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箭杆杨组织培养再生体系的建立 
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[摘 要] 【目的】探讨常温下适宜箭杆杨试管苗腋芽增殖 、生根的最佳培养条件。【方法】以MS培养为基本培 

养基 ，附加不 同浓度 的吲哚丁酸(IBA)、萘乙酸(NAA)以及 6一氨苄基腺嘌呤 (6-BA)组成试验培养基 ，对箭杆杨组织进 

行培养，观察其生根情况和愈伤组织诱导情况。【结果】箭杆杨脱分化最佳培养基为 ：MS+1．0 mg／I 6-BA+0．1 

mg／L IBA，该条件下的愈伤组织诱导率为 9O ；不定芽分化诱导培养基为：t／2MS+0．1 mg／L IBA+0、5 mg／L 

6-BA，该条件下的诱导分化率为 67．1 ；芽增殖培养基为：MS+1．0 mg／I 6-BA+0．1mg／L IBA，该条件下的增殖数 

为 5．8；最佳生根培养基为 ：1／2MS+1．0 mg／L IBA，该条件下的生根率为81．3 。【结论】建立了箭杆杨组织培养再 

生体系，为其种质资源的试管保存奠定了基础。 
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Establ ishment of tissue culture regeneration system of 

populus nigra var thevestina 

TAO Yan—zheng ，LI Feng ，LI Yi 

(1 Gaolan Mountain Afforestation Station of Chengguan District，Lanzhou，Gansu 730000，China； 

2 College of Forestry Gansu Agricultural University，Lanzhou，Gansu 730070，China) 

Abstract：[Obj ectivel The study is to Explore the best culture condition of axillary buds mutiplication 

and rooting in Populus nigra var thevestina tissue culture under normal temperature．[Methodl With the 

basic MS medium added with different concentrations of IBA．NAA and 6-BA．the rooting and callus induc— 

tion were observed．INesultl The best medium for dedifferentiati0n was MS+6-BA 1．0 mg／I +IBA 0．1 

mg／L，the frequency of callus induction was 90 ；The ideal medium for induction and differentiation of the 

callus was 1／2MS+IBA 0．1 mg／I +6-BA 0．5 mg／L，induction and differentiation rate was 67．1 ；The medium 

for shoot proliferation was MS+6-BA 1．0 mg／L+IBA 0．1mg／L，proliferation number was 5．8；The optimum me— 

dium for producing roots was 1／2MS+IBA 1．0 mg／L with 81．3 rooting ratio．[Conclusionl The tissue cul— 

ture regeneration system was established，which laid a basis for the storage invitro of germplasm resources． 

Key words：Populus nigra var thevestina；tissue culture；callus；differentiation；rooting 

箭杆杨 (Populus nigraL．Var．thevestina)是我 

国西北地区主要农田防护林及“四旁”绿化树种 。 

近年来 ，由于环境恶化和人为破坏加剧 ，许多优 良种 

质资源 日趋 减少 。同时，农 田防护林及“四旁”绿化 
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林现已到达采伐期，若不及时采取保护措施，箭杆杨 

优良种质资源将遭受严重破坏，甚至消亡。 

在传统 的林业生产 中，种质资源主要依靠 田间 

定植得 以保存 ，需 占用大量 的土地。这种保存方法 
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既浪费土地资源，又需大量的人力去种植与管护。 

