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摘要：紫娇花种子经灭菌处理后，于试管内培养基中萌发，取幼苗的下胚轴、子叶，进行愈伤组织的诱导、不定芽的

分化及试管苗生根技术的研究。 结果显示，紫娇花种子最佳灭菌方式为 ０􀆰 １％升汞浸泡 １０ ｍｉｎ，污染率可控制在

３７􀆰 ０％，萌芽率达到 ８６􀆰 ３％；愈伤组织最适诱导部位为下胚轴，愈伤组织诱导最佳培养基为 ＭＳ＋０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ６－ＢＡ＋
２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４－Ｄ，诱导率达到 ８３．７％；紫娇花不定芽分化的最适培养基为 ＭＳ＋１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６－ＢＡ ＋０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ，不
定芽分化率为 ４８􀆰 ０％；最适生根培养基为 １ ／ ４ ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋０􀆰 ５％ ＡＣ，生根率可接近 １００％。
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　 　 紫娇花（Ｔｕｌｂａｇｈｉａ ｖｉｏｌａｃｅａ）是一种重要的地被

植物，别名野蒜或非洲小百合，原产地为南非，为石蒜

科紫娇花属多年生常绿草本植物。 紫娇花花紫色，观
赏价值高，同时紫娇花对土壤要求不高，耐热，耐贫

瘠，易于栽培管理，近年来在园林绿化中应用广泛。
紫娇花以分株繁殖和播种繁殖方式为主，但其增殖系

数低，增殖周期长，难以满足生产需求。 植物织培养

技术是大量快速繁殖紫娇花的有效途径，紫娇花的组

织培养研究较少，何月秋等［１］ 以花蕾为外植体，通过

诱导小鳞球进而获得了紫娇花的试管苗，但实验中发

现，最佳诱导期的花蕾难以采集，且花蕾的诱期需要

３ 个月，因此，为了拓展外植体来源，建立高效的紫娇

花组织培养体系。 本试验研究了种子灭菌、芽诱导与

生根等培养条件，建立了紫娇花完整的植株再生体

系，大大缩短了培养时间，降低了成本，为紫娇花规模

化生产提供了科学依据。

１　 材料与方法

１．１　 材料

材料为采自宁波城市职业技术学院溪口校区

的紫娇花当年生自然风干种子，无菌下胚轴、子叶

取自种子萌发出的无菌苗。



１．２　 方法

１．２．１　 种子灭菌　 挑选发育成熟健康的种子，纱布

包裹用洗涤精搓洗干净，自来水清洗，置于超净工

作台上，用 ７５％乙醇浸泡并振荡 ３０ ｓ，并用无菌水冲

洗 ３ 次后， ０􀆰 １％ＨｇＣｌ２ 分别振荡灭菌 ５，８，１０，１２
ｍｉｎ，每次灭菌后均用无菌水冲洗 ３ ～ ５ 遍。 将灭菌

处理后的种子接种于不添加植物生长调节剂的 １ ／ ２
ＭＳ 培养基上，处理 ３０ 粒种子，重复 ３ 次。 ３０ ｄ 后统

计污染率和萌发率。
１．２．２　 愈伤组织诱导　 将种子萌发的无菌胚轴、子叶

剪成 ５ ｍｍ×５ ｍｍ 左右小块，接种于 ６－ＢＡ（０􀆰 １，０􀆰 ２，
０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ）、２，４－Ｄ（１􀆰 ０，１􀆰 ５，２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ）的 ２ 因素 ３ 水

平完全试验培养基中。 每处理 ２０ 个外植体，重复 ３
次。 ３０ ｄ 后统计 ２ 种外植体愈伤组织的诱导率。
１．２．３　 不定芽分化与增殖 　 诱导出的愈伤组织转

接到添加了 ６ － ＢＡ （ ０􀆰 ５， １􀆰 ０， ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ）、 ＮＡＡ
（０􀆰 １， ０􀆰 ２， ０􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ）的 ２ 因素 ３ 水平完全试验培

