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欧美杨热杨 1号离体叶片快繁体系的研究 

黄海杰，王颖，张秀鹃，陈雄庭 (中国热带农业科学院热带生物技术研究所，海南海口571101) 

摘要 [目的]研究欧美杨热杨 1号离体叶片快繁技术。[方法]以欧美杨热杨 1号为材料，研究了不同植物生长调节剂组合诱导愈伤组 

织、芽及根的效果。[结果]在附加25种不同植物生长调节剂组合的培养基中，添加6-BA 0．5 mg／L和NAA 0．05 mg／L的Ms培养基愈伤 
组织的诱导率最高，达到100％。36种诱导芽再生培养基中，最佳的诱导芽培养基是 Ms+6-BA 0．5 mg／L+NAA 0．05 mg／L+IBA 0、1 
m#L，出芽率达到100％，且芽质量较高。6-BA和NAA及 1BA过高过低都不利出芽。培养基中1BA和NAA两者混合使用时有利于根的 
形成，诱导生根的最佳培养基是1／2MS+NAA 0．5 H L+IBA 0．15 mg／L，生根的小苗被移植在温室条件下生长良好。[结论]以欧美杨 

热杨 1号叶片为外植体 ，建立了高效植株再生体 系。 
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study Oil Fast Regeneration System for in Vitro Lq~lVeS ofPoplar Reyang 1 

HUANGHai-jie et al (Institute of Tropical Bioscience and Biotechnology，Chinese Academy of Txopic~ Agricultural Sciences，Haikou，Hainan 

571101) 

Abstract [Objective]1]~／s study was to explore the rapid regeneration tec[mique ofin Vitro leaves in poplar Reyang 1．[MethodJ With poplar Reyang1 

astestedmaterial，the effectsof different plant growth regulators oninducing callus，sproutsand rootswereinvestigated．[Resultj Among25MS nlediullis 
added  different combinations ofplant growth regulators，theMS medium added with 6-BA0 5 LandNAA0．05 Lhadthe highest rateof inducing 

callus．researching100％．Among 36 lllediUlllS ofinducing regenerative sprouts，the best Was MS +6-BA0．5 mg／L+NAA 0、05 mg／L+IBA0．1 mg／L 

and it had 100％ of inducing rate，with high quali~sprouts．Too higher or lower concentration of 6-BA，NAA and IBA had no benefit for sprouting． 
Mixed applicationof 1BA andNAAbenefited for root generation，andthebe stmedium for rootingWas 1／2MS+ NAA0，5mg／L+IBA0．15 nl L．The 

rooted seedlings could grow well after bemg transplanted in greenhouse．1ConclusionJ With the leaves ofpoplar Reyang 1 aS explants，the high-efficient 

regeneration system Was established． 

Keywords Reyang1；Regeneration system；Plant growth regulator 

杨树是重要的造林树种，因其速生丰产、无性繁殖能力 

强，且基因组较少，被认为是理想的林木遗传改良模式植 

物 1 J，具有较高的经济价值。目前关于各种杨树组培再生系 

统的研究前人曾有报道_2 ，但欧美杨热杨 1号再生体系的 

建立目前尚未见报道。现代基因工程技术为培养更新奇的 

欧美杨热杨 1号品种提供了可能。在基因工程育种过程中， 

不论是用基因枪法，还是通过农杆菌介导法进行转基因，都 

需要经过细胞的脱分化和再分化过程。笔者通过以欧美杨 

热杨 l号叶片作为外植体进行培养，诱导愈伤组织和芽，探 

索不同基因型和植物生长调节剂对愈伤组织、增殖芽和根诱 

导的影响，建立高效的再生体系，为欧美杨热杨 1号基因工 

程育种奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 欧美杨热杨 1号，由中国热带农业科学院苗圃 

提供。 

1．2 方法 

1．2．1 培养基配制。以 培养基为基本培养基，蔗糖 30 

L，琼脂 6 L，根据外植体不同培养阶段对植物生长调节 

剂的不同要求，设计了多种不同激素的组合和配比，DH 5．8， 

121℃高压灭菌 25 min。 

1．2．2 外植体选择和处理。选取完全展开、绿色无病害的 

叶片。先用 自来水冲洗，用棉花或纱布轻轻刷材料表面，然 

后用75％酒精消毒约50 s，再用2 L的升~(HgC12)溶液，并 

加数滴吐温浸泡4 rain，最后用无菌蒸馏水冲洗4次。叶片经 

过消毒后用无菌滤纸吸干叶片上的水分，切去主叶脉两边的 
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叶肉部分，取叶柄及主叶脉部位，切成 0．5～1．0 CB长的切 

