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五针白皮松组培快繁技术研究
*

阮桢媛，乔璐，苏腾伟，白冰，曹玉婵
( 云南林业职业技术学院，云南 昆明 650224)

摘要: 运用组培快繁技术对极度濒危植物五针白皮松进行大规模扩繁，以改善该物种目前仅依靠有性繁殖且无

天然更新造成的种群数量少的现状。通过优化外植体消毒方式、培养基的营养元素及生长激素浓度配比，最终

获得最佳试管苗增殖培养基为 1 /3GD+土豆 1%+香蕉 1%+6-BA 2. 0mg /L+NAA 0. 1mg /L，用此培养基诱导培养，

植株生长旺盛，增殖系数可达 7. 95; 最佳试管苗生根培养基为 1 /2MS+土豆 1%+香蕉 1%+6-BA 0. 1mg /L+NAA
3. 0mg /L，用此培养基进行生根诱导培养，植株生根率为 87. 00%。此苗木快繁技术流程克服了不定芽增殖率低

和生根困难的技术性难题，适用于五针白皮松种苗批量化繁育。
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A Study on Tissue Culture of Pinus squamata

ＲUAN Zhen-yuan，QIAO Lu，SU Teng-wei，BAI Bing，CAO Yu-chan
( Yunnan Forestry Technological College，Kunming Yunnan 650224，P. Ｒ. China)

Abstract: The critically endangered Pinus squamata now only reproduced by seed，and no natural regeneration
was found． In order to expand its population，the focus of this study was to culture this species in industrial scale
by the technology of tissue culture and rapid propagation． The disinfection for explant，the ratios of plant growth
hormones and nutrients in culture medium have been optimized． The components of culture medium which is most
appropriate for the propagation of test-tube plantlets as follow: 1 /3 GD+mashed potato 1%+mashed banana 1%+
6-BA 2. 0mg /L+NAA 0. 1mg /L． The growth of plantlets was strong and its propagation coefficient could reach 7. 95
when cultured with optimized propagation medium． And the optimized components of medium for test-tube plantlets
to taking root as follow: 1 /2 MS+mashed potato 1%+mashed banana 1%+6-BA 0. 1mg /L+NAA 3. 0 mg /L． The
percentage of taking root could reach 87% in this study． The propagation and roots formation of plantlets have been
significantly improved by the optimized technology of tissue culture and rapid propagation，and this technology is
suitable for the mass seedling breeding of Pinus squamata．
Key words: Pinus squamata; tissue culture; rapid propagation; test-tube plantlets

五针白皮松 ( Pinus squamata) 是 20 世纪 90 年

代发现的仅分布于中国云南省巧家县的珍稀树种［1］。
五针白皮松是一种古老的树种，其木材结构细腻，

纹理比云南松 ( Pinus yunnanensis) 和华山松 ( Pi-

nus armandii) 直，属于有良好运用前景的用材树

种［2］。并且其干形通直，树冠塔形，树皮呈银白色，

又是良好的园艺观赏树种［3］。然而，天然状态下的

五针白皮松现存立木株数极少，野外种群低于稳定

第 46 卷 第 4 期

2017 年 08 月

西 部 林 业 科 学
Journal of West China Forestry Science

Vol. 46 No. 4
Aug. 2017

* 收稿日期: 2017－04－10
基金项目: 云南省教育厅科学研究基金项目 ( 2014Y569，2014Y570，2014Y571) ，云南林业职业技术学院科研基金项目〔KY ( BS)

201402，KY ( BS) 201403〕。
第一作者简介: 阮桢媛 ( 1983－) ，女，讲师，博士，主要从事植物生理与分子生物学的研究。E－mail: edith0727@ 126. com
通讯作者简介: 乔璐 ( 1979－) ，女，副教授，博士，主要从事森林生态学的研究。E－mail: qiaoqiaotantan@ 163. com



