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柳树愈伤组织的诱导研究 
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摘要：柳树愈伤组织诱导的试验结果表明：以MS+6一BA1．0mg／L+NAA 0．5mg／L+3％蔗糖为基本培养基，茎段为外植体 

诱导愈伤组织效果较好；黑暗培养20天后转到光下培养，能提高愈伤组织诱导率。 
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柳树Sa／~x v／m／na／~s L属于杨柳科，柳属，落叶乔木或灌 

木。生长快 ，耐盐碱，在荒漠地区用途广泛。为了进一步提 

高柳树的耐盐性和抗旱性，扩大适生范围，使其具有更高的 

生态和经济效益，我们利用基因工程技术，将抗旱耐盐基因 

转化到特定品种，以提高其抗旱性和耐盐性。关于柳树组织 

快繁方面国内外有相关报道，但未见遗传转化受体再生体系 

建立研究的报道。本研究以不同外植体、基本培养基、激素、 

培养条件和不同浓度的蔗糖等为影响因子，进行了柳树愈伤 

组织诱导的研究，为柳树再生体系的建立和利用基因工程育 

种改良性状奠定了基础。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

柳树优良品种 Q106的无菌苗 ，由山东省林科 院重点实 

验室提供。 

1．2 试验方法 

1．2．1 培养条件 培养温度白天(25±1)oC，夜晚(18±1)oC； 

光周期，暗周期为 16／8h。光照强度 1000～2000LX，湿度为 60％。 

暗培养 20天，然后再转到光下培养 10天后统计结果。 

1．2．2 适宜培养基的筛选 采用 MS、WPM、B5和改良 sH培 

养基(N6大量 +sH)进行试验。 

1．2．3 适宜外植体的筛选 采用无菌苗的嫩茎段、叶片、叶 

柄带叶基部和根进行试验。 

1．2．4 生长素种类和浓度的确定 NAA、IBA、2，4一D、I从  

分别设置 5个浓度梯度 ：0．1、0．3、0．5、0．7、1．0mg／L，以 Ms为 

基本培养基附加 6一BA1．0mg／L进行试验。 

1．2．5 细胞分裂素种类和浓度的确定 BA、KT、TDZ、ZT分 

别设置5个浓度梯度：0．5、1．0,2．0、3．0,4．0 mg／L，以 MS为基 

本培养基附加 NAA0．5mg／L进行试验。 

1．2．6 蔗糖浓度的确定 以MS+BA1．0mg／L+NAA0．5mg／L 

为基本培养基 ，蔗糖浓度依次为 0．5％、1．5％、3％、4．5％、 

6％、7．5％进行筛选试验。 

1．2．7 光培养和暗培养的影响 以 MS为基本培养基，附加 

BA1．0mg／L、NAA0．5mg／L，6％的琼脂。3％的蔗糖进行试验；分 

别设置 3个处理 ：1)暗培养 30天；2)暗培养 20天后在光下培 
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养 10天；3)光培养 30天。 

2 结果与分析 

2．1 培养基对愈伤组织诱导的影响 

表 1 培养基对愈伤组织诱导率的影响 

培养基 
m m)

愈伤组织颜色 愈伤组织状态 
大 小 ( 哥 华 ‘％ ， 

从表 1可以看出4种培养基中都有愈伤组织产生，但不 

同的培养基诱导的愈伤组织存在着很大的差异。在 MS培养 

基上为”五花肉”状：黄白、红褐、灰绿等多种颜色混存，表面 

松散。干燥易脆；在 B5培养基上为浅黄、白绿色，表面突起 ； 

在 WPM培养基上有白色至浅黄色和绿色，表面松软、无组织 

结构、生长迅速。在改良sH培养基上愈伤组织颜色浅黄，白 

绿．表面较湿润。MS培养基诱导的愈伤组织直径(15ram)和 

愈伤组织诱导率(92％)都优于其他 3种培养基，改良sH培 

养基次之，B5培养基较差。 

2．2 外植体对愈伤组织诱导的影响 

表2 外植体对愈伤组织诱导率的影响 

选用的不同外植体在培养后均能诱导出愈伤组织，并且 

诱导率均较高(见表 2)。其中茎段与叶柄在 10天后，在切伤 

处有愈伤组织出现，并随着天数增加体积逐渐扩大，慢慢地 
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形成愈伤组织；叶片是在接种 15天后在创伤处长出愈伤组 

