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　　摘　要：以西南桦６０ｄ龄无菌苗茎、根、叶为外植体，研究不同种类和浓度的植物生长调节剂
对西南桦愈伤组织诱导的影响。结果表明：当ＴＤＺ浓度为０．０５ｍｇ／Ｌ时诱导效果较好。ＢＡ　１．５
ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ组合愈伤组织鲜重较高，ＫＴ　１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ的激素组合诱
导的愈伤组织质量高，大部分愈伤组织表面疏松，灰白色，并有大量再生根缠绕。叶外植体用于
愈伤组织诱导培养比茎、根外植体效果好。生长曲线表明，最佳的继代培养时间为４５ｄ。
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　　西南桦（Ｂｅｔｕｌａ　ａｌｎｏｉｄｅｓＢｕｃｈ．Ｈａｍ．ｅｘ　Ｄ．Ｄｏｎ）是
桦木科的乔木树种，是北半球桦木科桦木属分布最南
的暖热类群。是我国云南、广西等西部省区水源涵养
林的主要树种之一，具有重要的生态价值。随着西南
桦木材用途的逐步开发，木材畅销于国际国内市场，其
经济价值日益重要，目前西南桦在我国华南、西南多省
大面积推广，已成为我国热带、南亚热带地区的重要造
林树种［１］。
西南桦的组织培养研究从以芽繁芽和愈伤组织２

条途径进行。刘英等［２］建立了西南桦的以芽繁芽快繁
体系。而樊国盛等［３］的报道中仅简单提及西南桦愈伤
组织诱导率为２５．４％，认为低比例的愈伤组织形成状
况是导致其快速繁殖困难的主要原因。目前西南桦并
无专门的愈伤组织诱导研究报道，而愈伤组织诱导的
研究，有利于建立愈伤组织出芽的再生体系，该再生体
系的建立对西南桦的倍性育种及遗传转化具有重要的

应用价值。基于此，该研究设计不同植物生长调节物
质对西南桦愈伤组织诱导的影响试验，旨在提高愈伤
组织诱导率及愈伤组织质量，从而为西南桦的组织培
养和染色体工程育种提供有效的技术支持。

１　材料与方法
１．１　试验材料
供试种子由广西壮族自治区百色市林业局提供，

采自田林县，采后冷藏（４℃）约８个月后用于无菌萌
发。切取６０ｄ苗龄无菌苗的茎、根、叶做为外植体用
于愈伤组织诱导试验，茎、根切成０．５～０．７ｃｍ长度，
叶切成０．３ｃｍ×０．３ｃｍ的小方块。

１．２　试验方法
１．２．１　培养基及培养方法　１／２ＭＳ＋２％ 蔗糖＋
０．６％ 琼脂为萌发培养基，ｐＨ　５．８～６．０，暗培养１０ｄ；
３／４改良 ＭＳ大量＋ＭＳ其它＋２．５％ 蔗糖＋０．６５％
琼脂＋肌醇０．１ｍｇ／Ｌ为愈伤组织诱导基本培养基，
ｐＨ　５．８～６．０，通过改变激素浓度进行试验比较，改良
ＭＳ大量元素母液配制方法为ＮＨ４ＮＯ３减半ＫＮＯ３加
倍。培养基按常规方法配制。培养环境温度为（２４±
２）℃，光强约为２　０００ｌｘ，光照时间为１２ｈ／ｄ。
１．２．２　无菌苗获得方法　将经过挑选的表面洁净的
带膜翅饱满西南桦种子装入培养皿中，放入２１０ｍｍ
玻璃干燥器内，培养皿盖斜放保持透气，另用一广口玻
璃瓶装入２５ｍＬ的６％ ＮａＯＣｌ原液，放入玻璃干燥器
内，量取８ｍＬ的３６％ ＨＣｌ倒入玻璃瓶中，迅速盖上涂
抹过凡士林的玻璃干燥器盖，利用反应产生的氯气进
行消毒。消毒处理时将玻璃干燥器放在通风橱中进
行。消毒时间为２０ｍｉｎ，消毒完成后在超净工作台内
将种子接入萌发培养基中。
１．２．３　不同浓度ＴＤＺ对西南桦愈伤组织诱导的影响
　设计ＴＤＺ浓度为０．０２５、０．０５、０．１、０．４ｍｇ／Ｌ共４
个处理，３次重复，每瓶接种１０个外植体，所有处理均
添加ＮＡＡ浓度为０．２ｍｇ／Ｌ。
１．２．４　不同浓度ＢＡ与ＮＡＡ组合对西南桦愈伤组织
诱导的影响　设定ＢＡ浓度为０．５、１．５、３ｍｇ／Ｌ及
ＮＡＡ浓度０．１、０．２、０．５ｍｇ／Ｌ共９个处理的组合试
验，３次重复，每瓶接种１０个外植体。
１．２．５　不同浓度ＫＴ对西南桦愈伤组织诱导的影响
设计ＫＴ浓度为０．５、１、１．５、３ｍｇ／Ｌ共４个处理，３次
重复，每瓶接种１０个外植体，所有处理均添加ＮＡＡ浓
度为０．２ｍｇ／Ｌ。
１．２．６　西南桦愈伤组织生长曲线的建立　在愈伤组
织 基 本 培 养 基 中 加 入 ＢＡ　１．５ ｍｇ／Ｌ 和 ＮＡＡ
０．２ｍｇ／Ｌ，接入茎外植体，分别在接种后的第５、１０、
１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０天测定每外植体愈
伤组织鲜重，取３０个外植体鲜重平均值为愈伤组织生
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长量，以培养天数为横坐标，以愈伤组织生长量为纵坐
标作出西南桦愈伤组织生长曲线，该试验中使用的西
南桦无菌苗为９０ｄ苗。
１．２．７　数据统计与分析　愈伤组织诱导试验接种后
第４５天统计愈伤组织诱导率和愈伤组织鲜重，愈伤组
织诱导率＝形成愈伤组织外植体数／接种外植体数×
１００％。采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｅｘｃｅｌ进行数据处理和制作图
表，ＳＡＳ统计分析软件进行方差分析和多重比较。

