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3个杨树品种叶片再生体系的建立 

沈周高，项 艳，蔡 诚，吴大强 

(安徽农业大学林学与园林学院，合肥230036) 

摘 要：以中林 2001杨、南林 95杨、南抗杨等3个杨树品种叶片为材料，选用 15种诱导愈伤组织培养 

基、9种分化培养基和7种生根培养基，研究不同基因型、激素组合以及外植体状态对再生体系建立的 

影响。结果表明：3个品种的愈伤组织诱导、分化效果与NAA／6．BA比值有一定相关性．在愈伤组织诱导 

中NAA／6．BA比值在 4：l～5：l之间。愈伤组织分化中NAA／6．BA比值大体在 l：4~1：10之间：不同品种在 

上下表皮气孔数、诱导愈伤、分化再生培养上都存在一定的基因型差异；接种叶片的不同放置方式、叶 

片上的不同部分对愈伤组织诱导具有显著影响 
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Establishment of Regeneration System from Leaves of 3 Populus Varieties 

Shen Zhougao，Xiang Yan，Cai Cheng，Wu Daqiang 

(College of bbrestry and Gardening,Anhui Agricultural University Hefei 230036) 

Abstract：This paper deals with regeneration system from leaves of 3 Populus varieties rPopulus deltoides 

CV．"zhonglin一20D ：Populus deltoids Bartr．cv．Lux×P．euramericaria (Dode)Guineir CV．，一45／51． 

Popul deltoides c1．Nankang)with fifteen induced callus media．six differentiation media and seven 

rooting media．The effects of genotype．hormone concentration and explants condition were investigated． 

，n1e results indicated that the effect on induced callus and differentiation of the three Populus varieties 

were related to the ratio of NAA to 6一BA．The ratio of NAA to 6一BA on induced callus was 4：l一5：1．The 

stoma number of leaves face and back．induced callus and plant regeneration of different varieties were 

different．There were significant effects on induced callus from leaves which were culture on medium with 

leaves face up or back up，leaves edge or middle． 

Key words：Populus，Leaf piece，Tissue culture，Regeneration system 

杨树是世界各国普遍种植的木本植物，属杨柳科 

(Salicacea)杨属b~opulus L．)，具有适应性强、生长速度 

快、丰产等特性，已被广泛作为短期轮作的造林树种， 

在生态环境治理和解决木材短缺方面占有重要地位。 

中林 2001杨 f Populus dehoides CV．'zhonglin· 

2001’)、南林 95杨[Populus deltoids Bartr．CV．Lux×P． 

euramericana 0de)Guineir CV．I-45／5 l】、南抗杨(Pop— 

ulus deltoides c1．Nankang)为黑杨杂种，是目前在江淮 

平原及长江中下游平原重点推广的树种，但对于这3 

个品种的叶片再生体系的研究尚未见报道。 

笔者在研究这3个品种叶片再生体系的同时，对 

3个品种的差异性进行了对比，并就接种叶片的放置 

方式、叶片上不同部位对诱导愈伤组织的影响等方面 

作了探索性研究，为试图建立高效的再生体系及今后 
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的转基因研究打下基础 

