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摘要：选用“宁杞 2号”离体组织进行了愈伤组织诱导和生根状况的研究．筛选出了适宜的愈伤组织诱导和生根的 

培养基．结果表明，最适的愈伤组织诱导培养基为I／2MS+BAI．0 rag／L+NAAI．0 mg／L,最适的生根培养基是；1／2Ms 

+NAA0．6 mg／L+IBA0．2 mg／L． 
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Studies on the optimization system for tissue culture of 

Lycium barbarum 
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Abstract：Stem pieces of Lycium barbarum CV．‘Ningqi NO．2’were used for inducing callus and TOO— 

ting．The optimum medium for callus inducing and rooting of stem pieces was selected out．The results 

showed that the best medium for callus inducing is 1／2 MS+BA 1．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L。and the best 

medium for rooting is 1／2 MS+NAA O．6 mg／L+IBA 0．2 mg／L． 
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宁夏枸杞(Lycium barbarum L．)系茄科，枸杞 

属的落叶灌木树种，全国各地均有栽培，共有 7个种 

和 3个变种．试验所用的“宁杞 2”号是宁夏农林科 

学院 1987年选出的枸杞优良品种，果粒大，果肉厚， 

富含多种维生索和人体必需的氨基酸；而且丰产性 

好，抗病虫，刺少．关于枸杞的组织培养虽有报道，但 

还未见其简化培养基的研究报道口叫]．本试验从简 

化培养基，减少培养程序，降低生产成本着手，进行 

“宁杞 2号”组培快速繁殖技术的研究，旨在为枸杞 

优良品种的快速繁殖和降低成本提供依据[5]． 

1 材料与方法 

1．1 材料来源 

试验采用甘肃农业大学林学院实验园地栽种 

作者简介t马和平(1977一)。男，甘肃陇西人．硕士。主要从事林木遗 

传育种研究． 

通讯作者t李 毅。男，湖北汉川人 ，教授． 

资助基金 。中国科学院和甘肃省 自然科学基金 

(Ys021一 A21— 001)． 

收稿 日期t 2OO4一O9—16 

的、生长正常健康的“宁杞2号”枸杞的春季嫩枝． 

1．2 裹面消毒方法 

将选择采集的嫩枝先用毛刷蘸洗衣粉溶液轻轻 

地刷洗，再用自来水冲洗浸泡数分钟，然后切成 1．0 
～ 1．5 cm 长茎段(含 1～2个腋芽)，将叶片剪去 

2／3，在超净工作台上用75％酒精消毒数秒钟后，再 

用 0．1 升汞消毒 10 min，最后用无菌水冲洗 5次． 

2 培养基的配置和培养条件的确定 

2．1 培养基的配置 

以 MS、1／2MS、1／3MS、1／4MS培养基为基本 

培养基，分别加入不 同浓度的 IAA、NAA、IBA、 

6一BA、KT，每个处理 中加蔗 糖 2O g／L，琼脂 5 

g／L，用 NaOH溶液或 HCI调整 pH值至 5．8左 

右． 

2．2 培养条件 

温度(25士1)℃，起始培养和继代培养时光强为 

l 000～ 16 000 lx，生根培养 时光强为 1 600～ 

2 000 Ix，光照时数 16 h／d；采用的培养环境为 RXZ 

型人工气候箱． 
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3 结果与分析 

3．1 培养基的筛选 

3．1．1 基本培养基的筛选以及对芽生长的影响 

