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留兰香组织培养及快速繁殖条件的优化 
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摘要：以留兰香(Mentha spieata L．)茎尖为实验材料 ，对外植体消毒、不定芽增殖和试管苗移栽生根的最佳条件进 

行研究。结果表明，最佳外植体消毒方法为：用体积分数 75％乙醇浸泡 30 S，再用 1．0 g·L～HgC1：浸泡 10 min，培 

养7 d后外植体生长状况良好。正交实验结果表明，在附加0．2 mg·L～6一BA和0．02 mg·L NAA的MS培养 

基中，留兰香不定芽的增殖倍数最高，试管苗生长状况最好。在含25 mg·L～6一BA和50 mg·L NAA的混合 

溶液中浸泡 1 h，移栽试管苗的生根率可达 100％，且根较长。 
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Condition optimization of tissue culture and rapid propagation of Mentha spicata WANG Xiao． 

min，LIANG Cheng—yuan，LI Wei—line(Institute of Botany．Jiangsu Province and the Chinese Academy 

of Sciences，Nanjing 210014，China)， Plant Resour．&Environ．2007，16(4)：38—42 
Abstract：The optimal conditions for disinfecting of explants．propagating of adventitious buds and 

rooting of transferring plantlets of Mentha spicata L．were studied by using stem tips as explants．The 

results showed that the optimal disinfection method was to put explants in 75％ alcohol for 30 S．then in 

1．0 g ·L～ HgC1，for 10 min． As a result of disinfection，growth status of explants was better after 

cultured for 7 d．Orthogonal test results showed that proliferation time of adventitious buds was the highest 

and growth status of seedlings was the best in MS medium containing 0．2 mg·L 6一BA and 0．02 

mg ·L～ NAA．Rooting rate of transferring plantlets were 100％ and their roots were longer when putting 

in solution containing 25 mg·L 6一BA and 50 mg·L NAA for 1 h． 
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留兰香(Mentha spicata L．)为多年生草本植物， 

在江苏、安徽、浙江和四川等地均有栽培，新疆有野 

生种分布 J̈。留兰香在医药、日用化工、食品生产、 

农业生态保护、生物防治及环境美化等方面具有广 

泛的应用价值 J。在生产中，由于留兰香种子发芽 

率较低，且有性繁殖易发生变异等原因，多采用扦插 

及分株的方法进行繁殖 J。长期无性繁殖易导致 

留兰香产生病毒感染，引起品种退化及产量和质量 

的下降，因此，选择适宜的繁殖方法对扩大留兰香的 

生产规模及提高其产量和质量有重要作用。由于组 

织培养技术可用于植物脱毒复壮等领域，因此可通 

过组织培养对留兰香进行复壮和规模化生产。有研 

究表明，留兰香的愈伤组织可诱导成苗 ’ ，但在诱 

导过程中愈伤组织易产生变异，且诱导成功率较低。 

由于可以诱导留兰香外植体直接产生丛生芽，既能 

省去愈伤组织诱导分化的过程又可缩短成苗时间， 

因此，作者以留兰香茎尖为外植体，通过诱导不定芽 

达到快速繁殖的目的，并优选出最佳培养条件及试 

管苗移栽技术，为留兰香的脱毒复壮提供基础资料。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

实验用留兰香(Mentha spicata L．)于 2004年引 
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1．2 方法 

