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6-BA浓度对安祖花愈伤组织与试管苗生长重现性的影响 

杨小．玲 ，杨少辉2 (1．天津市农业科学院，天津30o192；2．天津大学农业与生物工程学院，~ 300072) 

摘要 同一块安祖花愈伤组织长期连续继代于含有不同浓度6-BA的4种培养基中，分析每代愈伤组织生长量、试管苗分化率及所分 

化试管苗大小，结果表明：不同培养批次间不同处理重现性较差。所以，在筛选植物适宜培养基时，应把握不同植物的适宜生长温度， 

并采用多次连续继代培养的方法，以增加结果的可靠性。 
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国内外报导了许多有关植物组织培养适宜培养基配方 

筛选的文章，其适宜培养基配方均为一次性实验筛选的结 

果 I4]。对于同种植物，不同文章所报导的适宜培养基配 

方不同【5-9]，这说明组培重现性差。同时，在植物组织培养 

中，外植体均能经过长期继代产生数百株完整植株，而每一 

次继代，外植体生理状况发生不同程度的变化。外植体生 

理状况及培养条件的差异，均能使同种培养基产生不同的 

结果，从而导致重现性差。该试验采用安祖花的同一块愈 

伤组织在同种培养基中连续继代培养的方法，分析连续继 

代中同种处理却产生不同试验结果的原因，以期为组培筛 

选适宜培养基配方时提出可重复的试验方法。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 选取亚历桑娜安祖花愈伤组织。该愈伤 

组织是由MS+0．10 mg／L NAA+0．50 mg／L 6-BA培养基诱 

导幼嫩叶片而产生。切净愈伤组织表面小芽点和突起，留 

无芽点、质地紧密的愈伤组织块。 

1．2 试验方法 将质地紧密的愈伤组织块平均分成 4份， 

称重(G．)，接种于 4种不同处理的培养基中。基本培养基 

为 MS+0．10 mg／L NAA+30．0o L白糖 +7．0o g／L琼脂粉 

(DH值 5．8 6．0)。4种处理培养基中6．BA含量不同，即处 

理①0．25 mg／L 6-BA，处理②O．50 mg／L 6-BA；处理③0．75 

mg／L6-BA，处理④1．00 m#L 6-BA。每个处理重复 18次。 

愈伤组织置于温度随季节变化、但光照强度不变的培养室 

培养75 d后，称重(G2)，然后切下每块愈伤组织分化的苗， 

计算愈伤组织增长倍数和单苗重。 ， 

增长倍数=(G2一G1)／G1 (1) 

将切除苗的愈伤组织再次称重后继代于原来培养基 

中，培养 75 d后用相同的方法计算增长率和单苗重。然后， 

每75 d采用相同的方法处理计算增长率和单苗重，连续 6 

次继代培养时间见表 1 O 
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1．3 培养温度 培养温度由空调调节。但空调控温存在 
一 定的局限性。培养温度变化情况见表2。 

表 1 连续 6次继代培养时间 

1．4 数据处理 数据采用单因素多组群的方差分析法进行 

处理。 

2 结果与分析 

2．1 温度对试验重现性的影响 图 1表明，4种处理连续 

6次继代培养，愈伤组织增殖倍数变化趋势相同。5月中下 

旬至 1O月中下旬愈伤组织生长快，增长倍数在 2．0o一7．25 

倍；11月上旬至翌年5月上旬愈伤组织生长缓慢，增殖倍数 

在 1．50—2．63倍。产生这种差别的主要原因可能是由于培 

养温度的差异。 
一 些文章报导，安祖花叶片愈伤组织诱导需要较高的 

细胞分裂素(大于 1．00 L 6-BA)。一旦愈伤组织形成，就 

减少细胞分裂素含量，有利于愈伤组织增殖和分化，特别是 

随着继代代数增加，6．BA浓度不应高于0．20 L 6-BA[引。 

试验表明，5月中下旬至 1O月中下旬，培养室温度白天26℃ 

以上，晚上20℃以上，6．BA浓度为 0．75 mg／L时，愈伤增殖 

倍数最高，分别为7．25、3．82和 7．06倍，与处理①和处理② 

相比，达到 0．05显著差异。这与一些文章所报导的适宜增 

殖培养基有一定的差距【 ， 。11月至翌年5月上旬，培养室 

温度较低，白天低于25℃，晚上低于 18℃，4种处理的愈伤 

组织增长倍数之间没有明显差异。由于培养温度的差异产 
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生了6-BA增殖效应的差异，出现不同培养批次间显著性差 

