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摘要：采用芫花茎段为外植体，研究其在不同消毒方法处理下的存活情况，以及施加不同植物生长调节剂组合下芽

的诱导率和生长情况。 结果表明：芫花茎段外植体采用 ７５％乙醇消毒 ３０ ｓ 后，用 ０􀆰 １％氯化汞加吐温 ８０ 混合液消

毒 １２ ｍｉｎ 的处理最佳，其污染率为 ５７􀆰 ８％，死亡率为 １３􀆰 ３％，存活率为 ２８􀆰 ９％；ＺＴ 对芫花茎段外植体上腋芽萌发的

促进效果显著优于 ６⁃ＢＡ，培养基以 ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＺＴ 处理最佳，其萌发率为 ９２􀆰 ２％，玻璃化率为

２２􀆰 ３％，萌芽均高为 ２􀆰 １３ ｃｍ。
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　 　 芫花（Ｄａｐｈｎｅ ｇｅｎｋｗａ Ｓｉｅｂ．ｅｔ Ｚｕｃｃ．）为瑞香科瑞

香属落叶灌木，主要分布在中国黄河流域以南地

区。 芫花花期在春季，花常 ３ 至 ７ 朵簇生于短花轴

上，先于叶开放，其花朵锦簇，花色艳丽，具有较高

的观赏价值，为我国优良野生花卉资源［１⁃３］。 芫花

性寒，有毒，全株可入药，是我国重要的中药材和生

物农药［４⁃６］。
从 ２０ 世纪 ６０ 年代开始，尤其是 ９０ 年代以后，

芫花的生境遭到严重破坏，种群分布范围缩小，居
群数量及个体数量急剧下降，其野生可利用资源逐

渐减少［７］。 研究芫花的繁殖技术成为保护和利用

该植物资源的迫切要求。 采用组织培养方法繁殖

芫花，可保持母本优良性状，为优良单株的快速扩

大繁殖提供有效途径。
国内外对芫花的药理学研究表明，芫花含有黄

酮苷元等多种药用成分，其不同器官中所含药物成

分及其含量不尽相同，通过不同加工与炮制方法，
可有效提高其药用成分含量，其药用成分具有抗早

孕、抗炎、抗肿瘤活性等作用［８⁃１４］。 对芫花生物农药

的研究表明，芫花具有 β⁃谷甾醇、雪松醇等杀虫活



性成分，其提取物对抑制、杀死天牛和尺蠖等害虫

具有活性［１５⁃１７］。 对芫花抑菌效果的研究表明，芫花

提取物具有多种抑菌成分，对辣椒疫霉病、番茄灰

霉病等植物病原菌具有抑菌活性［１８⁃１９］。 但对芫花

作为观赏植物的研究相对较少，董春玲等对芫花开

发成新花卉作物的前景进行了分析，初步探讨了其

在园林应用的主要形式［２０］。 目前关于芫花繁殖与

栽培技术的相关研究不多，其茎段外植体组织培养

快速繁殖技术在国内外尚未见报道。
本研究以芫花茎段为外植体，研究其初代组织

培养技术，以建立可以快速繁殖的芫花组织培养技

术体系，为芫花种质资源保存、工厂化育苗等研究

提供技术参考。

１　 材料与方法

１．１　 材料

芫花母本植株选自江苏省句容市，江苏农林职

业技术学院林木种质资源圃。 芫花茎段外植体采

自野生芫花优株播种繁殖的 ２ 年生苗。 芫花组织培

养试验于 ２０１６ 年 １０ 月在江苏农林职业技术学院园

艺工程中心植物组织培养室内进行。
１．２　 方法

采集生长健壮，腋芽饱满，无病虫害的芫花当

