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摘要：为提高甘草育种效率，促进优良品种的保存和开发利用，以甘草（犌犾狔犮狌狉狉犻犺犻狕犪狌狉犪犾犲狀狊犻狊Ｆｉｓｃｈ．）无菌苗

的愈伤组织为材料，通过正交试验比较不同激素组合对甘草愈伤组织再分化的影响，探究愈伤组织再分化的

最适条件。结果表明：生芽最佳培养基为 ＭＳ＋ＩＢＡ０．４ｍｇ·Ｌ
１＋ＩＡＡ０．４ｍｇ·Ｌ

１＋ＫＴ０．３ｍｇ·Ｌ
１，芽数

４．８７个·块１，芽长２．３２ｃｍ，诱导率达６４．４４％；诱导甘草不定根最佳培养基配方为 ＭＳ＋ＩＢＡ０．４ｍｇ·Ｌ
１＋

ＩＡＡ０．４ｍｇ·Ｌ
１＋ＫＴ０．１ｍｇ·Ｌ

１，根数５．６７条·块１，根长３．５６ｃｍ，诱导率达５５．５６％。
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　　甘草（犌犾狔犮狌狉狉犻犺犻狕犪狌狉犪犾犲狀狊犻狊Ｆｉｓｃｈ．）为豆

科（Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）甘草属（犌犾狔犮狔狉狉犻犺犻狕犪）多年生

草本植物，又被人们称为美草、粉草、蜜草和密甘

等，于《神农本草经》中首次记载，且被列为上品，

被誉为“国老”［１］，是驰名中外的中药材。甘草因

具有泻火解毒、缓急止痛、祛痰止咳、补中益气、调

和百药等诸多功效［２］，故亦有“十方九草”“无草不

成方”之说，深受古今医学家的喜爱。此外，甘草

及其提取物还被用于肿瘤治疗［３］、食品工业［４］、皮

肤病治疗［５］等诸多领域［６］，其应用的广泛性非其

他中药可比拟。如今，由于人们过度使用以及开

发野生甘草资源，甘草数量急剧下降面临枯竭，而

建立甘草组织培养的体系，目的是对甘草资源进

行保护以及提供甘草新品种选育的途径［７８］。愈

伤组织有能力发育成完整植株，所以植株能大量

繁殖的关键在于愈伤组织可经过增殖培养并再分

化发育成再生植株［６］。故本试验以甘草生长良好

的愈伤组织为材料，通过不同激素浓度及组合进

行培养，进一步筛选出诱导愈伤组织再分化的最

佳培养条件，以加快甘草的无菌繁育速度，保持优

良品种的药用特性，且对甘草育种效率及优良品

种的保存与开发利用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料

经专家鉴定为当年生甘草（犌犾狔犮狌狉狉犻犺犻狕犪

狌狉犪犾犲狀狊犻狊Ｆｉｓｃｈ．）的干燥成熟种子，保存于４℃冰

箱中。

６苄氨基嘌呤（６ＢＡ），分析纯，天津光复化工

厂；０．１％升汞，北京化工厂；吲哚３乙酸（ＩＡＡ），分

析纯，辽宁瑞泉试剂有限公司；吲哚丁酸（ＩＢＡ），

分析纯，辽宁瑞泉试剂有限公司；激动素（ＫＴ），分

析纯，上海四联化工厂。

１．２　方法

１．２．１　甘草无菌苗的获得　选取干燥且饱满的

甘草种子，经蒸馏水浸泡２４ｈ，置于超净工作台

上，用０．１％升汞浸泡１０ｍｉｎ，倒去升汞，用无菌

水冲洗５～６次，每次３０ｓ，用无菌滤纸将种子表

