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4 个品种芍药愈伤组织的诱导及分化  
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摘 要：以 4个芍药品种大富贵、桃花飞雪、Karl Rosenfield、Sarah Bernhardt的嫩茎、叶柄、叶片为试材，对

影响芍药愈伤组织诱导及分化的主要因素进行研究。结果表明，4个芍药愈伤组织诱导最佳品种为大富贵和 Karl 

Rosenfield，其茎段愈伤诱导效果好于叶柄；最有利于愈伤诱导的培养基为WPM+ 2.0 mg/L 6−BA +0.2 mg/L NAA 

+0.2 mg/L 2,4−D，抽茎期取材好于展叶期；大富贵愈伤组织增殖的最佳培养基为 1.0 mg/L NAA +2.0 mg/L 6−BA 

+0.1 mg/L TDZ，Karl Rosenfield的为 1.0 mg/L NAA +0.5 mg/L 6−BA +0.1 mg/L TDZ；采用不同处理组合均未能诱

导出不定芽，仅有一些白色芽点出现；不定根诱导采用WPM+0.5 mg/L IBA，生根率为 50.00%。 
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Callus induction and differentiation of four peony cultivars 
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Abstract: Stems, petioles and leaves of four peony cultivars called Dafugui，Taohuafeixue，Karl Rosenfield and Sarah 

Bernhardt were selected to study major factors affecting the induction and regeneration of peony callus. The best peony 

cultivars was Dafugui and Karl Rosenfield in callus induction. Stem had an better effect than petiole. The best medium 

for callus induction was WPM+2.0 mg/L 6-BA +0.2 mg/L NAA +0.2 mg/L 2,4-D. It was better to sample explants in 

stooling stage than in leaf-expansion period. The optimum medium for callus proliferation were 1.0 mg/L NAA +2.0 

mg/L 6-BA +0.1 mg/L TDZ for Dafugui and 1.0 mg/L NAA +0.5 mg/L 6-BA +0.1 mg/L TDZ for Karl Rosenfield. It was 

hard to induce adventitious bud，only some white bud points can be seen. The optimum medium for adventitious root 

induction was WPM+0.5 mg/L IBA, and the rooting rate was 50.00%. 
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芍药(Peaonia lactiflora Pall.)为芍药科芍药属多

年生宿根草本植物，是中国的传统名花，有悠久的栽

培历史，自古以来深受人们喜爱，被誉为“花相”[1]。

虽经几千年的人工栽培选育，但目前芍药仍以分株为

主，3~5年分 1次，周期长，繁殖系数低，不能满足

市场需求。采用组织培养技术对其进行繁殖，可扩大

其繁殖系数，加快繁殖速度。近年来，芍药组织培养

技术研究虽有进展，但仍显薄弱，如芍药腋芽诱导均

以茎尖、休眠芽或带芽茎段为培养材料[2−8]；通过地

下芽诱导丛生芽的途径对芍药进行组织培养，材料来
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源有限，母株生长不良，且地下芽污染率、玻璃化率

