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杨树湿地松组织培养愈伤组织耐盐性*
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摘　要　对杨树无性系 N L-80105, N L-80106, N L-80117和湿地松组织培养愈伤组

织的耐盐性进行了研究。结果表明: 以 MS为基本培养基 ,添加 2, 4-D 2. 0 mg· kg
-1

和 K T 0. 5 mg· kg-1 , 诱导这些树种愈伤组织效果好 ; 在含氯化钠的培养基上 ,杨树

不同器官外植体的愈伤组织诱导能力和耐盐程度有差异 , 外植体茎、 叶比根强 ; 杨

树继代愈伤组织的耐盐能力显著高于湿地松 , 这与植株水平的耐盐性相一致 , 表明

用愈伤组织鉴别这些植物耐盐性的方法是可行的。
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　　研究和改良植物的抗盐性 , 一般都是通过常规的育种程序来实现。 然而 , 组织培养技术

为研究和改良植物的抗盐性提供了一种新的良好的方法。利用植物组织培养产生的愈伤组织

进行耐盐突变体选择和鉴别植物耐盐程度 , 在不少植物中取得了可喜的进展
〔 1〕
。 本文以杨树

(南方型 )、 湿地松为对象 , 对其组织培养愈伤组织耐盐性进行测定 , 并探讨组织与植株之间

的耐盐性的关系以及为选择耐盐突变体提供基础。

1　材料与方法

1. 1　供试树种

本试验以杨树无性系 N L-80105, N L-80106, N L-80117和湿地松 (Pinus el liott ii )为材

料 , 其中 3个杨树无性系是由南京林业大学从 Populus deltoides cv. “ LUX” / ( ex-I-69 /55)

