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摘  要：以姜荷花‘红色印象’植株的多个部位作为外植体，进行丛生芽诱导、增殖扩繁、生根壮苗以及出瓶移栽育

苗的研究，完善姜荷花工厂化组培快繁流程，为其规模化生产提供参考。以姜荷花球茎、储藏根、球茎小芽、侧芽、

幼嫩花芽、幼嫩叶片 6 个部位为材料，通过添加不同浓度 6-BA 和 NAA 的 MS 培养基，对丛生芽诱导培养、丛生芽增

殖培养、生根壮苗以及移栽育苗等步骤进行优化。姜荷花‘红色印象’最佳外植体为球茎小芽和侧芽，诱导培养基为

MS+6-BA（3 mg/L 或 5 mg/L）+NAA 0.2 mg/L+蔗糖 30 g/L+卡拉胶 7 g/L，最佳丛生芽增殖培养基为 MS+6-BA 

3 mg/L+NAA 0.1 mg/L+蔗糖 30 g/L+卡拉胶 7 g/L，生根壮苗培养基选用 1/2 MS+NAA 0.1 mg/L+蔗糖 20 g/L+卡拉胶

7 g/L，经过炼苗后出瓶移栽，组培苗种植基质选用细泥炭和细椰糠 1∶1 混合基质最佳，出瓶移栽成活率达 95%以上，

表型稳定。利用 EST-SSR 标记对母株和随机选择的组培苗进行扩增分析，证实 DNA 水平上无明显变异。通过对姜荷

花‘红色印象’外植体和培养基的筛选，实现姜荷花组培快繁流程优化，建立高效完整的姜荷花工厂化组培育苗体系。 
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Abstract: In order to improve the technological process of industrial tissue culture speed propagation of Curcuma alis-
matifolia ‘Majeo Impress Red’, and provide a reference for the large-scale production, we used different organs as the 
explants to study the bud multiplication, proliferation, rooting culture and transplanting. Six different explants including 

corm, storage root, corm shoot, lateral bud, flower bud and tender leaves were employed in this study. Based on the MS 
medium with different concentration of 6-BA and NAA, the process of tissue culture speed propagation was optimized. 
The best explants were corm shoot and lateral bud. The best medium for induction culture was MS + 6-BA 3 mg/L + 

NAA 0.1 mg/L + sucrose 30 g/L + carrageenans 7 g/L. The best medium for proliferation was MS + 6-BA 3 mg/L + 
NAA 0.1 mg/L + sucrose 30 g/L + carrageenans 7 g/L. The best medium for rooting was 1/2 MS + NAA 0.1 mg/L + 

sucrose 20 g/L + carrageenans 7 g/L. When the seedlings were pluged in tray and transplanted in flowerpot, the optimum 

medium was tiny peat∶tiny coco coir = 1∶1 and the survival rate was over 95%. Eight EST-SSR markers were employed to 

amplified the maternal parent and 20 randomly selected tissue culture seedlings, which supported the obsence of 
DNA-level variations. We screened the most appropriate explants and culture medium for C. alismatifolia ‘Majeo Impress 

Red’, optimized the technological process and set up a technical system of industrial tissue culture speed propagation. 
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姜荷花（Curcuma alismatifolia）为姜科姜黄