较高，生根率低，移栽难成活，难以建立无菌培养体

系等。通过愈伤组织再分化的途径对芍药进行组织培

养，需要的外植体材料少，较易建立无菌培养体系，

能为分子生物学和遗传学研究提供材料。由于外植体

要经历脱分化和再分化的过程，对培养基和培养条件

的要求较高，国内不少学者对不同品种芍药进行愈伤

组织培养，探索出了适宜的外植体和培养基，但在诱

导愈伤组织器官分化方面，均未诱导出不定芽[3−5]；

王吉凤[5]仅从胚轴愈伤组织上诱导出了再生植株，但

长势较弱，因此，笔者对芍药愈伤组织再分化产生新

植株的途径进行研究，现将结果报道如下。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

4 个品种芍药均取自北京林业大学鹫峰牡丹芍

药基地。芍药大富贵、桃花飞雪的外植体均采自株

龄 3~5年、生长旺盛、无病虫害的植株；芍药 Karl 

Rosenfield、Sarah Bernhardt的外植体均为 2007年

从荷兰引至北京驯化培养后表现良好的植株。采用

的外植体为茎段和叶柄，大富贵的取材时间为 2009

年 3月 27日(抽茎期)、4月 21日(展叶期)；桃花飞

雪的取材时间为 2009 年 3 月 27 日(抽茎期)；Karl 

Rosenfield、Sarah Bernhardt 的取材时间均为 2009

年 4月 21日。 

1.2  方  法 

1.2.1  外植体处理 

将外植体先用洗洁精稀释液浸泡漂洗，在自来

水下冲洗 30 min。在超净工作台上用 75%酒精消毒

30 s，再用 1%NaClO浸泡 10~15 min，无菌水冲洗

3~5 次。接种时，将茎段、叶柄横切成 0.1~0.3 cm

的薄片，放到培养基表面。每个培养皿中接种 10~15

个外植体，每个处理 5次重复。 

1.2.2  愈伤组织诱导 

将 4 个品种芍药的茎段和叶柄分别接种于培养

基 A1~A4(A1：1/2MS+2.0 mg/L 6−BA +0.2 mg/L 

NAA +0.2 mg/L 2,4−D；A2：1/2 MS+2.0 mg/L 6−BA + 

0.2 mg/L NAA；A3：WPM+2.0 mg/L 6−BA + 0.2 mg/L 

NAA +0.2 mg/L 2,4−D；A4：WPM+2.0 mg/L 6−BA 

+0.2 mg/L NAA)。以抽茎期和展叶期取材的大富贵

的茎段和叶柄为研究对象，在上述 4个愈伤诱导培养

基上培养。外植体接种后，将培养皿一部分进行暗培

养，一部分在光下培养。观察愈伤组织生长情况。 

1.2.3  愈伤组织增殖 

以大富贵和 Karl Rosenfield为研究对象，采用

3 水平 4 因素设计正交试验。以 WPM 为基本培养

基，采用的激素及其质量浓度：NAA分别为 0.2、

0.5、1.0 mg/L，6−BA分别为 0.5、1.0、2.0 mg/L，

TDZ 分别为 0.02、0.1、0.2 mg/L，培养基编号为

B1~B9。增殖倍数=接种后的愈伤组织质量/接种前

的愈伤组织质量。愈伤组织质量的测定采用李浚明

(2007)胡萝卜愈伤组织鲜重测定的方法。 

1.2.4  不定芽分化 

将增殖培养后的愈伤组织切割成 0.5 cm见方的

小块，置于诱导分化培养基上培养，观察愈伤组织

生长和不定芽诱导状况。试验采用 3 水平 4 因素正

交设计。以 WPM 为基本培养基，采用的激素及其

质量浓度：6−BA分别为 1.0、1.5、2.0 mg/L，TDZ

分别为 0.05、0.10、0.20 mg/L，NAA分别为 0.0、0.1、

0.2 mg/L，培养基编号为 C1~C9。 

根据愈伤组织在增殖阶段和诱导不定芽阶段

的生长情况，调整诱导不定芽的培养基配方。C10：

WPM+1.0 mg/L NAA +0.5 mg/L 6−BA +0.2 mg/L 

TDZ + 0.1 g/L CH；C11：WPM+1.0 mg/L NAA + 0.5 mg/L 

6−BA +0.2 mg/L TDZ + 0.2 g/L CH。 

1.2.5  不定根分化 

选择生长旺盛、饱满的 Karl Rosenfield愈伤组织

进行生根培养，分别采用激素组合 D1~D5 (D1：

WPM；D2：WPM+0.5 mg/L IBA；D3：WPM+1.0 mg/L 

IBA；D4：WPM+2.0 mg/L IBA；D5：WPM+1.0 mg/L 

NAA)。 
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1.3  培养条件 

试验中如无特别说明，培养基中均添加蔗糖

30 g/L，琼脂 6 g/L，pH值为 5.4~5.8，1/2 MS 培养基
中 Ca2+浓度加倍。培养温度为 23~25 ℃，光照 12 h/d，
光照度 2 000~2 500 lx。 

