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摘 要 欧美杨 “山地 1号”是美洲黑杨与欧洲黑杨 deltoides× ，ligraCV．，‘shandis 1’)杂交培育成功的 

杨树优良品种。本研究以叶片作为外植体进行组织培养，建立了欧美杨“山地 1号”组织培养再生系统。分别 

用植物生长调节剂 仅一萘乙酸 )和细胞分裂素 6一苄氨基嘌呤(6一BA)诱导芽的分化，促进侧芽生长；用 

3一吲哚丁酸(mA)诱发根生长，使根多而长，本研究筛选出诱导率最优的培养基和激素浓度：分化培养阶 

段——以 1／2MH培养基(6一BA 0．5mg／L与NAA 0．05mg／L)诱导分化获得再生芽；继代培养阶段——以MH 

培养基(6一BA 0．5mg／L与NAA 0．05mg／L)进行继代培养获得丛生芽；抽茎培养阶段——以MH培养基(6一BA 

0．1mg／L与 NAA 0．05mg／L)进行抽茎培养获得丛壮无根苗；生根培养阶段——以 1／2MH培养基(mA 

0．3mg／L)诱导生根。然后，选择根系发达、主茎高达 2-3cm且木质化程度高的幼苗移栽到塑料大棚中，约 14d 

后长出新根即可成活，移栽成活率达 90％。本欧美杨组织培养再生系统可用于基因的遗传转化。 
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Abstract Poplar‘shandis 1’ deltoidesxP．nigraCV．)is ahybridwithgoodtraits．Tissue culture and regenera- 

tion systemofpoplar deltoidesxP．nigra, ‘shandis 1’)was establishedin our experiment．Poplarleaveswere 

used as explants for tissue culture．Plant growth regulator alpha-naphthylacetic acid )and cell division ele． 

merit 6-animal pen aminopurine (6一BA)were used，in our experiment，to induce buds and clump shoots．Indole 

butyric acid (mA)was used for root generation and growth．The following was the media and hormones used in 

the poplar tissue culture：1／2MS culture medium  f6一BA 0．5mg／L and NAA 0．05mg／L)was used to induce and ob- 

tain the regenerated buds；MS culture medium  f6一BA 0．5 mg／L and NAA 0．05mg／L)was used to generate clum p 

buds；MS culture medium  f6一BA 0．1 mg／L and NAA 0．05mg／L)was used to obtain strong shoots；1／2MS culture 

medium (mA 0．3 mg／L)was usedto induce and generate roots．Those regenerated plants，2-3cm hi【gh with strong 

roots an d hi【gh lignification，were transferredto greenhouse．And the plants grew well after 14 days when  their new 

roots grew out．Th e survival rate oftransplan ts could reach 90％ ．Th e system oftissue culture an d regeneration is 

availableforpoplar transform ation． 
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欧美杨“山地 1号”是美洲黑杨与欧洲 黑杨 

(P．deltoidesxP．nigra CV．，‘shandis 1’)杂交培育成功 

的适宜高寒山地、低山丘陵及平原区栽培的杨树优 

良品种(赵云等，2002)。其生长速度快，木材加工性能 

好，可用于造纸、制作各种板材及建筑用材，具有广 

泛的应用前景。它也是目前北方抗寒能力较强的杨 

树优良品种之一，基本没有病、虫害。本研究建立了 

欧美杨高效组织培养再生系统，为该杨树品种的快 
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速无性繁殖和基因的遗传转化奠定了基础。 

