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红叶李离体茎段培养与微体快繁的研究 

刘长春 ，廖林正 ，雷光祥2，刘奕清 (1．重庆高校园林花卉工程研究中心，重庆400041；2．重庆铁路中心，重庆永川4o2168) 

摘要 [目的]为红叶李的商品化生产、遗传转化和品种定向改良奠定基础。[方法]以红叶李茎段为外植体，在 n 、1／2MS基本培养基中 
添加不同浓度的6-BA和NAA，研究不同激素浓度对红叶李增殖和生根的影响，建立红叶李的离体繁殖体系。[结果]适量浓度的6-BA 

和NAA组合比单独使用6-BA诱导率高，处理⑤(6-BA、NAA的浓度分别为l、0、0、2 l L)的诱导率达 75．O％，且腋芽生长良好。处理⑥ 

(6 BA、NAA的浓度分别为2．0、0．2m#L)的增殖系数为7、67，芽苗高度大于2 cm的芽数为4．76。适合红叶李生根的最佳IBA浓度为0．5 

Ⅱ L，生根率达98、3％。试管苗移栽成活率达85％以上。[结论]红叶李离体培养的最佳启动培养基为Ms+6-6-BA1．0Ⅱ L+NAA O．2 

mc／L，最佳增殖培养基为Ms+6-BA 2．0 mc／L+NAA 0．2Ⅱ L，最佳生根培养基为1／2MS+IBA0．5 L。 

关键词 红叶李；离体培养；快速繁殖 

中图分类号 $722．3 7 文献标识码 A 文章编号 晒17—6611(2o0s)21—08910—02 

Study on In Vitro Stem Culture and Rapid Propagation of Prum~cerasifera Ehrh．cv．Atropurpurea 

删 Chang-chun et al (Garden and[1ower EngineeringResearch Center ofChongqing Colleges，Chongqing400041) 

Abstract IObiective J The study aimedto hvⅡ1e basef0r colnil~rcial production，genetictransformationmad variety—directedimprovement ofPmnus 

cerasiferaⅡⅡh．cv．Alropurpurea．IMethodj WiIllthe stems ofP、eft／as琚ya asthe explants，6-BAandNAAwi山different concn、were addedintoMS and 

1／2MSmediun'lto studythe effect ofdifferent hormone concn．onthe proliferation and rooting ofP、cerasfera and establlshthein vitro propagation svstem 

ofP．cerasgfera．I Resuitl Theinduction rateinthecombination of6一BA，NAA andNAAwi山proper conch．was higherthan thatinthetreatmentwi山sin— 
gle 6-BA．T5 wi山 6-BA and NAA at 1．0 and 0．2 m L resp．could get the induction Of75．O％ and Yll~e axilla buds grow wel1．T6 山 6一BA an d NAA 

at 2．0and0．2m#L工esp．couldgetthe proliferation coefficient of7．67 andhadbuds of4．76whose heightwas over2 cm．The optimumIBA concn．suiat— 

able for roothlg of P．ceras ra was 0．5 m#L，with r0ot of98．3％． nle survival rate for transplanting oftube seedlings was over 85％．1Conclusionj 

The best initial ine~urrlfor in vitro culture of P．cera$掘l'a was MS+6一BA1．0Ⅱl L+NAA O．2 m#L，the best mediumfor proliferationwas MS +6一BA 

2．0 m#L+NAA+O．2 m#L and the best mediuin for rooti~was l／2 MS+IBA O．5 m#L． 
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红叶李(Prunus ceyasifera‘Atmpmlourea’)又名紫叶李，是 

蔷薇科李属植物，其叶色常年紫红，是园林中优良的彩叶树 

种，具有极高的观赏价值和广泛的园林应用价值H I2J。近年 

来，彩叶树种行情走俏，红叶李作为园林绿化中一种重要的 

观叶树种，市场需求量剧增。红叶李常规繁殖速度较慢，已 

不能满足巨大的市场需求，组培快繁是保持其优良性状和加 

快繁殖应用的主要手段。目前，有关红叶李的组织培养研究 

国内外相关报道甚少uj。通过红叶李茎段诱导腋芽萌发，形 

成丛生芽获得再生植株，能较好地保持其遗传稳定性。为 

此，笔者研究了不同激素浓度对红叶李增殖和生根的影响， 

建立了红叶李的离体繁殖体系，旨在为其商品化生产、遗传 

转化和品种定向改良奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 以重庆文理学院生物园内生长健壮且无病虫害 

