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摘  要 以‘艾菲尔铁塔’(Eiffel Tower)、‘坦尼克’(Tineke)、‘双面佳人’(Double Girl)等 11 个月季品种的 3 种外植体为材料，

研究了不同品种及外植体产生愈伤组织的能力，以及影响愈伤组织形态和分化的因素。诱导的愈伤组织可分为绿色、黄绿、黄

白等 3 种颜色，及紧实、松脆和松软等 3 种质地。结果表明，品种是影响愈伤组织色泽和质地、愈伤量及诱导率的主要因素，

不同品种的愈伤诱导率差异显著，且愈伤组织色泽、质地在相同处理下也有差异，叶柄是诱导愈伤组织的适宜外植体，叶片次

之，花丝 差。‘艾菲尔铁塔’、‘坦尼克’的叶片愈伤组织诱导率均可达到 100%，‘宠爱小姐’和‘卡罗拉’的叶柄诱导率

高为 100%；而‘黑魔术’(Black Magic)和‘双面佳人’(Double Girle)的 高诱导率分别只有 64%和 39.1%。‘萨曼莎’叶柄的

平均诱导率为 100%，叶片为 82%，花丝为 0。暗培养诱导出的愈伤组织虽为黄白色、松软或松脆，但在光培养下容易褐化。

以 NAA 为生长素， ZT、TDZ 组合的愈伤量多于 KT 组合；添加 ABA 有利于愈伤组织从绿色变为黄绿色，从紧实变为松脆，

这种色泽和质地的变化有利于分化。添加葡萄糖或活性碳有利于愈伤组织的形态变化及其增殖和分化。该研究有助于根据色泽、

质地等形态特征判断愈伤组织的分化能力，进而调整培养基和培养条件，提高月季愈伤组织的分化率。 
关键词 月季; 外植体; 愈伤组织; 形态; 分化 
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Abstract Factors on callus morphogenesis and differentiation were studied with three explants including leaves, petioles and 
filaments in 11 rose cultivars. The colors of calli were green, yellowish green and yellowish white, and the textures were classified 
into three kinds as compact, friable and soft. The results showed that the induction rate of callus in various cultivars was significantly 
different. It was 100% from leaves of ‘Tineke’ and ‘Eiffel Tower’, and from petioles of ‘Beautiful Girl’ and ‘Carola’; while the 
highest rate of ‘Black Magic’ was 64% and that of ‘Double Girls’ was only 39.1% respectively. For different explants of ‘Samantha’, 
the average induction rate of petioles was 100%, the leaf’s was 82%, and the filament’s was zero. Base on NAA, ZT or TDZ can 
induce more calli than KT, their concentrations are irrelevant to the color of calli. The color of calli was yellowish white, and the 
texture was friable or soft in the dark; they were easy to turn brown under light. Supplement of ABA can improve the color from 
green to yellow, and the texture from compact to friable, which benefit to differentiation. Adding glucose and active carbon can 
promote the morphogenesis and differentiation of callus. Both the color and texture were high related to differentiation, in which the 
yellow and friable callus was easy to differentiate. Through visual selection of callus based on color and texture, we can identify its 
differentiation potentiality, and adjust media in advance to increase the regeneration rate. 
Keywords Rose; Explant; Callus; Morphology; Differentiation 

研究背景 

月季(Rosa hybrid L.)作为重要的观赏植物，由

于缺乏纯系以及由染色体数目差异造成了高度的

不亲和，传统的育种方法存在一定的局限性，而分

子育种技术可以有目的的操作基因，能只改变单一

性状而保持其它性状的不变，为月季的品种改良提
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供了新途径。利用转基因技术对其性状进行改良的

研究越来越多(Dohm et al., 2001; Li et al., 2003;  
Kim et al., 2009; Vergne et al., 2010)。但由于再生、

