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珍稀树种红豆树茎段启动培养的影响因素
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( 1． 贵州大学 林学院，贵州 贵阳 550025; 2． 铜仁职业技术学院 农学院，贵州 铜仁 554300)

摘 要:【目的】红豆树是中国特有濒危树种，也是珍贵用材和优良园林绿化树种。筛选红豆树组织培养最适繁殖条件，为提高繁

殖率、完善红豆树组织培养体系提供理论依据和技术指导。【方法】以红豆树幼嫩茎段为外植体，研究消毒方式、基本培养基、蔗

糖、琼脂浓度和 pH对茎段启动培养的影响。【结果】红豆树幼嫩茎段消毒以 0． 1 % KMnO4 10 min + 75 %乙醇 30 s + 0． 1 % HgCl2
8 min效果最佳，污染率仅 6． 98 %，成活率达 100 % ; 启动培养条件以基本培养基 1 /2MS +蔗糖浓度 30 g /L +琼脂 8 g /L + pH6． 0

的效果最好，丛生芽诱导率达 85． 19 %。【结论】消毒方式、基本培养基、蔗糖及琼脂浓度和 pH是红豆树茎段初代培养的重要影响

因素。
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Study on Factors Influencing Initial Culture of
Stem Segments of Precious Ormosia hosiei
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Abstract:【Objective】Ormosia hosiei is a Chinese endemic endangered species with a high quality timber and excellent landscaping species．

The optimal propagation conditions for tissue culture of Ormosia hosiei is screened to provide the theoretical basis and technological support

for increasing propagation rate and perfecting the tissue culture system of Ormosia hosiei．【Method】The tender stem segments of Ormosia ho-

siei were used as the explants to study the effects of sterilization method; basic media; different sucrose and agar concentration and pH on ini-

tial culture of Ormosia hosiei stem segments．【Ｒesult】The contamination and survival rate of Ormosia hosiei stem segments sterilized with 0．

1 % KMnO4 for 10min + 75 % alcohol for 30s + 0． 1 % HgCl2 for 8min is 6． 98 % and 100 % respectively． The optimal basic medium

for initial culture of Ormosia hosiei stem segments was 1 /2MS + 30 g /L sucrose + 8 g /L agar + pH6． 0 and the induction rate of cluster

buds could be up to 85． 19 % ．【Conclusion】The sterilization method，basic medium，sucrose and agar concentration and pH value are the

important factors to influence initial culture of Ormosia hosiei stem segments．
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【研究意义】红豆树( Ormosia hosiei Hemsl et
Wils) 为蝶形花科红豆树属树种，为我国特有乡土树
种，国家Ⅱ级重点保护珍贵树种，被《中国物种红色
名录》列为 VU 等级濒危树种［1 － 3］。由于红豆树生
长缓慢，开花结实不稳定，存在严重的大小年现象且

繁殖困难［4］，加上无节制的砍伐，造成红豆树自然

资源处于濒临灭绝状态［1］。组织培养技术是目前
繁殖速度最快、繁殖系数最高的技术，较适于珍稀濒
危树种的繁殖［5］。【前人研究进展】关于红豆树组
织培养已有报道，范辉华等［6］以红豆树根蘖苗茎段

为外植体诱导植株再生，但诱导率不高且未形成完

整植株; 何碧珠等［7］以红豆树种子为外植体建立了

组织培养体系; 何官榕等［8］采用萌发种胚中子叶胚

的 2 /3 做外植体，诱导下胚轴潜伏芽萌发并形成完
整植株。【本研究切入点】关于红豆树不同外植体
消毒方式和培养基营养条件、质地及 pH环境等的
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表 1 红豆树茎段个植体的消毒灭菌试验设计
Table 1 The sterilization test design for initial culture of Ormosia hosiei stem segments

处理
Treatment

消毒方式
Sterilization method

接种数( 个)
Inoculation number

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

X1 75 %乙醇 30 s + 0． 1 % HgCl26 min 26 20 24

X2 75 %乙醇 30 s + 0． 1 % HgCl28 min 23 22 25

X3 75 %乙醇 30 s + 0． 1 % HgCl210 min 20 20 26

X4 0． 1 % KMnO410 min + 75 %乙醇 30 s + 0． 1 % HgCl28 min 24 22 26

研究未见报道，因此，筛选其组织培养的最佳消毒方

式、基本培养基种类、蔗糖和琼脂浓度及 pH 等对加
快红豆树的繁殖，提高其繁殖系数具有重要意义。
【拟解决的关键问题】以红豆树幼嫩茎段为试材，采
用单因素试验探讨其初代培养的影响因素，筛选最

