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　　摘　要:以华山松的成熟胚为试材 ,采用正交实验设计方法 ,研究培养基类型及所需激素浓

度对胚性愈伤组织诱导的影响 ,寻求其形成条件。结果表明:培养基成分为 LM+2 ,4-D 2 mg/L+

BA 2 mg/L+CH 1 000 mg/L+肌醇1 000 mg/L+Gln 500 mg/ L可诱导华山松成熟胚愈伤组织

的形成 ,其中类似胚性愈伤组织的诱导率达 60%。培养30 d后将愈伤组织转接至与诱导培养基

组分相同的新鲜培养基 ,可观察到愈伤组织生长良好并发生体积上的扩增 ,但没发生分化。
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　　华山松(Pinus armandii)为松科 ,松属 ,单维管束亚

属中白松组(Section Strobus)的高大乔木 ,耐干旱 、耐严

寒 ,是南部高海拔地区重要的脂材两用树种。

华山松高大挺拔 ,针叶苍翠 ,是优良的庭院绿化树

种 ,也是高山风景区优良风景林树种之一。其根系发

达 ,兼具涵养水源 、保持水土 、保护与美化环境的显著效

能。树干材质轻 、干缩小 、纹理直 、结构细 、耐腐 、干燥及

加工性能良好 ,是建筑 、家具 ,木模的良好用材。

由于华山松种子的颗粒大 ,散播能力差 ,下种范围

仅局限在母树周围。同时 ,种子又常为鼠类和鸟类所

食 ,又因常采摘作为干果 ,致使种源大大减少 ,是华山松

天然更新不良的原因。

而且华山松的实生苗变异较大 ,只有极少数能保持

母树的优良性状 ,且林相参差不齐 ,其结实间期长 ,种子

产量较低。其传统的无性繁殖方式是扦插和嫁接 ,但繁

殖系数极低。因此进行华山松的组织培养研究 ,建立遗

传改良和快速繁殖体系在理论和实践上均具有重要的

意义。

松类植物进行器官发生型组织培养的困难在于生

根难 ,而通过体细胞胚胎的组织培养则可绕过这一

难题。

1　材料与方法
1.1　试验材料

　　选择均匀 、饱满的华山松成熟种子为试验材料 ,以

成熟胚为外植体进行胚性愈伤组织诱导的研究。试验

选择的培养基为 LM 、1/2LM 。试验选择的生长调节剂

为BA 、2 ,4-D;添加物为水解酪蛋白 、谷氨酰胺和肌醇。

主要仪器设备有高压灭菌锅 、无菌超净台 、干燥箱 、电子

天平 ,真空抽滤器及相关的玻璃器皿和药品等。

1.2　试验方法

将选择好的华山松种子在常温下浸泡 7 ～ 8 h ,充分

吸胀后剥去种皮。先用 75%酒精浸泡0.5 ～ 1 min ,无菌

蒸馏水冲洗3次 ,每次 3 min;再用 0.1%HgCl2 表面消

毒 10 min ,无菌水冲洗3次 ,每次 3 min。然后在超净台

上剥除胚乳 ,取出成熟胚待用。谷氨酰胺的添加需在超

净台上进行 ,将配置好的溶液倒入真空抽滤器 ,再将过

滤好的溶液倒入已配置好的灭菌后的培养基中。

以 LM 、1/2LM为基本培养基 ,附加不同含量的一

定浓度的2 ,4-D和BA ,在 25℃暗培养条件下进行华山松

胚性愈伤组织诱导。同时在所有试验中 ,每升培养基附

加蔗糖含量 30 g/L 、琼脂含量 4 g/L 、水解酪蛋白含量

1 000 mg/L、肌醇含量 1 000 mg/ L、谷氨酰胺含量

500 mg/L ,pH(5.8 ～ 6.2)。每个培养基接种的胚个数为

0.5～ 1个 ,每组重复10次。

　　表 1　　　胚性愈伤组织诱导的因素水平表

试验因素
试验水平

1 2

A(基本培养基) LM 1/2LM

B(2 ,4-D/mg·L-1) 2 3

C(BA/mg·L-1) 1 2

　　选用三因素二水平的正交设计方案 ,三因素分别为

培养基类型 、BA含量 、2 ,4-D含量;二水平分布见表 2;根

据三因素二水平确定选用的正交组合见表2。

　　表 2 胚性愈伤组织诱导的三因素

二水平正交实验设计表
编号 培养基类型 2 ,4-D/mg·L-1 BA/ mg·L-1

1 LM 3 1

2 LM 2 2

3 1/2LM 2 1

4 1/2LM 3 2
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2　结果与分析
2.1　胚性愈伤组织的诱导