× P . simonii的 F1代中筛选出来的速生优良无性系。



1. 2　愈伤组织诱导

以 MS ( Murashige和 Skoog培养基 )为基本培养基 , 添加 2, 4-D 2. 0 mg· kg
- 1 , KT

(激动素 ) 0. 5 mg· kg
- 1 , p H为 5. 8, 琼脂 0. 7%～ 0. 8% 。培养基分装于 125 m L的三角烧瓶

中 , 灭菌后待用。

取去芽的茎段 , 洗净 , 经 700. 0 g· L
- 1乙醇 30s和 1. 0 g· L

- 1升汞 6～ 8 min消毒 , 用无

菌水冲洗 4次。去皮及两头 , 取韧皮部切成 1. 0 mm× 2. 0 mm的小块接种。嫩茎、 嫩叶柄升

汞消毒时间减为 3～ 4 min, 嫩叶、 嫩根升汞消毒时间为 2～ 3 min。其他过程与上述相似 , 不

去皮切成 0. 2 mm小段 , 每瓶接入 3～ 4块组织。 置于 24～ 26℃下 , 光照 10 h· d
- 1
培养。

1. 3　氯化钠对不同器官外植体愈伤组织诱导和生长的影响

以无性系 N L-80117的嫩根、嫩茎及嫩叶为外植体。根和茎切成 0. 5 cm长 ,叶为 0. 5 cm×

0. 5 cm分别接种在含不同氯化钠浓度 ( 0, 5. 0 g· L
- 1 , 7. 5 g· L

- 1 )的培养基上。每处理 4瓶 ,

每瓶接 4块外植体。培养条件同上。 以后每隔 5 d观察 1次 ,记录愈伤组织诱导和生长情况。

1. 4　愈伤组织对氯化钠的耐性测定

经诱导的愈伤组织 , 继代 2次后扩大成一定量的愈伤组织。将其切成 0. 3～ 0. 5 cm大小

的小块 ,称出其质量 , 分别接种在不同氯化钠浓度 ( 0, 1. 0 g· L
- 1
, 5. 0 g· L

- 1
, 10. 0 g· L

- 1

)的培养基上 , 每瓶接 2块 , 每处理 5瓶。在同上的条件下培养。 4周后 , 再称出愈伤组织质

量 , 计算出质量的绝对增加量和生长率。 之后将愈伤组织分别转移到更高一级氯化钠浓度的

培养基上进行继代培养 , 观察愈伤组织的生长情况。

1. 5　紫外线、 甲基黄酸乙酯诱变处理后愈伤组织的耐盐性

以无性系 N L-80117的继代愈伤组织为材料切成 0. 5 cm大小 , 经紫外线处理 1 h后 , 或

用 3. 0 g· L
- 1
EMS液中浸 30 min, 用无菌水洗 3次 , 分别接种在含不同氯化钠浓度 ( 0, 5. 0

g· L
- 1 , 10. 0 g· L

- 1 , 15. 0 g· L
- 1 , 20. 0 g· L

- 1 ) 的培养基上。每处理 3瓶 , 每瓶 4块愈

伤组织。以后每隔 5 d观察 1次 , 4周后进行统计分析。

2　结果与分析

2. 1　愈伤组织的诱导

表 1　不同外植体的愈伤组织诱导和生长情况
Table 1　 Tis sue culture cal li f rom s tems , petioles and bud s

树

种

外植体

　

脱分化所

需天数 /d

诱导率

/%

外植

体数

愈伤组织

质地、 颜色

愈伤组织生长情况

　

N L-80106

老　茎 6 100 25 中偏软、 乳黄 开始生长较慢 , 后期生

表面粉红色 长快 , 继代后生长迅速

嫩　茎 6 100 40

嫩叶柄 13 100 18

嫩　叶 20 100 30

湿　地　松

嫩　茎

　

8

　

100

　

18

　

中偏软

米黄色

　

开始愈伤组织紧贴培养

基生长较慢 , 后期生长

快 , 继代后更快　　　嫩叶柄 15 100 10

芽 15 100 10
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　　从表 1可知 , 添加 2. 4-D 2. 0 mg· kg
- 1
, KT 0. 5 mg· kg

- 1
的 M S培养基适合于这些树

种的愈伤组织诱导和生长。 不同器官外植体 (杨树老茎、 嫩茎、 嫩叶柄、 嫩叶 , 湿地松嫩茎、

嫩叶柄、 芽 )均能诱导愈伤组织 , 且诱导率高达 100% 。从诱导过程来看 , 2个树种的茎外植

体脱分化较快 , 7 d左右开始产生愈伤组织 ; 嫩叶柄、嫩叶和芽脱分化所需时间长些 , 约需 15

d之久。但同一树种不同器官外植体诱导的愈伤组织 , 其生长、质地和颜色均一致。另外 , 一

旦愈伤组织继代后 , 生长非常迅速 , 且质地中等偏软 , 易分散 , 这有利于细胞系筛选。

2. 2　氯化钠对不同器官外植体愈伤组织诱导生长的影响

无性系 NL-80117不同器官外植体在含不同浓度氯化钠培养基上诱导培养 , 结果见表 2。

从诱导结果看 , 茎和叶在 3种不同氯化钠浓度培养基上诱导率均达 100% ; 而根的诱导率较

低 , 随着氯化钠浓度的提高 , 诱导率降低 , 在 7. 5 g· L
- 1
氯化钠上为零。这表明茎、 叶对氯

化钠的耐性较强 , 同时也有较强的脱分化能力。相反 , 根对氯化钠较敏感 , 且脱分化能力较

弱。茎外植体在 7 d后就开始诱导出愈伤组织。叶外植体在 3 d后 , 肿胀伸长 , 卷曲 , 10 d左

右开始诱导出愈伤组织 , 但在 7. 5 g· L- 1氯化钠上部分叶组织变色枯死。根外植体在不含氯

化钠培养基上 10 d开始诱导出愈伤组织 , 在 5. 0 g· L
- 1氯化钠上 15 d后才诱导出愈伤组织 ,

在 7. 5 g· L
- 1
氯化钠上不诱导愈伤组织 , 但也没变褐现象。由此可见 , 在同一氯化钠浓度下 ,

不同器官外植体的愈伤组织诱导能力和耐盐程度有差异。对杨树来说 , 茎、 叶愈伤组织诱导

能力和耐盐性较强。此外 , 不同氯化钠浓度对愈伤组织诱导也有显著影响。 因此 , 在鉴别和

筛选愈伤组织耐盐性时 , 应注意选择合适的外植体 , 也要确定适宜的选择压力。

表 2　氯化钠对不同器官外植体的愈伤组织诱导影响
Table 2　 In fluence of NaCl on g row th of culture cal li f rom petioles and roots

