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野蔷薇叶片直接再生的影响因素

丁 萌 申玉晓 傅小鹏 包满珠 宁国贵

华中农业大学园艺林学学院,武汉430070

摘要 以华中地区分布的4种野蔷薇叶片为外植体,对其直接再生的影响因子进行研究,以筛选出不定芽

诱导率最高的株系及最优的诱导条件。研究结果显示,4种野蔷薇的不定芽最高诱导率差异显著,野蔷薇2号

为78.20%,3号为61.16%,4号为13.00%,1号仅5.93%;野蔷薇2号的田间叶片外植体的不定芽诱导率高于

组培苗叶片;基因型、植物生长调节剂及叶片的状态对野蔷薇的直接再生影响显著,选择合适的基因型及培养条

件极为重要。
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  野蔷薇(RosamultifloraThunb.)又名多花蔷

薇,属于蔷薇科蔷薇属多年生落叶木本植物,具有较

高的观赏价值和一定的药用价值。野蔷薇抗逆性

强,分布广泛,具有大量的基因型,是现代月季的主

要亲本之一。挖掘具有地域分布特色的优良野蔷薇

种质资源对现代月季进行改良,是培育地方特色品

种的有效方法。华中地区的野蔷薇具有繁殖容易、
生长快、抗热性强及观赏价值高的特点,既可用作月

季砧木,也可用作育种的亲本。
国内外研究者普遍以茎段、叶片、叶柄为外植

体,通过直接或间接的器官发生途径和体细胞胚发

生途径在许多木本植物上获得再生植株[1-3]。国内

对蔷薇属植物组织培养的研究主要集中在通过丛生

芽途径进行离体快繁[4],蔷薇属植物叶片直接再生

技术也日趋成熟,通过器官发生途径的植株再生研

究也有报道[5-6],另外,研究表明多种因素影响蔷薇

属植物器官的有效发生 [7-11]。
由于蔷薇属植物组织培养具有基因型依赖性,

需要建立与各基因型相对应的高效再生体系。目前

关于野蔷薇不定芽直接再生和不同株系的再生能力

差异性的研究报道很少[12],多花蔷薇再生技术复杂

且再生周期长[13-14]。本研究以华中地区不同基因型

野蔷薇优良单株为材料,研究其叶片直接再生能力

的差异,以期筛选出诱导率较高的野蔷薇,为其在园

林绿化中得到更广泛的应用及其近缘种玫瑰、月季

等的遗传改良提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材 料

4种基因型的野蔷薇采集于华中地区,种植于

华中农业大学实验基地,分别命名为:野蔷薇1号、
野蔷薇2号、野蔷薇3号、野蔷薇4号(图1)。4种

野蔷薇均有刺,其中野蔷薇1号和4号的花为白色

系,野蔷薇2号和3号的花为红色系。花期均在

4月中下旬至5月中旬。果期较长,都在6月中下

旬至12月。
1.2 野蔷薇无菌体系的建立

2010年9月,剪取地栽野蔷薇带芽枝条,去除

叶片后将其剪成3~4cm带芽茎段,自来水冲洗干

净后先用70%乙醇消毒30s,再用0.1% HgCl2消
毒10min,用无菌水冲洗3 次,然后将茎段切至

2~3cm长,接种到启动培养基上。培养基为MS+
BA0.5mg/L+NAA0.01mg/L+蔗糖30g/L+
琼脂7.5g/L。30d继代1次。继代培养基与启动

培养基相同。将长约1cm的丛生不定芽接种到伸长

培养基(MS+BA0.5mg/L+NAA0.01mg/L+蔗

糖30g/L+琼脂7.5g/L)上。30d继代1次。
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A:野蔷薇1号 R.multiflora1;B:野蔷薇2号 R.multiflora2;C:野蔷薇3号 R.multiflora3;D:野蔷薇4号R.multiflora4.

