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樱花花柄的组织培养 
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摘要 在(卜RA和NAA2种激素配比诱导下，对樱花花柄进行组织培养，得到了最适合樱花花柄形成愈伤组织的激素浓度配比 结果表 

明，在 Ms培养基中添加3．O～4．0mg／LNAA和1．0～2．0mg／L6-BA最适合樱花花柄形成愈伤组织。 
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樱花为蔷薇科李属观赏乔木，原产于我国长江流域，东 

北、华北及日本都有分布，喜深厚、肥沃且排水良好的土壤， 

喜光和稍湿润的环境。变种和品种较多，有重瓣樱花、湖北 

樱花(花小、单瓣、白色)、日本晚樱(粉红色花、有香味)、llJ樱 

花(野生、单瓣、白或粉红)、垂枝樱等。在我 南北各地城市 

园林中应用广泛。近几年来，随着人们对生活居住环境要求 

的不断提高，名贵樱花走俏市场。长期以来樱花繁殖一直采 

用传统的嫁接法。多代无性繁殖常引起品种退化，同时使植 

株生活力和抗逆性下降，花形、花色劣变，甚至 能正常歼 

化 20世纪6o年代以来，组织培养快繁技术广泛应用于仡 

卉栽培、遗传育种、快速繁殖、种苗脱毒等领域，而且集中体 

现在离体无性系的繁殖、胚胎培养、花粉和花药培养、原生质 

体培养和体细胞杂交、薄层细胞培养、试管受精及试管微体 

嫁接等方 。该技术在种质资源保存与交换方面展现出广 

阔的应用前景。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 供试花柄取自临沂师范学院校内行道两旁 

正值盛开的樱花。 

1．2 培养基配方 Ms基本培养基+6一BA+NAA，激素浓度 

见表1。培养摹中加8．0 g／I 琼脂，诱导培养基附加3O L蔗 

糖，生根培养基附加15 g／L蔗糖，pH值调至5．8。 

表1 培养基激素浓度 u L 
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1．3 培养条件 植物人工气候培养箱，培养温度(25±1) ， 

光照强度2 000 lx，光照 14 h／d。 

1．4 试验方法 

1．4．1 外植体的选取与初步处理。取已开放或含苞樱花花 

柄，用花用剪刀从基部剪掉，留下整个花柄。将花柄放在自 

来水下冲洗 12 h，以冲洗掉大的土壤颗粒。然后，将材料置于 

小烧杯中，移至超净工作台上进行表面消毒及接种处理。 

1．4．2 消毒。用 95％酒精灭菌20—30 s，屯即用无菌水冲 

洗，用0．1％ngCl2溶液灭菌6—8 mln，用无菌水冲洗3—5次。 

1．4．3 接种处理。在无菌操作台上放一张无菌纸，将l已消 

毒的材料切成O．4～0．5 cln长的小段，与消毒剂接触过的切 

面在转移到无菌培养基前应切去。然后，依次接入不同浓度 

激素的培养基中，每个处理接 lO瓶，每瓶4株。在操作-l}I严 

禁用手触动材料。最后，放入无菌培养室中培养，3 d后开始 

观察，统计结果。 

2 结果与分析 

2．1 激素浓度对愈伤组织形成的影响 从表2可以看出， 

培养 3周后第7、8、93个激素浓度的培养基出愈率达95％以 

上，愈伤组织生长状况良好，而这3个浓度梯度中2种激素 

(NAA+6-BA)的比例是3．O：2．0、3．5：1．5、4．0：1．0，说明这 3 

种激素配比最适合樱花花柄愈伤组织的形成(图 1～7)。 

表2 愈伤组织出愈率率与激素浓度梯度的关系 

2．2 培养时间对愈伤组织形成的影响 从表3可以看出，7、 

8、9这 3种梯度培养基在培养3 d后就有胚状愈伤组织形成， 
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图 1 1号培养基愈伤组织生长情况 