属多年生球根花卉，原产于泰国北部，主要观赏

部位是花序顶端的不育苞片，因其形似郁金香，

有“热带郁金香”的美誉，具有花型优美、颜色

艳丽、观赏期长等优点[1-2]。荷兰、泰国等最早对

姜荷花进行开发研究和商业种植，作为优秀的切

花品种引入世界花卉市场[3-4]。中国于 1999 年开

始引进栽培，在台湾、广东、福建等地均有分布

种植[5]。在华南地区生长的姜荷花，自然花期在 6—

10 月，正好填补夏秋季节盆花和切花短缺的空档[6]。

近年来，随着对姜荷花品种杂交选育，以及栽培

技术的改良，培育了许多适合推广的品种，如‘红

色印象’‘鸿运’‘影子红’等，优质种苗的需求

日益增加[7-9]。自然条件下，姜荷花主要通过地下

块茎繁殖，存在周期长、效率低、病虫害风险高

等弊端，而利用植物组织培养技术，进行工厂化

组培育苗，可以满足市场对种苗的需求，实现保

质保量。 

目前，姜荷花组培扩繁技术研究多集中于培

养基种类和激素浓度的筛选。牟小翎等[10]2006 年

研究发现采用姜荷花球茎萌发的小芽作外植体，

在 MS+NAA 0.02 mg/L 的培养基上成功诱导丛生

芽，在 MS+BA 1.0 mg/L+NAA 0.02 mg/L 的培养

基上进行继代增殖，最终获得大量组培苗并移栽

成活，实现姜荷花引种国内后首次组培扩繁。商

宏莉等[11]在‘红观音’姜荷花的组织培养中发现，

采用剥去被膜的球茎切成小块后，接种到 MS+BA 

2.0~3.0 mg/L+NAA 0.2~0.3 mg/L 的培养基上诱导

丛生芽，增殖阶段采用花宝 2 号为主的培养基和

TDZ 0.5 mg/L 的组合效果最佳，增殖系数可达

3.73，经过生根壮苗后移栽成活率可达 95%以上。

赵彦杰等[12]研究姜荷花组培快繁技术，使用消毒

后的块茎切成带有 1~2 个芽点的小块，接种在

MS+BA 2-3 mg/L+NAA 0.2 mg/L 培养基上获得最

佳丛生芽诱导效果，增殖阶段继代接种在 MS+BA 

2 mg/L+NAA 0.2 mg/L+10%椰子水，增殖倍数可

达 4.4，经过生根壮苗后移栽到疏松透气的基质中

成活率可达 94%。在国外的组织培养报道中，多

集中于姜黄属姜黄、郁金等药用植物的组培快繁，

也有利用姜荷花未成熟花蕾为外植体材料诱导丛

生芽的报道[13-14]。TOPPOONYANONT 等[15]使用

MS+BA 10.0 mg/L+IAA 0.1 mg/L 培养基接种未成

熟的花芽，利用含有高浓度 6-BA 的 MS 培养基

诱导花芽转变成叶芽，成功获得大量丛生芽，在

增 殖 继 代 阶 段 使 用 MS+TDZ 0.5 mg/L+IMA 

4.0 mg/L 的培养基，高浓度细胞分裂素使丛生芽

延缓生长并不断分化芽点，获得大量芽簇，可使

接种的 1 个芽接种后增殖分枝得到 30~40 个小芽

簇 ， 最 后 在 生 根 阶 段 MS+BA 0.3 mg/L+IAA 

0.1 mg/L 培养基中恢复正常生长，并移栽成苗。

迄今为止，对姜荷花流行品种和姜黄属资源开展

组培快繁研究较多，关于‘红色印象’的快繁研

究尚未开展。 

在工厂化组培扩繁育苗过程中，综合成本和

时间周期是重要的参考因素，实践操作要求也必

须降低，如外植体消毒污染率，切分丛生芽接种

的操作难度等，同时小苗生长的一致性和移栽成

活率也是需要注意的问题。为此，本研究以姜荷

花‘红色印象’为研究对象，通过对其各个部位

的外植体消毒接种，挑选作为外植体的最佳部位，

增殖阶段比较分析不同浓度激素对组培苗增殖系

数的影响，最后生根壮苗出瓶，对移栽不同的种

植基质的成活率进行比较，最终优化完善姜荷花

工厂化组培扩繁育苗技术流程，实现技术与生产

实践相结合，满足市场对姜荷花‘红色印象’种

苗生产的需求。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验材料种植在广东省农业科学院白云基地

环境园艺研究所大棚内，选取外观饱满、干净无

损伤的姜荷花‘红色印象’种球和健壮无病虫害

的植株，分别取材姜荷花的球茎、储藏根、球茎

小芽、侧芽、幼嫩花芽、幼嫩叶片进行消毒接种

（图 1）。在取材前进行适当控水保持干燥，降低

外植体带菌量，其中球茎和储藏根于休眠期取材

（12 月至翌年 3 月），球茎小芽于萌芽初期取材

（4—5 月），侧芽、幼嫩花芽、幼嫩叶片于旺盛

生长期取材（6—9 月）。MS 培养基成分药品、6-BA

和 NAA 购自生工生物工程（上海）股份有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  不同外植体消毒处理  ①姜荷花种球球茎

取回后，用洗洁精反复清洗表面，在流水下冲洗

30 min，将储藏根和球茎分离，表皮清理干净后， 
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A：球茎；B：储藏根；C：球茎小芽；D：侧芽；E：幼嫩花芽；F：幼嫩叶片。 
A: Corm; B: Storage root; C: Corm shoot; D: Lateral bud; E: Flower bud; F: Tender leaves. 

