
第3 3卷第6期 

2 0 0 6年 1 2月 

江 苏 林 业 科 技 

Journal ofJiangsu For~try Science& Technology 

V01．3 3 No．6 

Dec．2 0 0 6 

文章编号：1001—7380(2006)06—0010一o4 

光叶楮组织培养快速繁殖技术的研究 

蒋泽平，梁珍海，李荣锦，吴 纲 

(江苏省林业科学研究院，江苏 南京 211153) 

摘要：对光叶楮组织培养中的外植体灭菌、苗玻璃化预防、增殖培养、根原基诱导及室外移栽进行的试验结果表明：以 

优良母株的具腋芽茎段为外植体，经过0．1％的HgC12灭菌后，外植体成活率为53．6％；培养基中添加4．0％的蔗糖及 

增加培养容器的透气性能能较好地预防玻璃苗的发生；在Ms培养基中附加BA，NAA等植物生长调节剂可有效促进 

试管苗的增殖和生长，其中以1．5 mg／L BA+0．1 5 mg／L NAA的组合最为适宜；适宜的根原基诱导培养基为1／2MS 

+0．5 mg／L IBA+0．3 mg／L NAA+100 mg／L LH+2％蔗糖；具根原基试管苗移栽于混合基质(蛭石：珍珠岩：泥炭= 

6：3：1，体积比)中，温度控制在20—30℃，相对湿度为85％～90％，保湿 15～20 d，其问适当遮荫，30 d后试管苗成活 

率达90％。 
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Research on in vitro rapid micropropagatiOn of 

Bronssonetia papyrifera(L．)Vent． 

JIANG Ze—ping，LIANG Zhen—hai，LI Rong—jin，WU Gang 

(Jiangsu Academy of Forestry，Nanjing 21 1 153，China) 

Abstract：The experiments in Bronssonetia papyrifera(L．)Vent．were committed concerning explant sterilization，shoot vit— 

rification control，multiplication cultrue，root promordia induction and transplant．Results showed that with the nodal seg· 

ments from the elite parent trees of Bronssonetia Papyrifero(L．)Vent．as explants，their survival could get 53．6％ after 

0．1％ HgC12 sterilization；addition of 4．0％ sucrose(S)to media and container air-permeability could effectively control 

shoot vitrification；MS supplemented with BA and NAA could improve culture multiplication and growth，with the media 

containing 1．5 mg／L BA+0．1 5mg／L NAA optimal；the optimal root promordia induction took place in 1／2MS media con- 

taining 0．5 mg／L IBA+0．3 mg／L IBA +100 mg／L LH+2％ S：transplant of the shoots with root promordia into the sub— 

strate mixed with 6：3：1(volume ratio)vermiculite，perlite and peat in 20—30℃，under relative humidity 85％ 一9O％ for 

15~20 d，preferrable shading occasionally，could get the transplant survival up to 90％ after 30 d． 

Key words：Bronssonetia papyrif~rn(L．)Vent．；Tissue culture；Vitreous shoots；Rapid micropropagation 

光叶楮 [Bronssonetia papyrifera(L_)Vent．]为 

桑科构树属多年生落叶乔木，为日本从野生构树中 

选育的品种，高达6—16 m，胸径60 cm。根系水平 

分布，深度3O～40 cm，广度是冠径的2～3倍。枝 

条粗壮而平展，小枝及叶片很少绒毛或无毛，叶柄 

短，叶片大而肥厚，枝条节问长、枝权少，皮、杆纤维 

长。该树种在干旱瘠薄或水湿地及酸、碱性等土壤 

上均宜生长，特别在含盐量达 0．3％的盐碱地里也 

能生长，而且对空气中二氧化硫等有毒气体有较强 

的抗性，是极好的环保树种。树皮为生产优质长纤 

维纸浆或高档纺织品的原料；木杆可用于生产木浆、 

木板；叶是猪等家畜的优质饲料；果实和根可入药， 

有补肾利尿、强壮筋骨的功效。据报道，光叶楮为速 

生纸材新品种，因其韧皮纤维平均长度7．54 mm，长 

宽比33：2，成浆率在80％以上，原浆白度在85％以 

上；木杆纤维平均长度0．79 mm，最长1．14 mm，成 
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浆率在 85％以上，原浆 白度在 80％以上，适于制 