年生枝条，去除叶片，剪截成 １０ ｃｍ 左右带腋芽茎

段，用洗衣粉液浸泡，清洗 ２０ ｍｉｎ，接着用流水冲洗

１２ ｈ。
在超净工作台上，把外植体剪为 ３—４ ｃｍ 茎段，

用无菌水冲洗 ３ 遍。 采用 ７５％乙醇消毒茎段 ３０ ｓ，
放入 ０􀆰 １％的升汞加 ３—５ 滴吐温 ８０ 的混合液浸泡

消毒，处理时间分别为 ８，１０，１２，１４ ｍｉｎ；用无菌水冲

洗后，剪截成 ２ ｃｍ 左右具节茎段，接入 ＭＳ 固体培

养基；每处理茎段 ３０ 个，重复 ３ 次。
用消毒获得的无菌带芽茎段进行初代培养试

验。 采用 ＭＳ＋０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋（０􀆰 ５，２􀆰 ０，５􀆰 ０） ｍｇ ／
Ｌ ６⁃ＢＡ 和 ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋（１􀆰 ０，１􀆰 ５，２􀆰 ０） ｍｇ ／
Ｌ ＺＴ，共 ６ 个处理进行试验。 每处理 ３０ 个茎段，重
复 ３ 次。
１．３　 培养基与培养条件

将接种外植体置于培养室进行培养，室内温度

（２４±１） ℃，相对湿度 ７５％，光照强度２ ５００ ｌｘ，光周

期 Ｌ１４ ∶Ｄ１０ ，培养 ２５ ｄ。 ＭＳ 固体培养基加入蔗糖

３０ ｇ ／ Ｌ 及琼脂 ７ ｇ ／ Ｌ，按配方质量浓度加入植物生

长调节剂及调整酸碱度至 ｐＨ 为 ５􀆰 ８。

１．４　 数据处理

观测污染率、死亡率、存活率、萌发率、玻璃化

率、萌芽均高等指标，数据统计均在培养 ２５ ｄ 时进

行，数据采用 ＳＰＳＳ 软件进行方差分析和多重比较。
相关指标计算如下：

污染率（％） ＝ （外植体污染数 ／接种外植体总

数）×１００；
死亡率（％） ＝ （外植体死亡数 ／接种外植体总

数）×１００；
存活率（％）＝ １００－污染率（％）－死亡率（％）；
萌发率（％）＝ （腋芽萌发的外植体数 ／接种外植

体总数）×１００；
玻璃化率（％）＝ （玻璃化外植体数 ／接种外植体

总数）×１００；
萌芽均高（ｃｍ）＝ 萌发新梢长度之和 ／接种外植

体总数。

２　 结果与分析

２．１　 消毒方式对外植体灭菌效果的影响

２．１．１　 预处理无流水冲洗环节的消毒方法对芫花

茎段外植体灭菌效果的影响 　 预处理采用洗衣粉

液浸泡芫花茎段外植体 ２０ ｍｉｎ，消毒采用 ７５％乙醇

３０ ｓ＋０􀆰 １％升汞 ８—１４ ｍｉｎ 进行灭菌处理，并调查污

染率，将污染率数据进行方差分析，试验结果见

表 １。

表 １　 预处理无流水冲洗环节的消毒方法对芫花茎段外

植体灭菌效果的影响

处理 污染率 ／ ％

７５％乙醇 ３０ ｓ＋０􀆰 １％升汞 ８ ｍｉｎ １００􀆰 ０ ａ

７５％乙醇 ３０ ｓ＋０􀆰 １％升汞 １０ ｍｉｎ ９２􀆰 ２ ａ

７５％乙醇 ３０ ｓ＋０􀆰 １％升汞 １２ ｍｉｎ ９３􀆰 ３ ａ

７５％乙醇 ３０ ｓ＋０􀆰 １％升汞 １４ ｍｉｎ ８７􀆰 ８ ａ
　 　 同列数据后相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０􀆰 ０５）