段，然后叶面向上接种到培养基上。 

1．2．3 培养条件。白天除自然散射光照外，每天用荧光灯 

补充光照 9 h，光照 2 500 lx，温度 25～30℃。 

表 1 不同浓度激素对愈伤诱导率的影响 

~able 1 Effects ofdifferent coneentralions ofhormone Oltl callus indaction 

l l 

代号 
No． 

基激素浓度／／mg／L 

Hormone concentration 愈伤数∥块 
丛坚 】H出口 calllls 

6一BA NAA 

愈伤诱导率∥％ 
Induction rate 

of callas 

Note：Culturemedium inthetableisMS；inoculation number of explantsis 50
， 
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2 结果与分析 

2．1 不同植物生长调节剂组合对愈伤组织诱导的影响 试 

验设计了25种不同植物生长调节剂组合的培养基处理。每 

处理接种 10瓶，每瓶接种5块。在 13号培养基上培养约8 d 

后(图1)，外植体切口部分逐渐膨大形成愈伤组织，19 d后接 

种的叶片有明显的白色愈伤组织产生(图2)，由表 1可知，13 

号培养基愈伤的诱导率最高，达 100％ 愈伤数并不是随细 

胞分裂素和生长素增加而增多，细胞分裂素和生长素两者处 

于一定平衡质量浓度时才有利于愈伤组织的形成。 

图1 8 d后叶脉诱导愈伤 

rig．1 Callus inductionfrom vein after8 d 

图2 19 d后叶脉诱导愈伤 

Fig．2 Callus inductionfrom vein after19 d 

图3 14 d愈伤诱导芽 

Fig．3 Buds differentiation from callus after14 d 

2．2 不同植物生长调节剂组合对芽诱导的影响 设计了36 

种诱导芽再生培养基(表 2)，叶脉在诱导愈伤培养基上培养 

19 d后，在叶柄及叶脉的边缘伤口已形成愈伤组织块。选择 

愈伤组织生长良好的外植体，在超净工作台上用手术刀切成 

小块，把愈伤组织块接种到诱导芽的培养基上，每种培养基 

接种 10瓶，每瓶接种4块，观察诱导芽的情况，培养条件与愈 

伤组织诱导条件相同。带有愈伤组织的外植体接种到芽诱 

导培养基上进行培养，接种的愈伤组织继续膨胀，14 d后，愈 

伤组织的边缘处可看到出芽(图 3)。24 d后，芽开始从边缘 

芽点上长出来，随后，中部芽点也开始分化出芽。38 d后观 

图4 38 d愈伤诱导芽 

rig．4 Buds differonliafion from callus after38 d 

表 2 不同激素浓度和配比对芽诱导率的影响 

"lhble 2 Effects of d~fferent con omtrafions and rafi~ of hormone Oil bud 

induction 

培养基激素浓度／／nrg／L 

代号 Hormone c硼ce玎m扭0n 出芽数∥块 
№ ． N1】mb日 calt~ 

6一BA NAA IBA 

出芽率∥％ 
hducfion rate 

calt~ 

Note：C~turemedium intI1etableisMS；inocul~ion numberis 40 
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察诱导芽的情况(图4)，计长度在 2 cm以上芽的数目，计算 

