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窄冠白杨组培快繁与再生体 系的 
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建立 

摘 要：以窄冠白杨为试材，对其组培快繁与再生体系的建立进行了初步的研究。研究表明．抗氧化剂聚 

乙烯吡咯烷酮(PVP)和抗坏血酸(Vc)能有效降低外植体的褐化；该品种外植体增殖的最适培养基为 

1／2MS+BA0．3mg／L+NAA0 05mg／L，平均分化率为 87％，增殖系数 达 7．5倍 ，与其 它处理组合均呈极 显著 

差异。硝普钠(SNP)12mg／L极显著地促进叶片不定芽分化，其再生频率与再生芽个数分别达到 96．5％与 

8．2。窄冠 白杨适 宜的生根培养基 为 I／2MS+IBA0．3mg／L。 
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Tissue Culture and Regeneration System from Leaves of 

Populus Leucopyramidal~ in vitro 

Li Jihong，Xing Shiyan，Jiao Zhen，Liu Guoxing，Zhang Youpeng 

(College of Forest Shandong Agricttlture University，Tai’an 271018) 

Abstract：In this report，tissue culture and regeneration system from leaves in vitro have been extensively in— 

vestigated utilizing Populus Leucopyramidalis as experiment materials．The results showed that the anti-oxi- 

dation materials po1yviny1pyrr0nd0ne (PVP)and ascorbic acid (Vc)decreased browning efficiently；the best 

medium for proliferation was 1／2 MS+ BA0．3mg／L + NAA O．05mg／L with differentiation percentage of 87％ 

and proliferation multiples of 7．5 respectively，and there was a great significant difference compared with oth- 

er treatments．The differentiation and regeneration of adventitious shoot from leaves increased significantly in 

the medium MS containing BA0．3mg／L and NAAO．05mg／L supplemented with 12mg／L sodium nitroprusside 

(SN P)in which regeneration frequency and average number of shoots were 100％ and 12 respectively．The 

best rooting medium was 1／2 MS+IBA0．3mg／L ． 
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窄冠 白杨 1号、3号、6号 (populus leucopyrami— 

dalis 1，3，6L 、L，、L )是山东农业大学庞金宣等人通 

过杂交选育出的，适合农林间作的优 良无性系。该无 

性系与农作物间作，能不降低农作物产量而增加农民 

收入 1，受到广大农民群众的普遍欢迎 ，在山东、河 

北、北京、天津、河南、山西、陕西、甘肃、青海、宁夏等地 

进行推广，具有广阔的发展前景。但是，目前窄冠白杨 

苗木的繁殖方法主要是“一条鞭芽接”和炮捻接，该方 

法费工费时，繁殖周期长，繁殖数量受繁殖材料的限 

制，大大制约了其推广应用 。采用植物组织培养实现 

苗木的快速繁殖，是一条行之有效的方法。窄冠白杨组 

培快繁方面的研究未见其报道 6]。完善窄冠白杨的性 

状，对其进行遗传转化，需要建立高效再生体系。 

该文以窄冠白杨 1号的茎段、叶片为材料，采用正 

交试验的方法，研究植物生长调节剂对茎段诱导、增殖 

及生根的影响；探讨 NO供体硝普钠(SNP)对叶片不定 

芽再生的影响，为建立完善的窄冠白杨离体再生与遗 

传转化体系奠定基础。 

基金项目：国家重点推广‘项目“窄冠黑杨与窄，冠黑白杨推厂‘项 目”(2003EC000219)。 
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1 材料与方法 