适的培养条件，为提高繁殖率，完善红豆树组织培养

体系提供理论依据和技术指导。

1 材料与方法
1． 1 供试材料
1． 1． 1 外植体 选取苗高≥12 cm 的健壮红豆树
幼苗，将植株从茎基部剪下并去掉叶片和顶芽备用。
红豆树幼苗由贵州大学林学院提供。
1． 1． 2 试剂 MS、1 /2MS、WPM 及 B5 培养基自
制，其药品来源于海国药集团化学试剂有限公司; 6-
BA、NAA、蔗糖、琼脂来源于北京 solarbio 公司; 乙醇
来源于上海国药集团化学试剂有限公司; 0． 1 %
HgCl2 来源于贵州铜仁，KMnO4 来源于成都金山化

学试剂有限公司。
1． 2 试验方法
1． 2． 1 灭菌 消毒方式设 4 个处理( 表 1) ，将剪下
的嫩茎用自来水冲洗 1 h，分别按 X1 ～ X4 的方式进

行消毒处理。每处理期间用无菌水冲洗 3 ～ 4 次，将
灭菌的嫩茎用消毒的滤纸吸干水分后剪切成 1． 0 ～
1． 5cm长( 带 1 ～ 2 个侧芽) 的茎段( 下同) ，接种于
MS +6-BA 2． 5 mg /L + NAA 0． 05 mg /L +蔗糖 30 g /
L +琼脂 8 g /L培养基中，pH 调至 6． 0，每个处理 3
次重复，每个重复接种 10 ～ 12 瓶，每瓶接种 1 ～ 2 个
外植体，每 7 d观察记录 1 次外植体污染、死亡和生
长情况，30 d后统计试验结果。
1． 2． 2 蔗糖浓度的筛选 将红豆树幼嫩茎以 0． 1
% KMnO4 10 min + 75 %乙醇 30 s + 0． 1 % HgCl2 8
min方式消毒后剪切成 1． 0 ～ 1． 5 cm长( 带 1 ～ 2 个
芽) 的茎段( 以下同) ，以 MS 为基本培养基，附加激
素 6-BA 2． 5 mg /L + NAA 0． 05 mg /L，琼脂 8 g /L，分
别添加不同浓度的蔗糖，pH调至 6． 0。试验设 5 个

处理( Z1 ～ Z5 ) ，即在上述培养基中分别添加浓度为

10、20、30、40 和 50 g /L 的蔗糖。每个处理 3 次重
复，每个重复接种 10 瓶，每瓶接种 2 ～ 4 个外植体，
每 7 d 观察记录 1 次外植体生长情况，60 d 后统计
试验结果。培养温度( 25 ± 2 ) ℃，光照强度 3000
lx，光照时间为 12 h /d( 以下同) 。
1． 2． 3 琼脂浓度的筛选 以 MS 为基本培养基，附
加激素 6-BA 2． 5 mg /L + NAA 0． 05 mg /L，蔗糖 30
g /L，分别添加不同浓度的琼脂，pH调至6． 0。试验设5
个处理( Q1 ～Q5) ，即在上述培养基中分别添加浓度为

6、7、8、9和10 g /L的琼脂。每个处理3次重复，每个重
复接种 10瓶，每瓶接种 2个外植体，每 7 d观察记录 1
次外植体生长情况，60 d后统计试验结果。
1． 2． 4 培养基 pH的筛选 试验设 5 个处理( P1 ～
P5 ) ，即将 MS +6-BA 2． 5 mg /L + NAA 0． 05 mg /L +
琼脂 8 g /L +蔗糖 30 g /L培养基 pH分别调至 5． 6、
5． 8、6． 0、6． 2 和 6． 5。每个处理 3 次重复，每个重复
接种 10 瓶，每瓶接种 2 个外植体，每 7 d观察记录 1
次外植体的生长情况，60 d后统计结果。
1． 2． 5 基本培养基的筛选 试验设 4 个处理( Y1

