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摘要:研究了影响复叶槭叶片和茎段愈伤组织诱导的因素。结果表明 ,放置方式与茎段和叶片的出愈

率关系不大 ,但对茎段愈伤组织的大小 、形态特性和部位与生根率有关。叶片的出愈率与碳源有关 ,在白

沙糖中最高 ,蔗糖次之 , 但在蔗糖中表现最佳。黑暗处理时间的长短也影响叶片的脱分化能力。叶片和茎

段的脱分化能力与蔗糖浓度有关 ,在 30g /L 时出愈率最大。外植体出愈率的高低和愈伤组织的形态与激

素种类或浓度有关。高浓度的 2 , 4 - D 将导致水渍状或玻璃化的愈伤组织产生 , 低浓度的 2 , 4 - D形成瘤

状愈伤组织。随着 6 - BA 浓度的增加 ,叶片的生根率降低 ,茎段愈伤组织出现的时间提前 , 愈伤组织生长

的较快 ,但当 6 - BA浓度到达 2. 0mg / L时 , 愈伤组织出现时间推迟 ,生长速度下降 , 褐化速度加快。

　　关键词:叶片;茎段;愈伤组织

中图分类号:S792. 35. 04 文献标识码:B 　　文章编号:1001 - 0009(2006)04 - 0168 - 03

　　复叶槭(Ace r negundo L.)亦称糖槭 、羽叶槭 、白蜡槭 ,
属槭树科 、槭树属。 广泛分布于美国及加拿大 。该树种喜
光 、耐旱 、耐寒 、耐烟尘 , 根萌蘖性强 , 生长较快 , 对土壤要求
不严;树形挺拔秀美 , 入秋叶色金黄 ,具有很高的观赏价值及
实用价值 ,是稀有优良的园林绿化树种 , 可作庭院树 、行道树
及防护林树种。但目前的栽培苗木供不应求 , 一般情况下 ,

主要采用常规的扦插和播种繁殖方法 , 扦插繁殖系数低 , 播
种繁殖的后代易产生性状分离 ,而组织培养作为重要的快速
繁殖技术可以弥补二者的缺点。其中愈伤组织途径是进行
组织培养快速繁殖的一条重要途径。现以复叶槭叶片和茎
段为研究对象 ,通过比较不同处理方法以及不同浓度的 2 , 4
- D、6 - BA 等因素对复叶槭叶片和茎段愈伤组织诱导的效

果 ,从而为通过愈伤组织途径建立复叶槭组织培养再生体系
奠定基础。

1 　材料与方法
1. 1　试验材料

试验所用材料来源于复叶槭的实生苗和复叶槭组培苗。
1. 2　试验方法
1. 2. 1　复叶槭实生苗茎段的消毒　将来自 35d 左右的复叶

槭实生苗茎段 ,在加有 1 ～ 2 滴 Tw een - 20 和 1%的 NaClO

溶液中进行表面消毒 , 20d 后进行污染率 、白化率统计 ,从而
筛选茎段的最佳消毒时间。
1. 2. 2 不同放置方式诱导茎段 、叶片的愈伤组织　将茎段平

放或竖放(分为正插和倒插两种)、叶片近轴面或远轴面分别
放于 MS+0. 01mg /L 2 , 4 - D + 1. 0mg /L BA 的培养基上 ,
20d后观察记录 , 比较放置方式对茎段和叶片愈伤组织诱导
的影响。
1. 2. 3　不同碳源诱导叶片愈伤组织　以组培苗的叶片为外
植体 , 以 MS + 0. 7 mg / L BA + 0. 01mg /L 2 , 4 - D为培养

