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光叶楮叶片和叶柄再生体系的建立 
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In vitro Culture and Shoot Regeneration from Leaves and 

Petioles of Broussonetia papyrifera 
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2．Shanghai Institute of Plant Physiology and Ecology，Chinese Academy of Sciences，Shanghai 200032，China) 

Abstract：In this study，an efficient regeneration system of Broussonetia papyrifera was established．Using leaf disks and 

petiole fragments￡Ls explants．MS media supplemented with different concentrations of BA and NAA were investigated for 

shoot induction．Then regenerated shoots were transferred to MS medium containing 0～ 0．6 mg ·L一 NAA to induce 

roots．A BA／NAA combination of 2．5／0．1(mg·L )produced the highest percentage of regeneration with petiole ex- 

plants and of 1．5／0．05(mg‘LI1)with leaf explants．The optimal medium for rooting was MS medium supplemented with 

0．05 mg·L。。NAA． 
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光叶楮(Broussonetia papyrifera(L．)Vent．)， 

速生阔叶树种，落叶乔木，属桑科(Moracea)，构树属 

(Broussonetia)。该树种适应性极强，耐盐碱、干旱， 

生长周期短，且伐后可以萌生，是近年来从日本引进 

的制浆造纸专用树种。光叶楮的树皮可生产特种 

纸；树干可制纸和纤维板；树叶可作饲料，当年的生 

物产量可达到22．5 t·hm～。它不仅具有极高的经 

济价值，而且还是一种可用于环境绿化和保持水土 

的优良树种。 

目前光叶楮苗木的大量需求主要靠常规的无性 

扦插繁殖得以满足，但由于其材料来源不足，扦插成 

活率不高，且费时费工，难以满足当前大面积栽培及 

推广光叶楮优良品种的需要。李际红等⋯采用母株 

基部的茎段作外植体，对其进行了组培快繁的研究， 

孙天洲等 通过对光叶楮顶芽离体培养，探索了其 

快繁及生根的最佳培养条件。但是这些研究多集中 

在光叶楮组织快繁方面。如何以叶片和叶柄为外植 

体建立光叶楮高效再生体系，目前国内外均未见报 

道。Bhatnagar 与Kapur-6 等曾对桑树(Morus alba 

L．)叶片与叶柄的分化作了系统的研究。本文从光 

叶楮的叶片与叶柄外植体着手，经过大量试验，筛选 

出各阶段的最佳培养条件，解决了光叶楮分化率低， 

增殖缓慢，生根困难等问题，不仅为实现其快速无性 

繁殖、扩大种源生产、保存优良品种提供了一种行之 

有效的方法，更重要的是，为光叶楮的遗传转化及转 

基因品种改良打下了坚实的实验基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

供试材料为光叶楮组培苗，叶片和叶柄取自 
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MS 培养基上生长30 d的组培苗。 

1．2 培养方法 

以Ms为基本培养基，琼脂粉8 g·L～，蔗糖20 

g·L～，添加不同组合的植物激素，调节 pH值至 

5．8。将叶片切割成 5 mm见方的小块(图3A)，叶 

柄切成5 mm的小段(图3c)，接种于附加不同激素 

组合的分化培养基中，每天光照 16 h，光照强度为 

2 oo0～2 500 Ix，温度25～28 oI=，每两周更换一次 

培养基。当芽苗长至1～2 cm时，置 MS培养基上 

延长生长至3 cm左右，转移到生根培养基中，2～3 

周从茎基部分化出根，长成完整植株。开瓶炼苗 1 

周，洗净根部培养基，移栽到经灭菌的营养土盆中， 

30 d后长成大苗。每次实验选取40个左右的外植 

体，重复3次。 

2 结果与分析 

2．1 BA、NAA的不同组合对叶片、叶柄分化的影响 

预试验中，我们曾选用Zt、TDZ、BA比较促进分 

化的效果，结果表明BA对光叶楮叶片、叶柄外植体 

的再生有较好的效果。这与前人的BA可以有效促 

进木本植物茎段外植体的分化 的观点一致。因此 

本实验在MS培养基中添加不同浓度的BA、NAA组 

合，进一步探索分化配方。 

将叶片、叶柄外植体接种到各分化培养基中，培 

养30 d后，对萌发不定芽数进行统计，结果见表 l。 

运用 SAS软件的PROC FREQ程序分析数据，结果 

表明BA和NAA的不同浓度组合与叶片、叶柄分化 

率之问存在显著的相关性。(P<0．000 1) 

表1 各种分化培养基对叶片叶柄 

不定芽再生的影响(30 d) 

邀塞 ! ： ： 2 堕堡 堡 堕签 
BA NAA 接种个数 再生率／％ 接种个数 再生率／％ 

1 0 0．02 39 2．3 42 7．1 

1．0 0．05 42 16．1 29 34．5 
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叶片最佳分化培养基为MS+BA 1．5 mg·L 