２　结果与分析
２．１　ＴＤＺ对西南桦愈伤组织诱导的影响试验
由表１可知，在４种ＴＤＺ浓度处理中，就叶外植体

来说，当浓度为０．４ｍｇ／Ｌ时愈伤组织诱导率最低，此时
的愈伤组织鲜重也最低，二者均显著低于其它３个处
理，其它３种浓度叶愈伤组织诱导率均为１００％，在浓度
为０．０５ｍｇ／Ｌ时叶外植体得到了最高的愈伤组织鲜重
且显著高于其它３个处理；其它２种外植体在４种浓度
ＴＤＺ处理下变化趋势与叶外植体基本一致。结合平均
值来看，４种浓度处理愈伤组织诱导率最高且鲜重最大
的为ＴＤＺ　０．０５ｍｇ／Ｌ的处理，叶外植体的愈伤组织诱导
率及鲜重均高于茎、根外植体。同时观察到当ＴＤＺ浓
度大于０．０５ｍｇ／Ｌ时，愈伤组织呈水浸透明状，在所有
处理中得到的愈伤组织呈淡绿色，质地松软。

　　表１ 不同浓度ＴＤＺ对西南桦不同外植体愈伤组织培养的影响
不同外植体

ＴＤＺ浓度
／ｍｇ·Ｌ－１ 叶

　　　愈伤组织诱导率／％
茎 根

　　　　
平均值 叶

　　　愈伤组织鲜重／ｇ
茎 根 平均值

０．０２５　 １００Ａａ　 ６０．０Ｂｂ　 ５３．３Ｂａ　 ７１．１　 ０．１９ｃ ０．１７ｂ ０．１５ｂ ０．１７
０．０５　 １００Ａａ　 ９３．３Ａａ　 ６６．７Ｂａ　 ８６．７　 ０．３６Ａａ　 ０．２９Ａａ　 ０．２１Ｂａ　 ０．２９
０．１　 １００Ａａ　 ９６．７Ａａ　 ５３．３Ｂａ　 ８３．３　 ０．２７Ａｂ　 ０．２３ＡＢａｂ　 ０．１８Ｂａｂ　 ０．２３
０．４　 ２３．３Ａｂ　 １６．７ＡＢｃ　 １０．０Ｂｂ　 １６．７　 ０．１１Ａｄ　 ０．０６Ｂｃ　 ０．０４Ｂｃ　 ０．０７
平均值 ８０．８　 ６６．７　 ４５．８ － ０．２３　 ０．１９　 ０．１５ －