利用生物技术对树木 的组 织或细胞 进行培养和保 

存，不仅保存迅速、保存量大、可在短期内获得大量 

无性系后代 ，而且保存所 占空问很小 ，可节省土地资 

源、降低保存成本。利用组织培养方法进行种质资 

源离体保存已有许多报道。张力平等 对葡萄种质 

资源保存 的研究结果表明，在培养基中加入适量多 

效唑可以有效延长继代周期 ，减少保存成本 。王大 

元等 在柑桔种质资源保存 的研究中发现 ，组织培 

养方法可以大大减少保存所 占空间、保存手续简便 、 

保存的培养物有可能大量再生繁殖。李毅等 对毛 

白杨 的研 究 表 明 ，MS+ 0．5 mg／I 6-BA + 0．1 

mg／I IAA对愈伤组织诱导率可达 90 。但 至今 

尚未见用组织培养方法保存箭杆杨 种质资源的报 

道。为此 ，本试验对箭杆杨进行了组织培养研究 ，旨 

在探索常温下适宜箭杆杨试管苗腋芽增殖、生根的 

最佳培养条件，为箭杆杨种质资源的保存和快速繁 

殖提供科学依据。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

1．1．1 箭杆杨枝条 2005—03从甘肃张掖 、武威选 

取箭杆杨优 良单株 ，采集休眠枝条作为研究材料 ，带 

回实验室进行水培催芽。 

1．1．2 试 剂 吲哚丁酸(IBA)、萘乙酸(NAA)均 

为天津市精细化工研究所生产；6-氨苄基腺嘌呤(6- 

BA)为国药集团化学试剂有限公司生产。 

1．2 箭杆杨外植体的获取 

剪取箭杆杨 1年生带芽茎段，每段保留 2个侧 

芽，用洗衣粉液漂洗 30 min，再用体积分数 75 酒 

精浸泡 10 S、1 g／I HgC1溶液浸泡 10 min，无菌蒸 

馏水 冲洗 3～4次，置 于无激素 MS培养基上培养 。 

8 d后叶片展开 ，将叶片切成 0．5 cm×0．5 cm 的小 

块 ，接种于不同激素配比的 MS脱分化培养基中诱 

导愈伤组织。 

1．3 箭杆杨愈伤组织诱导培养基的筛选 

培养基是影 响林 木组织培养 成败的最 主要 因 

素 ，只有在适宜的生长、分化培养基 中，植物才能表 

现出细胞的全能性，获得较高的分化率，从而实现快 

速繁殖。在实际应用中，往往根据植物种类及其部 

位选择不同的培养基_4]。本研究以 MS为基本培养 

基，IBA质量浓度设 0．1，0．5和 1．0 mg／I 3个水 

平 ，6-BA质量浓度设置 为 0．5，1．0和 1．5 mg／I 3 

个水平 ，在培养室温度 (25--+-2)℃、光照 14 h和光 

强 1 5O0～2 000 lx条件下，进行 2因素 3水平正交 

试验 。培养基中蔗糖质量浓度 为 20 g／I ，琼脂质量 

浓度为 4 g／I 。根据愈伤组织诱导率和生长速度， 

筛选适宜的箭杆杨愈伤组织诱导培养基。 

1．4 箭杆杨愈伤组织再分化培养与芽增殖培养基 

的筛选 

以 MS为基本培养基，附加不同种类生长素与 

6一BA组成 5种培养基 ：MS+0．5 mg／L NAA+0．5 

mg／I 6-BA；MS+ 0．1 mg／I NAA+ 0．5 mg／L 

6-BA；MS+0．5 mg／L IBA+0．5 mg／L 6-BA；MS 

+0．1 mg／I IBA+0．5 mg／I 6-BA 和 1／2MS+0．1 

mg／I IBA+0．5 mg／I 6-BA。在上述 5种培养基 

中接种箭杆杨愈伤组织 ，进行再分化研究。 

从带芽茎段 上剪取无菌腋芽 ，分 别接 种 MS+ 

0．5 mg／L 6-BA、MS+ 1．0 mg／I 6-BA、MS+0．5 

mg／L 6-BA + 0．1 mg／I IBA 和 MS+ 1．0 mg／L 

6-BA+0．1 mg／I IBA 4种培养基，进行培养 ，30 d 

后检测腋芽增殖数及生长发育情况。 

1．5 箭杆杨生根培养基的筛选 

分别以 MS和 1／2 MS为基本培养基，向其中 