基, 分别以葡萄糖 、白沙糖 、蔗糖为碳源(浓度均为 30g / L),
20d 后观察记录 ,比较不同碳源对叶片愈伤组织的诱导效果。
1. 2. 4　不同黑暗处理时间诱导叶片愈伤组织　以组培苗的
叶片为外植体 , 将其接种到 MS + 0. 7mg /L BA +
0. 01mg / L 2 , 4 - D 培养基上 , 然后放于培养室进行不同时
间的黑暗处理(0 、7d和 15d), 20d 后进行观察记录 ,比较黑
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暗处理时间对叶片愈伤组织的诱导效果。
1. 2. 5　不同蔗糖浓度诱导叶片 、茎段愈伤组织　以组培苗
的叶片 、 茎段为 外植 体 , 以 MS + 0. 7mg /L BA +
0. 01mg /L 2 , 4 - D为培养基 , 分别以 10g /L 、20g / L、30g /L、
40g /L 蔗糖为糖源 ,比较蔗糖浓度对叶片 、茎段愈伤组织的
诱导效果 , 20d 后进行统计。
1. 2. 6　 2 , 4 - D 和6 - BA 诱导叶片和茎段愈伤组织　诱导
愈伤组织培养基为:MS + 0 ～ 1 mg / L 2 , 4 - D;MS + 0. 01

～ 2. 5 mg / L 6 - BA;所有培养基均用 1%NaOH 调节 pH 为

5. 6～ 6. 0 ,除了比较不同碳源和蔗糖浓度对外植体的分化影
响外 ,均选用 30g / L的蔗糖为碳源 ,琼脂浓度为 7. 6g /L 。然
后在 121℃条件下高压灭菌 13min。
1. 2. 7　不同指标的计算方法　每隔一周观察一次 , 20 ～ 30d
统计出愈率 、污染率 、生根率等。计算公式如下:
出愈率=[产生愈伤组织的外植体总数 /(接种外植体总数 -

污染外植体总数)] ×100%
污染率=[未污染的外植体总数 /接种外植体总数] ×100%
生根率=[生根外植体的总数 /(接种外植体总数- 污染外植

体总数)] ×100%
　　外植体接种后 ,除进行黑暗实验的比较外 ,均放入培养
室内进行培养 , 培养室温度为 25±2 ℃, 光 /暗周期为 14h /

10h , 光照强度 2 500 ～ 3 500Lx。

2 　结果与分析
2. 1　茎段消毒时间的确定

表 1　茎段不同消毒时间的比较
消毒时间

项 目

放置

方式
5 10 15 20 25

接种数(个) 横放 29 78 54 23 46

竖放 23 25 25 25 19

污染率(%) 横放 13. 8 4 0 0 0

竖放 13. 0 1. 3 0 0 0

白化率(%) 横放 0 0 0 0 0

竖放 0 0 0 0 0

　　从表 1 看出 ,茎段的放置方式影响其消毒效果。随着茎
段消毒时间的延长 , 污染率下降 。茎段在消毒时间超过
10min 后 ,白化率虽然均为 0 , 但发现有的茎段出现一端白化
现象 ,随着消毒时间的延长 , 一端白化率相对较高。总的来
说 ,茎段在消毒 15min 时消毒效果最佳。放置方式对茎段白
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化率没有影响。茎段横放于培养基时比竖放于培养基时的
污染率要高 ,可能是由于横放时 , 茎段与培养基接触面积大 ,
易吸收养分 ,培养基中由于表面水分相对较多 , 利于菌生长 ,
不利于外植体生长。
2. 2　外植体放置方式诱导愈伤组织
2. 2. 1　茎段放置方式诱导愈伤组织的影响　从表 2 看出 ,