APMP和CTMP高得率木浆 j。发展光叶楮，有利 

于解决江苏丘陵岗地、沿海等困难立地造林绿化问 

题，加快生态省建设的步伐；又因其且有极高的经济 

价值，市场需求旺盛，故该树种的发展前景十分广 

阔。但江苏发展光叶楮，目前面临优质种苗缺乏的 

问题，有关光叶楮的组织培养技术虽有文献报 

道 ]，但整个培养过程中会出现玻璃苗、移栽成活 

率不高等难题。本文就光叶楮组织培养中的外植体 

灭菌、苗玻璃化预防、增殖培养、根原基诱导及移栽 

等关键技术进行了探索，试图在短期内提供大量优 

质种苗，加快推广应用的速度。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

从生长优良的光叶楮母株上，采集嫩枝先端 

(半木质化)部分为外植体，剪成长 i cm左右的单 

芽，茎段部分去叶，留2 cm左右叶柄，用 10％的洗 

衣粉溶液浸泡15 min，用棉球对外植体仔细清洗后， 

经流水冲洗干净备用。 

1．2 试验方法 

1．2．1 外植体灭菌 将洗净的外植体用75％乙醇 

溶液浸泡杀菌30 s后，经无菌水冲洗2～3次，于灭 

菌液中灭菌，灭菌液分别为 10％ Ca(C10) ，0．1％ 

HgC1 和17％H2O2；灭菌时问分别采用5，lO，15 min 

和对照(不灭菌)，采用随机区组排列，表面灭菌后用 

无菌水冲洗3—4次，沥干水后迅速将带腋芽的茎段 

接到诱导培养基 MS+BA1．0 mg／L+NAA0．1 mg／L 

中，每瓶接1个，每次3O瓶，每组重复3个，20 d后统 

计外植体的污染率、死亡率和成活率。 

1．2．2 增殖培养试验 待诱导的不定芽长至2 cm 

左右，切下接入增殖培养基中培养。芽苗增殖培养 

基试验方法是在 MS基本培养基中附加不同的 BA， 

NAA，V 按正交试验表 形成不同配方的培养基。 

BA，NAA，V ：为 3个变化因素。BA采用 1．0，1．5， 

2．0 mg／L等3个水平，NAA采用0．1，0．15，0．2等3 

个水平，V 采用 l0，50，100 mg／L等3个水平，培养 

基添加蔗糖30 g／L，每处理接种30瓶，每瓶 1个外 

植体，接种培养35 d时观测试管芽苗增殖倍数和芽 

苗生长高度。 

1．2．3 试管苗玻璃化预防 在探索蔗糖处理预防 

光叶楮试管苗玻璃化试验中，蔗糖的不同质量浓度 

分别为3．O％，4．O％，4．5％，5．O％ 等4个梯度；在 

探索增加培养容器的透气性对试管苗玻璃化影响的 

试验中，采用透气封口膜(北京振泰园艺设施有限 

公司生产的规格为4孔 12 ClI1 X l2 cm)与封闭封口 

膜为材料进行培养。具体试验为：处理 I：三角瓶封 

闭式封口材料；处理Ⅱ：三角瓶透气式封口材料。上 

述试验培养基均为MS+1．5 mg／L BA+0．15 mg／L 

NAA，琼脂用量0．65％，pH5．8。 

1．2．4 根原基诱导 芽苗根原基诱导培养基配比 

试验方法是将光叶楮生长健壮的芽苗，接种在 

1／2MS附加不同质量浓度的生长素NAA，IBA，以及 

不同质量浓度水解乳蛋白(LH)配比的培养基上，进 

行诱导处理。采用正交试验设计 k(3 )的方案，观 

察根原基形成的早迟，选择最佳根原基诱导培养基。 

每处理 3O瓶，每瓶5个芽苗。 

1．2．5 组培苗移栽管理 试管苗移栽试验方法是 

将已具根原基的试管小苗，移栽于蛭石：珍珠岩：泥 

炭(体积比)=6：3：1，6：3：3，4：3：3等3种混合基质 

中，环境温度控制在25～3O ，相对湿度 85％ ～ 

90％，保湿、遮荫15—20 d，35 d后统计成活率。 

上述除有说明外，所有培养基均加入 3％的蔗 

糖和0．65％卡拉胶，pH 5．8，培养室温度白天为25 

— 28 cI=，夜晚为 20～22℃，光照度 1 500 ～2 000 

1x，光照时间 12 k／d。 

2 结果与分析 

2．1 外植体灭菌 

用不同的灭菌药剂[Al：17％ H O2；A2：0．1％ 

HgC12；A3：10％ Ca(C10)2]和不同的灭菌时问(Bl： 

5 min；B2：10 rain；B3：15 rain)灭菌光叶楮外植体， 

20 d后对成活率的影响结果见表l。 

不同药剂和不同灭菌时问对外植体灭菌的结果 

表明：不同灭菌剂与相同灭菌时问及同一灭菌剂与 

不同灭菌时问的处理组合影响差异明显。说明光叶 

楮外植体灭菌应综合考虑灭菌的时『自J和灭菌的药剂 

才有助于提高外植体成活率。在考虑主效应的同 

时，应当考虑它们之间的交互效应。如在选择不同 

灭菌时间的同时，还应考虑采用何种药剂；在选用何 

种药剂的同时，还要考虑恰当的灭菌时间，这样才能 

获得较高的成活率。本试验条件下灭菌效果最好的 

处理是A2B3即0．1％ HgC1 灭菌 15 min，其外植体 

成活率达53．6％。 

2．2 植物生长调节剂正交组合对芽苗生长的影响 

结果见表2。 
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表 1 不同灭菌剂和不同灭菌时间外植体灭菌结果 表 3 蔗糖不同浓度对光叶楮组培苗玻璃化及其生长的影响 

