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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
mg/ L ,出芽率达到100 % ,且芽质量较高。6- BA 和NAA 及IBA 过高过低都不利出芽。培养基中IBA 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 mg/ L+ IBA0 .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 on Fast Regeneration Systemfor in Vitro Leaves of Poplar Reyang 1
HUANG Hai-jie et al  ( Institute of Tropical Bioscience and Biotechnology , Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences , Haikou , Hai nan
571101)
Abstract  [ Objective] This study was to explore the rapid regenerationtechnique of in Vitro leaves in poplar Reyang 1 . [ Method] With poplar Reyang 1
as tested material , the effects of different plant growthregulators oninduci ng callus , sprouts and roots were investigated . [ Result] Among 25 MS mediums
added different combinations of plant growthregulators , the MS medi umadded with6- BA0 .5 mg/ L and NAA 0 .05 mg/ L had the highest rate of inducing
callus , researching 100 % . Among 36 mediums of inducing regenerative sprouts , the best was MS +6- BA 0 .5 mg/ L + NAA0 .05 mg/ L+ IBA0 .1 mg/ L
and it had 100 % of inducing rate , with high quality sprouts . Too higher or lower concentration of 6- BA, NAA and IBA had no benefit for sprouting .
Mixed application of IBA and NAA benefited for root generation , and the best mediumfor rooti ng was 1/ 2 MS+ NAA0 .5 mg/ L +IBA 0 .15 mg/ L. The
rooted seedlings could grow well after bei ng transplanted in greenhouse . [ Conclusion] With the leaves of poplar Reyang 1 as explants , the high-efficient
regeneration systemwas established .
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  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] ,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 - 10] ,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1 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 MS 培养基为基本培养基, 蔗糖30

g/ L ,琼脂6 g/ 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 ,pH 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 g/ L 的升汞( HgCl 2) 溶液, 并

加数滴吐温浸泡4 min ,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

叶肉部分, 取叶柄及主叶脉部位, 切成0 .5～1 .0 c m 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

Table 1 Effects of different concentrations of hormone oncallusinduction

代号
No .

培养基激素浓度∥mg/ L
Hormone concentration

in culture medium
6-BA NAA

愈伤数∥块
Number of callus

愈伤诱导率∥%
Inductionrate

of callus

1 1.0 0.01 27 54 .0
2 1.0 0.03 28 56 .0
3 1.0 0.05 30 60 .0
4 1.0 0.07 28 56 .0
5 1.0 0.10 25 50 .0
6 0.7 0.01 27 54 .0
7 0.7 0.03 29 58 .0
8 0.7 0.05 29 58 .0
9 0.7 0.07 29 58 .0
10 0.7 0.10 24 48 .0
11 0.5 0.01 29 58 .0
12 0.5 0.03 38 76 .0
13 0.5 0.05 50 100
14 0.5 0.07 41 82 .0
15 0.5 0.10 34 68 .0
16 0.3 0.01 26 52 .0
17 0.3 0.03 28 56 .0
18 0.3 0.05 29 58 .0
19 0.3 0.07 29 58 .0
20 0.3 0.10 25 50 .0
21 0.1 0.01 25 50 .0
22 0.1 0.03 27 54 .0
23 0.1 0.05 27 54 .0
24 0.1 0.07 26 52 .0
25 0.1 0.10 26 52 .0

 注 :培养基基本成分均为 MS ; 外植体接种数均为50。
Note :Culture mediumin the table is MS ; i noculation number of explants is 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 8d 后叶脉诱导愈伤

Fig .1 Callusinductionfromveinafter 8 d

图2 19 d后叶脉诱导愈伤

Fig .2 Callusinductionfromveinafter 19d

图3 14 d愈伤诱导芽

Fig .3 Buds differentiationfromcallus after 14d

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

Fig.4 Buds differentiationfromcallus after 38d

表2 不同激素浓度和配比对芽诱导率的影响

Table 2 Effects of different concentrations and ratios of hormone on bud

induction

代号
No .

培养基激素浓度∥mg/ L
Hormone concentration

in culture medium
6- BA NAA IBA

出芽数∥块
Number of callus

出芽率∥%
Inductionrate

of callus

1 0 .7 0 .03 0 0 0
2 0 .7 0 .03 0 .05 26 65 .0
3 0 .7 0 .03 0 .1 28 70 .0
4 0 .7 0 .03 0 .2 25 62 .5
5 0 .7 0 .05 0 0 0
6 0 .7 0 .05 0 .05 27 67 .5
7 0 .7 0 .05 0 .1 30 75 .0
8 0 .7 0 .05 0 .2 24 60 .0
9 0 .7 0 .07 0 0 0
10 0 .7 0 .07 0 .05 24 60 .0
11 0 .7 0 .07 0 .1 27 67 .5
12 0 .7 0 .07 0 .2 22 55 .0
13 0 .5 0 .03 0 0 0
14 0 .5 0 .03 0 .05 28 70 .0
15 0 .5 0 .03 0 .1 30 75 .0
16 0 .5 0 .03 0 .2 25 62 .5
17 0 .5 0 .05 0 0 0
18 0 .5 0 .05 0 .05 32 80 .0
19 0 .5 0 .05 0 .1 40 100
20 0 .5 0 .05 0 .2 31 77 .5
21 0 .5 0 .07 0 0 0
22 0 .5 0 .07 0 .05 28 70 .0
23 0 .5 0 .07 0 .1 32 80 .0
24 0 .5 0 .07 0 .2 26 65 .0
25 0 .3 0 .03 0 0 0
26 0 .3 0 .03 0 .05 25 62 .5
27 0 .3 0 .03 0 .1 28 70 .0
28 0 .3 0 .03 0 .2 22 55 .0
29 0 .3 0 .05 0 0 0
30 0 .3 0 .05 0 .05 28 70 .0
31 0 .3 0 .05 0 .1 31 77 .5
32 0 .3 0 .05 0 .2 27 67 .5
33 0 .3 0 .07 0 0 0
34 0 .3 0 .07 0 .05 23 57 .5
35 0 .3 0 .07 0 .1 26 65 .0
36 0 .3 0 .07 0 .2 21 52 .5