茎段的放置方式与出愈率关系不大 , 但对愈伤组织的大小 、
形态特性和部位与生根率有关。茎段平放时 ,茎段两端均产
生愈伤组织 ,愈伤组织大小差异不大 , 茎段竖放时 ,上下两端
产生愈伤组织大小差异明显 ,甚至只在茎段的一端产生愈伤
组织。茎段竖放正插时 , 上部全部膨大产生较大的愈伤组
织 ,为浅绿色或绿色 , 基部也全部产生愈伤组织 ,为黃绿色或
浅绿色 ,但相对上端较小 , 约为上端的 1 /2 或 1 /3 , 愈伤组织
大小为 0. 6 ～ 0. 7cm。而倒插时有的愈伤组织表现为水渍
状 , 30%茎段的上端只是略胀大 , 基部(靠近培养基一端)愈
伤组织大约为上端的 2 ～ 3 倍。放置方式影响愈伤组织的各
种特性可能与植物体内不同部位的激素含量和运动方式有

关 ,同时也与茎段的极性有关。
表 2　茎段不同放置方式诱导愈伤组织情况

放置

方式

茎段数

(个)

产生愈伤数

(个)

出愈率

(%)
愈伤颜色质地

生根率

(%)

平放 24 24 100%
绿色或浅绿色 ,有的绿色

愈伤周围有白絮状物。
25

正插 61 61 100% 浅绿色或绿色或黄绿色 0

倒插 30 30 100%
绿色或绿色周围有白絮状

或浅绿色似水渍状
0

表 3　不同叶片放置方式产生愈伤组织情况

放置方式
叶片数

(个)

产生愈伤数

(个)

出愈率

(%)
愈伤颜色质地

近轴面 20 20 100 黄绿色致密

远轴面 16 16 100 黄绿色致密

2. 2. 2　叶片放置方式诱导愈伤组织的影响　结果表明(表
3), 叶片的放置方式对复叶槭叶片的出愈率和愈伤组织的颜
色质地影响不大。叶片在接种 4d 后 , 大部分叶片开始出现
膨大现象 ,向近轴面方向卷曲 , 愈伤组织出现的最早部位是
叶脉处 , 7d左右出现肉眼可见的愈伤组织。随后在叶片边
缘产生带状的绿色愈伤。出现这种结果和叶脉处聚集过多
的维管束有关。
2. 3　不同碳源对叶片诱导愈伤组织的影响

表 4　不同碳源对叶片愈伤组织的诱导

糖源
接种数

(个)

产生愈伤数

(个)

出愈率

(%)
备注

葡萄糖 24 13 54. 2
在叶脉处产生愈伤组织 ,叶片变为
浅绿色 ,硬而脆。

白沙糖 13 12 92. 3 在叶脉处产生黄绿色致密愈伤。

蔗糖 24 20 83. 3 在叶脉处产生浅绿色愈伤 ,少而小。

　　结果表明(表 4), 在不同碳源中 ,叶片出愈率不同 ,在白
沙糖中最高 ,蔗糖次之。但从愈伤的外观和生长情况来看 ,
叶片产生的愈伤在蔗糖中表现最佳。蔗糖一直被作为常用
碳源而被利用 ,由此实验也得以证实。以后的实验均使用蔗
糖作为碳源。
2. 4　黑暗处理时间对叶片诱导愈伤组织的影响

结果表明(表 5),叶片经黑暗处理比不经黑暗处理的出
愈时间早 、出愈率高 , 经过 7d和 15d 黑暗处理的叶片 , 5d 后
在叶脉处和少数的叶缘出现了肉眼可见的愈伤组织 , 而未经
黑暗处理的叶片 ,一周后才在叶脉处出现肉眼可见的愈伤组
织 ,经过黑暗处理产生的愈伤组织颜色略浅 , 黑暗处理 15d

产生的愈伤组织质量与黑暗处理 7d的效果在外观上差异不

明显 ,只是颜色相对略浅而已。许多实验表明 , 暗处理影响
叶片愈伤组织的再生不定芽数 ,由于在复叶槭中三种处理均
没有得到再生不定芽 ,因此无法比较处理时间对不定芽的再
生效果。但从愈伤组织的生长情况比较 , 处理 7d 效果好一