组合号 (BA
A) (N A) ( ) 平薯蒌殖平均／e高ra度 K势 

0．1 

0．15 

O．2 

0．1 

0．15 

0．2 

0．1 

0．15 

0．2 

3．8 

5．1 

4．5 

1．3 

较弱 

较壮 

粗壮 

较弱 

较壮 

较壮 

很弱 

很弱 

较弱 

(1)各组合均以MS为基本培养基。(2)7"1一 为每一凼幕每 

一 水平之和； 为最大与最小水平间距。 

从表2可以看出，BA质量浓度是决定芽苗增殖 

主要因子，5号组合的芽苗增殖效果最好，增殖倍数 

达4．6，生长高度为3．2 cm，且芽苗生长较壮。当 

BA超过1．5 mg／L时，芽苗增殖倍数虽有小幅增加， 

但其芽苗生长高度大大下降，更为不利的是芽苗生 

长很弱，叶片稀少、皱缩，叶形不正常，茎细弱，甚至 

出现烂心、玻璃苗现象。3号组合对光叶楮试管芽 

苗的壮苗最佳，生长高度达3．8 cm，也有一定的增 

殖(3．0倍)，芽苗生长过程中，表现为叶片大，叶色 

浓绿，茎粗，非常适宜生根培养。V 的抗氧化作用 

减少了培养过程中植株分泌的次生物质对无菌芽苗 

的毒害 ，使试管芽苗正常生长，从试验结果看V 

用量为50 mg／L较为适宜。所以，光叶楮芽苗增殖 

最佳组合为MS+1．5 mg／L BA+0．15 mg／L NAA 

+50 mg／L Vc+3％ S。 

2．3 玻璃苗预防处理 

结果见表 3。当蔗糖质量浓度在 3．0％ ～5．0％ 

处理 蔗糖 浓度 玻 苗率 芽苗生长情况 

玻璃荫率(％)：玻璃化苗数量／总茁数 ×100 

范围内，玻璃化苗发生的频率随质量浓度的增加而 

显著降低，且各处理间的差异显著。其中处理 1即 

蔗糖的质量浓度为3．0％时，玻璃化苗率极显著高 

于其他处理。可以看出蔗糖质量浓度是影响玻璃化 

苗发生的重要因素，质量浓度较高的处理可减少玻 

璃化苗的发生，处理2，3，4差异不显著而且生长情 

况类似，故可选蔗糖4．0％用于继代培养中。 

培养容器内的湿度和透光率等因素直接影响试 

管芽苗的生长，封口材料透气性不同造成培养物所 

处的微环境存在差异。通过试验发现：处理 I玻璃 

化苗率为57．33％，处理Ⅱ为5．36％。说明处于封 

闭状态下，容器内部微环境湿度大，缺乏气体交换， 

不利试管苗的健壮生长，容器内生长的芽苗细弱，叶 

色浅。用透气膜为封口材料，由于具有良好的透气 

性，降低了微环境中的湿度，便于容器内芽苗的生 

长，因而试管苗叶色浓绿、健壮 。 

2．4 根原基诱导 

将经壮苗培养长至高为2～3 cm的光叶楮试管 

芽苗，接入根原基诱导培养基中，诱导培养 10 d后， 

基部出现愈伤组织，12 d后可见基部分化出许多根 

原基。 

结果(见表4)表明，对光叶楮根原基诱导影响 

最大的是IBA，其次是 NAA和 LH。组合5与6的 

根原基发生率分别达到95％和92％。因此，认为组 

合 5：1／2MS+0．5 mg／L IBA +0．3 mg／L NAA+ 

100 mg／L LH+2％ S为最佳根原基诱导培养基。 

2．5 组培苗的移栽 

移栽试验结果表明，在相同条件下，基质对光叶 

楮试管苗移栽成活有影响。成活所需时间，成活率 