存活界限，有灭绝的危险。此树种于 1999 年被列为

国家一级保护植物，2008 年被列入云南省极小种群

物种，2010 年被列入全球 100 种最濒危物种名录［4］。
针对五针白皮松具有较高的观赏价值和经济价

值，而且处于濒临灭绝的状况，利用组织培养快速

繁殖技术扩大五针白皮松种群是一种可行的保护方

案。然而，根据国内外众多关于松树组织培养方面

的研究报道，松树组织培养快速繁殖技术仍然存在

不定芽诱导困难、诱导苗增殖率低以及增殖速度慢

等技术性难题［5～6］。导致一系列困难存在的一个重

要的可能性原因是目前所使用的普通松树组培培养

基营养成分和激素水平不能使得特定松树不定芽和

植株很好地增殖与生长。所以，培养基的改良、生

长激素浓度以及配比的调节是松树组织培养的一个

关键的突破口。本研究将对培养基中的生长激素浓

度和配比进行调节，并把土豆和香蕉作为一种天然

有机基质添加到培养基中，运用富含天然碳源、氮

源和其他微量元素的培养基对五针白皮松进行组培

快繁，实现规模化繁育。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

五针白皮松种子采集于云南省昭通市巧家县药

山国家自然保护区，采集时间为 2015 年 3 月。
1. 2 研究方法

1. 2. 1 改良培养基的配制

研究 所 使 用 的 基 本 培 养 基 为 Gresshoff Doy
( GD) 培养基和 Murashige Skoog ( MS) 培养基。改

良培养基中添加土豆和香蕉的量都为 1%。先将去皮

土豆切成小块，用 100 倍体积蒸馏水煮烂，冷至室

温后将成熟香蕉切碎混入其中，用匀浆机将两者充

分打碎，最后混入相应的 GD 或 MS 基本培养基中。
1. 2. 2 种子的消毒

五针白皮松种子消毒采用 4 种方式: A. 先用

75%酒精消毒 1min，无菌水冲洗 2 次; 再用 0. 1%升

汞溶液消毒 10min，无菌水冲洗 5 次。B. 用 0. 1%
升汞溶液消毒 10min，无菌水冲洗 5 次。C. 先在

75%的酒精中消毒 1min，无菌水冲洗 2 次; 再用 2%
次氯酸钠溶液消毒 15min，无菌水冲洗 5 次。D. 用

2%次氯酸钠溶液消毒 15min，无菌水冲洗 5 次。处

理后的种子用灭菌滤纸吸干水分，备用。每个消毒

处理所使用的种子数为 30 粒，设置 3 个重复。消毒

后种子接种于萌发培养基 ( 1 /3 GD+土豆 1%+香蕉

1%+蔗糖 20g /L+琼脂 5g /L) 上进行萌发试验，萌发

获得种苗用于不定芽诱导。
1. 2. 3 不定芽诱导

萌发后的种苗生长至 4～6cm 时，将其切割成小

段作为不定芽诱导材料接种到含细胞分裂素和生长

素的不定芽诱导培养基中 ( 1 /3 GD+土豆 1%+香蕉

1%+蔗糖 20g /L+琼脂 5g /L+6-BA 0. 05 ～ 0. 5mg /L+
NAA 0. 1～0. 5mg /L) 进行诱导条件优化，为减少试

验次数，提高试验效率，各试验均采用双因素混合

水平正交试验设计，6-BA 设置 0. 05mg /L、0. 1mg /
L、0. 2mg /L、0. 3mg /L、0. 4mg /L、0. 5mg /L 共 6 个