～ Y4 ) ，即依次以 MS、1 /2MS、WPM 和 B5 为基本培
养基，其中添加激素 6-BA 2． 5 mg /L + NAA 0． 05
mg /L，琼脂 8 g /L，蔗糖 30 g /L，pH 调至 6． 0。每个
处理 3 次重复，每个重复接种 20 瓶，每瓶接种 1 ～ 3
个外植体，每 7 d 观察记录 1 次外植体诱导和生长
情况，60 d后统计试验结果。
1． 3 数据统计与分析
用 Excel 2016 对数据进行整理，用 SPSS 18． 0

对数据进行方差分析和 Duncan多重比较。

2 结果与分析
2． 1 不同消毒方式红豆树茎段的生长情况
从表 2 和图 1 可知，0． 1 % HgCl2 处理时间以 8

min最好，处理时间过短，污染率较高，处理时间过
长，虽然没有污染，但外植体存在一定程度的损伤，

死亡率达 28． 59 %且生长缓慢。用 0． 1 % KMnO4
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表 2 不同消毒方式红豆树茎段的污染率及成活率
Table 2 Contamination and survival rate of Ormosia hosiei stem segments under different sterilization methods ( % )

处理
Treatment

污染率
Pollution rate

死亡率
Mortality rate

成活率
Survival rate

X1 52． 67 ± 2． 32 aA 0 bB 81． 72 ± 1． 67 cB

X2 25． 60 ± 2． 67 bB 0 bB 86． 60 ± 2． 83 bB

X3 0 dD 28． 59 ± 3． 12 aA 46． 51 ± 3． 57 dC

X4 6． 98 ± 1． 62 cC 0 bB 100 aA

注: 同列不同大、小写字母分别表示差异极显著( P ＜ 0． 01) 和差异显著( P ＜ 0． 05) ，下同。
Note: Different capital and lowercase letters in the same column indicate significance of difference at P ＜ 0． 01 and P ＜ 0． 05 level respectively． The
same as below．

表 3 不同浓度蔗糖处理红豆树茎段的启动培养状况
Table 3 Initial culture status of Ormosia hosiei stem segments under different sucrose concentration

处理
Treatment

开始诱导时间( d)
Start induction days

幼芽高( cm)
Bud height

叶片数( 片 /株)
Leaf number ( Leaves /plant)

褐化率( % )
Browning rate

Z1 28 ± 3 aA 0． 33 ± 0． 09 dC 0 dD 5． 00 ± 1． 20 dD

Z2 20 ± 2 bB 1． 27 ± 0． 29 cBC 3． 67 ± 0． 57 cC 11． 67 ± 2． 89 dD

Z3 10 ± 1 cC 4． 67 ± 0． 29 aA 6． 33 ± 0． 57 bB 28． 33 ± 2． 89 cC

Z4 7 ± 1 cC 5． 03 ± 0． 45 aA 8． 33 ± 0． 57 aA 71． 67 ± 5． 77 bB

Z5 7 ± 1 cC 2． 17 ± 0． 44 bB 4． 00 ± 1． 00 cC 100 aA

预处理 10 min可有效地降低外植体污染率，提高成
活率。4 个处理中，X4 的成活率最高且生长情况最

好，成活率为 100 %。从外植体污染情况看，主要为
细菌污染，菌落小、表面呈乳脂状( 图 1C ～ D) ，存在
少量的真菌污染，菌落表面多呈毛绒状( 图 1E) 。经
方差分析，4 个处理平均污染率差异极显著( P ＜ 0．
01) ，平均成活率差异显著( P ＜ 0． 05 ) ，其中，X4 的

平均污染率和成活率均与其余 3 个处理存在极显著
差异( P ＜ 0． 01) ; X3 的平均死亡率与其余 3 个处理
存在极显著差异( P ＜ 0． 01) 。
2． 2 不同浓度蔗糖对红豆树茎段启动培养的影响
由表 3 和图 2 可以看出，不同浓度蔗糖对红豆

树茎段诱导开始时间和生长表现影响较大。随着蔗
糖浓度的升高，红豆树茎段开始诱导时间逐渐提前，

蔗糖浓度增至 40 g /L( Z4 ) 后开始诱导时间稳定在

第 7 天; 蔗糖浓度越高，红豆树的诱导新芽越健壮且
叶片越大，但褐化率逐渐升高，当蔗糖浓度增至 50
g /L( Z5 ) 时，苗高和叶片数均呈明显下降趋势且褐

