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杜 仲 组 织 培 养 再 生 体 系 的 优 化
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摘 　要 :以幼嫩叶片为外植体 ,对杜仲再生体系的优化进行了研究 。结果表明 :叶片诱导愈伤组织

的最适宜培养基为 MS + NAA1. 5 mg/ L + BA2.0 mg/ L ,诱导率为 95 %、愈伤组织增殖最适宜

培养基为 MS+ NAA1.0 mg/ L +BA2. 0 mg/ L ,良好率为 98.5 %、诱导不定芽的最适宜培养基为

MS+ NAA0. 5 mg/ L +BA2. 0 mg/ L ,分化率为 40 %、最适宜生根培养基 1/ 2MS+ IBA1. 5 mg/

L ,生根率为 92.5 %。
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Optimization of Tissue Cul ture Regeneration System of Eucommia ul moi des
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Abstract :Opti mization of regeneration systemof Eucommi a ul moi des was studied by usi ng tender leaves as

explants. The results showed that MS+ NAA1. 5 mg/ L + BA2.0 mg/ L had the best ef fects on inducei ng

call us with a inducing rate of 95 %, the best medi um of call us growth was MS+ NAA1. 0 mg/ L +BA2. 0

mg/ L wi th a conserve rate of 98. 5 %, the sui table medi um for bud formation was MS medium added

NA A0. 5 mg/ L , BA2. 0 mg/ L , wit h a differentiation rate of 40 % , t he optimum media for rooti ng i s 1/

2MS+ IBA1.5 mg/ L with 92. 5 % rooting ratio.

Key wor ds: Eucommi a ul moi des ; t issue cul ture ; regeneration syetem ; optimizat ion