为了得到最适宜枸杞组织培养的培养基，通过进行 

不同浓度的盐对外植体腋芽生长影响的对比试验， 

以MS为基本培养基，结果如表 1． 

表 1 基本培养基对芽生长的影响 

Tab．1 Effects of the basic culture medium on bud growth 

在附加物(6一BA0．5 mg／L，IBA0．2 mg／L)相 

同的条件下，MS、l／2MS、1／3MS、l／4MS的培养基 

上培养20 d，从苗高及产生不定芽个数看，1／2MS 

培养基优于其它培养基，在 MS培养基上，前期长势 

好，后期易褐化，继而枯死，表明含盐量过高；但降低 

盐浓度可减缓芽生长． 

3．1．2 植物激素对初接种外植体生长的影响 在 

植物组织培养中起重要作用的激素主要是生长素和 

细胞分裂素，初培养使用较高浓度的生长素，以诱导 

脱分化和促进愈伤组织．高水平的细胞分裂素倾向 

于诱导不定芽的形成，也使侧芽增生加速，会导致形 

成过于细密的不定芽，同时嫩芽的质量下降，不利于 

下一步的生根和种植到介质中．因此，在力求提高嫩 

茎质量兼顾有较多数量的情况下，必须减少细胞分 

裂素的用量[ ．通常情况下，若生长素浓度过低，则 

表现为组织块不能生长，颜色逐渐变淡，时间过长， 

植物组织会死亡；若生长素浓度过高，则表现为愈伤 

组织生长旺盛，细胞团松散，几乎不可能分化出苗． 

件下可使其萌发形成丛芽，从而达到快繁的目的．以 

1／2MS为基本培养基，附加不同浓度 6一BA、IBA、 

NAA、KT进行最佳组合筛选．培养 20 d后，对萌发 

率、长势、愈伤组织诱导、芽增殖情况进行调查，发现 

不同浓度的组合，对芽增殖效果有显著差异(表 2)． 

在 1／2MS+6一BA1．0～2．0 mg／L+IBA0．2 

mg／L培养基中，芽生长快，但分枝少，繁殖系数低， 

芽增 殖效果较 差；在 l／2MS十KT1．0 mg／L+ 

NAA0．2 mg／L中，多为单茎生长，增殖效果不明 

显；在 1／2MS+6一BA0．5～ 1．0 mg／L十IBA1．0 

mg／L中，苗长势快，产生小分枝多，繁殖系数较高； 

当 6一BA浓度高于 1．0 mg／L时，外植体上易形成 

愈伤组织．由此可见，腋芽增殖阶段最适宜培养基为 

1／2MS+6一BA0．5～ 1．0 mg／L~IBA1．0 mg／L． 

袭 2 植物激素对腋芽增殖生长的影响 

Tab．2 Effects of plant hormone on axillary bud proliferation 

3．1．3 植物激素对愈伤组织诱导分化的影响 当 

无菌苗长出的第 7片真叶完全展开时，将其叶片分 

别切成0．5 am×0．3 cm的小块(外植体)，放在附加 

不同激素的培养基上，30 d时观察并统计叶片愈伤 

组织诱导情况及诱导率[7 (愈伤组织诱导率=诱 

导出愈伤组织外植体的数量／放置外植体的数量)． 

在试验中发现，由于所附加的激素浓度不同，愈伤组 

织的生长发育状况也不尽相同(见表 3)， 

实验表明，用枸杞叶片可以完全诱导愈伤组织， 

1号培养基，在第 8天叶块边缘便产生黄绿色愈伤 
高等植物每个叶腋中都有隐芽存在，在一定条 

表 3 不同激素对愈伤组织分化的影响 

Tab．3 Effects of different hormone on differentation of callus 

培养基 激素水平／mg·L 

IBA 

1．0 

NAA 6一 BA KT 

外植体数 诱导率 死亡率 

／个 ／％ ／ 

愈伤组织生长 

发育状况 

O．2 

0．3 

0．2 

O．1 

1．0 

1．0 

O．2 

0．3 

3O 

17 

3O 

35 

20 

85 

2O 

75 

76 

62 

8 

15 

10 

12 

16 

增长分化最快 

长势缓慢 

增长分化较快 

增长分化较快 

后期易褐化死亡 
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组织，且生长速度快；第 25天愈伤组织布满整个叶 