化率达 100 %。经方差分析，不同浓度蔗糖处理外
植体诱导开始时间、平均幼芽高、叶片数和褐化率均存
在极显著差异( P ＜0． 01)。从诱导开始时间、幼芽高、
叶片数和生长情况看，最佳蔗糖浓度为 40 g /L，但其褐
化率较高，不利于后续的生长与分化。因此，红豆树茎
段启动培养最佳的蔗糖浓度以 30 g /L为宜。
2． 3 不同浓度琼脂对红豆树茎段启动培养的影响
从表 4 和图 3 可知，不同质地培养基中红豆树

茎段诱导芽的生长存在差异，培养基太硬或太软都

不适宜外植体的诱导生长，均表现生长慢或缓慢。
其中，Q3 ( 琼脂浓度为 8 g /L时) 的诱导芽生长健壮，
其平均芽高和叶片数比 Q1 增加 1． 2 cm和 3． 34 片，

A ～ B为未被污染正常生长的外植体; C ～ D为细菌污染; E为真菌污染
A － B． Uncontaminated explants; C － D． An explant contaminated with bacterial; E． An explant contaminated with fungi

图 1 灭菌红豆树茎段的生长状况
Fig． 1 Growth status of sterilized Ormosia hosiei stem segments
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A、B、C、D、E分别表示蔗糖浓度为 10、20、30、40 和 50 g /L时红豆树茎段诱导芽的生长情况
A，B，C，D and E presents growth status of buds induced from Ormosia hosiei stem segments under 10，20，30，40 and 50 g /L sucrose，respectively

图 2 不同浓度蔗糖处理红豆树茎段诱导芽的生长
Fig． 2 Growth of buds induced from Ormosia hosiei stem segments under different sucrose concentration

A、B、C、D、E分别表示琼脂浓度为 6、7、8、9 和 10 g /L时红豆树茎段诱导的芽生长状况
A，B，C，D and E presents growth status of buds induced from Ormosia hosiei stem segments under 10，20，30，40 and 50 g /L agar，respectively

图 3 不同浓度琼脂处理红豆树丛生芽的生长状况
Fig． 3 Growth of cluster buds induced from Ormosia hosiei stem segments under different agar concentration

比 Q5 增加 2． 43 cm和 6． 34 片。经方差分析，Q3 与

Q2 的平均芽高差异不显著( P ＞ 0． 05 ) ，但与 Q1 差

异显著( P ＜ 0． 05 ) ，与 Q4 和 Q5 差异极显著( P ＜
0. 01) ; Q3 与 Q2 平均叶片数差异不显著( P ＞ 0．
05) ，但与 Q1、Q4 和 Q5 差异极显著( P ＜ 0． 01 ) 。因
此，红豆树茎段启动培养的最适琼脂浓度为 8 g /L。
2． 4 不同 pH对红豆树茎段启动培养的影响
由表 5 和图 4 可见，不同 pH 培养基上红豆树

茎段诱导丛生芽的平均芽高和叶片数差异极显著

( P ＜ 0． 01 ) ，生长差异也十分明显。其中，P3 和 P4

红豆树茎段诱导丛生芽生长较好，但在后期观察到

P4 红豆树植株的叶片出现微黄现象; 而 P1 和 P5 红

豆树茎段诱导丛生芽的生长均不佳，表现生长缓慢，

叶片细小，且 P5 还存在少量的玻璃化现象。因此，
红豆树茎段启动培养的 pH宜选择 6． 0。
2． 5 不同基本培养基对红豆树茎段启动培养的影
响

从表 6 和图 5 可知，通过 60 d 的培养各处理均
能很好地诱导侧芽的发生，但对丛生芽诱导率和芽

的长势存在很大差异。其中，Y2 和 Y3 均能很好地

诱导丛生芽的发生，但是 Y3 的丛生芽生长缓慢，60
d后平均芽高仅 1． 6 cm; Y1 和 Y4 诱导的侧芽长势

较好，芽苗较高，但丛生芽诱导率相对较低，存在不

同程度的褐化现象。4 个处理以 Y2 诱导的丛生芽

最多、最健壮，且无褐化现象发生，为红豆树茎段启
动培养最佳的基本培养基。经方差分析，Y2 与 Y3

表 4 不同浓度琼脂处理红豆树茎段的启动培养状况
Table 4 Initial culture status of Ormosia hosiei stem segments under different agar concentration

