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杂交鹅掌楸离体培养中器官发生的研究

田　敏 , 李纪元 , 范正琪
(中国林业科学研究院亚热带林业研究所 ,浙江 富阳　311400)

摘要 :以杂交鹅掌楸的叶片、叶柄、无菌苗的茎段及其芽基部切段为外植体 ,进行愈伤组织途径的器官发生及不定芽

途径的直接器官发生培养。结果表明 ,多种外植体在诱导培养基上均能脱分化产生愈伤组织 ,其中无菌苗芽基部具

有最高的愈伤组织诱导率。愈伤组织在 MS + 62BA 2. 0 mg·L - 1 +NAA 0. 5 mg·L - 1和 MS + 62BA 4. 0 mg·L - 1 +

NAA 0. 5 mg·L - 1的分化培养基上能分化出不定芽。部分外植体在 MS + 62BA 4. 0 mg·L - 1 +NAA 0. 5 mg·L - 1的

分化培养基上直接分化产生不定芽。器官发生途径再生体系的建立为抗逆基因工程等工作奠定了基础。
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Abstract: The organogenesis system s of L iriodendron hybrids were established by using the leaves, petioles, stem fragments

and basal shoot fragments as exp lants. The results indicated that the callus could be induced from these exp lants on the in2
ductive media, and the basal shoot fragment had the highest callus2inducing rate. The calli differentiated into shoot bud on

the differentiation media MS + 62BA 2. 0 mg·L
- 1

+NAA 0. 5 mg·L
- 1

and MS + 62BA 4. 0 mg ·L
- 1

+ NAA 0. 5 mg·

L
- 1

, and some exp lants directly differentiated into shoot on the medium MS + 62BA 4. 0 mg·L
- 1

+ NAA 0. 5 mg·L
- 1

.

The organogensis system s offered base for the molecular breeding.
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鹅掌楸又称马褂木 ,属木兰科 (M agnoliaceae)

鹅掌楸属 (L iriodend ron L1 ) 。该属现仅存 2个自

然种 : 鹅 掌 楸 ( L iriodend ron ch inense ( H em sl1 )

Sarg. )和北美鹅掌楸 (L. tu lipifera L. ) 。杂交鹅掌

楸 (L. ch inense ×L. tu lipifera )是以鹅掌楸为母本 ,

北美鹅掌楸为父本的杂交第一代。它具有生长

快 ,抗性强 ,杂交优势明显等特点 ,已成为重要的

城市绿化树种 [ 1 ] 。由于鹅掌楸自身繁殖能力差 ,

自然结实率低 [ 2 ] ,因此通过组织培养技术对其进

行扩繁 ,具有广阔的应用前景。以鹅掌楸种胚为

材料 ,通过体细胞胚胎发生途径获得再生植株方

法已较为成熟 [ 3～5 ]
,而以其它组织或器官为材料

的器官发生方面的研究还未见报道。本研究以

杂交鹅掌楸的叶片、叶柄、无菌苗的茎段及其芽

基部切段为外植体 ,建立了直接器官发生和间接

器官发生途径的实验体系 ,不仅在大量无性繁殖

植物上具有重要的应用价值 ,而且为利用遗传转

化技术对植物进行遗传改良奠定了基础。

1　材料与方法

111　实验材料

试验材料为 2年生杂交鹅掌楸幼树 ,在 3—7月
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份取当年春季抽出枝条上的腋芽、顶芽作为外植体

