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继代培养温度对牡丹试管苗增殖及后续生根的影响

李爱民, 汪 凡, 齐兆凤, 杨玉洁, 张文珂, 文书生

（南京林业大学 风景园林学院, 南京 210037）

摘 要：为探究继代培养温度对‘皇冠’牡丹（Paeonia × lemoinei ‘Yellow Crown’）试管苗

增殖、生根的影响及其生理机制，该研究设置 16、20、24、28 ℃四个温度处理，试管苗培

养 40 d后测定增殖指标，并统一转入生根培养并评估生根表现，同时分析内源激素生长素

（IAA）、脱落酸（ABA）、玉米素（ZR）和赤霉素（GA₃）的含量，超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化物酶（POD）、过氧化氢酶（CAT）的活性、总酚含量及叶片显微结构。

结果表明：（1）24 ℃为适宜的继代培养温度，试管苗增殖系数达 2.12，芽质量优良

（+++），后续生根率达 39.05%，根系发育良好。（2）相关性分析显示，IAA 含量、

IAA/ABA 比值与生根率呈极显著正相关（r 分别为 0.82, 0.91），ABA 含量、SOD 活性与

生根率呈极显著负相关（r 分别为-0.83, -0.83）；茎叶总酚含量与根长显著正相关（r =

0.71），气孔长轴长度与生根率显著负相关（r = -0.68）。该研究结果表明继代培养温度通过

调控内源激素平衡、抗氧化酶活性及叶片气孔形态等生理过程，综合影响牡丹试管苗增殖

与生根，24 ℃可同步优化其快繁效果，为牡丹高效微繁殖提供理论依据。
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Effect of subculture temperature on the in vitro shoot

multiplication and subsequent rooting of tree peony
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Abstract: This study aimed to investigate the effects of subculture temperature on shoot
multiplication and subsequent rooting of Paeonia × lemoinei 'Yellow Crown' plantlets in vitro,
and to explore the underlying physiological mechanisms. Four temperature treatments (16, 20, 24,
and 28 ℃) were applied during the subculture stage. After 40 days, proliferation parameters were
measured, and plantlets were subsequently transferred to a rooting medium to evaluate rooting
performance. Physiological analyses included endogenous hormones (IAA, ABA, ZR, GA₃),
antioxidant enzyme activities (SOD, POD, CAT), total phenolic content, and leaf microstructure.
The results showed that: (1) 24 ℃ was the optimal temperature, yielding the highest proliferation
coefficient (2.12), excellent shoot quality (+++), and a subsequent rooting rate of 39.05% with
well-developed roots. (2) Correlation analysis revealed highly significant positive correlations of
IAA content and IAA/ABA ratio with rooting rate (r = 0.82, 0.91), while ABA content and SOD
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activity were highly significantly negatively correlated with rooting rate (r = -0.83, -0.83). Total
phenols content in stems and leaves was significantly positively correlated with root length (r =
0.71), and stomatal long-axis length was significantly negatively correlated with rooting rate (r = -
0.68). These findings indicate that subculture temperature comprehensively influences
proliferation and rooting in tree peony by modulating endogenous hormone balance, antioxidant
enzyme activity, and stomatal morphology. The 24 ℃ treatment simultaneously optimized both
multiplication and subsequent rooting, providing a theoretical basis for efficient micropropagation
of tree peony.
Key words: Paeonia × lemoinei ‘Yellow Crown’, subculture temperature, adventitious root,
physiological indexes, correlation analysis

牡丹（Paeonia sect. Moutan）是芍药科（Paeoniaceae）芍药属（Paeonia）落叶灌木，

原产于中国，是我国传统十大名花之一和重要的药用植物（Cheng, 2007）。近些年来，牡

丹在油用方面的价值被逐渐挖掘，牡丹籽中含有丰富的不饱和脂肪酸尤其是α-亚麻酸，是

食用油和营养补充剂的重要新型资源（Li et al., 2015）。自此，牡丹成为了一种集观赏、

药用和食用保健于一体的重要经济作物，具有良好的市场前景。牡丹的传统繁殖方式以播

种、分株和嫁接为主，但因繁殖系数低、周期长，无法满足当下市场商品苗的规模化和规

范化生产需求。植物微繁殖技术可在短期内大量繁殖苗木，很大程度上弥补了传统繁殖方

法的缺陷。牡丹微繁殖技术研究始于 1984年（李玉龙等, 1984），迄今已经初步建立了 40
多个品种的微繁殖技术体系。‘皇冠’牡丹（Paeonia × lemoinei ‘Yellow Crown’）于 20世
纪 70年代由日本育种家选育，花色为黄色，花瓣基部有紫红色斑点，其观赏价值高、适应

