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　　沙棘(Hippophae rhamnoides L.)为胡颓子科的落

叶灌木或小乔木 ,广泛分布于我国干旱、半干旱地区
[ 1]

和青藏高原等地。由于其耐瘠薄 、耐干旱 、果实富含VC

和沙棘油 、枝叶含高蛋白、根系有根瘤等特点 ,具有很高

的经济效益和生态效益 ,并已成为重要的水土保持和经

济植物[ 2] ,被誉为“绿色黄金” 、“水土保持先锋植物”和

“神奇的保健植物” 。

随着沙棘资源开发力度加大及生态环境建设对苗

木需求量的增长[ 3] ,如何快速育苗成为亟待解决的问

题。目前 ,沙棘主要通过种子和枝条扦插进行繁殖[ 4] ,

但是利用种子繁殖难以保持种性 ,用枝条扦插繁殖成苗

率较低 ,且扦插多代后年龄效应明显 ,易受病毒侵染。

这些都成为沙棘良种繁育推广的障碍[ 5] 。实践证明 ,组

织培养是实现苗木规模化生产的高效途径之一 ,也是开

展基因遗传育种 、保存种质资源研究的重要前提。该技

术不受季节和地域限制 ,既能达到快速繁育的目的 ,又

能很好保持原种性优势 ,尤其可对雌雄异株的沙棘作定

性繁育
[ 6]
,还可通过生物技术手段直接获得遗传变异 ,

培养出生产中急需的具有抗寒旱 、抗盐碱 、抗沙埋 、抗病

虫 、产量高 、大果无刺沙棘等特殊用途的新品系。此外 ,

利用沙棘组织培养物或细胞培养物作为生产沙棘药物

的原料 ,将会为沙棘工业带来新的开发途径
[ 7]
。由此可

见 ,沙棘组织培养快繁体系的建立具有广阔的发展

前景。

沙棘组织培养研究始于 20世纪 80年代初期
[ 8-9]

,

1998年以来国内已有多个大果沙棘的组织培养获得成

功 ,但沙棘的快繁体系仍不够健全 ,多处于试验阶段 ,还

不能进行工厂化生产。现就沙棘组织培养研究的主要

进展进行简要回顾 ,并分析其存在的主要问题 ,以期为

今后的深入研究提供参考。

1　外植体的选取

1.1　取材时间

研究表明 ,选择不同的时间取材接种对沙棘外植体

的诱导效果并不相同 ,一般以3月前后接种外植体成活

率较高。郑子成等[ 10]以腋芽为外植体研究发现 ,3月初

至4月中旬采的材料接种后发芽率可达 100%及 95%,

是最佳接种时间;5月采的材料接种后污染率高 ,玻璃化

苗多;7 ～ 9月采的材料褐化现象严重 ,9 ～ 12月及 1 ～ 2

月采的材料接种后极易污染 ,且很难萌发。张广军[ 11] 和

康冰等
[ 12]
也得出类似的结论 ,认为最适接种时间为 3

月。吕月玲等[ 13]研究发现俄罗斯大果沙棘组织培养的

适宜外植体为 2月末至 3月下旬的休眠枝。也有研究

认为5月末 、6月初是最佳接种时间
[ 2]
。由于生长环境

等的影响 ,适宜的取材时间会有差异 ,但从上述研究可

见 ,沙棘组培中外植体的取材时间应选择萌动和发育早

期为好。

1.2　外植体的种类

适宜的外植体对植物组织培养至关重要 ,不同的外

植体诱导效果不同 ,发育阶段 、生理状态 、外植体的类

型 、大小和幼嫩程度及其在树体和枝条上的位置等均能

影响外植体细胞全能性和组织器官再生性的表达。在

沙棘的组培中 ,以茎尖和幼嫩枝条 、成年植株茎段及休

眠枝条的腋芽为外植体诱导再生苗的居多
[ 11-13 , 18-19]

,并

且都获得了再生苗。吕月玲等[ 13] 诱导腋芽生长获得了

无性系材料 ,诱导率达90%以上 ,且芽生长良好 ,将嫩茎

剪下 ,可获得无菌苗。康冰等
[ 12]
以休眠枝茎段的腋芽为

外植体诱导出的不定芽数量多 ,易获得无性系植株。孙

兰英[ 2]用茎尖分生组织为外植体接种 10 ～ 15 d后有初

始叶片生成 ,并且最终获得了再生植株。将茎尖及休眠
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枝条经水培萌发后进行接种也取得了良好的诱导效

