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二色胡枝子组织培养的研究 
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摘要：为探索建立植株再生系统技术，以二色胡枝子种子为材料，对该树种组织培养进行了研究。结果表明， 

以0．1％升汞对种子灭菌2 min，发芽率较高，污染率仅为5％；基础培养基为 1／2 MS，直立苗比例达到80％以 

上，显著高于 MS和 B5培养基；在增殖培养中，BA对分化系数影响最大，NAb,其次，zr的作用不明显，适宜的 

增殖培养基为 1，2 Ms+BA 1．0 mg／L+NAA 0．01 mg／L，分化系数可达3．15；随着 NAb,浓度提高，对生根抑制作 

用加强，其浓度不宜超过0．5 mg／L，IBA对生根有促进作用，浓度以 IBA 1．5 mg／L为宜。 
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Studies on tissue culture of Lespedeza bicolor 

CHEN Jia，CHEN Xiao—yang，LI Yun 

(Key Laboratory of Genetics and Breeding in Forest Trees and Ornamental Plants， 

Ministry ofEducation ofthe People’S Rep~lic of China， 

College ofBiology Science and Technology，Being Forestry University，100083，China) 

Abstract：Tissue culture of Lesped~za bicolor was studied in this experiment to develop a regeneration system．The results 

showed that the best disinfection time for[espedeza bicolor seeds was 2 min with 0．1％ HgC12．in which shooting percent 

reached 32．8％，while polluted percent of the seeds was just 5％．According to the results of experiment with o~hogonal de— 

sign，the concentration of 6一BA was the main factor which had a significant effect on the index of differentiation of buds． 

N从 was also effective as the second important factor and ZT seemed to have no effect．Th e optimum differentiation culture 

medium  was 112 MS+BA 1．0 mg／L+N从 0．01 mg／L．ofwhich the index of generation could reach 3．15．The concentra— 

tions of NAA should be lower than 0．5 mg／L because inhibiting effect on roofing of plants became stronger along with its in— 

creasing．IBA had promoting effect on rooting of plants，and the optimum  concentration was 1．5 mg／L． 
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二色胡枝子(Lespedeza biclor)属于豆科植物，是 
一 种多年生落叶灌木。其枝叶是家畜的优质青饲 

