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摘要" 以羊角槭
/7+$ 6&%.,#+7*-

幼嫩茎段和叶片为外植体! 研究基本培养基和植物生长调节剂
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&对愈伤组织诱导' 增殖与分化的影响( 试验

通过植物组织培养技术诱导外植体产生愈伤组织! 并对愈伤组织进行增殖与分化) 结果表明$ 最适宜愈伤组织诱

导的外植体为茎段! 基本培养基和适当的植物生长调节剂配比均能促进愈伤组织的诱导增殖与分化* 诱导效果最

好的基本培养基为木本植物培养基"

BCD

培养基&) 在诱导中!
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的效果显著高于
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和
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) 羊角槭愈伤组织

诱导最佳培养基为
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! 诱导率达
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* 愈伤组织增殖最佳培

养基为
BCDE875 FG
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! 增殖倍数达
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对分化有重要作用!
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能促进愈伤组织产生最多不定芽芽点) 表
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羊角槭
/7+$ 6&%.,#+7*-

是槭树科
;MSPTMSTS

槭属
/7+$

落叶乔木) 该种仅分布于浙江西天目山狭窄的

范围" 生长于海拔
')) F

的疏林中'
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" 为浙江省特有种" 其数量极少" 长势衰退) 羊角槭种子繁殖能力

低" 天然更新能力较弱" 已经陷入灭绝的险境" 是中国仅存
#)

株以下的珍稀植物之一'
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二级保护植物) 羊角槭系古老的残遗种" 与产自日本的日本羊角槭
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关系密切" 对研究东亚
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诱导培养各因素质量浓度设置
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+ +:!AB "C# % %CD

! AB %C! %CD #C%

E FGA "CE +C" +CD

物育种等方面具有促进作用$ 目前% 国内对羊角槭的研究主要包括种子生物学特征的测定以研究种子深

度休眠的原因&

E

'

( 光能和水分利用效率 &

H

'

( 基因组
I89

提取 &

D

'及叶绿素荧光特性研究 &

?

'等方面% 而以羊

角槭外植体为材料进行愈伤组织诱导及植株再生方面的研究还未见报道$ 为解决羊角槭繁殖系数低( 繁

殖速度慢% 优良品种的推广与培育受到限制% 无法满足大规模生产需要的问题% 以羊角槭的嫩茎和叶片

为外植体材料% 研究了不同消毒方法( 不同基本培养基及不同植物生长调节剂组合对羊角槭愈伤组织的

诱导( 增殖及分化的影响% 筛选出最适宜诱导愈伤组织的外植体及培养基配比% 为建立羊角槭高效的快

繁技术体系奠定基础$

+

材料与方法

!"!

材料

以
DJ?

年生羊角槭当年生幼嫩茎段和叶片为外植体$ 试验在浙江农林大学园林学院组培室进行% 样

品于
!"+K

年
H!?

月采自浙江农林大学珍稀植物园$

!"#

方法

+C!C+

外植体处理及消毒 天气晴朗的清晨% 剪取生长状况良好( 无病虫害的羊角槭当年生幼嫩茎段和

叶片% 装袋带回实验室备用$ 用流水轻轻洗净表面污渍% 后用洗洁精溶液浸泡
D ;2.

% 漂净后用流水冲

洗
! L

% 沥干水后置于超净工作台% 用体积分数为
KDM

的乙醇消毒
E% 6

% 无菌水冲洗
EJD

遍% 后再用

#C% <

"

N<

!+的氯化汞!

O<,)

!

#浸泡消毒% 叶片消毒
$ ;2.

% 茎段消毒
+" ;2.

% 无菌水冲洗
EJD

遍% 消毒完

后用无菌滤纸吸干表面水分% 在超净工作台上将叶片切成
"CD /; # "CD /;

大小的方块% 茎段切成
"CDJ

+C" /;

的小段待接种$

+C!C!

外植体取样时间选择 分别于
H

月!处理
+

#和
?