培养无菌苗。取枝条上幼芽刚萌发的第一片叶的叶

片与叶柄 ,及无菌苗的茎段与芽基部切段为外植体 ,

进行愈伤组织诱导及不定芽的直接分化培养。

112　实验方法

将各种外植体用自来水冲洗 2 h后蒸馏水冲洗

3次 ,然后用φ = 75%乙醇浸泡 20 s,φ = 10%的次氨

酸钠表面灭菌 20 m in,最后用无菌水冲洗 5～6次。

表面消毒后的腋芽及顶芽 ,用镊子剥除最外层的芽

鳞片后接种于不同的生长培养基上诱导幼苗的萌

发。表面消毒后的叶片或来自无菌苗的叶片切成

0. 5 cm ×0. 5 cm大小 ,叶柄、茎段切成 0. 5 cm的小

段 ,茎段采用平放和插植两种方式 ,接种到 MS附加

各种激素组合的培养基上。

113　培养基

基本培养基有 MS和 1 /2MS。添加 30 g·L - 1蔗

糖 , 8. 0 g·L - 1琼脂 , 10 mg·L - 1 PVP和 10 mg·L - 1

抗坏血酸 , 1. 0 g·L
- 1活性碳 ,以及不同的激素种类

及浓度组合。

114　培养条件

芽外植体的生长、不定芽的分化培养于 25 ℃、16

h光照 /8 h黑暗条件下 :愈伤组织的诱导置于 16 h光

照或连续黑暗条件下。光照强度为 1 600～2 000 lx。

2　结果与分析

211　无菌苗的培养

芽生长培养基采用了 M S和 1 /2M S 2种基本

培养基 ,加入 3 种相同浓度的激素 ( 6 2BA、KT、

NAA ) ,结果发现基本培养基对芽的生长状态没

有明显影响 ,起决定作用的是植物生长调节剂。

总的来说 ,无菌苗的生长状态基本上表现为 6种

情况 (表 1 ) 。由表 1可以看出 ,实验中用的生长

素 (NAA )对芽苗的生长无决定性影响 ,而细胞分

裂素 ,特别是 6 2BA对芽苗生长的影响较为显著。

在 6 2BA的质量浓度为 1. 0～4. 0 m g·L
- 1时 ,芽

基部与培养基接触部位的愈伤化严重 , 20 d后芽

心黑死 ,芽苗不能正常生长 ,而且这种现象的发

生频率与激素浓度成正相关。 KT对芽基部的愈

伤化影响较小 ,但较高浓度仍不利于芽的生长。

当细胞分裂素的质量浓度降到 0. 5、0. 2 m g·L
- 1

时 ,芽苗茁壮生长 ,叶腋新芽萌发明显 ,整个芽苗

长势好。而在无激素的培养基上 ,芽苗生长势较

差 ,死亡率达到 50 %。因此 ,一定浓度的植物生

长调节剂对离体培养的芽生长是必需的 ,其中细

胞分裂素的最适质量浓度为 0. 1～0. 5 m g·L
- 1

,

NAA为 0. 05～0. 1 m g·L
- 1。

表 1　芽外植体在不同培养基上的生长情况

处理
激素 / (mg·L - 1 )

62BA KT NAA
生长状况

1 4. 0 0. 2

2 4. 0 0. 5

3 d后外层芽鳞脱落 ,幼叶抽出向上生长 ,芽基部与培养基接触部位膨大 , 7 d后边缘生出绿色

愈伤组织 ,幼叶不再伸长生长 ,叶片卷曲。20 d左右愈伤褐化 ,顶芽变黑死去。另外 ,芽基部

膨大处萌出新芽、叶 ,形成芽簇 ,但多数愈伤化 ,小叶卷曲 ,脆化。 (1)
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基本上同 (1) ,但约有 20%的芽基部膨大程度较小 ,萌出的芽簇状态较好。顶芽不死 ,抽出的
叶子向高外生长 , 20 d后可继代芽苗。 (2)
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8
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110

0. 2

015

芽基部与培养基接触处膨大 ,愈伤化。幼叶抽出 ,但伸长生长不明显。芽基部叶腋处有新芽
萌发。20 d后 ,约 60%芽苗的顶芽黑死。 (3)
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013
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0. 1

011
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3 d后幼叶抽出伸长 ,顶芽向上生长。20 d后叶柄伸长可达 5～6 cm,叶片舒展、扩大 ,叶腋发
出新芽。整株幼苗可达 4～5 cm。几乎无顶芽黑死现象。芽基部与培养基接触部分不膨大 ,

无愈伤。 (4)
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顶芽向上生长 ,幼叶抽出伸长 ,生长态势一般。与培养基接触部位膨大 ,有少量愈伤组织产
生。 (5)
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生长情况完全同 (4)。