1材料和方法 

1．1材料 

1．1．1筛选消毒方法的材料 选用栽植于安徽农业大学 

校园内的I一69杨(Populus deltoides Bartr．CL．“LUX’，)， 

外植体为中、下部健壮新生枝条上的成熟叶，采集时间 

为春季晴天中午。 

1．1．2建立再生体系的材料 为栽植于安徽农业大学校 

园内的3年生中林2001杨、南林95杨、南抗杨等3个 

杨树品种，外植体的选取参见I．69杨的选取方法。 

1．2 方 法 

1．2．1叶片消毒方法的筛选 取I．69杨的新生叶，将叶 

片表面污物冲洗干净，用75％的酒精浸泡 10s，无菌水 

冲洗2次；在0．1％、0．2％、0．3％3种HgC12溶液下【 】，分 

别消毒 2min、4min、6min、8min，再用无菌水冲洗 7～8 

次，将叶片切成0．5cm~0．5cm的小块，接种到预先设 

计 好 的 培 养 基 f MS+6．BA 0．5mg／L+2，4．D 

0．5mg／L+25g／L蔗糖+8g／L琼脂)上，观察结果。 

1．2．2 3个品种叶片上、下表皮气孔密度比的估算试验 

分别取3个杨树品种叶片的叶尖、叶中脉附近、叶缘部 

分的正反两面制片，在400倍显微镜下观测，每个制片 

随机取 10个视野，直接记数叶片上、下表皮气孔数，估 

算上、下表皮气孔密度比。 

1．2_3愈伤组织诱导效果的对比性试验 

(1)3个品种的对比性试验。参照用I．69杨筛选出 

的消毒方法，将消毒处理后的3个杨树品种的叶片切 

成0．5cm~0．5cm的小叶片，半放于培养基表面。以 

MSt2J为基本培养基，附加蔗糖25g／L，琼脂 8g／L，植物 

激素 6-BA(0mg／L、0．1mg／L、0．2mg／L)、NAA(0．2mg／L、 

0．5mg／L、1．0mg／L、2．0mg／L、3．0mg／L)，共计15个处理， 

每个处理设3次重复，每个重复接种20块，共60块小 

叶片。在(25土2)℃、光照1500 20001x、13h／d下培养4 

周，统计3个杨树品种外植体的出愈率，进行品种问的 

对比。 

出愈率=(形成愈伤的外植体数，接种外植体总 

数)×100％ 

(2)叶片上的不同部分及放置方式的对比性试验。 

在上述的 15个处理中，将每个处理的 60片小叶片分 

为四种不同类型：30片为叶缘带脉梢 (15片叶正面朝 

上，15片叶背面朝上)，30片为叶中部带侧脉(15片叶 

正面朝上，15片叶背面朝上)。记录小叶片的生长情 

况，4周后根据结果进行分析。 

1．2．4不同品种诱导分化的对比性研究 将上述试验中 

诱导的愈伤组织转接到以MS为基本培养基，附加激 

素 6-BA (1．0 mg／L、2．0 mg／L、3．0 me／L)、NAA 

(0．2mg／L、0．5mg／L、1．0mg／L)、KT (0．1mg／L、0．2mg／L、 

O．5mg／L)，蔗糖(20g门L、30g／L、40g／L)，采用正交设计中 

的4因素3水平L9(34)表设计，共计9个处理，每个处 

理设3次重复，筛选3个品种诱导分化的最佳培养基， 

并进行品种间的对比。 

1．2．5不同组合的生长素浓度对根生长的影响 在继代 

丛生芽中选取生长健壮，叶片展开，长度2cm左右的 

嫩茎，切去茎段基部愈伤组织，插入以1／2 MS为基本 

培养基，附加生长素 NAA(0．01mg／L、0．02mg／L、 

0．05mg／L)、IBA(0．1mg／L、0．2mg／L、0．5mg／L)的培养基 

中诱导生根，生长素浓度不宜过高【3J，7d、16d后观测生 

根结果并进行分析。 

1．3统计方法 

研究中的数据分析和制图采用 Excel 2003 f 

Microsoft Corporation)和 SAS 9．0[Copyright(c)2002 

by SAS Institute Inc．，Cary，NC，USA．]等软件进行。 

2结果与分析 

2．1不同处理对外植体消毒效果的戳响 

将不同消毒处理的叶片经过20d的培养后，其结 

果见表 1 

从表 1可得：HgC1 浓度与材料污染率、出愈率成 

表 1不同处理对外植体消毒效果的影响 
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反比：在一定浓度的HgC1：溶液中，时间与污染率、出 