果[ 10 , 12 , 14] 。郭春华等[ 15] 将茎尖于室内水培至芽萌动开

始试验 ,茎尖的诱导成活率达到81.9%。周松坤等
[ 16]
以

1 ～ 2 a生休眠枝条为材料水培至休眠芽萌发 ,以水培芽

茎尖为外植体进行培养 ,发现茎尖作为外植体较木质化
茎段易消毒 、污染少 、褐化率低 ,且能诱导出大量愈伤组

织及不定芽 ,继代转接可获得丛生芽。

鉴于茎段 、茎尖等外植体消毒难 、培养效果受接种

时间影响等因素的限制 ,近年来直接用种子培养出无菌

苗 ,再以无菌苗的各器官作为外植体进行培养日益显示

出其优越性。首先 ,沙棘种子不受接种时间限制 ,易于

诱导;其次 ,种子由果实包被 ,与外界环境接触较少 ,相

对茎段 、根等外植体更容易消毒 ,加上种皮坚硬 ,消毒时

对植物组织伤害较小 ,植株容易成活并可减少褐化。种

子萌发出的无菌苗可分别选取上下胚轴 、腋芽 、子叶及

胚根为外植体诱导分化 ,建立快繁体系。徐虹等[ 17] 分别

以中国沙棘种子所获得无菌苗的子叶 、下胚轴 、胚根和

茎尖作为外植体进行诱导 ,观察到生长15～ 20 d后开始

出现分化 ,接种 30 d后长出绿色芽点 ,生长 40 d后就可

以明显看到再生芽。

近期研究表明 ,以叶片为外植体可获得较好的诱导

效果 ,Sriskandarajah
[ 27]
用叶片做外植体诱导芽 ,平均每

个幼嫩叶片可诱导出 18个芽 ,每个成熟叶片可诱导出

12个芽;幼嫩叶片的胚状体诱导率为 65%,成熟叶片的

胚状体诱导率为 78%。

此外 ,由于不同沙棘品种具有不同的自然习性 ,在

启动培养过程中 ,品种间存在着明显的差异。如孙兰
英[ 2] 、郭春华等[ 15]分别将卡图尼礼品等 5个品种的沙棘

和大果沙棘的6个品系接种在同一培养基上 ,在相同条

件下进行培养 ,发现不同品种的离体培养和再生能力差

异很大;周松坤等[ 16]曾尝试了一些前人试验成功的培养

基配方 ,在相同条件下3个沙棘品种的培养试验结果存

在明显差异 ,显示出不同品种离体培养存在较大差异。

2　基本培养基

沙棘组织培养使用较为广泛的培养基为 MS培养

基和B5培养基。研究表明 ,适当降低培养基中大量元

素的含量对沙棘器官分化有利。孙兰英[ 2] 对外植体诱

导时发现若用完全MS培养基外植体容易变褐死亡 ,而

当培养基中大量元素的总量由 MS的 4 530 mg/L 降至

1 300 mg/ L时能较好地改善外植体生存条件。启动培

养基以1/2MS效果较好 ,1/2MS和 1/3MS 可用于继代

培养和诱导愈伤组织
[ 12-13, 20]