转化效率低，只有很少的研究取得成功(Katsumoto
等, 2007)。因此，月季植株的离体再生成为了研究

瓶颈(Kamo 等, 2005; 高莉萍和包满珠, 2005; 林娅

等, 2006; 瞿素萍等, 2007)。月季植株再生主要有器

官发生途径和体细胞胚发生途径两种，又依据中间

是否经过没有分化细胞增殖即愈伤组织形成阶段

分为直接再生和间接再生(林娅, 2006)。 
大多数的月季品种都能够诱导出愈伤组织，

但是愈伤组织很难分化并再生出植株。林娅等

(2006)研究了 9 个月季品种的再生，只有‘金斯莱

克’和‘萨曼莎’的愈伤组织能够分化。瞿素萍等

(2007)以‘卡罗拉’、‘沃蒂’、‘维斯利亚’、‘坦尼克’
和‘巴比伦’5 种月季的叶片为外植体进行再生研

究，结果发现不同品种，月季的再生能力不同。以

叶片、叶柄、茎段、花丝和胚等外植体已获得再生

植株。Kamo 等(2005)通过‘红衣主教’的胚性愈伤

组织获得了再生植株。Kim 等(2009)以‘R. rugosa’
的合子胚为外植体通过间接体细胞胚发生途径途

径得到了再生植株。赵培培等(2009)分别以丰花月

季叶片、叶柄和茎段为外植体，进行了愈伤组织的

诱导及植株再生的研究，约 5%的愈伤组织在培养

30 d 后分化出不定芽。Vergne 等(2010)以古老月季

品种‘月月红’的叶片为外植体，诱导出胚性愈伤组

织并获得了再生植株。 
不同因素如植物生长调节剂或品种等对愈伤

组织诱导率的影响研究较多，但这些因素对愈伤组

织形态的影响以及具有不同形态的愈伤组织在诱

导分化再生植株上是否存在差异的研究较少报道。

本文以 ‘坦尼克 ’(Tineke)、 ‘埃菲尔铁塔 ’(Eiffel 
Tower)等 11 个月季品种的 3 种外植体为材料进行

了愈伤组织的诱导及分化研究。通过愈伤组织质

地、色泽的比较研究，以期探讨其形态差异的影响

因素，找出主要影响因子，及不同的愈伤组织形态

是否具有分化差异性，为今后建立高效愈伤再生体

系供理论依据。 

1 结果与分析 
1.1 不同品种月季的愈伤组织诱导率、形态特征存

在很大差异 
月季品种不同，愈伤组织诱导率、形态特征有

很大差异(表1)。将诱导率百分数进行方差分析

(p=0.05)结果表明，愈伤组织诱导率品种之间有差

异(p<0.01)，品种是影响愈伤组织诱导的主要影响

因子。‘坦尼克’、‘休姆主教’、‘宠爱小姐’、‘卓越’
在培养基上诱导率虽为100%，但颜色、质地和诱导

量均不同，‘双面佳人’、‘萨曼莎’、‘金斯莱克’、‘绿
野’和‘樱桃白兰地’愈伤组织诱导率分别为25.3%、

82.3%、56.0%、53.0% 和 40.0%，并且愈伤组织的

质地、颜色和诱导量也存在较大差异。 

1.2 叶柄是诱导愈伤组织的合适外植体 
分别取‘萨曼莎’、‘黑魔术’、‘卡罗拉’和‘俏佳人’

的叶片、叶柄、花丝等外植体各30个，重复实验三

次，进行愈伤组织诱导率和形态特征的观测(图1)。
结果表明同一品种的不同外植体，愈伤组织的诱导

率和形态特征差异显著(表2)。‘萨曼莎’、‘黑魔术’
的叶片和叶柄在相同培养基上，产生愈伤组织的能

力具有显著性差异(p=0.01<0.05)。叶柄的愈伤诱导

率 高，质地松脆；叶片、茎段次之，质地紧实；

花丝诱导率低，可能与花丝的高度分化有关。

 
 
 
 
 
 
 

图 1 不同外植体诱导的愈伤组织 
注: A: 叶片; B: 叶柄; C: 花丝 
Figure 1 The callus induced from different explants 
Note: A: Leaf ; B: Petiole; C: Filament 
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表 1 不同品种月季叶片愈伤组织诱导率、诱导量及形态统计 
Table 1 Induction rate, quantity and modality of rose leaf callus from different cultivars 

诱导率(%) 
Induction rate (%) 