芽诱导率。其中19号培养基的出芽率达 1(x】％，而且芽的数 

量、质量均较高。1、5、9、13、17、21、25、29、33号培养基由于没 

有加入 IBA而不出芽，6一BA和 NAA及 IBA浓度过高过低都 

不利于出芽。经对比筛选，诱导芽的最佳培养基是 MS+ 

6-BA 0．5 mg／L+N从 0．O5 mg／L+IBA 0．1 rag／L(表 2)。 

2．3 不同植物生长调节剂组合对根诱导的影响 1／2MS培 

养基用于诱导欧美杨热杨 1号茎段生根，设计了 24种培养 

基，每种培养基接种 5瓶，每瓶接种4棵。当芽长度超过 2 

m 时，从芽丛上把茎段切下来，接种到生根培养基上，在光 

下培养诱导生根。培养 26 d后统计根长度超过 5 filth的根 

数，并选择适合生根的培养基。结果表明(表3)，培养基中单 

独使用 IBA就能诱导生根，单独使用 N从 不能诱导生根。 

当IBA和NAA两者混合使用时更有利于根的形成。10号是 

诱导生根的最佳培养基(图5)。19号培养基中没有加生长 

调节剂没有根的发生，1、7、13号培养基中没有加 ⅢA也没有 

根的发生。20、21、22、23、24号培养基中没加 N从 ，诱导的根 

很少。 

在芽苗生根后 15 d左右，将瓶装苗从组培室转移到有阳 

光的地方练苗，练苗 1周后，将小苗取出，小心用流水冲洗去 

根表面的培养基残留物，移栽到培养土中，遮阴，1周后即可 

成活，成活率达96％以上。 

图5 1ll号培养基中的生根情况 

g．5 Rooting~ fionin~ turelnedi~ No．1ll 

3 结论与讨论 

3．1 外植体的选择 杨树能作为外植体的部位很多，除了 

叶片外，还有嫩茎、嫩叶、小芽尖、叶芽尖、形成层、顶芽、腋 

芽、茎尖、花药、子房、幼胚、茎段和根等[3，“I1引。由于杨树叶 

片较薄，用叶片作为外植体时，消毒时间不能过长，否则容易 

把外植体杀死。另外，以叶片为外植体培养植株的变异率有 

待进一步研究。 

3．2 激素水平和芽、根的分化 培养基中的生长素和细胞 

分裂素合适的搭配比例是决定芽和根生长的关键。仅提高 

细胞分裂素或生长素浓度都不利于芽的形成，试验表明，加 

入 IBA有利于根的形成；细胞分裂素和生长素两者配比浓度 

合适有利于愈伤组织的形成。该试验在培养初期，采用细胞 

分裂素和生长素较低的培养基(Ms+ BA D．5 mg／L+№ 

0．05 r,lg／L)培养 8～19 d，在愈伤组织生长高峰期前最适合诱 

导出芽。诱导不定芽再生时，6 BA 0．5 r,lg／L和 № 0． ]5 

mg／L时适当地增加 IBA有利于再生频率的提高，试验结果 

表明，IBA浓度为0．1 r,lg／L时比没有加 IBA的处理出芽率明 

显提高 

在根的诱导中，仅加 ⅢA对诱导不定芽生根有促进作 

用，而仅加 N从 对诱导芽生根影响不明显，然而当ⅢA和 

NAA两者处于一定平衡质量浓度时则更有利于根的形成，最 

适合浓度为 IBA 0．15 mg／L、NAA 0．o5 mg／L，而无生长剂的培 

养基没有根的发生。 

表3 不同激素浓度和配比对生根诱导的影响 

bJe 3 E舶 ds 0f~ erent c0l1c耐 咧 帅 s and咧  0s 0fhormone蚰 ~ ting 

indu~  

注：培养基基本成分为 1／2 ；接种数均为20棵。 

Note：culture inedi~ in the t捌e is 1／2 ；inⅨ a廿0n number is 20 plmls 

3．3 初期管理与移栽成活率 由于室内组织培养苗一直在 

比较优越的环境下生长，幼苗抗病和抗干旱等能力较弱，所 

以移栽初期的管理是移栽成功的关键。刚移栽的幼苗由于 

根系供水缓慢，要避免强光照射和增加表面湿度。但这一时 

期不宜维持时间过长，长时间的高湿度有利于猝倒病菌的繁 

殖，幼嫩的欧美热杨 1号苗最易受到病菌侵害，所以在移栽2 

d后要适当增加光照和减少湿度。 

参考文献 

E1]ZHANG D Q，ZHANG ZHIYI，Y G KAI．AdⅧno 0f~ -ular n3ark~re_ 

se卸℃hesin p0plar[J]．Jouma1 0fB ing Fcres扛yUmve~ ，2OOO，22(6)：79一 
、 

[2]WH1TEBEADHCM J]．新西兰林业科学， 

1卯7，7(1)：40—43． ． 

[3]徐妙珍，吴克贤，解奇明．杨树组织离体培养育苗初获成功[J]．林业科 

技通讯，19g7(12 )：1—2． 

I_4 J CHEN Y，HAN Y F，ⅡL，et a1．Study on吐le plam 趾i0n from Popul~ 

deltoid~。 ml transformed wjtIl Br．T耐n~ae[J]．~enda蛐vae sirl ， 
1995，31(、2)：卯一103． ， 

