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摘要 ：应用正交设计法研究了植物生长调节剂、硝酸银和活性碳等对中华结缕草(Zoysia sinica Hance)幼嫩茎尖 

愈伤组织的诱导、不定芽分化和生根培养的影响。结果表明：利于中华结缕草愈伤组织诱导的培养基为 MS+ 

0．15 mg／L NAA+1．0 mg／L 6一BA+27 g／L蔗糖 +5．5 g／L琼脂，诱导率为 56．8％；MS+0．5 mg／L 2，4一D + 

1．0 mg／L CPPU +4．0 mg／L AgNO +29 g／L蔗糖 +6．5 g／L琼脂作分化和增殖培养基效果最好，分化率为 

68．42％，增殖率为6．3；利于生根的培养基为 1／2 MS+0．4 mg／L IBA+0．3 mg／L NAA+1．5 mg／L活性碳 + 

25 g／L蔗糖 +7．0 g／L琼脂，生根率为95．1％。移栽基质为蛭石 +珍珠岩 +腐叶土(1：1：1)效果最好 ，成活率 

99．5％，且苗生长健壮。 
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Tissue Culture and Rapid Propagation Technique of 

Zoysia sinica Hance M eristem 
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(College of Biology Science and Technology，Nanyang Normal University，Nanyang 473061，China) 

Abstract：Using orthogonahy design L9(3 )，the effects of plant growth regulators，AgNO3 and activated 

carbon etc on the induction of callus，adventition buds induction and the adventition bud rooting with Zoysia 

sinica Hance tender meristem were studied．The results showed that the best medium for callus inducing was 

MS + 0．15 mg／L NAA+1．0 mg／L 6一BA + 27 g／L sucrose + 5．5 g／L agar．with the induction~equency 

of 56．8％ ，；the best medium for the adventitious buds induction was MS+ 0．5 mg／L 2，4一D + 1．0 mg／L 

CPPU +3．5 mg／L AgNO3+ 29 g／L sucrose+ 6．5 g／L agar，and differentiation rate is 68．42％ ，the multi— 

plication rate was 6．3：the rooting and growing was the best on the medium 1／2MS+0．4 mg／L IBA + 

0．3 mg／L NAA + 1．5 mg／L activated carbon + 25 g／L sucrose + 7．0 g／L agar．The rooting rate was 

95．1％．Plant material was the best with the vermiculite+pearlite+leaf mold(1：1：1)，and the survival 

rate was 99．5％ ． 

Key words：Zoysia sinica Hance；meristem；tissue culture；orthogonal design experiments；analysis of vari— 

an 

收稿日期：2007—03—03 修回日期：2007—05—10 

基金项目：河南省科技攻关项目(0524050006) 

作者简介：枉敏华(1964一)，男，副教授，主要从事植物组织培养及食品生物技术研究，E—mail：duminhua2@126 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


