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中嘉 8号杨的组织培养和植株再生术 

郑 进 康 薇 洪华珠 
( 黄石理工学院，湖北 黄石435003； 华中师范大学，湖北 武汉430079) 

摘 要：选用中嘉8号杨( deltoides，I一69×I一63)叶片进行组织培养，结果表明，诱导愈伤组织和分化不 

定芽，主要取决于细胞分裂素和生长素的配比。在温度(25±2)℃、相对湿度 75％、光照 16h／d、光强 30001x 

条件下，适宜的愈伤组织诱导培养基是MS+BA 1．0 mg／L+2，4一D0．1 mg／L+蔗糖30g／L+琼脂6．5g／ 

L；愈伤组织分化不定芽培养基是BA 0．5mg／L+2，4一D 0．1m-g／L+蔗糖30g／L+琼脂6．5g／L。试管苗在 

室温下炼苗 10～15 d，移栽前开瓶炼苗2～3d，移栽成活率达90％以上。 
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The Tissue Culture and Plantlet Regeneration of 

,Populus deltoides(I一69×I一63) 

Zheng Kang Wei Hong Huazhuz 

( Huangshi Institute of Technology，Huangshi Hubei 435003； 

Central China Normal University，Wuhan Hubei 430079) 

Abstract：The leaves from Populus deltoids(I一69×I一63)are cultured．The l'esuhs show that the best medium for 

callus induction is MS + BA 1．0 mg／L +2，4一D 0．1 mg／L +30g／L sucrose+6．5g／L agar，and for buds dif- 

ferentiation is BA 0．5mg／L +2，4一D 0．1mg／L +30g／L sucrose+6．5g／L agar，culture temperature(25± 

2)℃，relative humidity 75％ ，light intensity 3000 lux or so，sunshine time 16 hours per day．The test tube of the pla- 

nflets are sealed for 10—15 days under the room temperature，and is kept unsealed for 2～3 days．Th e survival rate 

of transplanting is over 90％ ． 

Key words：Populus deltoids；tissue culture；rooting 

杨树 (poplar)是杨柳科(Salicaceae)杨属(Pop— 

u )植物落叶乔木的通称。杨属有 100多种，分 

白杨 、黑杨、青杨 、胡杨和大叶杨等五大派系，主要 

分布在欧洲、亚洲、北美洲 的温带 、寒带及地 中海 

沿岸的国家和中东地区。我国杨树资源丰富，种 

类多，杨属 l00多种杨树中我国有 57种，主要分 

布在北纬 25。～53。，东经 76。～134。，遍及东北 、 

华北 以及西南地区，是重要的行道树 、防护林及速 

生用材树种。杨木被广泛用作生产胶合板、纤维 

板和木浆纸，是重要的轻工业原料材 ，对国民经济 

起着非常重要的作用【l J。 

湖北地处亚 热带向暖温带过渡 的区域 ，是杨 

树的适生区。中嘉8号杨是湖北省林业厅与中国 

林科 院合作 ，从 美洲 黑杨 (Populus deltoides)I一 

69×I一63的实生后代 中选育 的速生 、丰产、优质 

杨树无性系 J，是长江中下游平原湖区公路绿 

化、速生丰产用材林基地造林和世行贷款工程造 

林的主要树种。 

目前，中嘉 8号杨的组织培养鲜见报道，生产 

上主要通过扦插进行繁殖，由于存在年龄效应，多 
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代扦插后容易出现退化，只有通过脱毒复壮和杂 

