
中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 51 卷 第 13 期 2020 年 7 月 • 3545 • 

黑果枸杞基茎丛生芽诱导及植株高效再生体系的建立 
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摘  要：目的  优化黑果枸杞 Lycium ruthenicum 离体培养方法及条件，探索有效增殖方式，筛选适宜的植株再生途径，建

立其人工高效繁殖技术体系。方法  以无菌实生苗带 1～2 个节的茎段为材料，采用 MS、改良的 MS1 以及改良的 MS2 为基

本培养基，通过单因素、完全组合及 L9(34) 正交试验研究不同植物激素种类及其质量浓度对愈伤组织诱导、腋芽萌发、基

茎不定丛芽诱导及植株再生的影响。结果  在 MS＋NAA 1.0 mg/L＋6-BA 0.1 mg/L 培养基中，可诱导出大量愈伤组织，但

其再分化能力较弱，培养 35 d 后最高增殖系数仅为 4.36；而在 MS＋NAA 0.1 mg/L＋6-BA 0.05 mg/L＋KT 0.5 mg/L 中培养，

随着腋芽萌发，茎段与培养基接触的节处开始膨大并出现不定芽点，萌发出基茎丛生芽，发生率达 100%，培养 45 d 增殖系

数最高可达到 42.84；试管苗生根的适宜培养基为改良的 MS1＋NAA 1.0 mg/L，培养 40 d 后生根率达 98.9%；试管苗经炼苗

后移栽成活率 90%以上。结论  研究通过基茎丛生芽这一全新的增殖途径，成功建立了黑果枸杞体外高效再生体系，不仅

大大提高了试管苗的产量及品质，也为枸杞属其他植物的体外快繁提供了另一思路。 
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Abstract: Objective  To optimize the culture methods and conditions for the rapid propagation of Lycium ruthenicum in vitro, 
explore effective proliferation methods, and screen suitable plant regeneration pathways, so as to establish an artificial 
high-efficiency breeding technology system. Methods  Stem segments with one or two nodes of aseptic seedlings were used as 
materials. MS, modified MS1 and modified MS2 were used as basic media. The effects of different plant hormones and their 
concentrations on callus induction, axillary bud germination, basal stem adventitious cluster bud induction and plant regeneration 
were studied by single factor, complete combination and L9(34) orthogonal experiments. Results  A large number of callus were 
induced in MS + NAA 1.0 mg/L + 6-BA 0.1 mg/L medium, but the ability of redifferentiation was weak, and the highest 
multiplication coefficient was only 4.36 after 35 d of culture; While in MS + NAA 0.1 mg/L + 6-BA 0.05 mg/L + KT 0.5 mg/L 
medium, with axillary buds starting to germinate, the node of stem segment contacted with culture medium began to swell and  
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appeared adventitious bud points, which sprouted basal stem cluster budswith the incidence rate of 100%: And the highest multiplication 
coefficient could up to 42.84 after 45 d of culture. The suitable medium (MS1 + NAA 1.0 mg/L) for rooting of test-tube seedlings was 
modified. After 40 d of culture, the rooting rate reached 98.9%; And the survival rate of transplanted tube seedlings after refining was 
over 90%. Conclusion  In this study, the basal stem cluster buds were used as a new way for proliferation, and an efficient propagation 
system of L. barbarum in vitro was successfully established, which not only greatly improved the yield and quality of test-tube seedlings, 
but also provided another idea for the rapid propagation of other Lycium plants in vitro. 
Key words: Lycium ruthenicum Murr.; stem segment; basal stem cluster buds; callus; rapid propagation in vitro 
 

黑果枸杞 Lycium ruthenicum Murr. 为枸杞属多

年生多刺棘灌木，因其成熟浆果呈紫黑色而得名，

现集中产于我国青海省和新疆维吾尔自治区[1]；仅存

的野生资源多分布于柴达木盆地的都兰、香日德、

诺木洪等自然环境条件较为恶劣的戈壁荒滩上[2]。

黑果枸杞在藏药中称为“旁玛”，其味甘、性平、

清心热，西藏医药名著《晶珠本草》将其列为传统

珍贵中药[3-4]。有研究指出，黑果枸杞所含物质中

微量元素、多糖以及维生素和脂肪远高于普通红枸

杞 [5]；其中富含的特有色素——花青素与原花青

素，具有强大的抗氧化作用[6]；现代药理学研究也

表明黑果枸杞具有抗肿瘤、防止动脉硬化、提高免

疫力、调血脂等作用[7-9]，同时该植物极为耐干旱，

可生长在沙地、盐碱地，是防风固沙、保持水土的

重要植物[2]。 
由于具丰富的药用、保健以及环境保护价值，

黑果枸杞享有植物界的“黑钻石”以及“软黄金”