　　注：数据后字母不同表示在Ｐ≦５％水平存在显著差异，大写字母是横向比较，小写字母是纵向比较。下同。

２．２　ＢＡ和ＮＡＡ组合对西南桦愈伤组织诱导的影响
由表２可看出，在所有激素组合处理中，叶外植体

的愈伤组织诱导率均为１００％，在ＢＡ　１．５ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ处理时得到了最高的愈伤组织鲜重，
为０．３６ｇ，显著高于ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ
处理时的０．０６ｇ，在同一ＢＡ浓度的前提下，随着ＮＡＡ
浓度的增加，愈伤组织鲜重有逐渐增加的趋势；对于茎
外植体来说，在ＢＡ为１．５ｍｇ／Ｌ的３个处理中，２个愈
伤组织诱导率为１００％，且ＢＡ　１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５
ｍｇ／Ｌ组合得到了最高的愈伤组织鲜重０．２９ｇ，显著高
于除ＢＡ　１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ组合外的其它７
个组合处理；根外植体的变化趋势与叶、茎外植体的变

化趋势基本一致，但是其愈伤组织诱导率及鲜重均低
于叶、茎外植体。在３种外植体中，叶外植体的培养效
果最好，根外植体的培养效果最差，在激素组合中，ＢＡ
１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ组合取得了最好的诱导效
果。经过观察ＢＡ与ＮＡＡ的所有组合处理得到的愈
伤组织，发现ＢＡ　３．０ｍｇ／Ｌ的３个处理获得的愈伤组
织呈深绿色，质地坚硬，切开中部呈黄绿色且空心，可
能不适合下一步的胚状体诱导，ＢＡ为０．５ｍｇ／Ｌ的３
个处理相对颜色要淡，组织比较松软。同时发现，在接
种７０ｄ后，大部分愈伤组织开始褐化，随着ＢＡ浓度的
增加，褐化变的严重。

　　表２ ＢＡ和ＮＡＡ组合对西南桦不同外植体愈伤组织培养的影响
激素浓度／ｍｇ·Ｌ－１ 愈伤组织诱导率／％ 愈伤组织鲜重／ｇ
ＢＡ　 ＮＡＡ 叶 茎 根 叶 茎 根

０．５　 ０．１　 １００　 ７６．７ｂ ３０．０ｂｃ　 ０．０６ｄ ０．０５ｅ ０．０３ｃｄ
０．２　 １００　 ９３．３ａｂ　 ３６．７ｂｃ　 ０．１４ｃ ０．１１ｃｄ　 ０．０５ｂｃ
０．５　 １００　 ９６．７ａｂ　 ７３．３ａ ０．２１ｂ ０．１７ｂ ０．１０ａ

１．５　 ０．１　 １００　 ８６．７ａｂ　 ４３．３ｂｃ　 ０．２３ｂ ０．１１ｃｄ　 ０．０５ｂｃ
０．２　 １００　 １００ａ ５０．０ａｂ　 ０．３２ａ ０．２２ａｂ　 ０．０７ｂ
０．５　 １００　 １００ａ ７６．７ａ ０．３６ａ ０．２９ａ ０．１３ａ

３　 ０．１　 １００　 ８０．０ｂ ２３．３ｃ ０．２０ｂ ０．０９ｄ ０．０２ｄ
０．２　 １００　 ８３．３ａｂ　 ３６．７ｂｃ　 ０．２１ｂ ０．１４ｂｃ　 ０．０４ｃ
０．５　 １００　 ９６．７ａｂ　 ５０．０ａｂ　 ０．２７ａｂ　 ０．１８ｂ ０．０６ｂ

２．３　ＫＴ对西南桦愈伤组织诱导的影响试验
由表３可知，在４种不同浓度ＫＴ处理中，就叶外

植体来说，当ＫＴ为１．５ｍｇ／Ｌ时愈伤组织鲜重最高，
为０．２３ｇ，显著高于其它３个处理，此时的愈伤组织诱
导率为１００％，ＫＴ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ时愈伤组织诱导
率及鲜重最低，且显著低于其它３个处理。茎外植体
对４种不同浓度ＫＴ处理的反应与叶外植体反应趋势
基本一致，愈伤组织诱导率及鲜重与在ＫＴ浓度为１．５
ｍｇ／Ｌ时得到最大值。以根为外植体时，愈伤组织诱导

