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垂丝海棠组培再生体系建立的研究 
张庆田 ，夏阳 ，孙仲序 ，刘燕苓 ，陈兴彬 

(1．山东农业大学园艺科学与工程学院，山东 泰安 271018；2．山东省林业科学研究院，山东 济南 250o14) 
摘要：目的：通过对垂丝海棠(Ma／us 纰眦 koehne)进行组织培养研究为木本观赏海棠提供技术支持。方法：采用常规组培 

手段及正交设计试验对外植体消毒时间、快繁培养、叶片愈伤诱导、再生、生根等进行研究。结果：外植体最佳消毒时间．75％酒 
精 30s+0．1％升汞 lOmin；最适增殖培养基为：NS+6一BA 0．7me,／r．+NAA 0．3m#r．，增殖系数可达 7；正交设计结果显示激素对叶 
片愈伤组织诱导影响的因素大小为：2,4一D>6一BA>NAA；再生最佳配方为6一BA 6．O唧 L+NAAO．5m#r．再生效率达91．8％； 
最适生根培养基为：I／2MS+IBA 0．3m#r．+蔗糖20g／L。结论：对垂丝海棠组培再生研究取得初步成功。 
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Establishment of Regeneration System of Ma／us ha／／／ana koehne by Tissue Culture 

ZHANG Qing—tian ，XIA ，SUN Zhong—Xtl ，LIU Yan—ling ，CHEN Xing—bin 
(1．Horticulture Dcparta'nent，Shandong Agn~ture Univer~ty，Tai’8Il 271018．0lifla；2．Fore~-r Academy 0f SIl∞dallg．JillarI 250014．China) 

．Ablstrl~ ；ObJeaive：Technical support would be p~vided tO woody ornamental by tissue culture of Ma／us ha／／kma koehne．Methods：Convelr1． 
tioflal tissue culture methods and 0lt}l0 design had been researched for explants disinfection，rapid zeproduction，leaves callus induction，re． 

generation，rooti~ ．Results：1"he optimum sterilization血lle8 of explants weIe 75％ alcohol 30s+0．1％ merettrie chloride lOmin．nle moet suit． 

able l~dJum for the initiation ofadventitious buds W,1~18 MS medium supplemented with 0．7me4r．6一BA and 0．3me4r．NAA，and the ratio cl"buds 

propa~ o,is 7；The results showed ha】m[龇 oilthe leaves orthogo~ design factors affectingthe size ofthe callusinduction：2 4一D>6一BA> 

NAA；Ttle best regeneration tissue culture WaS MS+6一BA 6．0 me／r．+N从 0．5me-／L；Ttle regeneration efficiency was 91．8％．Ttle best root． 

age culture llledium is I／2MS+IBA 0．3re#r．+sucro6e 2o#r．WflS most suitable for the roo~e．C倪Ichl m：Tissue culture of Ma／us ha／／iana 
kodme was$110P_．,ess． 

Key WOI"dsIMa／u~JIlclzf koehne：ti~ue culture；regeneration；ornamental 

垂丝海棠(Ma／us ha／／iana koehne)是木本观赏植物，素有花 

中神仙之美称，是蔷薇科苹果属的著名庭园观赏树种。广泛 

分布于我国华东及西南地区，全国各地均有栽培。垂丝海棠 

还是盆栽和制作盆景的优 良花木。其花人药能调经和药．治 

红崩；果实小，营养物质丰富，据分析，每 lOOg成熟的果实可食 

用部分含胡萝 卜素0．386mg、硫胺素0、O08mg、核黄素 0．O16mg、 

尼克酸 0．16mg、抗坏血酸 1．6mg、蛋 白质 0．16g、脂肪 0．16g、糖 

18．4g、粗纤维 1．42g、无机盐 0．5g。成熟的垂丝海棠为黄色，风 

味独特 ，香气浓郁幽雅，但果实个体小，单朵均重(O．4 0．5)g， 

内含种子 3—4粒，可食用部分占 84．9％，是加工果汁饮料的 

理想原料 Il。 

目前多采用嫁接繁殖 ，而利用生物技术手段对木本观赏 

海棠进行组织培养及基因遗传转化的研究少有报道，作者 以 

此为切入点进行垂丝海棠研究 ，采用常规组培方法操作研究， 

为木本海棠组织培养提供技术参考，同时建立垂丝海棠高效 

快繁再生体系，为其组培快繁以及遗传转化育种开辟一条有 

效可行的途径。 

l 材料与方法 
1．1 材料 

1．1．1 试验材料 

试材取 自山东农业大学实验苗圃栽种的 4年生垂丝海棠 

冬季休眠后的枝条。 

1．1．2 试剂 

试验试剂均为分析纯，植物激素购于上海稼丰园艺用品 

有限公司，琼脂粉购于济南普朗特生物科技有限公司。 

1．1．3 培养基 

基本培养基Ms每升培养基中加入30g蔗糖，6．5g琼脂． 

调整培养基 pH值至 5．8，培养基在 llkg，c (121％)压力下消 
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毒 2o一25rain，激素为6一BA、IBA、2。4一D、NAA。 