,生根培养一般用 1/2MS 、
1/4MS和1/2B5 [ 12, 21] 。徐虹等[ 17] 认为 1/4MS是沙棘组

培的适宜培养基。还有研究表明 ,诱导与扩增的最适培

养基为木本植物培养基(WPM)[ 9] 。

由于外植体及诱导目的的不同 ,培养基会使诱导效

果产生差异 ,但由上述研究可看出 ,较低盐浓度的培养

基适用于沙棘的组织培养。

3　生长调节物质的影响

植物激素最显著的特征之一是增殖效应 ,其取决于

激素的种类 、浓度和激素之间的合理搭配等。在沙棘组

织培养中 ,常用的生长素有吲哚乙酸(IAA)、吲哚丁酸

(IBA)和萘乙酸(NAA);常用的细胞分裂素有 6-卞基氨

基嘌呤(6-BA 、BA)和激动素(KT)。

3.1　对诱导外植体出芽的影响

以茎尖为外植体对沙棘进行培养时 ,在不加任何激

素的培养基中外植体100%死亡
[ 2]
,在只加BA的培养基

中 ,芽诱导率低 ,只有 25%[ 19] 。通常认为 ,细胞分裂素和

生长素之间存在协同效应 ,即细胞分裂素促进细胞分裂

的效应只有在生长素存在的前提下表现。将BA和 IAA

配合使用时芽生长快 ,长势良好 ,繁殖倍数高。BA 的浓

度范围一般在 0.5 ～ 1.0 mg/L , IAA的浓度在 0.3 ～ 0.5

mg/L[ 11-13 , 18] 。如吕月玲等[ 13] 在 BA 0.5 ～ 1.0 mg/L +

IAA 0.3 ～ 0.5 mg/ L 的培养基上茎尖出芽率均达到

90%以上。KT 和 NAA 配合使用也有较好的诱导效

果
[ 2 , 13]

。孙兰英
[ 2]
将KT 0.3 ～ 0.5 mg/ L和NAA 0.03 ～

0.05 mg/L配合使用 ,芽诱导率达85%,用同等浓度 BA

代替KT 诱导率则有所降低 ,并同时得出顶端分生组织

的生长需要较低水平激素物质的结论。这与郭春华
等[ 15] 的研究结果一致 ,即 BA 0.2 mg/ L +IBA 0.01

mg/L有利于沙棘芽的生活及生长 ,而激素浓度更高的培

养基上茎尖基部发生愈伤组织并褐变死亡。YAO Y M[ 9]

研究也发现 ,BA在 0.10 ～ 0.25 mg/ L时外植体分化率

高。以水培叶为外植体培养时可将 BA 、KT 和共同使用

进行诱导[ 16] ,当 KT 浓度大于 0.2 mg/ L 时 ,芽诱导率

低;KT 浓度为0.2 mg/L时 ,BA浓度在 0.3 ～ 1.0 mg/L

时诱导率达 60%以上;NAA 则在 0.02 ～ 0.1 mg/ L 之

间 ,特别是 BA 0.5 mg/ L和 NAA 0.02 mg/ L时诱导效

果最好 , 30 d 平均分化不定芽数 9.1 个 ,分化率达

94.1%。徐虹等
[ 17]
用中国沙棘无菌苗的子叶为外植体

诱导芽分化时发现 ,BA 0.3 mg/L和 NAA 0.002 mg/L

混合使用的培养基适宜诱导子叶分化 ,且芽生长良好。
Sriskandarajah[ 27] 研究发现 ,TDZ对芽的诱导有很大促进

作用 ,TDZ 4.5μM 结合NAA 0.53μM可使幼嫩叶片的

芽诱导率提高到 18个/外植体。

3.2　对芽增殖的影响

芽的增殖速度是离体快速繁殖中最为重要的一个

问题 ,第 2阶段中繁殖速度快在生产实践中才有应用价

值。在沙棘芽增殖的培养基中 ,细胞分裂素仍是不可缺

少的 ,而以 BA对芽的大量增殖最为有效。生长素在多

数情况下用 IAA ,偶有使用 NAA的 ,但生长素浓度不可

过高 ,否则对芽的增殖反而有抑制作用 ,并容易形成愈
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伤组织。在只使用 BA 的情况下 ,芽的增殖倍数低[ 16] ,