些。因为黑暗处理时间过长 ,愈伤组织的颜色较浅 , 离体叶
片因长时间不进行光合作用可能会因饥饿而死亡 , 从而会影
响到叶片愈伤组织的增殖和再生。

表 5　黑暗处理时间对叶片诱导愈伤组织的影响

黑暗处理

(d)

接种数

(个)

产生愈伤数

(个)

出愈率

(%)
备注

0 24 20 83. 3 多数只在叶脉处产生 ,少而小。

7 26 26 100

在叶脉和叶缘均产生形成带状 ,愈

伤为黄绿色 ,多而大 ,尤其在叶脉

处可达 0. 5cm 。

15 21 21 100 愈伤为浅绿色 ,其余同上

2. 5　不同蔗糖浓度对叶片 、茎段诱导愈伤组织的影响

图 1　不同蔗糖浓度对叶片和茎段诱导愈伤组织

　　从图 1 看出 ,随着蔗糖浓度的增加 , 叶片的出愈率增加 ,
在 30g /L 时最大 ,浓度再增加出愈率则下降。接种一周后 ,
在加有 10g /L 和 20g /L 蔗糖的培养基中 , 分别有 61. 5%和

40. 0%的叶片边缘开始变白。 20d后 , 除了在含有 30g /L 的

蔗糖的培养基中在叶脉和叶缘均产生了黄绿色愈伤组织外 ,
其余均仅在叶脉处产生黄绿色少量的愈伤。在相同的蔗糖
浓度中 ,茎段的出愈率均显著高于叶片的出愈率。除了在含
有 30g /L 蔗糖的培养基中 , 茎段产生的愈伤为嫩绿色 、较
多 、长势很好外 , 其余均表现为严重或不严重的水渍状 , 在
10g /L、20g /L 、40g / L蔗糖中具体分别表现为浅黄绿色水渍
状较少 、浅白绿色水渍疏松愈伤较多 、黄绿色致密少量呈水

渍状愈伤较少。这主要是因为蔗糖浓度不适宜导致培养基
中的渗透势不当造成的。可见无论是哪种外植体 , 选用
30g /L 的蔗糖浓度较为适宜。
2. 6　 2 , 4 - D对叶片 、茎段诱导愈伤组织的影响

2 , 4 - D常被用来诱导愈伤组织形成及其增殖。 从图 3

看出 , 2 , 4 - D对叶片愈伤诱导具有较强的作用 , 并且促进不
定根的形成 ,也就是它可能对植物体内的生长素具有激活的
作用。愈伤组织的形态随所用的外植体和培养基中 2 , 4 - D

浓度而不同 ,这与 M atsuda的结果一致。另外 , 2 , 4 - D 浓度
与叶片出愈率和生根率呈线形关系 , 随着 2 , 4 - D 浓度的增
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加 ,产生愈伤组织的水渍化程度愈高 , 生根率逐渐降低。 随
着培养时间的延长 ,松软水渍化的愈伤组织逐渐褐化死亡。
在不加 2 , 4 - D 的培养基中 ,叶片也能在叶缘处形成带状愈

伤 ,并能在叶脉处直接产生根。由此说明复叶槭植物体内含
有较高浓度的内源生长素。

图 2　不同 2 , 4- D 浓度对叶片(左)和茎段(右)诱导愈伤组织

图 3　不同 6 - BA 浓度诱导叶片(左)和茎段(右)愈伤组织

　　从图 2 还可看出 , 茎段的出愈率明显高于叶片的出愈
率 ,出愈率与 2 , 4 - D浓度有关 , 愈伤组织的形态随所用的
外植体和培养基中 2 , 4 - D浓度而不同。高浓度的 2 , 4 - D

将导致水渍状或玻璃化的愈伤组织产生 , 低浓度的 2 , 4 - D

容易诱导外植体形成瘤状愈伤组织。在 2 , 4 - D 为 0. 1mg /

L 时 , 愈伤组织体积达到最大 , 但质量不好 , 为水渍状 , 在
2 , 4 - D 浓度为 0. 01mg / L时 , 茎段基部产生大量愈伤组织 ,
为绿色系 ,生根率也不是很高 , 在 2 , 4 - D 浓度为 0. 05mg /L