外植体

对　照 5. 0 g· L- 1氯化钠 7. 5 g· L- 1氯化钠

接种外植

体块数

诱导愈伤

组织块数

诱导率

/%

接种外植

体块数

诱导愈伤

组织块数

诱导率

/%

接种外植

体块数

诱导愈伤

组织块数

诱导率

/%

根 16 4 25 16 2 12. 5 16 0 0

茎 16 16 100 16 16 100 16 16 100

叶 16 16 100 16 16 100 16 16 100

2. 3　愈伤组织的耐盐性

以无性系 N L-80106和湿地松的茎为外植体诱导的愈伤组织 , 在不同氯化钠浓度条件下

培养 4周后 , 所得结果见表 3。由于分析的数据是百分率 , 常常不按正态分布 , 先进行对数变

换 , 然后对每一树种不同浓度间进行差异显著性检验。结果湿地松愈伤组织 , 在对照与 1. 0 g

· L
- 1氯化钠之间无显著性差异 ,而其他各组浓度间愈伤组织生长都存在显著差异。说明低浓

度 1. 0 g· L
- 1
氯化钠对湿地松愈伤组织的生长抑制作用弱 ; 5. 0 g· L

- 1
氯化钠对湿地松愈伤

组织就产生显著抑制作用。 随着氯化钠浓度的提高对其愈伤组织的生长抑制作用越强。

无性系 N L-80106愈伤组织的生长 , 除对照与 10. 0 g· L
- 1
氯化钠浓度间有显著差异外 ,

其他各浓度间无显著差异。说明无性系 NL-80106的愈伤组织比较耐盐 , 5. 0 g· L- 1氯化钠对

愈伤组织生长不产生严重的抑制作用。如果筛选耐氯化钠愈伤组织或细胞系的话 ,要选择 5. 0
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g· L
- 1
氯化钠浓度以上为起始浓度较宜。

表 3　不同氯化钠浓度对不同树种继代愈伤组织生长的影响
Table 3　 Inf lu ence of NaCl d ensi ti es on grow th of subcul ture cal li