图 1  姜荷花‘红色印象’不同部位的外植体 
Fig. 1  Different explants of C. alismatifolia ‘Majeo Impress Red’ 

 

在超净工作台上进行消毒处理，先用 75%酒精消

毒 1 min，再加入 1 滴吐温 80 的 0.1%升汞溶液消

毒 20 min，无菌水冲洗 5 遍，二者均切成小块，

球茎的小块需带上 1~2 个芽点接种。②用沙藏法

恒温箱 28℃催芽获得姜荷花球茎小芽，待小芽萌

发到 2~4 cm 时切下，流水下冲洗 30 min，消毒过

程同上，切除消毒坏死伤口后直接接种在诱导培

养基上。③选择姜荷花主芽开花后旁边萌发出的

10 cm 以上侧芽，切下后在流水下冲洗 30 min，

消毒过程同上，根据芽大小切分为 2~4 块带芽点

的小块接种到丛生芽诱导培养基（图 2A）。④选

取包裹在叶鞘中的未成熟花序，在超净工作台上

剥开叶鞘切下幼嫩花序，用 75%酒精消毒 1 min

后，无菌水冲洗 5 遍，在无菌条件下剥去苞片，

将其中整个花芽簇切下接种。⑤选用抽出但未展

开的幼嫩叶片，用 75%酒精消毒 30 s 后，再加入

1 滴吐温 80 的 0.1%升汞溶液消毒 8 min，无菌水

冲洗 5 遍，将幼叶切成 0.5 cm×1 cm 左右的小块，

接种在诱导培养基上。 

1.2.2  丛生芽诱导培养  选用 MS 培养基进行丛

生芽诱导培养，设置不同的 6-BA 浓度，具体配

方为 MS+6-BA（0、1、3、5、10 mg/L）+NAA 

0.2 mg/L+蔗糖 30 g/L+卡拉胶 7 g/L，pH 调至 5.8。

采用小口径组培瓶，每瓶只接种 1 个外植体（图

2B），防止交叉污染，不同部位外植体不同培养

基各接种 30 瓶，2 周后统计污染数量。接种后每

隔 1 个月继代更换 1 次培养基，并适当切除褐化

组织和叶片，保留小芽，记录下接种后第 1 个月

的外植体芽启动个数。第 2 个月继代到增殖培养

基上，并记录丛生芽的小芽数量。姜荷花的幼嫩

花芽诱导丛生芽的周期较长，第 1 个月无明显的

芽启动现象，因此在第 2 个月时统计外植体芽启

动个数，在第 3 个月继代到增殖培养基上，并记

录丛生芽的小芽数量。按下列公式计算污染率、

芽启动率和丛生芽平均芽数： 

100% 
外植体污染  

污染率
外 种个数植体接

个数
 

100%= 
外植体芽

芽
外

启动个数
启动率

无污染个数植体
 

=
丛生芽的小芽个数

丛生芽平均芽数
丛生芽个数

 

1.2.3  丛生芽增殖培养  选用 MS 培养基进行丛

生芽增殖培养，设置 3 种不同 6-BA 浓度，具体

配方为 MS+6-BA（1、3、5 mg/L）+NAA 0.1 mg/L+

蔗糖 30 g/L+卡拉胶 7 g/L，pH 调至 5.8。采用

240 mL 广口组培瓶，挑选诱导培养中健康生长的

丛生芽，用无菌镊子和手术刀将丛生芽叶子和根

系去除，切割至带有 1~2 小芽的小块，每瓶接种
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7 个（图 2C），每种培养基接种 50 个芽块，在培

养室光照下恒温培养，每月继代 1 次，记录继代

接种后出芽个数，3 个月后转入生根壮苗培养，

最终统计组培苗数量，按下列公式计算增殖系数： 


继代后芽个数

增殖系数
继代前芽个数

 

