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良种沙棘“实优 1号’’组织培养研究

周松坤1， 宋西德n， 张宗勤1， 翟巧绒2， 张 永1， 周锋利1

(1．西北农林科技大学林学院，陕西杨陵712100；2．陕西省林业勘察设计院，陕西西安710082)

摘要：以良种沙棘“实优1号”的水培茎尖和叶片为外植体进行了不定芽及愈伤组织诱导试验。结

果表明，水培茎尖在1／2 MS+6-BA 1．0 mg·L1+IAA 0．5 mg·L_1上可诱导出大量愈伤组织

及不定芽，继代转接可获得丛生芽。幼苗茎段在1／2 M S+6一BA 2．5 mg·L-1+IAA 0．2 mg·

L叫上可诱导腋芽增殖，但倍数较低；水培叶在1／2 MS+6一BA 0．5 mg·L_1+KT 0．2 mg·L叫

+NAA 0．02 mg·L_1上诱导效果好，不定芽多，分化速度快，30 d平均分化不定芽9．1个，分化

率达94．1％。继代苗在1／2 B5+6一BA 0．3 mg·L_1+IBA 0．4 mg·L_1上有较高的生根率，达到

87．5％。
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Abstract：The hydroponics stem apexes and leaves of“Shiyou 1”(Hippophae rhamnoides)were used as ex—

plants to induce adventitious buds and callus．The results showed that adventitious buds and callus could

be obtained from stem apexes on 1／2 MS+6-BA 1．0 mg·L一1+IAA 0．5 mg·L-‘，and cluster shoots

were got by subculture．Axillary buds could be induced on 1／2 MS+6-BA 2．5 mg·L一1+IAA 0．2 mg·

L_1 from juvenile stems，but the propagation rate was low．On 1／2 MS+6-BA 0．5 mg·L_1+KT 0．2

mg·L一1+NAA O．02 mg·L～，an average of 9．1 adventitious buds per explant were induced effectively

and easily from hydroponics leaves after thirty days，the differentiation rate was up to 94．1％．On 1／2 B5

+6-BA 0．3 mg·L_1+IBA 0．4 mg·L～，roots were induced with a high inducing rate of 87．5％on the

subcultured plantlets．
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沙棘(Hippophae rhamnoides)为胡颓子科沙棘

属植物，雌雄异株，广泛分布于欧亚大陆的温带和

寒温带，因其具有很强的抵御风沙、耐旱涝、盐碱等

能力，是我国北方生态环境脆弱区绿化造林的优良

树种；同时沙棘叶、果等部位含有医疗保健价值高的

沙棘油、总黄酮等成分，果实可用于生产各种饮品，

其深度开发利用潜力巨大[1]。繁育沙棘的途径很多，

常规方法都可以采用，但各有不足，如实生苗虽然

生长快、适应性强，但分化严重，雄株比例大，栽后不

易丰产；扦插繁殖苗的成活率与生长量不能兼顾，且

有年龄效应和受材料数量限制[13；根蘖繁殖效率更

低。组织培养作为快速育苗的有效途径，可以避免实

际生产中的不少问题，在沙棘育苗试验中已有报

道[Z～lO]，但截至目前，沙棘通过组织培养进行工厂

化生产的体系尚未建立起来，快繁技术仍停留在试

验水平[2]。作者用实生选育的生长速度快、性状优良
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的“实优1号”(系从芬兰引进沙棘中选育)作材料，

对其进行了组织培养试验研究，为沙棘优良品种的

推广应用及遗传转化奠定研究基础。

1 材料与方法

1．1材料

试验材料为2004年从辽宁阜新沙棘良种选育

研究所邮购并定植于本校教学试验苗圃的“实优1

号”幼树的1～2 a生休眠枝条。

1．2方法

1．2．1材料处理室外采集的1～2 a生休眠枝条

浸泡在加有洗洁净的自来水中0．5 h，刷掉枝条表

层尘垢，再用硫磺皂水刷洗后自来水冲洗4次，截成

20"--'25 C1TI长的枝条，在培养室水培5．--．6 d，休眠芽

萌发0．5．-．1．0 cm长时即可用于接种试验。

1．2．2 茎尖培养将水培芽用70％酒精浸泡40

s，无菌水冲洗3次后；用0．1％HgCl2浸泡5 min，

无菌水再冲洗3--一4次，于超净工作台上剥去基部小

叶，切取0．3～o．5 cm长的茎尖，选择1／4 MS(仅调

整大量元素，以下同)、1／2 MS、MS添加不同种类与

浓度组合的多种激素进行接种试验。40 d统计不定

芽诱导率及平均分化不定芽数。不定芽诱导率(％)