2.1.1　愈伤组织诱导率的统计　试验共重复了 3组 ,现

将培育 2周后 ,愈伤组织的诱导率统计见表 3。培育 4

周后 ,将愈伤组织转至与诱导培养基组分相同的新鲜培

养基 ,统计愈伤组织的诱导率及愈伤组织生长情况见表

4、5。由表 6可以发现生长素(2 ,4-D)与细胞分裂素

(BA)的浓度比对外植体脱分化形成胚性愈伤组织 ,起着

关键的控制作用。对于 LM 培养基 ,随着2 ,4-D浓度的

升高 ,愈伤组织的颜色逐渐变淡 ,质地由紧密逐渐变得

疏松 ,表面由干燥变得湿润 ,说明适当提高2 ,4-D的浓

度 ,有利于胚性愈伤组织的生成;而随着 BA 浓度的升

高 ,则不利于胚性愈伤组织的生成。

　　表 3　 2周后不同培养基和生长调节剂条件下

华山松愈伤组织诱导率的统计

编号 培养基
2 ,4-D

/mg·L-1

BA

/ mg·L-1

愈伤组织诱导率/ %

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

平均诱

导率/ %

1 LM 1 3 60.0 50.0 60.0 57.0

2 LM 2 2 50.0 70.0 80.0 67.0

3 1/2LM 1 2 50.0 60.0 60.0 57.0

4 1/2LM 2 3 50.0 50.0 60.0 53.0

　　注:3组分3个时间段开始 ,Ⅰ(第1组)2009年2月 25日接种;Ⅱ(第2组)2009年

3月 17日接种;Ⅲ(第3组)2009年 4月 15日接种,下同。

　　表 4　 4周后愈伤组织诱导率统计表

编号 培养基
2 ,4-D

/mg·L-1

BA

/ mg·L-1

愈伤组织诱导率/ %

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

平均诱

导率/ %

1 LM 1 3 30.0 20.0 20.0 23.0

2 LM 2 2 40.0 60.0 80.0 60.0

3 1/2LM 1 2 40.0 50.0 60.0 50.0

4 1/2LM 2 3 30.0 40.0 40.0 37.0

　　表 5　　4周后愈伤组织生长状况比较

处理 褐化率 愈伤颜色愈伤质地 　　　转接后愈伤状态

1 0.34 浅黄色 疏松
浅黄色至黄色 ,不透明 ,紧密 ,表面结晶

状 ,干燥

2 0 浅黄色 疏松 浅黄色至白色 ,半透明 ,疏松 ,粘质状

3 0 浅绿色 疏松 浅绿色至浅黄色,半透明,疏松,粘质状

4 0.16 黄色 紧密 黄色,不透明,紧密,表面干燥

　　表 6　　　不同培养基及生长调节剂

对愈伤组织诱导影响极差表
培养基

LM 1/ 2LM

2 ,4-D/mg·L-1

1 2

BA/mg·L-1

2 3

T/ % 41.5 43.5 36.5 48.5 55.0 30.0

极差/ % 2 12 25

　　注:T 为因素或水平愈伤组织平均诱导率的平均值。

2.1.2　不同培养基及生长调节剂对胚性愈伤组织诱导

的影响　由表 7可知 ,不同浓度的 BA 对华山松愈伤组

织形成的影响最显著 ,其次是2 ,4-D的影响。

2.2　胚性愈伤组织的形态学观察

从相关资料查知 ,松属树种诱导形成的胚性愈伤组

织一般为:白色 、半透明丝状 、黏度高 、湿度大且相对

疏松。

而华山松成熟胚诱导形成的愈伤组织主要有二种

类型:一种颜色为浅黄色或黄色 ,透明或不透明 ,结构疏

松 ,表面粗糙或显结晶状。这种愈伤组织转接至与诱导

培养基组分相同的新鲜培养基上只发生体积上的扩增 ,

没有发生分化。为非胚性愈伤组织 ,即只具有细胞增殖

能力 ,而没有胚胎发生能力的愈伤组织。

图1　华山松非胚性愈伤组织

图2　华山松类似胚性愈伤组织

另一种颜色为浅白色或白色 ,半透明 ,结构疏松 ,成

粘质状 ,表面呈透明丝状。将这种愈伤组织转接至与诱

导培养基组分相同的新鲜培养基上会发生愈伤状况的

改变 ,如颜色的加深或变淡 ,质地的改变等 ,为胚性愈伤

组织 ,即除具有细胞增殖能力外 ,还具有分化能力。

现以该标准评价所选择的愈伤组织是否符合胚性

愈伤组织的要求。根据试验结果 ,可以判定第 1 、3 、4组

为非胚性愈伤组织 ,第 2组为类似胚性愈伤组织。

3　结论与讨论
3.1　结论

　　当培养基为 LM +2 ,4-D 2 mg/ L+BA 2 mg/ L+

CH 1 000 mg/L+肌醇 1 000 mg/ L+Gln 500 mg/L 时 ,

可诱导华山松类似胚性愈伤组织的生成 ,诱导率为

60%。将诱导出的愈伤组织转至与诱导培养基组分相

同的新鲜的培养基 ,可发现培养一段时间后 ,部分培养

基中愈伤组织发生褐化而死亡 ,剩余培养基虽生长良好

并发生体积上的扩增 ,但并没有发生分化。BA浓度的
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不同对华山松愈伤组织诱导影响最大 ,其次是2 ,4-D的

影响。在华山松胚性愈伤组织诱导过程中 ,对于LM+

2 ,4-D 2 mg/ L+BA 2 mg/ L+CH 1 000 mg/L +肌醇