交育种，性状才能恢复L3 J。杨树组织培养使用的 

外植体主要有叶片、腋芽、茎尖、茎段、子叶、下胚 

轴等；基本培养基为MS、WPM、盐浓度减半或大量 

元素减半的 1／2MS、MH和 MS30等；生长调节物 

质为生长素类 (NAA、IBA、2，4一D、IAA等)、细胞 

分裂素类(BA、ZEA、KT、TDZ、2一ip等)和赤霉素 

(GA3)【 J。本研究 以中嘉 8号杨 为材料 ，筛选 

愈伤组织诱导、不定芽分化及植株再生的最佳培 

养基、生长调节物质配比和培养方式，以建立高效 

的中嘉 8号杨离体快繁体系，为大规模生产中嘉 

8号杨组培苗和基因转化打基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 植物材料 

中嘉 8号杨(P．delto／d~，I一69×I一63)取 自 

湖北生态工程职业技术学院实验苗圃。春季萌芽 

以前，剪取长约 30cm、无病虫、粗壮、芽饱满的中 

嘉 8号杨一年生枝条 ，置于室内水培复幼(图 1)， 

15d后，取幼嫩叶片，用自来水冲洗 1h，将叶片转 

入超净工作台，用 70％酒精消毒 10～15s，再用 

0．1％升汞溶液(加吐温 2滴)消毒 3～5min，接着 

用无菌水冲洗 5～6次，置于无菌滤纸上吸干多余 

的水分后备用。 

图 1 中嘉 8号杨水培复幼 

1．1．2 基本培养基 

MS(Murashige Skoog)。 

1．1．3 试剂 

生长素 ：NAA(Ot—NaphtI1aleneacetic)、IBA(In— 

dole一3一Butyric Acid)、2，4一D(2，4一Dich／oro— 

phenoxyaeetie Acid)；细胞分裂素 ：BA(Benzy Lamin— 

opurine)、zT(Trans—Zeafin)、KT(Kine~n)。 

1．2 方法 

1．2．1 愈伤组织的诱导 

以叶盘为外植体 (大 小为 0．5cm×0．5cm)， 

以 BA、NAA和 2，4一D 3个 因素进行 (3 )正 

交试验 。BA用量为 0．5，I．0，I．5mg／L，NAA、 

2，4一D用量分别为 0，0．I，0．5mg／L。MS培养 

基，含蔗糖 30g／L、琼脂 6．5g／L，pH值 5．8。每 

个处理接种 45个外植体 ，3次重复 (下 同)。接种 

后 30d统计实验结果。培养条件：温度 (25± 

2)℃、相对湿 度 75％ 、光照 16h／d、光强 3klx(下 

同)。 

1．2．2 激素对愈伤组织分化不定芽的影响 

1．2．2．1 生长素的影响 

将外植 体分别 接种 于附加 生长素 NAA、IBA 

和 2，4一D的 MS +BA 0．5 mg／L +蔗糖 30g／L 

+琼脂 6．5g／L培养基上，每种生长素设 0．O1， 

0．05，0．1，0．2，0．5mg／L 5个处理。接种后 30d 

统计不定芽分化率。其公式为(下同)： 

不定芽分化率= 丝蓑磊舞着 ×-00％ 
1．2．2．2 细胞分裂素的影响 

将外植体接种于 附加 细胞分裂素 BA、KT和 

zT的 MS +2，4一D 0．1 mg／L + 蔗糖 30g／L + 

琼脂 6．5g／L培养基上，每种细胞分裂素设 0．1， 

0．5，1．0，1．5，2．0mg／L 5个处理 。 

1．2．2．3 最佳激素配比 

进行 2，4一D 、BA配合实 验 (3 析 因设 

计)【 。用2，4一D：0．05，0．1，0．5mg／L与 BA： 

0．1，0．5，1．0mg／L配合 。 

2 结果与分析 

2．1 激素配比对愈伤组织诱导的影响 

表 1结果显示，叶盘接种在 9种不同激素组 

合的 MS培养基后，所有组合都有愈伤组织产生， 

但各组合的启动时间、愈伤组织的诱导率、颜色、 

质地及生长情况存在明显差异。愈伤组织出现的 

时间，Ⅳ、V号组合最短，均为5d，Ⅶ号组合最长， 

达 1 1 d。愈伤组织诱导率，I、V、Ⅵ号组合最高， 

均为 100％；其次是 Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ号组合，依次 为 

95．6％，97．8％和 9I．I％ ；较低 的是Ⅶ、Ⅷ、Ⅸ号 

组合，分别为46．7％，62．2％和 51．1％。实验中 

发现 ，在细胞分裂素含量低的培养基上 ，愈伤组织 

呈淡绿色，质地偏软 ；在细胞分裂素含量高的培养 
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基上，愈伤组织逐步变褐，后期死亡率增高。 