1，2．1 外植体的消毒和培养 于 2005年 8月至 

2006年4月进行实验。选择晴天下午，剪取留兰香 

植株顶端 2～3 em的茎尖，剥去最外层叶片，自来水 

冲洗 10 rain后，加少量洗衣粉浸泡 5 rain，再用 自来 

水冲洗20 rain，转入超净工作台进行后期消毒。用 

体积分数 75％的乙醇浸泡 30 s，无菌水冲洗 3～4 

次，将茎尖分为 6组，分别用 1．0和 2．0 g·L 

HgC1 溶液浸泡5、10和 15 rain，再用无菌水冲洗3～ 

4次。消毒完毕后将茎尖剪成约 1 em的小段，无菌 

条 件下接种到MS培养基 上。于25 qC、光照度 

2 000 lx、光照时间 12 h·d 的条件下培养。每处 

理 15株，各 3次重复。7 d后观察外植体的生长状 

况，并统计污染率。 

1．2．2 激素浓度的单因素实验 取初代培养一段 

时间后长势较好且无污染的茎尖，剪成长约 1 em的 

茎段，并接种到附加不同浓度6一BA和 NAA及4O 

g·L 蔗糖、7，5 g·L 琼 脂 的 MS培 养 基(pH 

5，8)中，其中6一BA浓度分别为0．2、0．5、1．0、1．5、 

2．0和2．5 mg·L～；NAA浓度分别为0．O1、0，02、 

0．05、0．10、0．2O和 0，50 mg·L～。于 25 qC、光照 

度2 000 lx、光照时间 12 h·d 的条件下培养。每 

处理 1O瓶，每瓶 2株，各 3次重复。2O d后观察试 

管苗的生长情况，统计增殖系数并测量芽长。 

1．2．3 培养条件的正交实验 以 6一BA浓度、 

NAA浓度及基本培养基类型为 3个因素，每因素设 

3个水平；6一BA浓 度 分 别 为 0．1、0．2和 0．5 

mg·L～；NAA浓 度 分 别 为0．02、0．05和0．10 

mg·L～，基本培养基类型分别为 MS、3／4 MS和 

1／2 MS。选择初代培养一段时间后长势较好且无 

污染的茎尖，剪成约 1 em的茎段，接种到供试培养 

基(含40 g·L 蔗糖和 7．5 g·L 琼脂 ，pH 5．8) 