面的水吸干，接种到琼脂为８３０ｇ·Ｌ
１，蔗糖为

３０ｇ·Ｌ
１的 ＭＳ固体培养基上，封口后置于（２５±

１）℃恒温培养箱中培养，光照强度２０００ｌｘ、光照

条件１２ｈ·ｄ１，待其生长至２１ｄ时获得甘草无

菌苗。

１．２．２　甘草愈伤组织的诱导　在超净工作台下

选取生长状态良好的无菌苗，用已消毒灭菌的镊

子、解剖刀裁取根、茎、叶作为外植体，接种到 ＭＳ

固体培养基上，于光照１２ｈ·ｄ１，２５℃的恒温培养

箱中培养，形成愈伤组织１５ｄ后进行继代培养。

１．２．３　不同激素组合对甘草愈伤组织分化培养

的影响　（１）不同ＩＡＡ浓度和ＫＴ组合对愈伤组

织分化的影响：挑选增殖培养中长势良好的愈伤

组织，接种到ｐＨ５．８～６．０，ＭＳ＋ＫＴ０．５ｍｇ·Ｌ
１＋

ＩＡＡ（０．２、０．４、０．８、１．０、１．５）ｍｇ·Ｌ
１＋琼脂

９７
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０．８％＋蔗糖３％的培养基上进行分化培养，探究

不同ＩＡＡ浓度和 ＫＴ的激素组合对愈伤组织分

化的影响。培养条件为光暗交替（２０００ｌｘ，８ｈ黑

暗／１６ｈ光照），培养温度为（２５±１）℃，每组处理

６个重复，于３０ｄ后统计芽数、根数，测量芽长、根

长，并计算不定芽、不定根诱导率进行统计。

不定芽诱导率（％）＝生芽的愈伤组织数／接

种的愈伤组织数×１００

不定根诱导率（％）＝长出不定根的愈伤组织

数／接种的愈伤组织数×１００

（２）不同ＩＢＡ浓度和６ＢＡ组合对愈伤组织

分化的影响：选取增殖培养中生长状态优良的

愈伤组织，接种到 ｐＨ５．８～６．０，ＭＳ＋６ＢＡ

０．５ｍｇ·Ｌ
１＋ＩＢＡ（０．２，０．４，０．８，１．０和１．５ｍｇ·Ｌ

１）＋

琼脂０．８％＋蔗糖３％的培养基上进行分化

培养，探究不同ＩＢＡ浓度和６ＢＡ激素组合对愈

伤组织分化产生的影响。培养条件为光暗交

替（２０００ｌｘ，８ｈ黑 暗／１６ｈ 光 照），培 养 温 度

为（２５±１）℃，每处理６次重复，３０ｄ后统计芽

数、根数，测量芽长、根长，并计算不定芽、不定根

诱导率进行统计。

（３）愈伤组织分化正交试验设计：选择增殖培

养中长势状态良好的愈伤组织，接种到采用

Ｌ９（３
４）正交试验设计方案的含不同ＩＢＡ、ＩＡＡ和

ＫＴ组合的 ＭＳ培养基上进行分化，试验设计如

表１所示。

１．２．４　数据分析　试验数据处理利用 Ｅｘｃｅｌ

２０１０和ＳＰＳＳ１７．０统计进行数据计算和统计学

分析，并对结果进行多重比较。

表１　甘草愈伤组织分化Ｌ９（３
４）正交试验方案

序号 ＩＢＡ／（ｍｇ·Ｌ１） ＩＡＡ／（ｍｇ·Ｌ１） ＫＴ／（ｍｇ·Ｌ１）

１ ０．４ ０．２ ０．１

２ ０．６ ０．４ ０．３

３ ０．８ ０．６ ０．５

２　结果与分析

２．１　ＩＡＡ浓度对甘草愈伤组织再分化的影响

由表２可知，５组处理均生出芽和根，其中处

理２不定芽诱导率和不定根诱导率均达到最高，

分别为５５．５６％和４４．４４％，且芽数、芽长及根长