浓度梯度，NAA 设置 0. 1mg /L、0. 2mg /L、0. 3mg /
L、0. 4mg /L、0. 5 mg /L 共 5 个浓度梯度，两者进行

不同浓度组合 ( 共 30 个处理) 。每种培养基接种 10
瓶，每瓶接种 5 段，设置 3 个重复。25±1℃条件下

培养 4－7 天。待诱导出不定芽后，28±1℃条件下继

续培养，平均光照时长 12h /d，光照强度为1 500
lux。
1. 2. 4 增殖培养

当不定芽长至高度为 2～4cm 时，将其切割分成

小段后分别接种于含有不同浓度细胞分裂素和生长

素的 GD 改良培养基 ( GD+土豆 1%+香蕉 1%+蔗糖

20g /L+琼脂 5g /L + 6-BA 0. 5 ～ 2mg /L +NAA 0. 05 ～
0. 4mg /L) 中进行增殖培养，培养基中 6-BA 设置

0. 5mg/L、0. 75mg/L、1. 0mg/L、1. 25 mg/L、1. 5 mg/L、
2. 0mg/L 共 6 个 浓 度 梯 度，NAA 设 置 0. 05mg /L、
0. 1mg /L、0. 2mg /L、0. 4mg /L 共 4 个 浓 度 梯 度，

两者进行不同浓度组合 ( 共 24 个处理) 。每种培

养基接种 10 瓶，每瓶接种 5 段，设置 3 个重复。
28±1℃ 条件下培养 20 － 25 天，平均光照时长 14
h /d，光照强度为 3 000lux。
1. 2. 5 生根诱导

增殖苗生根诱导培养采用 NAA 和 IAA 两种生

长素，当继代增殖苗处于生长旺盛时期，将其切割

分株后接种于1 /2MS 改良生根诱导培养基中 ( 1 /2
MS+土豆 1% +香蕉 1% +蔗糖 20g /L +琼脂 5g /L +
6-BA 0. 1mg /L+NAA /IAA 0. 5 ～ 3mg /L) ，进行生根

诱导培 养，两 种 生 长 素 浓 度 设 置 均 为 0. 5mg /L、
1. 0mg /L、 1. 5mg /L、 2. 0mg /L、 2. 5mg /L、 3. 0
mg /L。每种培养基接种 15 瓶，每瓶接种 4 株，设

置 3 个重复。28±1℃ 条件下培养 20－25 天，平均

光照时长 14h /d，光照强度为 3 000lux。
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1. 2. 6 生根苗的壮苗培养和炼苗培养

将诱导出根系的增殖苗适当切割分株后接种于

MS 改良培养基进行壮苗培养 ( 培养基为，1 /2MS+
土豆 1%+香蕉 1%+蔗糖 20. 0g /L+琼脂 5. 0 g /L+
NAA 0. 5mg /L) 。28±1 ℃条件下培养 10－15 天，平

均光照时长 14h /d，光照强度为 3 000lux。壮苗培

养过程中，待生根苗的根系长得较为发达，植株长

得更旺盛时，对其进行炼苗培养。炼苗培养: 第一

阶段将生根苗连同组培瓶一起放到大棚内培养，培

养温度为 25～28℃，光照为大棚内非直接照射的自

然太阳光，培养时间为 7－14 天; 第二阶段将瓶苗

移栽到经过消毒处理的炼苗土壤中，采用与第一阶

段相同的条件培养 30－50 天。
1. 3 评价指标和数据分析

测定内容 消毒种子的污染率、种子萌发率、
不定芽增殖系数以及增殖苗的生根率。

评价指标 污染率 = 种子污染数 /接种种子总

数×100%; 萌发率 = 萌发种子数 /接种种子总数×
100%; 增殖系数=增殖芽苗总数 /接种芽苗数; 生

根率=生根总苗数 /接种总苗数×100%。
统计分析 采用 SPSS 13. 0 软件对试验数据进

行计算和分析，测定值在 P＜0. 05 水平上进行 One-
Way ANOVA 分析。

2 结果与分析

2. 1 不同消毒方法处理效果

4 种消毒方式的消毒效果和种子成活率见表 1。
结果表明，4 种消毒方式都具有较好的消毒作用。
处理 A 的效果最佳，污染率可控制在 14%范围内;