[5]Yu z S，删 H，MAN S J．Research on dssu~ e re鲫0；du ve svst吣 0f 

b1ack p0plar gToupEJ]．Journal 0f~ ning F(Ⅱe曲[)，Sd∞ce＆Tedln010 ，2OO2 
(6)：11—13． 。。 

l6 J M Ⅱ岫 AD1 A J K，MAZIK )KⅡ K，GERGA~ E．e【a1．Callus ilndu ∞ 

ar卫d h印l0id plml re ne fi~na anth~删 n】Ie 0f op0plar species[J]． 一 
vae G邮ecica，1995，44(2／3)：141—145． 

(下转第 6253页) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


36卷 15期 陈传印 麦后直播短季棉地膜覆盖效应试验 6253 

表 2 覆膜与对照土壤各土层水分含量测定结果 ％ 

Table 2 Determination results of soilmoism~ infilm nHndlir嚷and control 

由表2可见，0～10，10～20，20～30，30～40 CIII各土层覆 

膜土壤水分含量比CK分别提高 3．74，1．93，1．37，0．76个百 

分点。棉苗期至开花土壤水分适宜，有利于壮苗早发 3J。 

2．3 地膜覆盖对棉花生长发育的影响 表 3表明，短季棉 

麦后直播地膜覆盖与不覆盖相比，现蕾期早4 d，开花期早 6 

d，吐絮期早 8～10 d。据2006年 7月25日调查，平均株高比 

对照高 3．1 cm，单株叶片多 2．2个，果枝增 1．3个，棉蕾增加 

2．7个。说明地膜覆盖由于增温保墒性能好，显著促进了生 

长发育，加快了生育进程。为棉花早熟、高产、优质，奠定了 

良好的生理基础l4J。 

2．4 地膜覆盖对棉花生育前期叶面积增长的影响 由表 4 

可以看出，短季棉地膜覆盖叶面积的增长速度明显高于对 

照。特别是在苗、蕾期增长速度最快，叶面积系数分别 比对 

照高0．21和0．55；而对照叶面积增长最快的时间出现在初 

花期，至花铃期两者差异逐渐缩小。由于地膜棉早发、早熟， 

叶生衰退快，后期叶面积系数稍低于对照I5_5。 

表3 地膜覆盖对棉花生长发育进程的影响 

Table 3 Effects offihn mula~g on cotton growth 

表 4 生育前期棉花叶面积系数 

mlbIe 4 Leafa瑚 index of cotton at early growal stage 

2．5 覆膜对产量及其构成因素的影响 从表 5可以看出， 

覆膜棉与对照相比，单株铃数、单铃量、霜前花明显增加，皮 

棉产量显著提高。覆膜比对照增产 33．2％，霜前花率提高 

11．15％ 。 

表5 覆膜对产量及其构成因素的影响 

Table 5 Effects offihn mll】d血lg Oil yield andits component factors 

3 结论与讨论 

短季棉麦后直播地膜覆盖便于机械作业，有利于促进种 

植制度改革。可扩大短季棉种植面积，提高复种指数，增加 

经济效益 J。 

短季棉麦后直播地膜覆盖还具有良好的增温保墒作用。 

能更好地利用光、热、水等自然资源，从而促进棉花壮苗早 

发，达到早熟、高产、优质的目的；是解决麦后直播短季棉播 

种晚，积温不足等不利因素，提高产量水平和霜前花率的有 

效措施I7J。 

此外，短季棉麦后直播地膜覆盖，需施足基肥，留苗 12 

万株／}ⅡTf以上，并结合全程系统化控制。地膜覆盖改善了棉 

田生态条件，加速了生育进程。使生育期前期叶面积上升 

快，有利于干物质的合成和积累；开花结铃早、铃大铃多、衣 

分高、吐絮畅而集中；并且霜前花率高、优质、高产L8j。 
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