养基中。 每处理 ２０ 个外植体，重复 ３ 次。 ３０ ｄ 后观

察生长情况。
１．２．４　 生根培养及移栽　 丛生芽长到高 ２～３ ｃｍ 时

将其切成单芽转接到添加有 ０􀆰 ５％ＡＣ，基本培养基为

１ ／ ２ ＭＳ， １ ／ ４ ＭＳ， １ ／ ８ ＭＳ，ＮＡＡ（ ０， ０􀆰 ０５， ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ）
的生根培养基上培养，待炼苗后进行驯化移栽。
１．３　 培养条件

以上培养基中除生根阶段蔗糖浓度为 １􀆰 ５％
外，其他阶段蔗糖均为 ３％，琼脂为 ０􀆰 ７％，ｐＨ 值调

制 ５􀆰 ８。 培养室内控制恒温（２５±１） ℃，光照为 ４０
μｍｏｌ ／ （ｍ２·ｓ），光照时间为每天 １４ ｈ。
１．４　 数据采集与分析方法

污染率＝污染种子数 ／种子总数×１００％；萌发率

＝萌发种子数 ／种子总数×１００％；诱导率 ＝诱导出愈

伤组织的外植体数 ／外植体总数×１００％；不定芽分

化系数＝诱导出的丛生芽数 ／外植体总数×１００％；有
效芽长＞１􀆰 ０ ｃｍ。 数据采用平均值±标准差（ＳＤ）表
示，采用 ＳＰＳＳ１７．０ 统计软件对数据进行统计和单因

子方差分析，配方之间培养结果采用 Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 新复

极差方法 （ＳＳＲ， Ｐ＜０􀆰 ０５）测验差异显著性。

２　 结果与分析

２．１　 不同灭菌方式对紫娇花种子萌发率与污染率

的影响

　 　 灭菌后的种子接种于 １ ／ ２ ＭＳ 培养基上，３ ｄ 后

开始出现污染，１５ ｄ 后不再有污染出现。 种子接种

２０ ｄ开始萌发， 萌发时间主要集中在接种后的

２０～３０ ｄ。 培养 ３０ ｄ 统计的污染率和萌发率见表 ｌ。
可以看出，不同处理之间差异显著，污染率随着处

理时间的增长而下降，而种子萌发率则呈下降趋

势。 ＨｇＣｌ２处理 ５ ｍｉｎ 萌发率最高，达到 ９３􀆰 ３％，但
污染率也最高，达到 ６６􀆰 ０％；处理 １２ ｍｉｎ 污染率最

低，为 １９􀆰 ０％，萌发率仅有 ７６􀆰 ７％。 进一步分析表

明，ＨｇＣｌ２处理 ５～１０ ｍｉｎ，紫娇花种子萌发率差异不

显著，但污染率差异显著。 综合考虑污染率和萌发

率，ＨｇＣｌ２处理 １０ ｍｉｎ 是最佳的灭菌时间。

表 １　 不同灭菌方法对外植体的影响

消毒时间 ／ ｍｉｎ 接种粒数 ／ 颗 污染率 ／ ％ 萌发率 ／ ％
５ ３０ ６６．０±３．６ ａ ９３．３±３．８ ａ
８ ３０ ４８．３±５．０ ｂ ８９．７±２．５ ａｂ
１０ ３０ ３７．０±４．０ ｃ ８６．３±１．５ ｂ
１２ ３０ １９．０±２．６ ｄ ７６．７±１．５ ｃ