中。于 25 qC、光照度 2 000 lx、光照时间 12 h·d 

的条件下培养。每处理 15瓶，每瓶2株6 2o．d后观 

察试管苗的生长情况，统计增殖系数并测量芽长。 

1．2．4 试管苗的移栽条件筛选 将增殖培养 30 d 

的健壮无根试管苗(株高3～5 cm)在室内打开瓶盖 

炼苗3 d后，将其置于含不同浓度 6一BA(0、25和 

50 mg·L )和 NAA(0、25和50 mg·L )的混合 

溶液中浸泡 1 h，再移栽至填有蛭石、沙子及营养土 

(体积比1：1：3)的穴盘中，并进行遮阳保水处理。 

每处理3O株苗 培养2周后统计移栽苗的生根率、 

生根数及根长。 

1．3 数据处理 

采用SPSS软件对实验数据进行统计分析，并对 

各处理问的差异进行显著性分析。 

外植体污染率的计算公式为：污染率 =(污染 

苗数／接种苗数)×100％。增殖系数的计算公式 

为：增殖系数 =有效芽苗数／接种芽苗数，其中，有效 

芽苗是指株高大于0．5 em的试管苗。 

2 结果和分析 

2．1 最佳消毒方法 

不同浓度 HgC1：及消毒时间对留兰香茎尖消毒 

效果和生长情况的影响结果见表 1。由表 1可知， 

用相同浓度 HgC1 溶液消毒，随消毒时间的延长，虽 

然外植体的污染率有所下降，但芽的萌发量却减少； 

消毒时间相同的条件下，用高浓度 HgC1 处理后，留 

兰香外植体的污染率有所下降，但侧芽的萌发量却 

急剧减少。结果表明，高浓度 HgC1 处理和长时间 

浸泡对留兰香茎尖的损伤较大，不利于侧芽的进一 

步萌发。 

根据污染率的差异显著性分析结果，并综合考 

虑外植体的生长状况，最终确定留兰香茎尖外植体 

的最佳消毒方法为：初步清洗后，先用体积分数 

75％的乙醇浸泡 30 s，无菌水冲洗 3～4次后，再用 

1．0 g·L～HgC12溶液浸泡 10 rain。 

2．2 最佳激素浓度的单因素筛选实验结果 

2．2．1 最佳6一BA浓度 接种7 d后，留兰香茎尖 

及茎段均能产生不定芽，且在含较高浓度 6一BA的 

培养基中不定芽的诱导数量较多。接种 2O d后，留 

兰香不定芽的生长及增殖状况见表 2。由表 2可以 

看出，6一BA浓度超过 1．0 mg·L～，不定芽的增殖 

系数明显增大，但玻璃化现象严重，且外植体的伸长 

生长受到严重抑制；6一BA浓度为2．0 mg·L～，不 

定芽的增殖系数达 4．7O，明显高于其他浓度处理 

组，但平均芽长仅 0．8O em，且大多玻璃化。因此， 

为保证不定芽的增殖及芽的伸长生长，留兰香茎尖 

增殖培养基中的6一BA浓度应低于 1．0 mg·L～。 

2．2．2 最佳 NAA浓度 不同浓度 NAA对留兰香 

茎尖不定芽增殖效果的影响见表 3。由表 3可见， 

接种7 d后，留兰香无菌茎段在只含 NAA的培养基 

上也能产生不定芽，但其增殖系数较添加了6一BA 
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表1 不同消毒方法对留兰香茎尖消毒效果的比较 ) 
Table 1 Comparison of disinfection effectiveness in different methods for disinfection ofMentha sp／cata L．stem tips 

表中所有数据均为3次重复的平均值 All datumsinthetable arethe average ofthree replications；同列中的不同字母表示差异显著(P<0．05) 
The different letters in the same column indicate the significant difference(P<0．05 ． 

表2 培养基中不同浓度6～BA对留兰香不定芽增殖培养的影响(培养20 d后) ) 
Table 2 Effects of different concentrations of 6-BA in medium on proliferation culture of adventitious buds of Mentha spicata L．f after 

culturedfor 20 d) ) 

表中所有数据均为3次重复的平均值 All datums in the table are the average of three replications；同列中的不同字母表示差异显著(P<0．05) 
The different letters in the 7：~ame column indicate the sign ificant difference(P<0．05 ． 

表3 培养基中不同浓度 NAA对留兰香不定芽增殖培养的影响(培养20 d后) I 
TaMe 3 Effects of different concentrations of NAA in medium  011 proliferation culture of adventitious buds of Mentha spicata L．f after 

culturedfor 20 d) ) 

表中所有数据均为3次重复的平均值 All datumsinthetable arethe average ofthreereplications；同列中的不同字母表示差异显著(P<0．05) 
Th e different letters in the same column indicate the sign ificant difference(P<0．05 ． 

的培养基低，最高仅 2．17，平均芽长却相对较长，最 

长可达3．42 13111。研究结果表明，留兰香不定芽的平 

均芽长随NAA浓度不同而有所变化，NAA浓度超过 

0．10 mg·L～，平均芽长逐渐降低，即较高浓度 NAA 

对留兰香不定芽的伸长生长有抑制作用。因此，在 

留兰香不定芽的增殖培养过程中，培养基中的 NAA 

浓度不应超过0 10 mg·L一。 

2．3 最佳培养条件的正交实验结果 

以增殖系数和平均芽长为指标，对留兰香茎尖 

组织培养条件优化的正交实验结果进行比较，并对 

各因素的重要性进行分析，结果见表4。由表4可以 

看出，就增殖系数而言，培养基类型为主要影响因 

素，其次为6一BA浓度，NAA浓度的影响最小；就平 

均芽长而言，NAA浓度是主要影响因素，其次为培养 

基类型，6一BA浓度的影响最小。说明培养基类型 

对留兰香丛生芽的生长和分化有较大影响。另外， 

培养基中添加 6一BA主要影响芽的诱导，而添加 

NAA则对芽的伸长生长有一定影响。 

若 以增 殖系数 为参考 指标 ，则 以附加0．5 

mg·L～ 6一BA和0．02 mg·L NAA的MS培养基 
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最 好 ；若 以平均 芽 长 为参 考指 标 ，则 以 附加 

0．2 mg·L～6一BA和0．05 mg·L。‘NAA的 MS培 

养基最佳。研究还发现，6一BA浓度为0．5 mg·L 

时，留兰香试管苗的玻璃化程度较重。 

综合正交实验结果，以增殖系数为主要参考指 

标，并综合考虑平均芽长和试管苗生长状况等 因 

素 ，最终 确定 以添加 0．2 mg·L～6一BA和0．02 

mg·L NAA的MS培养基为最佳增殖培养基。 

表4 留兰香茎尖组织培养条件优化的正交实验设计和结果 ’ 
Table 4 Design and result of the orthogonai experiment for culture 