均高于其他处理，分别为３．７８个·块１、４．７３ｃｍ

和３．８７ｃｍ；其 次，处 理 １ 不 定 芽 诱 导 率 达

５０．００％，芽数为２．６３个·块１，芽长低于处理３和

处理４，为３．１７ｃｍ，但生根数高于处理２，为８条；

处理５不定芽诱导率和不定根诱导率均为最低，

分 别 为１９．４４％ 和 ２２．２２％，生 芽 数 最 低 为

１．５７个·块１，且芽长和根长均最短，分别为１．６７

和３．０２ｃｍ，但生根数最多为８条。综上所述，适

宜的ＩＡＡ浓度不仅有利于诱导甘草愈伤组织分

化，而且有利于芽和根的生长，据此认为 ＭＳ＋

ＫＴ０．５ｍｇ·Ｌ
１＋ＩＡＡ０．４ｍｇ·Ｌ

１最有利于甘草

愈伤组织分化培养。

表２　不同ＩＡＡ浓度对甘草愈伤组织再分化的影响

处理
ＩＡＡ／

（ｍｇ·Ｌ１）

ＫＴ／

（ｍｇ·Ｌ１）

不定芽诱

导率／％
芽数／（个·块１） 芽长／ｃｍ

不定根

诱导率／％

根数／

（条·块１）
根长／ｃｍ

１ ０．２ ０．５ ５０．００±０．３６ｂ ２．６３±０．０９ｃ ３．１７±０．２３ｃ ３６．１１±０．６３ｃ ８．００±０．１２ａ ３．３４±０．２２ｂ

２ ０．４ ０．５ ５５．５６±０．１８ａ ３．７８±０．２６ａ ４．７３±０．１２ａ ４４．４４±０．２７ａ ５．３３±０．６７ｂ ３．８７±０．１４ａ

３ ０．８ ０．５ ４４．４４±０．４１ｃ ３．０６±０．４３ｂ ３．６７±０．２６ｂ ３８．８９±０．４５ｂ ３．６７±０．２３ｃ ３．２０±０．１８ｃ

４ １．０ ０．５ ２５．００±０．２４ｄ ２．１７±０．１７ｄ ３．６３±０．１８ｂ ２５．００±０．３１ｄ ３．６７±０．１８ｃ ３．１３±０．２１ｃ

５ １．５ ０．５ １９．４４±０．３１ｅ １．５７±０．２９ｅ １．６７±０．２１ｄ ２２．２２±０．３６ｅ ８．００±０．１４ａ ３．０２±０．１３ｄ

　　注：不同小写字母代表差异显著（犘＜０．０５），下同。

２．２　ＩＢＡ浓度对甘草愈伤组织再分化的影响

由表３可知，５组处理均分化出芽和根，其中

处理２不定芽诱导率和不定根诱导率均达到最

高，分别为５３．８２％和３５．０８％，且生芽数和生根

数较高，分别为４．２４个·块１和４．３７条·块１；处

理３不定芽诱导率仅次于处理２，为４０．４２％，芽

数为３．４７个·块１，芽长为３．４３ｃｍ，不定根诱导率

为２７．７８％，生根数高于处理２，为４．７９条·块１；处

理５分化效果最差，生芽率和生根率均为最低，分

别为２３．３３％和２３．４６％，且芽数和根数较低，分

别为２．５３个·块１和１．３４条·块１，但根长最长，为

２．２６ｃｍ。综上所述，适宜的ＩＢＡ浓度有利于诱

导甘草愈伤组织分化，据此认为，ＭＳ＋６ＢＡ

０．５ｍｇ·Ｌ
１＋ＩＢＡ０．４ｍｇ·Ｌ

１为适宜甘草愈伤组

织分化的培养基。
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表３　不同ＩＢＡ浓度对甘草愈伤组织再分化的影响

