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摘要: 以美国流苏成熟种胚为材料, 探讨不同培养基及植物生长调节剂对其萌发和植株再生的影响, 并对无菌苗茎段和叶

片进行诱导增殖和生根研究。结果表明: 胚萌发适宜培养基为WPM+1.0 mg·L-1 6-BA, 萌发率达96.3%, 成苗率73.9%, 平均

苗高6.51 cm。茎段诱导不定芽适宜培养基为WPM+2.0 mg·L-1 6-BA+0.2 mg·L-1 NAA, 诱导率达到86.8%, 繁殖系数为5.77。
叶片愈伤组织诱导适宜培养基为WPM+3.0 mg·L-1 6-BA+0.5 mg·L-1 2,4-D, 诱导率达到45.0%。适宜的生根培养基为

1/2MS+1.0 mg·L-1 IBA+0.5 mg·L-1 NAA, 生根率达到89.8%, 平均主根长为3.03 cm。移栽率成活率为87%。
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美国流苏(Chionanthus virginicus)是木犀科

(Oleaceae)流苏树属(Chionanthus)的落叶乔木, 原
产美国东南部, 具有很高的观赏价值、经济价值

和药用价值。树形典雅(图1-A), 花枝美丽, 花期初

夏, 花量十分繁茂, 花冠白色, 4瓣, 深裂成丝条状, 
花形纤细, 丝丝缕缕恰如“流苏”一般, 秀丽可爱(图
1-B), 秋色叶有时呈亮黄色或金黄色, 可将其配置