· 534· 江 西 农 业 大 学 学 报 第 29卷 

中华结缕草(Zoysia sinica Hance)是国产珍贵的优良草坪植物，叶片质地较细，色泽美，扩展快，其 

适宜生境土壤的pH值在7．2～9．3，可作为盐碱地及沿海城市建植草坪的优良植物⋯。然而，较短的绿 

色期、较少的品种、常规繁殖系数低下成为其进一步扩大应用范围的限制因子。组织培养是利用现代生 

物技术改良结缕草属(Zoysia)植物遗传性状的前提和基础。迄今为止，关于结缕草属植物结缕草种(Z． 

japonica)的组织培养和遗传转化研究已有一些报道 ’引。但目前有关中华结缕草再生体系建立方面的 

研究很少，仅限于杜雪玲等 ，钱永强等 以中华结缕草成熟胚为外植体通过胚性愈伤组织发生进行 

植株再生的尝试；韦善君等 中华结缕草成熟种子为外植体对愈伤组织的初步诱导，但都处于实验室 

阶段，愈伤组织诱导率、丛生芽分化率均偏低 ，且国内外尚未见以中华结缕草茎尖为外植体建立的 

离体再生体系的报道。基于此，本文以中华结缕草的茎尖为试材，采用正交设计和方差分析的方法，系 

统地将影响植株再生体系建立的因素做最优化组合，建立了中华结缕草组织培养植株高频再生体系，为 

进一步应用生物技术改良草坪用中华结缕草提供技术平台。 

1 材料与方法 

1．1 取材及培养条件 

材料来源：中华结缕草(Zoysia sinica Hance)由南阳市园林处提供。 

材料处理：取带 1～3个叶片的中华结缕草幼嫩茎尖，以流水冲洗 26 min，‘p=75％酒精灭菌 30 S， 

1 g／L HgC1 消毒6～9 min，取出后用无菌水冲洗 3～5次，得无菌材料。 

外植体的诱导分化：取中华结缕草无菌茎尖，以MS+27 g／L蔗糖 +5．5 g／L琼脂为基本培养基，附 

加两种不同浓度的激素 6一BA(0．2，0．5，1．0，2．0，2．5)mg／L和 NAA(0．05，0．15，0．55，1．0)mg／L，共 

20个不同质量浓度水平 的组合进行愈伤组织的诱导。暗处理 13 d后 ，每 日光照。 

诱导芽的分化和增殖：挑取新鲜、颗粒状的愈伤组织接入附加不同植物生长调节剂的 MS培养基 

中，诱导芽分化和增殖。分化和增殖培养基选用 MS+(0．3～0．7)mg／L 2，4一D+(1．0～2．0)mg／L 

CPPU+(3．0～4．0)mg／L AgNO3+29 g／L蔗糖 +6．5 g／L琼脂为基本培养基。 

再生植株的生根：将增殖培养所得的 1．3～2．6 cm高的不定芽分化增殖苗，切成单芽，接种于诱导 

生根的培养基 ，诱 导生根 

的培养基选 用 1／2 MS+ 

(0．2～0．6)mg／L IBA+ 

(0．1～0．5)mg／L NAA+ 

(0．5～2．5)mg／L活性碳 

+25 g／L蔗糖 +7．0 g／L 

琼脂为基本培养基。 

培 养 条 件：培 养 基 

pH：5．8～6．0；温度：白天 

(26±1)℃ ，夜 晚 (18± 

1)℃；湿度 ：65％ ～70％ ； 

光强 ：2 800 lx，光照时间 

13～15 h／d。 

1．2 正交试验设计 

1．2．1 不定 芽诱 导及增 

殖培养 选择 2，4一D、 

CPPU和 AgNO3 3个考察 

因子，每个因子取 3个水 

平 ，选用 L。(3 )正 交表， 

表 1 中华结缕草不定芽诱导正交试验 L，(3‘)表头设计 

Tab．1 The orthogonal test L，(3‘)design layout of 

differentiated adventitious buds of Zoysia sinica Hance 

表 2 中华结缕草不定芽生根诱导正交试验 L，(3‘)表头设计 

Tab．2 The o~hogonal test L，(3‘)design layout of the 

adventition bud induction of Zoysia sinica Hance 

考察对中华结缕草不定芽诱导的影响 ，因子水平安排见表 1。 
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1．2．2 生根培养 根据文献报道 及预试验，选择 NAA、IBA和活性碳因子，每个因子取 3个水平， 

