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氮 、磷 、钙 、镁对杨树叶片分化及生长的影响
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　　摘　要:试验选用三倍体毛白杨的叶片作为外植体 ,在不改变激素浓度及配比的前提下 ,通

过改变 MS培养基中元素N 、P 、Ca、Mg的浓度 ,培养数天后 ,对不同浓度的 N 、P、Ca、Mg对叶片分

化再生及生长状况进行了研究探索。
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　　植物在其生长过程中需要各种营养成分去维持自

己的正常生理活动 ,其中包括矿质元素。这些矿质元素

有的作为植物体的组成成分 ,有的作为调节植物的生理

功能 ,也有的二者兼备。在植物生长过程中与其相关的

矿质元素大约 16种。它们是 C 、H 、O 、N 、P 、K 、Ca、Mg 、

S 、Fe、Zn 、Cu 、B 、Mn、Mo和 CI。这16种元素根据它们在

植物中存在的数量和植物需要的多少大致可分为大量

元素和微量元素[ 1] 。同样植物在离体培养条件下培养 ,

其培养基中也需要各种营养成分。不同种植物 ,甚至同

一种植物不同部分对营养的需求也不相同。

目前 ,各类组织培养中最常改动的因素是生长调节

物质 ,尤其是生长素和细胞分裂素 ,其次是调整有机成

分 ,而对培养基中的大量元素和微量元素多数是沿用传

统配方[ 2] 。大量资料表明 ,MS培养基中N 、P 、K等大量

元素的浓度和配比对不同类型的组织培养是适宜的[ 3] 。

但也有许多试验资料表明 ,MS中的N 、P 、K等对外植体

的诱导 、再生等过程有不同的作用。不同的植物组织乃

至同一种植物不同部分的组织对营养的要求亦不相

同
[ 2]
。众所周知 ,矿质元素在植物生长发育中具有相当

重要的作用。也有一些报道表明
[ 4]
,无机元素的含量及

其盐的形式变化 ,会影响到细胞分裂的同步化过程和体

细胞胚的发生。因而推断 ,在细胞分裂和分化中也应该

是重要的调节因子。那么 ,MS培养基中N 、P、K等大量

元素对各种外植体的培养来说 ,其浓度及配比是否都是

最佳的 ,目前尚无一致意见。对于 MS 中 N 、P、K等含

量、配比对杨树叶片培养的影响问题也未见报道。该研

究的主要目的就是探索 MS中主要大量元素氮(N)、钙

(Ca)、镁(Mg)、磷(P)在不同浓度下对杨树叶片分化、再

生等的影响 ,并进一步寻找出这些元素的最佳浓度 ,为

进一步提高分化和再生频率提供参考。

1　材料与方法
1.1　试验材料

试验材料为 BT-18号三倍体毛白杨。将处于休眠

期的 BT-18号毛白杨枝条水培于培养室中 ,让其萌发生

长 ,当幼叶长至 3 ～ 4 cm2时用作组织培养的外植体。按

常规消毒接种方法处理后 ,将幼叶切割成0.5 cm2的小

块 ,背面向下接种于诱导分化培养基上(基本培养基 MS

附加 6-BA 0.5 mg/g+KT 0.3 mg/g+NAA 0.2 mg/g+

AD 30 mg/g),置于(25±3)℃的培养室中培养诱导产生

不定芽 ,培养室光照为 1 500 ～ 2 000 lx ,12光/暗周期。

诱导产生的不定芽 ,按常规接种方法接种于150mL

三角瓶的壮苗培养基上(基本培养基 MS 附加 6-BA

0.3mg/g +KT 0.2 mg/g +NAA 0.2 mg/g +AD

30mg/g),三角瓶用塑料纸封口 ,置于(25±3)℃的培养

室中培养 4周 ,此为试验用材。

1.2　试验方法

1.2.1　培养基的配制　所用培养基均以前面诱导培养

基为基础。只是改变 MS培养基中大量元素 N 、P 、Ca、

Mg 的配比 ,大量元素 N 、P、Ca、Mg 的主要提供者 N来

自于 KNO3和 NH4NO3 ;P 为 KH2PO3 ;Ca、Mg 分别是

CaCl2和 MgSO4 。其他成分不变。每种培养基做 4个

皿。在配制培养基时 ,其它成分与诱导培养基相同 ,只

改变 MS大量元素中的一种元素成分 ,将其配制成不同

浓度的 5种培养基 ,其中 0(不含该元素)、1/2倍(MS中

的 1/2倍)、1倍(正常 MS含量)、2倍(MS中的 2倍含

量)、4倍(MS中的4倍含量),其它条件不变。

1.2.2　接种与观察　用壮苗培养4周后的杨树苗 ,取自

新梢顶部第3 ～ 5片生长健壮 、而且大小一致的叶片 ,在

无菌条件下 ,用手术刀依次垂直叶脉的方向划 3刀(不

要完全切断),分别接种于激素浓度(诱导培养基)相同 ,

元素含量不同的诱导培养基上 ,接种时叶片以其背面伤

口处接触培养基 ,培养于 90 cm的培养皿 ,每个皿中接种
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6个叶片 ,用封口膜封好 ,置于(25±3)℃的培养室中培

养诱导产生不定芽。在培养 10 、20、30 d后分别调查叶

片再生芽的数量 ,并随时观察叶片的生长状况。

2　结果与分析
2.1　大量元素浓度对芽分化的影响

2.1.1　氮(N)对芽分化的影响　取生长良好的叶片接

种到含氮不同浓度的培养基上 ,培养 10 、20 、30 d后 ,观

察各种培养基中叶片的生长状况及长芽情况(表 1)。从

整个观察情况来看 ,接种 10 d后 ,没有氮的培养皿中叶

片从刀口处开始发红 ,20 d后状况比较明显(图1)。30 d

则全部死亡。植物缺氮是不能生存的。同样氮含量过

高 ,如N4 ,10 d后叶片开始发黄 ,20 d叶片周边发褐有的

开始死亡 ,30 d则全部死亡。含氮量太高 ,植物也会中

毒死亡。中间阶段10 d基本没有差别 ,20 d后 N1/2生

长有点缓慢 ,30 d后N1/2明显看出营养不良 ,叶片松软

发白 ,小芽生长不如 N1健壮 ,且有部分愈伤组织坏死;