异不同的结果。 

耄 

夯匕三定 

注：不同大小写字母表示在0．01、0．05水平存在差异。下同。 

图1 6．BA对愈伤生长的影响 

2．2 影响试验重复性的其他因素 安祖花愈伤组织在含 

有细胞分裂素和生长素的培养基中培养一段时间后，较容 

易分化试管苗。经统计，4次继代后每克愈伤组织分化的试 

管苗总数在 21．1～30．5株，不同6-BA处理之间没有显著差 

异。但是，不同继代批次间试管苗分化情况不同。由图2可 

知，第 l批次与第 3批次，低浓度的6．BA(≤0．5 mg／L)在 

0．05水平显著促进愈伤组织分化试管苗，而第 2批次与第4 

批次，各处理间愈伤组织的分化程度没有显著差异。由此 

可见，连续继代过程中，不同培养批次间 6-BA对愈伤组织 

分化苗量的影响不同，重现性差。 

书_诙  

图2 6-BA对愈伤苗分化量的影响 

愈伤组织分化试管苗的数量并不是越多越好。有些愈 

伤组织所分化的试管苗虽然很多，但苗小，苗与苗之间相互 

竞争，抑制生长。单苗重是衡量愈伤组织所分化苗的质量 

指标之一。经过长期的组培试验与苗移栽后生长状况观 

察，发现单苗重越高，脱离愈伤组织后，苗生长快而且移栽 

成活率高。 

图3表明，6-BA对试管苗单苗重的影响与 6-BA对愈伤 

分化量的影响有类似之处，即第 1批次与第 3批次，不同处 

理间单苗重达到 0．05显著差异，第 2批次与第 4批次各处 

理间单苗重没有显著差异。不同的是，第 l批次虽然低浓 

度的6-BA(≤0．50 mg／L)在 0．05水平显著地促进愈伤组织 

分化试管苗，但每株试管苗苗小，单苗重在 0．05水平显著小 

于高浓度 6-BA培养基中愈伤组织所分化试管苗的单苗重； 

而第 3批次，6-BA浓度对愈伤组织所分化的试管苗数量及 

单苗重的影响效果相同，即低浓度的6-BA不仅促进愈伤组 

织分化，且分化的试管苗单苗重在 0．05水平显著大于高浓 

度6-BA培养基中愈伤组织所分化的试管苗。值得一提的 

是，当6-BA浓度为 0．75 mg／L时，每一批次愈伤分化量较稳 

定，且每次分化的试管苗单苗重均一。 

≈  
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图 3 6-BA对 单苗重 的影 响 

从不同批次试验数据可知，6-BA对试管苗单苗重的影 

响效应也同样出现了重现性偏差。笔者认为造成这种现象 

的原因可能有 2个。一是植物愈伤组织生长可能存在周期 

性，愈伤组织经历快速分化阶段之后会经历较慢的分化阶 

段。该试验愈伤组织所分化的试管苗单苗重出现大一小一 

大一小的生长趋势。二是继代初期愈伤组织内源激素含量 

较低。外源激素影响效应可能较好。随着继代次数增加， 

内源激素含量增加，外源激素的影响效应可能减弱。 

3 讨论 

(1)温度自动调控的培养箱培养面积小、光照强度不均 
一

、价格昂贵等因素限制了其在工厂化植物组织培养中的 

应用。国内许多科研及生产单位主要采用空调调控的培养 

室生产试管苗，然而空调控温有一定的局限性 ，往往无法满 

足生产所需的温度。从安祖花长期继代的试验中发现，每 
一 批次 6-BA对安祖花愈伤组织增长量的影响不同。培养 

温度低时，不 同处理间没有明显差异；培养温度较高时， 

0．75 mg／L的6．BA明显地促进愈伤组织增长。因此，试验 

结果随温度的变化出现了重现性偏差。建议组织培养试 

验过程中要把握好不同植物生长的最适温度，避免出现试 

验误差。 

(2)植物生长有昼夜和季节周期性。该周期性引起植 

物生长的快慢。植物组织培养中可能由于培养基含有调节 

植物生长的植物激素，且温、光等环境因素人为控制，试管 

苗生长的周期性表现不明显。 

(3)笔者在 6-BA对安祖花愈伤组织分化程度及所分化 

试管苗单苗重的影响试验中发现，愈伤组织和试管苗的生 

长可能也存在周期性，但其周期性与自然界生长的植物周 

期性有所差别。植物组培周期性可能也是产生组培试验重 

现性偏差的原因之一 。因此，建议筛选某种植物组织培养 

适宜培养基时，最好采用长期继代试验方法，提高试验的可 

重现性，避免因某一次试验产生的偶然性结果。 

(4)该试验表明，适宜的温度条件下 0．75 mg／L 6．BA明 

显促进愈伤组织增殖与分化，每代所分化的试管苗大小较 

均一、整齐，是较适宜的细胞分裂素浓度。 
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身所带的细菌所造成的污染 ，称为内生菌污染)，造成表面 