性强，在园林、盆花与切花中有广阔的应用前景（黄素娇, 2021）。前人已经初步建立了

‘皇冠’牡丹的微繁殖技术体系（黄素娇, 2021; 李胜皓等, 2024），但在增殖和生根等关

键环节仍存在增殖系数低和生根率低等问题。

试管苗能否高效增殖以及正常生长是决定牡丹微繁殖技术成败的关键。目前关于牡丹

试管苗的增殖培养前人已经开展了大量研究，牡丹试管苗增殖系数高低和生长状况好坏主

要与基本培养基、植物生长调节剂种类、浓度、配比以及环境条件等因素密切相关

（Bouza et al., 1994; Wen et al., 2016a; 文书生等, 2016; 王新等, 2016）。其中培养环境条件

尤其是温度也严重影响着牡丹微繁殖的效果。牡丹试管苗继代培养温度在 26 ℃下，试管苗

生长状况良好，无玻璃化现象出现，在高于 26 ℃培养时，试管苗开始出现玻璃化现象，随

着培养温度持续上升，玻璃化苗比例持续上升（储成才和李大卫, 1992）。几个牡丹品种试

管苗在 24~26 ℃条件下，叶片浓绿、苗壮、生长较快，超过 26 ℃时叶片开始黄化且生长

缓慢（张桂花等 , 2001）。‘洛阳红’牡丹（P. suffruticosa ‘Luo Yang Hong’）试管苗在

20~25 ℃条件下，其增殖不存在显著影响，但在 30 ℃培养下的试管苗生长后期易褐化、枯

死。可见上述不同牡丹品种的适宜继代培养温度之间差异较大，整体分布在 20~26 ℃之

间，且其他品种适宜继代培养温度尚未见相关报道。

牡丹试管苗生根的影响因素较为复杂，前人研究主要通过生根阶段的基本培养基改

良、生根方式、生长素以及培养环境筛选等方法解决生根阶段存在的问题，初步构建了牡

丹试管苗的生根技术体系（Bouza et al., 1994; Beruto et al., 2004; 邱金梅, 2010; 王新等 ,
2016; 文书生等, 2021）。但是，上述研究主要集中在试管苗生根阶段，初步构建了牡丹试

管苗生根技术体系，但既得生根率较低，主要在 30%~80%，甚至有的品种尚未获得生根试

管苗。近年来，在生根前提高试管苗质量被证实是进一步促进牡丹试管苗生根的重要途

径，例如将‘正午’牡丹（P. × lemoinei ‘High Noon’）试管苗在生根培养前进行复壮培养

20 d，能够将其生根率由 54.0%提高至 77.2%（文书生等, 2016）；将芍药与牡丹组间杂种

（P. ‘Bartzella’）试管苗复壮培养 10 d，能够将其生根率由 63.49%提高到 75.51%（李刘泽



木, 2016）；牡丹试管苗增殖阶段的常用植物生长调节剂 6-BA 对后续生根有抑制作用，在

增殖培养阶段以 mT代替 6-BA可以显著促进生根，可将‘正午’和‘凤丹’牡丹（P. ostii
‘Feng Dan’）试管苗生根率均提高 13%左右（王新, 2016; Wen et al., 2016b）。综上，生根

前的培养条件（复壮培养、植物生长调节剂等）对试管苗生根具有延续性影响，优化试管

苗质量是促进其生根的有效途径，但目前增殖阶段的培养温度对牡丹试管苗生根的影响尚

未见相关报道。此外，试管苗的生理状态是其增殖与生根能力的内在基础。研究表明，内

源 IAA 积累、IAA/ABA 与 IAA/ZR 比值与牡丹试管苗生根密切相关（贺丹等, 2011; 尚文

倩等, 2021）。同时，抗氧化酶系统在清除活性氧（ROS）、维持细胞氧化还原稳态中起关

键作用，其活性变化与植物对培养环境胁迫的耐受性及生长活力密切相关，进而影响生根

潜能（Mittler et al., 2022）。此外，牡丹酚类物质含量的变化也可能通过参与 IAA代谢间接

影响生根（Shang et al., 2017）。牡丹叶片其显微结构特征（如气孔形态、叶片厚度）常被

视为反映植株生理状态和环境适应性的敏感指标，其变化与水分利用效率、光合能力存在

关联（García-Cervigón et al., 2021; 张冬勤等, 2024）。因此，探究继代培养温度如何通过影

响这些关键生理指标来调控牡丹试管苗的增殖与生根表现，对于优化培养技术体系及深入

理解其生理机制至关重要。

本研究以‘皇冠’牡丹试管苗为材料，采用不同温度（16、20、24、28 ℃）继代培养

的方法，通过比较增殖与后续生根指标、测定内源激素含量、抗氧化酶活性、总酚含量及

观察叶片气孔结构，并运用相关性分析，拟探讨以下问题：（1）继代培养温度如何影响试

管苗的增殖效果及后续生根能力；（2）继代培养温度如何调控牡丹试管苗生根的生理机

制，特别是内源激素平衡、抗氧化酶系统及酚类物质如何响应；（3）叶片气孔结构对继代

培养温度的适应性变化是否与生根效率存在关联。本研究以期为牡丹试管苗的增殖和生根

技术体系的优化提供技术支撑，并为牡丹不定根发生机理的研究提供理论参考。

1 材料与方法
1.1 试验材料

2022 年早春，于山东省菏泽市古韵牡丹基地，取长势良好、无病虫害的‘皇冠’牡

丹，剪取带有饱满鳞芽的枝，剥下腋芽作为外植体，并按照邱金梅（2010）构建的方法对

外植体进行消毒后接种，启动培养基为改良 WPM（3 倍 Ca(NO3)2·4H2O）+6-BA 0.5
mg·L-1+GA3 0.1 mg·L-1+蔗糖 30.0 g·L-1+琼脂 6.5 g·L-1，pH 5.9。根据前人研究（文书生等,
2024），牡丹试管苗的适宜继代培养周期为 40 d，故本研究于第 8次继代培养 40 d 时，切