而将BA和 IAA或 NAA 2种生长素配合使用时不定芽

的增殖效果较好[ 11-13, 18] 。BA所需浓度一般较低 ,范围

在 0.1 ～ 0.5 mg/L , IAA 在 0.2 ～ 0.5 mg/L ,NAA 在

0.004～ 0.2 mg/L。如杨丽萍等[ 18] 在 BA 0.5 mg/L +

IAA 0.5 mg/L的培养基上诱导芽增殖5.6倍 ,并且长势

良好 ,褐化苗少;徐虹等[ 17]发现在 BA 0.1 mg/ L+NAA

0.004 mg/L的培养基上 ,分化出的芽可多次继代增殖 ,

每个芽每代新增 3 ～ 4个丛生芽 ,再生芽伸长快(2 ～

3 cm/30d),幼苗叶片伸展 ,叶色深绿。周松坤等[ 16] 对细

胞分裂素和生长素的使用量则持有不同观点 ,认为 BA

2.0 ～ 2.5 mg/L 、IAA 0.2 mg/L 时可诱导腋芽增殖;此

外 ,含有 NAA的培养基中芽的增殖倍数低 ,认为 NAA

不适于芽的增殖诱导。

3.3　对愈伤组织诱导的影响

激素对愈伤组织的诱导与分化具有较明显的影响。

目前对诱导沙棘愈伤组织所使用激素的种类及搭配主

要有以下观点:一是认为 BA对愈伤组织的生长和分化

是必需的
[ 20]
,当 BA 0.5 ～ 1.5 mg/ L 、NAA 0.05 ～ 0.5

mg/L混合使用时 , 愈伤组织的诱导率均为 100%,高浓

度的BA和 NAA 对愈伤组织的生长不利 ,易使愈伤组

织褐化死亡 ,适宜于愈伤组织生长和分化的最佳 BA浓

度为 0.3 ～ 0.5 mg/L 、NAA 浓度为 0.05 mg/L;周洁

等[ 21]将初代培养获得的无菌苗剪切成茎段后 ,在含 BA

0.5 ～ 1.0 mg/ L+NAA 0.5 mg/L 的培养基中愈伤组织

诱导率为 90%以上 ,平均每块愈伤组织分化不定芽

6.9 ～ 10.8个。二是康冰等[ 12]和吕月玲等[ 13]研究发现 ,

BA 0.5 ～ 1.0 mg/L 、NAA 0.1 mg/L 或 IAA 0.2 mg/L

混用时 ,愈伤组织诱导率虽然高 ,但 20 d后均褐变死亡;

KT 0.2 ～ 0.3 mg/L+NAA 0.02 ～ 0.03 mg/ L 时 ,愈伤

组织的诱导率可达 80%,死亡率低 ,生长较快。三是徐

虹等[ 17] 用0.3 mg/L的 2 ,4-D对愈伤组织诱导 ,诱导率

可达90.3%,而李师翁等[ 20]则认为2 ,4-D只能诱导无性

系芽的幼叶产生少量愈伤组织 ,并容易褐化。

3.4　对生根诱导的影响

研究表明沙棘组培苗的生根形式主要有2种 ,一是

苗的茎基部通过皮层直接分化出根 ,此类组培苗较易成

活;二是在苗基部愈伤组织上分化出根 ,这种组培苗较

难成活
[ 12 , 21]

。单独使用生长素 IAA 或 NAA和 IBA配

合使用均能促使组培苗基部分化出不定根 ,但分化率不

超过50%
[ 11 ,18 , 20]

