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玫瑰叶片直接再生及其影响因素

邢 文 包 颖 丁 萌 傅小鹏 包满珠 宁国贵

华中农业大学园艺林学学院/园艺植物生物学教育部重点实验室,武汉430070

摘要 以‘唐白’、‘紫枝’、‘唐红’和‘朱龙游空’4个玫瑰品种为试材研究不同的外植体、暗培养时间和激

素组合对玫瑰不定芽直接诱导和植株再生的影响。结果表明:4个玫瑰品种在不定芽诱导培养基上黑暗培养

10~15d转入光照培养15~20d,而后转入含有0.5mg/LBA 和0.01mg/LNAA的 MS培养基光下培养,再
生效果最好;不同外植体间存在显著差异,未展开小叶的再生能力最好;不同基因型之间存在显著差异,‘唐白’

在添加1.0mg/LTDZ、0.05mg/LNAA的1/2MS培养基中再生率最高,达到70.6%;‘紫枝’和‘唐红’在添加

1.5mg/LTDZ、0.05mg/LNAA的1/2MS培养基中再生率最高,分别为47.9%和36.5%;‘朱龙游空’在添加

1.0mg/LBA、0.3mg/LTDZ和0.05mg/LNAA的1/2MS培养基中再生率最高,达到60%。黑暗培养对不定

芽分化有一定的促进作用,但不利于不定芽再生,‘唐白’、‘紫枝’和‘朱龙游空’的最佳暗培养时间为10d,而‘唐
红’的最佳暗培养时间为15d。另外,4个玫瑰品种在添加有IBA0.5mg/L的1/2MS培养基上生根率最高。
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  玫瑰(Rosarugosa)是蔷薇科(Rosaceae)蔷薇

属落叶丛生灌木,香气宜人、含精油量高,是我国重

要的经济植物。它既能提炼精油,又是珍贵的中药

材和食品工业的重要原料。过去10年中,虽然已有

很多关于蔷薇属植物的组织离体培养并成功诱导植

株再生的报道[1-4],但对玫瑰的离体培养和植株再生

的研究报道相对较少,Kunitake等[5]和Kim等[6]分

别以未成熟种子和合子胚为外植体,对玫瑰体细胞

胚发生途径进行了研究,但是再生效率并不高,而且

以未成熟种子为外植体并不能保持母父本的优良性

状,也不能为特定基因型的玫瑰品种基因改良提供

基础。因此,不定芽直接再生途径具有明显的优越

性,而不定芽直接再生在玫瑰中还未见报道。笔者

对玫瑰叶片不定芽直接再生途径的主要影响因素进

行研究,建立离体叶片再生植株体系,以期为玫瑰的

遗传转化奠定基础。

1 材料与方法

1.1 植物材料及培养条件

试验材料取自华中农业大学园林植物细胞生物

学实验室增殖保存的试管苗,包括‘唐白’、‘唐红’、
‘紫枝’和‘朱龙游空’4个品种,均由带芽茎段萌发

增殖而来[7]。试管苗在增殖培养基 MS+0.5mg/L
6-BA+0.01mg/LNAA中继代保存,每4周继代

1次,取无菌苗的叶片进行再生试验。
所有培养基pH 值调至5.8~6.0,于121℃、

1.1kg/m2压力下灭菌20min。培养温度为(24±
2)℃,光照强度1000~1200lx,每天光照14h(暗
培养除外)。
1.2 外植体对不定芽再生的影响试验

取4个玫瑰品种的未展开小叶、展开小叶和复

叶为外植体,以远轴面朝下接种于诱导培养基上

(1/2MS+3%葡萄糖+0.3%植物凝胶+1.5mg/L
TDZ+0.05mg/LNAA+10mg/LAgNO3+100
mg/L水解酪蛋白),黑暗条件下培养,10~15d后

转入光照培养15~20d,统计再生率(再生率=再生

不定芽的外植体数/供试外植体数×100%,下同)。
1.3 植物生长激素对不定芽再生的影响试验

1)TDZ质量浓度试验。以4个玫瑰品种为试

验材料,将其未展开小叶分别接种于含有不同质量
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浓度 (0.5、1.0、1.5、2.0mg/L)TDZ的诱导培养基