1．2 方 法 

1．2．1 外植体处理 

将垂丝海棠休眠后枝条水培催芽，待芽长2era左右在无 

菌条件下用 75％酒精和 0．1％升汞(I-IgCa2)消毒外植体 ，消毒 

后用无菌水冲洗 4—5次，材料切成 0．8—1．Ocm长段，在无菌 

条件下接种于 MS培养基上。 

1．2．2 消毒时间 

酒精30s，ngCl2 5、10、15rain处理对垂丝海棠污染率和褐化 

率的影响。每一处理的茎段数为 3o个，为防止交叉污染每瓶 

装 1个，共 3o瓶，每次处理设 3次重复，20d后调查试验结果。 

1．2．3 激素配比 

将外植体接种到含 6一BA 0．5、0．7、1．Omg／L，I~／AA 0．1、 

0．3m#t~同配比的培养基中对增殖进行研究每一处理 5瓶， 

每瓶 1株，3次重复。组合及结果见表 3。 

1．2．4 琼脂浓度 

分别用含 6．5g、7．Og、7．5g、8．Og、8．5g琼脂含量的培养基 

研究对玻璃化现象的影响究每一处理 5瓶，每瓶 1株，3次重 

复。结果见表4。 

1．2．5 愈伤组织的诱导 

采用三因素三水平正交试验法对垂丝海棠叶片愈伤组织 

诱导率进行研究，各因素水平见表 1。每一处理 1O瓶，每瓶4 

片叶，3次重复。结果见表 5。 
表 1 正交试验因素水平表 【34) 

TBb．1 Chart offact~ andlevel 

1．2．6 生根 

选取健壮苗接种到 I／2MS+IBAO．3meet．+蔗糖20g，L上 

进行生根试验，重复 3次，每次 3o瓶，每瓶 1株。 

1．2．7 统计分析 
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愈伤组织诱导率(％)=(诱导出现愈伤组织的叶片数，接 

种叶片总数)×100％ 

再生频率(％)=(再生出不定芽的叶片数，接种叶片总数) 

× 100％ 

对垂丝海棠叶片愈伤组织诱导率的影响采用直观分析和 

方差分析。 

2 结果与分析 
2．1 消毒时间对污染、褐化的影响 

在植物正常的生长状态下 ，植物细胞中醌类物质水平较 

低。当细胞受伤或衰老时，在适当的条件(如 pH、温度等)下， 

细胞中的酚类物质和氧气在酚氧化酶的作用下发生氧化反 

应，形成大量有毒的醌类物质。在组织培养时，当外植体或培 

养物被切割和接种时，损伤的切面细胞中酚类物质被氧化成 

醌，使培养物的切面变成棕褐色或暗褐色而发生褐变。醌会 

逐渐扩散到培养基中，抑制其他酶的活性 ，毒害整个组织 此 

外，由于组织老化也能引起褐化 ，因此在愈伤组织培养 细胞 

悬浮培养 原生质体培养中也存在褐化现象本实验中发现不 

同消毒时间对褐化程度影响不同。 

由表 2看，随着处理时间的延长污染率下降，但褐化率上 

升，可能是由于外植体随消毒时间的延长受到伤害加重 ，醌类 

物质形成造成的。褐化也是我们建立无菌外植体应予以避免 

的。(褐化现象在我们的另一种植物材料木瓜海棠中未发现) 