的美称。然而在巨大利益驱使下，该植物自然生

境不断遭到人为破坏，野生资源已濒临灭绝，产

量大幅下降，以至于无法满足市场的需求。采用

植物体外快繁技术，不仅可以保留植株原有的优

良性状，还可以将优良单株快速繁殖成无性系，

继而在生产中大量推广[10]。因此无论是以种源保

护还是市场开发为目的，建立黑果枸杞人工快繁

体系已迫在眉睫。近年来黑果枸杞体外快繁研究

多为以茎段[11-13]、叶片[6]、子叶及下胚轴[14]为外

植体，使用外植体-愈伤组织-不定芽-再生植株的

途径进行快速繁育，但其增殖系数及种苗质量均

不尽人意；同时，在枸杞属植物组培快繁中尚未

见有关茎段直接诱导基茎丛生芽进行增殖的报

道。本研究借鉴前人对黑果枸杞及同属其他植物

体外快繁的经验，以带节茎段为材料，从多种增

殖途径中选择最适宜的途径，建立了黑果枸杞人

工繁殖技术体系，其繁殖系数远远超过已有的报

道。本研究结果可为黑果枸杞自然资源的保护提

供依据；同时也可为其人工规模化栽培种植、种

质资源保存以及遗传转化研究提供实验基础。 
1  材料 

黑果枸杞种子由曲靖市沾益区万远中药材种植

农民专业合作社毕绍文先生提供，植株经云南中医

药大学黄衡宇教授鉴定为茄科、枸杞属植物黑果枸

杞 Lycium ruthenicum Murr.。选取单株无菌实生苗上

带 1～2 个节的茎段为实验材料，实验所用灭菌试剂

升汞以及植物激素萘乙酸（NAA）、6-苄基腺嘌呤

（6-BA）、激动素（KT）、玉米素（ZT）均为分析纯，

购自北京鼎国生物科技有限公司。 
2  方法 
2.1  无菌实生苗获取及无菌体系建立 

将黑果枸杞种子置于标准 1 000 mL 烧杯中，流

水下冲洗 30 min，再于纯净水中静置 5 min，将漂

浮于水面的干瘪种子除去，经纱布过滤保留底层饱

满充实种子，每 30～35 个种子用纱布包裹为 1 个小

纱包，将其置于超净工作台上；用 75%的乙醇浸泡

3 s，再将其浸没于 0.1%升汞溶液中消毒 20～80 s，
无菌水清洗 3 次，每次不少于 3 min。将消毒灭菌

后的小纱包置于无菌接种盘中，用镊子将纱包打开，

夹取种子接种于空白 MS 培养基上。培养过程中统

计种子萌发率及污染率，60 d 后统计死亡率。 
外植体的处理为剪去茎尖，将长枝分为 1～1.5 

cm 长的小段，每个小段上有 1～2 个节，较小叶片

保留，较长较大叶片视其具体情况剪去 1/2 至 3/4。 
2.2  培养基 
2.2.1  单因素确定培养基  （1）基本培养基（MS）：
分别在其中添加不同质量浓度的植物激素 NAA、

6-BA、KT、ZT：其中，NAA 质量浓度梯度为 0.1、
0.5、1、1.5 mg/L；6-BA 质量浓度梯度为 0.01、0.05、
0.1、0.5 mg/L；KT 质量浓度梯度为 0.05、0.1、0.5、
1.0 mg/L；ZT 质量浓度梯度为 1.0、2.0 mg/L。根据

相关文献对于减少黑果枸杞增殖过程中玻璃化现象

的报道[15]，将培养基中琼脂含量设置为原始 5.0 g/L
以及提高用量至 6.0 g/L 2 种，2 种均在其中加入 30 
g/L的蔗糖；pH值为5.4～5.6。121 ℃下灭菌25 min。
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40 d 后分析记录各组生长情况，筛选出后续实验适