添加 IBA和 NAA构成生根培养基 ，IBA和 NAA 2 

种生长素的添加量均设 0．5，1．0和 1．2 mg／L 3个 

水平 ，培养基 中蔗糖 、琼脂浓度 同 1．3节。以生长 

2O～30 d的箭杆杨试管苗为继代 材料 ，剪取带一个 

叶片、长度 3～4 cm 的茎段 ，转接到上述生根培养基 

中，进行生根试验 ，培养条件同 1．3节 。 

上述试验各处理均重复 3次，每次20瓶。 

2 结果与分析 

2．1 不同培养基对箭杆杨愈伤组织诱导的影响 

外源激 素 6-BA与 IBA配比，对箭杆杨 愈伤组 

织的诱导有较大影响。由表 1可知，6～BA浓度对愈 

伤组织的产生起关键作用，0．5 mg／I 6-BA 与不 同 

质量浓度的 IBA配比后 ，对箭杆杨愈伤组织的诱导 

率为 31．2％～35．6 ，且以小 团块愈伤组织 (直径 

≤2 mm)居多 ，占84 以上 ，其中以MS+0．5 mg／L 

6-BA+0．1 mg／I IBA最为明显 ，达到 88．6 ；1．0 

mg／L 6-BA与不 同质量浓度 IBA配比后，对箭杆杨 

愈伤组织的诱导率较高，为 72．8 ～90．0 ；1．5 

mg／I 6-BA与不 同质量浓度 IBA配比后，对箭杆杨 

愈伤组织的诱导率为 65．1 ～67．3 ，愈伤 组织生 

长迅速 ，直径 >2 mm 的团块 占 90 以上 ，其 中以 

MS+1．5 mg／I 6-BA+1．0 mg／L IBA最为明显 ， 

达 93．5 。综合诱导率和生长速度两 因素 ，MS+ 
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2．2 不同培养基对 箭杆杨愈伤组织再分化与不定 

芽形成的影响 

将长势 良好的愈伤组织转入低细胞分裂素培养 

基中，进行不定芽分化 培养。由表 2可知，IBA／6一 

BA配 比的诱导效果优于 NAA／6一BA 配比；诱 导率 

随生长素(NAA和IBA)质量浓度的下降而升高；诱 

大量元素的减少而提前。NAA／6一BA配比培养的 

愈伤组织可直接诱导出不定根，而不定芽诱导率很 

低，组织较容易褐变；IBA／6一BA配比可提高不定芽 

的诱导率，但不定芽有玻璃化现象 ；1／2 MS培养基可 

有效降低玻璃化试管苗的形成。综上可知，1／2MS+ 

0．1 mg／L IBA+0．5 mg／L 6-BA是箭杆杨愈伤组织 

导时间随 NAA 和 IBA质量浓度的下降而缩短 ，随 再分化和不定芽形成的较适宜诱导培养基 。 

表 2 不 同培 养基对 箭杆杨不定芽分化诱导 的影 响 

Table 2 Effect of different media on adventitious shoot induction 

2．3 不 同激素配比对箭杆杨腋芽试管快速增殖的 

影响 

由表 3可知 ，6-BA 与 IBA搭配对腋芽 的增殖 

效果优于其单独使用 ，不含 IBA 的培养基 ，腋芽增 

殖少，且生长缓慢；腋芽增殖数与 6-BA的质量浓度 

正相关 。 

表 3 不同激素配比对箭杆杨腋芽增殖的影响 

Table 3 Effect of different hormone associations on axillary shoot 

2．4 不同激素对箭杆杨生根的影响 

诱导生根是植物组织 培养繁殖 的关键环 节之 

一

。 由表 4可知 ，各种质量浓度 NAA与 IBA对箭 

杆杨试管苗生根均有较好的诱导效果，且随其质量 

浓度的提高，诱导率也增大。从基本培养基选择来 

看 ，1／2 MS更有利于生根 。从试管苗根发生数量与 

根形成的质量综合考虑，1／2 MS+1．0 mg／L IBA 

为箭杆杨的适宜生根培养基 。 
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表 4 不同激素对箭杆杨试管苗生根的影响 