料；枝条坚实而柔韧，可用于编织和造纸；其花多，且 

花期长，蜜源量大，可用来大力发展养蜂；而且是极 

好的薪炭材料；也作为水土资源恢复中的先锋植物， 

具有显著的水土保持功能。因此，二色胡枝子具有 

重要的经济和生态价值 J。 

关于二色胡枝子的栽培，目前仅限于常规的播 

种和扦插繁殖l6 J，其组织培养至今还没有较为系 

统的研究报道n “]。笔者以河北省平山县的二色胡 

枝子为材料，对胡枝子的组织培养进行了研究，目的 

是为建立转基因植株再生系统提供技术。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

材料采自河北省平山的二色胡枝子种子，分别 

以种子、完整胚苗、去除顶芽的胚苗、带顶芽的茎段 

以及不带顶芽的茎段等为材料进行试验。 
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1．2 方法 

1．2．1 种子处理方法 直接以浸泡一夜后的种子 

作外植体进行接种。在超净工作台上用 75％的酒 

精表面灭菌 30 S，分别 2 min、4 min、6 min用 0．1％升 

汞灭菌，再用无菌水冲洗 4次，每瓶放置 5～8粒种 

子接种于 MS培养基上，每种灭菌时间下共接 150～ 

200粒种子。 

1．2．2 启动培养 将无菌苗分别接种到3种培养 

基(Ms、B5和 1／2MS)，筛选基础培养基。每种培养 

基上 1次接种10株苗，共3次重复。 

1．2．3 增殖培养 增殖培养中以去顶胡枝子幼苗 

为材料，以 1／2 MS为基础培养基，采用 k(3 )正交 

配比试验 】 ：以 BA，NAA和 zT为参数因素(见表 

1)，各因素选取 3水平，共 9个处理组合。每种组合 

接种 15个材料，重复3次。 

表 1 增殖培养正交实验设计 mg／L 

Table 1 Orthogonal design for experiment of 

differentiation culture 

1．2．4 生根培养 取胚苗顶芽茎段，以1／2MS为基 

础培养基，分别采用 IBA和 NAA单因子诱导，比较 

其生根条数及粗壮程度，选出最佳浓度。 

以上所有的培养基中均添加 30 L，琼脂 5～6 

g／L，pH值调至6．5～6．8。培养室内均温为20℃，光 

照时间为 14 h，光强为2 200 lx。 

2 结果与分析 

2．1 种子培养 

接种 10 d后观察并统计污染率和发芽率(见表 

2)。由表2可知，随着灭菌时间的延长污染率逐渐 

下降，在6 min的灭菌时间下污染率降为0，但发芽 

率也随着灭菌时间的延长而降低，因此综合两个因 

素来看，最佳的灭菌时间为2 min，因为此时发芽率 

达到最高，虽然污染率最高，但也仅为5％。 

表 2 不同灭菌时间下的污染率发芽率比较 

Table 2 EIfect of different disinfectiontime 

on lhe rate of polluting and germinating of seeds 

2．2 启动培养 

接种 10 d后，幼苗的长势结果见表 3。由表 3 

可知，MS和 1／2 MS培养基上长出的幼苗平均高相 

差不大，均好于 B5，从直立苗所占的比例来看，MS 

和B5培养基上有近半数的幼苗由于长势孱弱而倒 

伏在培养基上，1／2 MS上仅为 15％。因此，增殖培 

养中选取 1／2 MS培养基作为基础培养基。 

表 3 不同培养基上的苗高及直立苗率对比 

Table 3 Comparison of average height of plants and rate of 

perpendicular plant among different culture m~ ums 

沣：标准定为茎直立，表 3为符合这一标准的比例。 

2．3 增殖培养 

以去顶芽胚苗为试验材料按正交设计安排增殖 

培养试验。17 d后观察记录，并统计分化系数，结果 

见表 4。 

表 4 生长调节剂对增殖的影响 

Table 4 Effect of different growth regulators on—differentiation of buds 

BA NAA 
分化系数 

Differentiation indeX 

1(1．0) 

1(1．0) 

l(1．0) 

2(3．0) 

2(3．0) 

2(3．0) 

3(5．0) 

1(0．O1) 

2(0．1) 

3(0．5) 

1(0．O1) 

2(0．1) 

3(0．5) 

1(0．O1) 