月!处理
!

#剪取生长状况良好( 无病虫害的羊角

槭幼嫩茎段和叶片% 处理消毒后接种于木本植物培养基!

FGA

培养基#

P%CD ;<

"

=
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苄氨基腺嘌呤!
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#

P%CE ;<

"

=

!#萘乙酸!

899

#的培养基中% 接种
#D

瓶"处理!#

% 接种外植体
!

个"瓶!#

% 重复
E

次%

K 7

后

统计不同月份取样的存活率( 污染率$

#C!CE

外植体消毒方法选择 为确定外植体最佳消毒方法% 选择乙醇
E% 6P

氯化汞
$ ;2.

!处理
#

#% 乙醇

E% 6P

氯化汞
#% ;2.

!处理
!

#% 乙醇
E% 6P

氯化汞
#! ;2.

!处理
E

#

E

种消毒方法对羊角槭外植体进行表面消

毒% 消毒完后接种于
FGAP%CD ;<

"

=
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"

=
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的培养基中% 接种
#D

瓶"处理!#

% 接种外植

体
!

个"瓶!#

% 重复
E

次%

K 7

后统计污染率
Q E% 7

后统计诱导率$

+C!CH

外植体类型对诱导的影响 分别以羊角槭的嫩茎!处理
+

#和嫩叶!处理
!

#为外植体% 消毒处理后

接种于
FGA P %CD ;<

"

=

!+

?"@9 P %CE ;<

"
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的培养基中% 接种
+D

瓶"处理!+

% 接种外植体
!

个"瓶!+

%

重复
E

次%

E% 7

统计愈伤组织诱导情况$

+C!CD

愈伤组织诱导最佳培养基筛选 以
+:!AB

%

AB

和
FGA

为基本培养基% 植物生长调节剂选择
899

!

%C+

%

%C!

%

%CE ;<

"

=

!+

#% 激动素!
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%

%
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%
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%
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%
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#% 根据
!

R

!

E

#

H

设计四因素三水平正交试验表% 共配置
R

组培养基% 另配置
E

组只添加基本培养基不添加任何植物生长

调节剂的培养基作为对照!表
+

#% 接种
+D

瓶"处理!+

% 接种外植体
!

个"瓶!+

% 重复
E

次%

E% 7

后统计愈

伤组织诱导情况$ 愈伤组织诱导率
S

产生愈伤组织的外植体数
:

接种的外植体总数
#+%%M

$

+C!C?

愈伤组织增殖最佳培养基筛选 根据愈伤组织诱导结果% 选取
FGAP+C% ;<

"

=
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为培养基固

定成分% 分别添加
%

%

%C%D

%

%C+%

%

%C+D ;<

"
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!+的
899

% 将诱导出的生长较好的愈伤组织切成大小相近

的颗粒% 接种到增殖培养基中%

E% 7

后测定愈伤组织的鲜质量增量% 统计增殖倍数$ 愈伤组织增殖倍

数
S

培养后愈伤组织质量
:

接入时愈伤组织质量$

+C!CK

愈伤组织分化最佳培养基筛选 以
FGA

为基

本培养基%

+C% ;<
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?"@9P%C+ ;<
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为固定植

物生长调节剂成分% 分别添加
%CD

%

+C%

%

+CD

%

!C% ;<
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!+ 的
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% 将诱导及增殖出的生长较好的愈伤组织

切成大小相近的颗粒% 接种到分化培养基中%

E% 7

后

统计出芽数及分化率$ 愈伤组织分化率
S

分化出芽的

RK?
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不同消毒方法的污染率和诱导率

#$%&' ! ()*+$,-*$+-)* .$+' $*/ 0*/12+-)* .$+' %3 /-44'.'*+ /-5-*4'2+-)*

,'+6)/5

处理 消毒方法 污染率
78

诱导率
78

9 :"8

乙醇
!; 5<9=; >

!