品种 
Cultivar 

I II III 

平均 
Mean 

颜色 
Color 

质地 
Texture 

诱导量 
Quantity 

埃菲尔铁塔 
Eiffel Tower 

91.3 88.0 100.0 93.1a G S ++ 

坦尼克 
Tineke 

100.0 100.0 100.0 100.0a YG S + 

双面佳人 
Double Girl 

39.1 16.7 20.0 25.3e YW F + 

萨曼莎 
Samantha 

82.0 85.0 80.0 82.3b G C +++ 

金斯莱克 
Jimthelanky 

58.0 56.0 54.0 56.0c YG F ++ 

休姆主教 
Hume Basil 

100.0 100.0 100.0 100.0a YW F +++ 

宠爱小姐 
Miss Favor 

100.0 100.0 100.0 100.0a YG C + 

蓝丝带 
Blue Ribbon 

96.7 100.0 96.7 97.8a YG S ++ 

卓越 
Excellence 

100.0 100.0 100.0 100.0a YW S +++ 

樱桃白兰地 
Cherry Aquavit 

50.0 53.3 53.3 53.0c G C + 

绿野 
Wild Green 

40.0 40.0 40.0 40.0d YW S + 

注: G: 绿色, YG: 黄绿; YW: 黄白, S: 松软, C: 紧实, F: 松脆; +诱导量少, ++诱导量中等, +++诱导量多, (下同) 
Note: G: Green, YG: Yellow Green; YW: Yellow White; S: Soft, C: Compact, F: Friable; + means the callus was little and only on the 
edge of leaflets, ++ means the breadth of callus circle was around 0.5 cm and +++ was more than 0.5 cm, (The same as below) 

表 2 不同外植体愈伤组织诱导结果 
Table 2 The results of callus induction from different explants 

诱导率(%) 
Induction rate(%) 

品种 
Cultivar 

外植体 
Explants 

I II III 

平均 
Mean 

颜色 
Color 

质地 
Texture 

诱导量 
Quantity 

叶片 
Leaf 

83.0 80.0 83.0 82.0b  YG C ++ 

叶柄 
Petiole 

100.0 100.0 100.0 100.0a YG F +++ 

萨曼莎 
Samantha 

花丝 
Filament 

0 0 0 0c - - - 

叶片 
Leaf 

67.0 67.0 58.0 64.0b YW F ++ 

叶柄 
Petiole 

70.0 73.0 75.0 73.0a YW F +++ 

黑魔术 
Black Magic 

花丝 
Filament 

12.0 11.5 15.0 13.0c YW F + 

叶片 
Leaf 

90.0 100.0 100.0 97.0a YW F +++ 

叶柄 
Petiole 

100.0 100.0 100.0 100.0a YW C +++ 

卡罗拉 
Carola 

花丝 
Filament 

16.0 20.0 17.0 18.0b YW F + 

叶片 
Leaf 

100.0 97.0 100.0 99.0a YW F +++ 

叶柄 
Petiole 

100.0 100.0 90.0 97.0a YG C +++ 

俏佳人 
Beauty Girl 

花丝 
Filament 

0 0 0 0b - - - 
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1.3 生长素对愈伤组织诱导率、形态特征的影响 

‘黑魔术’、‘卡罗拉’和‘俏佳人’的叶柄产生愈伤

组织受生长素的影响(表3)。方差分析(α=0.05)结果

表 明 ， 3 次 重 复 处 理 的 结 果 无 显 著 性 差 异

(p=0.454>0.05)，同一品种的月季叶柄在不同生长素

的 培 养 基 上 愈 伤 组 织 的 诱 导 率 差 异 显 著

(p=0<0.05)。6-BA与2,4-D的组合对愈伤组织的诱导

率明显高于6-BA与NAA的组合，并且在一定范围

内，愈伤组织诱导率随着生长素浓度的增加而提

高，月季叶柄在只含有细胞分裂素6-BA的培养基也

不能产生愈伤组织。

表 3 不同浓度 NAA 和 2,4-D 对月季叶柄愈伤组织诱导的影响 
Table 3 The factor s of different NAA and 2,4-D on the induction of rose callus from petioles 

品种 
Cultivar

卡罗拉 
Carola 

 

 

黑魔术 
Black Magic 

 
 

俏佳人 
Beauty Girl 

培养基 
MS+BA 
0.5+ 
Medium
MS+ 
BA 0.5+ 

浓度(mg/L) 
Concentra-
tion  
(mg/L) 

重复 
Repeat 

诱导率(%) 
Induction 
rate (%) 

颜色

Color
质地 
Texture

 

 

诱导率(%) 
Induction 
rate (%) 

颜色

Colo
r 

质地 
Texture

 诱导率(%) 
Induction 
rate(%) 

