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摘 要：以芒(Miscanthus sinensis)的幼穗为材料，通过外植体消毒灭菌、愈伤组织诱导、不定芽分化增殖、生根

和驯化移栽，建立芒组织培养的快速繁殖体系。结果表明：芒愈伤组织诱导的最佳培养基是MS+4.0 mg/L 2,4–D + 

1.0 mg/L 6–BA + 0.5 mg/L CuSO4，愈伤组织诱导频率达 99.33%；不定芽分化和增殖的最佳培养基分别为MS+1.0 

mg/L 6–BA + 0.4 mg/L NAA + 0.4 mg/L IAA和MS+ 3.0 mg/L 6–BA +1.5 mg/L PP333 +1.0 mg/L CCC，分化率为 96%，

增殖系数为 9.1；生根培养基选用MS+0.5 mg/L IAA + 0.5 mg/L NAA + 0.5 mg/L CCC + 0.5 mg/L PP333，生根率达

100%；将再生苗移栽至用黄土和营养土配制的基质上，其成活率高达 95%，且生长势良好。 
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Abstract: The rapid propagation system was established using the spike of Miscanthus sinensis as material through explants 

sterilization, adventitious bud differentiation and multiplication, rooting and transplanting acclimation. The results showed 

that the optimal medium for callus induction was MS+ 4.0 mg/L 2,4–D + 1.0 mg/L 6–BA + 0.5 mg/L CuSO4, with which the 

induction frequency reached 99.33%. Best adventitious bud differentiation and multiplying medium was MS+ 1.0 mg/L 

6–BA + 0.4 mg/L NAA + 0.4 mg/L IAA and MS+ 3.0 mg/L 6–BA + 1.5 mg/L PP333
 + 1.0 mg/L CCC, with which the 

differentiation rate was 96% and the multiplying coefficient was 9.1. The best medium for rooting induction was MS+ 0.5 

mg/L IAA + 0.5 mg/L NAA + 0.5 mg/L CCC + 0.5 mg/L PP333, with which the rooting rate was 100%. The regenerated 

plantlets grew well on the matrix consisting of loess and nutrition soil, and the survival rate was as high as 95%.  
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芒(Miscanthus sinensis)系禾本科(Poaceae)芒属
(Miscanthus)的一种 C4多年生高大草本植物，俗称

“芒草”，主要分布于东亚和东南亚地区。因芒具有
生物质产量大[1–2]、纤维素含量高[3]、灰分含量低[4]、

燃烧值高[5]、生态适应性强[6]、栽培成本低等优点，

而被公认为是一种极具开发潜力的新型能源植物。

早在 20世纪 90年代，欧美地区一些国家将从日本
引进的一种芒草(M. giganteus)作为首选能源植物开
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展了一系列研究，并推出了能源芒草商业品种[7–8]。

中国是芒草的自然分布中心，从北纬 18°~43°，东
经 97°~126°都有芒草生长，其种质资源极为丰富。
近年来，中国也已启动了能源芒草的研发工作，在

种质资源评价与筛选[9–10]、遗传多样性分析[11–14]、

品种培育与改良[15–16]等方面都已开展了研究，但有

关种苗繁殖技术的研究尚少见报道。由于芒草是一

种异交植物，种子苗遗传分离大，出苗率低，其自

然繁殖多以无性繁殖为主，种苗繁殖已成为制约芒

草大规模人工栽培的一个瓶颈问题，因此，建立其

体细胞大规模离体快繁技术体系，是满足能源芒草

产业化应用种苗需求的有效途径。     
笔者以多年生芒的幼穗为材料，通过愈伤组织

诱导、不定芽分化增殖、生根和驯化移栽，拟建立

芒组织培养的快速繁殖体系。  

1 材料与方法 

1.1 供试材料 

供试材料为多年生芒 (M. sinensis)，编号为
B0634，采集于长沙，种植在湖南农业大学芒属能
源植物资源圃。该芒草是从 1 000多份野生资源中
筛选出的优良株系，其植株高大，根状茎发达，抗