 注 :培养基基本成分均为 MS ; 接种数均为40 个。
 Note : Culture mediumin the table is MS ; inoculation number is 40 .
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察诱导芽的情况( 图4) , 计长度在2 c m以上芽的数目, 计算

芽诱导率。其中19 号培养基的出芽率达100 % ,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- 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 + NAA 0 .05 mg/ L+ IBA 0 .1 mg/ 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

c 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 mm 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 NAA 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IBA 也没有

根的发生。20、21、22、23、24 号培养基中没加 NAA , 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 10 号培养基中的生根情况

Fig .5 Rootingsituationinculture mediumNo. 10

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 ,11 - 13] 。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 + 6- BA 0 .5 mg/ L + NAA

0 .05 mg/ 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 mg/ L 和 NAA 0 .05

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 mg/ 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IBA 对诱导不定芽生根有促进作

用,而仅加 NAA 对诱导芽生根影响不明显, 然而当IBA 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 .05 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

Table 3 Effects of different concentrationsandratios of hor moneonrooting

induction

代号
No .

培养基激素浓度∥mg/ L
Hormone concentration

in culture medium
NAA IBA

根数∥条
Root number

1 0 .07 0 0
2 0 .07 0.05 65
3 0 .07 0 .1 77
4 0 .07 0.15 76
5 0 .07 0 .2 63
6 0 .07 0.25 51
7 0 .05 0 0
8 0 .05 0.05 110
9 0 .05 0 .1 136
10 0 .05 0.15 153
11 0 .05 0 .2 128
12 0 .05 0.25 123
13 0 .03 0 0
14 0 .03 0.05 142
15 0 .03 0 .1 143
16 0 .03 0.15 146
17 0 .03 0 .2 142
18 0 .03 0.25 139
19 0 0 0
20 0 0.05 37
21 0 0 .1 41
22 0 0.15 42
23 0 0 .2 42
24 0 0.25 38

 注 :培养基基本成分为1/ 2MS ;接种数均为20 棵。
Note :Culture mediumin the table is 1/ 2 MS ; inoculation number is 20 plants .

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。
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表2 覆膜与对照土壤各土层水分含量测定结果 %

Table 2 Determinationresults of soil moistureinfil mmulchingand control

处理

Treatment
0～10 cm 10～20 cm 20～30 cm 30～40 cm

覆膜 18 .13 17 .21 16 .83 16.22
Fil mmulching
对照( CK) 14 .39 15 .28 15 .46 15.46

  由表2 可见,0～10 ,10～20 ,20～30 ,30～40 c m 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[ 3] 。

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 c m, 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[ 4] 。

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[ 5] 。

表3 地膜覆盖对棉花生长发育进程的影响

Table 3 Effects of fil mmulching oncottongrowth

处理
Treatment

播种期
Sowing
stage

出苗期
Seedling emer-

gence stage

现蕾期
Bud emerg-
ence stage

开花期
Flowering

stage

吐絮期
Boll ope-
ning stage

覆膜 06-05 06-09 07-03 07-25 09-07
Fil mmulching
对照( CK) 06-05 06-09 07-07 07-31 09-18

表4 生育前期棉花叶面积系数

Table 4 Leaf area index of cottonat early growthstage

处理
Treatment

现蕾期
Bud emerg-
ence stage

初花期
Early flo-

wering stage

花铃期
Flowering and

bollsetting stage

叶絮期
Bool stage

覆膜 0 .48 2 .26 3 .97 2 .61

Fil mmulching

对照( CK) 0 .27 1 .71 3 .64 2 .73

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 of film mulching onyield andits component factors

处理

Treatment

株高∥cm

Plant height

单株果枝∥个

Fruit branch per plant

单株结铃∥个

Boll per plant

单铃重∥g

Single boll weight

衣分∥%

Lint percentage

产量∥kg/ hm2

Yield

霜前花率∥%

Pre-frost yield
覆膜 72 .13 7 .98 8 .12 5 .17 40 .53 1 389 .0 94 .76
Fil mmulching
对照( CK) 65 .21 6 .39 7 .07 4 .82 38 .91 941 .3 83 .61

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[ 6] 。

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[ 7] 。

此外,短季棉麦后直播地膜覆盖, 需施足基肥 , 留苗12

万株/ hm2 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[ 8] 。
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