　　杜仲 ( Eucommi a ul moi des) 属杜 仲科 ,是我国

特有的一种以药用为主的多用途树种 。现代医学研

究证明杜仲是一种高效天然降压药物 ,同时具有镇

痛 、抗疲劳 、抗衰老、抗肿瘤等功能。此外 ,杜仲作为

用材、水土保持 、绿化的经济树种 ,集“一林 、一胶 、两

材 、三效益 (即杜仲林 ,杜仲胶 ,木材 、药 材 ,社会效

益 、经济效益 、生态效益) 于一体 ,因而受到世人普

遍重视 ,扩大种植的前景广阔 。和其他所有栽培林

木一样 ,良种选育是杜仲资源开发中极其重要的基

础性工作。但杜仲树体高大 ,生长周期长 ,生长环境

较难控制 , 采用常规方法进行育种很难实施 [125 ] 。

转基因育种和离体下染色体加倍育种技术是林

木改良育种的重要方法 。这些方法均建立在高效的

组培体系基础之上。虽然前人在杜仲组织培养方面

已经作了许多工作 ,但是仍存在一些问题 ,如生芽生

根率不高成为制约杜仲再生工作的重要因素 [ 7 ] 。而

本试验在前人工作的基础上 ,详细地研究了以杜仲

幼嫩叶片为外植体愈伤组织的诱导 、增殖 、分化及生

根培养基 ,目的在于找出杜仲的愈伤组织诱导、增殖

继代 、分化及生根的最优培养基 。既为杜仲育种探

索出一条新路 ,又为离体诱导多倍体奠定了基础 。

1　材料与方法

1.1　材料来源

采样植株为西北农林科技大学西林校区内杜仲

林优良植株。2007 年 3月到 6月从生长健 壮的杜

仲树上采集幼嫩叶片作为试验材料 。
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1. 2　方法

1. 2. 1　取材 、消毒 　取嫩叶剪除叶柄 ,把叶片切成

2～3 cm宽的长条置于烧杯中 (加有 10 ml/ L 洗洁

精水)洗涤浸泡 10 min→流水冲洗 15 mi n→放入烧

杯中并加 75 %酒精摇动杀菌 1. 5 mi n→无菌水冲洗

3～4次 →加入 0. 1 %氯化汞溶液浸泡 8 min→无菌

水冲洗 3～4次 →无菌滤纸吸干 ,切成 0. 5 cm ×0. 5

cm 左右的小块 。
表 1　不同激素配比的培养基

Tabl e 1　Culture media of various concent ration combination

序号 培养基 序号 培养基

1 MS+ NAA0. 5 +BA0. 5 14 MS+ NAA1.5 + BA2.0

2 MS+ NAA0. 5 +BA1. 0 15 MS+ NAA1.5 + BA3.0

3 MS+ NAA0. 5 +BA1. 5 16 MS+ NAA2.0 + BA0.5

4 MS+ NAA0. 5 +BA2. 0 17 MS+ NAA2.0 + BA1.0

5 MS+ NAA0. 5 +BA3. 0 18 MS+ NAA2.0 + BA1.5

6 MS+ NAA1. 0 +BA0. 5 19 MS+ NAA2.0 + BA2.0

7 MS+ NAA1. 0 +BA1. 0 20 MS+ NAA2.0 + BA3.0

8 MS+ NAA1. 0 +BA1. 5 21 MS+ NAA0.5 + BA2.5

9 MS+ NAA1. 0 +BA2. 0 22 MS+ NAA0.1 + BA1.0

10 MS+ NAA1. 0 +BA3. 0 23 1/ 2MS+ IBA0.5

11 MS+ NAA1. 5 +BA0. 5 24 1/ 2MS+ IBA1.0

12 MS+ NAA1. 5 +BA1. 0 25 1/ 2MS+ IBA1.5

13 MS+ NAA1. 5 +BA1. 5 26 1/ 2MS+ IBA2.0

　　注 :激素浓度均为 mg/ L

1. 2. 2　愈伤组织的诱导 　将上述叶片小块接入附

加不同浓度 激素的 MS培养 基 (1～20 号培养基 )

