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沙棘优良抗旱品种不定芽诱导及再生体系的建立 

于亚军 ，夏新莉 ，尹伟伦 

(1．北京林业大学生物科学与技术学院，北京 100083；2．大连大学生物工程学院，辽宁 大连 116622) 

摘 要：系统研究了沙棘(H 户户0户 P rhamnoides L．)优良杂交品种(“乌兰沙林”H．rhamnoides L．ssp．Mon— 

golicaRousiX“丰宁”H．rhamnoides L．ssp．Sinensis Rousi)，通过不定芽发生途径建立离体培养再生体系所需的条 

件 ，成功地筛选出了适宜的外植体种类和培养基，获得了完整的小植株。 
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近年来，我国不断选育出生态效益和经济效益 

兼备的沙棘良种[h引，良种繁育和进一步优化是今 

后工作任务的重点之一。植物组织培养技术是良种 

繁育的有效手段，采用良种田间苗的营养器官作为 

外植体进行无性繁殖，具有繁殖系数高、速度快、苗 

木整齐、保持种源特性、不易发生变异等特点。不定 

芽的大量诱导产生及再生体系的建立，一方面有利 

于良种快速繁育技术的研究，另一方面也为基因转 

化及良种的进一步优化打下基础。本实验室在中国 

沙棘、蒙古沙棘、俄罗斯沙棘以及杂交品种共计 4种 

类型 1O个品种当中，通过抗旱适应性的综合评价得 

出该杂交品种抗旱性最强的结论口]，因此，该杂交品 

种的组织培养工作是有意义的。 

1 试验材料和方法 

1．1 试验材料 

本试验采用的杂交品种为一二年生实生苗雄 

株，其母本“乌兰沙林”是从蒙古沙棘(H．rham— 

noides L．ssp．Mongolica Rousi)“乌兰格木”中选育 

出的优良实生后代；父本为中国沙棘 (H．rham- 

noides L．ssp．Sinensis Rousi)优 良类型“丰宁”，均 

含有优良的基因类型[1]。 

1．2 试验方法 

于 2006年及 2007年春季采集无病虫害盆栽沙 

棘带新梢的枝条，用喷壶冲洗掉灰尘，基部剪出新 

茬，放入实验室水培 2～3 d。取枝条顶端幼嫩部分， 

流水冲洗 30 min，用 7O 乙醇浸泡 30 S，不断搅动； 

再用 2O 次氯酸钠灭菌 20 min；无菌水冲洗 1O次 

以上。在超净工作台上将基部剪出新茬，接种于启 
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动培养基上。初代培养 5～7 d后，将外植体转接到 

增殖培养基上扩繁；剪取腋芽萌发后产生的新梢 

(O．5cm以上)接种在生根培养基上；将不带节间的 

无菌茎段接种在愈伤组织诱导培养基上培养 20d后 

转移至分化培养基上；将不带节间的无菌茎段和叶 

片划伤，接种在分化培养基上培养 20 d。将产生的 

不定芽转入壮苗培养基中壮苗后进行生根培养。 

初代培养 以 MS、1／2MS(大量元素减半)和 

WPM为基本培养基，在预试验的基础上添加激素 

BA0．2+NAA0．1 继代培养均以 WPM 为基本培 

养基，添加不同浓度的 BA和 IBA(表 1)；壮苗培养 

基为 WPM+BA0．2+IBA0．05；生根培养基为 1／ 

2WPM(大量元素减半，蔗糖减半)+IBA0．5+ 

NAA0．5。 

蔗糖浓度为 2．0 (生根培养基为 1．0％)，琼脂 

浓度为 0．7 。培养温度为 25℃±2℃，光照强度 

2000Lx，光照时间 14h／d。 

2 试验结果和分析 

初代培养 13～14 d后，外植体在瓶内长高，并 

伴有腋芽 萌发 (图 1)，30 d后腋 芽萌发至 o．5～1 

cm。茎段接种 14 d后 ，切 口处开始 出现愈伤组织 ， 

继续培养 6～7 d，再转到分化培养基上 3～4 d后， 

愈伤组织上产生少量绿色芽点。切取带有绿色芽点 

的愈伤组织块，在新鲜的继代培养基上培养 30"---45 

d，得到大量不定芽形成的绿色芽丛(图 2)。采用 

SAS统计程序分析的结果显示，沙棘初代培养以 

WPM为最佳的基本培养基，基本培养基之间差异 

显著(表 1)。在基本培养基为WPM，添加不同植物 

生长调节剂的培养基上，平均每个无菌不带节的茎 

段经过脱分化形成愈伤组织后，再分化形成木定芽 
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的百分率有所不同，采用 WPM+BA0．4～0．6十 

IBA0．02～0．03，茎段上不定芽产生的百分率可以 

稳定在 60 以上，与其它几种培养基相比较，差异 

性显著。试验中还发现，将不带节问的无菌茎段和 

叶片划伤在直接接种在分化培养基上均未分化出不 

定芽。此外 ，继代培养时应注意将长势弱 的组培苗 

进行壮苗培养(图 3)，然后切取高度为 0．5 cm以上 

新梢，接种在生根培养基中 6～7 d后，白色粗壮的 

不定根开始形成，20 d后每株组培苗可产生不定根 

6～15条(图 4)。 

表 1基本培养基和植物生长调节剂对沙棘萌芽以及茎段上再生不定芽的影响 

注：I表示组织培养的第一个阶段，Ⅱ表示第二个阶段 ，采用第一阶段培养形成的无菌茎段 ；培养基中所添加植物生长 

调节剂的单位是 mg／L~培养基之间差异显著性采用最小显著差数法(LSD法)，p=0。05 

图 1：腋芽萌发 图 2：愈伤组织块上不定芽大量产生 图 3：不定芽伸长和壮苗 图 4：组培苗生根 

习 

通过器官发生途径产生大量不定芽 ，进而发育 

成完整的小植株 ，一方 面实现 了优 良植物 品种的快 

速繁殖；另一方面也是植物基因工程中基因转化的 

基础工作，只有建立有效的受体系统，保证较高的、 

稳定的再生率，才能进一步开展基因转化，不断优化 

种质资源 。植 物基 因转化 的受 体系统类型各 有利 

弊，本文在器官发生途径的研究基础上，仅就愈伤组 

织再生系统和直接分化再生系统进行试验(直接分 

化再生系统采用无菌苗茎段和叶片均为分化出不定 

芽，其适宜的培养基和培养条件有待于继续优化)， 

沙棘基因转化的受体系统通过其它途径的建立尚有 

待于进一步研究 

参 考 文 献 

[1] 黄铨．沙棘的杂种优势及其利用[J]．国际沙棘研究与开发，2004，2(3)：27~32 

[2] 黄铨．中国沙棘育种研究进展[J]．国际沙棘研究与开发，2006，4(4)：25~29 

[3] 李亮，夏新莉，尹伟伦．用隶属函数值法对 1O个沙棘品种抗旱性的综合评价[J]．山东林业科技，2001，(1)：59~60 

嚣夏嚣i暑暑磊磊]  

●i望 揪 l L __=． 
__=_-二二_二二_二̂__．__J 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