一(分化不定芽的茎尖／接种茎尖总数)×100％；平

均分化不定芽数一分化不定芽总数／接种茎尖总数。

1．2．3水培叶培养用消过毒(和茎尖同步消毒或

单独消毒)的水培芽叶片作外植体，切成0．3 cm×

0．4 cm的小块，接种在1／4 MS、1／3 MS、1／2 MS及

6一BA、NAA、KT分别3个浓度梯度构成的L。(34)

正交设计培养配方上，共9个处理，每个处理2次重

复，30 d统计诱导结果。不定芽诱导率(％)一(分化

不定芽的叶块数／接种叶块总数)×100％；平均分化

不定芽数=分化不定芽总数／接种叶块总数。

1．2．4生根诱导 以继代增殖的高1．5"--4．0 cm

的无菌苗为材料，选择1／4 MS、1／2 MS、1／2 B5作

基本培养基，添加6一BA、NAA、KT、IBA等生长调

节剂诱导生根，每个处理8瓶，每瓶接种3,--,4个无

根苗，30 d统计生根率。

1．2．5培养条件蔗糖25 g·L_。，琼脂5 g·

L_1及各种激素，pH 5．8，培养室温度24～26℃，相

对湿度50％～60％，光照强度2 000 ix，光照时间
16 h·d～。

2 结果与分析

2．1茎尖培养

2．1．1基本培养基对茎尖培养的影响添加6-BA

1．0 mg·L一1和NAA 0．2 mg·L一1的1／4 MS、1／2

MS、MS各处理(设3次重复)试验结果表明(表1)，

不同培养基对茎尖培养效果存在差异。对3个处理

茎尖平均分化率的方差分析表明，不同培养基对茎

尖分化率的影响差异极显著(F一15．07>Fo埘(2，

6)一10．9)，由多重比较(LSD005—21．68，LSD㈣l

=32．84)知，1／2 MS与1／4 MS差异极显著，与MS

差异显著；对3个处理平均分化芽数所作方差分析

表明，不同培养基对不定芽分化的影响达到极显著

水平(F一18．07>F。．01(?，6)=10．9)，根据多重比

较(LSD0．0l一2．19)，1／2 MS与1／4 MS、MS差异

均极显著。试验中发现1／4 MS处理茎尖伸长生长

慢，愈伤组织和不定芽诱导少；1／2 MS处理茎尖伸

长生长快，基部愈伤组织诱导多，分化不定芽也陕，
20 d即见芽点出现，且发育较旺盛；MS处理茎尖长

势较1／2 MS稍差，芽点分化慢且少。综合比较认

为，1／2 MS优于其他两种基本培养基。

表1不同基本培养基对茎尖培养的影响

TabIe 1 Effect of different basic media on

the culture of stem apexes

2．1．2不同激素及浓度对茎尖生长分化的影响

表2表明，在1／2 MS培养基添加不同浓度6-BA、

KT、NAA和L姐的各处理诱导分化结果差异显
著，其中以1／2 MS+6一BA 1．0 mg·L_1+IAA

0．5 mg·L-1效果最好，不定芽诱导分化率高且平
均分化芽点数多，达到5．3个，明显优于其他处理。

在1／2 MS+6-BA 0．5 mg·L．1+IAA 0．5 mg·

L_1上也有较好效果，继代转接后可获得丛生苗(图

1)；6-BA与NAA组合的①、④号培养基对比结果

图1不定芽继代培养形成的丛生苗

Fig．1 Adventitious buds grew into bushy

shoots by subculture

说明较高的6-BA浓度有利于不定芽诱导；在加KT

的⑥、⑦号培养基上，茎尖可发育成健壮单株，但少
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有不定芽分化，表明KT诱导作用不如6-BA明显。

