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湿地松组培继代增殖的影响因子 
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摘要：以湿地松抗病家系和非抗病家系的成熟合子胚为外植体，以不同的基本培养基成分、不 

同的激素成分及浓度配比和不同的培养方式，研究湿地松离体培养继代增殖的关键技术及主要 

影响因子。 
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The factors affecting multiplication rate in vitro culture of slash pine 

WU Li-jun ，YE Jian—ren ，WANG Zhi-jie ，WENG Qiu—yuan 
(1．College of Forest Resources and Environment，Nanjing University of Forestry，Nanjing，Jiangsu 210037，China； 

2，Fujian Academy of Forestry，Fuzhou，Fujian 350012，China) 

Abstract：With the mature zygotic embryos of antidisease families and non—antidisease families of slash pine as explants，the key 

technique and main factors affecting vitro culture multiplication of slash pine were studied，which were based on different cultures， 

hormone compositions in different concentration ratio as well as different plant growth regulators． 
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针叶树种的愈伤组织培养早在20世纪30年代就有相关报道，然而直到20世纪50年代才有形态再 

生的报道⋯。而松属(Pinus)的离体培养直到2O世纪7O年代才开始涉及，近年来松属的器官发生、体 

细胞胚胎发生及植株再生技术研究 日益得到林业学者的重视，并取得关键性的技术突破，据不完全统 

计，至今已对松属50多个种或变种进行过离体培养，并从40余种针叶树上诱导出体细胞胚或体细胞胚 

的再生植株，从30余种针叶树上和 20余种针叶树上分别经器官发生和腋芽增殖途径获得了幼芽或再生 

小植株[2 J。 

湿地松(Pinus elliottii Engelm)是重要的绿化和造林树种，适应性强，生长迅速，干形通直，松脂含 

量高，对松材线虫和松毛虫具有较强抗性，是我国南方仅次于马尾松的大面积造林树种之一。由于松针 

褐斑病等病害在我国的严重发生在一定程度上影响了湿地松在我国南方地区的发展。为此在湿地松抗病 

育种研究的基础上，筛选抗病家系或抗病优良无性系，通过器官发生、胚胎发生、细胞悬浮培养及原生 

质体培养等途径，开展湿地松抗病优良无性系组织培养和植株再生技术研究具有重要的应用价值。早在 

1987年 Pedro et al L3 开展了湿地松离体培养不定芽诱导的影响因子研究，1991年 Bronson et alL4 以湿地 

松子叶为外植体进行不定芽诱导和植株再生的研究，朱丽华等 对湿地松组织培养器官发生及植株再 

生也做了较为系统的研究，尤其在湿地松离体培养生根培养阶段获得突破，湿地松组培苗生根率已达 

81．3％。这些研究为湿地松组培无性快繁技术应用奠定了基础，然而通过组培技术建立实用性和可操作 

性的产业化体系尚待进一步的理论和应用研究。本研究旨在从湿地松组培继代增殖培养阶段探讨提高继 

代增殖率、缩短继代周期、简化继代培养程序的可行技术。 

1 材料与方法 

1．1 材料来源 

经前人大量的实验证明，成熟或未成熟的种子是松属离体培养最佳的实验材料。本试验所用的成熟 

的湿地松种子采自广州台山和福建官庄林场湿地松抗病无性系种子园和非抗病种子园。供试家系有抗病 
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家系R32、R2、R1女8、R32女1(R表示抗病家系代码，R1女8表示以抗病 l号单株为母本与抗病8号 