取芽丛上的健壮单芽（茎长 ≥ 1.0 cm）作为试验材料。

1.2 试验方法

1.2.1 增殖培养

将健壮单芽切除其叶片后接种于增殖培养基，即WPM（3倍 Ca(NO3)2·4H2O）+6-BA
0.5 mg·L-1+GA3 0.1 mg·L-1+蔗糖 30.0 g·L-1+琼脂 6.5 g·L-1，pH 5.9。于人工气候箱进行继代

培养，培养温度分别设置为 16、20、24、28 ℃，光照强度 32.4 μmol·m-2 s-1（荧光灯），光

照周期 14 h·d-1。增殖培养 40 d 后，观察记录不同处理的增殖系数、株高、茎长、叶片数

和芽质量，其中芽质量等级区分标准如下：+，茎浅绿、茎粗＜0.2 cm，叶片展开度＜

40%；++，茎中绿、0.2 cm ≤ 茎粗 ＜ 0.3 cm，40% ≤ 叶片展开度 ＜ 80%；+++，茎

深绿、茎粗 ≥ 0.3 cm，叶片展开度 ≥ 80%。

1.2.2 生根培养

继代培养 40 d 后，将 1.2.1 上述不同继代培养温度处理获得的丛生芽分别进行继代剪

切，切取芽丛上茎长 ≥ 1.0 cm的健壮单芽（保留 2~3枚叶片），并统一采用两步生根法进

行生根（文书生等, 2016）：（1）根诱导，将不同温度处理的试管苗分别接种于根诱导培养

基 1/2 MS+IBA 0.5 mg·L-1+腐胺 1.0 mg·L-1+蔗糖 35.0 g·L-1+琼脂 7.0 g·L-1，pH 5.95，先将试



管苗进行 4 ℃冷藏处理 7 d，再置于（20±1）℃的人工气候箱暗培养 23 d；（2）根形成，

将试管苗转入根形成培养基 1/2 MS+活性炭 2.0 g·L-1+蔗糖 35.0 g·L-1+琼脂 7.0 g·L-1，pH
6.2，于（24±1）℃的人工气候箱培养 30 d 以促进根的伸长生长，除温度外其他培养条件

同增殖培养。生根培养结束后，观察记录生根率、根数、根长和基部愈伤组织等级，其中

愈伤组织等级区分标准如下：+，愈伤组织极少；++，基部膨大，有少数愈伤组织出现；

+++，基部严重愈伤化，根从愈伤组织发出。

1.2.3 生理指标测定

继代培养 40 d后，从 1.2.1上述不同温度处理中随机取 12株试管苗，每 4 株作为 1个
平行样，重复 3 次，将茎段和叶片剪碎后充分混匀，液氮固定后置于−80 ℃冰箱保存备

用。

（1）激素含量。称取 0.6 g样品，采用酶联免疫法分别测定内源激素 IAA、ABA、ZR
和 GA3含量。从−80 ℃超低温冰箱中取出样品，于液氮中研磨至粉末状，每个样品准确称

量 0.6 g，加入 2 mL 样品提取缓冲液置 4 ℃冰箱充分提取 4 h；4 ℃，4 000 r·min−1 离心 15
min，吸取上清液，向剩余沉淀加入 1 mL提取液后重复上述步骤，样品提取液为 2次上清