织 ，随着培养时间的延长，颜色逐渐由乳白色变绿色。以嫩 

茎段为外植体，愈伤组织诱导率达到了96％，直径 15mm，优 

于其他3种外植体的诱导。叶柄也是愈伤组织诱导较好的 

材料，同时可以避免茎段芽点切不净的问题。 

2．3 激素对愈伤组织诱导的影响 

2．3．1 生长素对愈伤组织诱导的影响 

当生长素浓度在 0．1—0．5mg／L区间由低变高时，诱导效 

果随着提高，浓度在 0．5mg／L时诱导较适宜，超过 0．5mg／L时 

愈伤组织诱导效果差异不明显(见图 1)。NAA在浓度 

0．5me／L~愈伤组织诱导率和直径优于其他生长素的诱导。 

不同生长素不同浓度诱导出的愈伤组织颜色、状态不同，在 

浓度小于0．5mg／L时 NAA、IBA诱导的愈伤组织愈伤表面较 

光滑，松软水状 ，半透明，生长缓慢 ，颜色由开始 白变成淡黄 

色；当浓度在 0．1—0．5mg／L时颜色由多种颜色组合(肉花 

状)，有松散绿色内核；当浓度大于0．5mg／L时大部分愈伤组 

织的颜色为暗绿或褐绿色，致密紧实表面有很多突起不透 

明。2，4一D诱导的愈伤组织颜色为浅黄色和砖红色，表面 

光滑。L 诱导的愈伤组织颜色呈绿色，愈伤块较小，不适 

宜作愈伤组织诱导的生长素。说明6一BA1．0mg／mL与一定 

浓度的生长素配合使用时，可极大提高诱导率，其中NAA配 

合较适宜。加入生长素量过大不利于出芽愈伤组织诱导，而 

且诱导出的愈伤组织结构松散，再分化能力差。各生长素对 

茎段有效愈伤组织诱导率依次：NAA>2，4一D>IBA>AA。 
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生长素对愈伤组织诱导率的影响 

0．1 0．3 0．5 0．7 1 

生长素浓度 (mg／L) 

生长素对愈伤组织直径诱导的影响 

0．1 0．3 0．5 0．7 l 

生长素浓度 (mg／L) 

图 1 生长素对愈伤组织诱导的影响 

2．3．2 细胞分裂素对愈伤组织诱导的影响 

当细胞分裂素浓度为 0．5—1．0 mg／L时，愈伤组织诱导 

率和直径逐渐增大，当超过此范围时，随着浓度增大时显著 

降低(图2)。6一BA在 1．0 mg／L时愈伤组织诱导率和愈伤组 

织直径优于其他细胞分裂素。当6一BA和TDZ浓度大于4． 

0mg／L时，几乎不能诱导分化出愈伤组织。TDZ随着浓度的 

增加诱导效果会随着降低，诱导的适宜浓度在0．5 mg／LiTDZ 

诱导出的愈伤组织随着时间的延长全部玻璃化后褐化死亡。 

细胞分裂素超过3．0mg／L时就不利于愈伤组织诱导。可见6 

一 BA浓度为 1．0mg／L时，最适宜于诱导愈伤组织。 
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图2 分裂素对愈伤组织诱导的影响 

2．4 蔗糖浓度对愈伤组织诱导的影响 

一  

静 
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图3 蔗糖浓度对愈伤组织诱导的影响 

l 

蔗糖浓度为3％时，愈伤诱导率和愈伤直径优于其他浓 

度的诱导，当低于或高于 3％时，由于碳源的不足或过剩，诱 

导效果均降低(图3)。 

2．5 光照条件对愈伤组织诱导的影响 
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表 3 光照条件对愈伤组织诱导的影响 