试验表明，当茎尖基部诱导出大量愈伤组织且分化

出不定芽时，部分茎尖上部长势减弱，其上部长势减

弱，最终干枯，茎尖分化不定芽的部位除基部愈伤组

织外，在接触培养基的叶缘或中脉甚至整个叶片都

有出现，但数量均较少，且成苗速度慢。另外，茎尖在

不加激素的1／4 MS、1／2 MS、MS培养基上无明显

反应，叶片变黄脱落，顶芽萎缩，死亡率在90％以

上，表明不加外源激素时，茎尖难以萌动发育。

表2不同激素及浓度对茎尖生长分化的影响

Table 2 Effect of different hormones and concentrations on stem apex growth and differentiation

培养基编号
不同激素及浓度／rag·L一1

6一BA KT NAA IAA 茎矧个平警率蒜算
①

②

③

④

⑤

⑥

⑦

2．2水培叶培养 数9．1个，结果优于1／3 MS+6一BA 0．5 mg·L_1

供试的9种处理诱导结果表明(表3)，叶片在 +KT 0．2 mg·L_+NAA 0．1 mg·L～，说明在

1／3 MS+6-BA 0．5 nag·L_1+KT 0．2 mg·L_1 选定的培养基及激素相应浓度组合下1／2 MS+6一

+NAA 0．1 mg·L-1培养基上的诱导分化结果优 BA 0．5 mg·L-1+KT 0．2 mg·L_1+NAA 0．02

于其它8个处理，不定芽诱导率92．6％，平均分化 mg·L_更适合水培叶的诱导分化。极差计算表明，

不定芽数8．6个，且分化速度较快，但据正交设计统 各因素对叶片不定芽诱导起作用的大小顺序是：6一

计分析和9个处理的试验结果推知，适宜叶片不定 BA>KT>基本培养基>NAA，为进一步选择激素

芽诱导的最好组合是1／2 MS+6一BA 0．5 mg·L_ 组合提供了依据。水培叶片在不同处理上诱导效果

+KT 0．2 mg·L-1+NAA 0．02 mg·L～，这一 有定差异，一些组合上不定芽分化多(图2)，另一些

组合在试验中没有出现，经补充试验证明在这一处 则诱导的愈伤组织多(图3)，部分愈伤组织上长出

理上叶片的不定芽诱导率94．1％，平均分化不定芽 白色毛状根。

表3不同培养基和激素组合对叶片诱导不定芽的影响①

Table 3 Effect of different media and hormones on adventitious bud formation from leaves

编号基本培养基6一BA／mg．L-·NAA／ms口· KT／mg．L-- 水培Ⅱ十数／个 需 平絮定

⑨ 1／2MS 1．0 0．05 0．2 34 70．6 2．9

①K为各处理对应的平均诱导率；R为极差。
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图2 由水培叶块直接诱导分化出的不定芽