处理
Treatment

培养基质地
Texture

芽高( cm)
Bud height

叶片数( 片 /株)
Leaf number

Q1 半凝固 3． 40 ± 0． 53 bcABC 6． 33 ± 0． 58 bB

Q2 软 4． 17 ± 0． 58 abAB 7． 33 ± 1． 15 abAB

Q3 软 4． 60 ± 0． 53 aA 8． 67 ± 0． 58 aA

Q4 稍硬 3． 17 ± 0． 29 cBC 1． 67 ± 0． 58 cC

Q5 硬 2． 17 ± 0． 29 dC 2． 33 ± 0． 45 cC
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表 5 不同 pH处理红豆树茎段的启动培养状况
Table 5 Initial culture status of Ormosia hosiei stem segments at different pH value

处理
Treatment

芽高( cm)
Bud height

叶片数( 片 /株)
Leaf number

生长状况
Growth status

P1 1． 77 ± 0． 25cB 4． 67 ± 0． 58cC 苗生长缓慢，叶细小、微黄

P2 4． 00 ± 0． 20bA 8． 67 ± 1． 15bB 生长快，叶小、绿

P3 4． 67 ± 0． 29aA 11． 33 ± 1． 15aA 生长较快，，叶大、绿

P4 4． 17 ± 0． 29bA 10． 33 ± 0． 58aAB 生长快，叶大、微黄，

P5 2． 17 ± 0． 29cB 5． 33 ± 0． 58cC 生长缓慢，叶细小、黄绿，有少量玻璃化

表 6 不同基本培养基处理红豆树茎段的启动培养状况
Table 6 Initial culture status of Ormosia hosiei stem segments cultured on different basic media

处理
Treatment

平均侧芽诱导率( % )
Induction rate of lateral buds

丛生芽诱导率( % )
Induction rate of cluster buds

芽数( 个)
Number of buds

芽高( cm)
Bud height

Y1 90． 24 ± 2． 47 bB 57． 14 ± 4． 76 bB 2． 0 ± 0． 57 bAB 4． 67 ± 0． 29 aA

Y2 100 aA 85． 19 ± 3． 71 aA 4． 67 ± 0． 58 aA 3． 50 ± 0． 50 bA

Y3 100 aA 80． 95 ± 4． 76 aA 3． 33 ± 0． 88 abAB 1． 60 ± 0． 36 cB

Y4 79． 98 ± 0． 80 cC 47． 83 ± 4． 34 cB 1． 67 ± 0． 33 bB 4． 07 ± 0． 90 abA

的平均侧芽诱导率、丛生芽诱导率差异不显著( P ＞
0． 05) ，但 Y2 和 Y3 与 Y1 和 Y4 间均存在极显著差

异( P ＜ 0． 01) ; Y2 与 Y1 和 Y4 的平均芽数差异极显

著( P ＜ 0． 01) ; Y2 与 Y4 的平均芽高差异不显著( P
＞ 0． 05 ) ，但与 Y1 和 Y3 的差异分别达显著( P ＜
0. 05) 和极显著( P ＜ 0． 01) 水平。

3 讨 论
外植体灭菌，建立无菌体系是植物组织培养的

第一步。HgCl2 是一种极为有效的外植体杀菌剂，
与乙醇配合使用效果更佳［9］。该研究得出，在用 75
%乙醇处理 30 s的前提下，随着 0． 1 % HgCl2 处理
时间的增加，红豆树茎段污染率逐渐降低，但成活率

呈先升后降趋势，处理时间以 8 min 为宜，时间过
长，外植体遭受一定程度的损伤，以致诱导受抑制。

试验还得出 3 种( 0． 1 % KMnO4 + 75 %乙醇 + 0． 1
% HgCl2 ) 灭菌剂组合灭菌效果优于 2 种( 75 %乙
醇 + 0． 1 % HgCl2 ) 灭菌剂组合，与刘会超等