选用 L。(3 )正交表，考察对中华结缕草生根的影响 ̈ ’ ，因子水平安排见表2。 

2 结果与分析 

2．1 两种激素不同水平组 

合对中华结缕草茎尖外殖体 

愈伤组织分化的影响 

在无菌条件 下，经表 面 

灭菌的中华结缕草幼嫩茎 

尖，接种于上述分化培养基 

中。接种 8～12 d后 ，部分 

培养基上的茎尖从切口处开 

始隆起膨大，16～19 d后， 

表3 两种激素不同水平组合对中华结缕草茎尖外殖体愈伤组织诱导的影响 

Tab．3 Efiect of different combinations of the two kinds of horm ones 

on callus tissue of the explant of Zoysia sinica Hance’S meristem ％ 

注：表中数椐诱导率 =诱导出愈伤的外植体／接种外植体总数 ×100；表中 

诱导率为各处理外植体培养 40 d的平均值。 

切口产生少量愈伤组织，并出现绿色小芽点。不同的激素水平组合对愈伤组织的诱导有不同的效果。 

外源激素 6一BA0．2～2．0 mg／L和 NAA 0．05～0．55 mg／L组合(表3)对中华结缕草幼嫩茎尖愈伤组 

织诱导率较高。最佳的组合是 0．25 mg／L NAA+1．0 mg／L 6一BA，但 6一BA(>2．0 mg／L)和 NAA 

(>0．55 mg／L)浓度较高时对愈伤组织诱导具有抑制作用。 

2．2 不定芽诱导及培养系统的建立 

挑取新鲜、颗粒状的愈伤组织接入附加不同植物生长调节剂的 MS培养基中，诱导不定芽的分化。 

接种8 d后，开始有新芽出现，随后大多数培养基中的丛生芽不断增加，且生长健壮，接种 5周后统计分 

化率(表 4)。 

直观分析表明，3种因子对丛生芽诱导产生效应的大小依次是：2，4一D>CPPU>AgNO ，2，4一D、 

CPPU、AgNO 的极差均比空列的大，说明各因素间的变异是可靠的。 

2，4一D的质量浓度为 0．5 mg／L时的平均相对分化率为 18．99，分别是质量浓度为0．3 mg／L和 

0．7 mg／L时的 1．93和 1．39倍 ，3种水平 的平均相对分化率的极差为 9．140，表现 出明显的差异。CPPU 

质量浓度为 1．0 mg／L时和 AgNO 质量浓度为3．5 mg／L时的水平相对分化率最高，分别为 17．73和 

15．59，其 3种水平的平均相对分化率的极差分别为 6．878和2．249(表 5)。 

方差分析结果(表 4)表明，2，4一D和CPPU各水平对中华结缕草不定芽增殖诱导的影响均达到显 

著水平(P<0．05)，而 AgNO 各水平对中华结缕草不定芽增殖诱导的影响则无显著差异。说明不同浓 

度的NAA和CPPU水平对中华结缕草不定芽增殖诱导的影响很大，AgNO 则次之，这与直观分析的结 

果相一致。 

以上分析结合表4可知，各因子的最佳组合为 A：B．C，，即0．5 mg／L 2，4一D、1．0 mg／L CPPU和 

4．0 mg／L AgNO 。以该组合进行芽分化继代培养，丛生芽分化率为68．42％，对原接种芽数和新形成的 

丛生芽数进行统计分析，得此处理单芽均增殖倍数(新形成的丛生芽数／原接种数)为6．3。丛生芽分化 

率和增殖倍数都明显高于其它组合，说明本实验筛选是成功的。 

2．3 不定芽诱导生根试验 

待不定芽长至 1．3～2．6 cm时，转至生根培养基。接种不定芽 7 d后 ，开始有根出现，随后，大多数 

培养基中的不定芽开始生根，在接种4周后统计丛生芽生根率(表6)。 

NAA、IBA和活性炭3个水平9个质量浓度组合的正交试验的直观结果表明，3种因子对丛生芽诱 

导产生效应的大小依次是 NAA>IBA>活性炭。NAA、IBA、活性碳的极差均比空列的大，说明各因素问 

的变异是可靠的。 
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58．29 

46．30 

57．56 

38．06 

26．93 

注： 代表水平 i的平均值； 为0．05水平显著(F =19．00)。 

方 差 分 析 结 果 

(表 6)表 明，NAA和 

IBA各水平对 中华结 

缕草不定芽诱导生根 

的影响达到显著水平 

(P<0．05)，而 活性 

碳各水平对中华结缕 

草不定芽诱导生根的 

影响则无显著差异。 

表 5 中华结缕草各因子不 定芽的平均相 对分化率 比较 

Tab．5 Average relative differentiation rates of adventitious 