注：A一完全暗培养；B一暗培养20天后进行光照培养；c一完全光照 

培养。 

无光照条件下，愈伤组织诱导率相对较低(74％)，且诱 

导的愈伤组织小，颜色褪绿，为黄白色，生长势较弱；在完全 

光照条件下 ，诱导分化次之，分化愈伤组织颜色正常，深绿 

色；黑暗培养 2o天后，分化愈伤失绿，生长势较弱，转至光下 

再培养 10天后，颜色逐渐变为绿色 ，愈伤组织诱导率和愈伤 

组织直径都优于其它两处理(见表3)。 

3 结论与讨论 

3．1 MS基本培养基是诱导柳树愈伤组织的最佳培养基。6 
一 BA，NAA是最适宜诱导愈伤组织的激素，适宜的浓度分别 

为 1．0 mg／L，0．5 mg／L。Q106愈伤组织诱导的最适蔗糖浓度 

为 3％。 

3．2 Q106的嫩茎段具有较强的分化能力，诱导愈伤组织的 

效果较佳，这与他人的研究结果一致。不过同一品种不同部 

位间也是有差异的。 

3．3 在诱导愈伤组织过程中，早期的暗培养对于诱导分化 

是很有必要的，诱导柳树愈伤组织时先暗培养 20天，再转到 

光下培养，愈伤组织受光刺激迅速诱导和分化 ，能提高诱导 

率。 

3．4 植物外植体离体再生是植物遗传转化的基础，林木遗 

传转化频率低的主要原因之一是外植体离体再生困难。通 

过一步法直接诱导出芽很难成功，因此，研究愈伤组织的诱 

导是很关键的，可为进一步研究诱导芽的分化提供技术参 

考。如何诱导出分化出芽的愈伤组织还需要更深入的研究。 
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2．6 代用基质栽培新几内亚凤仙生长指标综合评价 

表5显示，玉米芯粉基质栽培条件下的植株形态综合评 

价指数为 0．14。低于泥炭条件下的0．20说明新几内亚凤仙 

对玉米芯粉基质适应性较差，这与根系蛋 白质及 SOD、POD 

活性所测数据基本吻合。椰糠与锯木屑栽培条件下的植株 

形态指数分别为 0．82和 0．65，说明其可以作为新几内亚 凤 

仙栽培的良好基质。豆秆粉与花生壳粉基质栽培条件下植 

株形态综合评价指数亦高于泥炭。 

3 讨论 

根系是植物体矿质元素吸收的最主要器官，在同样的水 

肥条件下，根系是否能够获得充足的养分供应并及时输送到 

地上部分很大程度上取决于基质的理化性状。植株的生长 

状况也能够证明基质的适应性。 

本文研究了代用基质对新几内亚凤仙根系活性 、植株形 

态建成等方面的影响。所选用的代用基质都能创造一个适 

宜的根际环境，不会影响根系的空间发展尤其是向下生长趋 

势。各代用基质栽培新几内亚凤仙根系生物量与泥炭基质 

无显著差异。根系活力、酶活性及可溶性蛋白测定数据显 

示 ，新几内亚凤仙对玉米芯粉基质生长适应性差。所选用的 

代用基质栽培新几内亚凤仙形态指标均优于泥炭基质或无 

显著差异，生物量的积累也呈现出类似的规律。但是模糊数 

学分析结果显示，玉米芯粉基质栽培条件下植株形态综合指 

数低于泥炭基质，表现出一定的不适应性 ，该结果基本与酶 

活性分析结果一致。从试验结果来看，代用基质栽培条件 

下，植株生长势普遍高于泥炭基质，在生产中完全有可能全 

部或部分地替代泥炭，但是生产中大规模采用代用基质尚需 

进一步细致深入研究。 
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