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影响千层金腋芽萌发及愈伤组织诱导因子初探
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　　摘　要:为建立千层金高效的离体再生体系 ,用新生顶芽和侧芽为外植体 ,研究了灭菌剂 、取

材季节 、植物生长调节剂种类和浓度 、硝酸银浓度对千层金腋芽萌发及愈伤组织诱导的影响。结

果表明:与使用0.1%氯化汞64%的存活率相比 ,5%的次氯酸钙是最环保有效的灭菌剂 ,用其浸

泡5 min ,有60%存活率;在春秋两季取材 ,平均诱导率在92.0%以上;最适宜的诱导培养基是MS

+KT 1.0mg/ L+NAA 0.1 mg/ L;使用3%的硝酸银 ,与对照相比 ,诱导率从70%提高到92%,玻

璃化率从 33.7%下降到 10%。
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　　千层金(Melaleuca bracteata)为桃金娘科白千层属

的常绿乔木。其主干直立 ,嫩枝红色 ,枝条密集且细长

柔软 ,金黄或鹅黄色叶片密集分布于锥形树冠 ,树形十

分优美 ,分枝性能好又耐修剪 ,生长速度快 ,广泛用于庭

院景观 、小区绿化 、道路美化 ,林相改造。千层金对气候

和土质适应范围非常广 ,耐高温 ,也可忍受-10～ -17℃

左右的低温;就土壤而言 ,酸性土壤 、石灰岩 、盐碱地都

能很好的适应;耐旱耐涝 ,树枝韧性好 ,抗风力强 ,是沿

海地区绿化造林及防护林的首选树种。千层金除了极

富观赏价值外 ,又有极高的经济价值 ,枝叶均为插花的

上好材料 ,叶片芳香宜人 ,含有芳香油 ,是最珍贵的天然

化妆品香料之一 ,也是一种优良的天然抗菌剂 ,广泛用

于医药 、化妆品 、日用化工等行业 ,因此成为目前世界上

最流行 、最珍贵 、视觉效果最好的彩叶芳香乔木新品种 ,

市场前景十分广阔
[ 1-2]

。

当前有关千层金离体快繁技术研究报道很少 ,且诱

导率较低 ,仅为67%
[ 3-4]

,为了提高千层金腋芽萌发及愈

伤组织诱导率 ,从取材季节 、灭菌剂选用 、植物生长调节

剂种类和浓度等方面进行该项研究 ,旨在为建立和完善

千层金组培快繁技术提供科学的理论依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料

试验材料来源于2 a生千层金的扦插苗新生顶芽和

侧芽 ,把供试材料剪成适宜大小 ,在自来水下冲洗10 min。

带回接种室进行灭菌处理 ,在灭菌溶液中加入几滴吐

温-80 ,灭菌后用无菌水漂洗 3 ～ 4次 ,把消毒过的材料

放到培养皿中 ,用滤纸吸干表面的水分 ,用刀片切掉茎

段两头及顶芽与药液接触的部分 ,然后接入已灭菌的启

动培养基上。

1.2　试验方法

1.2.1　灭菌剂　外植体先用75%酒精浸30 s ,然后做以

下 4种处理 ,A:用0.1%的升汞浸泡5 min;B:5%的次氯

酸钙浸泡5 min;C:10%过氧化氢浸5 min;D:2%次氯酸

钠浸泡 5 min。

1.2.2　取材季节　分别在3月20日 、6月27日 、9月27

日 、11月18日 ,选取外植体进行接种试验。

1.2.3　植物生物调节剂种类和浓度　KT 和 BA 的浓

度均为0.5、1.0 、1.5 mg/ L ,分别与浓度为0.1 、0.5mg/ L

NAA组合。

1.2.4　硝酸银　把 1%、3%、5%的硝酸银过滤灭菌 ,注

入已灭菌的培养基 ,再设对照处理。

1.3　培养条件

除了试验处理 ,其它条件均在最适宜状态 ,以 MS

为基本培养基 ,蔗糖为30 g/L ,琼脂粉 3 g/L(国药集团

化学试剂有限公司),pH 5.8;培养室温度(23±2)℃,光
照时间16 h/d ,随机区组试验设计[ 5] ,每处理20瓶 ,重复

3次 ,30 d后调查结果 ,试验统计数据用 SPSS 分析软

件[ 6] 进行分析。褐化率=(褐化的外植体数/接种总外

植体数)×100%;存活率=(未污染未褐化的外植体数/

接种总外植体数)×100%;愈伤组织及腋芽萌发诱导率

=(诱导外植体数/存活总外植体数)×100%。

2　结果与分析
2.1　灭菌剂对污染率的影响

接种防污染是组培快繁的关键技术 ,而外植体灭菌
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剂的选择与植物的生物学特性密切相关。选用 4种灭