颜色

Color
质地 
Texture

I 0     0  0      
II 0    0   0      
III 0         0   0      

0 

平均 
Mean 

0e    0d  0d   

I 23 YG S  13 G C  0      
II 53 G C  17    YW C  0      
III 35   G C  17   YW C  0      

0.5 

平均 
Mean 

37d G C  16c YW C  0d   

I 67 YG S  70 YW F  70   YG C 
II 83 YG C  61 YW F  50   YG C 
III 83 YG C  75 YW F  70   YG C 

1.0 

平均 
Mean 

78b YG C  69a YW F  63c YG C 

I 90 YG S  70 YW F  100 YG C 
II 100 YW C  73 YW F  90 YG C 
III 100 YW C  75 YW F  100 YG C 

2.0 

平均 
Mean 

97a YW C  73a YW F  97a YG C 

I 83 YG F  53   YG F  50   YG C 
II 100 YW F  67  YW C  57   YG C 
III 100 YW F  78 YW C  50   YG C 

NAA 
 

4.0 

平均 
Mean 

94a YW F  66ab YW C  52c YW F 

I 52 YG F  63 YG F  70   YG C 
II 50   YW C  50  YW C  60   YG C  
III 50   YW C  50   YW C  58   YG F 

2.5 

平均 
Mean 

51cd YW C  54b YW C  63c YG F 

I 54 YW F  57 YW F  73  YW F 
II 63   YW F  67 YW F  93  YW F 
III 58   YW F  61 YW F  80 YW F 

5.0 

平均 
Mean 

58c YW F  62ab YW F  82b YW F 

I 87 YW C  63 YW F  92 YW F 
II 77  YW F  77 YW F  87 YW F 
III 83  YW C  67 YW F  100 YW F 

2,4-D 
 

10.0 

平均 
Mean 

83ab YW C  69a YW F  93ab YW F 

注: G: 绿色, YG: 黄绿, YW: 黄白; S: 松软, C: 紧实, F: 松脆; a, b, c, d 表示在 5%水平上差异显著 
Note: G: Green, YG: Yellow Green, YW: Yellow White; S: Soft, C: Compact, F: Friable; a, b, c, d indicates significant difference at 5% 
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生长素还影响愈伤组织的颜色和质地。随着

生长素浓度的升高，愈伤组织的颜色逐渐变浅，

质地由紧实变为松脆。如‘卡罗拉’叶柄产生的

愈伤组织的颜色为绿色、黄绿、黄白，质地为紧

实和松脆。 

1.4 细胞分裂素的种类影响愈伤组织的颜色和质地 
‘埃菲尔铁塔’、‘坦尼克’和‘双面佳人’等的叶片

切块后接入含不同浓度细胞分裂素KT (0 mg/L~4.0 
mg/L)、TDZ(0 mg/L~4.0 mg/L)、ZT(0 mg/L~4.0 mg/L)
和NAA2.0 mg/L的培养基上，愈伤组织的诱导率差

异不显著(p>0.05)，但是愈伤组织的形态差异显著

(表4)。不同的细胞分裂素与NAA在适当的浓度范围

内均可诱导出愈伤组织，但愈伤量随浓度的变化而

变化。在含有KT和ZT的培养基上，愈伤组织的颜

色为黄绿色，质地松脆。ZT、TDZ与NAA组合愈伤

量明显多于KT组合，但是TDZ诱导的愈伤组织容易

褐化。ZT组合在诱导率与诱导量上优于TDZ、KT
组合。细胞分裂素的浓度对于愈伤组织的再生能力

没有显著的影响作用。 

1.5 光/暗培养影响愈伤组织的颜色和质地 
‘艾菲尔铁塔’、‘坦尼克’和‘双面佳人’暗培养

条件下的愈伤诱导率与光培养条件下无明显差

异，但愈伤组织诱导的启动时间、色泽、质地存

在差异。‘艾菲尔铁塔’在光培养条件下 3~5 d 即可

观察到在主叶脉出有愈伤凸起形成，而在暗培养

条件下需 7~9 d。光培养条件下愈伤组织呈黄绿色

质地紧实(图 2A)，暗培养条件下形成愈伤组织数

量较少，色泽多为黄白色有褐化现象且质地松脆

(图 2B)。 

1.6ABA、葡萄糖和活性炭影响愈伤组织的分化 
在分化培养基上添加 ABA 能够促进愈伤组织

的增殖，并且 15 d 后，新增殖的愈伤组织的形态会

发生变化(表 5)。愈伤组织的颜色由绿色变为黄白

色，质地由紧实变为松脆，更有利于愈伤组织的分

化(图 3A; 图 3B)。‘坦尼克’(图 4A)和‘双面佳人’(图
4B)的愈伤组织在 MS+ZT 1.0+NAA 1.0+ABA 1.0 分

化出不定芽，‘金斯莱克’在相同培养基上诱导出小

植株(图 4C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 2 不同培养条件下的‘埃菲尔铁塔’的愈伤生长状况 
注：A: 光培养; B: 暗培养 
Figure 2 The mophology of callus from ‘Eiffel Tower’ in 
different conditions 
Note: A: Light culture; B: Dark culture 