1.2.4  生根壮苗培养  姜荷花生根容易，只需降

低激素浓度，减少丛芽诱导，使用常规的 1/2 MS

的生根培养基，具体配方为 1/2 MS+NAA 0.1 mg/L+

蔗糖 20 g/L+卡拉胶 7 g/L，pH 调至 5.8。采用

340 mL 广口组培瓶，将增殖培养获得的丛生芽去

除叶片后，挑选优质健壮的小芽，切割成单芽接

种，每瓶接种 7 棵，培养室室内恒温光照培养 1

个月（图 2D），剩余丛生芽可以继代留种，作为

下一轮扩繁的母瓶。 

1.2.5  炼苗移栽育苗  待组培苗株高达到 10 cm

以上，具有 3 片以上叶片时进行炼苗移栽。将达

到出苗标准的组培瓶搬到大棚苗床上炼苗至少 1

周，清洗干净根系附近的培养基，适当修剪叶片，

用多菌灵 1000 倍液溶液浸泡根系 10 min，种植在

50 孔育苗穴盘上，注意遮阴保湿，定植后逐渐进

入正常水肥管理。基质选用纯细椰糠、纯细泥炭

和细椰糠∶细泥炭 1∶1 混合基质，每种基质各种

100 棵，每组处理 3 个重复，1 个月后统计移栽成

活率（图 2E）。 

100% 
成活小苗棵数

移栽成活率
种植小苗棵数  

1.2.6  组培苗遗传稳定性检测  采集母株和随机

选择 20 棵留种扩繁第 10 代的组培苗幼嫩叶片，

采用北京天根公司试剂盒提取基因组 DNA，利用

TP-M13-SSR 分子标记技术进行遗传稳定性检测。

选用课题组前期开发的 EST-SSR 标记用于扩增[5]，

在 1.5%琼脂糖电泳中检测扩增稳定性，并利用

TP-M13 荧光测序技术进一步检测多态性[16]。扩

增产物在 ABI 3730 DNA 自动测序仪上进行检测，

利用GeneMarker 1.51对测序数据进行收集和分析。 

 

 
 

A：侧芽；B：外植体接种；C：丛生芽增殖；D：生根培养；E：炼苗移栽；F：上盆栽培。 
A: Lateral bud; B: Culture explants ; C: Buds multiplication; D: Rooting culture; E: Acclimatization and plug-seedling in  

tray; F: Transplanting in flowerpot. 
图 2  姜荷花‘红色印象’组培过程 

Fig. 2  Tissue culture of C. alismatifolia ‘Majeo Impress Red’  
 

1.3  数据处理 

采用 Excel 2010 和 SPSS 21.0 软件对数据进

行统计分析，并利用 Duncan’s 法进行多重比较，

检验各平均值在 0.05 水平上的差异显著性。 

2  结果与分析 

2.1  姜荷花外植体和丛生芽诱导培养基的筛选 

本研究通过接种姜荷花不同部位的外植体，

以不同 6-BA 浓度的 MS 培养基启动诱导，研究
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诱导姜荷花丛生芽最高效的方法，结果如表 1 和

表 2 所示。由表 1 可知，不同的外植体污染率差

别较大，其中球茎和储藏根接种污染率较高，均

达到 50%以上，其他部位的接种污染率控制在

20%以内，主要与外植体生长部位环境相关，初

步表明地上部位消毒效果优于地下部位。在丛生

芽诱导效果方面，储藏根和叶片均无法诱导丛生

芽，只有含芽点的部位可以直接诱导丛生芽。幼

嫩花芽需要高浓度的 6-BA 或者效果更强的细胞

分裂素诱导才能产生丛生芽，且诱导培养时间最

长，不适宜用于姜荷花工厂化育苗。球茎小芽和

侧芽的效果最好，丛生芽启动率达 70%以上，可

作为外植体诱导效果最佳的材料。 
 

表 1  不同部位外植体下姜荷花丛生芽诱导效果 
Tab. 1  Induction effect of bunching buds of C. alismatifo-