于水边, 也可用于城市园林景观布置和建筑物周

围绿化, 在北美地区广泛应用于庭院、公园和道

路绿化(钱又宇和薛隽2009)。同时, 作为食品与化

妆品的天然原料, 其经济价值极高(Gülçin等2006)。
此外, 美国流苏树的树皮、根皮中含有抗氧化剂总

裂环环烯醚萜苷, 被作为顺势疗法药物可治疗黄疸

和肝炎, 具有很高的药用价值(Boyer等2011)。
近年来, 我国在流苏树的组培快繁、栽培与

开发利用等方面取得了一定成就。以流苏树种胚

为试材, 研究了不同种类及浓度的植物生长调节

剂对其无菌体系建立, 侧芽茎段伸长以及生根的

影响(王鑫和孔祥生2014)。用半木质化枝条为扦

插材料, 研究植物生长调节剂种类和浓度、处理

时间、留叶量对流苏树嫩枝扦插生根的影响, 生
根过程中插穗韧皮部、叶片可溶性糖和淀粉含量

的变化表明, 采用植物生长调节剂可促进插穗营

养物质的积累、缩短生根周期 (魏巍和张鸽香

2015)。国内对美国流苏种子的休眠特性进行了研

究(孟玲玲和张鸽香2015), 发现美国流苏种子在经

酸蚀处理后可以有效提高种子萌发率(张鸽香和孟

玲玲2015)。美国流苏通常采用种子或扦插等传统

的繁殖方法, 在国内繁殖材料稀缺, 也难以解决大

规模绿化应用的需要, 组培快繁无疑是推进美国

流苏种苗产业化进程的重要途径。本研究对美国

流苏进行组织培养研究, 期望以此加快美国流苏

引种和人工栽培的步伐, 培育出高质量的美国流

苏种苗。

材料与方法

1  试验材料

试验所用美国流苏(Chionanthus virginicus 
Linn.)种子于2015年11月从美国密苏苏里州进口。

2  试验方法

2.1  外植体消毒

选取美国流苏成熟种子去掉坚硬种壳, 将去

壳后的种子用洗洁精溶液浸泡20 min→流水冲洗

30 min→2%的84消毒液中浸泡24 h→75%乙醇消

毒3 min→0.1% HgCl2消毒5、10、15、20、30和
40 min, 无菌水冲洗4~5遍后用无菌滤纸吸去水分

置于无菌瓶中备用, 每个处理接种60个胚。比较不

同消毒时间的灭菌效果,  统计污染率和成活率。

2.2  离体胚的萌发与成苗

2.2.1  基本培养基的筛选

取上述消毒后洗净的种子在超净工作台上剥

取离体胚, 以离体胚为外植体, 采用以下三种培养

基进行萌发诱导: (1) MS; (2) WPM; (3) B5。每个

处理重复3次, 每个重复接种20瓶, 每瓶接种3个
胚。萌发的标准是指子叶膨大变绿, 幼根超过该

胚长度, 15 d后统计萌发率, 筛选出最适萌发启动

培养基。
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2.2.2  植物生长调节剂筛选

将剥取的种胚分别接入以下6种含不同浓度

及组合植物生长调节剂的WPM培养基中: (1) 1.0 
mg·L-1 6-BA; (2) 2.0 mg·L-1 6-BA; (3) 3.0 mg·L-1 
6-BA ; (4) 1.0 mg·L-1 6-BA+0.1 mg·L-1 NAA; (5) 2.0 
mg·L-1 6-BA+0.1 mg·L-1 NAA; (6) 3.0 mg·L-1 
6-BA+0.1 mg·L-1 NAA。每个处理重复3次, 每个重

复接种20瓶, 每瓶接种3个胚。15 d后统计萌发率

和成苗率。

2.3  无菌苗茎段不定芽诱导

以培养60 d的美国流苏无菌苗茎段为材料, 切
成1.5~2.0 cm长度的茎段, 依次接入以下9种含有

植物生长调节剂的WPM培养基中: (1) 2.0 mg·L-1 
KT; (2) 2.0 mg·L-1 TDZ; (3) 2.0 mg·L-1 6-BA; (4) 2.0 
mg·L-1 KT+0.2 mg·L-1 NAA; (5) 2.0 mg·L-1 TDZ+0.2 
mg·L-1 NAA; (6) 2.0 mg·L-1 6-BA+0.2 mg·L-1 NAA; 
(7) 2.0 mg·L-1 KT+0.2 mg·L-1 IBA; (8) 2.0 mg·L-1 
TDZ+0.2 mg·L-1 IBA; (9) 2.0 mg·L-1 6-BA+0.2 

图1  美国流苏的组织培养与植株再生

Fig.1  Tissue culture and plant regeneration of C. virginicus
A: 美国流苏树形; B: 美国流苏花型; C: 离体胚培养; D: 胚萌发的幼苗; E: 形成完整无菌苗; F: 茎段诱导不定芽苗; G: 生根苗根系; H: 

炼苗移栽。
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mg·L-1 IBA。每个处理重复3次, 每个重复接种20
个外植体。30 d后观察结果, 记录不定芽诱导率, 
繁殖系数, 以及不定芽生长状况。

2.4  无菌苗叶片愈伤组织诱导

以培养60 d的美国流苏无菌苗叶片为材料, 切
割成0.5 cm×0.5 cm左右大小, 剪去边缘, 避开叶脉, 
分别接种于以下11种含不同浓度及组合的植物生

长调节剂WPM培养基中: (1) 3.0 mg·L-1 6-BA; (2) 
3.0 mg·L-1 TDZ; (3) 3.0 mg·L-1 ZT; (4) 3.0 mg·L-1 

6-BA+0.2 mg·L-1 NAA; (5) 3.0 mg·L-1 TDZ+0.2 
mg·L-1 NAA; (6) 3.0 mg·L-1 ZT+0.2 mg·L-1 NAA; (7) 
3.0 mg·L-1 6-BA+0.2 mg·L-1 2,4-D; (8) 3.0 mg·L-1 

TDZ+0.2 mg·L-1 2,4-D; (9) 3.0 mg·L-1 ZT+0.2 mg·L-1 

2,4-D; (10) 3.0 mg·L-1 6-BA+0.5 mg·L-1 2,4-D; (11) 
3.0 mg·L-1 TDZ+0.5 mg·L-1 2,4-D。每个处理重复3
次, 每个重复接种20个叶块。30 d后观察结果, 记
录愈伤组织诱导率及愈伤生长状况。

