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杉木再生系统的比较研究 

朱木兰 王 骥 卫志明’ 

(中国科学院上海生命科学研究院植物生理生态研究所，上海 200032) 

摘要 通过对杉木(Cunninghamia lanceolata Hook)再生系统的比较研究，建立了子叶、下胚轴、茎 

段和针叶等四个再生体系。子叶在附合 1 mg／L BA和 0．1 mg／L NAA的DCR培养基中再生频率为 

93．7％±0．45％．平均芽数为 3．76+0．25；下胚轴在附合 2 mg／L BA和 0．2 mg／L NAA的 DCR培养基中 

再生频率为96．2％±0．35％，平均芽数为 17．4~0．18；茎段在附合 1 mg／L BA和 0．1 mgCL NAA的 DCR 

培养基中再生频率达 100％，平均芽数为 3．28~0．11；针叶在附合 1．5 mg／L BA和 0．1 mg／L NAA的 

DCR培养基中再生频率达 84．5％±0．45％，平均芽数仅为 1．42~0．08。不定芽在附含 0．2 mg／L BA和 

0．02 mg／L NAA的 DCR培养基中有效伸长。芽苗经预处理后在附含 0．3 ms／L IBA的 1／2 DCR培养 

基中生根效果最佳。 

关键词：杉木 组织培养 器官发生 再生系统 遗传转化 离体快繁 

在全球森林资源中，针叶树占世界总林分面积 

的 60％E ，因此，无论是从环境还是从用材的角度 

来看，针叶树都与人类的生存密切有关。在我国森 

林资源中，针叶树占全国林分总蓄积面积的56．2％[z-， 

大多分属松科、杉科、柏科等。杉木(Cunninghamia 

lanceolata Hook)分属杉科。为我国南方特有的常绿 

速生针叶树种，分布于我国 17个省市，提供 25％以 

上的商品用材量[引，广泛用于建筑、家具和造纸等 

行业，是我国重要的针叶树种之一。 

随着杉木市场需求的 日益增长，传统的育苗方 

法面临挑战，常规的育种手段陷入“瓶颈”。为提供 

大量的优质种苗，杉木的离体快繁和遗传改良已成 

为该物种当前的研究热点。近年来，国内一些学者 

就此展开了较为广泛的研究 ，并取得了一定成果。 

席梦利[2]以杉木的胚、子叶和下胚轴等为外植体，经 

直接器官发生途径获得了再生植株，但就再生频率 

而言 ，这几个再生系统均不足以作为遗传转化和 

规模化繁殖的基础平台。阙国宁[ ]和林荣华等[s]以 

茎段为外植体对杉木进行了离体再生研究并获得 

了再生植株。再生频率也达到了转基因操作技术的 

基本要求。因此，席梦利[z]和林荣华等[s]便以茎段为 

受体系统对杉木进行了遗传转化研究 。但均未获得 

转基因植株。主要原因是 ：褐化降低再生频率：定芽 

(腋芽)导致假阳性。可见，杉木的再生系统研究有 

待进一步深入和系统化。 

目前，国内外尚未见有关杉木再生系统比较研 

究的报道。为加速杉木基因工程育种的进程，我们 

就杉木的不同再生系统开展比较研究 ．以期为杉木 

的转基因研究提供更为完善而高效的受体系统。 

1 材料和方法 

1．1 供试 品种 

湖南会同杉，杉木种子采集于会同国家杉木种 

子园，由湖南省溆浦县林业局提供。 

1．2 外植体种类及来源 

成熟胚取 自成熟种子，子叶、下胚轴、茎段和针 

叶等取 自温室萌发的无菌苗。 

1．3 材料处理 

选取饱满的成熟种子，用流水冲洗 2h，去外种 

壳 后用 70％酒 精 消 毒 30s，10％次氯 酸 钠 浸泡 

15min，无菌水冲洗 5次。然后在无菌条件下剥出种 

胚并接种于各种供试培养基。选取温室萌发 7d且 

生长健壮的幼苗。用 自来水清洗干净。去根后用 

70％酒精消毒 30s，0．1％升汞浸泡 4min，无菌水冲 

洗 5次 。再将无菌苗转入无激素的 MS E 。培养 7d 

后取子叶和下胚轴切段受试。培养 21d后取茎段和 

幼嫩针叶受试。 
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1．4 不定芽诱导 