宜的基本培养基、植物激素种类和质量浓度范围以

及琼脂含量。（2）改良培养基配方（MS1）：原始

MS 培养基中大量元素硝酸钾（KNO3）、硝酸铵

（NH4NO3）、磷酸二氢钾（KH2PO4）、七水合硫酸镁

（MgSO4•7H2O）以及二水合氯化钙（CaCl2•2H2O）

用量减半，其余成分含量不变。（3）改良培养基配

方（MS2）：原始 MS 培养基中大量元素硝酸钾

（KNO3）、硝酸铵（NH4NO3）、磷酸二氢钾（KH2PO4）、

七水合硫酸镁（MgSO4•7H2O）以及二水合氯化钙

（CaCl2•2H2O）用量减少三分之二，其余成分含量

不变。 
2.2.2  愈伤组织发生、不定丛生芽诱导增殖培养

基  选择 MS 为基本培养基，加入不同质量浓度

的 NAA 和 6-BA，进行实验，探究不同激素组合

对黑果枸杞茎段愈伤组织诱导、不定芽分化的影

响，得到最佳激素配比方案，35 d 后统计分析愈

伤组织诱导率以及丛芽发生情况，重复实验 3 次，

验证其具有可重复性。培养基中添加 6.0 g/L 的琼

脂以降低玻璃化现象。 
2.2.3  基茎丛生芽诱导增殖培养基  根据单因素实

验及完全组合实验结果，引入可促进不定芽分化的

细胞分裂素 KT，建立 L9(34) 正交试验（表 1），45 
d 后统计分析增殖情况。 

表 1  黑果枸杞茎段诱导基茎丛生芽增殖 L9(34) 正交设计 
Table 1  Orthogonal design of L9(34) for proliferation of 
cluster buds of basal stems induced by stem segments of L. 
ruthenicum 

水平 
因素 

NAA/(mg∙L−1) 6-BA/(mg∙L−1) KT/(mg∙L−1) 

1 0.1 0.01 0.1 

2 0.5 0.05 0.5 

3 1.0 0.10 1.0 
 
2.2.4  生根培养基  根据单因素预实验结果，以

MS 及改良的 MS1为基本培养基，分别在其中添加

不同质量浓度的 NAA，进行完全组合实验。选取增

殖过程中长势均匀、株高 3 cm 以上的单苗，接种于

生根培养基中，培养 30 d 后统计生根率。 
2.3  培养条件和接种方法 
2.3.1  无菌种子萌发以及生根过程培养条件  培养

温度（25±2）℃，光照强度 1 200 lx，光照时间 12 
h/d。 

2.3.2  增殖过程培养条件  根据相关文献对于减少

黑果枸杞试管苗玻璃化的报道[15]，将光照强度调整

至 1 400 lx，光照时间提升至 14 h/d。 
2.3.3  接种方法  种子接种 5 颗 1 瓶，接种于培养

基表面；茎段外植体接种 5 株 1 瓶；单苗生根培养

时，5 株 1 瓶；均匀接入培养基。 
2.4  驯化及移栽 

生根培养 40 d 后，苗长至 4～5 cm 高，根系粗

壮、叶片繁茂即可移栽，在自然光下露苗 7 d 后去

除封口，将植株取出，在流水下轻柔地洗去根部附

着的培养基，以避免根部损伤，移栽至经质量浓度

为 0.2%高锰酸钾消毒后的腐殖土-蛭石（1∶1）的

基质中，用塑料薄膜覆盖，保温（25±2）℃，保湿

（50%～70%）培养 60 d 后统计成活率。 
2.5  统计指标及数据处理 

得到数据均采用 Excel 和 SPSS 19.0 软件处理

分析。各指标计算公式如下。 
愈伤组织发生率＝茎段下部产生的愈伤组织数/接入茎

段数 

不定芽发生率＝产生不定芽的愈伤数/茎段产生愈伤数 

不定芽分化系数＝产生的不定芽数/茎段产生愈伤数 

基茎丛生芽发生率＝产生基茎丛生芽的茎段数/接入茎

段数 

增殖系数＝有效转接瓶数/原始接种瓶数 

生根率＝生根的单苗数/接种材料总数 

移栽成活率＝成活苗数/移栽总苗数 

3  结果与分析 
3.1  种子萌发及无菌实生苗获得 

无菌接种 10 d 后种子开始萌发，出现明显白色

胚根（图 1-B）；25 d 后胚根长势迅速，可见明显胚

根胚轴及子叶（图 1-C）；40 d 后叶片舒展，茎段变

绿变硬，获得无菌实生苗（图 1-D）。 
由表 2 可看出，在 0.1%升汞溶液中，经过不同

消毒时间处理的种子生长情况不同，其中，消毒 20 
s 以及 40 s 时间较短，灭菌不充分，虽然有一些种

子成功萌发，但分别有 51.23%以及 25.67%的污染

率；消毒 60 s 种子无污染，死亡 12.64%，萌发率

85.82%为 4 组中最高；而消毒 80 s 时间过长，虽萌

发率为 76.42%，但对种子造成了损伤，种子死亡率

达到 58.62%。综上，虽然种子消毒时间 60 s 与 80 s
在死亡率及萌发率上无显著差异，但消毒 60 s 污染

率为 0，因此本实验中种子消毒最佳方案为 0.1%升

汞溶液中消毒 60 s。 
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A-刚接种进培养基的种子  B-培养 10 d 后生长出白色胚根  C-培养 25 d 后可见明显胚根胚轴胚芽  D-40 d 后无菌实生苗长成 
A-Seeds just inoculated into medium  B-After 10 d of culture, white radicle grew  C-After 25 d of culture, obvious radical hypocotyl 
germ could be seen  D-After 40 d, sterile seedlings grew up 