树　重 CK 1. 0 g· L- 1氯化钠 5. 0 g· L- 1氯化钠 10. 0 g· L- 1氯化钠

种　复
接种体质

量 /mg

培养增

重 /mg

生长率

/%

接种体质

量 /mg

培养增

重 /mg

生长率

/%

接种体质

量 /mg

培养增

重 /mg

生长率

/%

接种体质

量 /mg

培养增

重 /mg

生长率

/%

湿
　
地
　
松

Ⅰ 94 3 472 3 693. 6 121 2 840 2 347. 1 68 125 183. 8 78 31 39. 7

Ⅱ 58 3 354 5 782. 7 96 1 502 1 564. 6 76 284 373. 7 94 100 106. 4

Ⅲ 117 5 289 4 520. 5 76 1 725 2 269. 7 70 236 337. 1 44 55 125. 0

Ⅳ 89 3 067 3 446. 1 70 1 951 2 787. 1 66 97 147. 0 110 14 　 12. 7

N
L
-8
0
1
0
6

Ⅰ 112 183 163. 4 198 658 332. 3 126 142 65 45

Ⅱ 184 506 275. 0 168 479 284. 5 156 305 195. 5 160 155 96

Ⅲ 58 471 812. 1 158 404 255. 7 112 259 231. 3 190 128 62

Ⅳ 142 443 312. 0 198 521 263. 1 160 318 198. 3 102 41 40

　　如将 2种树种的愈伤组织相对生长率对氯化钠浓度作图 (图 1) , 可见随着氯化钠浓度的

提高 ,对愈伤组织的生长会产生强烈的抑制作用 ,但对 2种树种的抑制作用程度不一致。 N L-

80106愈伤组织耐盐性明显大于湿地松。一般来说 , 在田间 , 杨树较湿地松耐盐 , 湿地松是盐

敏感的树种。在海涂 (含盐量为 0. 208% )田间试验 , N L-80106生长正常 , 而湿地松则不能生

长。由此说明 , 2种树种的愈伤组织耐盐性与植株水平是一致的 , 能反映出植株间的耐盐能力

的差异。这暗示我们用愈伤组织来鉴别这些树种的耐盐性是可取的。

图 1　杨树、 湿地松愈伤组织相对生长率

与氯化钠浓度的关系
Fig. 1　 Relat ionships betw een the relativ e g row th rate of

subcul tu re calli and NaCl densit ies

　　将在各个氯化钠浓度培养基上获得的愈伤组

织 (直径 0. 5 cm )继代到更高一级氯化钠浓度培

养基上 ,即从 CK继代到 1. 0 g· L
- 1 ,从 1. 0 g·

L
- 1继代到 5. 0 g· L

- 1 , 从 5. 0 g· L
- 1继代到

10. 0 g· L
- 1 ,从 10. 0 g· L

- 1继代到 15. 0 g· L
- 1

上进行培养。经过 40 d培养观察 , N L-80106、 湿

地松在 10. 0 g· L
- 1
氯化钠上存活率达 100% ; 但

在 15. 0 g· L
- 1氯化钠上均不存活。 从生长情况

来看 , N L-80106愈伤组织在 5. 0 g· L- 1氯化钠

浓度以下生长正常 , 但在 10. 0 g· L
- 1
氯化钠上

生长慢 , 组织质地变硬。湿地松愈伤组织在 1. 0 g

· L
- 1氯化钠上生长正常 , 在 5. 0 g· L

- 1氯化钠

上生长稍差些 , 而在 10. 0 g· L- 1氯化钠上部分

愈伤组织出现变褐现象。这进一步说明 NL-80106

愈伤组织比湿地松愈伤组织耐盐程度高。

2. 4　无性系 NL-80105和 NL-80117愈伤组织对氯化钠耐性测定

用相同方法扩大测定了无性系 N L-80105和 N L-80117的愈伤组织耐盐性 , 结果见表 4。
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表 4　NL-80105和 NL-80117愈伤组织耐盐程度
Table 4　 Tolerance to NaCl of calli of two Popu lus clones