(1/2MS+3%葡 萄 糖+0.3%植 物 凝 胶+ 0.05
mg/LNAA+10mg/LAgNO3+100mg/L水解酪

蛋白+0.5~2.0mg/LTDZ)上。

2)6-BA质量浓度试验。以‘朱龙游空’为试验

材料,将其未展开小叶分别接种于含有不同质量浓

度(0.3、0.5mg/L)TDZ和6-BA(0、1.0mg/L)的
诱导培养基(1/2MS+3%葡萄糖+0.3%植物凝

胶+0.05mg/LNAA+10mg/LAgNO3+100mg/L
水解酪蛋白+(0.3、0.5mg/L)TDZ+(0、1.0mg/L
6-BA)上。暗培养10d后转入光下培养30d后统计

再生率。
1.4 暗培养时间对不定芽再生的影响试验

取4个品种的未展开小叶叶片,将其接种于诱

导培养基(1/2MS+3%葡萄糖+0.3%植物凝胶+
0.5~1.5mg/LTDZ+ 0.05mg/LNAA+10
mg/LAgNO3+100mg/L水解酪蛋白)上,分别暗

培养5、10、15、20d,然后转入光照培养15~20d,统
计再生率。
1.5 不定芽的生长与生根试验

将诱导得到的不定芽转接到 MS+3%葡萄

糖+0.75% 琼脂+0.5mg/L6-BA+0.01mg/L
NAA增殖培养基上进行芽体的生长和增殖。

将生长到1~2m 的 枝 条 转 入 生 根 培 养 基

1/2MS+IBA0.5mg/L中生根培养。
1.6 炼苗及移栽

当幼苗高至2~3cm并具有4条以上的根(根
长大于1cm)时,开瓶在散射光下炼苗2d,然后移

栽至经高温灭菌的泥炭土与珍珠盐混合土中室内种

植,待成活后移到室外。
1.7 数据统计与分析

以上试验均设有3次重复,每次重复为30个外

植体。所得数据采用SAS软件进行方差分析和多

重比较分析(Duncan’s法)。百分数数据分别经反

正弦 (y=arcsinx1/2)转换后,再进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 基因型与外植体对不定芽诱导的影响

3种外植体在诱导培养基(1/2MS+3%葡萄

糖+0.3%植物凝胶+1.5mg/LTDZ+0.05mg/L
NAA+10mg/LAgNO3+100mg/L水解酪蛋白)上
暗培养7d后,叶柄切口处不同程度地膨大,以未展

开小叶外植体的叶柄处膨大更明显(图1A),没有出

现愈伤组织。暗培养10~15d后,未展开小叶叶柄

切口 膨 大 处 已 经 形 成 了 白 色 的 突 起(图1B),
是已分化的不定芽,而展开小叶和复叶的大部分叶

 A:未展开小叶在诱导培养基上暗培养5~7d,叶柄切口处开始膨大;B:未展开小叶在诱导培养基上暗培养15~20d,叶柄切口处

出现圆形突起;C:不定芽形成的早期;D:不定芽形成的中期;E:转入光照培养30d高频再生的不定芽;F:不定芽的生长;G:不定芽

生根;H:组培苗移栽成活 标尺=0.5cmA:Leafletsculturedrespondedbyinternalswellingaroundtheincisionatthepetiolularbase
within5-7daysindarknessontheadventitiousbudsinductionmedium;B:Globularstructures,whereadventitiousbuds(arrow)were
firstobservedformeddirectlyontheleafletsurfaceafter15-20daysofcultureontheadventitiousbudsinductionmediumindarness;

C:Adventitiousbudsinitiatedinearlystage;D:Adventitiousbudsgrowinlaterstage;E:Highregenerationrateofmultipleshootsde-
velopedonleafletsculturedfor30daysatthesecondstage;F:Shootelongation;G:Rootingofshoots;H:Hardenedregeneratedplant-
lets.Bar=0.5cm.

图1 玫瑰直接诱导不定芽与植株再生

Fig.1 AdventitiousbudinductionandplanetconversioninRosarugosa
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柄切口不能形成白色的突起。当转入光下培养后,
这些白色突起很快变绿(图1C),形成绿色的芽体