逆性强，生物质产量高。 

1.2 方 法  

1.2.1 外植体的消毒 

在孕穗期，选取颖花花原基形成期和花粉母细胞

形成期的幼穗(旗叶刚抽出不久)，剪取幼穗的茎秆上
端，剥去叶鞘和外层苞叶，保留最后一层苞叶，用 70%
乙醇彻底擦拭叶鞘和茎秆，然后在超净工作台上用

0.1%氯化汞消毒 15 min，无菌水清洗 5次，放置在无
菌滤纸上，吸干外植体表面水分，剥出幼穗后备用。 

1.2.2 愈伤组织的诱导培养 

用无菌剪刀将幼穗剪成长约 1 cm小段接入MS
培养基中，分别添加 2,4–D(2.0、4.0、6.0 mg/L)、
6–BA(0.5、0.8、1.0 mg/L)和 CuSO4 (0.0、0.5、1.0 
mg/L)，并用镊子将其拨散，使其与培养基充分接
触，放置培养室中暗培养，温度控制在(24±2) ℃。
3种植物生长调节剂(2,4–D、6–BA和 CuSO4) 采用
L9(33)正交设计，配合使用。每个处理接种 5皿。每
皿 30 个穗段。重复 3 次。每 7 d 观察 1 次。培养

30 d后统计出愈率。  

1.2.3 不定芽的分化培养 

挑取新鲜、颗粒状、直径 2~5 mm的黄绿色或
乳白色胚性愈伤接入 MS 培养基中，分别添加 
6–BA(0.5、1.0、2.0 mg/L)、NAA(0.2、0.4、0.6 mg/L)
和 IAA(0.2、0.4、0.6 mg/L)。3种植物生长调节剂
(6–BA、NAA和 IAA)采用 L9 (33) 正交设计，配合
使用。每个处理接种 5皿。每皿 25块愈伤。重复 3
次。每 5 d观察 1 次。培养 30 d后统计分化率。 

1.2.4 不定芽的增殖培养 

待幼苗长至 1~3 cm 时，分成小芽丛转至增殖
培养基中。增殖培养基在 MS 培养基中分别添加 
6–BA (1.0、2.0、3.0 mg/L)、PP333 (0.5、1.0、1.5 mg/L)
和 CCC (0.5、1.0、1.5 mg/L)。培养室温度控制在
(24±2) ℃，光照 12 h/d，光强约为 2 000 lx。3种植
物生长调节剂采用 L9 (33) 正交设计，配合使用。每
个处理接种 15 瓶。3 芽一丛，每瓶 15 芽。重复 3
次。每 7 d观察 1次新芽的生长情况。新增殖的不
定芽长度达到 0.5 cm以上才计数，30 d后统计不
定芽增殖倍数(增殖倍数=增殖芽数／接种芽数)。 

1.2.5 试管苗的生根诱导 

待不定芽长至 3.0~5.0 cm时，接种到MS+IAA 
0.5 mg/L+NAA 0.5 mg/L+CCC 0.5 mg/L+PP333 0.5 
mg/L生根培养基上。培养室温度控制在(24±2) ℃，
光照 12 h/d，光强约为 2 000 lx。每个处理接种 50
个芽。重复 3次。每 7 d观察 1次。30 d后统计生
根率。 

1.2.6 试管苗的驯化移栽 

挑选具有 4~5片叶的生根试管苗，置室温下培

养 7 d左右，打开瓶盖后炼苗 3~4 d，从培养瓶中取

出，分成单株，用自来水清洗黏附在根部的培养基

(以防止烂根)，然后移入装有消毒基质 (黄土与营

养土的体积比为 3∶1) 的盆钵中。移栽后，前 15 d

使用有顶玻璃罩盖好，之后每隔 7 d喷水 1次。温

室栽培成活后的试管苗，移栽到大田。移栽时，为

保证高的移栽成活率，避免在正午烈日下种植。容

器苗由于是带基质移栽，根系不会受到伤害，种植

后立即浇定根水。每个处理移栽 100 株苗，重复 3

次。每 3 d观察 1次，30 d后统计移栽成活率。 
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采用正交设计助手进行方差分析。 

2 结果与分析 

2.1 愈伤组织的诱导效果 

接种后约 7 d，幼穗两端切口处开始伸长、膨 
 

大；接种后 15 d左右，切口处陆续出现乳白色的愈
伤组织小团；接种后 25 d转入光照培养后，愈伤组
织加速增大，并向四周扩展，局部出现绿点，随即

有少量绿色芽点在诱导培养基上分化成小芽(图
1–B)。 

    

   
A 2年生植株；B 胚性愈伤组织；C 植株再生；D 健壮试管苗；E 在温室营养钵生长的试管苗；F 移栽大田的试管苗。 

图 1 芒幼穗离体培养及植株再生 
Fig.1 In vitro culture and plant regeneration from immature inflorescences of Miscanthus sinensis  