菌剂对千层金外植体进行消毒处理 ,从表 1可知 ,不同

灭菌剂处理均达到比较理想的效果 ,用 0.1%升汞处理

存活率最高 ,为64%,其次为次氯酸钙 ,存活率仅比前者

低4%,消毒相对较差的是过氧化氢 ,存活率为46%。但

是升汞是由重金属汞离子来达到灭菌的 ,从材料中去除

升汞残毒很难 ,而且会对环境造成污染 ,因此 ,筛选出

5%的次氯酸钙是较佳灭菌剂。

　　表 1　　　不同灭菌剂对千层金污染率的影响
灭菌剂

种类

浓度

∕%

消毒时间

∕min

污染率

∕%

褐化率

∕%

存活率

∕%

氯化汞 0.1 5 35 1 64

次氯酸钙 5 5 40 1 60

过氧化氢 10 5 51 3 46

次氯酸钠 2 5 46 1 53

2.2　取材时期对诱导率 、褐化率的影响

在植物的离体培养中 ,在适宜的季节取材 ,能提高

诱导成功率 ,降低褐变程度。褐变是组培快繁中常见的

一种现象 ,通常是植物体内的酚类化合物(PPO)被多酚

氧化酶氧化 ,生成的醌类化合物使其它酶系丧失活性 ,

从而毒害组织 ,使繁殖材料变褐最终死亡的现象。取材

时期与植物的基因型密切相关 ,吴幼媚[ 7] 对巨尾桉的研

究表明 ,春季萌动率最高 ,而王续衍[ 8] 对苹果茎尖离体

培养中 ,发现冬春时间取材褐化率最低。从表 2可以看

出 ,在一年中不同的月份取材 ,千层金的褐化率均较低 ,

冬季快繁时 ,褐变率才仅为 4%,其它时期则更低 ,通

常对离体培育不会产生不利影响。存活率从大到小分

别是春 、秋 、夏 、冬;诱导率春 、秋 2个时期最高 ,分别为

100%、93%,最低是冬季 ,诱导率为64.7%。

　　表 2 不同取材时期对腋芽萌发和

愈伤组织诱导的影响
取材时期

∕月-日

诱导率∕%

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

平均

∕%

褐化率∕%

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

平均

∕%

存活率

∕%

3-20 100 100 99 100 1 0 0 0.3 68

6-27 88 76 77 80.3 3 1 2 2.0 62

9-20 97 92 93 94.0 1 2 1 1.3 58

11-25 68 67 59 64.7 4 2 6 4.0 46

2.3　植物生物调节剂浓度和种类对腋芽萌发及愈伤组

织诱导影响

在植物组培快繁中 ,愈伤组织诱导成败的关键是培

养条件 ,其中激素的种类和浓度最为重要[ 9] 。在试验

中 ,发现无论是 KT 还是 BA与 NAA组合 ,均能成功的

诱导腋芽萌发和愈伤组织 ,此后愈伤组织逐渐增大呈不

规则块状 ,上有不定芽产生 ,浅绿色丛生芽结构紧密 ,呈

莲座状。但从表 3可以看出 ,最佳的诱导培养基是 MS

+KT 1.0 mg/ L+NAA 0.1 mg/ L ,虽然腋芽萌动和愈

伤形成时间相比较长 ,可是诱导率高达 97.7%,且玻璃

化相对 BA较低。FKT =241.2>F0.01(2 ,10)=7.6＊＊ ,

FNAA=67.8.2>F0.01(1 , 10)=10.0＊＊ ,说明 KT 和

NAA不同浓度组合对千层金诱导均有显著影响 ,而 KT

在诱导过程中起主导作用。

　　表 3 不同浓度 KT 和BA与NAA组合对腋芽萌发及愈伤组织诱导影响
KT

∕mg·L-1

NAA

∕mg·L-1

诱导率∕%

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

平均

∕%
备注

BA

∕ mg ·L-

NAA

∕mg·L-1

诱导率∕%

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

平均

∕%
备注

0.5 0.1 60 68 61 63.0

0.5 0.5 58 56 54 56.0

1.0 0.1 96 99 98 97.7

1.0 0.5 94 93 91 92.7

1.5 0.1 86 78 81 81.7

1.5 0.5 78 79 89 82.0

13 d 后

腋芽开

始萌动,

基部出

现愈伤

组织

0.5 0.1 68 61 63 64.0

0.5 0.5 71 72 69 70.7

1.0 0.1 78 79 75 77.3

1.0 0.5 89 95 88 90.7

1.5 0.1 96 97 94 95.7

1.5 0.5 100 100 100 100.0

8 d出现愈伤

组织 ,玻璃化

略高于前者

2.4　硝酸银对诱导率的影响

在植物组培快繁中 ,叶片和嫩枝呈透明或半透明水

浸状的培养物称为玻璃化苗 ,它是组培苗的一种生理失

调现象
[ 10]

。为了减轻玻璃化对诱导率的影响 ,在培养基

中加入过滤灭菌的硝酸银 ,从表 5中看出 ,与对照相比 ,