处理
ＩＢＡ／

（ｍｇ·Ｌ１）

６ＢＡ／

（ｍｇ·Ｌ１）

不定芽诱

导率／％

芽数／

（个·块１）
芽长／ｃｍ

不定根诱

导率／％

根数／

（条·块１）
根长／ｃｍ

１ ０．２ ０．５ ３７．５６±０．４８ｃ ３．２３±０．２１ｃ ５．５６±０．２３ａ ３１．２２±０．４６ｂ ３．４５±０．１９ｃ １．６２±０．３１ｄ

２ ０．４ ０．５ ５３．８２±０．３７ａ ４．２４±０．３４ａ ４．３７±０．１４ｂ ３５．０８±０．１２ａ ４．３７±０．３２ｂ １．８７±０．１６ｃ

３ ０．８ ０．５ ４０．４２±０．１２ｂ ３．４７±０．１８ｂ ３．４３±０．４６ｃ ２７．７８±０．３８ｃ ４．７９±０．１６ａ １．６８±０．１６ｄ

４ １．０ ０．５ ３１．１２±０．８２ｄ ２．３４±０．３７ｄ ２．５５±０．３８ｄ ２４．５６±０．３４ｄ ２．９８±０．２８ｄ ２．０１±０．１３ｂ

５ １．５ ０．５ ２３．３３±０．６３ｅ ２．５３±０．１８ｄ １．７８±０．１８ｅ ２３．４６±０．６３ｄ １．３４±０．３６ｅ ２．２６±０．２６ａ

２．３　甘草愈伤组织不定芽分化的正交试验结果

由表４可知，不同处理组甘草不定芽诱导率为

３７．７８％～６４．４４％，芽数为３．０１～４．８７个·块
１，芽

长为０．７９～２．３２ｃｍ（图１），其中处理２生长最

好，不定芽诱导率最高达６４．４４％，芽数高达

４．８７个·块１，且芽长最长为２．３２ｃｍ；处理３次

之，不定芽诱导率和芽长分别为 ５１．６７％ 和

１．８９ｃｍ，芽数为４．２３个·块１仅次于处理２和处

理１；处理７生长最差，不定芽诱导率、生芽数及

芽长均最低。

表４　甘草愈伤组织不定芽诱导的正交试验结果

处理 ＩＢＡ／（ｍｇ·Ｌ１） ＩＡＡ／（ｍｇ·Ｌ１） ＫＴ／（ｍｇ·Ｌ１） 接种块数 不定芽诱导率／％ 芽数／（个·块１） 芽长／ｃｍ

１ ０．４ ０．２ ０．１ ３６ ４８．８９ ４．５４ １．７８

２ ０．４ ０．４ ０．３ ３６ ６４．４４ ４．８７ ２．３２

３ ０．４ ０．６ ０．５ ３６ ５１．６７ ４．２３ １．８９

４ ０．６ ０．２ ０．５ ３６ ４８．８９ ３．８５ １．７４

５ ０．６ ０．４ ０．１ ３６ ４０．５６ ３．５６ １．３５

６ ０．６ ０．６ ０．３ ３６ ４０．５６ ３．４２ １．２７

７ ０．８ ０．２ ０．３ ３６ ３７．７８ ３．０１ ０．７９

８ ０．８ ０．４ ０．５ ３６ ４０．５６ ３．３１ １．３３

９ ０．８ ０．６ ０．１ ３６ ４３．３３ ３．６３ １．４６

图１　甘草愈伤组织芽分化

　　由表５可知，ＩＢＡ主要影响了甘草愈伤组织

不定芽的分化，ＩＡＡ 与 ＫＴ交互作用的影响次

之，且ＩＡＡ和ＫＴ处于同等地位，所以，诱导生芽

的最 佳 配 方 组 合 为 Ａ１Ｂ２Ｄ２，即 ＭＳ＋ＩＢＡ

０．４ｍｇ·Ｌ
１＋ＩＡＡ０．４ｍｇ·Ｌ

１＋ＫＴ０．３ｍｇ·Ｌ
１。

为检测正交试验结果的准确性，进行验证试

验，结果显示甘草愈伤组织生芽率达６５．１７％，说

明正交试验结果可靠。
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表５　甘草愈伤组织不定芽诱导的正交试验结果极差分析