;将细胞分裂素 KT 和NAA混合使用 ,

苗基部的生根率只有 25%
[ 2]
;康冰等

[ 12]
将 BA 和 NAA

组合 ,只在苗基部的愈伤组织上诱导出不定根;周松坤

等
[ 16]
研究发现 ,浓度为 0.4 mg/L 时有利于由皮层直接

生根 ,根蘖均匀 ,生根率达66.7%,如与浓度为0.3mg/L

的 BA混合使用则可将生根率提高到 87.5%,根系平均

长2.5 cm ,每株生根6 ～ 8条。可见 , IBA对沙棘生根效

果具有较大影响。一些木本植物 ,如松树 、杨树等再生

植株的生根诱导过程中 ,生根剂的效果显著
[ 22]
,在沙棘

的生根诱导中生根剂同样表现出较好生根的效果[ 15 , 17] 。

如郭春华等
[ 15]
将再生植株用 50 mg/kg IBA浸根 18 h

后长出的根长 2 cm 左右 ,根粗壮。徐虹等[ 17] 将再生幼

苗的基部在生根剂中浸蘸15 min ,然后将其接种在生根

培养基上能明显缩短生根的诱导时间并提高幼苗基部

根的发生率。

4　褐变的预防

褐变是植物组织培养中较普遍的一种现象 ,而在沙
棘外植体培养中尤为严重[ 24] ,它受到外植体的种类和生

理状态 、培养基种类和激素浓度 、培养温度以及光照等

多种因素的影响
[ 25]
。沙棘组织培养中预防褐变的方法

有:一是选择适宜的外植体。外植体有较强的分生能
力 ,处于旺盛的生长状态 ,可大大减轻褐变。周松坤

等[ 16] 在试验中发现茎尖作外植体较木质化茎段褐化率

低;较幼嫩的水培叶比田间植株萌发叶诱导速度快 ,褐

化程度轻。二是降低矿物质盐的浓度。培养基中无机

盐浓度过高可致使酚类物质的大量产生 ,导致细胞褐

变 ,通过降低盐浓度可以减少酚类物质外溢 ,减轻褐变。

试验表明 ,适当降低大量元素的浓度至1/3MS时外植体
生长良好[ 2] 。杨丽萍等[ 18] 也发现高盐培养基会加剧褐

化物的渗出;对桑树组织培养的研究还显示培养基的硬

度对褐变也有一定的影响:在一定范围内 ,琼脂用量大 ,

培养基硬度大则褐变率降低
[ 25]
。这可能是培养基的硬

度影响了酚类物质扩散速度的缘故。三是低温暗处理
可减缓植物的代谢速度 ,从而减少醌类物质的形成。据

报道 ,将外植体采后密封置于 4 ～ 6℃环境中 5 ～ 8 d 后

接种 ,且在弱光下(500 lx)培养 ,褐变现象受到明显抑

制 ,休眠芽在接种后 3 d即迅速萌发[ 10-11] 。康冰等[ 12] 将

6 ～ 9月接种的材料低温(5℃)处理5 d后褐变明显减轻 ,

外植体芽很快萌发。四是在培养基中加入抗氧化剂或

活性炭 ,或用抗氧化剂进行材料的预处理或预培养。李
诗翁等[ 20] 在培养基中加入抗坏血酸和活性炭抑制了褐

化的发生 ,但同时也使愈伤组织和芽的生长减缓并逐渐

死亡。而杨丽萍等[ 18]研究发现 ,活性炭并不能抑制沙棘

体内褐化物质的渗出 ,反而使褐化现象更趋严重 ,并认

为抑制沙棘外植体褐化的有效方法是用 200 mg/kg VC

浸泡材料5 h ,这样既不影响正常生长又能抑制褐色物
质的产生。五是采用无菌苗各器官进行培养 ,培养过程

中无褐变现象[ 11, 17] 。六是连续转移外植体。对于易褐

变的材料 , 接种后转瓶时间长 ,伤口周围积累醌类物质

增多 ,褐变加重 ,而缩短转瓶周期可减轻褐变。

5　问题及展望

迄今沙棘的组织培养已取得了阶段性的成果 ,获得
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了完整的小植株 ,但还存在一些问题 ,使得繁殖倍数低 ,

达不到快繁的目的 ,不能应用于实际生产中。

首先 ,到目前为止 ,沙棘的组织培养主要是通过间

接的器官发生途径 ,即由外植体诱导出愈伤组织 ,再由

愈伤组织诱导不定芽或不定根最终形成完整植株 ,少有

通过胚状体诱导完整植株的。而胚状体具有成苗数目

多 ,速度快 ,可在无激素培养基上独立萌发成苗 ,形成芽

和根是一致的等特点 ,可减少不定芽发育途径中很多困

难。同时 ,外植体选择比较单一 ,多数选择用茎尖 、腋芽

进行培养 ,而以花粉 、花药等为外植体的培养研究未见

报道。其次 ,芽继代增殖的倍数较低 ,对最适培养基及

激素的种类和配比还有待进一步探讨。此外 ,目前虽然

已诱导出沙棘愈伤组织 ,但普遍存在生长缓慢 ,容易变

褐死亡的现象 ,通过愈伤组织分化获得再生植株或构建

悬浮细胞系及为遗传转化等研究提供材料都无法实现 ,

进一步的研究仍显迫切。再次 ,生根诱导率低 ,并且多

在愈伤组织上生根 ,降低了组培苗的成活率。可见如何

诱导有利于植株成活的根系分化将是今后沙棘生根培

养要解决的一个关键问题。最后 ,虽然预防沙棘褐化的

方法已有较多研究 ,但效果仍不够显著 ,褐化现象仍是

限制沙棘离体快繁的一个重要因素。找到预防褐化快

速有效 ,操作简单的方法仍是今后沙棘组培研究的方向

之一。
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Research Progress on Tissue Culture of Hippophae rhamnoides L.
QIN Jing-jing , CHEN Wen , SUN Kun

(College of Life Science , Northwest Normal University , Lanzhou , Gansu 730070)

Abstract:In the present study , research progress on tissue culture of Hippophae rhamnoides L.was review ed , including

the explants , medium , hormone , and the prediction of brow ning.Meanwhile , the problem and prospect for tissue

culture and regeneration of Hippophae rhamnoides L.were discussed , which would provide references for establishing

the regeneration system of Hippophae rhamnoides L.

Key Words:Hippophae rhamnoides L.;tissue culture;research progress
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