(图1D),并抽出叶片和枝条(图1E)。
试验结果(图2)表明,4个品种以及不同外植体

的不定芽诱导率存在显著差异(P<0.05),基因型

与外植体之间存在交互作用(P<0.05)。‘唐白’、
‘朱龙游空’、‘紫枝’和‘唐红’4个品种的3种外植

体中,未展开小叶的不定芽诱导率最高,分别为

70.6%、60.0%、47.9% 和36.5%。‘唐白’和‘紫
枝’的展开小叶能诱导出不定芽,但诱导率很低,分
别只有28.8%和0.3%,而‘朱龙游空’和‘唐红’的
未展开小叶无法诱导出不定芽。3种外植体中,复
叶诱导不定芽的能力最差,‘朱龙游空’、‘紫枝’和
‘唐红’均无法诱导出不定芽,‘唐白’的不定芽诱导

率仅有0.6%。

 图中数据为平均值±标准差,不同小写英文字母表示数据间差异显著(P<0.05)Valuesshownaremean±standarderrors.Values

thataresignificantlydifferentwithincolumnsatthe5%levelofsignificanceareindicatedwithdifferentletters.

图2 不同外植体对玫瑰不定芽诱导的影响

Fig.2 Effectsofexplantsonadventitiousbudinduction
2.2 基因型与植物生长激素对不定芽诱导的影响

1)基因型与TDZ。由表1可以看出,4个品种

的不定芽诱导率存在显著差异,在培养基中添加

TDZ对不定芽的诱导有显著影响,且基因型与TDZ
之间存在交互作用。4个品种中,‘唐白’的不定芽

诱导能力最强,再生率最高,为70.6%;而‘唐红’的
不定芽诱导能力最弱,再生率最低,为36.5%。4个

品种不定芽诱导的最适TDZ质量浓度并不相同,不
定芽诱导率与TDZ的质量浓度之间不存在正相关,
高质量浓度(2.0mg/L)的TDZ对不定芽的生成有

抑制作用,‘唐白’在1.0mg/LTDZ的培养基中不

定芽诱导率最高,为70.6%;‘紫枝’和‘唐红’均在

1.5mg/LTDZ的培养基中不定芽诱导率最高,分
别为47.9% 和36.5%;而‘朱龙游空’在0.5mg/L
TDZ的培养基中不定芽诱导率最高,为50.6%。在

没有添加TDZ的培养基上4个品种均无法诱导出

不定芽。由此可见,TDZ在玫瑰叶片不定芽的分化

中起着重要作用。

2)6-BA和TDZ组合。将玫瑰品种‘唐白’、‘唐

红’、‘紫枝’和‘朱龙游空’的未展开小叶分别接种到

加有不同质量浓度的TDZ和6-BA的培养基上,发
现6-BA在‘朱龙游空’的不定芽诱导中有一定的作

用,而对其他几个品种没有明显作用。经过方差分

析发现,是否添加6-BA对‘朱龙游空’的不定芽诱

导有显著影响(P<0.05),6-BA与TDZ之间存在

交互作用(P<0.05)。
由表2可以看出,不同6-BA与TDZ组合培养

基之间存在显著差异,在只添加低质量浓度(0.3
mg/L)TDZ的培养基与同时添加高质量浓度的

6-BA(1.0mg/L)和TDZ(0.5mg/L)的培养基上,
‘朱龙 游 空’不 定 芽 诱 导 率 分 别 只 有28.3%和

35.0%;而 在 同 时 添 加 1.0 mg/L6-BA 和 0.3
mg/LTDZ的培养基与只添加0.5mg/LTDZ的培

养基上不定芽诱导率高,分别可 达 到60.0%和

50.0%。但在只添加0.5mg/L的培养基上有畸形

芽出现,无法正常生长,而在添加1.0mg/L6-BA
和0.3mg/LTDZ的培养基上没有畸形芽出现,所
有不定芽均可正常生长成苗。
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表1 基因型与TDZ对不定芽诱导的影响1)

Table1 EffectsofgenotypeandTDZondirectadventitiousbudinduction %

TDZ/

(mg/L)
NAA/

(mg/L)

不定芽诱导率Frequencyofadventitiousbudsdifferentiation

‘唐红’‘TangRed’ ‘唐白’‘TangWhite’ ‘朱龙游空’‘PuceDragon’‘紫枝’‘PurpleBranch’

0.0 0.05 0.0±0.0b 0.0±0.0b 0.0±0.0b 0.0±0.0b

0.5 0.05 31.7±16.1a 55.4±8.3a 50.6±1.3a 41.3±5.7a

1.0 0.05 28.3±18.9a 70.6±5.1a 32.5±5.0a 37.4±20.9a

1.5 0.05 36.5±7.3a 67.9±8.3a 26.5±4.2a 47.9±1.8a

2.0 0.05 14.1±5.8b 63.8±27.1a 19.4±1.0a 30.7±7.0a

均值 Mean 22.1b 51.5a 25.8b 31.5b

FGenotype 19.23*

FTDZ 35.18*

FGenotype×TDZ 1.35*

 1)表中数据为平均值±标准误;同一栏中不同小写英文字母表示数据间差异显著(P<0.05);*表示F值检验差异显著(P<0.05),

下同Valuesrepresentthemeans±SE.MeansfollowedbydifferentlettersaresignificantlydifferentatP=0.05;*indicatesstatis-
ticallysignificantbetweenTDZandgenotypeatP=0.05.Thesameasfollows.