?>

!9氯化汞
@ ,-* A"=; B C:=@ D

A :"8

乙醇
!; 5<9=; >

!

?>

!9氯化汞
9; ,-* A;=C D :E=9 B

! :"8

乙醇
!; 5<9=; >

!

?>

!9氯化汞
9A ,-* F=: ( C@=! (

说明" 同列不同字母表示差异显著#
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$

表
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不同取样时间的污染率

#$%&' A ()*+$,-*$+-)* .$+' $+ /-44'.'*+ 5$,G&-*> +-,'5

处理 取样月份 污染率
78

9 F 99=" B

A C C9=: D

说明" 同列不同字母表示差异显著#

!＜;=;"

$

表
#

不同外植体的出愈数与诱导率

#$%&' F B,)1*+ )4 2$&&15 $*/ -*/12+-)* .$+' )4 /-44'.'*+ 'HG&$*+5

处理 外植体 接种数 出愈数 诱导率
78

9

茎段
"; A:=! B "F=: B

A

叶片
"; 9:=; D !F=; D

说明" 同列不同字母表示差异显著#

!＜;=;"

$

愈伤组织数
7

接种的愈伤组织总数
"9;;8

%

$%!

培养条件

所有培养基均添加蔗糖
!; >

!

I

!9

& 琼脂粉
: >

'

I

!9

& 调节
GJ

值至
GJ "=@

& 并在
9A9 #

&

9=9 ?>

!

2,

!A

压力下高温高压灭菌
A; ,-*

待用% 培养基接种外植体
A

个!瓶!9

& 接种
9"

瓶!处理!9

&

!

次重复% 接种后

的材料在光照强度
A ;;; &H

& 光照
9A 6

!

/

!9

& 温度(

A"$A

$

%

的培养室中进行培养%

$%#

数据统计与分析

试验数据采用
KLKK 9E=;

进行方差及极差分析)

:

*

& 对于差异显著者采用
#1?'3

多重比较& 字母法标

记+ 作图在
MH2'&

软件下完成,

A

结果与分析

"%$

外植体取样时间选择

处理
9

的外植体污染率为
99="8

& 处理
A

同样消毒方法处理的外植体接种后污染率为

C9=:8

(表
A

$& 显著(

!＜;=;"

$高于处理
9

& 且处

理
9

的愈伤组织膨大早- 生长速度较快& 而处

理
A

的愈伤组织生长较为缓慢& 说明
F

月为羊

角槭嫩茎嫩叶采样的最佳时期,

"%"

外植体消毒方法选择

!

种处理污染率存在显著差异(

!＜;=;"

$&

从高到底依次为处理
9

& 处理
A

和处理
!

& 污染

率分别为
A"=;8

&

A;=C8

和
F=:8

& 而
!

种处理的

诱导率也存在显著差异(

!＜;=;"

$& 从高到低依

次是处理
A

& 处理
!

和处理
9

& 诱导率分别为

:E=98

&

C@=!8

和
C:=@8

(表
!

$, 随着氯化汞消毒

时间的增加& 污染率依次降低& 诱导率先升高

后降低& 说明适当时间的氯化汞消毒有利于防

治外植体污染& 但消毒时间过长可能导致外植体失去生活力从而抑制诱导, 综合污染率和诱导率来看&

羊角槭外植体最适合的消毒方法为体积分数为
:"8

的乙醇
!; 5<9=; >

'

?>

!9氯化汞
9; ,-*

,

"%!