将表 1的愈伤组织诱导率反正弦转换后，进 

行方差分析，结果表明，BA对愈伤组织的诱导率 

有显著的影响，而2，4一D和NAA的作用不显著。 

对 BA的作用效果进行多重比较，BA用量为 

1．Omg／L时愈伤组织诱导率最高，与 BA 0．5mg／L 

和 BA 1．5mg／L有显著差异。BA用量为1．0 mg／L 

时组合V和Ⅵ的愈伤组织诱导率均为 100％，但 

组合V的启动时间短，激素用量少，愈伤组织生长 

状况优。综合考虑，叶盘愈伤组织诱导的合适培 

养基为 MS 4-BA 1．0 mg／L 4-2，4一D 0．1 mg／L 

+蔗糖 30g／L 4-琼脂 6。5g／L。 

表 1 不同激素配比中嘉 8号杨叶盘愈伤组织的诱导效果 

2．2 生长素对愈伤组织分化不定芽的影响 

接种后 30d，各处理都有不定芽分化 ，表明供 

试生长素都可促进愈伤组织再分化，但作用程度 

明显不同。由图2可知，不定芽分化率 2，4一D 

最高(0。1mg／L时达 68．9％)，NAA次之 ，IBA最 

低；浓度低于0．01mg／L时，NAA、IBA的不定芽分 

化率仅为 17。8％ 和 22．2％ ；浓度高 于 0．5mg／L 

时，2，4一D、NAA和 IBA的不定芽分化率都较低 ， 

分别为 28。9％ 、15。6％和 13。3％。 

0．01 0．05 0．1 0．2 0。5 

浓度 Concentration(mg／L) 

— ●一 NAA 

— -_ IBA 

_盘 2．4一D 

图2 生长素对愈伤组织分化不定芽的影响 

2．3 细胞分裂素对愈伤组织分化不定芽的影 

响 

由图3可知 ，除 BA 0．5mg／L具有较高的分化 

率外，三种细胞分裂素对愈伤组织分化不定芽的 

作用效果相似，各浓度分化率都较低且细胞分裂 

素间差别不大 ；浓度大于 2．0mg／L时分化率 BA 

最低 (仅 4。4％)，此时 KT、ZT没有不定芽产 生， 

且愈伤组织很快褐化死亡。实验同时观察到，培 

养后期处理KT0．1mg／L中不定芽出现生根现象， 

但根系较纤细。 

+ BA 

+ KT 

ZT 

0．1 0．5 1 1．5 2 

浓度 Concentration(rag／L) 

图3 细胞分裂素对愈伤组织分化不定芽的影响 

2．4 生长素与细胞分裂的配比 

将愈伤组织接种在表 2所示的组合培养基 

上，15d后开始分化出大量不定芽 ，初期不定芽有 

玻璃化现象，随着培养时间的延长不定芽生长逐 

渐转好。当不定芽长到2～3cm时，转入生根培养 

基中几乎都可成苗 。处理 BA 0．5mg／L 4-2，4一 

D 0．1mg／L的启动时间最短 ，不定芽平均分化率 

最高，达71．7％；其次是 BA 0．5mg／L 4-2，4一D 

0．05rag／L；BA 0．1 mg／L 4-2，4一D 0．5rag／L无 

∞ ∞ ∞ ∞ 0 

一 lu0I{∞ 

降 

∞ 舳 ∞ 们 舯 0 

一 )s芑0工∞ 

瓣 
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不定芽产生，但愈伤组织量有所增加。 

将表2中不定芽分化率反正弦转换后，进行 

方差分析，结果表明，BA、2，4一D对愈伤组织分 

化不定芽的影响都不显著。综合考虑，最优配比 

为 BA 0．5mg／L+2，4一D 0．1 mg／L，此时不定芽 

长势最优(图4)。 

表2 BA与2，4一D不同浓度配比对愈伤组织分化不定芽的影响 

图 4 中嘉 8号杨愈伤组织分化不定芽 

(启动时间 15d，激 素比：BA 0．5rag／L+2，4一D 0．1 mg／L) 

