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前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

本文件由安徽农业大学提出。

本文件由安徽省农学会归口。

本文件起草单位：安徽农业大学、合肥华绿种苗有限公司、安徽省农业科学院园艺研究所、安徽省

兰君园艺有限公司、合肥璟澜园林绿化有限公司。

本文件主要起草人：高俊山、陈彩霞、曹传取、孟艳、郭宁、高怀军、谢治东、杨翠平、史志话、

王吉升、谢光坤、张金云。
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引 言

本文件的发布机构提请注意，声明符合本文件时，可能涉及到5.1、5.2、5.5、5.6、6.4、7.3等条款

与一种大花海棠染色体加倍的诱导方法相关的专利的使用。

本文件的发布机构对与该专利的真实性、有效性和范围无任何立场。

该专利持有人已向本文件的发布机构承诺，他愿意同任何申请人在合理且无歧视的条款或条件下，

就专利授权许可进行谈判。该专利持有人的声明已在本文件的发布机构备案。相关信息可以通过以下联

系方式获得：

专利持有人姓名：安徽农业大学

地址：安徽省合肥市长江西路130号
除上述专利外，本文件的某些内容仍可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
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秋水仙素诱导秋海棠多倍体植株技术规程

1 范围

本文件规定了秋水仙素诱导秋海棠多倍体植株的组培设施和要求、愈伤组织培养、秋水仙素诱导处

理、芽分化培养、壮苗培养、生根培养、炼苗和移栽管理、多倍体植株筛选与鉴定、多倍体植株留存、

档案记录。

本文件适用于秋水仙素诱导秋海棠愈伤组织进行化学诱变产生多倍体植株。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB 5084 农田灌溉水质标准