都有明显差异。蛭石：珍珠岩：泥炭(体积比)= 

6：3：1，成活所需时间25 d，成活率达92％，为最佳 

配比的混合基质。 

9  3  8  7  2  4  6  8  1  

2  3  3  2  3  3  1  1  2  

4  6  O  3  6  4  2  O  8  

2  2  3  4  4  4  5  5  4  

0  9  2  2  
m ∞ 如 ∞ ∞ m m ∞ ∞ ● 

O  O  O  5  5  5  O  O  O  5  6  8  3  

1  1  1  1  1  1  2  2  2  3  4  5  2  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 n 乃 
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表4 光叶楮生根处理对根原基发生率的影响 

1 O．05 

2 O．05 

3 0．05 

4 0．3 

5 0．3 

6 0．3 

7 O．5 

8 0．5 

9 0．5 

n 1O．2 

72 8．6 

乃 7．4 

R 2．8 

12．6 

8．2 

4．9 

1．9 

13．6 

9．0 

8．2 

1．8 

(1)根原基发生率 =具根原基株数／总株数；(2)TI一13为每 

一 因素每一水平之和；R为最大 最小水平间距。 

表5 3种基质对光叶楮试管苗移栽成活的影响 

度的细胞分裂素类物质导致玻璃化原因类似，可能 

在封闭状况下，较高质量浓度的BA加快了试管苗 

生长速度，芽苗呼吸作用大大增强，需要在培养的微 

环境中进行气体交换(水蒸气、氧气、二氧化碳、乙 

烯等) 卜 。在封闭状况下，容器内外气体得不到 

有效的交换，无法满足试管芽苗生长需求，导致玻璃 

化。采用透气类型的封口膜或容器，改善了通气状 

况，促进了呼吸，产生了丰富的ATP，满足了芽苗对 

ATP的要求，试管植株生长健壮。 

(3)当光叶楮腋芽长到2 cm左右，可切下接入 

继代培养基中进行增殖培养。经过实验筛选，分化 

较好的芽增殖培养基为 MS+1．5 mg／L BA+0．15 

mg／L NAA。 

(4)当光叶楮试管芽苗长到高2 cm左右时可 

转移到根原基诱导培养基1／2MS+0．5 mg／L IBA+ 

0．3 mg／L NAA+100 mg／L LH+2％ S上培养。提 

高光照度到2 500 lx，延长光照时间到每天 16 h。一 

般 12 d后开始有根原基形成，即可进行炼苗及驯 

化，准备移栽。 

(5)试管苗移栽，基质以蛭石：珍珠岩 ：泥炭 

(体积比)=6：3：1较好。温度控制在25～28℃之 

间，在移栽前后3—5 d湿度控制在95％以上，7 d后 

控制在85％一95％左右，20 d即可成活，成活率达 

92％以 匕 
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3 结论与讨论 ⋯ 

(1)在组织培养接种阶段，要控制好灭菌方法， 

污染率的高低直接影响初期的繁殖速度。在光叶楮 
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