［10 － 11］

的研究结果类似。而用 0． 1 % KMnO4 预处理 10
min能有效提高外植体成活率，降低污染率，与段维
兴等［12］研究结果一致。
由于植物离体组织生长所需的营养成分全部来

自培养基中，所以选择合适的基本培养基是进行植

株再生培养的基础［13 － 14］。通常情况下，对丛生芽诱
导全量 MS 培养基效果优于 1 /2MS 培养基［14］。本
试验得出，红豆树茎段丛生芽诱导最佳的基本培养

基是 1 /2MS 培养基，与何碧珠等［7］“1 /2MS 培养基
不适于鄂西红豆的种胚培养”的结论不一致，可能
是各自采用的外植体不同，所需的培养基营养条件

不同所致［15 － 21］。而降香黄檀茎段［22］、贯叶金丝桃

A、B、C、D、E分别表示 pH为 5． 6、5． 8、6． 0、6． 2 和 6． 5 时红豆树茎段诱导的芽生长情况
A，B，C，D and E presents growth status of buds induced from Ormosia hosiei stem segments at pH 5． 6，pH 5． 8，pH 6． 0，pH 6． 2 and pH 6． 5，respec-
tively

图 4 不同 pH处理红豆树茎段诱导丛生芽的生长
Fig． 4 Growth of cluster buds induced from Ormosia hosiei stem segments at different pH value
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A、B、C和 D分别表示 MS、1 /2MS、WPM和 B5 基本培养基中红豆树茎段诱导芽的生长状况
A，B，C and D presents growth status of buds induced from Ormosia hosiei stem segments cultured on MS，1 /2MS，WPM and B5，respectively

图 5 不同基本培养基处理红豆树茎段诱导丛生芽的生长状况
Fig． 5 Growth of cluster buds induced from Ormosia hosiei stem segments cultured on different basic media

嫩梢［23］、李砧木叶片［24］及山红柿休眠芽［25］等植物
外植体最佳启动基本培养基均为 1 /2MS，与本研究
红豆树茎段启动培养最佳基本培养基为 1 /2MS 的
结论一致。
培养基的渗透压、质地和 pH 也是影响启动培

养效果的重要因素。糖类起到调节渗透压的重要作
用，是影响细胞分裂、分化和形态建成的重要因
素［26 － 27］。该研究发现，随着蔗糖浓度增加渗透压越
大，愈能促进细胞分裂及芽的诱导生长，其中，蔗糖

质量浓度为 30 g /L 时红豆树茎段启动培养效果最
好。渗透压过高，褐化越严重，导致红豆树茎段细胞
分裂能力下降。培养基的琼脂浓度直接影响培养基
质地和水分状况，该研究发现琼脂浓度过高与过低

都不利于红豆树茎段芽的诱导和生长，其中琼脂质

量浓度以 8 g /L最佳，可能是因为琼脂浓度过低，培
养基凝固度不够，湿度过大，不利于外植体基部进行

有氧呼吸; 而琼脂浓度过高，培养基变硬，培养基中

的营养物质很难被吸收与利用，导致芽分化能力减

弱，组培苗生长不良所致［28］。培养基的 pH 以 6． 0
最适，过高和过低均显著影响红豆树幼芽高的生长

与叶片的分化，均表现出生长缓慢、细弱和发黄现
象，且 pH过高还存在少量玻璃化现象。与胡根长
等［29］的研究结果一致。
红豆树茎段在培养过程中容易发生褐化现象。

主要是由于外植体的分泌物被多酚氧化酶氧化后形

成，导致褐化现象的原因除了外植体本身外，与培养

基成分、培养条件和培养方式有关系［30］。该研究只
对外植体诱导适宜的灭菌方式、基本培养基、pH、琼
脂浓度和蔗糖浓度进行了探讨，对于如何控制外植

体褐化及提高增殖系数还有待进一步研究。

4 结 论
红豆树茎段以 0． 1 % KMnO410 min + 75 %乙

醇 30 s + 0． 1 % HgCl2 8 min 消毒最好，污染率仅
6. 98 %，成活率达 100 %。启动培养条件以 1 /2MS

基本培养基 +蔗糖 30 g /L +琼脂 8 g /L + pH 6． 0 的
效果最好，丛生芽诱导率达 85． 19 %。
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