其次是处理 B，污染率为 18. 24%; 处理 C 以及处

理 D 效果稍差，污染率分别为 25. 41%和 30. 54%。
处理 A、B 和处理 C、D 之间的污染率差异显著

( P＜0. 05) 。经过 A、B、C、D 4 种不同方式消毒

处理之后，五针白皮松种子在不含生长调节剂的

MS 培养基中的萌发率分别为 61. 71%、60. 75%、
67. 48%以及 69. 35%，但是不同处理之间差异不显

著 ( P＞0. 05) 。

表 1 不同消毒剂对五针白皮松种子消毒效果的比较

Tab. 1 Comparison of the disinfection effect of different disinfectants to the seeds of Pinus squamata

处理 消毒剂 消毒时间 /min 污染率 /% 萌发率 /%
A 酒精+升汞 1+10 13. 87±1. 58a 61. 71±2. 53a
B 升汞 10 18. 24±2. 00a 60. 75±1. 85a
C 酒精+次氯酸钠 1+15 25. 41±2. 34b 67. 48±3. 07a
D 次氯酸钠 15 30. 54±1. 60b 69. 35±2. 80a

注: 不同小写字母表示差异显著 ( P＜0. 05) ，下同。

2. 2 不定芽诱导结果

如图 1 所示，在设定的 6-BA 和 NAA 浓度范围

内，不定 芽 诱 导 率 均 在 68% 以 上，最 高 可 达 到

91%。两者的浓度逐渐升高时，不定芽诱导率表现

出升高趋势，NAA 浓度在 0. 10 ～ 0. 20mg /L 范围内

时，不同浓度 6-BA 处理诱导率变化不显著。当

NAA 的浓度在 0. 30mg /L 时，诱导率随 6-BA 浓度

增加显 著 增 大。但 是 当 二 者 浓 度 均 达 到 0. 4 和

0. 5mg /L 时，虽诱导率较高，但是不同处理之间差

异不显著。从生产成本考虑，二者最佳配比浓度为

6-BA 0. 4mg /L，NAA 0. 4mg /L。
2. 3 增殖培养

在 相 对 较 低 浓 度 生 长 素 ( 0. 05 ～ 0. 4mg /L
NAA) 条件下，细胞分裂素 ( 6-BA) 对五针白皮

松不定芽增殖的影响见表 2。由表 2 可知，无论

NAA 的浓度高还是低，不定芽的增殖系数没有太

大的波动。当 6-BA 浓度处于最低水平时，NAA 处

于最 低 浓 度 ( 0. 05mg /L ) 时 增 殖 系 数 为 1. 64，

NAA 处 于 最 高 浓 度 ( 0. 4mg /L ) 时 增 殖 系 数 为

2. 25; 当 6-BA 浓度处于最高水平时，NAA 处于最

低浓度 ( 0. 05mg /L) 时增殖系数为 6. 76，NAA 处

于最高浓度 ( 0. 4mg /L) 时增殖系数为 7. 82。但

在 6-BA 浓度梯度变化范围内，不定芽的增殖系数

从 1. 64 升高到 7. 95。
由此可知，当 NAA 浓度为 0. 1mg /L，6-BA 浓

度在 1. 5～2. 0mg /L 范围时增殖效率为 7. 86～7. 95，

是五针白皮松不定芽增殖的最佳条件，此条件下五

针白皮松不定芽增殖最佳细胞分裂素和生长素浓度

比例范围是 15 ︰ 1～20 ︰ 1。
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图 1 不同浓度 6-BA 和 NAA 组合不定芽诱导率

Fig. 1 Formation of adventitious buds enhanced by the treatments of the different concentration levels of 6-BA and NAA

表 2 不同浓度 6-BA 和 NAA 促进五针白皮松试管苗增殖系数

Tab. 2 The propagation coefficients of the test-tube plantlet promoted by the different concentrations of 6-BA and NAA