1．1试验 材料 

窄冠 白杨 1号 (populus leucopyramidali~1，L1)， 

2007年 1月上旬取材于山东农业大学南校区实习基 

地一年生萌生条，剪成 30 cm长短的茎段，置于光照培 

养箱中进行水培，待芽长出嫩梢及叶片时作为外植体 

进行接种。 

1．2 试 验 方 法 

1_2．1防止外植体褐化的试验 前期无菌体系建立的试 

验中外植体的褐化严重，制约窄冠白杨再生体系的建 

立，故采用抗氧化剂进行外植体的预处理，可以减轻醌 

类物质的毒害。 

试验中，选用聚乙烯吡咯烷酮 (PVP)、抗坏血酸 

(Vc)、活性炭 (AC)3种抗氧化剂进行防止外植体褐 

化的试验 ，设 PVP为 O．5、1．0、3．0g／L 3个水平 ，Vc 

为 1．0、3．0、5．0mg／L 3个水平 ，AC为 0．5、1．0、3．Og 3 

个水平，采用 L9(3 )的正交试验，共 9个组合。培养 

20d后观察统计数据。探讨窄冠白杨抗褐化的最佳 

方法。 

1．2．2 不 同激素配 比对窄冠 白杨 茎段不定芽增殖 的影 

响 以 1／2MS培养基为基本配养基，设 BA0．1、O_3、 

O．5mg／L 3个水平，NAA0．1、O．05、0．01mg／L 3个水平的 

双因素试验，共 9个组合。培养 35d后观察统计分化率 

和增殖倍数。 

1．2．3 NO供体硝普钠fSNF)对窄冠 白杨叶片再生的影 

响 试验以窄冠白杨 1号室内水培的叶片为外植体，将 

其接种到含有BA0．3mg／L、NAA0．05mg／L，附以O、3、 

6、9、12、15、18 mg／L 7个不同浓度硝普钠的培养基 

上。接种 60d后观察叶片的再生情况，以O．5cm 以上的 

芽为有效芽，并记录数据。 

1．2．4 IBA对窄冠 白杨不定芽生根的影响 以 1／2MS 

培养基为基本培养基，设定 IBA为 0、0．1、0_3、0．5、0．7、 

1．0mg／L 6个组合的单因素试验。培养25d后统计其生 

根率及生根条数。 

1．2．5数据采集与统计 以上各试验接种 1O瓶，每瓶接 

种 3个外植体，设 3次重复。数据采用 SAS软件进行 

统计分析。褐化率 一褐化的外植体个数 ／接种的外植 

体个数；分化率 =外植体茎段分化的个数 ／外植体茎 

段分化的总数；再生频率 =再生叶片数 ／接种叶片总 

数；增值倍数 一再生不定芽总数 ／接种叶片总数。 

1．2．6培养条件 1／2MS为基本培养基，蔗糖为 30g／L， 

琼脂为 7g／L，pH为 5．8～6．2，培养室温度控制在 254- 

3℃，光照强度 2000 lx左右，光照时问为每天 12h。 

2 结果与分析 

2．1不同抗氧化剂对抑制 窄冠白杨叶片褐化的影响 

不同抗氧化剂对抑制窄冠白杨叶片褐化的影响明 

显不同(见表 1)。PVP和 Vc对抑制窄冠白杨的褐化均 

达到极显著水平，而 AC的作用不明显。当 PVP为 

O．5g／L、Vc为 3．0mg／L、AC为 1．0g／L时即 2号处理对 

窄冠白杨 1号的褐化抑制最为明显，褐化降低率达 

75．4％，显著高于其它处理。因此，使用 PVP和 Vc这两 

种抗氧化剂能有效抑制窄冠白杨叶片的褐化。 

表 1不同抗氧化剂对抑制窄冠白杨叶片褐化的影响 

处理序号 PVP／(g·L ) Vc／ (mg·L ) 活性炭 ／(g·L ) 褐化降低率 ／％ 

43．8±3．23cCD 

75．4±4．16aA 

6O．6±2．37bB 

28．9±2．20dE 

47．2±2．48cC 

35．6±2．17dDE 

7．2±0．98fF 

33．9±2．25dDE 

15．2±1．39eF 

注：褐化降低率=ck褐化率一添加不同抗氧化剂的褐化率。 表示差异显著(a=O．05)： 表示差异极显著(a=O．01)。大小写字母表示 0．01和 0．05 

显著性差异。下同。 

2．2不同激素配比对窄冠白杨外植体茎段不定芽增殖 

的影响 

为了达到较好的茎段分化及增殖 目的，设计 BA 

与 NAA对窄冠白杨外植体茎段不定芽增殖的双因素 

试验。由表2可以看出，不同的激素配比对茎段分化及 

增殖倍数是不同的。窄冠白杨 1号在 BA0．3mg／L和 

NAA0．05mg／L激素配比即 5号处理组合条件下效果 

最佳，其平均分化率为 87％，增殖倍数达7．5倍，与其 

它处理呈极显著差异，为窄冠白杨 1号茎段分化及增 

殖的最适宜的激素配比． 

1  2  3  4  5  6  7  8  9  
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经方差分析显示，BA和 NAA对窄冠白杨 l号平 

均分化率和增殖系数均达到极显著水平。新复极差多 

重比较表明，BA0．3mg／L与 0．1、0．5之间差异均达到极 

显著水平，NAA0．05mg／L和 0．1、0．01之间差异极显 

著。因此这个无性系茎段分化与增殖的最适培养基为 

1／2MS+BA0．3mg／L+NAA0．05mg／L+琼脂 8gin+蔗糖 

25g／L(见图 l，2)。 

2．3 SNP对窄冠 白杨叶片不定芽再生的影响 

窄冠白杨 l号叶片初代培养褐化严重，分化与再 

生能力极低，白杨派叶片再生尽管也有报道，但多均采 

图 1 窄冠白杨 1号外植体的分化 

用瓶苗叶片，而且叶片再生能力较低 ，若能直接利 

用预培养的材料诱导形成再生体系，即简化了培养程 

序，缩短了培养时间；同时又能为尽快进行基因转化提 

供了基础。近年来 NO作为植物的信号转导到物质，被 

人们广泛关注，对其研究涉及面较广}81。一氧化氮能够 

调节植物的生长发育[9]，能否诱导植物叶片形成再生体 

系 ，故该试验 在 1／2MS+BA0．3mg／L+NAA0．05 mg／L 

培养中再加入 NO供体 SNP以考察 NO的效果，试验 

结果见表 3。 

由表 3可知，在无硝普钠的培养基中 (即 CK1、 

图 2 窄冠 白杨 1号外植体 的增值 

表 3 SNP对 窄冠 白杨叶片再生的影晌 

注：CK1不添加任何激素仅为 1／2MS基本培养基；CK2为不添加 SNP的 1／2MS+BA0．3mg／L+NAA0．05mg／L培养基。 
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CK2)，仅有两个叶片产生不定芽，每个叶片也仅分化 