  表2 不同6-BA与TDZ配比对‘朱龙游空’

不定芽诱导的影响

Table2 Influencesof6-BAandTDZcombinationsoninduction

ofdirectadventitiousbudof‘PuceDragon’cultivar

6-BA/
(mg/L)

TDZ/
(mg/L)

不定芽诱导率/%
Frequencyofadventitious
budsdifferentiation

0.0 0.3 28.3±7.6b

1.0 0.3 60.0±5.0a

0.0 0.5 50.0±5.0a

1.0 0.5 35.0±5.0b

2.3 培养时间对不定芽诱导的影响

试验结果(图3)表明,4个品种暗培养5、10、15
和20d的不 定 芽 诱 导 率 均 存 在 显 著 差 异(P<
0.05)。‘唐白’、‘紫枝’和‘朱龙游空’暗培养10d不

定芽诱导率最高,分别为70.6%、47.9%和60.0%;
而‘唐 红’暗 培 养 15d 不 定 芽 诱 导 率 最 高,为

36.5%。暗培养时间过短和过长都对不定芽诱导不

利,时间太短(5d)诱导效果没有达到,而时间太长

(20d)会导致芽体的白化和促进愈伤的形成。
2.4 不定芽的生长与生根

将不定芽切下,转入添加有0.5mg/L6-BA和

0.05mg/LNAA的 MS培养基上增殖培养,所有

不定芽均能抽枝成苗(图1F)。
待不定芽生长到1~2cm,将其转入生根培养

基(1/2MS+0.5mg/LIBA)上生根培养[7],1个月

后,生根数大于4,根长大于2cm(图1G),经炼苗

图3 暗培养时间对玫瑰不定芽诱导的影响

Fig.3 Effectsofdurationofdarknessduringinduction

periodonadventitiousbudinduction

后种植在泥炭土和珍珠盐混合土中,在小苗上部倒

扣透明塑料杯保证一定空气湿度,2周后,90%的植

株可移栽成活(图1H)。

3 讨 论

叶片直接分化不定芽发育成植株是一个非常复

杂的脱分化再分化的过程,在整个过程中影响叶片

再生能力的因素有很多,本试验对其中几个主要的

因素进行了研究。
在有关植株再生的研究中,外植体对不定芽的

诱导起着重要作用。Pati等[2]利用 Rosadamask
Mill.的复叶直接诱导出不定芽,诱导率达到69%。
而我们的研究结果与之相反,我们发现复叶和展开

小叶的诱导能力很差,而未展开小叶的不定芽诱导
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能力最强。这一点与Dubois等[7]的报道相似,可能