将成熟胚 、子叶(4mm，表面具切 口)下胚轴 

(2mm)、茎段(4ram)和针叶(≤10mm整片幼叶，表 

面具切VI)分别接种于附含 0—3 mg／L BA和 0．1— 

0．2 mg／L NAA的 MS、l／2 MS、DCRE ]和 GD E。]等培养 

基进行不定芽诱导。MS和 112 MS附加蔗糖 3％， 

DCR和 GD附加蔗糖 2％，所有培养基用 0．7％琼脂 

粉固化，pH5．8，暗培养(25~1％)Sd后转入光培养， 

光照(8O Ixmo1．m-2~s )16h／d，培养温度 25~2％。4周 

继代一次，培养基不变。 

1-5 不定芽伸长 

将诱 导的不定 芽转入附含 0．2 mg／L BA和 

0．02 mg／L NAA的 DCR培养基进行伸长培养 4—6 

周。暗培养 (25~1℃)3d后转入光培养，光照(8O 

Ixmo1．m之·s-I)16h／d，培养温度 25~2％。 

1．6 不定根诱导 

将 3—4 cm高的小苗用 50 mg／L IBA预处理 

24h，剥去小苗形态学下端 1 cm区段的针叶，切除 

形态学下端 1 laln茎段后 ，转入附含 0．1-0．6 mg／L 

IBA的 1／2 MS、1／2 DCR和 1／2 GD培养基中诱导 

不定根。生根培养基附加蔗糖 2％，且用 0．25％ 

geMte固化。暗培养(25~1 oC)3d后转入光培养，光 

照(60 I~mo1．m之·s一)16h／d，培养温度 25~2％。 

2 结 果 

2．1 培养基和外植体对不定芽诱导的影响 

将 成熟胚 、子 叶(4mm)下胚轴 (2mm)、茎 段 

(4mm)和针叶分别接种于附含 l mgCL BA和 0．1 

mg／L NAA的 MS、112 MS、DCR和GD等培养基上． 

15d后发现不同处理间开始出现显著变化。成熟胚 

几乎全部坏死．仅极个别外植体在 DCR培养基上 

表现出不定芽发生迹象，但未能进一步发育成为有 

效芽。子叶、下胚轴、茎段和针叶在 DCR培养基中均 

获得了最高的不定芽诱导频率(表 1)。下胚轴在附 

含 1 mg／L BA和 0．1 mg／L NAA的 MS和 112 MS培 

养基上，只能诱导出愈伤组织，愈伤组织在继代中坏 

死。尽管茎段在上述四种培养基中均有较高的不定 

芽诱导率，但在DCR中的不定芽诱导频率比GD、1／2 MS 

和 MS中分别高 7．7％、11％和 17．8％(表 1)。因此 ， 

DCR培养基为杉木组织培养的最佳培养基。 

2．2 外植体种类和激素配比对器官发生的影响 

为了筛选出不同种类外植体器官发生的最佳激 

素配比，将不同浓度的BA(0、0．5、1．0、1．5、2．0、2．5、3．0 

mg／L)和 NAA(0．1、0．2 ms／L)按正交实验设计进行组 

合，以DCR培养基为基本培养基，分别对成熟胚、子 

叶、下胚轴、茎段和针叶等五种外植体进行不定芽诱 

导。结果发现不同外植体除了在激素配比上存在差异 

外，还在器官发生方式 、芽形成时间和平均芽数等方 

面有所不同 (表 2)。在附含 1 mg／L BA和 0．1 mg／L 

NAA的 DCR培养基上培养 6周后 ，茎段以直接器 

官发生方式成芽，而且再生频率达 100％，这在针叶 

树乃至整个木本植物的离体再生中实不多见。然而，其 

平均芽数仅为 3．28：~-0．11，而且从芽的性质来讲 ，这些 

再生芽多为定芽(腋芽)(图版I，图C)。下胚轴在附含 

2 mtCL BA和 0．2 mtCL NAA的 DCR培养基上获得 

100％的愈伤诱导率。经多次继代培养(16周)后，大量 

不定芽(图版 I，图 D)从这些愈伤组织上分化出来， 

分化频率为 96．2％：t-0．35％，平均芽数为 l7．4±0．18(远 

表 1 培养基和外植体对不定芽诱导频率的影响 

Table 1 Effect of media and explants on frequency of adventitious buds induction 