图1 处于盛花期的4种野蔷薇

Fig.1 ThefourR.multifloravaritetiesinthefull-bloomstage

1.3 野蔷薇叶片再生影响因子分析

1)基因型对诱导率的影响。对4种野蔷薇的田

间叶片消毒处理后,将其叶片接种于添加不同质量

浓度(1.0~3.0mg/L )TDZ的基本培养基(1/2
MS+TDZ1.5mg/L+NAA0.05mg/L+葡萄糖

30g/L+植物凝胶3g/L)上,筛选出诱导率最高的

株系。

2)叶片来源对诱导率的影响。以诱导率最高株

系野蔷薇2号的组培苗叶片和田间种植植株的叶片

为外植体,将其接种在分化培养基上,比较在相同培

养条件下诱导率的差异。2011年4月,剪取野蔷薇

未展开叶片、自来水冲洗干净后先用70%乙醇消毒

30s,再用0.1% HgCl2消毒5min,用无菌水冲洗

4~5次后,接种于分化培养基上,基本培养基为1/2
MS+NAA0.05mg/L+AgNO310mg/L+葡萄糖

30g/L+植物凝胶3g/L。暗培养12d,30d后统

计诱导率。

3)TDZ质量浓度对诱导率的影响。以野蔷薇

2号的组培苗叶片为外植体,每叶留约1mm长的

叶柄,接种于添加不同质量浓度(1.0~3.0mg/L)

TDZ的分化培养基上,基本培养基为:1/2MS+
NAA0.05mg/L+AgNO310mg/L+葡萄糖30
g/L+植物凝胶3g/L。暗培养12d,光培养18d
后统计诱导率。比较在相同培养条件下,TDZ高质

量浓度(2.0、3.0mg/L)的分化培养基上诱导率与

TDZ低质量浓度(1.0、1.5mg/L)的分化培养基上

诱导率的差异。
1.4 野蔷薇生根培养

将长约2cm的丛生不定芽接种到生根培养基

(1/2MS+IBA0.5mg/L+蔗糖30g/L +琼脂

7.5g/L)上。

以上所有试验均设有3次重复,每次重复为

15~25个外植体。培养条件为培养 温 度(24±
2)℃,每天光照14h。培养30d后统计叶片的不

定芽分化率。ANOVA进行方差统计分析。

2 结果与分析

2.1 不定芽的诱导和分化

1)基因型对诱导率的影响。将消毒后的田间叶

片接种于添加不同质量浓度TDZ的分化培养基上,

30d后发现4种野蔷薇都有不同程度的不定芽分化

(图2),但分化率有显著差异,以野蔷薇2号的分化

率最高,达78.20%,其分化培养基为1/2MS+
TDZ1.5mg/L+NAA0.05mg/L+葡萄糖30
g/L+植物凝胶3g/L。其次为3号不定芽,诱导率

为61.16%,第三是4号不定芽,诱导率为13.00%,
最后是1号不定芽,诱导率为5.93%(表1)。

2)叶片来源对诱导率的影响。筛选出诱导率最

高的野蔷薇2号,取其无菌苗叶片与田间叶片共同

接种于含1.5mg/LTDZ的分化培养基上。30d
后在培养基上都有不定芽分化(图2),结果显示田

间叶片表现出了更强的分化能力,诱导率远远高于

组培苗叶片(表2)。

3)TDZ对诱导率的影响。取野蔷薇2号无菌

苗的叶片分别接种于含不同质量浓度TDZ的分化

培养基上。30d后4种培养基上都有不定芽的分

化,低质量浓度(1.0、1.5mg/L)的TDZ之间及高质

量浓度(2.0、3.0mg/L)的TDZ之间的诱导率没有显

著差异。但是在2种高质量浓度TDZ的分化培养基

上,大多数叶柄基部严重愈伤化,部分叶片出现了不

定根,分化率明显低于低浓度的TDZ分化培养基(表

3),且分化的不定芽大多表现畸形,难以正常成株。
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表1 基因型对小叶不定芽诱导的影响1)