2  结果与分析 

2.1  不同品种、外植体、培养基对愈伤组织诱导

的影响 

由表 1 可见，4 个品种中，茎段愈伤诱导率较

高的品种是大富贵和 Karl Rosenfield，其次为 Sarah 

Bernhardt，最低的是桃花飞雪；叶柄愈伤诱导率最

高的品种是大富贵，其次为 Karl Rosenfield，最低

的是 Sarah Bernhardt。茎段与叶柄相比较，在 4种

培养基上，4 个品种均表现为茎段愈伤诱导效果优

于叶柄(封三图 1−a、1−b)。茎段产生愈伤组织的时

间短，并且愈伤量较大，横截面布满了愈伤组织；

叶柄横截面较小，产生愈伤组织的量较少，但茎段

接种的褐化程度比叶柄深。4 个品种中，除了桃花

飞雪的茎段在 A1 培养基诱导率较高之外，其他品

种诱导率都在 A3 或 A4 培养基上的表现最佳，因

此，WPM比 1/2MS更适合作为愈伤组织诱导的基

本培养基。在基本培养基相同的条件下，添加了

2,4−D的培养基诱导效果好于只添加 6−BA和NAA

的培养基。综合分析认为，芍药愈伤组织诱导的最

佳品种为大富贵和 Karl Rosenfield；最佳外植体是

茎段；最有利于愈伤诱导的培养基为 WPM+2.0 

mg/L 6−BA +0.2 mg/L NAA +0.2 mg/L 2,4−D。 

表 1  供试材料在各培养基的愈伤组织诱导率 

Table 1  Effects of different cultivars, explants and medium on callus 
induction 

诱导率/% 
品  种 外植体 

A1 A2 A3 A4 
茎段 88.46 97.50 100 100 大富贵 
叶柄 82.89 60.76 94.74 88.12
茎段 92.21 72.00 86.67 89.74桃花飞雪 
叶柄 83.12 49.33 81.33 85.90
茎段 98.33 95.95 100.00 98.33Karl Rosenfield 
叶柄 53.33 59.59 86.67 61.67
茎段 82.26 88.38 85.14 98.33Sarah Bernhardt 
叶柄 79.55 63.65 80.42 67.39