外植体类型对诱导的影响

不同的羊角槭外植体接种到相同的培养基

上& 第
:

天后茎段开始膨大& 从切口处慢慢开

始出现瘤状物& 叶片在第
"

天后开始卷曲& 在

第
9@

天后切口靠近叶脉处开始出现颗粒状物&

且极为细小,

!; /

后统计结果如表
F

所示
N

茎段

和叶片的诱导率存在显著差异(

!＜;=;"

$& 茎段

的诱导率为
"F=:8

& 叶片的诱导率为
!F=;8

& 茎段愈伤组织颗粒大- 愈伤量多& 叶片虽也有一定程度的

愈伤量& 但愈伤组织颗粒小- 不能成块, 由此可见& 茎段是羊角槭愈伤组织诱导的最佳外植体,

"%#

愈伤组织诱导最佳培养基筛选

不同基本培养基)

@

*和植物生长调节剂组合均对羊角槭愈伤组织的诱导有不同程度的促进作用, 从不

同外植体来看& 茎段愈伤组织诱导率高于叶片愈伤组织& 茎段膨大产生颗粒较大的淡黄色或略偏红色的

或紧致或疏松的愈伤组织& 叶片蜷缩& 且仅在靠近叶柄的位置长出淡青色的颗粒极小的愈伤组织& 均不

利于继代增殖, 茎段在添加了植物生长调节剂的培养基中均诱导出愈伤组织& 愈伤诱导率为
A9=9:8O

CA=E;8

& 愈伤组织的数量及形态方面存在差异,

9O!

号诱导出的愈伤组织偏红色& 呈小颗粒状& 愈伤发

生量较少&

FOC

号诱导出的愈伤组织呈白淡黄色& 质地松软& 颗粒较大&

:OE

号诱导出的愈伤组织呈淡

黄色淡绿色& 大颗粒状& 有致密有松软,

胡佳卉等" 羊角槭愈伤组织诱导- 增殖与分化 E::
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表
&

显示! 基本培养基对愈伤组织诱导率有显著影响"

!＜%'"&

#$

())

$

*+

和
,!-)

对愈伤组织诱

导率的影响不显著$ 但影响程度略有差异$ 从高到低依次为
,!-)

$

())

和
*+

% 综合表
&

数据可得$ 最

适宜于羊角槭愈伤组织诱导的培养基为
./01%'2 34

&

5

"6

())1%'& 34

&

5

"6

*+1%'& 34

&

5

"6

,!-)

%

表
!

愈伤组织诱导正交试验结果

+789: & ;<=>?4?@79 A:BC4@ 7@A <:BD9=B E?< F799DB C@ADF=C?@

处理 基本培养基
!

())

G

"

34

&

5

"#

'

!

*+

G

"

34

&

5

"#

'

!

,!-)

G

"

34

&

5

"#

'

诱导率
GH

茎段 叶片

6 6G!0I %'6 % %'& !2'2J K &'2J L

! 6G!0I %'! %'& 6'% !2'6J K 6M'!2 -L

2 6G!0I %'2 6'% 6'& !,'$% K 6N'!2 -L

N 0I %'# %'& #'& !#'#J K M'J2 -L

& 0I %'! #'% %'& 2!'&J LK M',% -L

, 0I %'2 % #'% !!'&J K #%'$J -L

J ./0 %'# #'% #'% 2$'$2 L !!'M2 -

$ ./0 %'! % #'& &#'22 - 2J'%2 )

M ./0 %'2 %'& %'& ,!'M% ) N#',J )

#% #G!0I % % % % %

## 0I % % % % %

#! ./0 % % % % %

"

#

!N'NN !J'JM 2!'N! 2M',#

"

!

!&'NN 2&',M 2&'J& !$'#M

"

2

&#'%! 2J'N! 2!'J2 22'#%

# !,'&$ M',2 2'22 ##'N!

$ #%'$$% %'2%# %'%2& %'2$N

! %'%# %'J&# %'M,& %',MJ

说明! 同列不同字母表示差异显著"

!＜%'%&

'

"#!