2.5  生根培养

选择继代培养中生长健壮的无根苗, 接种到

以下6种诱导生根培养基中: (1) 1/2MS+1.0 mg·L-1 

IBA; (2) 1/2MS+2.0 mg·L-1 IBA; (3) 1/2MS+0.5 
mg·L-1 NAA; (4) 1/2MS+1.0 mg·L-1 NAA; (5) 
1/2MS+0.5 mg·L-1 IBA+0.5 mg·L-1 NAA; (6) 
1/2MS+1.0 mg·L-1 IBA+0.5 mg·L-1 NAA。每个处理

接种20瓶, 30 d后统计生根率。

2.6  炼苗移栽   
将培养60 d的无菌苗进行移栽, 将小苗从培养

基中取出, 用流水洗净苗根的培养基, 栽植到珍珠

岩、蛭石、营养土体积比为1:1:1的基质中, 用保

鲜膜罩起来, 保证温湿度及光照条件。

2.7  培养条件

培养基均附加蔗糖30 g·L-1、琼脂7 g·L-1 、pH 
5.8。培养温度(25±2)°C; 光照强度30 μmol·m-2·s-1, 
光照时间为12 h·d-1。

2.8  数据处理与分析

外植体污染率=污染个数/接种个数×100%; 成
活率=成活个数/(接种个数−污染个数)×100%; 萌
发率=未污染萌发胚数/未污染总胚数×100%; 成苗

率=未污染正常苗数/未污染总胚数×100%; 不定芽

诱导率=诱导出不定芽的茎段个数/接种茎段总数; 
繁殖系数=诱导后不定芽总数/原接种茎段总数; 愈
伤组织诱导率=诱导出了愈伤的外植体数/外植体

总数; 生根率=生根苗数/接种苗数×100%。

试验数据采用SPSS 19.0和Excel 2007软件进

行统计分析。

实验结果

1  消毒时间对外植体灭菌效果的影响

由图2可以看出, 0.1% HgCl2灭菌30 min效果

最好, 成活率达89.0%, 污染率为7.8%, 随着时间的

延长, 成活率逐渐下降, 污染率接近于0。当灭菌

时间为40 min时, 外植体失去活力。

图2  消毒时间对外植体灭菌效果的影响

Fig.2  Effects of sterilizing time on explants sterilization

2  离体胚的萌发与成苗

2.1  基本培养基筛选

美国流苏离体胚在MS和WPM培养基上都能

完成启动培养, 但在B5培养基上难以萌发, 在MS、
WPM、B5三种培养基上的萌发率分别为53%、

76%、3%。离体胚接种在WPM培养基3~5 d后, 胚
根尖开始膨大, 下胚轴在8~10 d后开始转绿变弯, 
子叶在15 d后伸展变绿, 下胚轴有明显伸长, 伸入

培养基中(图1-C)。离体胚在培养25 d后开始长真

叶, 伴随着明显的茎伸长(图1-D), 60 d后形成完整

的植株(图1-E)。因此筛选出最适离体胚萌发启动

培养的基本培养基为WPM培养基。

2.2  植物生长调节剂筛选

从表1可以看出, 植物生长调节剂的添加影响

了离体胚的萌发与诱导, 6-BA浓度过高或过低时

都不利于离体胚的萌发及成苗, 1.0 mg·L-1 6-BA最

利于离体胚的萌发及成苗, 萌发率和成苗率分别

为96.3%和73.9%。有的离体胚虽然能萌发但子叶

不能生长变绿, 形成不正常的小苗。并且6-BA和

NAA协同作用时, 会形成紧密型愈伤组织, 反而抑
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表1  不同植物生长调节剂对美国流苏离体胚萌发诱导

Table 1  Effects of different plant growth regulators on embryo germination induction in vitro of C. virginicus

植物生长调节剂浓度/mg·L-1	     

萌发率/%                          成苗率/%                 胚萌发平均苗高/cm	              苗生长状况
  6-BA             NAA    