JB/T 10594 日光温室和塑料大棚结构与性能要求

LY/T 1770 桉树无性系组培快繁技术规程

LY/T 1882 林木组织培养育苗技术规程

LY/T 2234 林业机械 林业工厂化育苗 育苗穴盘

NY/T 496 肥料合理使用准则 通则

NY/T 2118 蔬菜育苗基质

NY/T 2306 花卉种苗组培快繁技术规程

3 组培设施和要求

3.1 组培室

包括准备室、储藏室、洗涤室、培养基配制室、灭菌室、接种室、培养室、检测室等。

3.2 温室

玻璃温室（大棚或联栋）或日光温室的结构与性能应符合 JB/T 10594 的规定。要求设施坚固，抗

灾能力强，具备环境调控能力，能够调节温度、湿度、光照以及防虫防雨等。

3.3 设备

可按照NY/T 2306的规定配备设备。至少应配备超净工作台、接种器具消毒器、高压蒸汽灭菌锅等

灭菌设备和光照培养箱、恒温摇床等培养设备，流式细胞仪、显微镜等实验设备。

3.4 灌溉水

水质要求应符合GB 5084。

3.5 空气环境

空气洁净度需达到万级净化（ISO 5级）以上，防止污染。需定期换气，保持通风，避免二氧化碳

浓度过高影响培养效果。

3.6 肥料

肥料使用应符合 NY/T 496 的规定。

4 愈伤组织培养

4.1 培养基配制
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4.1.1 基本培养基配制

选择MS基本培养基，其组分及含量参见附录A，表A.1。

4.1.2 诱导培养基配制

诱导培养基配制参见附录A，表A.2。其中MS、6-BA、NAA等母液配制参照NY/T 2306执行。另外，

培养基中添加25 g/L蔗糖和7 g/L琼脂，调整pH=5.8。

4.2 培养基消毒

培养基消毒和存放按照LY/T 1770和LY/T 1882相关条款执行。

4.3 外植体选择

从栽种4个月左右的一代实生苗中，选取健康无病虫害的植株，剪取刚展开的嫩叶作为外植体。

4.4 外植体消毒

4.4.1 先用 0.1%的洗衣粉液洗涤后，再用蒸馏水清洗干净，放置于超净工作台上进行消毒处理。

4.4.2 具体消毒操作步骤是：先用无菌水清洗 1遍，然后倒入含有1滴 tween-20的有效氯浓度为 5%-6%

的消毒液（如 84 消毒液）消毒 8 min，倒掉消毒液，用无菌水漂洗 5次～8 次，直至澄清无异味备用。

4.5 外植体接种与培养

在超净工作台上将消毒、灭菌好的外植体叶片切成约 1 cm2大小，叶正面朝上，接种到配制好的培

养基上，培养25 d左右长出愈伤组织。

4.6 培养条件

保持培养室温度（24±2）℃，光照强度2000 Lx～3000 Lx，空气湿度70%，每天光照16 h，黑暗8 h。

5 秋水仙素诱导处理

5.1 秋水仙素溶液配置

称取0.05 g秋水仙素，用蒸馏水溶解，并定容至100 mL。

5.2 秋水仙素溶液除菌

使用滤膜孔径0.22 μm的过滤器过滤除菌备用。

5.3 秋水仙素废液处理

秋水仙素（剧毒）使用操作及废液处理应遵守安全操作规范，在通风橱中进行，并配戴防护装备，

废液采用10%硫代硫酸钠中和处理。

5.4 秋水仙素溶液浸泡方法与时间

在超净工作台内将愈伤组织接入已除菌的秋水仙素溶液中浸泡，避光、置于24±2℃恒温摇床每分

钟70转，浸泡处理时间设置4 h。待浸泡时间结束后将愈伤组织取出，用无菌水漂洗5遍，滤纸吸干表面

水分。

6 芽分化培养

6.1 培养基

芽分化培养基配制参见附录A，表A.2。

6.2 培养条件

芽分化培养条件按照5.6的要求执行。
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6.3 培养方法

秋水仙素诱导处理后的愈伤组织移入芽分化培养基中，每个培养瓶放置4块愈伤组织，观察并记录，

40 d左右分化出部分小芽。

7 壮苗培养

7.1 培养基

壮苗培养基配制参见附录A，表A.2。

7.2 培养条件

壮苗培养条件按照5.6的要求执行。

7.3 培养方法

芽分化培养40 d左右，待芽长至0.5 cm～1.0 cm高，用手术刀切除基部大部分愈伤，团块转移。宜

将同一块愈伤分化出的芽转入同一培养瓶中，作为同一个株系。培养20 d～25 d，苗高2.0 cm以上，壮

苗完成。

8 生根培养

8.1 培养基

生根培养基配制参见附录A，表A.2。

8.2 培养条件

生根培养条件按照5.6的要求执行。

8.3 培养方法

将壮苗后的小苗单株转接到生根培养基中培养30 d～35 d左右，长出须根，做好标记。

9 炼苗和移栽管理

9.1 组培苗炼苗

选择根系发育良好、根系长0.5 cm～1.5 cm的瓶苗，连瓶子一起置于温室内的环境中炼苗，并保持

温度（25±2）℃、相对空气湿度70%、光照强度3000 Lx的环境条件。炼苗5 d～7 d后揭开瓶盖，继续

炼苗3 d～5 d。

9.2 基质配制

育苗基质可参照NY/T 2118的要求配制。宜采用无菌并含有大量有机物的基质；泥炭粗细度宜不高