图 1  种子萌发及无菌实生苗获得过程 
Fig. 1  Seed germination and acquisition of sterile seedlings 

表 2  不同消毒时间梯度处理种子的污染及死亡情况 
Table 2  Pollution and death of seeds treated with different 
time gradients of disinfection 

消毒时间/s 接种数 萌发率/% 污染率/% 60 d 后死亡率/% 

20 50 23.43±0.962b 51.23±0.989a 1.33±0.571d 

40 50 45.67±0.741c 25.67±0.741b 5.67±0.513c 

60 50 85.82±0.698a 2.31±0.446c 12.46±0.731b 

80 50 76.43±0.827a 0.54±0.153c 58.62±1.154a 

同列不同字母表示在 5%水平上有显著性差异 P＜0.05，下同 
Different letters in the table indicate significant differences, P < 0.05, 
same as below 

3.2  单因素实验结果分析 
单因素实验结果表明，在激素及琼脂含量固定

的情况下，以 MS 及改良的 MS1作为基本培养基，

茎段均可产生 3～4 条细弱根系，MS 培养基促进不

定芽分化增殖的作用更优，为探究黑果枸杞生长所

需营养下限，设置了改良的 MS2培养基，在该培养

基中，植株生长缓慢、低矮细小，不产生根系，出

现生长停滞现象，显然已经不能为植株提供充足养

分，因此在后续实验过程中将不再使用改良的 MS2

培养基；在同一基本培养基中，单一使用任一植物

激素对黑果枸杞增殖均有促进作用，相比较而言，

6-BA（适宜质量浓度范围为 0.01～0.10 mg/L）、KT
（适宜质量浓度范围 0.1～1.0 mg/L）可诱导产生较

多愈伤并伴有不定芽发生，不定芽发生率为 15%左

右，且 6-BA 可促进腋芽萌发，萌发率为 80%，而

KT 实验组出现了基茎丛生芽发生现象，NAA 在

0.1～1.0 mg/L 内对愈伤及根系诱导有显著影响，愈

伤诱导率为 40%左右，诱导生根率为 75%，ZT 效

果与 6-BA 以及 KT 相当，因其较高的价格所以舍

弃不用。实验还观察到使用琼脂质量浓度为 6.0 g/L
的培养基可减少黑果枸杞玻璃化现象，则后续增殖

实验均添加 6.0 g/L 的琼脂。 
3.3  茎段愈伤组织诱导及不定丛芽分化完全组合

实验结果分析 
由表 3 可知，所有激素组合均可诱导茎段产生

愈伤组织，且当 6-BA 质量浓度一定时，随着 NAA
浓度升高，愈伤组织发生概率也升高，说明 NAA 

表 3  NAA 与 6-BA 不同质量浓度组合对茎段诱导不定芽的影响 
Table 3  Effects of different concentration combinations of NAA and 6-BA on adventitious bud induction in stem segments 

组别 
植物激素/(mg∙L−1) 

接种数 愈伤组织发生率/% 不定芽发生率/% 不定芽分化系数 NAA 6-BA 
A1 0.1 0.01 50 77.860±0.208d 27.190±0.072b 2.190±0.043d 

A2 0.05 40 72.320±0.128e 33.140±0.124a 1.270±0.026e 

A3 0.10 45 82.140±0.156c 24.120±0.163c 4.260±0.074a 

A4 0.5 0.01 50 82.460±0.777c 18.260±0.428d 3.250±0.038b 

A5 0.05 50 80.100±0.466cd 33.210±0.136a 2.470±0.050c 

A6 0.10 50 92.920±0.140b 22.220±0.133c 2.430±0.073c 

A7 1.0 0.01 50 90.730±0.202b 12.180±0.173e 1.210±0.044e 

A8 0.05 45 99.060±0.731a 22.150±0.109c 2.340±0.084d 

A9 0.10 50 92.560±0.122b 17.120±0.180d 2.560±0.065d 

A10 0.0 0.00 50 36.490±0.162f  3.210±0.083f 0.520±0.042f 

A B C D 
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对愈伤组织的诱导具有促进作用；而当 NAA 质量