lia using explants from different parts 

外植体 
Explant 

总污染率 

Total pollution 
rate/% 

总丛芽启动率 

Total cluster bud 
initiation rate/% 

接种情况 
Inoculation of ex-

plants 

球茎 57.33 48.44 污染严重，外植体容

易损伤死亡，接种操

作难度大 

储藏根 51.33 0.00 污染严重，无丛生芽

或愈伤产生 

球茎小芽 12.67 77.10 污染少，接种成活率

高，接种操作简单 

侧芽 18.67 72.95 污染较少，接种成活

率高，接种操作简单

幼嫩花芽 12.00 10.61 污染少，接种成活率

高，培养周期长，接

种操作较难 

幼嫩叶片 10.00 0.00 污染少，但无丛生芽

或愈伤产生 

 
由表 2 可知，当诱导培养基中 6-BA 浓度上

升时，丛生芽启动率不断增加。6-BA 浓度≥

3 mg/L 时，球茎小芽和侧芽的丛生芽启动率可以

达到近 80%。丛生芽的平均小芽数量也随着 6-BA

浓度的增加而增加，当诱导培养基中 6-BA 浓度

为 10 mg/L，球茎、球茎小芽、侧芽诱导的丛生

芽平均芽数最高，达到 2.4~2.5。同时发现高浓度

6-BA 诱导的丛生芽虽然数量多，但小芽浅绿细

长，继代后小苗生长势较弱，有玻璃化趋势。幼

嫩花芽的丛生芽诱导需要 5 mg/L 及以上的高浓

度 6-BA 诱导启动，否则无法诱导花芽转变产生

叶芽，继而分化获得丛生芽。结合消毒接种的操

作难度，发现姜荷花诱导初代丛生芽的最佳外植

体材料是球茎小芽和侧芽，最佳诱导培养基为

MS+6-BA （ 3 、 5 mg/L ） +NAA 0.2 mg/L+ 蔗糖

30 g/L+卡拉胶 7 g/L，pH 调至 5.8。 

2.2  姜荷花丛生芽增殖培养基筛选 

由表 3 可知，当增殖培养基的 6-BA 浓度增

加，姜荷花丛生芽的增殖系数明显提升，其中

6-BA 浓度为 5 mg/L 的增殖培养基的平均增殖系

数最高，达到 2.54，壮苗数量也最多，为 643 棵。

由外植体诱导获得的初代丛生芽，在增殖培养基

上不断继代，每一轮的增殖系数呈现上升趋势，

外源激素在丛生芽体内累积效应明显，其中 6-BA

浓度为 5 mg/L 的增殖培养基在第 3 轮的继代培养

中，增殖系数高达 3.43。虽然在高浓度 6-BA 的

影响下丛生芽数量大幅增加，但丛生芽的整体质

量不断下滑，在第 3 轮 6-BA 浓度为 5 mg/L 的增

殖培养中观察发现，部分新生的丛生芽出现伸长

生长受抑制，形成被抑制的芽簇。虽然增殖系数

增加，但组培苗之间生长速度变得不一致，品质

也难以控制，对工厂化生产较为不利。在 6-BA

浓度为≤3 mg/L 的增殖培养基中未发现芽生长受

抑制的现象，组培苗健壮正常生长。因此，姜荷

花工厂化育苗的最佳丛生芽增殖培养基为 MS+ 

6-BA 3 mg/L+NAA 0.1 mg/L+蔗糖 30 g/L+卡拉胶

7 g/L，pH 调至 5.8。 

2.3  姜荷花生根壮苗和炼苗移栽 

在增殖培养后期挑选生长健壮的单个小芽，接

种在 1/2 MS+NAA 0.1 mg/L+蔗糖 20 g/L+卡拉胶

7 g/L 的壮苗培养基上，发现组培苗生长健壮，整齐

度一致，壮苗效果明显。由表 4 可知，3 种基质的

移栽成活率均达到 90%以上，通过方差分析显示基

质间的平均成活率无显著差别。不同基质间姜荷花

组培苗的生长情况略有差异，细泥炭保水性强，但

透气性差，出现少量组培苗根茎腐烂死亡的现象，

是 3 种基质中成活率最低的。细椰糠透气性强，保

水保肥能力一般，成活率接近混合基质，但小苗后

期生长叶缘发黄，可能与缺素症相关。细椰糠∶细

泥炭 1∶1 混合基质的平均成活率最高，达 95.33%，

小苗后期生长健壮，无不良症状，适宜作为出苗移

栽的最佳基质。移栽后对小苗进行观察，表型稳定，

未发现明显的表型变异。 

2.4  组培苗遗传稳定性分析 

使用 8 对 EST-SSR 标记引物对随机选取的 20

株组培苗扩繁到第 10 代组培苗进行遗传稳定性

分析。结果（表 5）显示，8 对引物全部可以稳定 
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表 2  不同 6-BA 浓度对姜荷花丛生芽的诱导效果 
Tab. 2  Effect of different 6-BA concentrations on the induction of clustered buds of C. alismatifolia 