上 ,30 d后统计愈伤组织诱导率 。

1. 2. 3　愈伤组织的继代与增殖 　挑选生长旺盛和

颜色质地及形态都相似的愈伤组织 ,然后剔除愈伤

组织粘着的原培养基 ,用镊子和小刀切成 0. 5 cm ×

0. 5 cm 左右的小块后 ,接种于附加不同浓度植物生

长调节物质的 MS培养基 (1～15号培养基)上 。置

于培养室进行继代培养 ,30 d后观察愈伤组织的长

势 。

1. 2. 4　不定芽的诱导 　将增殖后的愈伤组织接入

附加不同种类和浓度的 MS培养基 (2～4、21号培

养基)中 ,进行不定芽的诱导 ,40 d后统计不定芽的

分化率 。

1. 2. 5　壮苗及生根 　愈伤组织刚分化出的不定芽

转移到壮苗培养基 (22号)上培养 30 d后将生长粗

壮的芽切下接种至生根培养基 (23～26号培养基) 。

30 d后统计生根率 。

1. 2. 6　培养基与培养条件 　试验采用 2 种基本培

养基 ,一种为 MS培养基 [ 8] ,一种为 MS培养基

(MS培养基中的大量元素元素减半) ,在不同时期

根据培养目的添加不同浓度的激素 。各培养基均添

加琼脂 6 %,MS培养基添加 3 %蔗糖 , MS培

养基添 加 4 %蔗 糖 。pH 调 整 为 6. 3 ,分 装 后 在

121℃,1. 1 kg/ cm2的压力下灭菌 25 mi n ,培养室温

度为 25℃±1℃, 光强 1 500～2 000 l x , 光照周期

12 h/ d。

1.2. 7　观察指标 　试验的指标有愈伤组织诱导率 、

愈伤组织增殖良好率 、愈伤组织不定芽的分化率 、生

根率 。

根据愈伤组织的体积变化划分出增殖良好 ,增

殖一般 ,无明显变化的 。增殖良好的是原接种材料

体积的 2倍以上 。增殖一般的是原接种材料的 1～

2倍之间 ,计算出良好率 。

愈伤组织诱导率 =形成愈伤组织的外外植体块

数/接种外植体总块数 ×100 %

良好率 =生长良好的愈伤组织块数/愈伤组织

总块数 ×100 %

分化率 =分化出不定芽的愈伤组织块数/愈伤

组织总块数 ×100 %

生根率 =生根的不定芽数/不定芽总数 ×100 %

1.2. 8　数据统计 与分析 　试验重复两次 ,每处理

60个材料 。采用 DPS6. 55软件对试验结果进行统

计分析。

2　结果与分析

2.1　杜仲愈伤组织的诱导

外植体接种于附加不同浓度的 NAA 与 BA 组

合的 MS培养基上诱导愈伤组织 ,15 d后叶片开始

增厚膨大 ,进而在叶片切口周围形成黄绿色的愈伤

组织 (图 1) 。

图 1　 叶片诱导的愈伤组织
Fi g. 1　Primary call us produced by leaf of E. ul mi odes

　　从表 2可看出 ,培养基中附加不同种类和浓度

的激素 ,叶片愈伤组 织的诱导效 果存在一定差异 。

当 NAA 浓度 在 0. 5～2. 0 mg/ L 之 间 ,BA 浓度在

5～3 L 之间 均能诱导出 愈伤组织 ;N

浓度为 5 L ,B 浓度为 L 时诱导率

最高 ,而 且 愈伤 组 织 生 长 很快 。方 差 分 析 表明
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NA A 对 愈 伤 组 织 的 诱 导 呈 极 显 著 差 异 ( p =

0. 000 1) ,BA 对愈伤组织的诱导呈显 著差异 ( p =

0. 017 0) 。对诱导起 主要作用的 为 NAA ,其次为

BA 、NAA 与 BA 存在交互作用并且对愈伤组织诱

导有显著差异 ( p = 0. 033 8) 。

表 2　 不同 浓度 的 NAA与 BA 组合对叶片愈伤组织诱导的影响
Table 2　 Effect of various concent rat ion combi nat ions of NAA and BA on call us i nduct ion