试验中发现不同浓度 2,4–D处理形成的愈伤组
织形态结构各不相同。根据 Armstrong等[17]的标准

可将愈伤组织分为 3类：Ⅰ类呈乳白色或浅黄色，

颗粒状，结构致密，容易分化出再生植株，2,4–D
质量浓度为 2.0 mg/L 时形成的愈伤组织多为该类
型；Ⅱ类呈黄绿色，外植体细胞旺盛增生并完全愈

伤化，颗粒状，质地松软，长期继代仍有胚性，能

通过胚状体途径再生，2,4–D质量浓度为 4.0 mg/L
时的愈伤组织多为该类型；Ⅲ类呈黄褐色，质地较

硬，复杂多样，产生的胚状体较少，不易长期继代，

且难以分化成再生植株，2,4–D质量浓度为6.0 mg/L
时形成的愈伤组织与此相似。 

由表 1可以看出，不同质量浓度 2,4–D处理诱
导率的极差最大 (R=48.67)；其次为 6–BA 的

(R=11.33)；CuSO4的最小(R=8.77)，说明在参试的 3
种植物生长调节剂中，2,4–D 对芒幼穗愈伤组织诱
导的影响最大，其次为 6– BA，CuSO4的影响较小。

方差分析结果和极差判断结果相一致，即 2,4–D不
同浓度水平之间诱导率的差异均达到极显著水平

(P<0.01)。 

表 1 芒幼穗愈伤组织诱导的正交试验结果 
Table 1 The result of callus induction from immature inflorescences of Miscanthus sinensis through orthogonal experiment 

质量浓度/(mg·L–1) 诱导率/% 
试验编号 

2,4–D(A) 6–BA(B) CuSO4(C) Ⅰ Ⅱ Ⅲ 
诱导率均值/%

Y6  4.00  1.00  0.50 98 100 100 99.33 aA 
Y4  4.00  0.50  1.00 93  95  90 92.67 abAB

A B C 

 E F D 
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续 表 

质量浓度/(mg·L–1) 诱导率/% 
试验编号 

2,4–D(A) 6–BA(B) CuSO4(C) Ⅰ Ⅱ Ⅲ 
诱导率均值/%

Y5  4.00  0.80  0.00 89  83  91 87.67 bB 
Y8  6.00  0.80  1.00 63  77  79 73.00 cC 
Y9  6.00  0.50  0.50 62  68  70 66.67 cC 
Y7  6.00  1.00  0.00 48  60  55 54.33 dD 
Y3  2.00  1.00  1.00 57  51  45 51.00 dD 
Y2  2.00  0.80  0.50 45  50  45 46.67 dDE 
Y1  2.00  0.50  0.00 37  40  31 36.00 eE 

k1 44.56 61.00 63.45     
k2 93.22 69.11 66.78     
k3 64.67 72.33 72.22     
R 48.67 11.33  8.77     

 
多重比较结果(表 1)表明，A2B3C2、A2B1C3、

及 A2B2C1等 3 种培养基的诱导率均在 87%以上，
对幼穗愈伤组织的诱导率显著高于其他 6种培养基
的诱导率，差异达到极显著水平(P＜0.01)，因此，
诱导愈伤组织的最佳 2,4–D质量浓度为 4.0 mg/L。
同时附加的 6–BA质量浓度应介于 0.5~1.0 mg/L，
愈伤组织诱导率随着 6–BA 质量浓度的增加而升
高，愈伤组织表面绿色芽点越多，质量浓度为 1.0 
mg/L 时达到最高，为 99.33%，极显著高于其他处
理(Y4除外)。另外，附加 CuSO4能明显促进芒幼穗

愈伤组织的形成，在添加 0.5 mg /L CuSO4的培养基

上表现最好，10 d左右开始形成胚性愈伤组织，并
且愈伤组织的质量比较高，呈紧密的白色颗粒状，

生长迅速。由此可见，芒愈伤组织诱导添加的激素

及最佳配比为 4.0 mg/L 2,4–D+1.0 mg/L 6–BA+ 0.5 
mg/L CuSO4。 

2.2 不同植物生长调节剂对芒芽分化的影响 

对影响芒植株再生的因子，通过正交试验方法

优化组合(表 2)。乳白色胚性愈伤在分化培养基上培
养 10 d后出现绿色小芽点，15 d左右芽开始伸长，
并再生出丛生状的绿色植株的茎叶，随后大多数培

养基中的丛生芽不断增加，且生长健壮(图 1–C)，
有部分芽的根部逐渐形成发达的根系，长成完整的

小植株。 

表 2 芒幼穗愈伤组织分化的正交试验结果 
Table 2 The result of callus differentiation from spike of Miscanthus sinensis through orthogonal experiment 