Table1 EffectsofgenotypeandTDZonadventitiousbudinductionofleaflet

基因型

Genotype
TDZ/(mg/L)

接种叶片数

No.ofleafexplants

发生不定芽的叶片数

No.ofleafexplantsforming
adventitiousbud

不定芽诱导率/%
Frequencyofadventitious

budinduction
野蔷薇1号 R.multiflora1

1.0

70 4 5.70±0.10e
野蔷薇2号 R.multiflora2 63 81 77.77±0.20a
野蔷薇3号 R.multiflora3 61 36 59.10±0.43c
野蔷薇4号 R.multiflora4 86 10 11.63±1.3d

野蔷薇1号 R.multiflora1

1.5

67 4 5.93±0.59e
野蔷薇2号 R.multiflora2 55 43 78.20±1.73a
野蔷薇3号 R.multiflora3 72 44 61.16±1.15b
野蔷薇4号 R.multiflora4 100 13 13.00±0.26d
1)数据显示为平均值±标准误,不同字母表示在P<0.05水平上差异显著;下同。Valuesshownaremeans±standarderrors,values

significantlydifferentwithincolumnsatthe0.05levelofsignificanceareindicatedwithdifferentsmallletter,whichhavesamemean-
ingsinthefollowingtable.Thesameasfollows.

表2 叶片来源对野蔷薇2号小叶不定芽诱导的影响

Table2 EffectsofleafsourcesonadventitiousbudinductionofleafletinR.multiflora2

叶片来源

Sourceofleaf
接种叶片数

No.ofleafexplants

发生不定芽的叶片数

No.ofleafexplantsforming
adventitiousbud

不定芽诱导率/%
Frequencyofadventitious

budinduction

田间叶片

Leavesharvesteddirectlyfromfield 55 43 78.20±1.73a
组培苗叶片

Leavesfromsterileseedling 60 25 41.66±1.46b

表3 TDZ浓度对野蔷薇2号小叶不定芽诱导的影响

Table3 EffectsofTDZconcentrationsonadventitiousbudinductionofleafletinR.multiflora2

TDZ/(mg/L)
接种叶片数

No.ofleafexplants
发生不定芽的叶片数

No.ofleafexplantsformingadventitiousbud
不定芽诱导率/%

Frequencyofadventitiousbudinduction
1.0 64 26 40.90±0.72a
1.5 60 25 41.66±1.46a
2.0 57 6 10.57±0.64b
3.0 66 7 10.63±0.21b

2.2 不定芽的伸长、增殖、生根

待不定芽长度大于1cm后,将其从外植体上切

下,接种到增殖培养基(MS+BA0.5mg/L+NAA
0.01mg/L +蔗糖30g/L +琼脂7.5g/L),约

30d后观察结果。结果(图2)显示,4种野蔷薇的不

定芽正常发育,均能再生成植株。将不定芽长度大

于2cm 的野蔷薇2号植株,接种于生根培养基

(1/2MS+IBA0.5mg/L+蔗糖30g/L+琼脂7.5
g/L),约30d后观察,结果显示,所有的再生植株均

能生根,生根率达到100%(图3)。

A:野蔷薇1号 R.multiflora1;B:野蔷薇2号 R.multiflora2;C:野蔷薇3号 R.multiflora3;D:野蔷薇4号R.multiflora4.

图2 4种野蔷薇接种30d后叶柄不定芽再生情况

Fig.2 Adventitiousshootsregeneratingfrompetioleofleavesharvestedfromfield

offourRosamultifloracultivars
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 A:野蔷薇2号组培苗叶片接种30d叶柄不定芽再生情况 Adventitiousshootsregeneratingfrompetioleafter30daysculture;B:接

种30d再生不定芽 Amagnifiedadventitiousshootafterculturing30days;C:不定芽增殖 Multiplicationofadventitiousshoots;D:长

根的再生植株 Arootedregeneratedplantlet.