 
 
 
 
 
 
 
 
图 3 愈伤组织在分化培养基上的生长状况 
注：A：未添加 ABA; B:添加 ABA 
Figure 3 The morphology of callus on the differentiation 
medium  
Note: A: Without ABA; B: With ABA 

在培养基上添加葡萄糖和活性炭，‘埃菲尔铁

塔’愈伤组织的诱导量增加，并且颜色由绿色变为黄

绿色，质地有紧实变为松脆。在愈伤组织增殖过程

中，用葡萄糖代替蔗糖能够促进体细胞胚的发生，

添加活性炭能够通过吸收多余的细胞分裂素，抑制

细胞分裂，促进组织分化。因此，添加葡萄糖和活

性炭不仅能够改变愈伤组织的形态，并且能够促进

分化。 后，‘双面佳人’和‘坦尼克’在添加葡萄糖

30 g/L 和活性炭 1.5 g·L-1 的培养基上诱导出不定芽

(图 5A; 图 5B)。
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表 5 ABA、葡萄糖和活性炭影响愈伤组织的分化 
Table 5 ABA, glucose and AC affected the differentiation of callus 

品种 
Cultivar 

ABA 糖 
Sugar 

活性炭(g·L-1) 
Active Carbon (g·L-1) 

诱导量 
Quantity 

颜色 
Color 

质地 
Texture 

分化结果 
The result of differentiation 

0 蔗糖 
Sucrose 

0 + G C - 

0 葡萄糖 
Glucose 

1.5 + YG F - 

0.5 葡萄糖 
Glucose 

0 ++ YG F - 

0.5 葡萄糖 
Glucose 

1.5 +++ YG F - 

埃菲尔铁塔 
Eiffel Tower 

1.0 葡萄糖 
Glucose 

1.5 +++ YG F - 

0 蔗糖 
Sucrose 

0 + G C - 

0 葡萄糖 
Glucose 

1.5 + G F - 

0.5 葡萄糖 
Glucose 

0 ++ YG F - 

0.5 葡萄糖 
Glucose 

1.5 +++ YG F 不定芽 
Shoots 

坦尼克 
Tineke 

1.0 葡萄糖 
Glucose 

1.5 +++ YG F 不定芽 
Shoots 

0 蔗糖 
Sucrose 

0 + G C - 

0 葡萄糖 
Glucose 

1.5 + G F - 

0.5 葡萄糖 
Glucose 

0 ++ YG F - 

0.5 葡萄糖 
Glucose 

1.5 +++ YG F - 

双面佳人 
Double Girl 

1.0 葡萄糖 
Glucose 

1.5 +++ YG F 不定芽 
Shoots 

0 蔗糖 
Sucrose 

0 + G C - 

0 葡萄糖 
Glucose 

1.5 + G F - 

0.5 葡萄糖 
Glucose 

0 ++ YG F - 

0.5 葡萄糖 
Glucose 

1.5 +++ YG F - 

金斯莱克 
Jimthelanky 

1.0 葡萄糖 
Glucose 

1.5 +++ YG F 小植株 
Plant 

注: G: 绿色, YG: 黄绿, YW: 黄白; S: 松软, C: 紧实, F 松脆; +: 诱导量少; ++: 诱导量中等; +++: 诱导量多; 基本培养基为

MS+NAA 1.0+ZT 1.0 
Note: G: Green, YG: Yellow Green, YW: Yellow White; S: Soft, C: Compact, F: Friable; +: the callus was little and only on the edge 
of leaflets; ++: the breadth of callus circle was around 0.5 cm; +++: more than 0.5 cm; The basic culture medium MS+NAA 1.0+ZT 
1.0 
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图 4 愈伤组织分化情况 
注：A：‘坦尼克’； B：‘双面佳人’； C：‘金斯莱克’ 
Figure 4 The differentiation of callus 
Note: A: ‘Tineke’; B: ‘Double Girl’; C: ‘Jimthelanky’ 
 

 

 

 

 

 

 

 
图 5 愈伤组织在添加葡萄糖和活性炭的培养基上分化出不

定芽 
注：A：‘双面佳人’；B：‘坦尼克’ 
Figure 5 The callus differentiated shoots on the medium with 
glucose and AC 
Note: A: ‘Double Girle’; B: ‘Tineke’ 