液之和。之后将提取液置于 C18固相萃取预处理小柱中萃取并收集得到粗提液，将粗提液

置于离心浓缩机进行浓缩，再加入 0.9 mL 样品稀释液进行定容，之后使用 ELISA 试剂盒

采用酶联免疫法测定内源激素含量。

（2）酶活性。称取 1.0 g样品，分别测定 POD、SOD 和 CAT活性，其中 POD活性参

照愈创木酚法测定（李合生等, 2000），SOD 活性测定采用氮蓝四唑（NBT）法，CAT活

性参照杨兰芳的方法用过氧化氢测定（杨兰芳等, 2011）。

（3）总酚含量。称取 6.0 g 样品，60 ℃下烘干后研磨取 0.1 g，采用植物总酚试剂盒

（购自苏州科铭生物技术有限公司）测定总酚含量。

1.2.4 叶片显微结构观察

继代培养 40 d 后，从 1.2.1 上述不同温度处理材料中随机取不同温度处理的试管苗叶

片各 10枚，共 40枚，每枚叶片剪取叶中部靠近主脉处的 0.5 cm × 0.5 cm 小块，用标准固

定液 FAA（70％乙醇∶福尔马林∶冰乙酸 ＝ 90∶5∶5）固定。通过扫描电镜观测叶片下

表皮结构和叶片截面结构，经过处理后，放入 2.5%戊二醛溶液中进行固定 3 d（4 ℃低

温），经不同梯度的乙醇脱水，每次 10 min，临界点干燥后，置镀膜仪上喷金 10 min，在

扫描电镜下进行观察和拍照，观察其叶片下表皮气孔的形态，同时观测叶片截面的结构特

征。

1.3 数据统计与分析

试验均设 3 次重复，其中增殖与生根试验每次重复 28 株试管苗。试验数据采用 SPSS
22.0 软件 one-way ANOVA进行方差分析及 Duncan法检验差异显著性；利用皮尔逊法分析

生根指标与增殖、生理、叶片指标的相关性；利用 Origin软件制图。

2 结果与分析
2.1 继代培养温度对增殖和生根的影响

增殖阶段的培养温度处理对‘皇冠’牡丹试管苗的增殖存在显著影响（表 1）。增殖系

数随着继代培养温度的升高呈先上升后下降的趋势，在培养温度 24 ℃时增殖系数达到最

高，且显著高于 16 ℃和 20 ℃处理，其增殖系数 2.12，叶片数 6.07片，试管苗整体生长健

壮（芽质量等级+++）。当温度达到 28 ℃时，尽管试管苗的增殖系数与 24 ℃无显著差异、

且株高和茎长均优于其他处理，但该温度条件下试管苗质量较低（芽质量等级+），具体体

现为徒长、茎浅绿、细弱和叶片枯黄萎蔫（图 1：A-D）。
继代培养末期将不同温度处理获得的试管苗分别转入生根培养，研究发现不同继代培

养温度条件下获得试管苗的后续生根表现具有显著差异（表 2，图 1：E-H）。生根率随着



继代培养温度的升高呈先上升后下降的趋势，在继代培养温度为 24 ℃时生根率达到最大值

39.05%，显著高于其他温度处理，且生根质量较高，平均根数 1.46 条，平均根长 2.12
cm，试管苗基部愈伤组织较少（基部愈伤组织等级++）。

综上，24 ℃是适宜‘皇冠’牡丹试管苗的增殖和后续生根的培养温度，此时试管苗的

增殖系数达到 2.12，后续生根率达到 39.05%。

表 1 继代培养温度对‘皇冠’牡丹试管苗增殖和生长的影响
Table 1 Effect of subculture temperature on the in vitro shoot multiplication and growth of

Paeonia × lemoinei ‘Yellow Crown’
继代培养温度

Subculture

temperature

（℃）

增殖系数

Multiplication rate

株高

Plant height

（cm）

茎长

Stem length

（cm）

叶片数

Leaf number

芽质量等级

Quality of

shoots

16 1.23±0.08c 1.91±0.14d 0.54±0.06c 2.42±0.15c +

20 1.67±0.14b 3.21±0.29c 0.72±0.03b 4.83±0.56b ++

24 2.12±0.17a 3.74±0.25b 0.89±0.06a 6.07±0.31a +++

28 1.83±0.2ab 4.34±0.28a 0.93±0.08a 5.32±0.57ab +
注：使用 one-way ANOVA进行方差分析，表中数据为均值±标准差；不同小写字母表示在 P ≤ 0.05水平
差异显著（Duncan’s检验）。+，茎浅绿、茎粗＜0.2 cm，叶片展开度＜40%；++，茎中绿、0.2 cm ≤ 茎
粗 ＜ 0.3 cm，40% ≤ 叶片展开度 ＜ 80%；+++，茎深绿、茎粗 ≥ 0.3 cm，叶片展开度 ≥ 80%。
Note：One-way ANOVA is employed to analyze the data. Data represent means ± standard error；different letters
indicate significant differences at P ≤ 0.05 (Duncan’s test). +, stem light green, stem diameter < 0.2 cm, leaf
expansion < 40%; ++, stem medium green, 0.2 cm ≤ stem diameter < 0.3 cm, 40% ≤ leaf expansion < 80%;
+++, stem dark green, stem diameter ≥ 0.3 cm, leaf expansion ≥ 80%.

表 2 继代培养温度对‘皇冠’牡丹试管苗生根的延续性影响
Table 2 Carryover effects of subculture temperature during the multiplication stage on the in

vitro rooting of Paeonia × lemoinei ‘Yellow Crown’
继代培养温度

Subculture

temperature

（℃）

生根率

Rooting rate

（%）

根数

Number of roots

根长

Root length

（cm）

基部愈伤组织等级

Basal callus grade

16 11.23±2.83c 1.67±0.34a 1.26±0.41c +

20 26.67±4.36b 1.65±0.22a 2.26±0.8ab ++

24 39.05±3.3a 1.46±0.2a 2.12±0.16ab ++

28 31.43±2.86b 2±0.32a 2.53±0.39a +++
注：使用 one-way ANOVA进行方差分析，表中数据为均值±标准差；不同小写字母表示在 P ≤ 0.05水平差
异显著（Duncan’s检验）。+，愈伤组织极少；++，基部膨大，有少数愈伤组织出现；+++，基部严重愈伤
化，根从愈伤组织发出。
Note：One-way ANOVA is employed to analyze the data. Data represent means ± standard error; different letters
indicate significant differences at P ≤ 0.05 (Duncan’s test). +, Callus is rare; ++, The base was enlarged with a few
callus. +++, Severe callus at the base.