外植体 
Explant 

浓度 
Concentration 

/(mg·L–1) 

接种量 
Inoculation 

quantity 

污染率 
Pollution rate/%

启动率 
Start rate/% 

丛生芽平均芽数 
Average number of adventitious buds

0 30 53.33 35.71 1.00±0.00a 

1 30 66.67 50.00 1.00±0.00a 

3 30 60.00 50.00 1.33±0.75ab 

5 30 43.33 52.94 1.78±1.03ab 

球茎 

10 30 63.33 54.55 2.33±0.94b 

0 30 50.00 0.00 0.00 

1 30 66.67 0.00 0.00 

3 30 50.00 0.00 0.00 

5 30 46.67 0.00 0.00 

储藏根 

10 30 43.33 0.00 0.00 

0 30 13.33 76.92 1.00±0.00a 

1 30 16.67 76.00 1.37±0.58ab 

3 30 6.67 82.14 1.57±0.71b 

5 30 10.00 77.78 1.71±0.88b 

球茎小芽 

10 30 16.67 72.00 2.44±1.38c 

0 30 20.00 45.83 1.00±0.00a 

1 30 10.00 74.07 1.40±0.49ab 

3 30 23.33 78.26 1.83±0.76b 

5 30 16.67 84.00 1.95±0.84bc 

侧芽 

10 30 23.33 82.61 2.47±1.27c 

0 30 10.00 0.00 0.00 

1 30 13.33 0.00 0.00 

3 30 10.00 0.00 0.00 

5 30 16.67 16.00 1.50±0.50 

幼嫩花芽 

10 30 10.00 37.04 2.00±0.77 

0 30 10.00 0.00 0.00 

1 30 6.67 0.00 0.00 

3 30 16.67 0.00 0.00 

5 30 13.33 0.00 0.00 

幼嫩叶片 

10 30 3.33 0.00 0.00 

注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same column represent significant difference (P<0.05). 

 
表 3  不同 6-BA 浓度对姜荷花丛生芽增殖系数的影响 

Tab. 3  Effect of different 6-BA concentrations on the induction of multiplication coefficient  
clustered buds of C. alismatifolia 

增殖系数 Multiplication coefficient 
浓度

Concentration/(mg·L–1) 
接种量 

Inoculation quantity 第 1 轮 
Round 1 

第 2 轮 
Round 2 

第 3 轮 
Round 3 

均值 
Mean 

最终壮苗数 
Final number of 
strong seedlings

1 50 1.56  1.44  1.77  1.59 402 

3 50 1.72  1.78  2.10  1.87 560 

5 50 1.70  2.48  3.43  2.54 643 
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扩增出清晰的条带（图 3），产物大小范围为