∞ ∞ 

3  3  3  3  2  2  2  

)  5  O  

2  3  

5 O ) O ∞ 

2  3  3  

●  2  3  4  5  6  7  
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续表4 

Continued from Table 4 

注 ：分化 系数是指分化苗数，去顶芽胚苗数。 

2．4 生根培养 

幼苗转接到生根培养基上 17 d后，统计结果见 

表 5和表 6。在 IBA诱导下，随着浓度的增大(1．0 

mg／L由于污染严重暂不考虑)，胡枝子生根率、平均 

生根数以及根的粗壮程度也都有所增加，所以利用 

IBA诱导生根浓度为 1．5 mg／L时最佳。NAA生根诱 

导恰恰相反，随着浓度的增大，生根率、平均生根数、 

根平均长等均呈下降趋势，而且有愈伤组织生成，在 

愈伤上生根不利于苗移栽成活，因此利用 NAA诱导 

生根浓度不宜高于 0．05 mg／L。 

对分化系数进行方差分析，可见 BA和 NAA对 

分化系数有显著影响，其中BA的影响达到了极显 

表5 IBA对组培苗生根的影响 

Table 5 Effect of IBA on rooting of plantlets in tissue culture 

表6 NAA对组培苗生根的影响 

Table 6 Effect of NAA on rooting of plantlets in tissue culture 

著(见表5)，而zI1影响不明显。对BA和 NAA的多 

重比较可知(见表 6)，BA的第一水平与第三水平差 

异显著度在临界值 a：0．01之上，而第一水平与第 

二水平和第二水平与第三水平的差异在 a=0．05之 

上，所以 BA的最佳浓度为 1．0 rag／L；NAA的第一水 

平和第二水平差异在 a=0．05之上，所以 NAA最佳 

浓度为 0．01 mg／L时。因此，通过该正交试验得出 

的最佳增殖配方为 1／2 MS+BA 1．0 mg／L+NAA 

0．01 mg／L。 
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3 结论与讨论 

本试验主要采取直接利用种子在培养基中发芽 

获得外植体，但总体来说发芽率不高，原因可能是胡 

枝子的种子硬实率较高 J。因此，在以后的试验中 

可以考虑先用浓硫酸浸种的方法，浸种的时间需要 

进一步摸索。此外，笔者曾采用先将种子放在培养 

皿中在光照培养箱中进行萌发 ，之后对幼苗进行灭 

菌然后接种在培养基中的方法 ，但 由于新芽长出以 

后再进行灭菌接种污染率较高，如果直接利用培养 

皿中萌发的幼苗，建议采用种子萌发长出 1～2 cm 

时的幼苗作为外植体，苗再高不利于灭菌。 

组织培养的优势就是利用分化系数指数增长特 

点，在短期内获得大量具有优 良遗传性状的苗木。 

因此，增殖培养配方的选择至关重要。 

安利佳等在对豆科31种材料进行研究时曾对 

3种胡枝子的组培进行了简单的试验ll ，其基础培 

养基是在 MS和 B5基础上改良的一种培养基，激素 

浓度为 2，4一D 0．5 mg／L+BA 1．0 mg／L+NAA 0．2 

mg／L+KT 1．0 mg／L+GA3 1．0 mg／L，但分化效果不 

太好，分化率在 19．9％～62．3％之间。赖荣坤在其 

学士论文中也曾对二色胡枝子的组培进行了初步研 

究  ̈，其筛选出的分化培养基配方为 MS+BA1．0 

mg／L+NAA 0．1 mg／L。笔者利用这个配方进行培养 

发现，虽然其生长状况不错，但没有丛生芽出现，分 

化率不高。BA与NAA的不同浓度配比常常被用来 

诱导不定芽，因此，以胚苗的带顶芽茎段和不带顶芽 

茎段做增殖培养的预实验，BA／NAA的比例分别为 

200，100，40，20和 10，结果发现，对于不带顶芽茎段， 

BA／NAA在40～200时其分化系数均在2．7左右，而 

BA／NAA为10和20时其分化系数接近 2，而分化率 

差异不显著，均大于等于75％；对于带顶芽茎段，分 

化情况明显不如只带侧芽的茎段，它们的分化系数 

都低于2，分化率小于等于50％。因此，去顶芽的胚 

苗为材料，采用了正交试验，通过不同浓度的植物生 

长调节剂的筛选，确定最佳增殖配方为 1／2MS+BA 

1．0 mg／L+NAA 0．01 mg／L，在这种培养基下，分化系 

数可以达到 3左右。该配方 中 BA／NAA的比例为 

100，也正在40～200之间。 

细胞分裂素与生长素的比例高低决定了外植体 

的发芽或者生根。通常情况下，高的细胞分裂素／生 

长素有利于增殖分化，可以通过调节细胞分裂素与 

生长素的种类、比例以及组合从而达到较好的增殖 

效果_l 。该试验主要是考虑了 BA、NAA以及 

的因素，结果表明，zT浓度对胡枝子分化没有显著 

影响，而BA／NAA比为 100时可以取得较好的分化 

效果，但分化系数仅为3左右。由于 r价格较贵， 

因此进一步实验可以考虑其他的分裂素和生长素种 

类及组合，如在 BA和 NAA的基础上添加 2，4一D， 

从而筛选出更好的配方以达到更高的分化系数。 

生根培养中选择了两种植物激素进行单因子诱 

导试验，结果发现在 IBA浓度为 1．5 mg／L或 NAA浓 

度为0．05 mg／L时，其生根率、根均长、长势等均为 

最佳。研究中发现，随着浓度的升高，IBA可以促进 

生根，而NAA则对生根有抑制作用。有关的文献报 

道，随着生长素浓度(IBA或 NAA)的增加，不同的植 

物表现出 同的生根结果，如在四倍体刺槐的生根 

培养中，随着 NAA浓度从 0到 1．0 mg／L的升高过程 

中，其生根状况逐渐达到最佳_1 ，这和本研究 中 

NAA浓度的升高抑制生根的结果恰恰相反，不过更 

多的研究显示随着浓度的升高，生长素先是促进生 

根 ，当达到一定浓度后则抑制生根ll 锄J。对于每一 

种植物，都有一个对应的最佳浓度，过高的激素浓度 

都会抑制生根 卜 。因此，胡枝子生根培养再深人 

的实验可以考虑升高 IBA浓度或降低 NAA浓度，从 

而筛选出更好的配方。 

致谢：实验过程中得到了丁霞、李慧、李忠秋等同学 

的帮助。在此一并致谢。 
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于2006年 1月开始出版 

为了全面、及时地反映中国高等林业院校的科研水平，促进林业院校的科研工作，为国际权威检索系统 

提供来自中国高校的学术内容，由教育部发起并由高等教育出版社和德国 Springer出版公司联合主办了英 

文系列刊物《中国高等学校学术文摘》。其中《中国高等学校学术文摘·林学卷》(Frontiers of Forestry in Chi— 

Ha：Selected Publications from Chinese Universities)由北京林业大学承办。该刊物内容主要选 自国内优秀大学学 

报和专业期刊最新发表的论文，经编委会再次遴选后翻译成英文出版，并由Springer出版社在海外发行。该 

刊为季刊，第l期已于2006年 1月出版。 

中国工程院副院长、著名林学家、林业教育学家沈国舫院士担任该刊主编，编委会由国内外林学及相关 

领域的知名专家组成。《中国高等学校学术文摘·林学卷》将主要刊登以下学科的学术论文：森林生态学、森 

林培育学、森林经理、林木遗传育种、自然保护区学、森林植物学、森林病虫害防治、森林资源信息管理、水土 

保持科学、木材科学、林产化工、林业经济与政策等。 

该刊致力于提供一个林业科学前沿动态的学术论坛，以此来促进中外林业研究者的全面交流，并突出中 

国高校在林业领域的巨大贡献；同时为中国各科技文献数据库提供重要数据来源，为国际著名检索机构提供 

高水平的学术内容。 

希望各方面专家能鼎力支持并积极推荐已发表的优秀中文稿件。 

联系人：北京林业大学期刊编辑部 颜帅、程朋军 

电 话 ：010—62337605、010—62337915 

E—mail：yanshuai@bjfu．edu．CH．pjcheng@bjfu．edu．CH 

维普资讯 http://www.cqvip.com 
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