浓度一定时，愈伤组织诱导不定芽发生概率随着

6-BA 质量浓度的升高而呈先上升后下降的态势，说

明过高或过低的 6-BA 都会阻碍不定芽的发生以及

生长。实验表明 A9 组，即 NAA 1.0 mg/L＋6-BA 0.1 
mg/L 为最适宜茎段诱导愈伤组织、不定芽分化的激

素组合。在 A9 实验组中，培养 10 d 后，茎段腋芽

以及基茎不定休眠芽开始萌发伸长，与此同时，茎

段下端开始出现浅绿色愈伤组织（图 2-A）；培养

25 d 后，愈伤组织生长迅速，由浅绿色转变为白绿

色，质地紧密，虽有不定芽分化，但数量稀少（图

2-C）；培养 35 d 后，愈伤组织逐渐变白变硬，分化

出的不定芽生长停滞并明显白化（图 2-D）。根据表

3 可知，不定芽分化率及分化系数都较低，证明该

完全组合实验效果不佳，不宜作为黑果枸杞增殖途

径。因单因素实验中在极少数实验组中发现茎段诱

导基茎丛生芽萌发的现象，该方式从未在文献中有

过报道，为了进一步研究该途径是否可以成为黑果

枸杞全新的一种高效增殖方法，进行正交试验，以

求获得更高比例基茎丛生芽的发生。 
 

 
A-茎段接种 10 d 后腋芽开始萌发生长，下端开始出现少量愈伤组织  B-接种 15 d 后，愈伤组织逐渐增多  C-愈伤组织生长迅速，由浅绿色转

变为白绿色，质地紧密  D-培养 35 d 后，愈伤组织逐渐变白变硬，分化出的不定芽生长停滞并明显白化 
A-After 10 d of inoculation, axillary buds began to germinate and grow, and a few callus appeared at the lower end  B-After 15 d of inoculation, callus 
increased gradually  C-Callus grew rapidly from light green to white green with compact texture  D-After 35 d of culture, the callus gradually became 
white and hard, and the bud clusters differentiated stagnated and obviously whitened 

图 2  茎段诱导愈伤组织及不定丛芽分化增殖过程 
Fig. 2  Callus induced by stem segment and differentiation and proliferation of adventitious cluster buds 

3.4  茎段基茎丛生芽分化 L9(34) 正交试验分析 
由正交试验结果（表 4）可知，基茎丛生芽诱

导极差显示为 RC＞RB＞RA＞RD，NAA、6-BA、KT 
3 种激素的极差均大于空白列，表明上述激素对茎

段诱导基茎丛生芽有可靠作用，这 3 种激素的影响

效应表现为 KT＞6-BA＞NAA，证明基茎丛生芽诱 
表 4  茎段诱导基茎丛生芽 L9(34) 正交试验结果 

Table 4  Orthogonal test results of L9(34) proliferation of 
basal stem cluster buds induced by stem segments 

组别 
植物激素/(mg∙L−1) 

增殖系数 A（NAA） B（6-BA） C（KT） D（空白） 
B1 0.1 0.01 0.1 （1） 20.42 
B2 0.1 0.05 0.5 （2） 42.84 
B3 0.1 0.10 1.0 （3） 25.23 
B4 0.5 0.01 0.5 （3） 27.96 
B5 0.5 0.05 1.0 （1） 28.68 
B6 0.5 0.10 0.1 （2） 38.21 
B7 1.0 0.01 1.0 （2） 22.34 
B8 1.0 0.05 0.1 （3） 18.04 
B9 1.0 0.10 0.5 （1） 36.79 
K1 0.299 0.219 0.257 0.286  
K2 0.278 0.267 0.391 0.294  
K3 0.257 0.248 0.287 0.254  
R 0.042 0.052 0.134 0.040  

导增殖主要与 KT 浓度有关。通过分析表 5 方差数

据，表明激素KT对增殖系数有显著影响（P＜0.05），
NAA、6-BA 无显著影响。进一步进行 KT 3 水平

Duncan 检验可知，最适合茎段诱导基茎丛生芽进行

增殖的质量浓度为水平 2（0.5 mg/L），其次为水平

3（1.0 mg/L），影响最小为水平 1（0.1 mg/L）。通

过比较分析平均值，最适宜黑果枸杞增殖的植物激

素组合为 A1B2C2，即 NAA 0.1 mg/L＋6-BA 0.05 
mg/L＋KT 0.5 mg/L，利用此最佳组合进行基茎丛生

芽诱导增殖实验。 
将茎段接种于上述培养基中，培养 5 d 后节

上叶片腋部开始萌发出小芽（下称“腋芽”），茎 

表 5  增殖系数方差分析结果 
Table 5  Analysis of variance of multiplication coefficient 

激素 III 型平方和 自由度 均方 F 值 显著性 

A（NAA） 0.267 2 0.013 0.191 P＞0.05 

B（6-BA） 0.705 2 1.850 1.249 P＞0.05 

C（KT） 13.646 2 11.823 16.077 P＜0.05 

误差 0.236 2 0.118 0.167 P＞0.05 

A B C D 
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段基部与培养基接触的节上开始出现芽点（图