　 　 预处理无流水冲洗环节的消毒方法对芫花茎

段外植体消毒处理的污染率为 ８７􀆰 ８％—１００􀆰 ０％，各
处理无显著差异。 由此可知，预处理过程中无流水

冲洗环节的消毒方法，污染率高，外植体消毒效果

不理想。
２．１．２　 预处理加流水冲洗环节的消毒方法对芫花

茎段外植体灭菌效果的影响 　 预处理采用洗衣粉

液浸泡芫花茎段外植体 ２０ ｍｉｎ，接着用流水冲洗 １２
ｈ；然后采用 ７５％乙醇 ３０ ｓ ＋０􀆰 １％升汞加 ３—５ 滴吐

０３ 江　 苏　 林　 业　 科　 技 第 ４５ 卷



温 ８０ 混合液 ８—１４ ｍｉｎ 进行灭菌处理，结果见表 ２。

表 ２　 预处理加流水冲洗的消毒方法对芫花茎段外植体

灭菌效果的影响

处理
污染率 ／

％
死亡率 ／

％
存活率 ／

％

７５％乙醇 ３０ ｓ＋升汞吐温混合液 ８ ｍｉｎ ９１􀆰 １ ａ ３􀆰 ３ ｂ ５􀆰 ６ ｃ

７５％乙醇 ３０ ｓ＋升汞吐温混合液 １０ ｍｉｎ ７０􀆰 ０ ｂ ８􀆰 ９ ｂ ２１􀆰 １ ｂ

７５％乙醇 ３０ ｓ＋升汞吐温混合液 １２ ｍｉｎ ５７􀆰 ８ ｂｃ １３􀆰 ３ ｂ ２８􀆰 ９ ａ

７５％乙醇 ３０ ｓ＋升汞吐温混合液 １４ ｍｉｎ ４４􀆰 ４ ｃ ３５􀆰 ６ ａ ２０􀆰 ０ ｂ

　 　 同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）

预处理加流水冲洗环节的消毒方法其污染率

随消毒时间的延长逐渐下降。 消毒 ８ ｍｉｎ 处理的污

染率为 ９１􀆰 １％，显著高于其他各处理；消毒 １４ ｍｉｎ
污染率最低，为 ４４􀆰 ４％，显著低于 ８，１０ ｍｉｎ 处理；消
毒 １２，１４ ｍｉｎ 处理污染率差异不显著。

预处理加流水冲洗环节的消毒方法茎段外植

体死亡率随消毒时间的延长逐渐上升。 消毒 １４ ｍｉｎ
死亡率为 ３５􀆰 ６％，显著高于其他各处理；消毒 ８，１０，
１２ ｍｉｎ 的处理，其死亡率均在 １３􀆰 ３％以下，各处理

间差异不显著。
预处理加流水冲洗环节的消毒方法茎段外植

体的存活率数据分析表明，消毒 ８ｍｉｎ 处理的存活率

为 ５􀆰 ６％，效果最差，显著低于其他处理；消毒 １０ ｍｉｎ
和 １４ ｍｉｎ 存活率为 ２１􀆰 １％和 ２０􀆰 ０％；消毒 １２ ｍｉｎ 效

果最好，存活率达 ２８􀆰 ９％，显著高于其他处理。
综合分析污染率、死亡率与生存率的试验结果

可知，芫花茎段外植体的最佳消毒方法为预处理采

用洗衣粉液浸泡芫花茎段外植体 ２０ ｍｉｎ，接着用流

水冲洗 １２ ｈ；消毒采用 ７５％乙醇 ３０ ｓ＋０􀆰 １％升汞吐

温 ８０ 混合溶液 １２ ｍｉｎ 处理，其污染率为 ５７􀆰 ８％，死
亡率为 １３􀆰 ３％，存活率为 ２８􀆰 ９％。
２．２　 ６⁃ＢＡ 与 ＺＴ 质量浓度对初代培养的影响