图2 5号培养基愈伤组织生长情况 

而其他未见愈伤组织；这3种培养基中的愈伤组织生长速度 

较陕，3周后几乎全部形成愈伤组织，而其他浓度的培养基虽 

也有愈伤组织形成，但出愈数量较少，且生长速度轻陧。 

2．3 愈伤组织分化成再生苗 将外植体生成的愈伤组织 

图3 6号培养基愈伤组织生长情况 

图4 7号培养基愈伤组织生长情况 

细胞团转接到含有不同浓度组合的丛芽培养基上。结果表 

明．以6．BA 3．5mg／L+NAA O．5mg／L的效果最佳。14d后2 

种外植体愈伤组织细胞团大部分都能够分化出绿色芽点， 

且最终生成再生苗。 

表3 愈伤组织生长情况与培养时间的关系 

3 讨论 

NAA是生长素类植物激素。在组织培养中，生长素常 

被用来诱导细胞的分裂和根的分化，在配合使用一定量的 

细胞分裂素的作用下，可诱导不定芽的分化。侧芽的萌发 

与牛长以及在某 植物诱导胚状体产生时必须使用生长 

素。而 6-BA是细胞分裂素类植物激素。它主要影响细胞 

分裂、顶端优势的变化和茎芽的分化。在培养基中加入细 

胞分裂素主要是为了促进愈伤组织或器官上分化不定芽。 

结果表明，在 Ms培养基中添加3．0～4．0 mg／LN从 和 1．0～ 

2．0mg／L6-BA时，樱花花柄易于形成愈伤组织，出愈率几乎 

为 100％，培养时间也较短。 

在试验过程中，外植体的褐变现象和污染是植物组织 

培养中的常见现象，尤以木本植物组织培养中褐变现象最 

为严重。褐变主要发生在外植体，在植物愈伤组织的继代、 

悬浮细胞培养以及原生质体的分离与培养时也时常发生。 
一 般认为这是由于多酚氧化酶(PPO)被氧化成醌类物质，并 

抑制许多酶的活性，从而影响植物材料的正常生长，严重时 

可导致培养物死亡。但是在樱花花柄的组织培养中，未见 

有褐变现象发生。 

试验过程中的污染包括以下方面的原因：①外植体灭 
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图 5 9号培养基愈伤组织生长情况 

图6 10号培养基愈伤组织生长情况 

图 7 ll号培养基愈伤组织生长情况 

菌不彻底。在外植体灭菌的过程中，由于灭菌时间过短或 

灭菌时由于外植体某些部位不容易灭菌，而导致植株污染。 

②植物组织中普遍存在内生菌。当植物组织进行离体培养 

时，这些内生菌就会产生污染。表而细菌引起的污染通常 

在 2—3 d就能在外植体周同或培养摹表面形成明显的如水 

污状、油污状、气泡或干缩的红、黄、乳白等颜色的菌落。而 

若在外植体培养后 3 5 d内并未发现菌落，则可能是由内 

生细菌引起的污染。这种污染 一般 易避免，但是在用 O． 

1％Hgcl2溶液灭菌的过程中，应尽量彻底杀死植物组织内 

的内生菌(一般为孢子)。③转接过程中的污染。在转接过 

程中，由于实验操作台或实验器具(镊子、剪刀等)灭菌不彻 

底，导致转接外植体的污染。所以在搂种前，应首先对实验 

室内用紫外灯灭菌一段时间，实验台提前通风，_T作人员用 

肥皂彻底清洗双手，并用酒精灭菌，实验器具彻底灭菌，并 

在使用过程中及时火菌。④培养基灭菌不彻底。培养基灭 

菌后不应立即使用，而应放在无菌培养室 fI培养 3 4 d，如 

未发现污染，方可使用。 
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有待进一步研究。 

参考文献 

[1]杨瑞龙．粘质沙雷氏菌败血症一例[J]．兰州医学院学报，2OO2，28(2)： 
103—104． 

[2]田瑛，刘淑芳．68株粘质沙雷氏菌的鉴定及药敏分析[J]．工企隈刊， 

2004．17(3)：23—24． 
[3]东秀珠，蔡妙英．常见细菌系统鉴定手册[M]．北京：科学出版社，2001： 

370—391． 

[4]刘志噎．现代微生物学[M]．北京：科学出版社，21302． 

[5]中国科学院微生物研究所细菌分类组．一般细菌常用鉴定方法[M]．北 

京：科学出皈社，1978． 

[6]周德庆．微生物实验手册[M]．上海：上海科技出版社，l983：137 l63． 

7 1 AICAMO I E．Fundarnantals d mierd)idc,~,l M Massad1llse啮：Addison W ． 

1 e、r Publishin~Co~mnv．Inc．，l983． 

[8]余濒．医学微生物学[M]．北京：人民卫生出版社，l983． 
【9 W0_)l ARD HMM，CLARKEK B．A case 0finfedionin nmn}Jvthe baeten． 

um prcdig~osum[J J．Lancet，l913：314 315． 
『l0 1 Ⅱ 盯 R P，ZUCKERMAN A，RANIZ L A．Infecd~ due to chro~mlxatteria： 

mport of eleven cas目 J．Arch Intem Med，l95l，船 ：46l一466． 

『11}ENDOH M．【)l(L O R．MLIKAIG A J，et a1． u n~soconfial outbreaks of 

seBsis c日used bv Serralia rr妇I℃esoens． ch OCCUlTed in July l999 and January 

~02-Tokyo[Jj．Kansenshogoku Zassh~，2004，78(4)：295—304． 
12I GARC／A F R，PAZ R C，0uNz Al RS，el a1．Cutane~aasinfectionⅢls。d by 

Serrat／aⅣ n in a chlid【J．J Am A(：ad Dem~o]．拟】6．55(2)：357— 

358． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