　 　 同列不同字母代表处理间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

２．２　 不同植物生长调节剂配比对愈伤组织诱导的

影响

　 　 待紫娇花种子萌发后，截取下胚轴和子叶接种

到愈伤组织诱导培养基中。 接种 ２０ ｄ 后大部分胚

轴开始褪绿，切口处膨大增厚，３０ ｄ 开始脱分化形

成乳白色的愈伤组织。 少部分子叶在接种 ２０ ｄ 左

右开始膨大，少量子叶产生绿色颗粒状组织，但无

进一步分化。 由表 ２ 可知，紫娇花子叶愈伤组织诱

导率很低，最高只有 ９􀆰 ６％，且 ９ 个配方中差异不明

显，这说明紫娇花子叶非常难脱分化；以下胚轴为

外植体材料较易诱导愈伤组织的形成，在试验组合

９ 种配方中最低诱导率为 ３８􀆰 ０％， 最高可达到

８５􀆰 ０％，诱导率随着植物生长调节剂的用量逐渐升

高。 其中，配方 ＭＳ ＋ ２ ｍｇ ／ Ｌ ２， ４ － Ｄ ＋ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ
６－ＢＡ，ＭＳ＋２ ｍｇ ／ Ｌ ２，４－Ｄ＋０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ６－ＢＡ 诱导率

最高，分别为 ８３􀆰 ７％和 ８５􀆰 ０％，进一步数据分析表

明，２ 者无显著性差异，考虑植物生长调节剂用量的

控制， ＭＳ＋２ ｍｇ ／ Ｌ ２，４－Ｄ ＋０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ６－ＢＡ 是紫娇

花下胚轴愈伤组织诱导较佳的配方。
２．３ 　 不同植物生长调节剂配比对不定芽分化的

影响

　 　 紫娇花愈伤组织在原来培养基中只能继续增

殖，不能进一步分化，需改变培养条件。 将诱导形

成的愈伤组织转移至添加有 ＮＡＡ 和 ６－ＢＡ 的 ＭＳ 培

养基中进行不定芽的分化培养。 １０ ｄ 后愈伤组织

逐渐变绿，并形成圆球状，２０ ｄ 后先长出 １ 片子叶再

逐渐形成不定芽。 试验用 ９ 种培养基中，不定芽的
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分化率最高为 ４８􀆰 ０％，最低也可达到 １３􀆰 ０％。 由表

３ 可知，不定芽的分化率随着 ６－ＢＡ 用量的增加而

有所升高，进一步分析表明 ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋
２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６－ＢＡ 不定芽分化率最高，与其他配方有

显著差异（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 该配方诱导形成的不定芽叶

色嫩绿，生长旺盛，结合不定芽的生长情况，ＭＳ＋０􀆰 １
ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６－ＢＡ 是较为适宜的不定芽

分化培养基。

表 ２　 不同外源激素配比对愈伤组织诱导的影响

组合 ２，４－Ｄ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

６－ＢＡ ／
（ｍｇ ／ Ｌ） 子叶诱导率 ／ ％ 胚轴诱导率 ／ ％

１ １．０ ０．１ １．３±０．２５ ｅ ３８．０±２．６ ｅ
２ １．０ ０．２ ２．４±０．３２ ｅｆ ３９．７±２．５ ｅ
３ １．０ ０．５ ３．２±０．２５ ｄ ５２．７±２．５ ｄ
４ １．５ ０．１ ２．１±０．２０ ｅｆ ６２．７±３．１ ｃ
５ １．５ ０．２ ５．０±０．４５ ｃ ６４．７±４．２ ｃ
６ １．５ ０．５ ６．３±０．４５ ｂ ６６．０±３．６ ｃ
７ ２．０ ０．１ ５．１±０．３６ ｃ ７４．３±３．８ ｂ
８ ２．０ ０．２ ９．２±１．４５ ａ ８３．７±３．２ ａ
９ ２．０ ０．５ ９．６±１．０４ ａ ８５．０±５．０ ａ