出两个芽，而加入硝普钠后再生频率和每片叶再生的 

芽个数都明显增加。随着硝普钠浓度的逐渐提高，窄冠 

白杨 1号叶片再生频率与每片叶再生芽个数不断提 

高，而当硝普钠浓度达到 12 mg／L时再生频率达到最 

高为96．5％，且每片叶再生芽个数均达到 8．2个，并且 

与其它处理均达到极显著差异。由表 3可见，硝普钠对 

窄冠白杨 1号叶片的再生有明显的促进作用，其中以 

浓度为 12 mg／L时效果最好(见图3，4)。随着浓度的 

增加，出现了明显的剂量效益，分化与再生受到抑制。 

当 18mg／L是，再生频率仅为 10％，每片叶再生芽个数 

只有 1．7个。 

2．4 不同浓度的 mA对窄冠 白杨不定芽生根的影响 

试验结果表明，窄冠白杨 1号在 IBA0．3medL的 

条件下，生根状况表现最好，生根率达 95．4％，嫩梢生 

根条数为 8．5，与其它浓度呈显著差异(见图5，6)及f图 

7，8)。当IBA浓度增加到 0．5～1．0 mg／L时，由于 IBA 

的浓度偏高，窄冠白杨 1号生根率及生根条数逐渐降 

低 。 因此 ，窄冠 白杨 1号 适宜 的生根培养 基为 

1／2MS+IBA0．3mg +2og／L蔗糖 +琼脂 7g／L。 

图 3 硝普钠诱导 窄冠 白杨 1号 叶片 的再 生(重复 1) 图 4 硝普钠诱导 窄冠 白杨 1号 叶片 的再 生(重复 2) 
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图 5ⅢA对窄冠白杨不定芽生根率的影响 
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图6ⅢA对窄冠白杨不定芽生根条数的影响 

图 7 IBA对窄冠白杨 1号不定芽生根的影响(取出生根苗) 图 8 IBA对窄冠白杨 1号不定芽生根的影响(瓶内生根苗) 
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3 讨 论 

外植体在培养过程中体内的多酚氧化酶被激活， 

使细胞里的酚类物质氧化成棕褐色的醌类物质，醌类 

物质在酪氨酸酶的作用下，使外植体的蛋白质聚合，生 

长停顿，最终导致外植体的死亡[71。褐化不但向外扩散 

导致培养基逐渐变成褐色，而且还会抑制其他酶的活 

性，严重影响外植体的脱分化和器官分化，造成培养失 

败，这己成为组织培养中的一个棘手问题，同时也成为 

植物快繁体系建立的一大障碍，这种现象与菌类污染 

和过度含水化(玻璃化)并称为植物组织培养中的三大 

难题[10】，尤其是褐变。因此，能否有效地控制褐变是组 

培能否成功的关键。由于窄冠白杨 1号材料本身的特 

殊性，褐化较为严重。试验探讨了三种抗氧化剂即聚乙 

烯吡咯烷酮 (PVP)、抗坏血酸(Vc)、活性炭 (AC)在防 

止外植体褐化中的作用，其中使用 PVP和 Vc这两种 

抗氧化剂能有效的抑制窄冠白杨叶片的褐化。 

NO是植物的重要生物活性分子，它参与植物生 

长发育的许多过程【9J，如种子萌发、下胚轴伸长、叶扩 

展、根生长、侧根形成、细胞凋亡以及植物抗逆反应等。 

由于植物的大多数生长发育现象都受到植物激素的调 

节和控制，NO与植物激素之间的关系也受到越来越 

多的关注，通过激素起作用可能是植物内源NO作用 

的机理之一嘲。外源 IAA、ABA和 CTK处理均导致植 

物体内N O的升高，那么它们之间是怎样协同发挥功 

能的，将是植物学家和植物生理学家研究的一个热点 

方向。已有大量的实验证明NO参与了植物生长发育 

的各个方面，从这些研究中不难看出NO与植物激素 

有着千丝万缕的关系。事实上，由于植物生长发育及对 

环境反应等各个方面均受到激素的调节，N0作用于 

植物系统就不可能不涉及植物激素。此试验则发现 

SNP可极显著地诱导窄冠白杨 1号叶片不定芽分化。 

Tunt“】等(2001)发现细胞分裂素能快速刺激NO的产 

生，在生长素存在的情况下 NO又能促进叶片原生质 

体细胞分裂与体细胞胚的形成，并且NO与生长素相 

互作用共同调控植物细胞的脱分化与再分化过程 】。 
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