愈率成反比。这可能与HgCI：溶液对叶片的毒害作用 

有关，时间越长，毒害作用越大，从而影响细胞活性，降 

低出愈率 研究中，O．1％HgC12溶液、消毒4min为最佳 

处理，叶片的污染率为20％，出愈率为76％。 

将3个品种的叶片分别接种到 1 15号培养基上。 

4d后，叶片边缘普遍肿胀、皱曲，部分叶片表面隆起， 

7d后叶片切口的侧脉及脉梢处可见白色、淡绿或红色 

愈伤组织产生。14d后，切El边缘密生绿色或淡红色愈 

伤组织。20d后，愈伤组织迅速增殖膨大呈瘤状。30d后 

2．2 3个品种愈伤组织诱导效果的对比性试验 的试验结果见表 2、图 1、图版 I中A1、B1、C1。 

表 2不同培养基对 3个品种叶片出愈率的影响 

注：(1)出愈率、综合评分均为 3次熏复取样的平均值。(2)每个重复接种叶片数为 20。综合评分项中0分表示极少出现瘤状愈伤组织或仅叶脉处 

微现；1分表示仅叶脉处稍现瘤状愈伤组织；2分表示叶脉处出现淡绿、白色、红色结构松散水渍化瘤状愈伤组织，其他处少现；3分表示叶脉及切口处 

均现淡绿色结构较松散部分水渍化绿色愈伤组织；4分表示叶片周围密生绿色瘤状愈伤组织：5分表示叶片周围密生结构紧密的绿色瘤状愈伤且迅 

速膨大。 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ll 12 13 14 15 

处理 

圈 l 3个品种的诱导愈伤效果比较示意圈 

从表2和图1可得：3个品种的诱导愈伤的效果 

存在一定差异，通过方差分析可知品种间出愈率的F 

检验极显著(F=5．30，P=0．0073)：但3个品种诱导愈伤 

的整体趋势又具有一定的相似性，其最佳诱导处理出 

现两个主要的波峰，即 I．8、I—l4这2个处理上，诱导 

愈伤组织的效果与NAA／6．BA比值也呈现一定的相 

关性，其比值大体在4：1~5：1之间。另外，在实验中观 

测的愈伤组织，中林2001杨、南抗杨里白色、淡绿或绿 

色，而南林95杨则带有红色或紫红色，这可能是由于 

品种间的差异所致。 

由此可以推测——物种的相似性和品种基因型的 

差异性在杨树的组织培养中是同时存在的。 

2-3估算 3个品种叶片上、下表皮气孔密度比 

在400倍显微镜下，观测制片，参见图版Ⅱ中 

al1-c23，3个杨树品种的气孔数目及上、下表皮气孔 

密度比见表 3。 

由表 3可知，3个杨树品种叶片的下表皮的气孔 

数均大于上表皮，南林95杨的单位面积的气孔数较其 

5  4  3  2  1  0  

求圭t 
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表 3 3个品种 叶片上 、下表皮气 子L数 目及密度比 

拄：上、F表』芷气孔晰鹰比= I表皮气孔数／下表皮气孔数。 

它2个品种多--J 、下表皮气孔密度比中林2001杨和 

南抗杨基本相同，而南林95杨相对较小，即上、下表皮 

气孔数相差较大。 

2．4叶片上的不同部分及放 置方式对愈伤组织诱导效 

果的 影响 

表 4不同叶片部位对愈伤组织诱导的影响 

注：愈伤诱导率为 3次重复取样的平均值 

将3个品种不同类型的叶片接种于 1～15号培养 

基上，3周后，结果见表4、表5、表6、表7。 

由表4、表5可得：不同品种及叶片上 同部位在 

愈伤组织诱导过程中差异显著，叶中部带侧脉高于叶 

缘带脉梢，南林95杨高于其他2个品种；另外，叶支脉 

表 5不同叶片部位对愈伤组织诱导影响的方差分析表 

注：+、··分别表示显著和极显著水平。 

表 6不同叶片放置方式对愈伤组织诱导的影响 

注：愈伤诱导牢为3次 复取样的平均值。 

处的愈伤组织出现较早。 

由表6、表 7可知：在叶片愈伤组织的诱导过程 

中，品种问筹异极显著：叶片在培养基上的不同放置方 

式差异较显著，正面朝上放置叶片的出愈率要高于正 

面朝下放置。 

2．5不同培养基对 3个品种愈伤组织诱导分化的影响 

及其对比性研 究 

根据正交设计中的4因素3水平L9(34)设计，将实 

验中诱导的愈伤组织转接在9个处理的培养基上，20d 

转接 1次，60d后结果见图版 I中A2、B2、C2，结果分 

析见表 8、表 9。 

表 7不同叶片放置方式对愈伤组织诱导影响的方差分析表 

注：分化数为3次蓐复抽样平均值，每个重复接种愈伤组织数为2O。 

由表8、表9可得：3个品种的分化效果和最佳分 

化培养基有差异，I丌1种间的F检验较显著(F=2．84， 

P=0．0881)。 

在中林2001杨分化中，最佳配方为A B C2D 或 

AIB2C2D3， 即 MS+KT0．1mg／L+NAA0．5m 6一BA 

2．0rag／L+蔗糖30g(或40g)，NAA／6一BA比值为1：4。 

在南林 95杨分化中，最佳配方为A，B C D ，即 

MS+KTO．1 mg／L+NAA0．2 mg／L+6一BA 1．0mg／L+蔗糖 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


· 94- 

Chinese Agricultural Science Bulletin Vo1．22 No．1 1 2006 November 

http：／／www．casb．org．cn 

表 9不同培养基对3个品种愈伤组织诱导分化的试验结果分析 

注：(1)l(1表示任一列上水平号为 i时所对应的试验结果之和。(2) 