于10 mm，pH值宜控制在5.5～6.5之间；蛭石片径不高于3 mm；珍珠岩宜采用2 mm～4 mm粒径。泥炭、

珍珠岩和蛭石配制比例为10∶4∶3。

9.3 基质消毒

用25%的多菌灵可湿性粉剂500倍液喷施基质，堆积7 d以上再装盘。

9.4 洗苗与移植

将炼苗后的组培幼苗连同培养基一同取出，放在清水中轻轻振动，漂洗干净幼苗根上的培养基，再

将幼苗移植于105孔穴盘中（穴盘质量应符合LY/T 2234的要求），并做好标记。

9.5 穴盘苗期管理

9.5.1 幼苗期管理
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幼苗期管理具体操作如下：

——每天宜轻雾喷洒水，每天通风2 h，湿度保持在90%以上；

——当新叶长出来时，湿度宜逐渐降低至 80%左右，此时可以薄施肥，用复合肥

（N-P2O5-K2O=15-15-15）水溶液稀释2000倍淋施，每隔7 d～10 d喷施一次；

——维持25±1 ℃的最佳生长温度，保证植株生长速度；

——幼苗期光照强度高于8000 Lx时使用遮阳网。

9.5.2 大苗期管理

大苗期管理具体操作如下：

——加大干湿循环，遵循“干则干透，浇则浇透”的原则进行浇水。干透标准为盘重达到1.0 kg左
右，浇透标准为盘重达到2.2 kg左右；

——加大通风，增加光照。每天宜开启风机2 h～4 h，光照强度维持在8000 Lx～12000 Lx，生长温

度宜控制在23 ℃～26 ℃；

——大约每5 d～10 d施肥一次，采用氮-磷-钾均衡型水溶肥（20-20-20），稀释1600～2000倍；

——每次施肥后宜喷洒一次1500倍的含嘧菌酯的杀菌剂。

10 多倍体植株筛选与鉴定

10.1 形态初选

运用外部形态学进行多倍体植株的初步鉴定时，应按以下步骤操作：

a) 植株生长期间以野生型植株作为对照样本；

b) 观察多倍体植株的外部形态，通常表现出以下特征：叶片较宽、较大或有皱褶、叶片变厚变脆、

叶片颜色更绿、茎较粗壮，节间变短；花冠明显变大；生长缓慢等。

c) 对照观察后，淘汰未显现多倍体特征的植株。

d) 对具有多倍体特征的植株，进行观察、记录、拍照、挂牌标记并按单株编号，准备细胞学鉴定

确认。

10.2 多倍体气孔鉴定

运用气孔鉴定法进行多倍体植株鉴定时，应按以下步骤操作：

a) 撕取待测植株最外层叶片的下表皮，制成临时装片；

b) 在显微镜下观察气孔，分别测量四倍体和二倍体植株保卫细胞的长度和宽度；

c) 鉴定特征通常表现为四倍体保卫细胞长度较二倍体增加44%以上，宽度较二倍体增加45%以上。

10.3 多倍体流式细胞仪鉴定

采用流式细胞仪法进行秋海棠染色体倍性鉴定的具体方法、步骤及结果见附录B。

11 多倍体植株留存

11.1 春季栽植在苗圃里，通过田间保存活体植株的方式来保存种质资源。

11.2 根据培育良种、新品种的需要，对留存的多倍体植株进行生物学、形态学观察。

12 档案记录

建立并保持记录2年以上，记录应清晰、完整、详细，至少包括但不限于以下内容：

——试剂药品档案，包括药品名称、生产厂家、生产日期、购买、存放、出库及使用日期等记录；

——培养操作管理档案，包括培养基配制、接种室和培养室的使用、外植体选取、灭菌消毒、培养

方法、炼苗移栽管理等记录；

——多倍体鉴定结果，包括形态初筛、气孔鉴定、流式细胞仪鉴定结果记录。

全
国
团
体
标
准
信
息
平
台



T/AHAASS 017—2025

7

A
A

附 录 A

（资料性）

MS 基本培养基及培养基配方

MS基本培养基的组分、含量及培养基配制见表A.1，培养基配方见表A.2。

表 A.1 MS 基本培养基的组分、含量及培养基配制

试剂名称 分子式 使用浓度/(mg·L⁻¹) 母液浓度/(g·L⁻¹) 配制 1L培养基

硝酸钾 KNO3 1900 19

取 100 mL

硝酸铵 NH4NO3 1650 16.5

磷酸二氢钾 KH2PO4 170 1.7

硫酸镁 MgSO4·7H2O 370 3.7

氯化钙 CaCl2·2H2O 440 4.4

碘化钾 KI 0.83 0.083

硼酸 H3BO3 6.2 0.62

硫酸锰 MnSO4·4H2O 22.3 2.23

硫酸锌 ZnSO4·7H2O 8.6 0.86

取 10 mL
钼酸钠 Na2MoO4·2H2O 0.25 0.025

硫酸铜 CuSO4·5H2O 0.025 0.0025

氯化钴 CoCl2·6H2O 0.025 0.0025

乙二胺四乙酸二钠 Na2·EDTA 37.25 3.73
取 10 mL

硫酸亚铁 FeSO4·7H2O 27.85 2.78

肌醇 C6H12O6 100 10

取 10 mL

甘氨酸 C2H5NO2 2 0.2

盐酸硫胺素（VB1） C12H17ClN4OS 0.1 0.01

盐酸吡哆醇（VB6） C8H12ClNO3 0.5 0.05

烟酸 C6H5NO2 0.5 0.05
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表 A.2 培养基配方