采用 ６⁃ＢＡ 与 ＺＴ 不同质量浓度的植物生长调

节剂配方处理对芫花茎段外植体萌发与生长情况

的影响见表 ３。
６⁃ＢＡ 与 ＺＴ 不同质量浓度处理芫花茎段外植

体，对萌芽率的影响结果表明，６⁃ＢＡ 各质量浓度处

理其萌芽率在 ３４􀆰 ４％以下，ＺＴ 各质量浓度处理其萌

芽率在 ７４􀆰 ４％以上，６⁃ＢＡ 处理萌芽率显著低于 ＺＴ
处理。 由此可知，对芫花的外植体的初代培养细胞

分裂素采用 ＺＴ，对芫花茎段外植体芽萌发的促进效

果显著优于 ６⁃ＢＡ。 在不同生长调节剂配方处理中，
ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＺＴ 处理对芫花茎段

外植体芽萌发效果显著优于其他处理，萌发率达

到 ９２􀆰 ２％。

表 ３　 ６⁃ＢＡ 与 ＺＴ 质量浓度对芫花茎段初代培养的影响

处理
萌发率 ／

％
玻璃化率 ／

％
萌芽均高 ／

ｃｍ

ＭＳ ＋ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ５
ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ３４􀆰 ４ ｃ ５２􀆰 ２ ｂｃ ０􀆰 ６６ ｂｃ

ＭＳ ＋ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２􀆰 ０
ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ２２􀆰 ２ ｄ ６８􀆰 ９ ｂ ０􀆰 ２７ ｃ

ＭＳ ＋ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ５􀆰 ０
ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ １６􀆰 ７ ｄ ９０􀆰 ０ ａ ０􀆰 ２０ ｃ

ＭＳ ＋ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０
ｍｇ ／ Ｌ ＺＴ ８２􀆰 ２ ｂ １７􀆰 ８ ｄ １􀆰 ６７ ａ

ＭＳ ＋ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ５
ｍｇ ／ Ｌ ＺＴ ９２􀆰 ２ ａ ２２􀆰 ３ ｄ ２􀆰 １３ ａ

ＭＳ ＋ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２􀆰 ０
ｍｇ ／ Ｌ ＺＴ ７４􀆰 ４ ｂ ４２􀆰 ２ ｃ １􀆰 ０６ ｂ

　 　 同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）

６⁃ＢＡ 与 ＺＴ 不同质量浓度处理芫花茎段外植

体，对玻璃化率的影响结果表明，随着细胞分裂素

６⁃ＢＡ 与 ＺＴ 质量浓度升高，芫花茎段外植体初代培

养玻璃化现象逐渐加剧。 ６⁃ＢＡ 处理玻璃化率在

５２􀆰 ２％以上，ＺＴ 处理玻璃化率在 ４２􀆰 ２％以下，６⁃ＢＡ
处理玻璃化率显著高于 ＺＴ 处理。 在不同生长调节

剂配方处理中，ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＺＴ 处

理与 ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＺＴ 处理，对芫

花茎段外植体初代培养中减少玻璃化现象显著优

于其他处理，玻璃化率小于 ２２􀆰 ３％。
６⁃ＢＡ 与 ＺＴ 不同质量浓度处理芫花茎段外植

体，对萌芽平均高度的影响结果表明，６⁃ＢＡ 处理萌

芽均高在 ０􀆰 ６６ ｃｍ 以下，ＺＴ 处理萌芽均高在 １􀆰 ０６
ｃｍ 以上，６⁃ＢＡ 处理萌芽均高显著低于 ＺＴ 处理。 在

不同生长调节剂配方处理中，ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋
１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＺＴ 处理与 ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ
ＺＴ 处理，对芫花茎段外植体初代培养中萌芽平均高

度显著优于其他处理，萌芽均高分别为 １􀆰 ６７ ｃｍ 和

２􀆰 １３ ｃｍ。
综合分析萌发率、玻璃化率与萌芽均高的试验

结果可知，芫花茎段外植体初代培养诱导丛生芽的

最佳配方为 ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＺＴ，其萌

发率为 ９２􀆰 ２％，玻璃化率为 ２２􀆰 ３％，萌芽均高为

２􀆰 １３ ｃｍ。
芫花茎段外植体诱导丛生芽，不同历时的生长
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情况见图 １。