增殖状况：In vitro shoot multiplication and growth of Paeonia × lemoinei ‘Yellow Crown’
后续生根表现：Subsequent rooting performance of Paeonia × lemoinei ‘Yellow Crown’

图 1 继代培养温度对‘皇冠’牡丹试管苗增殖和生根的影响
Fig. 1 Effect of subculture temperature on the in vitro shoot multiplication and rooting of

Paeonia × lemoinei ‘Yellow Crown’

2.2 继代培养温度对生理指标的影响

2.2.1 内源激素含量及比值

继代培养温度对‘皇冠’牡丹试管苗的内源激素水平存在显著影响（图 2）。随着继代

培养温度的升高，ZR和 GA3含量呈现先上升后下降的趋势，且均在继代培养温度为 20 ℃
时达到最高值分别为 3.59、5.17 ng·g-1。ABA含量呈先下降后上升的趋势，并在 16 ℃时达

到最高值 68.86 ng·g-1，在 24 ℃时达到最低值 43.48 ng·g-1，然后逐渐上升。然而，随着继

代培养温度的升高，IAA含量呈持续上升的趋势，在 16 ℃时最低为 18.62 ng·g-1，在 28 ℃
时最高为 57.03 ng·g-1。

此外，内源激素比值在不同的继代培养温度下具有显著变化（图 2）。IAA/ZR 和

IAA/GA3在不同的继代培养温度下呈持续上升的趋势，且均在 28 ℃时达到最高，分别是

21.98和 17.94。IAA/ABA呈现先上升后下降的趋势，在 24 ℃时达到最高值 1.14。

图 2 ‘皇冠’牡丹不同继代培养温度下内源激素含量及比值
Fig. 2 The content and ratio of endogenous hormones on the in vitro Paeonia ×lemoinei ‘Yellow

Crown’ under different subculture temperatures
2.2.2 酶活性

继代培养温度对‘皇冠’牡丹试管苗的酶活性存在显著影响（图 3）。随着继代培养温

度的升高，POD 和 SOD 的活性均逐渐下降。POD 活性在 16 ℃时最高，为 250.00 U·g-1

min-1，24~28 ℃时急剧下降，继代培养温度为 28 ℃时最低，为 1.59 U·g-1 min-1。SOD 活性

在 16 ℃时最高，为 46.59 U·g-1，在 28 ℃时最低，为 17.23 U·g-1。CAT 活性随着继代培养



温度的升高呈先上升后下降的趋势，在 24 ℃时达到最高值 6.82 U·g-1 min-1，在 20 ℃时达

到谷值 4.31 U·g-1 min-1。

图 3 ‘皇冠’牡丹不同继代培养温度下酶活性变化
Fig. 3 Changes in enzyme activity on the in vitro Paeonia × lemoinei ‘Yellow Crown’ at

different subculture temperatures
2.2.3 总酚含量

继代培养温度对‘皇冠’牡丹试管苗的总酚含量存在显著影响（图 4）。茎叶总酚含量

随着继代培养温度的升高整体呈逐步上升的趋势，在 28 ℃时，达到最高 50.47 mg·g-1。试

管苗基部愈伤组织总酚含量随着温度的上升呈先上升后下降的趋势，在 20 ℃时达到峰值

87.34 mg·g-1。

图 4 ‘皇冠’牡丹不同继代培养温度下试管苗总酚含量变化
Fig. 4 Changes in the total phenols content of different parts under different subculture

temperatures on the in vitro Paeonia × lemoinei ‘Yellow Crown’
2.3 继代培养温度对叶片结构的影响

在不同的继代培养温度下，‘皇冠’牡丹试管苗的叶片结构存在显著差异（表 3，图

5），随着继代培养温度的升高，叶片气孔长轴长度逐渐减小，4 种继代培养温度下试管苗

的气孔长轴长度均有显著（P < 0.05）差异。观察发现随着继代培养温度的升高，其气孔长

轴长度逐步变小，在 16~24 ℃的温度下培养的试管苗叶片细胞饱满充实，突出于叶表皮

上，在 28 ℃时，其气孔开度减小，同时气孔密度增加。观察叶片的解剖结构，可以发现试

管苗叶片的栅栏组织不明显，上表皮细胞排列规则，其中试管苗叶片厚度在各个温度处理

下没有差异。



表 3 不同继代培养温度下‘皇冠’牡丹试管苗叶片指标
Table 3 Indexes of leaves under different subculture temperatures on the in vitro Paeonia ×

lemoinei ‘Yellow Crown’