　 　 同列不同字母代表处理间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

表 ３　 不同外源激素配比对不定芽分化的影响

组合 ＮＡＡ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ６－ＢＡ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） 分化率 ／ ％
１ ０􀆰 １ ０􀆰 ５ １３􀆰 ０±２􀆰 ０ ｇ
２ ０􀆰 １ １􀆰 ０ １６􀆰 ７±１􀆰 ２ ｆ
３ ０􀆰 １ ２􀆰 ０ ４８􀆰 ０±４􀆰 ４ ａ
４ ０􀆰 ２ ０􀆰 ５ ３０􀆰 ０±２􀆰 ０ ｃ
５ ０􀆰 ２ １􀆰 ０ ４３􀆰 ０４±２􀆰 ６ ｂ
６ ０􀆰 ２ ２􀆰 ０ ３３􀆰 ０±１􀆰 ０ ｃ
７ ０􀆰 ３ ０􀆰 ５ ２６􀆰 ０±１􀆰 ０ ｄ
８ ０􀆰 ３ １􀆰 ０ ２１􀆰 ０±１􀆰 ０ ｅ
９ ０􀆰 ３ ２􀆰 ０ ２１􀆰 ７±１􀆰 ５ ｅ

　 　 同列不同字母代表处理间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

２．４　 紫娇花组培苗的生根培养

选取生长健壮，株高 ２􀆰 ５ ～ ３ ｃｍ 的紫娇花组

培进行生根培养。 由表 ４ 可知，紫娇花组培苗在

无外源植物生长调节剂的培养基中生根率即可

达到 ５０％，单独添加 ＮＡＡ 后其生根率明显上升，
生根率均超过 ９０％，且当 ＮＡＡ 质量浓度为 ０􀆰 １
ｍｇ ／ Ｌ时紫娇花组培苗的生根率可达 １００％。 统计

分析表明，当 ＮＡＡ 为 ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ 时，尽管基本培

养基不相同但其生根率无显著差异（ Ｐ＜０􀆰 ０５） 。
观察表明，紫娇花组培苗在 １ ／ ２ ＭＳ， １ ／ ４ ＭＳ 基

本培养基中可形成健壮的再生植株，而 １ ／ ８ ＭＳ
基本培养基中再生植株则比较细弱。 综合考虑，
１ ／ ４ ＭＳ ＋ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ 时 生 根 诱 导 率 可 达

９９􀆰 ２％，为最佳的生根诱导培养基。

表 ４　 基本培养基和 ＮＡＡ 对紫娇花不定芽生根的影响

组合 基本培养基 ＮＡＡ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） 生根率 ／ ％ 根生长情况

１ １ ／ ２ ＭＳ ０􀆰 ０ ５０􀆰 ２±０􀆰 ８ ｄ 苗壮，根粗

２ １ ／ ２ ＭＳ ０􀆰 ０５ ９１􀆰 ０±２􀆰 ０ ｃ 苗壮，根粗

３ １ ／ ２ ＭＳ ０􀆰 １ ９９􀆰 ５±０􀆰 ５ ａ 苗壮，根粗

４ １ ／ ４ ＭＳ ０􀆰 ０ ５１􀆰 ２±０􀆰 ８ ｄ 苗壮，根粗

５ １ ／ ４ ＭＳ ０􀆰 ０５ ９５􀆰 ２±３􀆰 ９ ｂ 苗壮，根粗

６ １ ／ ４ ＭＳ ０􀆰 １ ９９􀆰 ２±０􀆰 ７ ａ 苗壮，根粗

７ １ ／ ８ ＭＳ ０􀆰 ０ ５１􀆰 ８±１􀆰 ４ ｄ 苗细弱，根细长

８ １ ／ ８ ＭＳ ０􀆰 ０５ ９４􀆰 ５±１􀆰 ０ ｂ 苗细弱，根细长

９ １ ／ ８ ＭＳ ０􀆰 １ ９９􀆰 ５±０􀆰 ６ ａ 苗细弱，根细长
　 　 同列不同字母代表处理间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