图 １　 芫花茎段外植体初代培养生长情况

３　 结论与讨论

综上所述，芫花茎段外植体的最佳消毒方法，
为预处理采用洗衣粉液浸泡 ２０ ｍｉｎ，用流水冲洗 １２
ｈ；消毒采用 ７５％乙醇 ３０ ｓ＋０􀆰 １％升汞吐温 ８０ 混合

溶液 １２ ｍｉｎ 处理，其污染率为 ５７􀆰 ８％，死亡率为

１３􀆰 ３％，存活率为 ２８􀆰 ９％。 芫花茎段外植体初代培

养诱导丛生芽的最佳配方为 ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋
１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＺＴ， 其萌发率为 ９２􀆰 ２％， 玻璃化率为

２２􀆰 ３％，萌芽均高为 ２􀆰 １３ ｃｍ。
植物组织培养过程中，外植体带菌是最主要的

污染来源［２１］。 外植体体表被毛或表面粗糙则消毒

困难，采用乙醇、升汞等杀菌剂消毒，消毒时间短则

污染率高，延长消毒时间则会导致外植体中毒致死

加剧［２２］。 消毒预处理过程中，外植体采用流水冲洗

有助于去除附着在体表组织的污物，在消毒溶液中

添加表面活性剂吐温，有助于杀菌剂浸润外植体表

面，进而提高杀菌效果［２３］。 芫花茎段外植体消毒效

果试验表明，预处理增加流水冲洗环节，升汞消毒

添加吐温 ８０，是提高其外植体消毒效果的有效途

径。 这与芫花新梢表面密被茸毛、污染物不易清洁

的特性相关。
植物体细胞具有全能性，实践中愈伤组织能否

表达其全能性，进而产生丛生芽具有不确定性。 本

试验采用芫花茎段外植体，诱导丛生芽的初代组织

培养方法，较张恒基等采用腋芽外植体脱分化形成

愈伤组织［２４］，进一步诱导丛生芽的培养方法更为便

捷。 ２ 种方法研究思路不同，可互为补充。
植株生长发育过程与植株的内源和外源激素

种类、含量及配比等有密切关系［２５］。 植物对于不同

外源激素的响应成因复杂。 本试验芫花茎段外植

体的初代培养中，细胞分裂素 ＺＴ 对芫花茎段芽萌

发与生长的促进效果明显优于 ６⁃ＢＡ，这一结论与张

恒基等对芫花愈伤组织分化成芽和不定芽增殖试

验研究结论相似［２４］。 这一结果表明，芫花茎段外植

体组织培养时，在芽的分化、萌发、长成阶段，ＺＴ 作

为外源激素具有重要促进作用，６⁃ＢＡ 不可替代其

作用。
植物组织培养过程的玻璃化苗发生百分率和

细胞分裂素成正相关，其中 ６⁃ＢＡ 的影响大于 ＺＴ 和

ＫＴ［２６］。 本试验中，６⁃ＢＡ 较 ＺＴ 更容易导致芫花试管

苗的玻璃化现象，这一结论与陈兵先等结论相一

致［２６］。 本试验中，ＺＴ 的质量浓度为 １􀆰 ０—１􀆰 ５ ｍｇ ／
Ｌ，其玻璃化率维持在 １７􀆰 ８％—２２􀆰 ３％之间；ＺＴ 的质

量浓度达到 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 时，玻璃化率升高至 ４２􀆰 ２％，
显著高于 ＺＴ 其他处理。 从本试验结果看，芫花茎

段外植体组织培养中，ＺＴ 质量浓度应限制在 ２􀆰 ０
ｍｇ ／ Ｌ 以下。

张慧君等研究认为，植物的外源激素须通过对

内源激素的调节，来控制器官的生长发育，各种植

物生长物质的水平，都通过影响植物外植体的基因

表达而引起器官分化［２７］。 芫花组织培养休眠芽的

萌发、愈伤组织分化成芽、成枝的过程中，外源激素

如何影响内源激素，进而完成形态构成的机理，还
有待进一步研究。
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