继代培养温度

Subculture

temperature

（℃）

气孔长轴长度

SL（μm）

气孔短轴长度

SW（μm）

叶片厚度

Leaf thickness

（μm）

上表皮厚度

Upper

epidermis

thickness

（μm）

下表皮厚度

Lower

epidermis

thickness

（μm）

16 45.87±0.45a 10.03±0.67a 116.46±12.67a 25.6±3.38ab 11.2±1.44b

20 41.29±2.24b 10.25±1.07a 121.91±7.86a 27.05±4ab 14.64±0.95ab

24 30.13±0.53c 9.42±1.21a 133.12±3.39a 22.23±3.12b 13.05±1.97ab

28 19.48±1.31d 6.31±0.54b 136.6±14.35a 31.19±1.79a 15.94±2.62a
注： SL. 气孔长轴长度；SW. 气孔短轴长度。
Note： SL. Length of the long axis of the stomatus; SW. Stomatal minor axis length.

A.16 ℃处理试管苗叶片下表皮结构形态；B. 20 ℃处理试管苗叶片下表皮结构形态；C. 24 ℃处理试管苗
叶片下表皮结构形态；D. 28 ℃处理试管苗叶片下表皮结构形态；E. 16 ℃处理试管苗叶片横截面结构形
态；F. 20 ℃处理试管苗叶片横截面结构形态；G. 24 ℃处理试管苗叶片横截面结构形态；H. 28 ℃处理试
管苗叶片横截面结构形态。
A. Structural morphology of the lower epidermis of leaf in 16 ℃ proliferation treatment; B. Structural morphology
of the lower epidermis of leaf in 20 ℃ proliferation treatment; C. Structural morphology of the lower epidermis of
leaf in 24 ℃ proliferation treatment; D. Structural morphology of the lower epidermis of leaf in 28 ℃ proliferation
treatment; E. Cross-sectional structural morphology of leaf in 16 ℃ proliferation treatment; F. Cross-sectional
structural morphology of leaf in 20 ℃ proliferation treatment; G. Cross-sectional structural morphology of leaf in
24 ℃ proliferation treatment; H. Cross-sectional structural morphology of leaf in 28 ℃ proliferation treatment.

图 5 ‘皇冠’牡丹不同继代培养温度下叶片显微结构
Fig. 5 Leaf structure at different subculture temperatures on the in vitro Paeonia × lemoinei

‘Yellow Crown’
2.4 增殖、生理、叶片指标与生根指标的相关性

将‘皇冠’牡丹试管苗的增殖、生理、叶片指标与生根指标进行相关性分析。结果显

示，增殖、生理、叶片指标与生根相关指标（生根率、根数、根长）具有不同程度的相关

性（图 6），具体如下。（1）增殖阶段：生根率与试管苗的增殖率、株高、茎长和叶片数均

呈现极显著正相关关系（r = 0.85，0.82，0.83，0.90）；平均根长与试管苗的株高、茎长和

叶片数呈显著正相关关系（r = 0.70，0.66，0.61）。（2）生理指标：生根率与内源激素 IAA
含量、IAA/ABA呈极显著正相关关系（r = 0.82，0.91），与 IAA/ZR、IAA/GA3呈显著正相

关关系（r = 0.69，0.59），与 ABA 含量、SOD 活性呈极显著负相关关系（r = −0.83，
−0.83）；平均根数与 GA3含量呈显著负相关关系（r = −0.60）；平均根数与 IAA含量、茎叶



总酚含量呈显著正相关关系（r = 0.60，0.71），与 SOD 含量呈显著负相关关系（r =
−0.60）。（3）叶片指标：生根率与叶片气孔长轴长度呈显著负相关关系（r = −0.68），平均

根长与叶片下表皮厚度呈极显著正相关关系（r = 0.77），与叶片厚度呈显著正相关关系（r
= 0.60）。

图 6 ‘皇冠’牡丹试管苗的增殖、生理、叶片指标与生根指标的相关性分析
Fig. 6 Correlation analysis of proliferation, physiological, leaf indexes and rooting indexes on

the in vitro Paeonia × lemoinei ‘Yellow Crown’
3 讨论与结论
3.1 继代培养温度对试管苗增殖和生根的影响

继代培养温度是影响牡丹试管苗增殖和生长的关键因素，本研究发现 24 ℃为‘皇冠’