N2的培养皿中芽小 ,且生长有点卷曲还发黄。总之 ,植

物缺氮就会失去绿色 ,而且生长缓慢甚至死亡。同样含

氮量太高也会抑制植物生长。

　　表 1 不同浓度氮对杨树叶片生长及芽分化情况的影响
N浓度/倍 10 d生长情况 20 d芽数 生长情况 30 d芽数 生长情况

0 刀口处有点发红 0 叶片刀口处发红开始死亡 0 全部死亡

1/2 基本正常 3.00 叶片生长缓慢 5.00 叶片松软 、发白小芽,生长不如 N1

1 正常 5.25 生长正常 8.25 生长正常

2 基本正常 5.50 叶片生长与 1相似 6.00 芽小且发黄 ,生长有点卷曲

4 叶片有点发黄 0 叶片发黄 ,周边已发褐 0 全部死亡

图 1　N0 20 d生长情况

　　表 2　不同浓度磷对杨树叶片芽分化的影响
P 浓度

/倍

10 d

生长情况

20 d

芽数
生长情况

30 d

芽数
生长情况

0 叶片有点发黄 0 叶片发黄 0 个别死亡

1/2 正常 6.00 正常 8.50 芽生长基本正常

1 正常 5.25 正常 8.25 正常

2 正常 5.00 正常 7.50 芽大 ,营养充足

4 叶片发黄 1.00
芽少 ,叶片卷曲

周边开始褐化
1.70

芽小且少

大多数叶片发褐

图 2　P4 20 d 生长情况

2.1.2　磷(P)对芽分化的影响　磷通常以一价或二价

磷酸盐的形式被植物所吸收 ,植物对磷的吸收远远小于

氮和钾。在MS培养基中 KH2 PO4是磷的主要提供者。

与上相同在配制诱导分化培养基时 ,MS大量元素中磷

配制成不同浓度的5种培养基 ,取生长良好的叶片接种

到不同浓度的培养基上 ,培养 10 、20、30 d后的生长情况

见表 2。虽然植物对磷的吸收远远小于氮和钾 ,植物缺

磷也是不能生长的。不含磷的培养基在培养 1周后就

发现叶片发黄 ,30 d后叶片死亡。观察发现 ,MS中缺P

时叶片死亡 ,无不定芽生成。当 P的浓度在 1/2 ～ 2MS

之间时 ,叶片平均出芽数随着 MS 中P 元素浓度的增加

而减少 ,但减少幅度不大。含磷太高 4MS时 ,则抑制叶

片生长分化。另外还发现 P的增加 ,其不定芽的产生部

位主要分布在叶柄基和叶脉伤口处 ,而原培养基的不定

芽主要叶柄基伤口处 ,其叶片伤口产生愈伤组织较多。

这说明 P的含量对不定芽的产生部位有一定影响。

2.1.3　钙(Ca)对芽分化的影响　取生长良好的叶片接

种到含钙浓度不同的培养基上 ,培养10 、20 、30 d后的分

别调查各种培养基上叶片芽分化数量及生长情况见表

3。钙是构成细胞壁的一种元素 ,果胶酸钙是植物细胞

胞间层的主要成分 ,缺钙时分生组织受害最早 ,细胞壁

形成受阻 ,细胞分裂受到影响。毛白杨叶片在不同浓度

Ca的培养基中培养时 ,与 N和 P 的影响不同。MS中

Ca的浓度为 0时 ,叶片正常生长 ,不会死亡 ,只是叶片分

化芽数减少。由表 3可以看出 ,在培养初期(20 d)叶片

平均出芽数均随着 MS中 Ca 元素的浓度升高而加大 ,

在 2MS时达最大 ,4 MS则抑制生长 ,叶片偏绿出现中

毒症状。到了后期(30 d),虽然分化芽数最多的还是

2 MS 。但叶片及芽都偏绿 ,并且芽小不如正常 MS 培养

基中生长状况好。
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　　表 3　不同浓度钙对杨树叶片芽分化的影响
Ca浓

度/倍

10 d

生长情况

20 d

芽数
生长情况

30 d

芽数
生长情况

0 正常 3.25 发黄 5.38 芽小且发黄不健壮