单株为父本的杂交种子)，非抗病家系 CK1、CK8(CK表示对照的普通种子)。试验中家系号参照叶建 

仁等 ’ 方法。 

1．2 无菌培养物的建立 

湿地松成熟种子经24 h的浸泡处理，剥去种壳后，用无菌沙布包好，用75％的酒精浸泡30—60 s 

进行表面灭菌后，用无菌水冲洗2次后，在0．1％升汞溶液中振荡消毒3-4 min或用2％的次氯酸钠消 

毒4—5 rain，用无菌水冲洗5次以上，然后用无菌滤纸吸干种子表面水分，在无菌条件下剥除胚乳，取 

出完整的成熟胚作外植体，接种在不定芽诱导(或胚萌发)培养基上。 

1．3 抗病家系与非抗病家系对继代增殖的影响 

试验以GD、MS、B5、改良B5(KNO，质量浓度降低为500 mg·L )、1／2MS为基本培养基。激素 

选用6一BA 2．0、4．0 mg·L 2个质量浓度水平，NAA 0、0．01、、0．05 mg·L 3个质量浓度水平形成不 

同组合的不定芽增殖培养基，各培养基均添加400 mg·L 水解酪蛋白(CH)、0．2％活性炭 (Ac)、3％ 

的蔗糖，对不同家系与不同激素种类浓度组合对继代增殖产生的影响进行方差分析及多重比较，对影响 

继代增殖的关键因子进行分析。 

1．4 继代增殖与增殖代数的相关性试验 

将抗病与非抗病湿地松成熟合子胚在胚萌发培养基上所获得的无菌苗或丛生芽转接到芽增殖培养基 

进行培养，每35—40 d转接1次，记录不同家系1—5代的小芽平均增殖数的变化，分析芽增殖率与增 

殖代数及抗病性的关系。由于湿地松同一家系的合子胚在同一继代增殖培养基培养，其个体增殖率差异 

较大，有的个体连续多代不增殖，为此在分析继代增殖率与增殖代数相关性时，将第 1次继代增殖率低 

于和等于2的个体淘汰(未增殖的小芽继代增殖率计为0)，不作为该项试验的统计数。 

1．5 6-BA与NAA对继代增殖的影响 

湿地松继代增殖小芽苗转代接种在固体培养基时或在转接小芽苗20 d后添加：1)经加压灭菌的同 

等营养成分的不同激素浓度的液体培养基5 mL，液体培养基不添加琼脂；2)仅添加不同激素浓度的溶 

液5 mL，该溶液不含任何无机和有机养分；在继代培养40 d后对芽苗增殖率及芽苗高生长状况进行调查。 

1．6 培养条件 

部分试验在人工气候箱完成，培养室及人工气候的温度箱均设置在25 cI=，光照度控制在2 000 lx， 

光照时问设置为10 h，培养基的pH值均在高压灭菌前调到5．8。 

2 结果与分析 

2．1 胚离体培养及小苗萌发结果 

参加试验的6个家系的完整的合子胚培养在MS基本培养基，6一BA 0．2、2．0、10．0 mg‘L 3个水 

平及NAA 0、0．01、0．05 mg·L 3个水平共形成9种培养基上。接种7 d后在各家系的9种培养基上 

均可观察到胚的子叶张开并逐渐转绿，15—20 d后 ，胚萌发成长约 8—10 mm的具有子叶、胚柄、 下胚 

轴、胚根的小苗；有的胚仅萌发为子叶，其它部分退化；部分胚褐化死亡。在添加6一BA 0．2 mg L 组 

合的3种培养基上，胚的平均萌发率仅有5％ 一6％，明显低于添加6-BA 2．0(胚平均萌发率为65％)、 

10．0 mg·L (平均萌发率为35％)组合的6种培养基；而NAA 0．05 mg·L 组合的3种培养基胚萌发后 

顶生大量愈伤组织，影响胚芽的继续生长。郑进等 开展湿地松愈伤组织的诱导研究中有同样的报道。 

试验结果表明6．BA 2．0 mg·L 与NAA 0、0．01 mg·L 形成的2个组合培养基较适宜胚的离体诱导萌 

发，抗病与非抗病家系问胚的萌发率无明显的差异性。 

2．2 丛生芽分化结果与分析 

2．2．1 丛生芽分化基本培养的筛选 为减少试验处理组合，试验以GD、Ms、B5、改良B5(KNO，质量 

浓度降低为500 mg·L )、1／2MS 5种基本培养基添加6一BA 2．0、4．0 mg·L 与NAA 0．01mg L 形成 

的2种激素组合，对丛生芽分化基本培养基进行筛选。胚在萌发培养基上培养30 d后，截取带5—8／lqm 

长胚柄的子叶顶芽转接到丛生芽分化培养基，转接35 d后，根据芽苗的增殖率及芽苗生长的状况确定 
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最适宜湿地松丛生芽分化的基本培养基为改良B5培养基。这一结果与阙国宁等⋯、Pedro et al 、Lop— 