牡丹的适宜继代培养温度，此时试管苗的增殖系数（2.12）显著高于 16 ℃和 20 ℃处理，

且芽质量高（+++）。综合比较这一结果与前人研究发现不同品种的牡丹试管苗适宜培养温

度存在较大差异，例如牡丹品种‘黑花魁’、‘豆绿’等试管苗继代培养温度在

（25±1） ℃时生长良好（张桂花等, 2001）；‘洛阳红’牡丹试管苗的适宜继代培养温度

为 20~25 ℃（王燕霞等, 2008）。此外，本研究还发现在 28 ℃培养条件下，‘皇冠’牡丹

苗质量差（+），叶片萎蔫枯黄。这与王燕霞等（2008）在‘洛阳红’牡丹中的研究结论一

致，而与储成才和李大卫（1992）在牡丹试管苗中的研究结论不一致，其发现试管苗在培

养温度超过 26 ℃时，会产生玻璃化现象，而这种不一致也进一步证实了不同牡丹品种对于



温度的差异性反应，牡丹离体快繁的增殖阶段需要根据品种筛选适宜的培养温度。在此基

础上，我们进一步将不同温度处理下获得的试管苗统一转入生根培养，以探究继代培养温

度对于生根的延续性影响。研究发现不同继代培养温度也会对后续的生根产生显著的延续

性影响，生根率与增殖阶段试管苗增殖系数、株高、茎长和叶片数有极显著的正相关性，

在 24 ℃继代培养温度下，试管苗后续的生根率（39.05%）显著高于其他温度处理

（11.23%~31.43%），此时生根苗基部愈伤组织等级较小（++）有利于后续移栽成活。初

步确定 24 ℃为适宜的继代培养温度。

3.2 继代培养温度对试管苗生理指标的影响

本研究结果表明，筛选适宜的继代培养温度可能是促进牡丹试管苗后续生根的有效途

径。为了进一步探究继代培养温度影响后续生根的机理，我们测定了不同温度处理下牡丹

试管苗内源激素水平、酶活性以及总酚含量等生理指标，并分析其与试管苗生根状况的相

关性。

3.2.1 内源激素水平与试管苗生根的关系

IAA含量高峰与根原基出现在同一时期，它可以调控植物根系的生长发育以及相关基

因的表达（Krajnc et al., 2013）。本研究发现，‘皇冠’牡丹试管苗 IAA含量随继代培养温

度的升高而逐渐上升，且 IAA 含量与生根率存在极显著正相关关系（r = 0.82），表明内源

IAA 是牡丹试管苗生根的重要促进因子。这与前人研究结论相似，马尾松（Pinus
massoniana）、杜梨（Pyrus betulaefolia）和‘燕山红’栗（Castanea mollissima cv. ‘Yan
Shan Hong’）试管苗在通过连续继代培养后，IAA 含量与生根均呈正相关关系，其中‘燕

山红’栗的 IAA 含量与生根率存在显著正相关性（Hou et al., 2010; 王胤和姚瑞玲, 2020;
罗嘉亮等, 2020）。因此，适宜的继代培养温度下内源 IAA 含量与相关生根指标呈正相关

性，推测可能与高水平 IAA在不定根形成初期促进分生组织细胞去分化和分裂、诱导根原

基有关（Taramino et al., 2007）。

多数研究认为 ABA 是一种生根抑制激素，根原基诱导期 ABA 含量会保持在较低水

平，在杜梨和麻楝（Chukrasia tabularis）等植物中都得到了证实（闫帅等, 2019；王青等,
2020）。本研究结果与上述一致，具体体现在 ABA 含量随着温度升高呈现先下降后上升

的趋势，在 24 ℃时含量最低，显著低于其他温度处理，且此温度处理下的试管苗后续的生

根率显著高于其他温度处理，ABA 含量与生根率呈极显著负相关关系（r = −0.83）。这可

能是由于低浓度的 ABA 含量有利于愈伤组织的形成与分化和细胞伸长，进一步促进根原

基的诱导（Takatsuka & Umeda, 2019）。

GA3能够促进植株生长，但对于不定根发生的影响存在物种间差异。有研究发现 GA3

含量与糙叶杜鹃（Rhododendron scabrifolium）和长蕊杜鹃（R. stamineum）插穗不定根的

形成呈正相关性（赵云龙等, 2013）。但也有研究认为 GA3对不定根发生存在抑制作用，

具体表现为抑制根原基分化、根数减少、推迟生根等（Hou et al., 2010; 韩继红等, 2019; 王

青等, 2020）。本研究发现，GA3含量随着温度的上升呈现先上升后下降的趋势，尽管其与

生根率关系不显著，但与平均根数呈显著负相关关系（r = −0.60）。这和文书生等（2024）
的研究结论一致，‘正午’牡丹的 GA3含量与平均根数呈显著负相关关系。因此，牡丹试

管苗的内源 GA3含量与不定根发生呈负相关，可能是由于增殖阶段末期高浓度 GA3会抑制

牡丹茎基部细胞分裂，进而抑制不定根的形成（张晓平等, 2004）。

在植物的生根过程中，不仅仅是单一激素起主导作用，而是多个激素之间相互制约，

共同发挥作用，不同激素含量比值的动态变化也能反映植物生根能力（吴文浩等, 2016）。

IAA作为植物离体再生的核心激素，其他激素对不定根发生的影响均与 IAA有极大的关联

性（Gallavotti, 2013）。本研究发现 IAA/ABA 比值与生根率呈极显著正相关关系（r =
0.91），其比值在 24 ℃时最高且显著高于其他温度处理。这与前人在‘太平红’牡丹（P.