1/2 正常 4.25 正常 7.00 正常

1 正常 5.25 正常 8.25 正常

2 正常 6.25 正常 8.35 叶片偏绿

4 叶片偏绿 0.60
愈伤少叶片深绿色

(中毒症状愈伤水渍状)
0 全部死亡

图 3　Ca4 20 d生长情况

2.1.4　镁(Mg)对芽分化的影响　与上相同 ,将叶片接

种到镁含量浓度不同的培养基上 ,培养 10 、20、30 d后的

分别调查各种培养基的生长情况见表 4。MS中 Mg元

素的浓度在 0～ 2MS之间变化时 ,叶片的平均出芽数随

着Mg浓度的加大而增加 ,且从 20 ～ 30 d的培养过程

中 ,叶片的再生速率有较大提高。培养20 d时 ,Mg元素

浓度的变化对叶片再生速率影响不大。Mg 浓度为

2MS时 ,平均出芽数仅为 6.25个芽/叶。培养 30 d时 ,

叶片的出芽数最多的还是2MS ,只是芽有点发黄。但是

4MS生长情况不好 ,明显有抑制现象。

　　表 4　不同浓度镁对杨树叶片芽分化生长的影响
Mg浓

度/倍

10 d

生长情况

20 d

芽数
生长情况

30 d

芽数
生长情况

0 正常 3.50 有点发黄 5.25 发黄

1/2 正常 4.00 正常 8.50 正常

1 正常 5.25 正常 8.25 正常

2 正常 6.25 正常 9.00 芽有点发黄

4 没变化 1.25 愈伤少叶片不膨胀 6.00 有的叶片死亡

3　讨论
在离体培养条件下培养植物外植体 ,其培养基中也

需要各种营养成分。不同种植物的组织对营养有不同

的需求 ,甚至同一种植物不同部分的组织对营养的需求

也不相同。只有满足了各自的要求 ,生长才能尽如人

意。因此 ,没有一种培养基能够适合一切类型的植物组

织和器官培养。在建立一项新的培养体系时 ,首先必须

找到一种能够满足该组织特殊要求的培养基 ,包括合适

的激素种类配比 ,无机元素营养的种类与配比以及适宜

的复合有机营养成分。MS培养基是传统的几种培养基

中最为常用的一种。尽管 MS 培养基的适用范围比较

广(包括杨树的组培),但这种适用的广泛性是相对的。
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Study on Effects of Several Elements on Growth Differentiations of Populus tomentosa
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Abstract:The leaf blades of t riploid Populus tomentosa were used as exophyte in this experiment.With the condition of

being the same hormonal concentration and mixture ratio , the effects of t race elements with different concentration to dif-

ferentiation reproduction and growth status of poplar leaf were studied by changing the element concentrations such as N ,

P , Ca , Mg in MS medium.
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