表面，同时愈伤组织块表面有颗粒状的凸起，出现大 

量球形，棒状胚状体．2号培养基产生愈伤组织迟， 

在第 15天开始出现，但颜色发黄，有褐化现象，生长 

缓慢．3和4号培养基的诱导率较好．5号较差且颜 

色发黄，有褐化现象，生长缓慢． 

通过比较不同培养基上的愈伤组织诱导情况可 

以看出，在 1／2MS+6一BA1．0 mg／L+IBA1．0 

mg／L培养基中诱导率可达 85 9，6，死亡率低，生长 

快；在 1／2MS+6一BA1．0 mg／L十NAA0．2 mg／L 

培养 基 中，诱 导 率 低，生 长 缓慢}在 1／2MA+ 

NAA0．3 mg／L+KT0．2 mg／L或 1／3MS十NAA 

0．2 mg／L+KT0．3 mg／L培养基中，愈伤组织诱导 

率较高，但 3O d后褐化死亡率高；在 1／3MS+6一 

BA0．5 mg／L+NAA0．1 mg／L培养基中，诱导率较 

高，但后期易褐化死亡．所以愈伤组织诱导分化最适 

培养基为：i／2MS+6一BA1．0 mg／L+IBA1．0 

mg／L． 

3．1_4 枸杞组培苗生根的诱导 从前面的试验中 

发现，当培养基中只有生长索的情况下容易生根．选 

取 2种生长素4水平进行正交试验(表 4)．3O d后 

统计生根率(有生根现象的茎段数／原接种的茎段 

数)和生根系数(生根系数／有生根系数的茎段数)． 

表 4 不同培养基对枸杞组培苗生根的诱导 

Tab．4 Effects of different medium on root differentiation of Lycium barlarum 

培养基 激素水平 

NAA IBA 

生根率 

／ 

生根系数 根的生长发育 
170／／ 0 。。 ～⋯ ⋯ 

23 

36 

47 

31 

2．35 

2．OO 

3．8O 

3．6O 

2．44 

4．11 

4．54 

3．70 

5．11 

6．OO 

7．11 

5．54 

3．67 

4．33 

6．OO 

8．25 

生根少 

有部分生根 ．但根少且短 

生根较多。无愈伤组织产生 

有部分生根 ，但有少量愈伤组织产生 

生根较少，根短粗 

生根多且壮，无愈伤组织产生 

生根较多，但根稍短 ，有少量愈伤组织产生 

生根较少 ，根短粗 

部分生根．根短粗 ，茎基有愈伤形成 

生根很多。但根稍短，有少量愈伤组织产生 

生根很多，根短粗 。茎基有愈伤形成 

部分生根，根短粗，茎基有愈伤形成 

生根少 ，根短粗，有少量愈伤组织产生 

生根少，根短粗，有少量愈伤组织产生 

生根少，根短粗，有少量愈伤组织产生 

生根少，根短粗．有少量愈伤组织产生 

结果表明 IBA不同浓度对生根率和生根系数 

的影响与 NAA浓度密切相关．当 NAA的浓度在 

0．6 mg／L时，IBA在 0．2 mg／L时生根率最高，但 

茎基有愈伤组织形成；当NAA为0．6 mg／L及 IBA 

为 0．5 mg／L时，生根系数与生根率相对其他较高， 

且茎基多生成愈伤组织}当NAA为 0．2 mg／L，IBA 

为0．2 mg／L时，虽然生根率和生根系数均不是最 

高，但根长，无愈伤组织产生，有利于移栽后的成 

活 ． 

方差分析表明：NAA和 IBA不同水平对生根 

率和生根系数的影响均差异显著。多重比较结果表 

明：NAA为 0．6 mg／L和 IBA0．2 mg／L时，对生根 

培养最为有利，且验证了以上观察结果．因此生根培 

养基的最适配方为：1／2MS+NAA0．6 mg／L+IBA 

0．2 mg／L． 

3．1．5 枸杞组培小苗的炼苗及移栽 生根培养 2O 

～ 25 d后将小苗移置温室大棚进行炼苗，此时小苗 

长出 6～8个根尖 ，根长 0．5～0．8 cm，炼苗基质为 

腐质土 ；蛭石 ：河沙一1：1：1，pH6．5．移栽前用 

0．1 多菌灵溶液或 0．3 硫酸亚铁溶液消毒．大 

棚中炼苗 1O～12 d后，再置于自然条件下炼苗 7～ 

10 d．当小苗长出侧根，且新根长达 3～5 cm，苗高达 

4 cm时，成活率可达 9O 以上，此时可以移栽至酸 

性土壤．移栽小苗应带部分基质，以提高成活率．光 

强对移栽有很大影响，移栽初期，苗木幼嫩，光线强 

易死苗．因此必须遮荫，使光强为全光的3O 9，6左右， 

苗木成活后逐渐拆除遮荫棚，使散射光逐渐转到直 

射光，移栽技术好的成活率可达 94 [ 州 ． 

弛 惦 弘 印 他 ∞ 儿 

2  5  O  2  5  O  2  5  O  2  5  O  
O L O L O L O L 

2  2  2  Z  6  6  6  6  O  O  O  O  
O O O O c； L L L L 
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4 讨论与结论 

植物激素是影响组培快繁的重要因素[1 ̈ ]．本 

试验通过对激素的筛选表明：初接种最佳培养基为 

1／2 MS+6一BA 0．5 mg／L+IBA 1．0 mg／L；增殖 

培养基为 1／2 MS十 6一BA 0．5～1．0 mg／L+ IBA 

1．0 mg／L；愈伤组织分化培养基为 1／2 MS十6一 

BA 0．6 mg／L+IBA1．0 mg／L；最适生根培养基为 

1／2 MS+NAA 0．6 mg／L+IBA0．2 mg／L；最佳接 

种时间为 3月初至 4月上旬；最佳消毒剂以及消毒 

时间为0．1 HgCIz，10--12 min． 

在木本植物的组织培养中，褐变是普遍存在的 
一 种现象，受培养温度、激素浓度、光照等因素影 

响[15,16]．褐化是由于植物受伤后体内多酚氧化酶被 

激活，使酚类物质氧化产生醌类物质造成的，它们会 

逐渐扩散到培养基中，抑制其它酶的活性，毒害整个 

外植体组织． 

研究表明：在外植体接种前进行低温处理，即将 

采后的外植体密封置于 4～6℃环境中3～5 d后接 

种，且在弱光(500 Ix)下培养，褐化现象可被明显抑 

制DT,lS]．此外，在培养基中加入 0．3 的活性炭防 

止褐化效果最好．活性炭作为吸附剂可以吸附醌类 

物质，减轻对外植体的毒害作用． 
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