愈伤组织增殖最佳培养基筛选

由表
,

可知! 植物生长调节剂对愈伤组织的增殖有促进作用% 当
,!-)

质量浓度不变时$ 愈伤组织

的增殖倍数随着
())

质量浓度的增加先变大后减小$ 不添加
())

的处理组增殖不明显$

N

个处理之间

增殖倍数差异不显著"

!＞%'%&

'$ 添加
%'# 34

&

5

"#

())

的处理
2

增殖倍数最大$ 为
!'N%

$ 增殖效果最佳$

愈伤组织膨大最明显$ 新产生呈淡绿色的愈伤组织% 由此可见$ 最适宜于羊角槭愈伤组织增殖的培养基

为
./01#'% 34

&

5

"#

,!-)1%'# 34

&

5

"#

())

%

"#$

愈伤组织分化最佳
%&'

质量浓度筛选

将生长良好的愈伤组织分别接种到
+KO

质量浓度不同的
N

种处理培养基中诱导不定芽$ 培养
2% A

后$

N

种处理培养基中均无明显的不定芽产生$ 但其生长情况有所不同%

N

种处理中愈伤组织均有增殖

膨大$ 表面有颗粒状突起$ 产生或浅绿色或白绿色的芽点$ 处理
!

新增愈伤组织呈深红褐色$ 处理
2

呈

浅绿色%

N

种处理中$ 随着
+KO

质量浓度的增加$ 产生的芽点数量也随之增加$ 说明
+KO

质量浓度对

愈伤组织的分化有一定影响$ 较高质量浓度的
+KO

能促进愈伤组织产生较多不定芽芽点$ 对愈伤组织

分化有促进作用%

2

结论与讨论

(#)

结论

本研究分别在
N

和
,

月进行羊角槭愈伤组织诱导% 结果表明!

N

月愈伤组织生长快( 出愈率大( 污

染率低%

N

月正值羊角槭生长季节$ 较
,

月更适宜做愈伤组织诱导试验% 在外植体消毒试验中$ 选用了

乙醇与氯化汞不同消毒时间的组合% 根据培养后外植体的污染率和诱导率$ 得出羊角槭外植体最佳消毒

方法为体积分数为
J&H

乙醇消毒
2% B1#'% 4

&

P4

"#氯化汞消毒
#% 3C@

% 根据培养后愈伤组织生长情况可

MJ$
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"

期

处理 培养基
!

#!$%

&

!

'(

"

)

"*

#

!

+%%

,

!

'(

"

)

"-

# 增殖倍数

- ./0 -12 2 -1!2 %

3 ./0 -12 212" -14" %

! ./0 -12 21-2 3152 %

5 ./0 -12 21-" 3122 %

说明$ 同列不同字母表示差异显著!

!＜212"

#

表
!

植物生长调节剂对愈伤组织增殖的影响

6789: # ;<<:=> ?< @A<<:B:C> D97C> E?B'?C:F ?C =799GF

DB?9A<:B7>A?C 处理
!

6HI

,

!

'(

"

)

"-

# 生长情况

5 312

愈伤组织增殖扩大无明显不定芽发生% 产

生白绿色芽点
!J5

个"组"-

! -1"

愈伤组织膨大较明显% 浅绿色% 无明显不

定芽% 产生绿色芽点约
5

个"组"-

3 -12

新长出的愈伤组织呈深红褐色% 产生浅绿

色芽点
3J!

个"组"-

- 21"

愈伤组织增殖膨大 % 未分化出明显不定

芽% 表面颗粒凸起产生芽点
-J3

个"组"-

表
"

植物生长调节剂对愈伤组织分化的影响

6789: K ;<<:=> ?< @A<<:B:C> D97C> E?B'?C:F ?C =799GF @A<<:B:C>A7>A?C

知% 最适宜于羊角槭愈伤组织诱导的外植体是其嫩茎% 嫩茎愈伤组织诱导率高& 诱导出的愈伤组织量

大% 利于继代培养' 羊角槭愈伤组织诱导最佳培养基为
./0L21! '(

"

)

"-

+%%L21" '(

"

)

"-

M6L21" '(

"

)

"-

#!$%

% 增殖最佳培养基为
./0L-12 '(

"

)

"-

#!$%L21- '(

"

)