３　 结论与讨论

３．１　 紫娇花种子灭菌

无菌体系的建立是植物组织培养成功的关键。
其中，外植体种类、取材部位和灭菌方法是影响无菌

体系建立的重要因素。 自然条件下，植物外植体带有

较多的细菌和真菌，进行组织培养时需对其进行灭

菌，但要求尽量保持组织材料完好无损保持生活力，
使其在适宜的条件下迅速生长和增殖［２－３］。 一般而

言，不同的植物材料或同一植物材料的不同部位灭菌

的方法差异很大。 要想获得满意的无菌材料，需要根

据实际的情况采用相应的药剂和处理时间。 对于种

子的灭菌方式，戴萍等［４］ 用 ０􀆰 １％的 ＨｇＣｌ２浸泡中国

石蒜的种子 １５ ｍｉｎ 污染率只有 ５％，且可达到 ８５％的

存活率；赵健等［５］ 用 ７５％乙醇浸泡华北落叶松种子

３ ｍｉｎ后，转入 ０􀆰 １％的 ＨｇＣｌ２ 浸泡 １０ ｍｉｎ 为最佳方

式；宁梦雅等［６］用 ５％次氯酸钠珍珠菜种子 １０ ｍｉｎ 时

其污染率只有 ７􀆰 ５％，但萌发率只有 １５％。 本试实验

采用 ７５％乙醇浸泡 ３０ ｓ 和 ０􀆰 １％ＨｇＣｌ２浸泡 １０ ｍｉｎ 的

方法，既可以较好的控制紫娇花种子的污染也可以保

证较高的萌发率。
３．２　 紫娇花愈伤组织诱导

愈伤组织是指人工培养基上由外植体脱分化形

成的一团无序生长的薄壁细胞，在适当培养条件下可

分化形成不定芽，也可形成体胚。 大量研究表明，植
物组织培养中愈伤组织的诱导与植物生长调节剂的

种类、浓度、相关配比和处理时间关系密切。 下胚轴

将来发育成根茎的部位，分化程度低［７］，通常难以形

成愈伤组织。 ２，４－Ｄ 或 ＮＡＡ 常常用来诱导外植体的

愈伤组织，应用广泛［８］，同时多数需要与 ６－ＢＡ 配合。
百脉根［９］、萝卜［１０］、甜瓜“黄醉仙” ［１１］、西洋参［１２］、北
柴胡［１３］等植物的下胚轴在一定质量浓度的 ２，４－Ｄ 或

ＮＡＡ 与一定质量浓度的 ６－ＢＡ 或 ＫＴ 的配合下诱导
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出高频率的愈伤组织。 本试验采用 ＭＳ＋０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ
６－ＢＡ ＋２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４－Ｄ，可以获得下胚轴 ８３􀆰 ７％，而
子叶能获得的愈伤组织更低，最高只有 ９􀆰 ４％，且很难

分化成不定芽，这说明搞清紫娇花子叶脱分化条件还

需要更深入的研究。
３．３　 紫娇花不定芽的分化

组织培养中生长素配合细胞分裂素能诱导不定

芽的分化。 愈伤组织不定芽分化培养中，不同植物生

长调节剂质量浓度组合作用不同，其比例尤为重要。
牡丹愈伤组织分化在 ６－ＢＡ ／ ＮＡＡ 质量浓度比例为

２ ∶１时分化比例达到最大值（４􀆰 ７％），而比例为 １０ ∶１则
不能分化，换为 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ Ｌ ２，４－Ｄ＋０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＴＤＺ，其
最高诱导率可达到 ３０􀆰 ５％［１４］；而单独添加 ８ ｍｇ ／ Ｌ
６－ＢＡ则可使红掌叶片愈伤组织则分化出不定芽［１５］。
本试验中，紫娇花下胚轴愈伤组织在 １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６－ＢＡ
和 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ 作用下可分化出不定芽。
３．４　 紫娇花组培苗生根

生根是组织培养的重要环节，高质量的根系是高

移栽成活率的保证。 一般在生根阶段需要调整基本

培养基并添加生长素 ＮＡＡ 或 ＩＢＡ。 不同植物组织培

养苗生根的难易不一，蓝靛果组织培养苗在单独添加

１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＩＢＡ 的改良 ＭＳ 培养基中生根率可达到

１００％［１６］；在红掌组织培养苗生根培养中，ＩＢＡ 是重要

的影响因子［１７］，本试验中 １ ／ ４ ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋
０􀆰 ５％ＡＣ 可以获得近 １００％的生根率。
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