1.0	 0	 96.30±0.85a	      73.9±0.87a	 6.51±0.09a	 小苗生长较快, 长势较好

2.0	 0	 72.07±3.75b	      59.3±1.21b	 5.30±0.23b	 小苗茎伸长不明显

3.0	 0	 53.70±1.67c	      47.2±0.98c	 2.69±0.24c	 小苗长势弱, 展叶慢

1.0	 0.1	 76.10±3.23b	      45.4±1.73c	 5.32±0.31b	 少量愈伤, 小苗生长缓慢

2.0	 0.1	 60.01±1.15c	      23.9±2.31d	 2.36±0.64c	 有紧密愈伤形成, 长势弱

3.0	 0.1	 35.82±4.10d	      13.1±1.27e	 2.15±0.24c	 大量紧密愈伤, 难以成苗

　　表中数据为3个重复的平均值±标准误, 同列数据标有不同字母表示有显著差异(P<0.05)。下表同此。

表2  不同植物生长调节剂对美国流苏茎段诱导不定芽发生

Table 2  Effects of different plant growth regulators on stem segments inducing adventitious buds of C. virginicus

植物生长调节剂浓度/mg·L-1                    不定芽诱导率/%	    繁殖系数               芽苗生长状况

KT 2.0	 37.70±2.65de	 2.33±0.62cd	 生长状况良好

KT 2.0+NAA 0.2	 51.13±3.35c	 2.93±0.50bcd	 叶片、茎干透明, 部分玻璃化

KT 2.0+IBA 0.2	 40.90±2.62de	 2.20±0.87d	 叶片、茎干透明, 苗玻璃化

TDZ 2.0	 29.20±1.68f	 1.60±0.53d	 基部愈伤化, 芽长势较差

TDZ 2.0+NAA 0.2	 42.77±1.29d	 1.63±0.55d	 长势不佳, 有愈伤化

TDZ 2.0+IBA 0.2	 34.77±1.93ef	 1.80±0.78d	 芽苗深绿色、纤细, 生长良好

6-BA 2.0	 72.97±0.73b	 4.13±0.23abc	 生长状况良好

6-BA 2.0+NAA 0.2 86.83±1.71a	 5.77±0.26a	 芽苗深绿色、健壮, 生长良好

6-BA 2.0+IBA 0.2	 71.83±1.86b	 4.67±0.74ab	 芽苗瘦弱, 生长状况不佳

制了离体胚的成苗生长。

3  无菌苗茎段不定芽诱导

由表2可以看出, 在培养基中单独使用KT、
TDZ和6-BA时, 茎段都能诱导出不定芽, 其中诱导

率最高的是6-BA, 诱导率达到73%, 繁殖系数为

表3  不同植物生长调节剂对美国流苏叶片 
诱导愈伤组织的影响

Table 3  Effect of different plant growth regulators on induc-
tion of callus from leaf explants of C. virginicus