suffruticosa ‘Tai Ping Hong’）（贺丹等, 2011）和麻楝（王青等, 2020）等植物中的研究结

果一致，这表明 IAA/ABA是衡量生根率的重要指标。本研究还发现 IAA/ZR 与生根率呈显

著正相关（r = 0.69），这与前人在杜梨和麻楝中研究结果一致（闫帅等, 2019; 王青等,
2020）。本研究中 IAA/GA3 与生根率呈显著正相关（ r = 0.59），这与王胤和姚瑞玲

（2020）在马尾松上的研究一致。综上，内源 IAA 与 GA3、ABA、ZR 间的平衡调控着牡

丹试管苗不定根发育，高比值的 IAA/ABA、IAA/ZR 和 IAA/GA3有利于牡丹试管苗不定根

的发生。

3.2.2 酶活性与试管苗生根的关系

SOD 被证实与根系发育密切相关，目前关于 SOD 活性对于生根的影响存在两种观

点，Wang 等（2021）发现在对‘凤丹白’牡丹根系进行修剪后，牡丹幼苗的 SOD 活性在

根原基诱导的第 3 天达到峰值，表明高 SOD 活性可以促进不定根的产生；而赵云龙等

（2013）发现处于逆境状态时的糙叶杜鹃在根形成阶段，SOD活性逐渐降低，说明较低的

SOD 活性促进不定根形成。本研究结果与后一种观点较为一致，发现试管苗的 SOD 活性

与生根率呈极显著负相关关系（r = −0.83），其活性随着继代培养温度的升高而逐渐降低。

本研究中，24 ℃下适度的 SOD 活性降低（相较于低温 16 ℃和 20 ℃）可能允许维持促生

根的 ROS 阈值（如 H₂O₂的生理性累积），而非氧化损伤。此外，本研究中 POD 活性随着

继代培养温度的升高而逐渐降低，但基于相关性分析发现 POD活性与牡丹试管苗不定根的

发生无显著相关性，与文书生等（2024）在‘正午’牡丹中得出的结论一致，表明继代培

养时的 POD 活性变化对牡丹试管苗生根影响不大。CAT活性与生根相关指标无显著相关

性，说明其不是影响生根的关键酶。综上，SOD活性是影响牡丹试管苗不定根发生的关键

因子，其较低的活性有利于不定根的生成，而 POD 活性和 CAT 活性与牡丹试管苗不定根

的发生无显著相关关系。

3.2.3 总酚含量与试管苗生根的关系

植物的生根与酚类物质密切相关（符真珠等 , 2016; Shang et al., 2017; 韩继红等 ,
2019）。目前有关牡丹试管苗酚类物质的研究报道主要集中在酚类与基部褐化的关系以及

酚类物质在 IAA 代谢中起的作用（Shang et al., 2017; Ghimire et al., 2022）。牡丹中芍药

苷、没食子酸甲酯、莽草酸、苯甲酸、4-羟基苯甲酸可能与牡丹试管苗生根密切相关，不

同的酚酸对于生根所起作用也有不同（符真珠等, 2016）。本研究中牡丹试管苗茎叶总酚含

量随着继代培养温度的升高而增加，试管苗褐化程度也随之加重，茎叶总酚含量与‘皇

冠’牡丹试管苗的平均根长呈显著正相关关系（r = 0.71），推测其原因可能是酚酸类物质

刺激了 IAA的生成，促进根的伸长生长（Shang et al., 2017）。此外，本研究还发现茎叶总

酚含量与生根率、根数等指标无显著相关性，猜测在牡丹试管苗的生根过程中有不同的酚

类物质共同起作用，不同的酚类物质在植物体内的代谢途径或产生的次生代谢产物不同，

从而导致其对试管苗生根的作用不同。

3.3 继代培养温度对试管苗叶片显微结构的影响

叶片是联系植物生理和外环境的桥梁，通过调整叶片功能性状应对不同生境，是植物

适应环境变化的一种生存策略（García-Cervigón et al., 2021）。本研究中，牡丹试管苗随着

继代培养温度的逐步升高，气孔长轴长度均逐渐减小，且四个温度处理间差异显著，其余

叶片显微结构指标均无显著性差异。基于相关性分析可以发现叶片气孔长轴与生根率呈显

著负相关关系（r = −0.68）。叶片在温度较高的情况下，为了使其具有较低的蒸腾速率，提

高水分利用效率，其下表皮的气孔逐渐变小，加快光合效率，促进水分和营养物质运输

（张冬勤等, 2024）。据此推测，适宜温度下优化的气孔特征可能通过改善植株水分代谢和

生理状态，从而对后续生根产生积极影响。



综上所述，继代培养温度显著影响‘皇冠’牡丹试管苗增殖及后续生根，24 ℃为适宜

继代培养温度，此时增殖系数较高（2.12），芽质量优良，后续生根率达 39.05%且根系发

育良好。生理机制分析表明，IAA、ABA含量及 IAA/ABA 比值和 SOD 活性等是衡量生根

的重要指标。表明温度通过调控内源激素平衡、抗氧化酶活性及叶片结构影响生根，为牡

丹高效快繁提供了理论依据与技术支撑。
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