质量浓度/(mg·L–1) 分化率/% 
试验编号 

6–BA(A) NAA(B) IAA(C) Ⅰ Ⅱ Ⅲ 
分化率均值/%

X2  0.50  0.40  0.40 95 90  93 96.00 aA 
X1  0.50  0.20  0.20 93 95 100 92.67 abA 
X3  0.50  0.60  0.60 87 88  91 88.67 bAB 
X4  1.00  0.20  0.60 88 77  79 81.33 cBC 
X5  1.00  0.40  0.20 80 78  82 80. 00 cC 
X6  1.00  0.60  0.40 78 81  75 78.00 cC 
X7  2.00  0.20  0.40 47 52  45 48.00 dD 
X8  2.00  0.40  0.60 45 51  42 46.00 deD 
X9  2.00  0.60  0.20 39 41  41 40.33 eD 

k1 92.45 75.11 72.11     
k2 79.78 72.89 72.89     
k3 44.78 69.00 72.00     
R 47.67  6.11  0.89     

 
由接种 30 d 后的分化率(表 2)可知，6–BA、

NAA、IAA的极差分别为 47.67、6.11、0.89，说明
6–BA 对丛生芽分化诱导产生的效应最大，其次为
NAA ，IAA产生的效应最小。方差分析结果表明，
6–BA 不同浓度水平分别对芒再生体系的影响达到

极显著水平(P<0.01)，NAA各水平对芒不定芽分化
的影响达到显著水平( P<0.05)，而 IAA 各水平对芒
不定芽分化的影响较小。说明不同浓度水平的

6–BA对芒不定芽分化诱导的影响最大，NAA则次
之，这与直观分析的结果相一致。由于 IAA对芒丛
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生芽分化和增殖诱导的影响较小，可以不考虑其影

响。综合考虑，各因子的最佳组合为 A1B2C2，即

1.0 mg/L 6–BA、0.4 mg/L NAA 和 0.4 mg/L IAA。 

2.3 不同植物生长调节剂对芒芽增殖的影响 

培养 7 d左右，基部开始长出绿色的小芽点，
15 d左右逐渐生长出不定芽。在W1、W2、W3试验

培养基上不定芽伸长快，试管苗平均高度达 8.5 cm，
叶色绿，生长健壮；在W4、W5、W6试验培养基上

幼芽均匀一致，平均高度达 5.5 cm，生长良好；在
W7、W8、W9试验培养基上新生芽矮化，平均高度

仅为 3.8 cm，节间短，叶色绿，生长健壮。 
由表 3可以看出，不同质量浓度 6–BA处理诱

导率的极差最大(R=5.19)；其次为 PP333的(R=1.41)；
CCC 的最小(R=0.79)，对芒不定芽增殖影响的主次

因素依次为 6–BA、PP333、CCC。这说明对于芒不
定芽增殖起主要作用的是 6–BA，其次是 PP333，CCC
对增殖的影响较小。方差分析结果和极差判断结果

相一致，即 6–BA不同浓度之间诱导率的差异均达
到极显著水平(P<0.01)。从试验中可见，矮壮素和
多效唑抑制芒试管苗的茎生长，高浓度(1.0~1.5 
mg/L)多效唑和矮壮素，能显著提高芒增殖系数，
缩短节间长度，降低茎高，而且使用效果十分显著

(图 1–D)。低浓度(0.5 mg/L)多效唑和矮壮素处理的
培养基中虽然也有芽的分化，但芽的质量较差，成

苗质量不高，苗高而弱。 
综上所述，芒不定芽增殖培养的最佳处理为

A3B3C2，即 4.0 mg/L 6–BA、1.5 mg/L PP333
 和 1.0 mg/L 

CCC。芒不定芽在此配方上的增殖倍数达到 9.1。 

表 3 不同诱导培养基对丛生芽增殖影响的正交试验结果 
Table 3 Effects of medium compositions on the production of shoot clumps 