率在４个处理浓度下均低于４０％，浓度为０．５ｍｇ／Ｌ
时诱导率最低，低至１６．７％，根外植体诱导的愈伤组织
鲜重和愈伤组织诱导率在４种外植体中最低。结合平
均值来看，４种ＫＴ浓度处理效果最好的为１．５ｍｇ／Ｌ，
此时的愈伤组织诱导率及鲜重最大，叶外植体的愈伤
组织诱导率及鲜重平均值均高于茎、根外植体。结合
观察，该试验中得到的愈伤组织外部呈淡白色，内部呈
淡绿色，愈伤组织呈扁平状生长，在大多数愈伤组织表
面有根长出。
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　　表３ 不同浓度ＫＴ对西南桦不同外植体愈伤组织培养的影响
不同外植体

ＫＴ浓度
／ｍｇ·Ｌ－１ 叶

　　　愈伤组织诱导率／％
茎 根

　　　　
平均值 叶

　　　愈伤组织鲜重／ｇ
茎 根 平均值

０．５　 ８６．７Ａｂ　 ５０Ｂｃ　 １６．７Ｃｂ　 ５１．２　 ０．１１Ａｃ　 ０．０８Ａｂ　 ０．０５Ｂｃ　 ０．０８
１．０　 １００Ａａ　 ７３．３Ｂｂ　 ３０．０Ｃａｂ　 ６７．８　 ０．１６Ａｂ　 ０．１１Ｂｂ　 ０．０７Ｃｂｃ　 ０．１１
１．５　 １００Ａａ　 １００Ａａ　 ３６．７Ｂａ　 ７８．９　 ０．２３Ａａ　 ０．１９Ａａ　 ０．１２Ｂａ　 ０．１８
３　 １００Ａａ　 ５６．７Ｂｂｃ　 ２３．３Ｃａｂ　 ６０．０　 ０．１５Ａｂ　 ０．０９Ｂｂ　 ０．１０Ｂａｂ　 ０．１１
平均值 ９６．７　 ７０．０　 ２６．７ － ０．１６　 ０．１２　 ０．０９ －

２．４　西南桦愈伤组织生长曲线的建立
由不同培养天数西南桦的愈伤组织鲜重建立了西

南桦愈伤组织生长曲线（图１），从图１可以看出，西南
桦愈伤组织生长启动较慢，接种后的前２０ｄ生长曲线
较为平滑，可见愈伤组织重量增加缓慢。从第２５～４５
天，愈伤组织生长曲线斜率变大，可见期间为愈伤组织
快速生长期。从第４５～６０天，愈伤组织生长变缓。可
见西南桦愈伤组织最佳的继代培养时间为４５ｄ左右。

图１　西南桦愈伤组织生长曲线

３　讨论与结论
植物生长调节剂对植物离体培养具有非常重要的

调控作用，选择合适的生长调节剂种类和浓度是愈伤组
织诱导和生长的关键因素。该试验探讨了ＴＤＺ、ＢＡ、
ＮＡＡ、ＫＴ对西南桦愈伤组织培养的影响，结果表明，在
ＴＤＺ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ时效果较好，当浓度高于该值时
愈伤组织玻璃化严重。ＢＡ　１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ
取得了好的愈伤组织诱导效果，得到的愈伤组织鲜重小

于ＢＡ　１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ处理，但是愈伤组
织呈淡白色，后者愈伤组织深绿色且有一定硬化，质量
不高；同时前者的愈伤组织诱导率在使用叶、茎为外植
体时达到了１００％，远高于樊国盛等报道的２５．４％，其
可能的原因是跟使用的基因型有关系或者与在愈伤组

织培养时使用的基本培养基为 ＭＳ改良培养基有关。
ＫＴ试验结果表明，ＫＴ　１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ的
激素组合愈伤组织诱导率理想，且大部分愈伤组织表
面疏松、灰白色、并有大量再生根缠绕，虽然ＫＴ试验
中得到的愈伤组织鲜重低于其它２个试验，但是其愈
伤组织的高质量及好的分化生长状态值得关注，是否
有利于芽的诱导还有待于进一步研究。在３个激素试
验中均使用叶、茎、根为外植体，试验结果一致表明，叶
外植体用于愈伤组织诱导培养效果最佳。生长曲线表
明，最佳的继代培养时间为４５ｄ左右，同时发现在使
用苗龄较短的西南桦无菌苗作为外植体来源时，愈伤
组织快速生长期有所提前，王秀杰等［４］对蒙古黄芪研
究后发现其最佳的继代培养时间为２４ｄ左右。由此
可见，不同的植物在进行愈伤组织诱导时，都会有其特
殊的生长周期，同时其周期可能还跟外植体的幼嫩程
度有关系。
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