ez et al【9 报道的松属适宜低盐和低NO 一，NH 含量的培养基进行离体培养相符。 

2．2．2 不同家系丛生芽分化结果与分析 截取供试的6个家系的子叶顶芽(带 5—8 mm长胚柄)各20 

个(重复试验3次共60个芽)，转接到以改良B5为基本培养基，添加6-BA 2．0、4．0 mg-L 2个水平， 

NAA 0、0．01、0．05 mg·L 3个水平形成6种激素组合的丛生芽分化培养基，接种20 d后，6种培养基 

上不同家系芽的分化及生长表现出一定的差异性，在1、2、3、4号培养基上可见50％一65％以上的芽 

苗分化为数不等的3—5 mm大小的小芽，最多可达12个；而在5、6号培养基上小芽增殖率明显降低， 

且芽基部可见3—5 mm大小的愈伤组织，分化的芽苗平均8—10 mm高；在6种培养基不同家系均可见 

完全未分化丛生芽的小芽苗，其生长健壮，高生长迅速(未分化小芽的其增殖率计为0)，可见湿地松个 

体不同，其增殖率有很大的差异性，为此筛选增殖率高的优良基因型是组培快繁的关键之一。为进一步 

分析不同家系不同激素浓度组合对平均增殖倍率的影响，将各组合试验结果统计(表 1，所有的试验结 

果均扣除污染)。 

表 1 不同家系、不同激素组合对平均增殖率的影响 

Table 1 Effect of different families and combinations of hormone concentration on multiplication rate of buds 

对表 1的平均增殖率进行三因素方差分析(表 2)，结果表明，家系、6-BA、NAA因素对芽苗的增 

殖率均有显著的影响，尤其是家系因素对增殖率所产生的差异已达极显著水平。为进一步分析家系间， 

尤其是抗病家系与非抗病家系间的差异性，用 q检验对6个家系的平均增殖率进行多重比较(表 3)。由 

表 3可见抗病家系R2、R32、R32★1、R1★8与非抗病家系CK1、CK8间都存在显著差异，而4个抗病 

家系之间、2个非抗病家系间不存在显著差异。抗病家系与非抗病家系间显著差异其原因之一是抗病植 

物体内存在多种抗病相关酶有关，这些酶包括过氧化物酶、多酚氧化酶、超氧化物氧化酶、苯丙氨酸解 

氨酶、过氧化氢酶、抗坏血酸过氧化物酶等。其中过氧化物酶、多酚氧化酶、苯丙氨酸解氨酶的共同特 

点就是参与多种物质的氧化活动，合成具有抗菌活性的醌类化合物、类黄酮、生物碱、咖啡酸、绿原 

酸、木质素等多种抗菌化合物，抑制病原微生物的生长和扩展 。̈。，而正是这些次生代谢物质抑制了植 

物分化。原因之二可能与植物体内的激素含量及活性水平有关，植物体内的激素对病害的反应有时表现 

出感病植株的激素含量及活性水平比抗病植株高【】̈，同理非抗病植物对离体培养(逆境条件)下的反应 

可能表现出激素含量与活性水平的提高。原因之三抗病植株体内固有的抗菌物质如酚类化合物及单宁含 

量均高于非抗病株¨̈ ，这些物质都是导致植物离体培养物褐化死亡，抑制细胞分裂分化的直接因素。 

可见在抗病家系中筛选既具有较强抗病性，增殖率又高的基因型作为组培快繁材料还存在一定困 

难，通过培养基成分及激素的调制还不能根本解决抗病性与增殖率这一内在矛盾，为此还需从植物生理 

生化及分子生物学水平上开展更深入的研究。 

表2 家系与激素浓度组合对平均增殖率的方差分析 

Table 2 Variance analysis of multiplication rate of buds with families and combinations of hormone concentration 
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CK1 

CK8 

R2 

I 2★1 

I 2 

R1★8 

4．988 
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1．960 
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1．222 

1．045 

gn 05(6，30)=4．30 D=1．207 

3．943‘ 

3．157‘ 

0．915 
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2．980’ 