COIldition optimization ofMentha spicata L．stem tips 

A：基本培养基类型 Type of basic medium；B：6一BA浓度 
(mg·L )Concentration of 6-BA；C：NAA浓度 (mg·L ) 
Concentration of NAA；D：空列 Blank；I：增殖系数 Coefficient of 
proliferation；II：平均芽长(cm)Average length of bud． 

2．4 试管苗移栽生根的最佳处理方法 

上述培养过程得到的留兰香无根试管苗经过不 

同浓度 6一BA和 NAA混合溶液处理，移栽后的生根 

情况见表 5。由表5可见，不用激素处理的无根试管 

苗也能生根，但生根率明显低于激素处理的试管苗； 

在含不同浓度6一BA和NAA的混合溶液中浸泡 1 h 

后再移栽的留兰香无根试管苗均可生根，且生根率 

在 96％以上。观察发现，扦插 5 d后，试管苗开始生 

根；2周后，不同处理组试管苗的生根数量和平均根 

长 出现显著差异 。综合分析认为 ，含 O mg·L 

6一BA和 50 mg·L NAA的溶液对根的诱导效果 

最佳，含25 mg·L～6一BA和 50 mg·L NAA的 

溶液对根的伸长生长最有利。 

在试管苗移栽过程中，较长根系有利于植株吸 

收水分和矿质营养，因此，应选择有利于根伸长生长 

的激素溶液作为留兰香无根试管苗移栽前的最佳处 

理液 ，即移栽前将试管苗根部在含 25 mg·L 

6一BA和 50 mg·L NAA的溶液中浸泡 1 h。 

表 5 不同处理对留兰香无根试管苗移栽生根的影响 ) 
Table 5 Effects ofdifferenttreatments on rooting ofMentha spicata 

L transferring plantlets’) 

表中所有数据均为3次重复的平均值 All datums in the table are 
the average of three replications；同列中的不同字母表示差异显著 
(P<0．05)The different lettem in the same column indicate the 

significant difference(P<0．05)． 

3 讨论和结论 

由于留兰香具有在叶腋及茎部密生腺毛的特殊 

组织结构  ̈，因而其外植体极易带菌、消毒十分困 

难，为此，作者选择了包括茎尖在内的茎段做为初代 

培养的外植体，以降低初代培养 的污染率。由于 

HgC1：消毒对外植体有一定的伤害作用，因此应尽量 

选择低浓度 HgC1 溶液对外植体进行消毒。根据本 

实验的结果，留兰香组织培养中外植体的最适消毒 

条件为用 1．0 g·L～HgC1：溶液浸泡 10 min。 

由于留兰香试管苗伸长生长非常迅速，因此可 

选择茎段做为增殖培养的外植体。又由于留兰香的 

分化和生长都需要极高的盐浓度，因此组织培养的 

基本培养基应选择 MS基本培养基。留兰香极易生 

根，盐度较高的培养基还能在增殖培养过程中抑制 

根的分化。 

相对于薄荷属其他种类而言⋯ J，留兰香组织 

培养过程中需要的激素水平较低，尤其对细胞分裂 

素的要求很低 J̈，高浓度6一BA极易导致留兰香试 

管苗玻璃化，而高浓度 NAA对试管苗的伸长生长也 

有一定的抑制作用。根据单因素实验及正交实验结 

果，确定留兰香茎尖组织培养不定芽增殖的最佳培 

养基为：添加 0．2 mg·L～6一BA和 0．02 mg·L 
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NAA的 MS培养基。 

留兰香丛生芽在增殖培养过程中极易产生大量 

的气生根和底部根，因此无需进行专门生根培养，只 

需在移栽前用一定浓度的激素溶液浸泡一定时间即 

可，既缩短了培养时间又避免了生根培养时的污染 

等问题，同时也能节约成本。综合本实验结果，确定 

留兰香试管苗移栽前的最佳处理方式为：将留兰香 

试管苗在含25 mg·L～6一BA和50 mg·L NAA 

的混合溶液中浸泡 1 h。 
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