100~300 bp。毛细管电泳检测结果如图 4 所示，

引物 JHH12 在母株和 20 株组培苗中均有 2 个峰

值，产物大小完全一致，表明组培苗未发生 DNA

水平的变异，与母株完全一致。 

3  讨论 

工厂化组培育苗的快速繁殖主要通过器官发

生途径实现，可分为直接器官发生途径和间接器

官发生途径[17]。前者主要是通过主芽、侧芽等作

为外植体通过外源激素诱导产生不定芽，再通过

人工切割操作，实现丛生芽数量的倍数增加，该

途径优点是变异率低，可以保持母本优良性状，

后者则是通过外源激素诱导外植体产生愈伤组

织，通过继代增殖愈伤组织，最终再分化得到新

植株，该途径优点是增殖系数高，外植体取材方

便，只需要幼嫩叶片等作为外植体材料，但变异

率高难以保持母本性状[18]。 

在本研究中，姜荷花‘红色印象’的幼嫩叶

片和储藏根接种诱导并未观察到愈伤组织产生，

可 以 得 知 姜 荷 花 的 组 培 快 繁 主 要 通 过 直 接 

器官发生途径，属于较难诱导愈伤产生和再分化

的植物之一，这与 MAHADTANAPUK 等[19]对姜

荷花组织培养研究结果相似。在外植体的选择上，

姜荷花的球茎由于长期埋在土壤中，作为外植体

消毒效果差，接种后污染率高，而且由于球茎上

的芽点过于幼嫩，在消毒过程中活力容易受到影

响，不适宜批量取材接种。而选择花芽作为外植

体，虽然污染率低，但是取材时期受限制，只有

姜荷花开花早期的 5—8 月可以取材，使用花芽诱

导叶芽发生需要的时间也更长，需要 60~80 d。较

为理想的外植体材料为球茎小芽和侧芽，诱导丛

生芽的时间短，只需要 30~50 d。球茎小芽取材方

便，可以通过沙盘法催芽全年取材。在大规模的

工厂化育苗过程中，品种的准确性至关重要。所

有外植体材料中，侧芽的取材时期为母株第一次

开花后，可以做到准确判断品种，防止出现取材

错误，在生产中实现保质保量。通过随机选取 20

株扩繁第 10 代的组培苗，提取 DNA 进行的

TP-M13-SSR 分子标记毛细管电泳检测，研究结

果表明 8 对 EST-SSR 标记引物扩增目的片段的大

小数量与母株完全一致，与母株相比均未发生 

 
表 4  不同基质下姜荷花组培苗移栽成活率 

Tab. 4  Survival rate of tissue culture plantlets of C. alismatifolia using different substrates 

基质 
Substrate 

平均成活率 
Average survival rate/% 

小苗生长情况 
Seedling growth 

纯细泥炭 91.00±2.94a 根系饱满粗壮，长势良好，但少量苗出现根茎腐烂死亡。 

纯细椰糠 95.00±1.41a 根系饱满粗壮，长势良好，后期生长观察发现叶缘少量发黄。 

泥炭椰糠 1∶1 混合 95.33±1.25a 根系饱满粗壮，长势良好，整体生长茂盛。 

注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same column represent significant difference (P<0.05). 

 
表 5  8 对 EST-SSR 引物扩增信息 

Tab. 5  The amplification information of 8 EST-SSR primers 

引物 
Primer 

序列（5–3） 
Sequence (5–3) 

重复单元 
Repeat motif

退火温度
Tm/℃ 

母株产物大小
Product size of 

maternal plant/bp 

组培苗产物大小
Product size of tissue 
culture seedling/bp  

一致性 
Consistency 

ratio/% 

JHH7 
F:CTTAGCCGCTTCGTGATGGA 
R:TTGGGCCTCGAAGTGATCAC 

(TTC)6 58 284/290 284/290 100 

JHH12 
F:CGGAGAAGAGAGAGATGGCG 
R:AACTCCAGCAACGATCCAGG 

(AGG)5 58 124/127 124/127 100 

JHH28 
F:AGTCGACGAGGAATCGGTTG 
R:GTTGCCAGCGTGGAAGAATG 

(CGG)6 57 180/180 180/180 100 

JHH31 
F:CTCAGGGGTCTCCTTCTCGA 
R:CGCCACCTCGTCTCTTTTCT 

(GGA)7 60 176/179 176/179 100 

JHH33 
F:CGAAGAAGAGGGCTCGGATC 
R:GATCGAGAGGCCATGTGAGG 

(GCG)5 57 186/192 186/192 100 

JHH54 
F:CAGGGGCTCTCAATGTCCTG 
R:ATCGCAATCCAAGGTGAGCA 

(TGT)7 57 224/224 224/224 100 

JHH67 
F:TTCCATGGCAGTGGTTGGTT 
R:ATGAGCTTGGGCAGAGTTGG 

(CTC)5 57 239/239 239/239 100 

JHH110 
F:TTCAAGCTCCATGGCGGAAT 
R:CTGCGTCCTTGTCAGTGTCT 

(TCC)6 58 262/265 262/265 100 
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M：D2000 DNA marker；MP：母株；1~20：随机选取的 20 株组培苗。 

M: D2000 DNA marker; MP: Maternal plant; 1–20: Randomly selected tissue culture seedlings. 
图 3  不同引物的扩增琼脂糖电泳图 