2 讨论 
许多学者在研究月季不同外植体愈伤组织培

养时发现，品种、外植体、生长调节物质等因素均

不同程度影响愈伤组织的诱导、增殖及分化。Li 等
(2002)以 3 个月季品种为材料进行研究，只有

‘Carefree Beauty’能够分化并且再生。任桂芳等

(2004)对 24 个月季品种进行了再生培养其中只有

12 个品种能够形成再生植株，并指出品种是决定月

季再生培养的关键因素。林娅等(2006)以 9 个月季

品种为试材进行再生培养，结果只有 2 个品种‘金斯

莱克’和‘坦尼克’能够再生出小植株。本试验研究表

明，品种不仅是愈伤组织的诱导率、诱导量的主要

决定因素，同样影响愈伤组织的形态特征。‘坦尼

克’、‘休姆主教’、‘宠爱小姐’、‘卓越’的愈伤组织诱

导率普遍较高，可达到 100%，而‘双面佳人’只诱导

出少量愈伤组织，诱导率为 39.1%。由此可见，品

种是影响愈伤组织诱导的主要因素。因此，选择合

适的品种是实验取得成功的关键因素。 
不同的外植体影响愈伤组织的诱导率和诱导

量。Rout 等(1999)研究指出‘Landora’叶柄的愈伤组

织诱导率可达 92%，而茎段只有 76%。以‘Royal 
Bassino’叶柄、叶片和节间为外植体，张常青等(2005)
指出叶柄的芽再生率为 57.1%，高于叶片和节间。

瞿素萍等(2007)以丰花月季的叶片和茎段为外植

体，结果表明叶片的诱导率为 90%高于茎段。 
不同细胞分裂素与 NAA 组合影响叶片愈伤组

织诱导率和愈伤量，ZT 与 NAA 组合更利于‘坦尼

克’、‘埃菲尔铁塔’、‘双面佳人’3 个品种叶片愈伤组

织的诱导。同时，不同的外植体，愈伤组织的诱导

率、诱导量也不同，‘黑魔术’、‘卡罗拉’、‘俏佳人’
叶柄的愈伤组织的诱导率均可达到 100%，而以花

丝作为外植体，愈伤诱导率 高为 19.4%，这与外

植体的分化程度有关，花丝的分化程度高，花丝细

长，不易成活更不容易诱导出愈伤组织。本次试验

中‘黑魔术’、‘卡罗拉’和‘俏佳人’的叶柄诱导率为

100%，而花丝诱导率只有 19.4%。可见，叶柄是合

适的外植体。 
此外，愈伤组织诱导率差异不显著，但诱导量

存在着差异。ZT、TDZ 与 NAA 组合诱导愈伤量多

于 KT，但综合考虑品种、愈伤诱导率和与其分化

并无直接联系，而其形态特征如色泽、质地可能更

适合作为判断愈伤组织能否有效分化的依据。所获

得的五种形态的愈伤组织中，黄绿色松脆型(YG-F)
和黄白色松(YW-F)脆型，色泽均匀、质地松脆，更
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利于分化培养。如‘艾菲尔铁塔’的愈伤组织诱导率