2．5 生根苗移栽 

选择 2—3cm长、长势好 的无根组培苗接种在 

培养基 MS + KT 0．05mg／L + NAA 0．02 mg／L 

+蔗糖 30g／L +琼脂 7g／L[ 进行生根培养 (图 

5)。组培苗根长达到 1—1．5cm时 ，连同培养瓶 

移至室温炼苗 10—15d，移栽前 2—3d将封 口膜 

打开 ，移栽时用清水洗去培养基 ，用 0．1％ ABT生 

根粉溶 液 蘸根 后 ，移栽 至 灭 过 菌 的园 土：山沙 

(4：1)营养 盆 中，浇透 水 后置 于遮荫 网(70％) 

下。当小苗长到 5cm左右高度时，便可移栽到苗 

圃中，幼苗成活率可达 90％以上(图6)。 
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图 5 中嘉 8号杨生根组培苗(生根培养25d) 

图 6 中嘉 8号杨盆栽组 培苗 (移栽后 15d) 

3 讨 论 

目前，植物组织培养常用的消毒剂有次 氯酸 

钙(5％ ～10％ ，5～30min)、次氯 酸钠 (2％ ，5～ 

30min)、过氧化氢 (3％ ～10％ ，5～15min)、氯化 

汞(0．1％ ～1％ ，2～10min)等 ，实验时使用何 种 

消毒剂要因外植体类型而定 。不同植物材料对消 

毒剂的敏感性不同-l ，消毒剂毒性太强或消毒时 

间过长，容易导致外植体死亡 ，毒性不够或消毒时 

间过短 ，外植体污染率增加。本实验所用 的中嘉 

8号杨来 自苗 圃地 ，为了减少外植体的污染 ，实验 

时先从田间剪取健康的杨树枝条室内水培复幼， 

用枝条上长出的幼嫩 叶片作外植 体，经消 毒剂 短 

暂处理后 ，外植体污染率明显降低。 

植物组培快繁过程 中，同一器官不同部位 的 

再生能力具有差异 ，外植体的选 择 比较重要。赵 

芳等 (2004)-llJ以引 进 的 速生 型刺 槐 (Robinia 

pseudoacacia L．)为材料 ，研究子叶轴和小 叶的再 

生能力，发现叶轴ttd,叶容易诱导愈伤组织，也容 

易分化不定芽。宋国庆等(2000)[12 J以草莓为材 

料 ，研究发现叶盘的再生能力高于叶柄，而且再生 

频率达到最高时所 需的 BA浓度也 高于叶柄 ，推 

测是由于叶盘和叶柄中内源植物激素的含量及二 

者利用外 源激素的差异 ，造成 二者再 生的差异。 

陈维伦等(1980)-l 3J对山新杨叶外植体分化的研 

究表明，带有叶柄的下段，极易在叶柄的切口处形 

成芽且分化频率最高，达 75％ ，而 中、上段芽从叶 

脉处产生且分化频率较低。笔者在预备实验时， 

比较了中嘉 8号杨叶盘和叶柄外植体诱导愈伤组 

织的差异 ，叶盘平均为 26．7％ 一75．6％ ，最高达 

86．7％，叶柄平均为 17．8％ 一48．9％，最高为 

60％，但没有不定芽发生。因此 ，本实验直接选用 

叶盘作外植体，获得了较好的效果。 

植物组织培养 中，生长素被用于诱导细胞 的 

分裂和根的分化，细胞分裂素主要是促进细胞分 

裂和由愈伤组织或器官上分化不定芽 ，而对根 的 

形成具有抑制作用【l0 J。本实验 中，KT与生长素 

配比诱导愈伤组织分化不定芽时外植体表现出根 

和芽的两极分化，表明适当浓度的KT对杨树生根 

具有促进作用，其作用机理有待进一步研究。 
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