Fig. 3  Agarose gel electrophoresis profiles of different EST-SSR markers 
 

DNA 水平上的变异，通过该组培技术扩繁 10 代

的种苗依旧保持低变异率[20-21]。 

姜荷花的组培以 MS 培养基为主，在许多姜

黄属植物的组织培养中使用广泛[22-24]，本研究中

姜荷花组培苗生长生根健壮正常，叶片鲜绿，培

养效果较好。姜荷花的增殖继代培养主要使用

6-BA、TDZ 等细胞分裂素诱导实现丛生芽的增

殖，当使用低浓度细胞分裂素，如 6-BA 浓度为

1~3 mg/L 的 MS 培养基做增殖培养时，丛生芽正常

生长，增殖系数保持在 2~3 之间，组培苗生长速度

一致，适合作为工厂化组培快繁的增殖培养基使

用。当增殖培养基中 6-BA 浓度≥5 mg/L 或使用细

胞分裂素活性更强的 TDZ 作增殖培养时，姜荷花

的部分不定芽伸长生长受到抑制，呈现被抑制的丛

生芽状态，继代到低浓度细胞分裂素的培养基上可

以逐渐恢复正常生长，其增殖系数可以达到 4~8。

但该增殖方式不适用于工厂化组培育苗，组培苗生

长速度不一致对工厂化管理和生产计划安排会造

成较大麻烦。这种增殖方式适合优良新品种（系）

的扩繁或者稀有品种的母瓶生产，高增殖系数可以

快速获得大量组培苗母瓶或者小苗。 

通过本研究获得生长整齐一致的姜荷花组培

苗，同时对姜荷花组培苗的出瓶移栽育苗技术进

行研究，发现姜荷花组培苗喜疏松透气的基质，

生根简单，移栽成活率高，可达到 90%以上成活

率，其中组培苗种植基质选用细泥炭∶细椰糠 1∶

1 混合基质最佳[25]。单独使用其中一种基质效果

低于两种混合效果，细泥炭保水性强，含有大量

有机营养，但在高温高湿条件下容易滋生病原菌，

加上组培苗出瓶过程容易受到机械擦伤，种植过

程中观察到少量组培苗出现根茎腐烂现象，因此

不适合直接使用细泥炭出苗种植。细椰糠整体 pH

呈酸性，不易滋生病菌，透气性强，适合作为姜

荷花组培苗出瓶移栽育苗的种植基质，但椰糠矿 
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MP：母株；1~20：随机选取的 20 株组培苗。 

MP: Maternal plant; 1–20: Randomly selected tissue culture seedlings. 
图 4  JHH12 对母株和 20 株组培苗的扩增峰值图 

Fig. 4  JHH12 amplified results of the maternal plant and 20 randomly selected tissue culture seedlings 
 

质元素含量低，栽培过程中需要及时补充营养元

素，进入后期旺盛生长阶段时养分供应不足，出

现叶缘发黄现象[26]。椰糠适合用于混配基质，经

过混合细泥炭等基质改良后使用效果更佳。 

综上，姜荷花‘红色印象’工厂化组培育苗

技术的关键点在于克服外植体诱导丛生芽，丛生

芽增殖扩繁，以及出瓶移栽育苗步骤。研究结果

表明，姜荷花‘红色印象’最佳的外植体为球茎

小芽和侧芽，基本可以满足全年任何时候的外植

体接种需要，最佳诱导培养基为 MS+6-BA（3、

5 mg/L）+NAA 0.2 mg/L+蔗糖 30 g/L+卡拉胶 7 g/L。

增 殖 扩 繁 阶 段 的 最 佳 丛 生 芽 增 殖 培 养 基 为

MS+6-BA 3 mg/L+NAA 0.1 mg/L+蔗糖 30 g/L+卡

拉胶 7 g/L，丛生芽增殖系数达到 2~3，小芽生长

健壮，切分操作简单。生根壮苗培养基选用 1/2 MS+ 

NAA 0.1 mg/L+蔗糖 20 g/L+卡拉胶 7 g/L，生根率
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100%，经过炼苗后出瓶移栽，组培苗种植基质宜

选用细泥炭∶细椰糠 1∶1 混合基质最佳，出瓶移

栽成活率 95%以上，经过表型观察和分子检测，

扩繁多代的组培苗表型和 DNA 水平上与母株相

比均未发生明显变异。 
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