21 0 0 0 7 d后外层芽鳞片裂开 ,幼叶向外伸出 ,向高处生长 ,但整个芽苗的生长势较差。20 d后 , 45%

的芽苗出现叶黑、心死现象。基都不膨大 ,无愈伤。 (6)
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212　愈伤组织途径的不定芽发生

21211　愈伤组织的诱导 　用来诱导愈伤组织的外

植体有叶片、叶柄、茎段和芽基部 ,其中无菌苗芽基

部具有最高的愈伤组织诱导率 ,叶柄次之 ,叶片最低

(表 2)。叶片在表面消毒时 ,极易受到次氨酸钠的

毒害而变黄 ,生活力下降 ,放在培养基上后多数变

黑 ,较难脱分化 ,只有少部分叶片切口处能形成愈伤

组织 (图 1①)。茎段平置于诱导培基上 , 5～7 d后

整个膨大变粗 ,与培养基接触处有愈伤组织出现 (图

1②)。芽基部 3～5 d后膨大 ,周围可见愈伤组织出

现 (图 1③)。叶柄在含有 62BA和 NAA (或 2, 42D )

的培养基上 ,一般表现为一端膨大或两端同时膨大 ,

在切口外长出愈伤组织 (图 1④) ;少数表现为整个

地均匀粗大 ,在叶柄段中间与培养基接触部位有小

愈伤团出现。在含有 KT和 NAA激素组合的诱导培

养基上 ,多数叶柄均匀地粗大 ,出愈率相对较低 (表

3)。鉴于叶柄取材容易 ,且出愈率也较高 ,作者认为

叶柄为愈伤组织诱导的最佳外植体。

①叶片切口处产生绿色致密愈伤组织 ; ②茎段与培养基接触部分产生淡绿色稍湿润愈伤组织 ; ③芽基部产生绿色致

密愈伤组织 : ④叶柄一端产生绿色致密愈伤组织 ; ⑤愈伤组织分化出不定芽 (箭头所示 ) ; ⑥叶柄直接分化产生芽苞

(箭头所示 ) ; ⑦叶片直接产生不定芽 (箭头所示 ) ; ⑧无菌苗基部产生不定芽

图 1　杂交鹅掌楸愈伤组织的诱导及不定芽的分化

表 2　不同外植体愈伤组织的诱导情况

外植体 接种数 /个 出愈数 /个 愈伤诱导率 /%

叶柄 90 55 61. 1

叶片 90 13 14. 4

茎段 90 47 52. 2

无菌苗芽基部 90 76 84. 4

　　注 :诱导培养基均为 MS + 62BA0. 5 mg·L - 1 + 2, 42D2. 0 mg·

L - 1。

21212　愈伤组织诱导的影响因素 　以叶柄为例 ,在

多种诱导培养基上叶柄均能脱分化产生愈伤组织 ,

且愈伤组织的诱导率与培养基中植物生长调节剂的

含量有一定的相关性。在较低质量浓度的细胞分裂

素 (0. 2、0. 5mg·L - 1 )和生长素 (0. 1 mg·L - 1 )的培

养基上 ,愈伤组织的诱导率相对较低 (表 3)。说明

叶柄的脱分化能力与外源激素的调控密切相关。
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叶柄愈伤组织形态特征与培养基中细胞分裂素

和生长素的相对含量有关。在含相对较高质量浓度

(0. 2～4. 0 mg·L
- 1 )细胞分裂素的培养基上 ,诱导

产生的愈伤组织结构致密、紧实 ,而在生长素含量较

高 (2. 0 mg·L - 1 )的培养基上愈伤组织较松脆、湿

润 (表 3)。另外 ,光照对愈伤组织的诱导也有影响。

将置于 62BA和 2, 42D激素组合培养基上的叶柄分

为两组 ,一组在连续黑暗条件下培养 ,一组在 16 h

光照 /8 h黑暗下培养。结果发现 ,黑暗下诱导产生

的愈伤组织为水湿状、乳白色 ,且随着 2, 42D )质量

浓度的增加 ,愈伤组织的湿润程度增加 ,光下则较松

脆 ,湿润度小。

表 3　激素对叶柄愈伤组织诱导的影响

激素组合 / (mg·L - 1 )