水平

因素

Ａ

ＩＢＡ

Ｂ

ＩＡＡ

Ｃ

ＩＡＡ×ＫＴ

Ｄ

ＫＴ

生芽

率／％

１ １ １ １ １ ４８．８９

２ １ ２ ２ ２ ６４．４４

３ １ ３ ３ ３ ５１．６７

４ ２ １ ２ ３ ４８．８９

５ ２ ２ ３ １ ４０．５６

６ ２ ３ １ ２ ４０．５６

７ ３ １ ３ ２ ３７．７８

８ ３ ２ １ ３ ４０．５６

９ ３ ３ ２ １ ４３．３３

Ｔ１ ５５．００ ４５．１９ ４３．３４ ４４．２６

Ｔ２ ４３．３４ ４８．５２ ５２．２２ ４７．５９

Ｔ３ ４０．５６ ４５．１９ ４３．３４ ４７．０４

Ｒ １４．４４ ３．３３ ８．８８ ３．３３

因素主次 Ａ＞Ｃ＞Ｂ＝Ｄ

最优方案 Ａ１Ｂ２Ｄ２

２．４　甘草愈伤组织不定根分化的正交试验结果

由表６可知，不同处理组甘草不定根诱导率

为２１．７８％～５５．５６％，根数为４．０６～５．６７条·块
１，

根长为２．５２～３．５６ｃｍ（图２）。处理１、２、３、５不

定根诱导率均达到５０％以上，处理２不定根诱导率

均高达５５．５６％，根数最多为５．６７条·块１，根长最

长为３．５６ｃｍ；处理１次之，诱导率与处理２相

同，根数为５．２３条·块１，高于处理３，但根长低于

处理３，为３．３４ｃｍ；处理４不定根诱导率最低为

２１．７８％，但根数和根长仅次于处理３，分别为

４．８９条·块１和３．１１ｃｍ。以上结果分析表明适

宜的ＩＢＡ、ＩＡＡ和 ＫＴ配比，有利于甘草愈伤组

织不定根的诱导。

由表７可知，ＩＢＡ主要影响了甘草愈伤组织

不定根的分化，ＫＴ次之，ＩＡＡ再次，ＩＡＡ与 ＫＴ

交互作用影响最小，甘草不定根的最佳诱导配方

组合为Ａ１Ｂ２Ｄ１，即 ＭＳ＋ＩＢＡ０．４ｍｇ·Ｌ
１＋ＩＡＡ

０．４ｍｇ·Ｌ
１＋ＫＴ０．１ｍｇ·Ｌ

１。

为检测正交试验结果的准确性，进行验证试

验，结果显示甘草愈伤组织生根率达５６．４８％，说

明正交试验结果可靠。

表６　甘草愈伤组织不定根诱导的正交试验结果

处理 ＩＢＡ／（ｍｇ·Ｌ１） ＩＡＡ／（ｍｇ·Ｌ１） ＫＴ／（ｍｇ·Ｌ１） 接种块数 不定根诱导率／％ 根数／（条·块１） 根长／ｃｍ

１ ０．４ ０．２ ０．１ ３６ ５５．５６ ５．２３ ３．３４

２ ０．４ ０．４ ０．３ ３６ ５５．５６ ５．６７ ３．５６

３ ０．４ ０．６ ０．５ ３６ ５２．７８ ５．２１ ３．５２

４ ０．６ ０．２ ０．５ ３６ ２１．７８ ４．８９ ３．１１

５ ０．６ ０．４ ０．１ ３６ ５０．００ ４．３２ ２．９８

６ ０．６ ０．６ ０．３ ３６ ４４．４４ ４．０６ ２．６７

７ ０．８ ０．２ ０．３ ３６ ３８．８９ ４．３４ ２．５２

８ ０．８ ０．４ ０．５ ３６ ４１．６７ ４．６７ ２．８８

９ ０．８ ０．６ ０．１ ３６ ４７．２２ ４．７８ ３．０７

图２　甘草愈伤组织根分化
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表７　甘草愈伤组织不定根诱导的正交试验结果极差分析