3-A、B）；10 d 后基部节上芽点分化出小芽（下

称“基茎丛生芽”，图 3-C、D），经观察统计，基

茎丛生芽发生率为 100%；培养 15 d 后，腋芽明

显伸长，基部不定芽丛明显增多，并开始伸长，

整体呈翠绿色（图 3-E、F）；30 d 后，基部不定

芽丛长势迅猛，叶片伸展，颜色由翠绿色转为深

绿色（图 3-G、H）；经过 45 d 的培养，植株长成

茂密的芽丛（图 3-I、J），增殖系数平均可达到 40
以上。 

 
A、F-培养 5 d 后节上叶片腋部开始萌发出腋芽，茎段基部与培养基接触的节上开始出现芽点  B、G-10 d 后基部节上芽点分化出基茎丛生

芽  C、H-培养 15 d 后，腋芽明显伸长，基部不定芽丛明显增多  D、I-30 d 后，基部不定芽丛长势迅猛  E、J-经过 45 d 的培养，植株长

成茂密的芽丛 
A, F-After 5 d of culture, axillary buds began to germinate in the axillary part of the leaves on the ganglion, and bud spots appeared on the ganglion 
where the base of the stem segment contacted the culture medium  B, G-After 10 d, the basal node buds differentiated into basal stem cluster buds  C, 
H-After 15 d of culture, axillary buds elongated significantly and adventitious bud clusters at the base increased significantly  D, I-After 30 d, 
adventitious bud clusters grew vigorously at the base  E, J-After 45 d of cultivation, the plants grew into dense bud clusters 

图 3  茎段基茎丛生芽分化增殖过程 
Fig. 3  Differentiation and proliferation of basal stem cluster buds 

3.5  生根培养及无菌苗移栽 
观察不同基本培养基以及不同质量浓度

NAA 完全组合实验对黑果枸杞诱导生根的情况

（表 6）可知，添加 NAA 的实验组生根率显著高

于空白 MS 及空白改良 MS1 对照组（P＜0.05），
证明生长素 NAA 对根系诱导有显著影响；当基本

培养基固定时，加入 NAA 质量浓度越高，生根率

也随之升高；当 NAA 质量浓度固定时，相对于

MS 培养基来说，以改良的 MS1 为基本培养基更

有利于根的诱导。由 C1、C3 以及 C5、C6 实验组

可知，无论以 MS 还是以改良 MS1 为基本培养基，

在其中添加 0.1 mg/L 或 0.5 mg/L NAA 均无明显差

异（P＞0.05），表明在根系诱导过程中，添加高

质量浓度的生长素才能造成显著影响。由表 3 可

知，最适宜黑果枸杞生根的培养基为改良的 MS1＋

NAA 1.0 mg/L，在该培养基中，培养 10 d 后，

植株下端出现愈伤，且接触培养基的节处优先

长出细弱覆有白毛的根系（图 4-A、E）；15 d 

表 6  不同基本培养基及不同质量浓度 NAA 完全组合对试

管苗生根的影响 
Table 6  Effects of different basic mediums and different 
concentrations of NAA complete combination on rooting of 
plantlets 

组别 基本培养基类型 NAA/(mg·L−1) 接种

数 
生根率/% 

C1 MS 0.1 50 81.9±0.090c 

C2 0.5 50 86.5±0.209c 

C3 1.0 45 87.2±0.140d 

C4 0.0 50 12.3±0.157f 

C5 改良 MS1 培养基 0.1 40 95.9±0.196b 

C6 0.5 50 96.4±0.075b 

C7 1.0 50 98.9±0.218a 

C8 0.0 50 17.4±0.151e 

 
后，植株底端出现粗壮的根系生长（图 4-B、F）；培

养达到 40 d，底端根系发达、粗壮（图 4-D、G）；炼

苗移栽 60 d 后植株生长旺盛，叶片饱满（图 4-H）。 

A B C D E 

F G H I J 

   



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 51 卷 第 13 期 2020 年 7 月 • 3551 • 

 
A、B-培养 10 d 后，植株下端出现愈伤，出现覆有白毛的不定根  C、D-15 d 后，植株底端出现粗壮的定根生长  E-培养 25 d，定根生长迅速  
F、G-培养达到 40 d，不定根与定根发达  H-60 d 后成功驯化的生根试管苗取出移栽基质中 
A, B-After 10 d of culture, callus and adventitious roots covered with white hairs appeared at the lower end of the plant  C, D-Fifteen days later, strong 
rooting growth appeared at the bottom of the plant  E-Fixed roots grow rapidly after 25 d of culture  F, G-After 25 d of culture, the roots grew fast and 
robust  H-Rooting test-tube seedlings successfully domesticated 60 d later were taken out of transplanting media 