高，但其愈伤组织多为绿色，质地紧实，增殖量大，

但没有分化出再生植株；而‘双面佳人’的愈伤诱导

率虽然仅为 39.1%，其愈伤组织质地松脆易分散色

泽为黄白色，在分化培养过程中成功分化出小植

株。在叶片、叶柄愈伤组织诱导过程中培养基中添

加 2,4-D，愈伤组织的诱导率明显高于添加 NAA，

这与刘军等(2004)的研究发现一致。 
光暗培养在愈伤组织诱导率上并无显著差异，

但对于愈伤组织诱导启动时间及愈伤组织相态特

征有影响。暗培养的愈伤组织启动时间要晚于光培

养，而且其愈伤组织量相对较少，色泽为黄白色，

但褐化现象严重，质地松软。任桂芳等(2004)研究

发现，‘冰山’的叶片暗培养 30d，有利于愈伤组织的

分化与再生。若能改变其褐化现象，可能更有利于

愈伤组织的分化，因此还需在其暗培养处理时间上

进行研究。 
ABA、活性碳的添加以及碳源的改变，可有效

改善增殖愈伤组织的形态，在添加 ABA 的增殖分

化培养基中，新增殖的愈伤组织色泽为黄白色，质

地松脆更利于继代培养和分化。Li 等(2002)研究表

明添加 ABA 能够促进愈伤组织的增殖和体细胞胚

的形成。‘双面佳人’在转入添加了 ABA 的分化培养

基 MS+ZT1.0 mg·L-1+NAA0.1 mg/L+ABA1.0 mg/L
上分化出叶片。Mundy 等(1990)研究表明适当补充

外源、低浓度 ABA 可以提高体细胞胚发生，其机

理可能是由于激活相关基因的表达，大量合成贮藏

蛋白，诱导胚胎特异性蛋白及晚期胚胎丰富蛋白

(LEA)(崔凯荣等, 2000)。在增殖分化阶段改变碳源

由蔗糖变为葡萄糖，对体细胞胚胎发生有促进作

用；而活性碳的添加则可适当减缓细胞分裂活动，

吸附过多细胞分裂素促进组织分化。由此可看出，

在多种外源物质的共同作用下不仅可以改变愈伤

组织形态，而且可进一步影响其增殖或分化的方

向。 

3 材料与方法 
3.1 材料 

实验以‘坦尼克’(Tineke)、‘埃菲尔铁塔’(Eiffel 
Tower)、‘双面佳人’(Double Girl)的离体叶片，‘萨蔓

莎’(Samantha)、‘金斯莱克’(Jimthelanky)、‘休姆主

教’(Hume Basil)、‘宠爱小姐’(Miss Favor)、‘樱桃白

兰地’(Cherry Aquavit)、‘蓝丝带’(Blue Ribbon)、‘卓
越’(Excellence)、‘绿野’(Wild Green)的活体叶片为外

植体，材料来源于中国农业大学园林植物种质资源

与遗传育种实验室温室；以‘黑魔术’(Black Magic)、
‘卡罗拉’(Carola)、‘俏佳人’(Beautiful Girl)、‘外交

家 ’(Diplomat) 、 ‘ 艳 红 ’(Fresh Red) 、 ‘ 萨 蔓

莎’(Samantha)的叶柄和花丝为外植体，材料取自中

国农业科学院蔬菜花卉研究所月季课题组南口基

地温室。 

3.2 离体培养和愈伤组织的观察 
取新生幼叶，经洗衣粉表面消毒和流水冲洗 30 

min 后，用 0.1%的 HgCl2灭菌 2 min，无菌蒸馏水

冲洗 3~5 遍，垂直叶脉切为 0.5~1.0cm2 叶盘(离体叶

片直接切取)，叶柄切成 0.5 cm 长的片段，接入愈

伤组织诱导培养基。培养基均含卡拉胶 4.5 g·L-1，

蔗糖 30 g·L-1，pH 调至 5.8~6.2，在 1.0~1.5 kg/cm2

压力下高温灭菌 20~25 min。分别于 1 周、2 周、4
周后观察愈伤组织诱导情况，分析不同激素种类和

浓度组成的培养基对月季愈伤组织诱导量、质地、

色泽的影响。诱导出愈伤组织后转入继代和分化培

养基。继代培养基为诱导愈伤效果较好的愈伤组织

诱导培养基。 
取直径为 15 mm 未开放的花蕾，经以上消毒处

理后用刀片切开，切取 10 mm 花丝，平放到原始培

养基上。先暗培养 3 周后转入光培养，4 周后观测

愈伤诱导率和生长状况。然后在继代培养基上培养

4 周，再转移到胚性愈伤组织分化培养基上。 
实验采用 3 次重复，每次 30 个外植体，通过

SPSS 分析软件进行方差分析，统计品种、外植体

和激素对愈伤组织诱导率的影响。愈伤组织诱导率

=诱导出愈伤组织的外植体数/接入外植体数。 
根据观察，诱导出的愈伤组织色泽可分为绿色

(G)、黄绿色(YG)、黄白色(YW)三种，质地包括松

软(S)、松脆(F)、紧实(C)三种，可归纳为五种类型：

绿色紧实型(G-C)、黄绿色紧实型(YG-C)、黄绿色松

脆型(YG-F)、黄绿色松软性型(YG-S)、黄白色松脆

型(YW-F)(图 6)。
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图 6 愈伤组织的五种形态类型 
Figure 6 Five modality types of callus 

3.3 不同激素处理 
以浓度为 2.0 mg/LNAA 分别与细胞分裂素 1.0 

mg/L、2.0 mg/L、4.0 mg/L 的 ZT、TDZ、KT，及

1.0 mg/LNAA、2.0 mg/LNAA、4.0 mg/LNAA 与 ZT 
0.5 mg/L、1.0 mg/L、2.0 mg/L、4.0 mg/L 组成叶片