62BA KT NAA 2, 42D
外植体数 /个 出愈数 /个 愈伤诱导率 /% 愈伤组织形态

4. 0 0. 5 78 47 60. 3 致密、紧实、绿色

2. 0 0. 5 80 45 56. 2

1. 0 0. 5 68 31 45. 6

0. 5 0. 1 70 23 32. 8

0. 2 0. 1 70 21 30. 0

0. 5 2. 0 70 35 50. 0 松脆、较湿润、浅绿

1. 0 2. 0 70 39 55. 7 色

0. 5 0. 1 45 13 28. 9 致密、紧实、绿色

0. 2 0. 1 45 9 20. 0

0. 5 1. 0 50 22 44 湿润、松脆、浅白色

1. 0 1. 0 60 27 45. 0

0. 5 2. 0 90 55 61. 1

1. 0 2. 0 80 47 58. 8

　　注 :以上培养条件均为 16 h光照 /8 h黑暗 ,基本培养基为 MS。

21213　愈伤组织的不定芽分化 　将暗培养下的白

色湿润愈伤团转移到分化培养基上 ,光下培养 ,一周

后在白色愈伤团表面出现浅绿色颗粒状愈伤 ,这些

浅绿色的愈伤颗粒逐渐长大 ,白色愈伤组织内部慢

慢褐死。浅绿色的愈伤团接到含 62BA0. 5 mg·

L - 1 , NAA0. 1 mg·L - 1的 MS培养基上可进行增殖

培养。

将生长状态良好的愈伤组织转移到分化培养基

上 ,一周后观察 ,致密型的愈伤组织无明显变化 ,松

脆、湿润的愈伤组织表面部分开始出现致密、深绿色

的愈伤颗粒。3周后 ,出现绿色芽点 ,芽点逐渐长大

成幼苗 ,周围松脆湿润的愈伤变为浅褐色、水浸状并

渐渐死去 (图 1⑤)。

21214　激素对不定芽分化的影响 　愈伤组织分化

培养基所用的激素组合如表 4。由表可以看出 ,在

较高 62BA含量的培养基上 ,愈伤组织的分化率较

高 , 62BA质量浓度低于 1. 0 mg·L - 1时 ,不能刺激芽

的分化。这说明较高浓度的细胞分裂素对分化是必

需的。但同时发现 ,愈伤团在高浓度激素的培养基

上容易褐化 ,而且分化产生的不定芽易玻璃化。研

究发现 ,处理 5能很好地解决这一问题 ,即在高浓度

62BA的培养基上培养 7 d,再将愈伤团转移到低浓

度的培养基上继续分化培养 ,而且分化率也比处理

1提高了 35. 9% ,比处理 2提高了 103. 4%。
表 4　激素对叶柄愈伤组织分化的影响

处理 激素组合 / (mg·L - 1 ) 接种数 /个
分化的愈伤

组织数 /个
分化率 / %

1 62BA4. 0, NAA0. 5 42 11 26. 2

2 62BA2. 0, NAA0. 5 40 7 17. 5

3 62BA1. 0, NAA0. 2 39 0 0

4 62BA0. 5, NAA0. 2 40 0 0

5
62BA4. 0, NAA0. 5 (7d)

+ 62BA0. 5, NAA0. 2
45 16 35. 6

　　注 :基本培养基为 MS。

2. 3　外植体的直接不定芽发生

将叶柄、叶片、茎段、芽基部等外植体接种到 MS

+ 62BA4. 0 mg·L - 1 +NAA0. 5 mg·L - 1的培养基上

后 ,约 20 d后多数脱分化产生愈伤组织 ,但部分外

植体则能直接分化产生不定芽 ,其中 ,无菌苗芽基部

的不定芽发生率相对来说最高 ,可达到 20. 8% ,茎

段次之 ,叶片分化率最低 ,只有 2. 5% (表 5)。叶柄

在膨大的一段分化出绿色的芽苞 (图 1⑥) ,芽苞逐

渐长成幼苗 ;叶片膨大、脆化 ,表面分化产生子叶状
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芽苗 (图 1⑦) ;无菌苗芽基部首先膨大 ,然后在膨大