时 ,乳黄或白色颗粒状的愈伤组织表面有白絮状物覆盖 , 茎
段于不加任何激素的培养基上 , 当茎段直径在 0. 2 ～ 0. 3cm
以上时 ,茎段两端产生愈伤组织。而茎段直径小于 0. 2cm

的 6 个茎段未产生愈伤组织。说明茎段的粗细即年龄与愈
伤组织的诱导能力也有关系。因此 ,从整体来看 ,诱导茎段
愈伤选择 2 , 4 - D 浓度为 0. 01mg /L 时较为适宜。有研究认
为 ,胚性愈伤组织的诱导通常需要相对高的植物激素浓度 ,
尤其是 2 , 4 - D[ 3 ,4] 。但在本实验中却相反 , 当 2 , 4 - D浓度

为 0. 01mg /L 时 ,茎段和叶片产生的愈伤组织从形态上相对
较好 ,当 2 , 4 - D 浓度达到 0. 1mg /L 时 , 无论是哪种外植体
均产生水渍状的愈伤组织 ,一般认为这种愈伤组织难以进行
再分化。进一步证明不同的植物种类所需的植物激素的浓
度不同。
2. 7　 6 - BA 对叶片和茎段诱导愈伤组织的影响

　　从图 3 看出 ,不同浓度的 6 - BA 对叶片和茎段的脱分

化能力有一定的影响。在所用的 6 - BA 浓度梯度中 , BA 浓

度与叶片的出愈率和生根率呈线形关系 , 在加有不同浓度 6

- BA 的培养基中 , 叶片出现愈伤组织的时间和位置稍有差
异 ,浓度越高 , 出现的时间越早 , 有的在叶缘伤口处产生 , 有
的主要在叶脉受伤处形成致密的愈伤组织。 当浓度大于
0. 5mg / L时 ,出愈率达到 100%,但在浓度为 1. 5mg / L时 , 产
生愈伤组织的时间推迟 , 并且愈伤组织开始较早地出现褐
化。随着 6 - BA 浓度的增加 ,叶片的生根率降低 , 可见 , 高
浓度的 6 - BA 抑制不定根的形成。 6 - BA 浓度影响茎段愈
伤组织的质地和颜色等。在诱导过程中发现 , 愈伤组织先在
皮层表皮形成 ,而形成层以内的组织较晚形成愈伤组织或不
形成愈伤组织。随着 6 - BA 浓度的升高 , 茎段愈伤组织出
现的时间较早 ,愈伤组织生长的较快 ,但当 6 - BA 浓度到达

2. 0mg /L 时 ,愈伤组织的出现时间反而推迟 ,愈伤组织生长
的速度下降 , 愈伤组织褐化的时间加快。在 BA 为 0. 1 ～
1. 0mg / L范围内 ,茎段在接种 1周后 , 两端首先开始膨大 , 并
形成亚玲型 , 20d 后形成较好的愈伤组织。于 0. 7mg /L 6 -

BA 培养基上 , 茎段产生淡黄绿色颗粒状愈伤组织 , 靠近培
养基的愈伤组织有 50%变褐 , 45%茎段上靠近愈伤组织周
围有褐色东西产生 ,均有 0. 8cm 长。于 0. 1mg /L 6 - BA 培

养基上 , 80%的茎段产生类似褐色芽的物质 , 但随着 6 - BA

浓度的增加 ,类似褐色芽的物质逐渐减少 , 分析可能是外源
激素的加入 ,激活了外植体的内源激素 ,在复叶槭的不同外

植体中 ,内源激素中可能是生长素含量最高 , 生长素活性的
增加导致了褐色芽的产生。
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