的红叶李植株作母本，选取当年生半木质化枝条作外植体。 

1．2 方法 

1．2．1 外植体处理。于 2O06年 10月下旬将外植体取回实 

验室后用自来水冲洗 30 rain；用浓度 0．5 m#L GA3浸泡 30 

rain；在超净工作台上用浓度70％的酒精浸泡 30 s；浓度0。1％ 

HgC12消毒 10 min，其问不停振荡使消毒更彻底；无菌水清洗 

4～6次，备用。 

1．2．2 试验设计。 

(1)初代培养。消毒后的外植体切成1。0～1。5 crn的单 

芽茎段，接种于含有不同浓度的6-BA和 NAA的Ms培养基 

中。每处理接种 30杯，每杯接种 2个茎段，30 d后统计初代 
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诱导情况。 

(2)继代培养。将侧芽诱导获得的无菌苗切成带单芽的 

茎段，接种在附加不同浓度的6-BA和NAA的增殖培养基中。 

每处理重复 3次，每次接种 10杯，培养 30 d后统计试管苗的 

生长情况。 

(3)生根培养。选取生长一致的芽苗[(h±0．2)cm，带 2 

片完全叶]接种于含有不同 IBA浓度的 1／2 MS培养基中。 

每处理重复 3次，20 d后统计试管苗的生根情况。 

(4)试管苗移栽。当试管苗的根长至 1．0～1．5 cm时，在 

室内开瓶炼苗2 d，清洗干净培养基，并用浓度 0．1％的百菌 

清药液 肖毒后将试管苗移栽到草炭：珍珠岩体积比为 1：1的 

营养土中。 

1．2．3 培养条件。培养温度为(25±2)℃；光照时间为 14 

h／d，光照强度为 2 500 ix；培养基中含琼脂 0．5％、蔗糖 3％， 

pH值为6．0。 

1．2．4 试验统计。试验所获数据用生物统计学原理[ 进行 

试验统计分析，采用 DIS(Data P／ooess System)软件进行 Dan— 

can s新复极差法多重比较。 

2 结果与分析 

2．1 初代培养结果 不同浓度的激素配比对红叶李初代培 

养影响较大，培养30 d后结果表明(表 1)，各处理均能诱导腋 

芽的萌发，其中以处理⑤诱导效果最好，诱导率为75。0％。且 

腋芽生长良好(图1)。而处理③诱导率最差，为25。0％，且腋 

芽生长不正常，部分叶畸形、红色。笔者观察到处理⑤在培 

养 10 d后，腋芽最先开始萌发，其余各处理 15 d后也陆续开 

始萌发(图 2)。可见，适宜浓度的 6-BA和 NAA组合比单独 

使用 6-BA诱导率高。从诱导率和腋芽的生长情况来看，确 

定最佳启动培养基为Ms+6-BA1。0 mg／L+NAA0．2 mg／L 
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表 1 6-BA和NAA对红叶李外植体诱导的影响 

'Ikble 1 Effects of 6-BA and NAA Oil explants induo~nont of Prunus 

ceras／fera‘Atropmlzn~ 

注：接种数均为 6o株。 

Note：Theinoculation numberis 60． 

2．2 继代培养结果 适宜的增殖体系不但要有较高的增殖 

率，而且还对获得的芽苗长度有一定的要求，以利于生根培 

图1 红叶李初代培养情况 

魄 ．1 Initial culture of Prunus ceras／fera 

养，木本植物生根阶段所需要的芽苗高度一般大于2 cmL 。 

表 2表明，增殖系数以处理⑥最高，为7．67，且与其他处理间 

差异极显著。符合生根培养的芽苗数量仍以处理⑥为最佳， 

平均芽数为4．76，且与其他处理差异极显著。从增殖系数和 

芽苗高度 h≥2 CIII芽数综合考虑，最佳增殖配方为 MS+6一 

BA 2．0~z,／L+NAA0．2Ⅱ L(图3)。 

表2 6-BA和 NAA对红叶李继代培养的影响 

Table 2 Effects of6-BA and NAAon subculture of Prunus ceras／fera‘At- 

mpurpurea’ 