2.1.1  取材时间对大富贵愈伤组织诱导的影响 

就大富贵而言，抽茎期(封三图 1−c)取材的茎段

和叶柄，在 4种诱导培养基上的愈伤组织诱导率明

显高于展叶期(封三图 1−d)。在展叶期取材的茎段，

愈伤组织诱导率最高为 54.10%，但相比抽茎期取材

的诱导率有明显下降。在展叶期取材的叶柄，愈伤

组织诱导率很低，除在培养基 A3上达到 30.00%以

上外，在其他培养基上均小于 10.00%。在愈伤组织

诱导过程中，褐化现象非常严重，以至造成部分外

植体死亡。这也是造成愈伤组织诱导率低的原因之

一。展叶期大富贵叶柄已不适宜作为外植体，外植

体最佳取材时间是抽茎期。 

2.1.2  不同培养条件对愈伤组织诱导的影响 

由封三图 1−e可见，暗培养条件下，外植体上

产生的愈伤组织呈黄白色，结构松散，培养基上由

褐化引起的黑晕颜色较浅；光培养条件下，外植体

上产生的愈伤组织呈浅绿至深绿色，结构紧密，培

养基上由褐化引起的黑晕颜色较深，部分外植体变

黑死亡，因此，暗培养不仅有利于愈伤组织诱导，

还能减轻褐化．笔者建议外植体接种后先暗培养一

段时间。 

2.2  愈伤组织增殖 

2.2.1  大富贵愈伤组织增殖 

由表 2可见，不同处理组合对大富贵增殖倍数

的影响差异显著，B9 培养基的增殖倍数最高，为

4.62，与 B1培养基差异显著。由极差分析可以得出，

TDZ极差最大(0.62)，其次为 NAA，极差最小的为

6-BA，说明在 3 种植物生长调节剂都存在的情况

下，TDZ 对增殖倍数的影响最大，NAA 的影响次

之，6−BA影响最小。从平均值上看，NAA质量浓

度为 1.0 mg/L，6−BA 质量浓度为 2.0 mg/L，TDZ

质量浓度为0.1 mg/L时，愈伤组织的增殖倍数最高，

增殖效果最好，因此，当愈伤组织增殖培养过程中

使用生长调节剂 NAA、6−BA、TDZ时，1.0 mg/L 

NAA + 2.0 mg/L 6−BA +0.1 mg/L TDZ是大富贵愈

伤组织增殖培养的最佳激素组合。 
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表 2  大富贵在不同激素组合下的增殖倍数 

Table 2  Multiplication of Dafugui under different treatments  

植物生长调节剂质量浓度/(mg·L−1) 培养基 
编号 NAA 6−BA TDZ 

增殖倍数

B1 1(0.2) 1(0.5) 1(0.02) 3.22a 

B2 1 2(1.0) 2(0.1) 4.06ab

B3 1 3(2.0) 3(0.2) 3.97ab

B4 2(0.5) 1 2 4.12ab

B5 2 2 3 4.02ab

B6 2 3 1 3.72ab

B7 3(1.0) 1 3 4.04ab

B8 3 2 1 4.01ab

B9 3 3 2 4.62b 

K1 11.25 11.38 10.95  

K2 11.86 12.09 12.80  

K3 12.67 12.31 12.03  

x1(K1/3) 3.75 3.79 3.65  

x2(K2/3) 3.95 4.03 4.27  

x3(K3/3) 4.22 4.10 4.01  

R 0.47 0.31 0.62  

2.2.2  Karl Rosenfield 愈伤组织增殖 

由表 3 可见，不同处理组合对 Karl Rosenfield
增殖倍数的影响差异显著，B7培养基增殖倍数最高，
为 7.66，与 B1、B8培养基差异显著。由极差分析可
以得出，TDZ极差最大(1.31)，其次为 6−BA，最小
的为 NAA，说明在 3种植物生长调节剂都存在的情
况下，TDZ 对增殖倍数的影响最大，6−BA 的影响
次之，NAA影响最小。从平均值上看，NAA质量浓
度为 1.0 mg/L，6−BA质量浓度为 0.5 mg/L，TDZ质
量浓度为 0.1 mg/L时，愈伤组织的增殖倍数最高，
增殖效果最好，因此，当愈伤组织增殖培养过程中

使用生长调节剂 NAA、6−BA、TDZ 时，1.0 mg/L 
NAA +0.5 mg/L 6−BA + 0.1 mg/L TDZ是Karl Rosen- 
field愈伤组织增殖培养的最佳激素组合。 