l~K／s，其中s为任一列上各水平出现的次数。 

20 rdL，NAA／6一BA比值为1：5。 

在南抗杨分化中，最佳配方为 A2B。C2D ，即 

MS+KT 0．2mg／L+NAA 0．2mg／L+6-BA 2．0mg／L+蔗糖 

40 ，NAA／6-BA比值为 1：10。 

2．6不同浓度的NAA和mA对3个品种试管苗生根 

的影响 

在丛生芽中切取2cm左右的嫩茎，插入生根培养 

基中诱导生根，16d后的结果见表 10、图版 I中A3、 

B3、C3、A4、B4、C4。 

由表 10可得：两种生长素浓度与3个品种试管苗 

的生根率和平均生根数成正比，但与生根的长度成反 

比；从苗及根的生长状况来看，处理IⅡ一5、IⅡ 6，即 

1／2MS+IBA0．5mg／L和 1／2MS+NAA0．01mg／L+IBA0．2 

mg／L较适合这3个品种试管苗的生根。 

3结论与讨论 

大多数双子叶植物表皮上气孔的数目、位置和分 

布，随植物的种类而异[41。在植物组织培养中，外植体 

处于高湿、弱光的离体培养条件下，其海绵组织细胞间 

隙、气孔保卫细胞开度及气孔导度较大且无关闭功 

能 】；同时因叶片存在正反面结构的差异，即使在离 

体的条件下，仍会影响其对营养成分的吸收和利用。在 

对胡杨的研究中，叶片上、下表皮面的不同放置方式在 

组培中的差异不大[gAOl，但是研究中发现，3个品种的叶 

片的放置方向对愈伤组织的诱导效果影响较显著，叶 

正面朝上高于叶正面朝下，同时得出品种之间差异显 

著。经估算，这3个杨树品种的叶片正反两面的气孔密 

度比中林2001杨为0．81、南林95杨为0．71、南抗杨为 

0．79。由此推测，叶片气孔数的不同可能是造成愈伤组 

织诱导效果差异的原因之一。 

许多植物再生频率的高低因所用植物生长调节剂 

的种类、浓度及组合而异【-ol。在杨树叶片不定芽诱导过 

程中，诱导的效果与生长素和细胞分裂素的比值有一 

定的相关性【--．12】。研究在3个杨树品种叶片的愈伤组织 

表 lO不同浓度的NAA和 IBA对3个品种试管苗生根的影响 

诱导和愈伤组织分化中也得出类似结论，即最佳诱导 

愈伤组织效果与 NAA／6．BA比值有一定的相关性，其 

比值大体在 4：1-5：1之 间，NAA的浓度 一般在 

1．0~2．0mg／L之间，高于3．0mg／L或低于0．5mg／L则诱 

导效果会显著下降；在愈伤组织分化中，细胞生长素与 

细胞分裂素之间也存在一定比例。这也进一步证明了 

Skoog和Milcr提出的关于植物激素可调控器官发生 

的概念——通过改变培养基中生长素和细胞分裂素的 

相对浓度可以控制器官的分化。 

尽管植物激素可调控器官发生的概念对于多数物 

种都可适用，但由于在不同组织中这些激素的内在水 

平不同，因而对于某一具体的形态发生过程来说，它们 
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图版 I AI．【}l林2001杨叶，1诱导的愈伤组织(处理I～14)：A2．【{】林2001杨愈伤组织分化i耳生苗(处理II～2)：A3．中林2001杨试管苗 

生根(处理III～6)：A4．中林2001杨冉生茁；BI．南林95杨叶』 1 诱导的愈伤组织(处理 I～8)；B2．南林95杨愈伤组织分化再生苗(处理I1 

～ 1)：B3．南林95杨试竹曲生楸(处理III～6)；B4．南林95杨再生悄；CI．南抗杨叶片诱导的愈伤组织(处理 I-14)；C2．南抗杨愈伤组织分 

化再生苗(处理II～4)；C3．南抗杨试管 生根(处理III～5)；C4．南抗杨再生苗。 
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一  
图版II al1．中林2001叶片正面尖端气孔图；a12．中林2001叶片正面边缘气孔图；a13．中林2001叶片正面中脉附近气孔图；a21．中林 

2001叶片背面尖端气孔图；a22．中林2001叶片背面边缘气孔图；a23．中林 2001叶片背面中脉附近气孔图：bl1．南林95叶片正面尖 

端气孔图；b12．南林95叶片正面边缘气孔图；b13．南林95叶片正面中脉附近气孔图：b21．南林95叶片背面尖端气孔图；b22．南林95 

叶片背面边缘气孔图；b23．南林95叶片背面中脉附近气孔图；c11．南抗叶片正面尖端气孔图；el2．南抗叶片正面边缘气孔图；c13．南抗 

叶片正面中脉附近气孔图；c21．南抗叶片背面尖端气孔图；e22．南抗叶片背面边缘气孔图；e23．南抗叶片背面中脉附近气孔图。 

所要求的外源激素的水平也会有所不同[2]。在杨树组 

织培养中，组织的再生与植株的基因型、年龄、性别及 

组织的来源、状态等因素有关 。研究中的3个杨树 

品种，无论是愈伤诱导还是分化再生方面，都存在着显 

著的基因型差异。这可能是由于不同品种在启动愈伤 

组织形成及分化时，由于控制其形成和分化的基因以 

及基因组合不同，导致这种显著的差异。 

总之，研究中虽然做出一些推测，但造成这些差异 

的根本原因还有待进一步研究证明。 

[9] 

[1O] 

【11】 

【l2】 

【13] 
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