Fig．2 Adventitious buds induced from

hydroponics leaves directly

图3 由水培叶块诱导出的愈伤组织

Fig．3 Calluses induced from hydroponics leaves

把茎尖和水培叶诱导分化出的0．3～o．5 cm长

的不定芽切下转入不同培养基继代培养，不定芽在

1／2 MS+6-BA 0．5 mg·L一1+NAA 0．2 mg·

L_1处理上生长健壮，30 d伸长生长2．5 cm，基部出

现直径0．3～o．5 cm的浅黄色愈伤组织，有再分化

不定芽的趋势，可作为继代培养基使用；在i／2 B。+

6-BA 0．3 mg·L一1+IAA 0．2 mg·L叫培养基上

不定芽生长也较迅速，15 d可伸长1．0 cm以上，长

势较旺盛，基部切口有少量致密的愈伤组织，部分愈

伤组织表面长出锥状白根，长0．2～o．3 cm，在其他

培养基上不定芽长势均较差。

2．3增殖培养

将继代形成的高3．o～5．0 cm的无菌苗截成带

腋芽茎段诱导增殖，基本培养基为1／2 MS。由表4

可知，在不加IAA的①号培养基上腋芽诱导率和增

殖倍数较低，而加IAA 0．2 mg·L_的②～⑤号培

养基中，②、③号处理稍好，表现在有较高诱导率和

较多腋芽数，随6-BA浓度继续加大，④、⑤号培养

基上茎段及叶柄有玻璃化趋势，茎段基部出现少量

致密的愈伤组织，腋芽诱导作用不明显。在试验的其

他培养基如1／2 MS+6-BA 1．0 mg·L-1+

NAA 0．05 mg·L～．1／2 MS+KT 2．0 mg·L一1

+NAA 0．04 mg·L一，1／2 MS+6-BA 2．0 mg·

L一1+NAA 0．05 mg·L。_和1／2 MS+6一BA 4．0

mg·L_1+NAA 0．05 mg·L1上腋芽诱导率和增

殖倍数都很低。

表4 6-BA和IAA不同组合对腋芽增殖的影响

Table 4 Effect of different combinations d 6-BA

and L蛆on axillary bud propagation

2．4生根诱导

从试验的9种配方诱导结果(表5)可知，无根

苗在1／285+IBA0。4 mg·L-1和1／285+6-BA0．3

mg·Lq+IBA 0．4 mg·L叫上均以皮部生根为

主，但后者在生根数量和质量上更好一些，根系平均

长2．5 am，每株生根6～8条(图4)，可选作生根诱

导培养基使用。其他培养基上存在无根苗、生根率低

或因出现愈伤组织过多导致生根质量不高的问题，

不适宜根的诱导。

图4继代茵诱导生根

Fig．4 Roots induced from fertile buds

此外，在建立初代无性系的试验中发现，水

培茎尖在1／2 MS+KT 1．0 mg·L-1+NAA 0．2

mg·L叫中边伸长边生根，1周即见根原基突出，生

根方式有皮部生根和愈伤组织生根2种，皮部生根

占60％左右，根数多，黄白色，生有大量侧根及根

毛。不足的是苗上部较弱，生根的同时基部有愈伤组

织出现，致使生根质量较差。
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表5不同基本培养基和激素组合对诱导无根苗生根的影响

Table 5 Effect of different basic media and hormones on fertile buds rooting induction

嚣耋掌，·芝警。嚣，矾献，个曩 生脯况
编号fIlg．L一1’“g．L一1 mg．L一1无根苗数／个 率／％

生根情况

注：①、②号处理的基本培养基是1／4 MS，③号处理的基本培养基是1／2 MS，④～⑨号处理的基本培养基是1／2 135。

3结论与讨论

适宜良种沙棘“实优1号”水培茎尖培养的初

始培养基为1／2 MS+6-BA 1．0 mg·L_1+IAA

0．5 mg·L～，不定芽继代转接可用原培养基或1／2

MS+6-BA 0．5 mg·L一1+NAA 0．2 mg·L一1；

诱导腋芽增殖培养基初选1／2 MS+6-BA 2．5 mg

·L-1+认A 0。2 mg·L～；适宜水培叶诱导分化

的培养基以1／2 MS+6-BA 0．5 mg·L_1+KT

0．2 nag·L_1+NAA 0．02 nag·L_1为宜，生根诱

导选用1／2 B5+6一BA 0．3 mg·L_1+IBA 0．4 nag

·L一。

茎尖作外植体培养时1／2 MS明显优于MS、1／

4 MS等基本培养基，这与李师翁、孙兰英等认为1／

2 MS更适宜茎尖生长的观点一致[3’4。。此外，茎尖作

外植体较木质化茎段易消毒，污染少，褐化率低。

叶片在诱导分化不定芽过程中可通过叶缘切口

处直接分化成芽，也可经过瘤状愈伤组织再分化不

定芽，但以前者分化速度快，所成芽比例大，在继代

转接时新培养基中可加入一定量AgN03、PVP以

降低材料的褐化死亡率。试验中发现水培叶较田间

植株萌发叶诱导速度快，褐化程度轻，可能是前者较

幼嫩的原因。

在选择腋芽增殖、生根培养基时，作者曾尝试了

一些前人试验成功的培养基配方，如康冰的增殖培

养基[5J、赵国林的生根培养基等‘6|，未获预期结果，

在相同条件下所做另)k--个沙棘品种的培养试验结

果也存在明显差异，这与孙兰英、康冰、郭春华、吕月

玲等人认为不同品种离体培养差异较大的观点类

似[4．s，7，s|，和杨丽萍等人的结论相反[9f，分析原因可

能与不同品种生理特性及内源激素控制生长分化的

差异等因素有关，也可能是尚未找到普遍适用的培

养基。从目前沙棘组织培养研究现状看，作者认为单

纯地论述沙棘组织培养技术而不提及相关品种还缺

乏实际意义。
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