氯化钠浓度 /g· L-1

无性系
对照 2. 5 5. 0 7. 5 10. 0 15. 0

A B A B A B A B A B A B

N L-80105 2074. 9 100 1688. 0 81. 35 81. 6 3. 93 143. 1 6. 92 36. 2 1. 74 0 0

N L-80117 4020. 0 100 2418. 2 53. 44 246. 8 6. 14 380. 0 9. 45 64. 6 1. 61 12. 3 0. 31

　 A: 愈伤组织平均生长量 /mg; B: 愈伤组织相对生长率 /%

　　经统计分析 ,两个无性系愈伤组织 ,在对照和 2. 5 g· L
- 1
氯化钠水平分别同 5. 0 g· L

- 1
,

7. 5 g· L
- 1 , 10. 0 g· L

- 1和 15. 0 g· L
- 1氯化钠水平之间存在着极显著性差异 , 而 5. 0 g·

L- 1 , 7. 5 g· L- 1 , 10. 0 g· L- 1氯化钠之间无显著性差异。无性系 NL-80105愈伤组织在对照

与 2. 5 g· L
- 1
氯化钠水平之间无显著性差异 ,但无性系 N L-80117愈伤组织在对照与 2. 5 g·

L
- 1
氯化钠水平之 间存在着显著性差异。从愈伤组织生长情况来看 , 2个无性系在对照和 2. 5

g· L
- 1氯化钠浓度上生长良好 , 无变色 , 无死亡 ; 而在大于 5. 0 g· L

- 1氯化钠浓度上愈伤组

织生长不良 , 部分或大部分组织变褐死亡。综上所述 , 无性系 N L-80105和 NL-80117愈伤组

织能忍耐 2. 5 g· L
- 1
的氯化钠浓度 , 其中无性系 N L-80105比 N L-80117耐盐性更强些。 5. 0

g· L
- 1氯化钠浓度以上会对 2个无性系愈伤组织产生盐害作用 。

2. 5　诱变处理后愈伤组织的耐盐性

无性系 N L-80117愈伤组织分别经 2种诱变处理后在不含氯化钠的培养基上长势良好 , 3

周后愈伤组织明显增大 , 质地稍变硬 ; 在 5. 0 g· L
- 1氯化钠培养基上长势一般 , 有个别愈伤

组织块的部分组织出现变褐现象 , 质地偏硬 , 存活率也达 100% (表 5) ; 而在 1. 0 g· L- 1氯化

钠浓度以上的培养基上 , 其存活率明显大于对照 , 尤其是 EMS处理。观察发现 , 虽然愈伤组

织在高氯化钠浓度上逐渐变褐死亡 , 但在其周围缓慢地生长出一些新的组织。我们认为这可

表 5　诱变处理后愈伤组织的耐盐性
Table 5　 Salt tolerance levels of calli t reated w i th ul t raviolet ray and EM S

处理方法 氯化钠浓度 /g· L- 1 接种块数 /块 存活块数 /块 存活率 /%

紫外线 0 9 9 100

5. 0 12 12 100

10. 0 12 9 75

20. 0 12 0 0

EM S 0 12 12 100

5. 0 8 8 100

10. 0 12 10 83. 3

15. 0 7 3 42. 9

对　照 0 8 8 100

5. 0 8 8 100

10. 0 8 5 62. 5

15. 0 8 0 0
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能是耐盐突变体组织 , 有待于进一步培养测定。因此 , 经过物理或化学的诱变处理 , 将能提

高筛选耐盐愈伤组织的机率。

应该指出 , 本文没有做过不同培养条件对愈伤组织耐盐性影响的研究 , 如愈伤组织继代

数、 质地、 培养光照和不同激素浓度 , 等等。在一定范围内 , 一般 2, 4-D浓度越高 , 愈伤组

织生长越快 , 质地也变软 , 可能会影响耐盐程度。在我们用组织培养方法研究植物抗病性时 ,

往往不同激素浓度配比所诱导的愈伤组织 ,其抗病有差异 ,是否耐盐性方面也有类似情况 ,还

不清楚 , 有待研究。

无论如何 , 用组织培养愈伤组织鉴别和筛选树木的耐盐种质 , 有许多优点。 如可以在细

胞和组织水平上进行研究 ; 培养基组成严格限定 , 培养条件受控 , 适宜进行精确的试验研究 ;

缩短抗盐性育种周期等等 , 所以是一种新的良好的方法。

致谢　朱明产、 项金敏、 蒋灵华和王志良等同志参加部分工作 , 在此表示感谢。
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Abstract: The to lerance to NaCl o f tissues culture calli o f Populus clones ( N L-80105, N L-

80106, and N L-80117) and Pinus ell iott ii was studied. The results w ere as fol low s: ( 1) M S

medium w ith 2. 0 mg· kg- 1 of 2, 4-D and 0. 5 mg· kg- 1 KT was suitable for tree calli in tis-

sue cul tures; ( 2) the sal t tolerances of calli f rom roo ts, stems and petioles w ere dif ferent on

M S containing NaCl. The calli wi th the highest sal t to lerance w as f rom stems; ( 3) the salt

tolerance o f subculture calli o f Populus clones was higher than tha t of Pinus el liot tii , w hich

w as in keeping wi th the salt tolerance of Populus and Pinus el liottii t rees.
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