水平

因素

Ａ

ＩＢＡ

Ｂ

ＩＡＡ

Ｃ

ＩＡＡ×ＫＴ

Ｄ

ＫＴ

生根

率／％

１ １ １ １ １ ５５．５６

２ １ ２ ２ ２ ５５．５６

３ １ ３ ３ ３ ５２．７８

４ ２ １ ２ ３ ２１．７８

５ ２ ２ ３ １ ５０．００

６ ２ ３ １ ２ ４４．４４

７ ３ １ ３ ２ ３８．８９

８ ３ ２ １ ３ ４１．６７

９ ３ ３ ２ １ ４７．２２

Ｔ１ ５４．６３ ３８．７４ ４７．２２ ５０．９３

Ｔ２ ３８．７４ ４９．０８ ４１．５２ ４６．３０

Ｔ３ ４２．５９ ４８．１５ ４７．２２ ３８．７４

Ｒ １５．８９ １０．３３ ５．７０ １２．１８

因素主次 Ａ＞ Ｄ＞Ｂ＞Ｃ

最优方案 Ａ１Ｂ２Ｄ１

３　讨论
甘草愈伤组织在离体培养下能够分化成苗，

但是分化率普遍不高，植物生长调节剂的种类、浓

度及配比是影响愈伤组织再分化成功与否的重要

因素［９］，且关于ＩＢＡ、ＩＡＡ和ＫＴ激素对甘草愈伤

组织分化影响的研究较少。ＩＢＡ是一种主要应用

于植物促根的生长素类似物，它能针对不同作物

采用最适处理浓度和方法，从而保证其应用效

果［１０１２］。陈丽文等［１３］研究发现 ６ＢＡ 分别与

ＮＡＡ、ＩＡＡ组合的培养基对辣木愈伤组织分化芽

及芽的增殖效果不同，添加ＩＡＡ的培养基中芽的

分化率更高，生长状态也较好，与本试验研究结果

相一致。此外，有研究表明低含量的ＩＡＡ有利于

生根，而高含量的ＩＡＡ能促进根的生长
［１４１６］。本

试验研究发现，在甘草愈伤组织再分化的过程中适

宜的ＩＢＡ、ＩＡＡ和ＫＴ激素组合，其不定芽和不定

根诱导率均高于ＫＴ和ＩＡＡ两种激素的组合，说

明多种激素联合使用更有利于愈伤组织的分

化［１７］，且ＩＢＡ是影响甘草愈伤组织分化的主要因

素，生芽最佳培养基为 ＭＳ＋ＩＢＡ０．４ｍｇ·Ｌ
１＋

ＩＡＡ０．４ｍｇ·Ｌ
１＋ＫＴ０．３ｍｇ·Ｌ

１，不定芽诱导

率为６４．４４％；诱导甘草不定根最佳培养基配方

为 ＭＳ＋ＩＢＡ０．４ｍｇ·Ｌ
１＋ＩＡＡ０．４ｍｇ·Ｌ

１＋

ＫＴ０．１ｍｇ·Ｌ
１，不定根诱导率为５５．５６％。

４　结论
本试验为探究不同激素组合对甘草愈伤组织

分化的影响，采用正交试验的设计方案，结果表

明，适宜的ＩＢＡ、ＩＡＡ和 ＫＴ三种因素组合，比两

种因素组合更有利于甘草愈伤组织分化培养，

ＩＢＡ是影响甘草愈伤组织不定芽分化的首要因

素，生芽最佳培养基为 ＭＳ＋ＩＢＡ０．４ｍｇ·Ｌ
１＋

ＩＡＡ０．４ｍｇ·Ｌ
１＋ＫＴ０．３ｍｇ·Ｌ

１，不定芽诱导

率为６４．４４％；诱导甘草不定根最佳培养基配方

为ＭＳ＋ＩＢＡ０．４ｍｇ·Ｌ
１＋ＩＡＡ０．４ｍｇ·Ｌ

１＋ＫＴ

０．１ｍｇ·Ｌ
１，不定根诱导率为５５．５６％。
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