NAA
/mg·L－1

6-BA /mg·L－1

0. 50 0. 75 1. 00 1. 25 1. 50 2. 00

0. 05 1. 64±0. 28 g 2. 10±0. 45 fg 2. 52±0. 57 f 3. 90±0. 80 e 5. 73±0. 59 c 6. 76±1. 07 b

0. 10 2. 47±0. 43 f 3. 62±0. 50 e 4. 73±0. 65 d 5. 84±0. 73 c 7. 86±0. 82 a 7. 95±0. 60 a

0. 20 2. 67±0. 50 f 3. 32±0. 53 e 4. 89±1. 03 d 5. 63±0. 58 c 7. 60±1. 00 a 7. 90±1. 03 a

0. 40 2. 25±0. 46 fg 3. 46±0. 70 e 4. 75±0. 53 d 5. 68±0. 78 c 7. 85±1. 05 a 7. 82±0. 60 a

2. 4 不同生长素对增殖苗的生根诱导

表 3 显示，生根率随 NAA 浓度的升高而升高，

当 NAA 浓度为 2. 5mg /L 和 3mg /L 时，生根率可分

别达到 83. 67%和 87%，两者无显著差异，但与其

他处理差异显著。
从数据统计结果可以看出，IAA 对五针白皮松

增殖苗的生根诱导同样起到较好的促进效果。但

IAA 最佳有效浓度为 3mg /L，比 NAA 的最佳有效

浓度 3mg /L 略低，此条件下的生根率为 82. 33%。
在生长素浓度范围为 0. 5 ～ 2. 5mg /L 之间时，使用

IAA 诱导的生根率要显著低于使用 NAA 诱导的生

根率。当 IAA 浓度低于 1. 5mg /L 时，增殖苗难以

诱导生根 ( 表 3) 。

表 3 不同浓度 NAA、IAA 对五针白皮松

试管苗生根诱导的生根率

Tab. 3 The percentages of taking root of the test-tube plantlet
promoted by the different concentrations of NAA，IAA

生长素 浓度 /mg·L－1 生根率 /%

NAA

0. 5 4. 67±1. 15 i
1. 0 13. 33±1. 73 h
1. 5 33. 67±2. 52 e
2. 0 52. 00±2. 65 c
2. 5 83. 67±2. 55 a
3. 0 87. 00±2. 00 a

IAA

0. 5 0. 00±0. 00
1. 0 7. 52±1. 00 g
1. 5 19. 67±2. 08 f
2. 0 39. 17±1. 76 d
2. 5 66. 83±2. 02 b
3. 0 82. 33±1. 79 a
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2. 5 壮苗和炼苗培养

为了更有利于生根苗的生长，将已经生根的五

针白皮松增殖苗转移到不含细胞分裂素但含有较低

浓度 NAA ( 0. 5mg /L) 的培养基中继续培养，使

其根系更发达，植株生长更茂盛。待植株根系长度

超过 5cm 时，将试管苗转移到温室里，使用遮荫

网控制光照以弱自然光照培养 1 周，再采用完全自

然光照培养 1 周。然后将植株移出培养瓶用清水洗

净，栽到红土与河沙混合的基质里进行培养。大棚

空气湿度控制在 80%以上，每天早晨对培养基质

进行浇水。2 周后不发生死亡的植株在后期移栽过

程中都能存活。

3 结论与讨论

五针白皮松组织培养研究中存在诱导芽褐化和

玻璃体化等问题，从而导致芽诱导困难、诱导苗增

殖率低以及增殖速度慢等现象［6］。针对五针白皮

松的生长特性及其快繁存在的难题，本研究对最适

合用作松树组培快繁的植物生长素 ( NAA 和 IAA)

