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香花槐花器官的组织培养及植株再生研究
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　　摘　要:采用香花槐的花器官做外植体 ,进行组织培养和植株再生系统的研究。结果表明:

2 ,4-D对于香花槐愈伤诱导的启动是必需的 ,而多种激素配比会使诱导率提高;选择浓度为 0.3 ～

0.5 mg/L 的BA和浓度为 0.1 mg/L的 NAA配合使用 ,能使花药愈伤达到较高分化率;1/2MS+

IBA 0.05 mg/L和 1/2MS+IBA 1.0 mg/L的诱导组培苗生根效果较好。
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　　香花槐(Robinia idaho)又名富贵树 ,蝶形花科 ,刺槐

属的落叶小乔木 ,奇数羽状复叶 ,小叶互生 ,全缘 ,每年

开花2次 ,花为粉红色 ,有香味 ,较抗寒 ,具抗病虫害 、抗
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污染等优点 ,根系发达 ,固氮能力强 ,能在较贫瘠的土壤

上生长 ,是目前城市 、山区绿化 、美化及净化环境和改善

生态环境的优良树种。香花槐无种子 ,繁殖多用扦插或

埋根法 ,此法速度慢 ,效率低。而香花槐的组织培养 ,通

常采用香花槐茎段 、腋芽 、幼叶 、茎尖等为外植体建立植

株再生系统[ 1-6] 。虽然在毛刺槐花药培养上有初步研

究[ 7-8] ,但关于香花槐用花器官培养方面的研究尚未见

报道。此研究用香花槐的花器官作为外植体进行比较 ,

探讨了不同激素诱导花器官愈伤组织和再生植株的形

的影响[ 7-8] ,试验发现不同外植体对培养条件的反应不一致。
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Study on the Transformation System of Actinidia by hpt as Selection Gene

CHEN Xiao-ling1 , QIN Huan-ming2 ,ZHOU Ling-yan1 , PAN Shao-ying1 , LUO Cui-huan1 , LIANG Hong1
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Abstract:The leaf , petiole and stem of Actinidia w as transformed by Agrobacterium-mediated which carry plasmid with

hpt gene and the transformed plants were obtained.The results showed the optimal selective concentration of Hyg was 2

mg/ L;light w as suitable for pre-culture of leaf and it was no significant difference for petiole and stem to pre-culture un-

der light and dark;the transformation efficiency of stem w as significantly higher than leaf and petiole;most of t ransfor-

mation was proved to be positive by PCR.
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成 ,为香花槐单倍体育种奠定了基础。