表 3  Karl Rosenfield 在不同激素组合下的增殖倍数 

Table 3  Multiplication of Karl Rosenfield under different treatments  

植物生长调节剂质量浓度/(mg·L−1) 培养基

编号 NAA 6-BA TDZ 
增殖倍数

B1 1(0.2) 1(0.5) 1(0.02) 4.33a 

B2 1 2(1.0) 2(0.1) 6.42ab

B3 1 3(2.0) 3(0.2) 5.49ab

B4 2(0.5) 1 2 6.23ab

B5 2 2 3 5.24ab

B6 2 3 1 5.83ab

B7 3(1.0) 1 3 7.66b 

B8 3 2 1 4.36a 

B9 3 3 2 5.81ab

K1 16.24 18.22 14.52  

K2 17.30 16.02 18.46  

K3 17.83 17.13 18.39  

x1(K1/3) 5.41 6.07 4.84  

x2(K2/3) 5.77 5.34 6.15  

x3(K3/3) 5.94 5.71 6.13  

R 0.53 0.73 1.31  

2.3  不定根的分化 

愈伤组织诱导不定芽分化困难，可尝试通过先

诱导不定根，再诱导不定芽的途径诱导器官分化，

进而得到组培苗。选用暗培养条件下进行增殖培养

后形态较紧密的 Karl Rosenfield芍药的愈伤组织进
行不定根诱导。由表４可见，培养基 D2 诱导生根
率最高，为 69.23%，且平均生根数最多，平均每个
愈伤组织生根 2.3条(封三图 1−g)，因此，以WPM
为基本培养基，当 IBA质量浓度为 0.5 mg/L时，对
Karl Rosenfield 愈伤组织诱导生根的效果最好。将
诱导出不定根的愈伤组织转入诱导不定芽的培养

基中培养，随着培养时间的增加，不定根变黑褐色，

干枯死亡，愈伤组织不增殖。由表５可见，不同品

种芍药愈伤组织的生长和增殖情况不同，大部分愈 

表 4  不同培养基对 Karl Rosenfield 愈伤组织诱导生根的影响 

Table 4  Effect of media on rooting of callus of Karl Rosenfield 

培养基编号 接种数/个 生根率/% 平均生根数/条 愈伤组织 生根情况 

D1 40 47.50 1.2 呈黄白色，稍有增大 根白色，短粗，有白色绒毛 

D2 40 69.23 2.3 呈黄白色，增大 根长且粗，白色，有根毛 

D3 40 7.69 1.0 呈黄白色，稍有增大 根细长，白色透明状，有根毛 

D4 40 30.77 1.1 呈黄褐色，稍增大 根细长，白色透明状，有根毛 

D5 40 31.71 1.2 呈白色，增大 根短粗，白色透明状 
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表 5  不同培养基对愈伤组织诱导不定芽的影响 