"-

+%%

%

6HI

质量浓度的增加有利于羊角槭愈

伤组织产生更多不定芽芽点% 但诱导其愈伤组织分化出明显不定芽的培养基配比还有待进一步研究(

#$%

讨论

5

月取材的羊角槭外植体较之
#

月取材的外植体污染率低% 且萌动早& 生长速度快% 出愈率高% 更

适宜于做初代培养(

5

月羊角槭处于叶芽萌动& 展叶时期% 此时植株长速快% 新生幼嫩茎叶易于灭菌(

#

月取材的羊角槭外植体污染率较高% 提高氯化汞灭菌时间也难以降低其污染率% 且出愈率较低% 可能

因为其茎叶生长成熟% 菌类等污染物侵入木质部等细胞组织% 表面消毒难以达到消毒目的( 组培所选外

植体若为茎段% 应选中度木质化的材料( 不同树种的采条最佳时间不同% 不同的发生途径对最佳外植体

有一定的要求% 因此% 外植体选择与发生途径应同时考虑% 将两者有机结合起来)

N

*

(

植物生长调节剂是植物组织培养中的关键物质( 外植体的诱导和增殖不仅与植物生长调节剂的种类

有关% 还与其质量浓度及配比有关)

-2O--

*

( 植物生长调节剂在植物不同的发育阶段起决定性作用% 其作用

和效果也与外植体及愈伤组织本身内源激素的种类和质量浓度有重要关系( 在植物组织培养过程中% 适

宜质量浓度的细胞分裂素
#!$%

可以有效地诱导芽的萌发与不定增殖% 而适宜质量浓度的生长素可以促

进茎的伸长)

-3

*

+

3P5!H

%

M6

%

+%%

等植物生长调节剂的配比使用有利于外植体愈伤组织的形成% 且
+%%

质量浓度越高% 形成的愈伤组织质地越好)

*!

*

( 本研究结果表明$ 基本培养基类型%

#!$%

%

+%%

和
M6

等

植物生长调节剂的质量浓度配比都能促进羊角槭愈伤组织诱导% 但愈伤组织的诱导率, 生长状态存在一

定差异( 木本植物培养基!

./0

#较之
0Q

和
*,30Q

对愈伤组织诱导有更好的效果( 在
!

种植物生长调节

剂中%

#!$%

处理对羊角槭愈伤组织诱导的效果最明显( 愈伤组织在培养基上生长一段时间后% 营养物

枯竭% 水分散失% 并已经积累了一些可能对愈伤组织产生有害影响的代谢产物% 此时需要将这些组织转

移到新的培养基上)

*5

*

( 在愈伤组织增殖阶段% 愈伤组织的增殖倍数随着
+%%

质量浓度的增加先上升后

下降%

+%%

质量浓度为
R1- '(

"

)

"-时% 增殖倍数最大为
315R

% 说明
+%%

对愈伤组织增殖有促进作用%

但
+%%

质量浓度过高会抑制愈伤组织的发生%

+%%

与
#!$%

的质量浓度配比为
-#-R

时增殖效果最佳(

这与刘艳丽等)

-"

*诱导盾叶薯蓣
"#$%&$'() *#+,#-('+%#%

愈伤组织的结果相似( 愈伤组织诱导不定芽分化的

试验中% 植物生长调节剂的种类比例对分化的影响十分重要( 本研究愈伤组织分化阶段% 添加
6HI

有

利于羊角槭愈伤组织产生更多不定芽芽点% 说明
6HI

是诱导不定芽分化的重要生长调节剂( 这与白芨

./(0#//) %0'#)0)

)

-#

*愈伤组织分化成不定芽的试验结果相似( 但本研究中愈伤组织只分化出芽点% 并未分化

出明显不定芽% 这可能是试验方案中
#!$%

%

+%%

与
6HI

的植物生长调节剂组合对羊角槭愈伤组织分化

出芽的影响不明显% 促使其分化成芽的植物生长调节剂组合配比还有待进一步的研究(

5
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