1材料与方法 

1．1实验材料 

选取 1~2年生欧美杨扦穗，以腋芽萌动长出的 

幼叶作为实验材料。 

1．2外植体的表面消毒与不定芽诱导 

用自来水将穗条上的灰尘冲洗干净，用清水浸泡 

3d，然后在河沙中扦插培养。10d左右腋芽萌动幼叶 

展出，待叶片长到宽2cm左右时，采集叶片。先用自来 

水洗 2～3次，再用蒸馏水洗 2～3次，在超净工作台上 

用 70％的酒精消毒 30s，无菌水漂洗 3次，再用 3％的 

次氯酸钠水溶液浸泡漂洗 3min，然后用无菌水漂洗 

4~6次，最后用无菌滤纸吸干叶片表面的水分，获得 

无菌叶片外植体。无菌叶片切成 lcmxlcm大小，接种 

于含不同浓度 6-BA和 NAA的不定芽诱导培养基 

f1／2MS)上，置于温度 25℃，光照强度为 1 000~1 500 

Lux(16h／d)条件下进行培养，诱导不定芽。 

1．3继代培养 

继代、抽茎和生根培养均采用 MH基本培养基。 

将上述经诱导得到的不定芽转入含 6-BA和NAA 

的继代培养基上，培养条件同上。3周后观察和统计 

不同激素浓度对丛生芽形成的影响，统计出每个单 

株丛生芽诱导数。 

1．4抽茎培养 

将丛生芽分离出单株转入含 6-BA和 NAA的 

抽茎培养基上，培养条件同上。经过诱导使其抽茎形 

成无根的幼苗，2周后统计抽茎形成无根幼苗的株数 

和抽茎率。 

1．5生根培养 

表 1不同浓度的激素对叶片出芽率的影响 

Table 1 Effectofhormonesonbudgenerationfrom leafexplants 

将长至2~3cm高的幼苗 自基部切下，转到含 mA 

的生根培养基中，14d后统计生根数和生根率。 

1．6组培苗移栽 

选择根系发达、主茎高达 2-3cm且木质化程度 

高的幼苗进行移栽。揭去培养瓶上的封口膜，在塑料 

大棚中炼苗 2—3d，小心洗去附着在根部的培养基，然 

后移栽到经过除菌剂代森锌处理 2d的草碳土与沙 

子(2：1混合)的基质中，移栽苗木应放在塑料大棚中 

遮荫培养，10d内保湿淋水，相对湿度 90％左右。 

2结果 

2．1不定芽的诱导 

无菌叶片在含不同浓度 6一BA和NAA的 1／2MH 

培养基上诱导侧芽萌发，7～10d出现愈伤组织，约 2 

周可长出不定芽(图 1 A)。采用不同浓度比的6一BA 

和 NAA，不定芽诱导率不同。实验结果表明，在 NAA 

浓度相同的情况下，高浓度的 6-BA(1．Omg／L)不利 

于侧芽的诱导，当6-BA为 1．0mg／L时，第 1O天个别 

出现愈伤组织，15d仍未出芽(表 1)；6-BA为0．5mg／L 

和 NAA为 0．05mg／L最适于侧芽的诱导，在此培养 

基上第 7天出现愈伤组织，15d不定芽诱导率高达 

91．7％(表 1)。 

2．2继代培养 

此阶段的目的是诱导丛生芽，进而形成大量适 

合抽茎和生根的无菌苗。将初代培养的健壮分化芽 

和较好的愈伤组织移入继代培养基中。3周后，不同 

浓度比例的NAA与 6-BA均能诱导不定芽逐渐形 

成芽丛(图 1 B)，但不同浓度比例的NAA与 6一BA诱 

导的出芽率存在差异。在6-BA浓度相同的情况下， 

NAA浓度高(0．05mg／L)有利于丛生芽形成(表 2)；6一B 

A浓度为0．5 mg／L，NAA浓度为0．05mg／L最适于丛 
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表 2不同激 素淋胞 代增 精 的嚣响 
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2．3再生苗的 抽茎培养 