所有培养基附加 1 mg／L BA和 O．1 mg／L NAA。数据为 3次重复平均值±标准误差(100个外植体)，上标(字母 a—d)表 

示差异显著性(P<O．05)(表 2、表 3同)。 

All media were supplemented with 1 ms／L BA and O．1 ms／L NAA． Data represent mean~S．E of three replicates f100 ex— 

plants)and superscripted letters(with the salne meaning in table 2 and 3)are significant differences(P<0．05)． 
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基本培养基为DCR。平均芽数指平均每个外植体产生的芽数。 

Basal medium was DCR．Mean number of buds means that per explant produces buds． 

表 3 不同培养基对生根的影响 

Table 3 Effect of media on rooting 

芽苗用 50 mg，L IBA处理后转入附含 0．3 ms／L IBA的生根培养基。 

After pre-treated with 50 ms／L IBA．shoots were transferred to rooting media supplemented with 0-3 ms／L IBA 

远高出其它几种外植体)。在附含 1 mg／L BA和 0．1 

mg／L NAA的DCR培养基上培养 8周后．子叶像茎段 
一 样以直接器官发生方式形成不定芽(图版 I，图B)， 

再生频率达 93．7％：t-0．45％，平均芽数仅为 3．76±0．25， 

略高于茎段的平均芽数。在附含 1．5 mg／L BA和 0．1 

mg／L NAA的DCR培养基上培养 10周后．针叶也以 

直接器官发生方式成芽。在上述四种再生系统中，针 

叶再生系统不仅再生频率和平均芽数最低(表 2)，而 

且也不能排除定芽(腋芽)的存在(图版I，图A)。成熟 

胚活力很弱，大多数被污染或坏死，极少数在附含0．5 

mg／L BA和 0．2 mg／L NAA的 DCR培养基上呈现出 

一 点点直接器官发生的迹象，但最终还是未能成芽。 

由此可见，外植体种类对杉木器官发生影响很大．不 

同外植体对应不同的最佳激素组合。 

2．3 不定芽的伸长 

虽然不同来源的芽性质有异．但在附含 0．2 mg／L 

BA和 0．02 mg／L NAA的 DCR培养基中均能得到 

有效伸长。 

2．4 不定根的诱导 

在针叶树离体再生过程中，生根是难度最大的一 

个环节[9-1 。因此 ，将芽苗先用 50 ms／L IBA预处理 

24h，再转入附含 0．1-0．6 m ／L IBA的 1／2 MS、1／2 DCR 

和 1／'2 GD培养基中诱导不定根。结果在0．3 m扎 IBA的 

处理申 到了最佳效果(表3)。就生根频率而言，1／2 MS略 

高于 1／2DCR，1／2GD次之(表 3)。但是，1／2 MS耗费的 

生根时间最长(65d)，而 1／2 DCR的生根时间则最短 

(25d)。表 3的数据还表明生根时间与移栽存活率还 

呈反相关关系。来源于 112 DCR培养基的小苗不仅 

根系最发达(图版 I，图E)、生根时间最短、移栽存活 

率最高(表 3)，而且株型良好、生长健壮(图版 I，图 

F)。综合看来，1／2 DCR是杉木生根的最佳培养基。 

此外，由不同外植体经不同器官发生途径而来 

的不定芽，在不定根诱导中未见显著差异。 

3 讨 论 

在植物离体培养中，基本培养基的成分愈贴近 
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其 自然生长状态下土壤成分，瓶苗愈是生长良好。 