植物生长调节剂浓度/mg·L-1    愈伤组织诱导率/%	 愈伤生长状况

6-BA 3.0   6.73±0.75gh	 褐色, 较硬

6-BA 3.0+NAA 0.2	 20.47±2.77e	 深绿色, 较硬

6-BA 3.0+2,4-D 0.2	 38.80±1.29b	 绿色, 疏松

6-BA 3.0+2,4-D 0.5	 45.07±1.86a	 浅绿色, 疏松

TDZ 3.0	   5.13±0.75h	 绿色, 较硬

TDZ 3.0+NAA 0.2	 19.33±2.00e	 绿色, 较硬

TDZ 3.0+2,4-D 0.2	 28.77±0.78d	 绿色, 疏松

TDZ 3.0+2,4-D 0.5	 33.90±1.71c	 浅绿色, 疏松

ZT 3.0	   0i	 无

ZT 3.0+NAA 0.2	 12.03±1.94f	 深绿色, 坚硬

ZT 3.0+2,4-D 0.2	 11.00±2.05fg	 绿色, 较紧密

4  无菌苗叶片愈伤组织诱导

由表3可知, 只添加细胞分裂素时, 叶片愈伤

诱导率较低, 诱导效果6-BA>TDZ>ZT。叶片在

WPM基本培养基条件下, 结合使用6-BA与2,4-D培

养15 d, 叶片表面形成部分凸起; 培养30 d, 叶片形

成浅绿色的愈伤组织, 较疏松; 将2,4-D浓度升高到

0.5 mg·L-1时, 诱导率最高达45.07%。当6-BA、

TDZ、ZT与NAA结合使用, 叶片愈伤组织的诱导

率都较低, 诱导得到的愈伤组织质量较差, 无法进

一步分化。

5  生根移栽

从表4中可以看出, 在生根培养中, 选取1/2MS
作为基本培养基, 其中不添加任何植物生长调节

剂和只添加IBA和NAA的基本不生根。添加1.0 

4.13。当这些细胞分裂素和生长素NAA、IBA配合

使用时, 诱导率和繁殖系数提高, 其中以2.0 mg·L-1 

6-BA配合使用0.2 mg·L-1 NAA的效果最好, 诱导率

达到86.8%, 繁殖系数为5.77, 芽苗生长状况良好

(图1-F)。
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表4  不同植物生长调节剂对美国流苏生根诱导的影响

Table 4  Effects of different plant growth regulators on root induction of C. virginicus

 植物生长调节剂浓度/mg·L-1	                   
 生根率/%	                平均主根长/cm	                    根系生长情况

IBA	 NAA				  

0	 0.5	   3.47±0.97c	 1.13±0.47bc	 主根少, 生长慢, 细; 无根毛; 无须根 
0	 1.0	   6.43±0.99c	 0.87±0.35c	 主根少, 生长慢, 细; 无根毛; 无须根 
0.5	 0.5	 55.86±5.16b	 1.77±0.31b	 主根较多, 生长慢, 细; 根毛较少; 须根少 
1.0	 0	   7.46±1.92c	 1.07±0.32bc	 主根少, 生长较慢, 细; 无根毛; 无须根 
1.0	 0.5	 89.83±3.22a	 3.06±0.37a	 主根多, 生长快, 粗壮; 根毛多; 须根多 
2.0	 0	   3.93±1.23c	 0.73±0.49c	 主根少, 生长慢, 细; 无根毛; 无须根

 