0．738 

0．375 

3．391 

2．605‘ 

0．363 

3．028 

2．242‘ 

注：’表示两家系问平均增殖率之差大于 D值，即f两家系阃差异显著o 

2．3 增殖率与增殖代数相关性试验结果与分析 

湿地松抗病与非抗病家系在增殖培养基改良B5+ 

6一BA 2．0 mg·L一 +NAA 0．01 mg·L一 +CH 400 mg·L一 

+AC 0．2 g·L 培养基进行培养，记录抗病与非抗病家 

系 1至5代连续增殖继代的小芽平均增殖数，对肉眼 

可见的小芽(3 mm以上)均计数(图1)。试验结果表明 

可见芽增殖倍率与增殖代数呈负相关，尤其在 1至3 

代，增殖倍率随代数增加而急剧下降，4至5代趋于平 

缓下降。在适宜的培养基(表 1中1—4号培养基)及适 

宜的培养条件下，湿地松首次转代增殖倍率均较高， 

原因之一可能是植物体内存在的内源分裂素较高，而 

在连续继代后离体芽对外源分裂素的敏感性降低所致； 

原因二是连续在同一培养基培养后，每代约有10％一 

20％的小芽点褐化死亡。 

第l代 第2代 第3代 第4代 第5代 

继代增殖代数 

图 1 芽增殖率与增殖代数的相关性 

Figure 1 Relationship between multiplication rate of 

buds and different generations 

湿地松继代增殖率与增殖代数的负相关性也是影响湿地松继代快繁效率的重要因素之一，为此在湿 

地松继代增殖培养中，应根据增殖代数及继代增殖率的变化，适当提高培养基中6一BA的质量浓度。从 

本试验所开展的不同家系、不同激素组合对平均增殖率影响结果分析，6一BA在2．0—4．0 mg·L 对湿地 

松芽的分化均是适宜的。 

2．4 6-BA与NAA互作效应对快繁效率的影响 

通过大量的试验表明6-BA、NAA 2种激素组合后产生的互作效应对湿地松的继代增殖快繁有明显 

的负作用，即在极其微量的NAA 0．01 mg·L 存在下，对芽的伸长生长有促进作用，但却极大降低芽的 

增殖率，这与Pedro et al[3 开展的湿地松胚离体培养诱导不定芽的试验结果相同；而在无生长素NAA的 

培养基上，芽苗在分化为米粒大小的小芽后就基本上停止生长，为克服6-BA与NAA的负互作效应，本 

试验采用改进继代培养方式来简化继代培养步骤，即固体和液体2层培养法来避免6-BA与NAA的直接 

作用。试验选用改良B5为基本培养基，固体培养基单独添加6-BA 2．0 mg·L 不添加NAA和AC，试验 

用普通非抗病性家系CK1的第2代继代苗为材料。 

试验结果表明，在小芽苗转接增殖培养基20 d后再添加营养液或生长素溶液比在小芽苗转接同时 

添加营养液或生长素溶液更理想。从增殖率及苗高生长比较，3、4、5、6号培养基均能促进苗的增殖 

率及有效芽苗比率，但 5、6号培养基约有13％一15％的芽苗基部切口有大量愈伤组织，如图2所示。 

而3、4号培养基的丛生芽有效芽苗率有明显提高，3号的芽苗较4号的深绿色，如图3所示。试验结 

果证明，芽苗转接增殖后添加有效液体更能有效避免6一BA与NAA的负互作效应，小芽转接在单独添加 

6一BA的固体培养基上20 d，芽苗的分化过程已基本完成，在原有的固体培养基上添加含生长素NAA的 

溶液有利促进原分化小芽的伸长生长，提高有效苗比率。 
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图2 NAA促进芽苗切口愈伤组织形成 

Figure 2 NAA enhancing callus forming at the cut of buds 

3 结语 

图 3 在 3号培养基上生长40 d的丛生芽 

Figure 3 Buds cultured in test No．3 for 40 days 

湿地松离体培养器官发生及植株再生是湿地松组培快繁技术体系营建的重要途径之一。湿地松离体 

培养器官发生再生完整植株已有成功的报道，但还未见商业应用的报道。湿地松组培技术产业应用的主 

要障碍不仅在于组培苗生根困难、生根低，更重要的原因是组培继代周期长，继代培养程序多而复杂， 

增殖率不定等。 

湿地松抗病家系与非抗病家系问的继代增殖率存在显著差异，而同一家系内其个体继代增殖率也存 

在差异。利用家系内个体差异，在抗病家系内筛选继代增殖率相对较高的优良基因型以促进抗病湿地松 

组培快繁应用。 

湿地松继代增殖率与继代代数间的负相关性是组培快繁的障碍。在实际应用中，根据培养物继代增 

殖率，应适当提高细胞分裂素6-BA的浓度，以克服增殖率与继代代数的负相关性。同时掌握其再生过 

程中的生理生化变化规律，无疑是今后研究工作的重要内容。 

相关研究报道显示，湿地松的非抗病性基因型的增殖芽可达 8—12个 引，但大多为无效芽，通过 

伸长生长、壮苗培养等培养过程以促进有效苗的数量，不仅延长继代培养周期，而且将培养程序复杂 

化，增加成本，阻碍了快繁技术的产业化应用。 

继代培养通过固体培养与添加液体营养液的双层培养基的培养方式可有效解决湿地松组培继代培养 

中增殖率与有效芽苗率这一突出矛盾，同时缩短继代周期，简化培养程序。但该培养方式的产业化应用 

还需进一步的中试及相关操作工艺设备的改进，以降低组培苗成本。 
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