图3 野蔷薇再生

Fig.3 RegenerationofR.multiflora

3 讨 论

在蔷薇属植物茎段、叶片、叶柄等外植体的再生

研究中,通过愈伤组织发生、体细胞胚胎发生等途径

获得再生芽的离体培养对品种和外植体的依赖性

强,而且不定芽再生率普遍偏低[7]。本研究的4种

华中地区优良野蔷薇在培养中,野蔷薇2号的不定

芽诱导率高达78.20%,而其他几个株系再生率明

显较低,说明基因型依然是影响野蔷薇再生能力的

重要因素。进一步证实了蔷薇属植物遗传背景相对

复杂,基 因 型 对 其 叶 片 再 生 能 力 的 影 响 尤 为 显

著[15]。通过花色与再生率的对应分析表明,同白花

色系的野蔷薇1号和4号的诱导率比较接近,同红

花色系的野蔷薇2号和3号的诱导率也比较接近,
但是2组之间的诱导率差异较大,这也在一定程度

上说明野蔷薇的遗传背景(基因型)对叶片不定芽直

接诱导存在一定影响。
另外,在前人的一些研究报道中,叶片的来源对

蔷薇属植物种类的再生存在比较大的影响,而且各

报道结果有所不同[6,15]。在相同培养条件下,田间

野蔷薇叶片的不定芽诱导率高于组培苗叶片。究其

原因,可能是因为野蔷薇田间叶片的生活力较强,经
过消毒后的叶片抗逆性变强,容易适应分化培养基。

诱导培养基中高质量浓度的TDZ对不定芽的

诱导和分化相对有利,但不利于不定芽的伸长和长

大,长时间在这种培养基上培养,可使不定芽畸形或

影响不定芽后期的发育,促进愈伤组织形成而降低

植株再生率[6],本试验中也出现了类似现象。野蔷

薇不定芽诱导率随着TDZ质量浓度的升高而升高,
在TDZ1.5mg/L的时候达到最高,随着TDZ质量

浓度的升高,叶柄基部形成了大量的愈伤,愈伤不断

增殖,但难以形成正常植株,而且即使叶片基部形成

了不定芽但表现畸形,难以再生成正常的植株。另

外,研究表明野蔷薇的外植体在相同的培养基上能

产生不同的组织及结构,这种现象与梅花的再生研

究结果相一致[16-17]。野蔷薇叶片的叶柄基部在相同

的培养条件下,还可形成愈伤组织和不定根,而且

有时在相同培养条件下,同基因型的不定芽的诱导

率有差异,可能是因为外植体的发育阶段不一,内源

生长激素的不均衡所致。
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FactorsinfluencingdirectregenerationfromleavesofRosamultiflora

DINGMeng SHENYu-xiao FUXiao-peng BAOMan-zhu NINGGuo-gui

CollegeofHorticultureandForestrySciences,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Factorsaffectingplantregenerationsoffourrosecultivars(Rosamultiflora Thunb.)

werestudiedwithleavesharvesteddirectlyfromfieldstofurtherdeterminetheoptionalculturecondi-
tionandhighfrequentregenerationgenotypes.Resultsshowedthattherewassignificantdifferencea-
mongtheadventitiousbudregeneration.Thehighestone(78.20%)wasfromR.multiflora2,thesec-
ond(61.16%)fromR.multiflora3,thethird(13.00%)fromR.multiflora4andthefourth(5.93%)

fromR.multiflora.Theregenerationrateofleavesharvesteddirectlyfromfieldishigherthanthatof
leavesfromsterileseedlinginvitroculture.Theresultsindictedthatgenotypes,planthormonesandthe
sourceoftheexplantshadsignificanteffectontheadventitiousshootsinduction.Itisimportanttoselect
suitablegenotypeandoptionalconditioninvitrotissuecultureofR.multifloraspecies.

Keywords Rosamultiflora;directregeneration;genotype;adventitiousbud;explant
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