消毒时间不易掌握所引起的。因此，对材料的选择也要仔 

细。为防止内生细菌的滋生，试验将外植体用洗衣粉清洗 

后，又放入500 mg／L的安素菌毒清试剂中消毒 5 rain。这 

种措施在一定程度上抑制了内生细菌的滋生，减少了后期 

污染。 

(2)试验发现野百合鳞茎接种方位对诱导培养有较大 

影响，诱导能力依次是：内层 >中层 >外层，外层鳞片积累 

营养多，但出苗时间迟缓，可能与其处于休眠状态有关_1引。 

内层的诱导能力较强，主要是由于内层存在更多的分生组 

织。而杭玲等(20o1)El3]对在龙牙百合的组织培养的研究和 

王刚等(2oo2／Hj对兰州百合鳞片的组织培养研究认为，鳞 

片诱导芽的能力从强到弱依次为外层、中层、内层，这刚好 

与野百合的相反，可能是由于品种差异导致的。在研究不 

同的部位对鳞茎芽形成的影响时发现，不同部位鳞茎芽的 

形成差异很大，其鳞茎芽的形成能力依次是：基部 >中部> 

上部，这与 Robb(1957)l15j发现鹿子百合的鳞片基部最易结 

鳞茎、中部较难分化及结鳞茎而上部不能结鳞茎的结论类 

似。同一鳞片的不同部位增殖系数不同，带基部的鳞片增 

殖系数最高，这可能是由于鳞片的分生组织在基部，分裂的 

细胞经伸长，分化直至成熟，由基部向后推进，距离基部愈 

远愈成熟。此外，整片的鳞茎有完好的基部，其形成鳞茎芽 

的能力也较大，因此，在野百合的繁殖过程中，整片或切取 

鳞茎的基部效果都差不多，但选取基部浪费的材料较少。 

(3)试验结果表明，培养基的激素成分和配比也是影响 

野百合鳞茎芽形成的重要因素，野生百合在含有不同激素 

的培养基上形成不定芽的数量存在着差异。在 NS添加 

6-BA 1．5 nW'L和 NAA 0．5唧 组合的培养基上，其鳞茎的 

萌芽率最高，可以得到大量健壮的野生百合试管苗，是诱导 

野百合鳞茎芽较好的激素组合。在高浓度的激素组合中， 

发现诱导的鳞茎芽容易发生变异，产生变态苗，这可能与激 

素的生理特性有关。 

(4)鳞茎芽的继代增殖培养的激素组合中，6-BA 0．8 

nW'L+NAA 0．05 nW'L比较好，虽然在单独使用 NAA时，浓 

度在0．04 nW'L时繁殖系数也很高，但生长的苗比较矮小， 

叶子的颜色呈黄褐色，同时也有大量的不定根产生。从苗 

的质量和增殖倍数两个方面考虑，以 MS+BA 0．8 nW'L+ 

NAA 0．05 nW'L作为继代培养基较好。在野百合的工厂化 

生产中，应适当控制激素的浓度，太高影响苗木质量，部分 

出现有轻微玻璃化现象和畸形苗；过低则影响繁殖系数。 
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科技论文写作规范——缩略语 
采用国际上惯用的缩略语。如名词术语 DNA(脱氧核糖核酸)、RNA(核糖核酸)、ATP(三磷酸腺苷)、ABA(脱落酸)、ADP 

(二磷酸腺苷)、cK(对照)、cv(变异系数)、c,Ms(细胞质雄性不育性)、L (吲哚乙酸)、LD(致死剂量)、M (净同化率)、PNC 

(花粉母细胞)、LAI(叶面积指数)、L-so(最小显著差)、RGR(相对生长率)，单位名缩略语 IRRI(国际水稻研究所)、FA0(联合 

国粮农组织)等。对于文中有些需要f临时写成缩写的词(如表及图中由于篇幅关系以及文中经常出现的词而写起来又很长 

时)，则可取各主要词首字母写成缩写，但需在第一次出现处写出全称 ，表及图中则用注解形式在下方注明，以便读者理解。 
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