加入 1%的硝酸银后 ,诱导率提高了 28.7%,高达 99%,

当浓度提高到3%,诱导率下降到92%,而这时的玻璃化

率却是最低的 ,仅为 10%;当硝酸银的浓度增加到 5%,

诱导率仅为 64%,比对照的诱导率还低 6%。可能是硝

酸银抑制乙烯的活性从而提高了诱导率并降低了玻璃

化的产生 ,但是银离子浓度过高 ,则对植物细胞产生毒

害 ,诱导率反而下降。

　　表 4　不同浓度硝酸银对诱导率及玻璃化的影响
硝酸银

∕%

平均诱导率∕%

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

平均诱导率

∕%

平均玻璃化率

∕%

0(对照) 70 72 68 70.0 33.7

1 99 98 99 99.0 26.3

3 94 92 90 92.0 10.0

5 67 65 60 64.0 24.0

3　结论与讨论
在植物组培离体再生体系的建立中 ,最为关键的环

节是无菌培养物产生 ,而外植体的表面灭菌是否成功 ,

就显得尤为重要。植物种类和外植体类型不同 ,所适用

的灭菌剂也不尽相同。对千层金新生顶芽和茎段来说 ,

较适宜的灭菌剂是 5%次氯酸钙 ,环保并能达到 60%的

存活率。

在千层金的组培离体培育中 ,存活率最高的季节是
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春、夏时期 ,而诱导率最高的却是春秋 2 季 ,分别为

100%和 94.0%,这也许是千层金生物学特性决定了自

身的生理状态 ,可能此时正处于高生长期 ,植物体内的

内源激素水平相对较高 ,对外源激素的诱导敏感 ,因而

腋芽和愈伤组织诱导率高。

以千层金新生顶芽和侧芽为外植体 ,最佳的诱导培

养基是 MS+KT 1.0 mg/L+NAA 0.1 mg/ L ,诱导率为

97.7%。在培养基中添加适当的硝酸银 ,能提高诱导率

并降低玻璃化率 ,当使用 1%的硝酸银时诱导率最高 ,为

99%,此时玻璃化率也较高 ,为 26.3%;当浓度增加到

3%时 ,诱导率为 92%,玻璃化率降到 10%,综合考虑 ,最

适宜千层金组培诱导的硝酸银浓度应该是3%。
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Preliminary Studying Factor on Effects Germination and

Calls Inducing ofMelaleucabracteata

QU Fen-xia

(Department of Chemistry and Biology , Hezhou College ,Hezhou , Guangxi 542800)

Abstract:The regeneration of Melaleuca bracteata the effects of the disinfectant , drawing explants period , the types and

concentration of plant growth regulators and silver nitrate on its induction germination and calls were studied with the

buds and tender stem segments as explants in this paper.The results showed that 0.1%mercuric chloride with the use

of the survival rate of 64%compared to 5%of the calcium hypochlorite is the most environmentally f riendly and effective

disinfectant , it has the survival rate of 60%when socked 5 min.The best tissue culture period is the spring and autumn ,

with an average induction rate of 92.0%over.The best suitable inducting medium was MS+KT 1.0 mg/ L+NAA 0.1

mg/ L.The use of 3% silver nitrate , compared with the control , the induction rate from 70% to 92%, vit rification rate

from 33.7%down to 10%.

Keywords:Melaleuca bracteata ;calls;induction rate;survival rate
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