图 4  生根培养及无菌苗移栽过程 
Fig. 4  Rooting culture and aseptic seedling transplantation 

4  讨论 
4.1  黑果枸杞体外快繁中的有效增殖方式 

近年来，随着黑果枸杞比普通红枸杞更为丰

富的营养成分被发现[16-17]，黑果枸杞的无性繁殖

已成为一大热门项目。据相关报道，在枸杞属植

物的再生体系建立方面，获得再生植株的方式主要

有 3 种：其一为外植体-愈伤组织-丛生芽或不定芽-
生根苗，研究者利用种子[18]、叶片[6]、下胚轴[14,19]、

茎段[15,20-22]以及花药[21]诱导出愈伤组织，再诱导愈

伤组织分化出不定芽形成再生植株；其二为外植体-
腋芽-生根苗，以茎段[15-17]为外植体，直接诱导腋芽

发生来形成再生植株；其三则为外植体-不定芽-生
根苗，采用茎段[23]以及胚轴[23]直接诱导形成不定

芽，不定芽分化生长形成再生植株。以上 3 种增殖

方式，第一种为间接器官发生途径，二和三皆为直

接器官发生途径，且各有优劣：采用间接器官发生

途径，增殖系数可观，但培养过程复杂，生长周期

较长，产生玻璃化现象明显且后代易发生变异；直

接诱导腋芽发生途径，玻璃化现象较诱导愈伤方法

减轻，但腋芽萌发所需时间长，随着腋芽的不断分

化，次级植株愈渐细弱，不利于大规模生产；直接

诱导不定芽发生途径，增殖系数较其余 2 种方式略

高且所需时间短，但也遭受植株玻璃化的困扰。 
在本研究中，茎段培养出现 2 种效果截然不同

的增殖方式。与王方琳等[19]、曹君迈等[20]的实验结

果不同，在本研究中，采用外植体-愈伤组织-丛生

芽的途径尽管能在 2 种外源激素的作用下诱导出大

量愈伤组织，但不管如何调整激素配比，愈伤再分

化能力都极低下，即使有少量不定芽产生，但在增

殖效果上基本无可利用性，且植株玻璃化的比例极

高，该问题在曹君迈等[20]的研究中也有所提及。即

使引入另一促进芽分化的外源激素 KT，效果也不

理想；推测可能与黑果枸杞所属生境多为缺水干旱

的荒滩戈壁有关。有研究指出[24-25]，干旱胁迫会导

致植物体内源生长素（IAA）合成量降低，为满足

愈伤诱导的需要，供给大量的外源生长素是必需的，

然而一旦生长素含量增加，将使细胞分裂素/生长素

比值减小，对不定芽的发生产生拮抗，再增大细胞

分裂素的浓度又会引起植株玻璃化，故而两相矛盾，

本研究结果支持这一观点。在进一步正交实验中发

现，茎段基接触或靠近培养基的节部位，会膨大继

而有大量基茎丛芽发生，这一现象在枸杞属中未见

报道。不同研究者对基茎丛生芽的观点并不统一，

王琴琴等[26]通过对臭参 Codonopsis bulleyana Hook. 
f. et Thoms 的研究认为其基茎不定芽为愈伤-不定

芽，即间接器官发生途径；而遆卫国等[27]认为盐节

木 Halocnemum strobilaceum (Pall.) Bieb. 的基茎丛

生芽本质为腋芽丛生，属直接器官发生。本研究中

出现的基茎丛生芽与上述 2 个物种的发生情况均有

类似之处。一般来说，生长在枝条上的具有一定位

A B C D 
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置的芽称为定芽，而从茎的节间、根或叶上生出的