mg∙L-1 IBA、0.5 mg∙L-1 NAA的培养基中, 在整个培

养过程中无愈伤组织形成, 培养10 d左右时根原基

开始形成, 培养30 d时平均主根长达3.06 cm (图
1-G), 须根多, 生根率达89.8%。将培养60 d小苗从

培养基中取出, 用流水洗净黏附在小苗根上的培

养基 ,  移栽到珍珠岩、蛭石、营养土体积比为

1:1:1的基质中, 保证温湿度及光照条件, 结果发现, 
幼苗成活率达87% (图1-H)。

讨　　论

木本植物组织培养首先是要确保所用材料无

菌状态, 常见外植体消毒剂有次氯酸钠、乙醇、

过氧乙酸、苯酚、升汞等(王利民等2002)。本研

究用0.1% HgCl2溶液对美国流苏去掉种壳的种子

消毒30 min时, 灭菌效果最好; 而王鑫和孔祥生

(2014)用0.1% HgCl2溶液对流苏树种胚消毒2 min
时, 灭菌效果最好。种胚相比较种子而言较为幼

嫩, 容易受消毒剂侵染, 消毒时间较短。因此对外

植体进行消毒处理以及消毒时间设计是必不可少

的。不同植物材料适宜的诱导分化基本培养基也

有所差异, 外源激素的种类、质量浓度和配比是

最主要的因素之一(李霞等2005)。温瑀(2006)研究

裂叶朝鲜丁香表明: 叶片愈伤组织培养的最适培

养基为MS, 继代培养诱导不定芽的培养基为MS, 
生根的最适培养基为1/2MS。本试验对美国流苏

的离体胚进行了研究, 试验表明: 离体胚在WPM培

养基上萌发率高。与MS、B5培养基相比, WPM培

养基含有无机盐浓度较低的特点, 更适于美国流

苏离体胚, 以及后续的离体茎段及离体叶片的生

长。这与王鑫和孔祥生(2014)对流苏树种胚萌发

所用的WPM培养基相一致, 这可能与这两种植物

同科同属亲缘关系近有关。

在植物离体快繁中, 植物生长调节剂是培养

基中的关键物质, 其种类、用量及组合对培养物

的诱导分化起重要作用。本试验发现WPM+1.0 
mg·L-1 6-BA最利于美国流苏离体胚的萌发及成苗, 
在同科其它属的植物组织培养研究中也有类似的

发现, WPM+1.0 mg·L-1 6-BA有利于小叶丁香幼嫩

不定芽的生长 ,  出芽率为90%以上(王贞和刘燕

2006)。6-BA对于木本植物的再生是最有效的, 极
低浓度的6-BA就能去除顶端优势诱导器官发生, 
从而使得不定芽或侧芽直接在外植体上形成, 且
具有与其他细胞分裂素相同的作用(Hueettman和
Preece 1993)。本试验发现, 细胞分裂素和生长素

共同使用对茎段不定芽诱导效果较好, 诱导率高

达86.8%。用茎段建立快繁体系则具有发生过程

简单、诱导时间短等优点, 在遗传母本材料特性

的前提下, 能够较好地保持母本的生物学性状和

经济性状。同时, 叶片愈伤诱导试验中, 2,4-D有利

于美国流苏叶片愈伤组织的诱导, 2,4-D也运用于

其他植物外植体叶片的愈伤诱导, 黄花倒水莲叶

片在2.0 mg·L-1 2,4-D的MS培养基上培养分化成不

定芽, 其他的均不能形成不定芽(杨国等2016)。诱

导叶片愈伤组织在施用2,4-D的基础上, 另外添加

了6-BA等, 对美国流苏叶片愈伤组织的质量和胚

性作用很明显, 并可获得了较高的诱导率, 而单独

使用6-BA、ZT等生长调节剂、对叶片愈伤组织的

诱导作用不大, 可见叶片对不同生长调节剂的敏感

性不同, 对其组合以及浓度的探讨对于叶片愈伤组

织的诱导至关重要。本试验使用1/2MS来诱导生

根培养, 这与王鑫和孔祥生(2014)所用的WPM有所

不同, 这可能与地理隔离使两种植物遗传基因产

生变异有关。单独使用NAA和IBA时, 生根诱导率

都不是很高。IBA与NAA组合使用更有利于美国
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流苏无菌苗的生根诱导, 这与蚂蚱腿子试管苗生

根诱导研究结果一致(王欢等2015)。在试验中遇

到的材料污染、玻璃化等问题以及香蕉、马铃

薯等添加物对离体胚培养结果的影响有待进一步

研究。

本研究初步探讨了植物生长调节剂对离体胚

和试管苗再生植株等方面的影响, 为建立美国流

苏组织培快繁体系奠定了理论和实践基础, 因此

积极引进美国流苏成熟种子和优良无性系, 通过

组织培养达到快速繁殖的目的, 以扩大美国流苏

的种植范围, 对于提高地区的绿化景观和生物多

样性具有重要意义。
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Study on embryo culture and rapid propagation in vitro of Chionanthus vir-
ginicus
WU Xiu-Yan, ZHANG Ge-Xiang*

College of Landscape Architecture, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, China

Abstract: Using the embryo of Chionanthus virginicus as the material, the effects of different concentrations 
and combinations of plant growth regulators on the germination and plantlet regeneration, stem segments and 
leaves induction of proliferation and rooting were discussed. The results showed that the suitable embryo rooting 
medium was WPM+1.0 mg∙L-1 6-BA, the germination rate was 96.3%, the seedling rate was 73.9%, embryo 
germination average height was 6.51 cm. the suitable medium for stem segments inducing adventitious buds 
was WPM+2.0 mg∙L-1 6-BA+0.2 mg∙L-1 NAA, The induction rate was 86.8%, the propagation coefficient was 
5.77. The suitable medium for induction of callus from leaf explants was WPM+3.0 mg∙L-1 6-BA+0.5 mg∙L-1 

2,4-D, the induction rate was 45.0%, and the suitable rooting medium was 1/2MS+1.0 mg·L-1 IBA+0.5 mg·L-1 

NAA, the rooting rate was 89.8%, and the average root length was 3.03 cm. And the survival rate was 87%.
Key words: Chionanthus virginicus; embryo; tissue culture; rapid propagation
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