注：同列数据后不同小写字母表示在O．05水平有差异，不同大写字母 

表示在 O．O1水平有差异。下表同。 

Note：Different lowercases in a row mean differences at 0．05 level，different 

capital lettters Inean differences at O．O1 leve1．The saⅡ as follows． 

图2 红叶李丛生芽 

rig．2~~hdtiple shoot of Prunus ceras／fera 

图 4 红叶孪生根苗 

rig．4 Rooted seetllin~of Prunus ceras／fera 

2．3 生根培养结果 将试管芽苗接种在添加不同 IBA浓度 

的 1／2MS基本培养基上，培养 20 d后，随着 IBA浓度用量的 

升高，试管苗的平均株高、根数、生根率 3项生长指标都呈先 

上升后下降的变化趋势(表3)。表明适量的IBA用量能促进 

试管苗的生根，激素浓度较高时则抑制试管苗的生长。综合 

图3 红叶李继代培养情况 

地 ．3 Subo_flflwe of／~unus cer~／fera 

来看，适合于红叶李生根的最佳 IBA浓度为0．5 mg／L([N 4)。 

表3 IBA浓度对试管苗生根壮苗的影响 

lhble 3 Effects of IBA concentration On roo~ g and seedlillg strong of 

planflet 

2．4 试管苗的移栽结果 红叶李是木本植物，如炼苗不充 

分，将对试管苗移栽的成活率影响较大[引。试验结果表明， 

试管苗炼苗后，在注意通风保湿，遮阴及预防病虫害的条件 

下移栽成活率达85％以上。 

3 结论与讨论 

(1)最优化的增殖体系不但要求有较高的增殖率，而且 

(下转第 8965页) 
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产生的淀粉酶活性增强。说明热休克蛋白发挥了分子伴侣 

作用。 

2．2．4 对菌乙醇产量的影响。由图3可知，热休克蛋白使基 

因工程菌 BLAPH乙醇产量大大增加，达到了2．763 8 g／L。 

2．2．5 对菌细胞干重的影响。由图4可知，热休克蛋白使基 

因工程菌BLAPH细胞干重比BLAP细胞干重减少 22．48％。 

说明热休克蛋白使基因工程菌 BLAPH将更多碳源转化成 

乙醇 

霸 

董 

羹藿． 

图3 基因工程菌的乙醇产量 

rig．3 Eltmnol production ofg~aeflc englneer{ng strain 

图4 基因工程菌的细胞干重 

rig．4 Dry cell weight ofgarlic∞ 神 lg strain 

3 结论与讨论 

(1)研究结果表明，生产乙醇的基因工程枯草芽孢杆菌 

处于逆境时(如高温、高渗透压、高底物浓度、高盐浓度、DH 

值降低等)，其生长会受到抑制及发酵产物的生产率会降低， 

通过表达 sHsp，该基因工程菌获得对逆境产生的抗性。 

(2)Barbosa等研究证明，来自运动发酵单胞菌的 础 和 

adhB能够成功地在枯草芽孢杆菌中表达，并产生有活性的 

酶[3 3。笔者成功地构建了产生燃料乙醇的基因工程枯草芽 

孢杆菌，并研究了热休克蛋白对生产燃料乙醇基因工程菌的 

影响 创新之处在于将热休克蛋白基因导入产生燃料乙醇 

的基因工程枯草芽孢杆菌中。研究结果表明，在高温和高乙 

醇浓度逆境条件下，热休克蛋白能够使产燃料乙醇的基因工 

程菌温度耐受性提高，乙醇产量提高，生物量(细胞干重) 

减少。 

(3)初步研究了热休克蛋白对生产燃料乙醇基因工程菌 

抗逆性的影响，为进一步研究热休克蛋白对生产燃料乙醇基 

因工程菌的耐酸性、耐碱性、耐高盐浓度和耐木质纤维素水 

解液的能力等研究工作提供参考，也为改进和构建能高效利 

用木质纤维素水解液产乙醇的基因工程菌奠定基础。 

(4)利用的载体pLac带有Iac启动子，经研究改造后不需 

要诱导就可以表达。利用的表达宿主菌为枯草芽孢杆菌。 

选择枯草芽孢杆菌作为乙醇生产宿主菌的优点在于其具有 

更广泛的底物利用范围(ti够利用各种碳水化合物)；具有一 

定的乙醇耐受性；在食品工业上已经被广泛应用，被认为是 

安全的；枯草芽孢杆菌发酵生产乙醇后的副产品(如蛋白酶、 

淀粉酶和脂肪酶以及维生素等有益代谢产物)可以作为动物 

的饲料等。 
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还要有正常的形态、颜色以及便于转接所需要的小植株茎 

高。。J。综合来看，红叶李不定芽的增殖以 MS+6-BA 1．0 

mg／L+NAA 0．2 mg／L为宜。最佳生根培养基为 1／2 MS+ 

IBA 0．5 mg／L，生根率为98．3％。 

(2)红叶李作为一种重要的木本观叶植物，利用组织培 

养繁殖优质种苗有一定的理论意义与实际应用价值。马林 

等采用红叶李春发新梢的茎尖、腋芽、茎段和叶片作外植体 

进行了组织培养研究，结果显示，以茎尖为外植体诱导效果 

最好，以茎段为外植体则只能诱导出愈伤组织，而叶片的诱 

导效果不明显l2J。该试验结果表明：以单芽茎段为外植体在 

试验所有处理中均能诱导产生丛生芽，诱导茎段腋芽的萌发 

取决于多种因素，包括外植体取材的部位、季节、消毒时间、 

培养基的选择和植物激素的种类及浓度等[7-8]。 
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