1 000 mg/L+Gln 500 mg/ L 培养基来说 ,细胞分裂素

(BA)与生长素(2 ,4-D)的浓度比对外植体脱分化形成胚

性愈伤组织 ,起着重要的调控作用。而对于 1/2LM+

2 ,4-D 2 mg/ L +BA 2 mg/ L +CH 1 000 mg/ L ,肌醇

1 000 mg/L+Gln 500 mg/ L培养基来说 ,仍需调整各激

素之间的浓度比 ,探寻利于胚性愈伤组织的诱导的

配比。

3.2　讨论

3.2.1　培养基的选择　基本培养基的组成及其使用浓

度对松柏类植物愈伤组织的诱导至关重要。目前对针

叶树体细胞胚胎发生最常用的基本培养基为MS 、DCR、

LM 、GD 、SH 、LP 以及各种改良的 MS培养基等。所有

松柏类植物体细胞胚诱导的基本培养基的一个共性是 ,

其大量元素中的 NO
-
3 及 NH

+
4 的总量较低。试验证明

只有明显降低NO-
3 及NH+

4 的含量时 ,才能促进体细胞

胚的发育和诱导产生更多的分化芽。该试验选用 LM

和1/2LM培养基 ,对于其它类型的培养基是否也适用

于华山松胚性愈伤组织的诱导仍需要进一步的试验。

3.2.2　植物生长调节剂及其添加　植物生长调节剂的

种类和浓度对松柏类植物胚性愈伤组织的诱导具有重

要作用。2 ,4-D、NAA 、BA及 KT 等常用于针叶树体细

胞胚胎发生初期 ,尤其是2 ,4-D是诱导体细胞胚胎发生

的必需条件 ,是胚性感受态表达的重要因子。研究表

明 ,多数松属树种的胚性愈伤组织诱导总是在含高水平

的生长调节剂2 ,4-D或 NAA(2.0 ～ 10.0 mg/ L),BA或

KT(1.0 ～ 5.0 mg/L)的半固体培养基上起始。有机添

加物如椰乳 、酵母提取液 、水解酪蛋白 、水解乳蛋白 、谷

氨酞胺及天门冬酞胺等也可以促进松属的胚性愈伤组

织的形成。试验中得到类似愈伤组织的结果表明 ,对于

生长调节剂及其添加物的选择以及其各自浓度的选择

和配比仍有待进一步研究。
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Induced Research on the Embryos Callus Tissue of Pinus armandii

LU Yun1 , SUN Jing-mei1 , 2 , HOU Jia2

(1.Shang qiu Vocational and Technical Colleg e, Gardening and Food Processing Department , Shangqiu , Henan , 476100;2.Institute of Re-

sources , Southwest Forestry University , Kunming , Yunnan 650224)

Abstract:This experiment by the mature embryo of Pinus armandii to the material , with the aid of the orthogonal test

design method , to research the influence of culture-medium types and the hormone density of the needing to the injuriy

which the embryo-organization sinduced seeked the condition which it formed.The results indicated the culture medium

ingredient LM+2 ,4-D 2 mg/ L+BA 2mg/L+hydrolisis casein 1 000 mg/ L+phaseomannite l 000 mg/L+Gln 500 mg/

L might induce the injury of the mature embryo of Pinusarmandii , the inductivity of the similar embryo-injury organiza-

tion reached 0.6.Raises one month later , recoverring the w ound to t ransfer to the same-component and fresh induction

culture medium might observe the injuriy of the organization to grow on good concurrent and volume increasing , but had

not occurred splits up.

Keywords:Pinus armandii;the mature embryo;tissue culture
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