1　材料与方法
1.1　材料

3月下旬采摘东川公园的香花槐花蕾 4℃短暂保

存 ,用醋酸洋红染色检查花粉发育时期 ,选用花粉发育

单核中期或晚期的花蕾作为供试材料。

1.2　方法

1.2.1　外植体消毒处理　将采摘的新鲜花蕾用自来水

冲洗 ,吸干 ,70%乙醇洗5 s ,放入 0.1%HgCl2 7min ,无菌

水洗 6遍 ,用滤纸充分吸干备用。

1.2.2　愈伤诱导　将花托 、花瓣 、子房 、花药 、花丝分别

剥取接于①MS+6-BA 8 mg/ L , ②MS+6-BA 8 mg/L+

NAA 0.1 mg/L , ③MS+2 , 4-D 3 mg/L , ④MS+2 , 4-D

3 mg/L+NAA 0.1 mg/L , ⑤MS+2 ,4-D 2 mg/L+KT

0.5 mg/L , ⑥MS+2 ,4-D 2 mg/L+KT 0.5 mg/L+6-BA

2 mg/ L的培养基上诱导 ,置于光照培养箱中27℃,光强为

1 000 ～ 2 000 lx ,光照时间为10 h ,观察愈伤组织的形成。

1.2.3　愈伤分化培养　将已诱导出的愈伤组织转接到

不同浓度的细胞分裂素和生长素的培养基上进行丛生

芽分化与增殖。需继代 1次至 MS+6-BA 0.3 mg/L+

NAA 0.1 mg/ L分化培养基中分化增殖。

1.2.4　小苗生根培养　20 d后丛生芽长至 3 ～ 4 cm时 ,

将单苗切下 ,转接到1/2MS+BA +NAA不同浓度配比

的培养基上生根 ,其余丛生芽愈伤再接于分化培养基中

分化。

2　结果与分析
2.1　不同激素浓度配比对花器官诱导愈伤组织的影响

　　在不同激素配比的 MS 培养基中诱导香花槐花不

同部位的结果见表1:花托 、花瓣在6种激素配比中均未

诱导出愈伤 ,花药 、花丝 、子房在 MS+6-BA 8 mg/ L和

MS +6-BA 8 mg/ L+NAA 0.1 mg/ L 2种激素配比中未

诱导出愈伤 ,而在 MS +2 ,4-D 3 mg/L +NAA 0.1 mg/

L、MS+2 , 4-D 2 mg/L +KT 0.5 mg/ L、MS+2 , 4-D 2

mg/L+KT 0.5 mg/L+6-BA 2 mg/L 3种加有 2 ,4-D和

其他激素的 MS培养基中有少量愈伤。其中花丝在加

有 2 ,4-D的MS培养基中 17d萌发出白点 ,愈伤诱导率

在4%～ 5.5%之间;子房在加2 ,4-D的MS培养基中11d

就有愈伤长出 ,诱导率在 1%～ 17.5%之间;花药萌发率

较低 ,在加2 ,4-D的培养基中 18 ～ 25 d萌发 ,诱导率分

别为 5%～ 22.5%(图 1)。另外 ,单一的 2 ,4-D愈伤诱导

率不高 ,2 , 4-D结合 KT 使愈伤诱导率增高 ,2 ,4-D 、KT

和 BA 3种激素联合使用时 ,愈伤诱导率最高。由此可

见 ,2 ,4-D对于香花槐愈伤诱导的启动是必需的 ,而多种

激素配比会使诱导率提高。

　　表 1 不同激素浓度配比对香花槐不同花器官诱导愈伤组织的影响
激素配比

(mg·L-1)