以及细胞分裂素 ( 6-BA) 在五针白皮松组培快繁

中的使用浓度进行了优化和改进，同时也对培养基

的基本元素进行了调整。这些优化调整在很大程度

上降低了组培苗的褐化和玻璃体化，明显改进了五

针白皮松在快繁过程中的增殖和生根。并且天然基

质和营养元素的添加不仅使得组培苗增殖生长更加

旺盛，而且还使得其生根成活率更高。此研究中的

苗木组织培养快速繁殖技术可以对五针白皮松进行

工业化繁殖育苗，以经济高效的方式扩大其优良种

源。
五针白皮松种子在自然条件下能够萌发生长，

在温度、水分以及其他条件都适当的情况下一般 1
周能够萌发，但在逆境条件下则需要更长时间，甚

至不能萌发［3～4］。采用酒精和 0. 1%升汞对种子进

行连续消毒后，能够将种子无菌萌发的污染率控制

在相对较低水平。消毒后 60%以上的种子仍然能

够萌发和成活。种子的发芽率并非完全受消毒的影

响，但消毒时间过长会造成药剂的过量残留无法清

洗干净，从而影响种子的萌发。所以酒精消毒的时

间设定为较短的 1min，升汞和次氯酸钠消毒的时

间分别设定为相对较长的 10min 和 15min。
许多植物生长激素对不定芽或是外植体的诱导培

养都具有很好的促进作用，这些激素主要包括 6-苄基

腺嘌呤 ( 6-BA)、2，4-二氯苯氧乙酸 ( 2，4-D)、玉

米素、激动素 ( CK) 、萘乙酸 ( NAA) 、吲哚乙酸

( IAA) 以及赤霉素 ( GA3) ［7］。在本研究中，不定

芽的诱导率随着 NAA 和 6-BA 浓度的增加而增加，

但是当二者浓度均达到 0. 4mg /L 和 0. 5mg /L 时，

虽诱导率增加但差异不显著，故在诱导试验时可在

获得较高诱导率前提下选用较低水平生长激素浓

度。
对于树木愈伤组织、定芽和不定芽的诱导，不

同种类的生长素和细胞分裂素配合使用，一般能够

有较好的增殖促进效果［8］。特别是相对较高浓度

的细胞分裂素 6-BA，较低浓度的生长素 NAA 和

IAA，对大多数松树试管苗的增殖有较好的诱导和

促进作用［9］。本研究中五针白皮松不定芽的诱导

以 GD 培养基为基础，其中适当地添加土豆和香蕉

泥，在细胞分裂素和生长素以及丰富的营养元素的

共同作用下，获得的最高不定芽增殖系数为 7. 95。
在 NAA 浓度为 0. 05mg /L、0. 1mg /L、0. 2mg /L 以

及 0. 4mg /L 条件下，五针白皮松不定芽增殖量随

着 6-BA 浓度水平的升高而增高。当 NAA 浓度在较

低浓度水平时，6-BA 浓度达到 1. 5mg /L 时就能够

起到很好的促进增殖效果。但是，在组培快繁过程

中，过高的细胞分裂素浓度水平容易造成愈伤组织

或不定芽的畸形生长和遗传变异［7］。因此，细胞

分裂素浓度控制在相对较低的有效水平为宜。
相对较高浓度的生长素能够缩短试管苗嫩梢不

定根形成的时间，并促进根 的 形 成［10］。NAA 和

IAA 都具有较好的促进植物生根效果，本研究采用

这 2 种生长素，在 0. 5～ 3. 0g /L 浓度范围进行五针

白皮松增殖苗生根诱导培养。由不同浓度条件下

NAA 和 IAA 对增殖苗的生根诱导效果可见，相同

浓度条件下 NAA 的促进生根效果优于 IAA，当浓

度水平在 2. 5 ～ 3. 0mg /L 范围内时 NAA 诱导增殖苗

的生根率接近 90%。所以，选用 NAA ( 2. 5mg /L)

作为生根诱导剂可以实现对五针白皮松增殖苗的工

业化生根诱导培养。
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