗的问题有待进

一步研究。
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