花托/个 花瓣/个 花药/个 花丝/根 子房/个

接种数量 诱导率/ % 接种数量 诱导率/ % 接种数量 诱导率/ % 接种数量 诱导率/ % 接种数量 诱导率/ %

6-BA 8 200 0 240 0 350 0 99 0 60 0

6-BA 8 +NAA 0.1 150 0 180 0 350 0 70 0 90 0

2 , 4-D 3 150 0 180 0 532 5 210 4 120 1

2 , 4-D 3 +NAA 0.1 200 0 120 0 480 11 210 4.3 120 2.5

2 , 4-D 2 +KT 0.5 150 0 180 0 240 16.6 360 5.1 240 9

2 , 4-D 2 +KT 0.5 +6-BA 2 150 0 180 0 400 21.5 360 5.4 180 17.4

　　表 2　激素对香花槐丛生芽分化与增殖的影响

组别
激素浓度

/ mg·L-1

接种愈伤

数/个

分化苗

/株

分化率

/ %

1 BA 8 +NAA 2.0 64 44 68.75

2 BA 5 +NAA 1.5 65 44 67.69

3 BA 2 +NAA 0.5 70 46 65

4 BA 1 +NAA 0.25 52 12 23

5 BA 0.5 +NAA 0.1 50 50 100

6 BA 0.3 +NAA 0.1 50 50 100

2.2　不同激素浓度对诱导丛生芽的分化与增殖

　　从表 2可以看出 ,将 3组花药愈伤组织分别接种于

表2所示的 1、2 、3号培养基上 ,25 d时分化出不定芽 ,分

化率平均达到 67.38%,但在 35 d后玻璃化苗严重;将另

一组花药接种于4号培养基上 ,25 d时分化出不定芽 ,分

化率达到 80.76%,35 d后长成独立苗 ,但苗太弱;将另 2

组花药接种到5 、6号培养基上 ,相同时间观察 ,苗分化率

达到 100%,不仅形成独立小苗 ,并且分化苗比较健壮

(图 1)。由此可以看出 ,激素浓度过高易形成玻璃苗 ,激

素浓度太低不易形成丛生芽或需要太长时间 ,选择浓度

为 0.3 ～ 0.5 mg/L 的 BA 和浓度为 0.1 mg/L 的 NAA

配合使用 ,能使花药愈伤达到较高分化率 ,既形成丛生

芽 ,又分化出独立健壮小苗 ,分化的同时又不断地长出

新的愈伤 ,愈伤蓬松 、透明。继代 1次 ,当小苗长至 3 ～

4 cm时将基部切下 ,待生根 ,余下的丛芽 ,愈伤继续置于

继代培养基上分化增殖。

表 3　不同浓度 NAA 、IBA对香花槐组培苗生根的影响
生长素 浓度/mg·L-1 生根率/ % 平均根长/ cm 平均生根数/条

NAA 0 5.50 0.06 0.30

0.05 31.25 0.15 1.50

0.10 80.00 0.24 2.12

0.50 16.43 0.38 0.70

1.00 20.80 0.73 1.42

IBA 0.05 85.20 0.19 0.53

0.20 71.40 0.3 1.31

0.50 28.50 0.28 2.00

1.00 90.10 0.23 1.75
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2.3　不同浓度 NAA 、IBA对香花槐生根的影响

　　1.3～ 1.8 cm的健壮分化香花槐单苗 ,置于含不同

激素浓度配比的生根培养基上生根(表 3),在 1/2MS+

NAA培养基上15 d后有根芽萌出 ,与NAA 0浓度相比

在1/2MS +NAA 0.1 mg/L 上的生根率为 80%,在

1/2MS+NAA 0.mg/L 生根率次之 ,在 1/2MS+NAA

0.5 mg/L 和 1/2MS+NAA 1.00 mg/L 上的生根率太

低。20 d后在1/2MS+IBA也有白芽萌出 ,与不加激素

对比1/2MS+IBA 0.05mg/ L和1/2MS+IBA 0.2 mg/ L

生根率分别为85.2%和 71.4%,1/2MS+IBA 1.0 mg/ L

生根率达到90.1%,从1/2MS+IBA的浓度梯度来看并

没有什么规律 ,从1/2MS+NAA和1/2MS+IBA 2种激

素的培养基配比得到的结果来分析 ,1/2MS+IBA 0.05

mg/L 和 1/2MS +IBA 1.0 mg/ L的生根率较好 ,

1/2MS+NAA 0.1 mg/ L次之(图 1)。这与曹小燕[ 7] 等

在槐树生根实验中的结果一致。

图1　香花槐花器官愈伤诱导、分化和生根培养

3　结论
采用香花槐的花器官做外植体 ,进行组织培养和植

株再生系统的研究。结果发现花托和花瓣部分不适合

用于愈伤诱导 ,花丝 、花药和子房在 2 , 4-D启动下能诱

导出愈伤 ,而添加 KT 和 IBA会使诱导率提高;选择浓

度为0.3～ 0.5 mg/ L的BA和浓度为 0.1 mg/L的 NAA

配合使用 ,能使花药愈伤达到较高分化率;1/2MS+IBA

0.05 mg/L和 1/2MS+IBA 1.0 mg/L 的诱导花药组培

苗生根效果较好。此研究不但为快速繁殖香花槐建立

了技术体系 ,也为以后单倍体育种奠定了基础。
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Study on Flower Tissue Culture and Plant Regeneration of Robinia idaho
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Abstract:Robinia idaho regeneration system and its tissue culture has been studied with explant of different part of its

flower.The results show that 2 ,4-D is indispensable for callus induction of anther , ovary and filament while receptacles

and petals cannot be induced in this experiment.Combination of 0.3-0.5 mg/L BA and 0.1 mg/L NAA are effective to

differentiate anther callus.1/2MS medium supplemented with IBA 0.05mg/ L and 1/2MS+IBA 1.0mg/ L can w ell pro-

mote seedings to take roots.

Keywords:Robinia idaho ,Anther culture;Plant regeneration;Ballus introduction
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