+ NAA 0．05 mg·L～，此时的最高分化率达 

36．4％。叶片外植体接种于分化培养基上20 d左 

右，组块边缘伤口处可见少而小的绿色愈伤组织，约 

30 d后，有绿色芽点生成，逐渐分化出芽。每个叶片 

外植体一般只能分化出一个芽(图3B)。叶柄外植 

体的再生能力明显强于叶片：当BA 2．5 mg·L～， 

NAA 0．1 mg·L。’时，叶柄的分化率高达93％。叶 

柄接种两周左右，两端切口处可见绿色愈伤组织，3 

周左右愈伤组织中分化出小芽，4周时芽的分化达 

到高峰(图3D)。一般叶柄两端均可分化出芽，每个 

再生叶柄分化芽数为1～4个不等。 

2．2 硝酸银对外植体褐化的影响 

外植体褐化是木本植物组织培养过程中容易出 

现的问题。外植体的褐化，除了会导致自身死亡外， 

还向培养基中分泌褐色物质，影响其它外植体的分 

化。防止外植体的褐化是木本植物组织培养成功的 

关键之一。本试验参照钟名其等 -3 的研究结果，采 

用硝酸银为抗酚类氧化剂，添加至培养基中，培养 

20 d后观察外植体的褐化率。结果如下(见图1)： 

避 
瓣 

寝 

图1 硝酸银对外植体褐化的影响 

从图1看出：在培养基中加入适量的硝酸银可 

以显著地减少光叶楮叶片、叶柄外植体的褐化。然 

而，不同的外植体对硝酸银的敏感程度不同：叶片的 

最佳浓度在 2 mg·L～，叶柄最佳浓度在 1 mg· 

L～。这可能是由于叶片本身褐化程度较叶柄严重， 

因此需加入的硝酸银浓度也较叶柄的高些。但在硝 

酸银浓度过高时，无论叶片、叶柄，均表现出严重褐 

化死亡、再生率大大降低的现象。这可能是因为高 

浓度的银离子对外植体产生了重金属胁迫，从而影 

响了外植体的分化与发育。 

2．3 MS、1／2MS中添加不同浓度的NAA对植株 

生根的影响 

将长势较为一致的高约3 cm左右的试管苗切 
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下，接种到分别以MS、1／2MS为基本培养基，添加不 

同浓度NAA的生根培养基中。实验结果见图2。 
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10 

较 低 水平 的 NAA能 有效 促 进 根 的发 育。 

0．05～0．1 mg-L-‘的NAA约一周时间就能诱 

导根突萌发(图3E)，且所生的根分布均匀，侧根 

发达。而高浓度的 NAA非但不能有效促进根的 

发育，反而对其有抑制作用。若 NAA浓度很低， 

如0～0．02 mg·L～，虽然所生的根愈伤很少， 

但根的始萌发时间偏长，分布不均，且根细长。 

另一方面，较低浓度的无机盐水平也有利于根的 

形成。在各种NAA的浓度下，1／2MS培养基的生 

根效果均明显优于 MS培养基。1／2MS培养基上 

不仅光叶楮幼苗生根率较高，而且生根时间平均 

短于MS培养基 4～ 6 d，根长而粗壮，这可能与 

高浓度的无机盐对根发生的抑制作用有关。综 

合两方面的因素，在 1／2MS培养基中添加 0．05 

mg·L～NAA，生根效果最佳。 

图3 A．叶片外植外置于分化培养基上；B．30 d后从叶柄边缘分化出不定芽；c．叶柄外植体置于分化培养基上； 

D．30 d后从叶柄两端分化出不定芽；E．无根小苗在生根培养基中15 d后开始生根；F．移栽至花盆中30 d后 

2．4 试管苗炼苗移栽 

当试管苗长至5 cm左右，并有数条根时，即可 

进行炼苗。打开瓶盖炼苗一周左右，将生根试管苗 

小心地从培养瓶中取出，用水洗净根部残留的培养 

基，栽入经灭菌的营养土盆中(图3F)。 

试管生根苗在移栽前需要一个开瓶炼苗的过 

程，锻炼后植株成活率高，长势较好。光叶楮试管苗 

在过渡移栽中需要注意缓和蒸腾过速与增强光照与 

温度的矛盾。不同光照和温度条件下的锻炼对试管 

苗的形态有明显的影响。强光高温(3 500 Ix，28 

cc)下试管苗根系发达，幼茎组织充实，叶片大而绿， 

植株挺拔有活力；而弱光低温(2 000 lx，15 oC)下的 

试管苗根系生长较慢，茎较幼嫩，叶片不发达，植株 

生活力较差。试管苗根系大小，叶片的光合能力以 

及维管组织的发育与充实程度与其对外界环境适应 

能力密切相关，适当的强光高温锻炼后的试管苗自 

身抗性增强，保护组织完善，成活率高达91．6％，而 

未经锻炼的试管苗从培养室的培养条件下直接过渡 

移栽，成活率仅为48．4％。 

3 讨论 

以叶片、叶柄为外植体进行组织培养，经短时间 
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的愈伤化直接分化出芽，这是一条便捷的再生途径。 

实验中发现，相同的激素配比，对叶片和叶柄不 

定芽的诱导存在很大的差异。无论从不定芽萌发所 

需时间，还是再生率看，叶柄的再生能力明显比叶片 

强，这可能与叶片和叶柄的易褐化程度不同及二者 

的内源激素含量、利用能力存在差异有关。在 BA 

1．5～3．0 mg·L～，NAA0．05～0．2 mg·L 的浓 

度范围内，均能诱导叶柄产生不定芽。尤其在 BA 

2．5 mg-L～，N从 0．1 mg·L 时再生率达93％， 

所生的芽均为丛生芽。 

叶片外植体一般只能分化一个芽，但所生的芽 

非常健壮，生命力旺盛，这可能与叶片外植体与培养 

基之间接触面积较大、营养吸收更充分有关。此外， 

虽然叶片外植体的再生率较低，最高仅为36．4％， 

但因其叶片较大，取材方便，亦不失为一种良好的组 

培材料。 

本研究建立了光叶楮叶柄、叶片的高效再生系 

统。并探索了硝酸银在减轻光叶楮外植体褐化方面 

的作用。该技术体系的建立不仅有助于我们实现光 

叶楮大规模种植的产业化，同时也为将外源基因导 

入该树种，进行分子育种方面的研究，实现其种质 

资源的改良打下了坚实的基础。 
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