的基面上生出绿色的芽苗 (图 1⑧)。而茎段接种后

的命运与其放置状态有关 ,平放状态下多进行脱分

化产生愈伤组织 ,竖放状态下多进行不定芽的直接

器官发生。
表 5　不同外植体不定芽的直接分化情况

外植体 接种数 /个 芽发生外植体数 /个 分化率 /%

叶柄 120 8 6. 7

叶片 120 3 2. 5

茎段 120 13 10. 8

无菌苗芽基部 120 25 20. 8

3　小结

离体器官发生是植物再生完整植株的最主要的

方式之一 [ 6 ]。本研究建立了杂交鹅掌楸以叶柄等为

外植体的器官发生系统 ,较以种胚为材料的体细胞

胚胎发生而言 ,具有外植体来源广泛、取材方便、不

受时间限制等优点 ,拓宽了杂交鹅掌楸离体培养再

生植株的获得途径。通过本研究 ,可以得出以下结

论 : (1)虽为遗传背景较为复杂的杂种树 ,但在适当

的培养基上 ,杂交鹅掌楸的幼嫩外植体较易脱分化

形成愈伤组织。本研究中 4种外植体 (叶柄、叶片、

茎段及无菌苗芽基部 )的愈伤诱导率分别为 61. 1%、

14. 4%、52. 2%和 84. 4% (表 2) ,由此可见 ,外植体

脱分化形成愈伤组织的能力次序为 :无菌苗芽基部

>叶柄 >茎段 >叶片。 (2)本研究中得到的愈伤组

织有 4种类型 :绿色、致密、紧实 ;浅绿色、松脆、较湿

润 ;浅白色、松脆、湿润 (表 3) ;乳白色、水湿状。这

些不同类型愈伤组织的形成同培养的光照条件和激

素种类及浓度有关 ,与外植体的来源无太大关系 ,即

在相同的培养条件下不同的外植体产生相同类型的

愈伤组织。 (3)细胞分裂素 (62BA )是诱导外植体脱

分化和直接器官发生的关键因子 ,高质量浓度的 62
BA (2. 0～4. 0 mg·L - 1 )能促进愈伤组织的形成与

不定芽的分化。

高频率器官发生途径的建立为转基因工作提供

了良好的受体系统 ,特别是直接器官发生途径 ,不需

要经过脱分化和再分化过程 ,不仅能缩短培养周期 ,

提高转化频率和简化转化程序 ,而且能避免体细胞

变异 ,可以保证杂交鹅掌楸的优良品质。本研究中

的 4种外植体均能直接分化产生不定芽 ,其分化率

分别为叶柄 6. 7% ,叶片 2. 5% ,茎段 10. 8% ,无菌苗

芽基部 20. 8% (表 5) ,这种杂交鹅掌楸离体培养中

不定芽直接发生的再生方式属首次报道 ,但分化频

率较低 ,需进一步改进。另外 ,无菌苗芽基部切段在

含激素的培养基上能够高频率地诱导愈伤组织和芽

的形成 ,其愈伤组织诱导率为 84. 4% (表 2) ,而且其

愈伤组织和无菌苗在多个培养基上均能增殖 ,其中

愈伤组织的增殖培养基含有低质量浓度的 62BA

(0. 2～0. 5 mg·L - 1 )和 NAA (0. 1～0. 2 mg·L - 1 )

或 62BA (0. 2～0. 5 mg·L
- 1 )和 2, 42D (0. 1～0. 2 mg

·L
- 1 ) ,无菌苗的增殖培养基含有低质量浓度的 62

BA (0. 2～0. 5 mg·L
- 1 )和 NAA ( 0. 05～0. 1 mg·

L
- 1 )。这样就建立起有效的循环培养再生体系 ,为

快繁和抗逆基因工程等工作奠定了基础。
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