可见不同外植体基因型褐化程度也不一样。本实验 75％酒精 

30s+0．1％ HgC】2 10min效果最佳。 

表2 不同处理时间对垂丝海棠污染率的影响 

Tab．2 Effect diffea'ent眦 IⅫ t time Oil pollution Ma／,us ha／gkma kadm 

凹岫 lt fine(min) Pollution(％) Blm,mm~、death(％)Suceem(％) N0I 

2．2 不 同 6一BA和 NAb．浓度组合对垂丝海 棠增殖 的影响 

表 3 6一BA和NAA对垂丝海棠试管苗增殖的影响 

Tab ．3 Eff ect nIlldplication diffea'ent hormone concentration 

由表3可见，5 培养基增殖系数最高，可达9，但出现玻璃 

化现象影 响后期 继续分化 ，因此选用 4’配方 MS+6一BA 

0．7mg／L+NAb．0．3mg／L为最适增殖培养基。 

2．3 不同琼脂浓度对垂丝海棠玻璃化现象的影响 

由于培养条件不 当导致瓶苗出现玻璃化现象，试管苗叶 

片、嫩梢呈水晶透明或半透明、水浸状；试管苗矮小肿胀、失 

绿；叶片皱缩成纵向卷曲，脆弱易碎，叶表面缺少角质层蜡质。 

因此对减少玻璃化现象做了如下研究：将玻璃化苗转入增殖 

培养基 M．s+6一BA0．7mg／L+NAb．0．3mg／L+不同琼脂浓度。 

调整琼脂浓度后分化率见表 4。 

从表中显示出随着琼脂浓度的提高，玻璃化从 15．42％降 

低到 12．85％ ，所以增加琼脂浓度起到了一定的作用，但是其 

分化率却从 6．35％下降到 3．21％，这可能因为琼脂用量低 

时，培养基内水势过高，培养器皿内空气湿度大 ，有利于玻璃 

苗的形成；其次则由于琼脂浓度越低，组培苗在相同时间内吸 

收的激素越多，也造成玻璃苗的出现。 

2．4 不同6一BA、2，4一D和 N从 浓度配比对垂丝海棠叶片愈 

伤组 织诱导及再 生的影响 

每处理用外植体 20个重复 3次，接种 30d后调查愈伤组 

织诱导率各组合对垂丝海棠叶片愈伤组织的影响，进行极差 

分析见表 5，6一BA、2，4一D和 NAb．对垂丝海棠叶片愈伤组织 

的影响大小为：2，4一D>6一BA >NAb．，进一步方差分析结果 

显示 2。4一D和 6一BA对叶片愈伤组织的诱导达到显著水平。 

表 4 琼脂浓度对玻璃化现象的影响 

Tab．4 Eff ect diffea'ent a／Bar eoncertla'afion Oil vitrification 

表 5 试验结果直观分析 

Tab．5 Test result visual analysis 

K1 

l(2 

K3 

k1 

k2 

k3 

R 13．67 42．o0 36．33 

0．00 0．00 

1o0．00 1o0．00 

1o0．00 1o0．00 

73．o0 72．o0 

88．o0 84．o0 

75．00 79．00 

69．00 68．o0 

78．00 87．00 

86．00 94．o0 

O．o0 

1o0．o0 

1o0．o0 

76．o0 

92．o0 

76．o0 

70．o0 

75．o0 

96．o0 

O．o0 

1o0．o0 

1o0．o0 

73．67 

88．0o 

76．67 

69．o0 

80．o0 

92 ．o0 

A 350．8395l 2 175．4198 2．89894 1 

B 3509．4321 2 1754．716 28．99798 显著 

C 2446．9877 2 1223．494 20．21914 显著 

误差 1089．2099 18 6o．51166 

r0 95(2．，18)=3．55，r0 (2，18)=6．01 

将上述诱导 的愈伤组 织转入 6一BA 6．0mg／L +NAb． 

0．5m#L中进行两步诱导法得到叶片再生率仅为 45．8％，远远 

低于 6一BA和 NAb．组合的直接诱导再生法。 

利用 6一BA和 NAb．的不同组合对垂丝海棠叶片再生进 

行一步诱导研究，暗培 15d后见光，3d后即可见到部分叶片出 

现芽点，培养 30d后统计结果。结果见表 7。 

表7 不同6一BA和 NAA浓度配比对垂丝海棠叶片再生率的影响 

TBb．7 Kffect diffea'ent 6一BA and NAAto adventitious budindu~  

配方(-r L) 

Treatment 

再生率(％) 

Regeneration(％) 

75 

83 

91．8 

∞ 田 

，  

一一～～一～ 

∞ 珏 
， ，m勰勰 

∞ ∞ 卯 珏 

， ， ，

一一一一～一 ，，，抛猫 

2  2  5  

O  O  O  从从从 

N  N N  

+ + + 

O  O  O  

6  4  6  

A A A 
B B B  

一 一 一 

6  6  6  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