由于未展开小叶处于叶片的幼嫩时期,叶柄基部的

细胞相对比较原始,对激素的诱导更加敏感,更容易

分化形成有序结构,而展开小叶和复叶处于叶片的

成熟阶段,叶柄基部的细胞对激素已经不再敏感,失
去了分化能力。

基因型也是影响植株再生的重要因素。李敬

蕊[9]对15个切花月季品种小叶不定芽诱导能力进

行了研究,结果表明在同一培养基上,不同月季品种

的小叶不定芽诱导能力存在着显著差异。任桂芳

等[10]对13个月季品种的叶片再生能力进行了研

究,仅有6个品种能够再生植株。我们以4个玫瑰

品种‘唐白’、‘唐红’、‘紫枝’和‘朱龙游空’未展开小

叶为外植体进行了研究,结果表明,这4个品种均能

实现不定芽的直接再生,但是不同基因型间不定芽

诱导能力存在着显著差异,‘唐白’的不定芽诱导率

最高,而‘唐红’最低。

Huetteman等[11]研究发现,TDZ是木本植物

离体组织培养中活性最强的细胞分裂素类似物质,
这一点在很多蔷薇属植株中也得到了证实[2-4,8]。本

研究发现,TDZ也是玫瑰不定芽直接再生的重要

影响因素,在没有添加TDZ的培养基中无法实现

不定芽的诱导。然而,TDZ的质量浓度与不定芽

的诱导率并不一定成正比例关系的,高质量浓度

的TDZ会抑制不定芽的形成,还会导致畸形芽的

产生。
在以往蔷薇属植物叶片再生的研究中,TDZ是

主要的植物生长调节剂,而对BA的报道较少。瞿

素萍等[12]的研究结果表明TDZ在切花月季再生中

的效果要优于BA,但本研究表明BA对于玫瑰‘朱
龙游空’不定芽的诱导有显著影响,而高质量浓度

的TDZ会抑制该玫瑰品种的不定芽诱导,导致畸

形芽的产生,诱导得到的不定芽在后期无法抽枝。
这一结果与 Ning等[13]对蔷薇科植物梅花的研究

结果相似。
在很多蔷薇属植物叶片再生的研究中,黑暗培

养对不定芽的诱导起到了重要作用,最适合的暗培

养时间为3~7d[1-2,7,14]。高莉萍等[15]以‘萨蔓莎’
叶片为外植体进行研究时发现暗培养8d对小叶片

不定芽的诱导效果最好。而本研究表明,最适合玫

瑰不定芽诱导的暗培养时间为10~15d,时间过短,
叶柄基部无法形成突起,而时间过长则会导致愈伤

的形成。另一方面,在前人对蔷薇属植物的研究中,

大多数在暗培养结束后直接将外植体从诱导培养基

转入增殖培养基进行光照条件下培养[1,7,14-15]。而

本试验在暗培养结束后,外植体继续在诱导培养基

上转入光照培养,15~20d后再转入增殖培养基培

养效果最好,这一点与 Pati等[2]对 Rosadamask
Mill.的叶片再生研究结果类似:诱导培养21d效

果最好,诱导率可达到69%。
本研究通过器官发生的直接途径,建立了4个

玫瑰品种叶片不定芽直接再生体系,可为今后玫瑰

优株保存和品种改良奠定基础。
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FactorsaffectingdirectorganogensisfromunexpandedleafletsofRosarugosa

XINGWen BAOYing DINGMeng FUXiao-peng BAOMan-zhu NINGGuo-gui

CollegeofHorticultureandForestrySciences/KeylaboratoryofHorticulturalPlantBiology,

MinistryofEducation,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract AprotocolofdirectorganogenesisfromunexpandedleafletsoffourRosarugosa (Rosa
rugosaThunb.)cultivarswasdeveloped.Effectsofexplants,inductionperiodunderdarkcondition,

combinationsofplantgrowthregulatorswereinvestigated.Theresultsshowedthatthehighestfrequen-
cyofadventitiousbudsinductionandplantregenerationwereobtainedbyusingathree-stageprocedure:

initiallyexcisedunexpandedleafletswereincubatedonhalf-strengthMS(1/2MS)mediumsupplemen-
tedwith0.05mg/LNAAandcertainconcentrationTDZandBAadjustedforeachcultivarunderthe
darkconditionfor10-15dandsubsequentlytransferredintolightconditionfor20d,adventitiousbuds
excisedfromtheleaveswerefinallytransferredtotheMSmediumwith0.5mg/LBA,0.01mg/LNAA
inthelightforelongation.Budformationcapacitywasalsosignificantlyaffectedbythegenotype.Among
thefourcultivars,thehighestshootregenerationresponse(70.6%)wasobtainedfor‘TangWhite’.For
cultivar‘PuceDragon’,thereweresignificanteffectsonadventitiousbudinductionwhenincorporating
of1.0mg/LBAand0.3mg/LTDZonthebasicmedium.Forcultivar‘TangWhite’,‘PuceDragon’

and‘PurpleBranch’,keepingtheculturesunderdarknessfor10dpromotedshootinductionofleaflets
explants,whilefor‘TangRed’,thebestresultswereobtainedindarknessfor15d.Elongatedshoots
wereexcisedandrootedbeston1/2MSmediumsupplementedwith0.5mg/LIBA.Rootedplantlets,

morethan4rootsandlongerthan1cm,weresuccessfullytransplantedtosoilforacclimatization.
Keywords Rosarugosa;unexpandedleaflet;thedifferentiationofadventitiousbuds;plantregen-

eration
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