针叶树多生长在贫瘠的土壤环境中，对氮肥要求不 

高，所以针叶树的组织培养应在含氮量偏低的基本 

培养基中进行。在本研究的受试培养基中，DCR的 

含氮量最低 ，仅为 MS的 114，因此 ，杉木的组培在 

DCR培养基中获得了理想效果。DCR基本培养基 

不仅是杉木的离体再生的最佳培养基 ，也广泛适用 

于其它针叶树种的离体培养[12-14]。 

许多针叶树的离体再生和遗传转化研究都以 

成熟胚为起始外植体[1O-13]来进行，表 1和表 2的数 

据却表明杉木成熟胚难以作为起始外植体。主要原 

因是 ：杉木种子的活力很弱[15 3(自然萌发率低于 

30％)，经消毒处理后活力更弱。因此，绝大多数成 

熟胚在实验中被污染或坏死。 

就本研究所形成的四种再生系统而言．除了针 

叶再生系统外，其它三个都能在杉木的生产或研究 

领域中发挥各自的作用。下胚轴再生系统再生频率 

高，产芽量大，适于农杆菌介导的遗传转化与应用研 

究 ；子叶再生系统形成的不定芽虽然数量不多但遗 

传稳定性好，加之子叶具有较大的微粒接收面积，因 

而适于基因枪介导的遗传转化与应用研究：茎段再 

生系统再生频率最高 ，定芽产出量大．遗传稳定性 

好，移栽存活率高，所以适于优良母株的离体快繁。 
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图A 以针叶为外植体诱导出的不定芽： 

图C 以茎段为外植体诱导出的腋芽和不定芽； 
图E 从生根培养基上诱导出的不定根： 

Fig．A 

Fig．C 

Fig．E 

图 版 说 明 

图 版 I 

图B 以子叶为外植体诱导出的不定芽： 

图D 以下胚轴为外植体经间接器官发生途径形成的不定芽： 

图 F 移栽存活的再生植株。 

EXPLANATIoN oF FIGURES 

PLATE I 

Induction of adventitious buds from needle； 

Induction of axillary and adventitious buds from stem； 

Shoot wim adventitious roots on rooting med ium； 

Fig．B Induction of adventitious buds from cotyledon； 

Fig．D Induction of adventitious buds via callus from hypoeotyl； 

Fig．F Survival regeneration plantlet． 
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CoMPARATIVE STUDY oN REGENERATIoN SYSTEMS oF 

CUNNINGHAMIA L NCEoLATA HOoK 

ZHU Mu Lan WANG Ji WEI Zhi Ming 

(Institute of Plant Physiology and Ecology，Shanghai Institutes for~iological Science，Chinese Academy of Science， 

Shanghai 200032) 

ABSTRACT Four regeneration systems derived from cotyledon,hypocotyls，stem and needle explants 

have been established in the comparative researches of regeneration systems in Cunninghamia lanceo— 

lata Hook． A high frequency (93．7％±o．45％) of adventitious buds were induced from cotyledons on 

DCR medium supplemented with 1 mg／L BA and 0．1 mg／L NAA,with a maximum mean number buds of 

3．76~．25． A higher frequency (96．2％±0．35％) of adventitious buds were induced from hypocotyls on 

DCR medium supplemented with 2 mg／L BA and 0．2 mg／L NAA, with a maximum mean number buds 

of 17．4_+0．18．A highest frequency(100％)of adventitious buds were induced from stem segments on 

DCR medium supplemented with 1 mg／L BA and 0．1 mg／L NAA,with a maximum mean number buds of 

3．28=．0．1 1． A low frequency (845％±0．45％) of adventitious buds were induced from needles on DCR 

medium supplemented with 1．5 mg／L BA and 0．1 mg／L NAA, with a maximum mean number buds of 

1．42_+0．08． Buds were elongated on DCR medium supplemented with 0．2 mg／L BA and 0．02 mg／L NAA． 

After pre--treating shoots， best rooting result was produced on 1／2 DCR medium supplemented with 0．3 

mg／L IBA． 
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