试剂名称 分子式
诱导培养基
/(mg·L⁻¹)

芽分化培养基
/(mg·L⁻¹)

壮苗培养基
/(mg·L⁻¹)

生根培养基
/(mg·L⁻¹)

硝酸钾 KNO3 1900 1900 1900 950

硝酸铵 NH4NO3 1650 1650 1650 825

磷酸二氢钾 KH2PO4 170 170 170 85

硫酸镁 MgSO4·7H2O 370 370 370 185

碘化钾 KI 0.83 0.83 0.83 0.83

硫酸锰 MnSO4·4H2O 22.3 22.3 22.3 22.3

硫酸锌 ZnSO4·7H2O 8.6 8.6 8.6 8.6

钼酸钠 Na2MoO4·2H2O 0.25 0.25 0.25 0.25

硫酸铜 CuSO4·5H2O 0.025 0.025 0.025 0.025

氯化钴 CoCl2·6H2O 0.025 0.025 0.025 0.025

乙二胺四乙酸二钠 Na2·EDTA 37.25 37.25 37.25 37.25

硫酸亚铁 FeSO4·7H2O 27.85 27.85 27.85 27.85

肌醇 C6H12O6 100 100 100 100
甘氨酸 C2H5NO2 2 2 2 2

盐酸硫胺素（VB1） C12H17ClN4OS 0.5 0.5 0.5 0.5

盐酸吡哆醇（VB6） C8H12ClNO3 0.5 0.5 0.5 0.5

烟酸 C6H5NO2 0.5 0.5 0.5 0.5

6-苄基腺嘌呤（6-BA） C12H11N5 1.0 1.0 1.0 0
2,4- 二 氯 苯 氧 乙 酸

（2,4-D） C8H6Cl2O3 0.1 0.1 0 0

萘乙酸（NAA） C12H10O2 0.2 0.2 0.1 1.0
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B
B

附 录 B

（资料性）

流式细胞仪鉴定方法、步骤和结果

B.1 方法要点

用刀片取一定量的叶片，通过细胞解离、提取获得浓度质量较高的细胞核悬浮液。

B.2 操作步骤

B.2.1 解离液配制

采用Kiwifruit buffer缓冲液解离液制备叶片细胞核悬液10 mmol•L⁻¹ MgSO4•7H2O，50 mmol•L⁻¹ KCl，
3.5 mmol•L⁻¹ HEPES，0.3%(V/V) Triton X-100，1% PVP-30，定容至100 mL，用NaOH溶液调制pH 7.5
备用。

B.2.2 细胞悬浮液提取方法

B.2.2.1 取 0.1 g 嫩叶片，滴加 2 mL 解离液,快速切碎至糊状。

B.2.2.2 过滤处理，切好的材料分别用 400 目滤膜过滤到 2 mL 的离心管中，紧接着加入解离液至 1.5

mL，然后置于 4 ℃冰箱中 5 min。

B.2.2.3 取出解离液，置于离心机内，4 ℃离心 1000 r•min⁻¹，5 min，离心后弃上清液，加入 600 µL
解离液与 60 µL 预冷 PI 染色液，置于 4 ℃冰箱中避光染色 15 min。

B.2.2.4 利用流式细胞仪检测，将样品移至上样管上机检测，仪器将实验数据传入电脑中。

B.3 结果记录

对照样品为二倍体，二倍体植株（CK）荧光通道在200左右出现峰值；三倍体植株荧光通道在300
左右出现峰值；四倍体植株荧光通道在400左右出现峰值。
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