质量浓度/(mg·L–1) 分化率/% 
试验编号 

6–BA(A) PP333(B) CCC(C) Ⅰ Ⅱ Ⅲ 
分化率均值/%

W9 3.00 1.50 1.00 8.8 8.5 10 9.10 aA 
W8 3.00 1.00 0.50 7.0 7.8 6.5 7.10 bB 
W7 3.00 0.50 1.50 6.0 7.2 6.5 6.57 bB 
W6 2.00 1.50 0.50 4.5 5.0 4.8 4.77 cC 
W5 2.00 1.00 1.50 3.9 4.5 4.5 4.30 cdCD 
W4 2.00 0.50 1.00 3.0 3.8 3.7 3.50 dDE 
W3 1.00 1.50 1.50 2.2 2.8 2.9 2.63 eEF 
W2 1.00 1.00 1.00 2.0 2.5 2.6 2.37 eEF 
W1 1.00 0.50 0.50 1.8 2.5 2.3 2.20 eF 

k1 2.40 4.09 5.20     
k2 4.19 4.59 4.57     
k3 7.59 5.50 4.41     
R 5.19 1.41 0.79     

 

2.4 生根诱导培养  

芒试管苗在生根培养基上培养 20 d左右，长出
3~5条、长 3~4 cm粗壮的根系，生根率达 100%。  

2.5 移栽与定植结果 

将移栽后的芒试管苗在温室培养 30 d左右，待
新叶长出、新根形成时视为已成活，成活率高达

95%以上，且生长旺盛(图 1–E)。移栽大田后，根系
从原来容器狭小的空间中解脱出来，有利于对养分

的吸收。植株生长迅速，顶端优势十分明显。经过

2 年的生长观察，试管苗长势整齐一致，株形美观
挺拔，植株高大，平均生长高度达 1.5 m 以上(图
1–F)。 

3 结论与讨论 

1) 芒幼穗再生体系的建立和优化是可行和高
效的。本试验对影响芒幼穗愈伤组织诱导、愈伤组

织分化及增殖培养的因子进行优化，初步探明了愈

伤诱导、植株再生、丛生芽增殖的主要影响因子，

从而使芒愈伤组织诱导率和丛生芽分化率都明显

高于已有的研究：如愈伤组织诱导率高于 K. 
Głowacka等[18] 报道的结果(76.7% )；丛生芽分化率
高于 E.S. Seong等[19]报道的最高分化率。另外，本

试验摸索出的组织培养体系的优势还体现在丛生

芽长期继代而增殖系数基本不下降。此技术体系短

期内可获得大量的丛生芽。 
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2) 生长调节剂对芒幼穗再生体系的影响。植物
生长调节剂的种类和浓度对芒的诱导和分化有较

大的影响[18–19]。在愈伤组织诱导方面，2,4–D 是最
有效激素之一，最佳质量浓度为 2.0~4.0 mg/L，高
浓度不仅降低诱导率，而且大幅度降低植株再生

率。在本试验中，当 2,4 –D质量浓度超过 4.0 mg/L，
愈伤组织的诱导率明显下降；6–BA 是丛生芽分化
和增殖的主要生长调节剂，1.0 mg/L 6–BA最利于
芒再生芽的形成，并且与其他水平达到极显著差

异；3.0 mg/L 6–BA最利于丛生芽的增殖，而且丛
生芽增殖表现出很强的群体效应，不仅培养时间缩

短，而且增殖系数高。 
3) 其他试验因子对芒再生体系的影响。多效唑

能抑制植物体内赤霉素的生物合成；矮壮素是赤霉

素的拮抗剂，因而二者都能起到增强光合作用、促

进作物茎秆粗壮、缩短节间距、调节株型、防止倒

伏的作用。从试验中可见，矮壮素抑制芒试管苗的

茎生长，随着矮壮素质量浓度的增加，其茎长受抑

制程度逐渐增大，试管苗茎秆变粗，叶面积增大。

Chi 等[20]证明在草地早熟禾品种 Kenblue 的诱导培
养基中添加 0.01 mg/L CuSO4能显著提高诱导率、

生长速率和胚性愈伤率，而 0.5 mg/L CuSO4能提高

再生率。本研究中也获得了初步的成果，在培养基

中添加 0.5 mg/L CuSO4时，愈伤组织从含水量高、

水渍状转为表面干燥、具有颗粒状结构，并且出现

了紧密的白色胚性愈伤组织，胚性愈伤组织的诱导

率较高，且易分化出苗。 
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