不具有一定位置的芽称为不定芽。本研究中出现的

基茎丛生芽并不是从茎段腋芽部位生长出来，而是

由与培养基接触的节上不定位置萌发，由此可判断

基茎丛生芽为不定芽。也有研究指出[25]，植物的芽

是由芽原基逐步发育而成，不定芽的发生和顶芽、

腋芽不同，它的发生与一般顶端分生组织无直接关

系，而是受到外源激素的刺激，细胞分裂组成分生

组织，当这种分生组织形成第一叶时，不定芽与产

生芽的原组织结构之间建立起维管组织的连续，而

这种连续就是由不定芽的分化和原有的维管组织相

接而形成的。从这一观点来看，本研究中出现的基

茎丛生芽是因为其与产生腋芽的芽原基构成了维管

组织的联系，继而进行萌发生长形成丛状。在此过

程中，尽管茎段基部也会产生少量淡绿色、疏松的

愈伤组织，但其上并未形成芽点，推测仅起到扩大

植株与培养基接触面积的作用，实质为输导组织而

并非分生组织。综上所述，本研究认为黑果枸杞的

基茎丛生芽增殖途径为直接器官发生途径。 
另一值得注意的现象是，无论愈伤组织还是基

茎不定丛芽，均为茎段上部腋芽发后出现，表明其

与节上腋芽的萌发关系密切。推测黑果枸杞幼嫩芽

尖具合成愈伤组织发生所需的如内源生长素或其他

生长调节物质的能力，由于形态学上的向基性而导

致比器官培养，如茎尖或叶培养，更易于愈伤组织

的产生。在本课题组研究的地皮消 Pararuellia 
delavayana(Baill.) E. Hossain[28]、青叶胆 Swertia 
mileensis T. N. Ho & W. L. Shi[29]、滇龙胆 Gentiana 
rigescens Franch. ex Hemsl[30]、金铁锁 Psammosilene 
tunicoides W. C. Wu et C. Y. Wu[31]等物种中也存在

这样的现象。 
本研究结果表明，黑果枸杞基茎丛生芽直接发

生途径，与众多学者所使用的增殖过程不同[16-21]，

省略了愈伤组织的诱导过程，简化了组培的步骤，

缩短了成苗时间，提高了快繁的效率，且增殖系数

大大超过枸杞属已有的报道，可在满足大规模生产

需要的同时，又保持了植株的优良性状，为其人工

快繁最有效的增殖方式。 
4.2  增殖过程中激素的选择及影响 

在本研究中，以完全组合实验、正交试验结果

与单因素实验结果对比可知，多种激素间的协同作

用效果比单一激素对于对黑果枸杞增殖表现更为优

秀。在实验过程中，利用 NAA 与 6-BA 组合进行茎

段愈伤组织的诱导以及不定芽的分化，可发现 NAA
在愈伤诱导方面起到了关键性作用，但诱导出来的

愈伤缺乏再分化的能力，而其节上腋芽的萌发比之

空白对照更加快速，说明 6-BA 可大大促进腋芽发

生，结论与杜敏智[32]所述一致。 
对于诱导基茎丛生芽增殖来说，KT 为基茎丛

生芽诱导增殖的主导因素。这是由于不定丛生芽从

基茎的节上直接诱导出来，不经过愈伤组织分化过

程，故具有促进芽分化、生长作用的细胞分裂素在

其中起着决定性作用，而 L9(34) 试验应用到 6-BA
及 KT 2 种细胞分裂素，6-BA 易使植株产生玻璃

化阻碍生长，故 KT 对基茎丛生芽的诱导影响更

大。通过方差分析，也可发现 KT 影响增殖系数

的效果显著（P＜0.05），它与 NAA 及 6-BA 协同

作用，很大程度地提高了增殖系数，此结果与张

楠等[22]以及孙晓红等[6]实验结论一致，在朱春艳

等[33]对于云锦杜鹃 Rhododendron fortune Lindl. 的
组培快繁实验中也发现了类似现象，实验证明利用

NAA、6-BA、KT 组合来诱导基茎丛生芽从而达到

增殖的目的，不仅有效且增殖系数较高，而且完成

了高效快速繁殖的目标。 
4.3  体外快繁过程中玻璃化现象及解决 

玻璃化现象为植物体外快繁中最为常见、也

最为棘手的异常现象之一，在枸杞属的体外快繁

过程中，玻璃化也一直影响着试管苗的产量及质

量[12,34-35]。对于其成因及防治措施，有众多的学

者专门进行了研究，发现主要形成因素包括外植

体的类型、植物激素种类及质量浓度、基本培养

基类型、琼脂浓度、培养器具透气性和光照强度

及时间等[34-35]。如何减轻或消除玻璃化，达到生产

效益最大化，成为学者们的研究课题。本研究将光

照强度提升至 1 400 lx，光照时间提升至 14 h/d，并

将琼脂提高至 6.0 g/L 进行增殖实验，以降低培养瓶

中的水分，发现玻璃化现象有所缓解；而经本研究

验证，植物激素 6-BA 的确会提高黑果枸杞在增殖

过程中发生玻璃化的概率，由此确定培养瓶中过多

的水分以及细胞分裂素 6-BA 是造成黑果枸杞玻璃

化的其中 2 个原因，以上方法在杜敏智[32]及曹有龙

等[15]关于黑果枸杞玻璃化的研究中也有所提及。 
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