愈伤组织诱导培养基组；愈伤组织分化培养基为添

加 1.0 mg/L ZT、0.1 mg/L NAA 和 0.5 mg/L ABA、

1.0 mg/L ABA。叶柄诱导培养基为 0.5 mg/L BA 和

0 mg/L NAA、1.0 mg/L NAA、2.0 mg/L NAA、4.0 
mg/L NAA，2.5 mg/L 2,4-D、5.0 mg/L 2,4-D、10.0 
mg/L 2,4-D；分化培养基为 0.5 mg/L BA、5.0 mg/L 
2,4-D 和 0.1 mg/L GA3。花丝的原始培养培养基包

括 MS 的盐和维生素，2.0 mg/L 氨基乙酸，0.5 mg/L 
KT，2.0 mg/L NAA，蔗糖 20 g/L，pH 5.7；花丝继

代培养培养基包括 B5 的盐, 15.0 mg/L VB1，1.5 
mg/L VB6, 100 mg/L 肌醇，2.0 mg/L 氨基乙酸，1.5 
mg/L 尼克酸，329 mg/L 硫酸铵，1.5 mg/L ZT，2.0 
mg/L 2,4-D，蔗糖 20 g/L，pH 5.6；花丝胚性愈伤组

织培养培养基包括MS的盐，5.0 mg/L VB1，1.5 mg/L 
VB6，100/mg·L 肌醇，2.0 mg/L 氨基乙酸, 1.5 mg/L
尼克酸，Km-8pVitamins1 倍液，1.5 mg/L ZT，0.25 
mg/L NAA，1.0 mg/L GA3，蔗糖 20 g/L，pH 5.7。 

3.4 暗培养的处理 
愈伤组织诱导阶段对外植体分别进行 16 h 光

照/8 h 黑暗以及黑暗两种培养方式，4 周后结束暗

培养处理，进行正常处理，观察愈伤组织诱导情况，

比较愈伤组织形态差异。 

3.5 培养基中添加 ABA、活性炭和葡萄糖 
4 周后，叶片诱导出的愈伤组织转接到

MS+NAA 1.0+ZT 1.0 培养基上，并且添加 ABA (0 
mg/L, 0.5 mg/L, 1.0 mg/L)，活性炭 1.5 g/L，糖分别

为蔗糖和葡萄糖各 30 g/L，促进愈伤组织的分化与

再生。观察记录愈伤组织分化率、色泽、质地，通

过方差分析研究培养基附加物对愈伤组织继代和

分化的影响。 
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表 4 细胞分裂素的浓度及种类影响愈伤组织的颜色和质地 
Table 4 The color and texture of callus were affected by the concentration and kinds of CTKs 
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CTKs Con 

I C T S  I C T S I C T S I C T S I C T S  I C T S I C T S 

0                                   

0.2 100 YW S +++  100 G C +++ 100 YW S + 100 YG S ++ 100 YW F ++  53.3 G C +  40.0 YW S + 

KT 

0.5 100 YW F +++  100 YG S +++ 100 YW S + 100 YG C ++ 100 YW S +++  66.7 G C +  40.0 YW S + 

0                                   

0.5 100 YW F +++  100 YG C +++ 100 YG C + 100 YG S ++ 100 YW S +++  56.7 YG S + 50.0 YW S ++ 

ZT 

1.0 100 YW S +++  100 YW S +++ 100 YG S ++ 100 YG S +++  100 YW S +++  53.3 YG S + 50.0 YW S ++ 

0                                   

0.05 100 G C ++  100 YG C ++ 100 G C + 100 YG C ++ 100 YW F ++  53.3 YG S + 45.5 YW S ++ 

0.2 100 YG S ++  100 YG C ++ 100 YG C + 100 YG C ++ 100 YW C ++  54.6 YG S + 44.0 YW S ++ 

TDZ 

0.5 100 YW S +++  100 YW F +++ 100 YG C + 100 YG C ++ 100 YG C ++  53.8 YG S + 46.5 YW S + 

注: G: 绿色; YG: 黄绿; YW: 黄白; S: 松软, C: 紧实; F: 松脆; +: 诱导量少; ++: 诱导量中等; +++: 诱导量多 
Note: G: Green; YG: Yellow Green; YW: Yellow White; S: Soft; C: Compact; F: Friable; +: the callus was little and only on the edge of leaflets; ++: the breadth of callus circle was around 0.5 cm; +++: 
more than 0.5 cm 
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