Table 5  Effect of media on induction of adventitious buds for callus 

品种 
培养基 
编号 

愈伤组织 
生长情况 

愈伤组织 
增殖情况 

C1 浅绿色，松散 +++ 

C2 浅绿色，紧密 N 

C3 浅绿色，松散 ++ 

C4 浅绿色变褐色，紧密 N 

C5 灰绿色变褐色，紧密 N 

C6 浅绿色，松散， +++ 

C7 浅绿色，松散 +++ 

C8 浅绿色，松散 +++ 

大富贵 

C9 灰绿色，紧密 N 
    

C1 浅绿色，紧密 + 

C2 浅绿色，紧密 + 

C3 浅绿色，紧密 +++ 

C4 浅绿色，紧密 +++ 

C5 浅绿色，紧密 + 

C6 浅绿色，紧密 +++ 

C7 浅绿色，紧密 +++ 

C8 浅绿色，紧密 +++ 

桃花飞雪 

C9 浅绿色，紧密 +++ 
    

C1 浅绿色，紧密 + 

C2 浅绿色，紧密 +++ 

C3 浅绿色变褐色 N 

C4 浅绿色，紧密 + 

C5 浅绿色，紧密 +++ 

C6 浅绿色变褐色 N 

C7 浅绿色变褐色 N 

C8 灰绿色，紧密 + 

Karl Rosenfield 

C9 浅绿色，紧密 + 
    

C1 灰绿色，紧密 + 

C2 灰绿色，紧密 +++ 

C3 灰绿色，紧密 + 

C4 灰绿色，紧密 + 

C5 灰绿色，紧密 +++ 

C6 浅绿色，紧密 N 

C7 浅绿色，紧密 + 

C8 灰绿色，紧密 + 

Sarah Bernhardt 

C9 ·浅绿色，紧密 + 

“N”示 30 d内愈伤组织没有出现增殖；“+”示 30 d内愈伤组织

体积略有增大，生长速率慢；“++”示 30 d内愈伤组织体积比原体积

增长了 1/3~1/2，生长速率较快；“+++”示 30 d 内愈伤组织体积比原

体积增长了 1/2以上，生长速率快。 

伤组织都有增殖，颜色由暗培养时的黄白色转为浅

绿色，但未见不定芽分化。在愈伤组织增殖阶段，

培养基 C7诱导大富贵、Karl Rosenfield的愈伤组织
产生少量不定芽(封三图 1−h)。 

2.4  不定芽的分化 

根据培养基 C7 植物生长调节剂的配比稍加调

整，在培养基 C10、C11上诱导不定芽，培养 30 d

后，发现绿色愈伤组织上出现白色疏松的芽点(封三

图 1−f)。由表６可见，随着培养时间的延长，白色

的芽点变褐色，愈伤组织也逐渐污染或褐化死亡，

没有继续分化，说明适量的水解酪蛋白能促进愈伤

组织的分化，质量浓度为 0.1 g/L和 0.2 g/L时对分

化率的影响差别不大，但未见不定芽的产生。愈伤

组织生长情况转为绿色，紧密，部分增殖，表面有

多个白色生长点。 

表 6  不同诱导培养基对愈伤组织诱导不定芽的影响 

Table 6  Effect of media on induction of adventitious buds for callus  

培养基 
编号 

愈伤组织数/个 分化愈伤组织数/个 诱导率/%

C10 127 46 36.22 

C11 182 64 35.16 

3  结论与讨论 

不同品种芍药外植体愈伤组织诱导率均有差

异，且最适宜的诱导培养基不同。在适宜的诱导培

养基上，大富贵和 Karl Rosenfield的茎段愈伤组织
诱导率可达 100%。在暗培养条件下，诱导出的愈
伤组织呈黄白色，结构疏松，外植体褐化程度较轻。

茎段是诱导愈伤组织最适宜的外植体。WPM 大量

元素浓度低，适宜木本植物的组织培养，作为芍药

组织培养的基本培养基，对芍药愈伤组织诱导的效

果优于 1/2MS。有学者认为，外植体的阶段发育年
龄越低，组织越幼嫩，活性组织和细胞越多，内源

激素的水平较高，越易脱分化，愈伤组织形成和分

化的能力越强[9]。这一结论与本研究结果相似，于

芍药春季抽茎期取材好于展叶期，此时取得的外植

体比较幼嫩且量充足，愈伤组织诱导效果更好，基

本不影响母株的正常生长。 
在愈伤组织增殖阶段，曾个别出现过愈伤组织
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分化出不定根和不定芽的现象，但结构不明显，且

转接之后不再生长。在增殖培养基上增加细胞分裂

素的含量无法诱导不定芽的产生，而增加一定浓度

的水解酪蛋白时，愈伤组织上有白色生长点出现，

继续培养时，没有不定芽产生，因此，只增加细胞

分裂素的含量不能诱导芍药愈伤组织不定芽的产

生，诱导不定芽分化的其他因素还需进一步研究。

降低生长素与细胞分裂素的比例可促进不定芽分

化，提高比例可促进不定根分化[10]。在基本培养

基中，单独添加一定浓度的 NAA和 IBA都能诱导
愈伤组织产生不定根。将生根的愈伤组织继续进行

不定芽诱导时，不定根变黑死亡，愈伤组织不出现

增殖。 
由愈伤组织诱导器官发生，从而产生芍药完整

植株的途径还未成功，不仅需要探索植物生长调节

剂的影响，而且需要从培养条件、培养基添加剂、

继代次数等各方面进行试验探索。对于诱导出的愈

伤组织，可通过液体振荡培养诱导体细胞胚的途径

进一步诱导愈伤组织分化。 
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