buds with various Zoysia sinica Hance factors 

说明不同质量浓度的 NAA和 IBA水平对中华结缕草丛生芽诱根的影响较大，活性炭对从生芽诱根的 

影响较小。以上分析结合表6可知，各因子的最佳组合为 A B c，，即0．3 mg／L NAA、0．4 mg／L IBA和 

1．5 mg／L活性碳。以该组合进行根分化继代培养，出根率为95．1％(出根率(％ )=出根外植体数／接 

种外植体数 ×100％)，明显高于其它组合，说明本实验筛选是成功的。 

诱导生根后，移栽到基质为蛭石 +珍珠岩 +腐叶土(1：1：1)的栽培基质中，炼苗 2周，然后移栽到 

土壤中，按常规方法管理，35 d统计移栽成活率，成活率高达99．5％。 

3 讨 论 

3．1 中华结缕草茎尖离体再生体系的高效性 

本实验以中华结缕草的离体茎尖为试材，采用 6一BA与 NAA，CPPU与2，4一D以及 NAA与 IBA 3 

种植物生长调节剂(简称：PGR)组合来研究中华结缕草茎尖愈伤组织诱导、丛生芽分化和不定芽生根 

的发生情况，建立高效的中华结缕草茎尖离体培养再生体系。如愈伤组织诱导率高于韦善君 等的结 

果(43．0％)，丛生芽分化率高于韦善君，钱永强 等报道的最高分化率(60％)。通过采用正交设计和 

方差分析对影响中华结缕草茎尖愈伤组织诱导、丛生芽分化和不定芽生根因子的分析，优化了其植株再 
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生体系，初步找出了愈伤诱导、丛生芽分化和不定芽生根的主要影响因子。同时以中华结缕草离体茎尖 

作为外植体，具有芽再生频率高、变异性小、易为农杆菌侵染等特点，是良好的遗传转化受体 。 

表 6 中华结缕草不定芽生根诱导试验结果 L，(3 ) 

Tab．6 The result of the adventition bud induction of Zoysia sinica Hance in the orthogonal test L9(3 ) 

注：K 代表水平 的平均值； 为 0．05水平显著(F =19．00)。 

与成熟种子[5 和成熟胚 ’副等外植体培养相比用茎尖进行培养最利于中华结缕草的再生，可能是 

由于中华结缕草离体茎尖的分生能力强、内源激素水平利于芽分化的缘故。 

3．2 不同生长调节剂对 中华结缕草离体茎尖再生体系的影响 

NAA是一种生长素，在组织培养中通常被用于诱导细胞的分裂和根的分化。本实验中 NAA水平 

以0．3 mg／L质量浓度最利于中华结缕草不定芽根的形成，并且与其它水平的达到显著差异。NAA水 

平以0．15 mg／L质量浓度最利于中华结缕草愈伤组织诱导分化。 

本试验中2，4一D是促进不定芽分化和增殖作用的主要因子，以0．5 mg／L质量浓度最适于不定芽 

的形成和分化，而且 2，4一D与 CPPU的质量浓度配比值较低就可产生较好的实验效果，这有利于进一 

步降低组培成本。但是 2，4一D属中等毒性的植物生长调节剂，有一定的致癌作用及残留效应，因此在 

植物的组织培养过程中应慎重使用 。 

CPPU是苯基脲类细胞分裂素，一种新型植物生长调节剂，具有嘌呤型细胞分裂素更强的细胞分裂 

活性。具有良好的促进花芽分化、保花、保果、使果实膨大和诱导单性结实及延缓衰老等方面的作用 

(李英等，2001)̈ 。应用于结缕草植物的组培中还未见相关的报道。本室前阶段试验发现 CPPU在刺 

激细胞分裂，诱导芽的分化等方面比6一BA好。因此，首次应用于结缕草植物植物，丛生效果较好。 

3．3 其它试验因子对中华结缕草离体茎尖再生体系的影响 

在中华结缕草离体茎尖的组培中发现，不定芽有不同程度的黄化现象，根据资料  ̈ 分析及预试 

验，在不定芽诱导及增殖阶段使用 4．0 mg／L AgNO 对黄化现象有一定的控制作用。AgNO 的使用质 

量浓度一般为 1～10 mg／L，质量浓度过高，会产生毒害作用，反而不利于不定芽的再生 引。在中华结 

缕草的生根阶段，部分外植体出现褐变现象，活性炭可抑制褐变的发生，同时有促进生长的作用 。 

在生根阶段加入质量分数 1．5 mg／L的活性碳，对根的形成有一定的促进作用。蔗糖除起维持渗透压 
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和提供碳源的作用外，其浓度对离体培养过程中器官发生的影响已有许多报道 ，蔗糖有时也能影响 

中华结缕草丛生芽发生频率。 
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