Table 4 Effect of different hormones on root formation 

3 讨论与结论 

3．1 外植体消毒 

灭菌是植物组织培养工作中的重要环节，对大 

多数植物来说 ，采用新生 的或新抽 的枝条、叶、茎尖 

为材料，污染率可下降 20 ～30 ]。污染因素很 

多，灭菌时既要求将外植体表面的微生物彻底杀死， 

又要求尽可能少伤害外植体组织和表层细胞。现常 

用的灭菌剂有 ：乙醇、次氯酸盐、氯化汞和抗生素类 

杀菌剂等。灭菌剂和灭菌程序的选择应视外植体的 

具体情况而定 ，从野外采来的材料 ，菌类物质易粘附 

其上，在做组织培养时不易消毒。因此 ，必须根据取 

材时间、材料幼嫩程度、材料类型，来选择消毒剂 、消 

毒程序和消毒 时间[6 82。本研究箭杆杨枝条取 自 3 

月底，将其带 回室 内冲洗干净 ，放人培养室 内水培， 

待培养出嫩芽后 ，以其为初始培养材料进行组织培 

养 ，由于芽是在室 内长出的，翠嫩易受伤害 ，故应适 

当减小酒精的消毒时间。本研究采用洗衣粉水漂洗 

30 min，然后酒精杀菌 10 S，最后 1 g／L HgC1处理 

10 min，无菌水冲洗 3～4次的程序来消毒，结果污 

染率可控制在 10 以下 ，成活率达到 100 。另外， 

水培过程中，喷洒适当浓度的 84消毒液，对减小污 

染也有 良好 的作用。 

3．2 培养基及盐类对杨树苗木组织培养的影响 

在离体条件下，植物组织生长所需养分一般 由 

基本培养基 提供。目前 常用的基本 培养基有 MS 

(包括 1／2 MS、1／3 MS)、KC、white和 Nitch等，其 

中应用最多的是 MS培养基及 1／2 MS培养基，其 

营养丰富且全面。在木本植物的组织培养 中，还有 

B5和 H 等培养基 。本试验选 择的基本培 养基是 

MS及 1／2 MS培养基，结果显示 ，在箭杆杨 的初代 

培养及苗木生根培养中，采用 1／2 MS培养基效果 

较好。 

3．3 激素配比对杨树愈伤组织诱导的影响 

对杨树组织培养 的研究表 明，植物生长调节剂 

中的细胞分裂素与生长素，是诱导外植体脱分化的 

主要因素，其种类和浓度配比对愈伤组织的诱导影 

响很大l9。 。本试验结果表 明，1．0 mg／L 6-BA+ 

0．5 mg／L IBA对箭杆杨愈伤组织诱导率最高，达 

90 ，为箭杆杨愈伤组织诱导的适宜激素配比。 

3．4 愈伤组织的再分化与腋芽的增殖 

对木本植物组织培养的研究表明，植物生长素 

种类及其与细胞分裂素的配比，是影响愈伤组织再 

分化和胚状体发生的关键[1 。本试验中，IBA的诱 

导作用要高于 NAA，其中以 1／2 Ms+0．1 mg／L 

IBA+0．5 mg／L 6-BA培养基对不定芽的诱导分化 

效果最佳。一般认为，以愈伤组织分化成的苗作为 

商品化苗木容易引起培养物的变异，很难保持其亲 

本特有性状，其原因是：(1)激活的外植体经愈伤组 

织分化形成不定芽和根需较长时间；(2)愈伤组织在 
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长时间培养过程中，幼芽分化遗传畸变及生根响应 

中的变异性 ，导致 随后的生长 响应或形态学上 的优 

良性状发生变异口 ̈ ]。本试验结果表 明，MS+1．0 

mg／I 6一BA+0．1 mg／L IBA 为箭杆杨芽增殖 的适 

宜培养基。 

3．5 试管苗根的形成 

植物激素中，生长素对根的形成具有重要作 

用[9]。在一定范围内，试 管苗的生根率 与生长素在 

培养基 中的含量呈正相关 ；过量时 ，则会形成大量的 

愈伤组织 团块而导致输导组织不畅，影 响苗木生长 

和移栽成活 。本试验发现 ，MS+1．0 mg／L IBA为 

比较理想的箭杆杨生根培养基。 

3．6 愈伤组织继代培养中材料 的褐化与试管苗的 

玻璃化 问题 

愈伤组织继代中的褐化与试管苗玻璃化问题， 

始终是林木组织培养的难题 。培养材料和培养 

条件(如湿度、光照、无机盐成分 、蔗糖浓度等)均会 

影响到褐化 。 。李毅 朝对箭胡 毛杨试管苗 褐化 

的研究结果表明，蔗糖浓度 的大小与褐变 开始 的时 

间成反 比。郝 贵霞[1 ]对 毛 白杨玻璃化成 因的研 究 

表明，培养容器 的透气性和相对湿度是导致毛白杨 

产生玻璃化的重要因素。本试验发现，在箭杆杨试 

管苗培养过程中，愈伤组织在50~60 d开始出现褐化 

现象，对不定芽的诱导产生抑制作用，通过降低培养 

基中大量元素的含量，可以有效地降低玻璃化苗的发 

生率 。 
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