培养基编号 诱导率/ % 培养基编号 诱导率/ % 培养基编号 诱导率/ % 培养基编号 诱导率/ %

1 44 6 63 11 71 16 93

2 46 7 83 12 83 17 93

3 53 8 63 13 92 18 92

4 64 9 90 14 95 19 87

5 40 10 93 15 75 20 80

　　注 :表中所列诱导率为实验平均值 。

2. 2　愈伤组织的继代增殖

由表 4可知 :当 BA ≥3. 0 mg/ L 时愈伤组织增

殖缓慢 ,有的甚至死亡 ;当 BA 在 0. 5～2. 5 mg/ L

时增殖效果最为理想 ,愈伤组织增殖的最优培养基

为 9号培养基 (NAA1. 0 + BA2. 0) ,愈伤组织增殖

良好率为 98. 5 %,且增殖后的 愈伤组织颜色嫩黄 ,

生长旺盛 ,继代 增殖 能力很强 (图 2) 。方差分析表

明 ,BA 对愈伤组织的增殖有极其显著的影响 ( p =

0. 000 1) ,NAA 和 BA 存在交互作用并且对愈伤组

织增殖的影响次之( p = 0. 063 6) ,NAA 对愈伤组织

的增殖也有明显的影响 ( p = 0. 085 7) 。

图 2　增殖后的愈伤组织
Fi g.2　Call us af ter proliferaton

表 3　不同浓 度的 NAA 与 BA 组合

对叶片愈伤组织增殖的 影响
Table 3　 Effect of various concentrat ion combinations

of NAA and BA on call us propagation %

培养基
编号

良好
率

培养基
编号

良好
率

培养基
编号

良好
率

1 87. 5 6 96 11 65

2 96. 5 7 91.5 12 78. 5

3 93. 5 8 78 13 96

4 96. 5 9 98.5 14 69

5 7. 5 10 11.5 15 10. 5

　　注 :表中所列良好率为实验平均值 。

3　愈伤组织不定芽的诱导

将增殖后的绿色致密愈伤组织转入诱导丛生芽

培养基 ,大约 后可观察到愈伤组织表面形成

～4个芽突起 。由表 4可看出 ,愈伤组织不 定芽的

分化比较困难 ,分化率 均在 50 %以下 ,但较 前人有

了很大提高 。其中当 NAA 浓度为 0. 5 mg/ L ,BA

浓度为 2. 0 mg/ L 时对 不定芽的分 化效果相对 较

好 ,分化率为 40 %,且分化出的不定芽大部 分均可

正常生长 (图 3) 。方差分析表明 :BA 对于愈伤组织

的不定芽分化有显著的影响 ( p = 0. 013 1) 。

图 3　愈伤组织诱导的不定芽
Fig.3　Normal bud dedifferenti ated f rom call us

表 4　不同浓度的 BA 对愈伤组织诱导分化的影响
Tabl e 4　The i nf l uence of dif ference concent ration

BA to buds inducedf rom t he call us %

培养基编号 分化率 培养基编号 分化率

2 7. 5 4 40

3 12. 5 21 22.5

　　注 :表中所列分化率为实验平均值 。

2.4　生 根

从愈伤组织刚分化的不定芽生长势弱 ,不适直

接生根 ,需要把不定芽切割转入 22号培养基中进行

壮苗培养 ,不定芽叶 色变绿 ,径向变 粗。30 d后 将

生长良好的复壮小苗转移到生根培养基中 。在 2周

左右则可以观察到不定芽生出小根 ,一个月后根升

长至 3～5 cm ,有的还分化出若干侧根 (见图 4) 。由

表 5可看出 ,添加有 5 L IB + MS的培养

基为最佳生根培养基 。方差分析表明 IB 对于不

定芽的生根有重要的影响 ( = 3 3) 。

99第 4期 李俊红等 　杜 仲组 织培养再生体系的优化

2.

40 d 1

1. mg/ A 1/ 2

: A

p 0. 00



图 4　组培苗的生根
Fig.4　Root ing of plant let

表 5　不同浓 度的 IBA 对生根的影响
Tabl e 5　Ef fects of dif ference concent rations of IBA on root s induction

培养基编号 生根率 培养基编号 生根率

23 63.3 25 92. 5

24 85.8 26 74. 2

　　注 :表中所列生根率为实验平均值 。

3 　结 论

杜仲幼嫩叶片在合适激素配比下易脱分化形成

愈伤组织以及愈伤组织增殖 ,这与前人的研究结果

是基本一致的 。本试验在前人研究的基础上 ,使不

定芽分化率有很大提高 ,畸形苗玻璃化苗数量大大

减少 ,进一步分析其原因 ,不定芽的分化率提高与适

当浓度的BA 和愈伤组织的本身生长状态有关系 。

畸形苗 、玻璃化苗的减少可能与 NAA 浓度的适当

提高有一定关系 。实验表明 ,杜仲组织培养的不同

培养阶段优化的最适培养基分别为 :诱导愈伤组织

的最适培养基为 MS + NAA1. 5 mg/ L + BA2. 0

mg/L ,诱导率为 95 %;愈伤组织继代增殖最适培养

基为 MS + NA A1. 0 mg/ L + BA2. 0 mg/ L ,良好

率为 98. 5 %;不定芽 分化的最适 培养基 为 MS +

NAA0. 5 mg/ L + BA2.0 mg/ L ,分化率为 40 %;最

适生根培养基为 1/ 2MS+ IBA1. 5 mg/ L ,生根率为

92.5 %。
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方法准确界定退化生态系统恢复的健康程度 ,以实

施切实可行的恢复与重建的措施和政策导向 ,确保

侵蚀环境生态系统健康和可持续发展目标的实现 。

该研究只是作了一些基础性的工作 ,而在以后的研

究中应重点开展评价这方面的工作 。
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