当丛生芽 O 5～1cm止有时，切r转入抽茎 

培养基 ：，2 后可诱导抽革．形成 2-3cm高的无 

根幼苗 不同浓度比的6 BA和NAA均能 导丛 

牛芽抽葶(I鲥I C)，但抽苎诱导率不同(裘3) 6 BA 

浓度为 0 1mg／L．NAA浓度为 O 05mg／L最适宜抽 

茎，抽茎率冠高(表 31，花此培养基上 lOd左右个 ll 

已经抽 ，2周后大多数抽茎 成无根苗，且羊I ， 

叶 砼。 

表 j 同浓艟的激鑫州 1 的 响 

Table 3 EPJ~ct ofbo~ ones on 00tgen~udon 

2．4生 根培养 

将 无根 转移剁生根培养基·l_，7～I Jd左右从 

尢丰挝 基邮K⋯白也小根．14d后无根苗长出许多 

I～2cm左右的较精【壮的根，同时苗也进一步 睦壮 

( I D) 在 不同休度 IBA的培养基 L，无根苗均 

能牛根．但 IBA浓度为 03mg／t．时．生根率 最高(丧 4】， 

根_锉 眭．根 数在 7根 以 

2．5再生苗 移栽 

选掸根系发选、辛茎高达 2~3cm 且术质化程度 

高的幼苗移栽到塑料大棚中．10d内保温淋水．约 I4d 

后 ＆出新根即可成 活 移 栽成活率达 90％ 

一 ] 

一

’ 

一  

餮 
1战美柄“l片蛆 {培养 与再牛过程 

注：̂ ：不定芽薛导， 继代培荐．c：抽 D：牛根 

Figu~ I rls~ueculture and regenerati~ ofpopl~ n|J × 

，一 ‘sllandis1 Jfromleafexplants 

Note：^：Adventitio~ bud gene~tion：B：Clump budgenevdfion： 

C Cinmp吐0．)￡generation；D：gooung culture 

衰4不 浓度的微豪对撤再牛枘影响 

Table 4 Elfeelof h⋯ n on~oting cuhure 

3讨论 

通常幼嫩植株的芽比成熟植株的 ‘再生能力强． 

这呵能是幼嫩植株分生能力旺盛的结果 (朱至清， 

2003，植物细胞工程．化学工业出版社，叶1国，北京． 

PP 2-5) 但林木不周于革本楠物，林术生蚝周期长． 

幼苗成年后的性状不易项测，有时4：得不从成年的 

优趣大树上直接选取幼嫩部分或先复幼再取外植 

体 再乍能山与器官(Ahuja,1993)及植株幼嫩程度有 

关。通常幼嫩IFJ~1'植体再生能力强。本研究选用初春 

枝条 1 萌靛的腋芽，通过沙培注使腋芽晴动．幼叶陡 

．然 后选择叶 宽 2cm芹 右的嫩 叶进 行组织 培 养，拄 

适当浓鹰的6 BA和 NAA的作川 幼芽浠导率可 

选 90％以上(褒 1)。 

植物组织培养·【·常观察到 些半透明状 畸始 

甙管植林，这类植物体被称为“坡瑙苗”．这种蛐象称 

为“玻璃化脱簿”，叉稚为过应水化现象(蔡祖围等， 

2005)。R前，对玻墒化的发肆三机制缺乏真正了解 温 
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度对杨树植株的生长也有一定的影响。温度过高会 

导致分化芽出现玻璃化苗，低则苗生长缓慢(赵华燕 

等，2001)。提高光照强度(蔡能等，2003)、减低培养器 

皿内的相对湿度、改善培养瓶盖的透气性和调节激 

素组合水平，是抑制玻璃化的有效途径。 

目前，未见欧美杨“山地 l号”组织培养方面的 

报道。我们通过实验研究建立了其组织培养和再生 

系统，通过此系统可在短期内获得大量扩繁植株。当 

6-BA用量过高，达到 0．8mg／L时会导致嫩茎增殖过 

大，茎条纤细，并伴有玻璃化现象，茎条不适合生根。 

当 6-BA与NAA配合使用时，不同含量的NAA均 

能使嫩茎增殖下降，但是可使茎条增高。本研究得出 

不同阶段最佳培养基与激素含量为：(1)再生芽诱导 

培养基 ：l／2删 +6一BA 0．5mg／L+NAA 0．05mg／L；(2) 

继代培养基：MH+6一BA 0．5mg／L+NAA 0．05mg／L；(3) 

抽茎培养基：MH+6一BA 0．Img／L+NAA 0．05mg／L；(4) 

生根培养基：MH+IBA 0．3mg／L。 
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