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采用均匀设计法优化高山笃斯越桔微体繁殖体系
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摘要：以高山笃斯越桔嫩茎段为外植体，应用均匀设计法筛选最适合的培养基，结果表明：最适合外

植体嫩茎段腋芽萌发生长的培养基为：DR+独．00 mg·L．1+MAo．10 nag·L_1+GA31．50 mg·
L．1，萌发率达98％以上；腋芽生长及生根的培养基为：MS(改良)+IAAO．10 mg·r1+IBA0．30 mg

·L-1+GA31．10 mg·L一，再生率达99％以上。成功建立了高山笃斯越桔的微繁体系。
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Uniform Design for Micropropagation System of Vaccinium uliginosurn var．alpinum
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Abstract：Young stems of Vaccinium uliginosum var．alpinum were used as explants and suitable medium

compositions for axillary bud growing and rooting were screened through uniform design experiments．The

results showed that the suitable media for the germination of axillary bud was DR+ZT3．00 mg·L一1+

IAA0．10 mg·L-1+GA31．50 mg·L～，from which the germination rate was as high as 98％；for the

growth of axillary bud and rooting-the media was MS(modifiedl+IAA0．10 mg·L．1+IBA0．30 mg·

L一1+GA3 1．10 mg·L一1-from which the regeneration rate was more than 99％．Micropropagation system

ofⅥuliginosum var．alpinum has been successfully established．
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高山笃斯越桔(V．口ccinium uliginosum var．al—

pinum)属杜鹃花科越桔属常绿低矮匍匐灌木，是吉

林省一类重点保护植物，为野生珍稀濒危药用植物，

主要功能为清热、收敛等。果可生食，含糖量极高，

汁液丰富，是果酒、果酱、果醋、果汁及提取天然食用

色素的原料，被国际粮农组织定为五大健康食品之

一。高山笃斯越桔生于高山冻原和石质山坡，耐贫

瘠，抗干旱，是水土保持和维持生态平衡的优良树

种，在长白山区数量稀少，分布区域十分狭窄，仅集

中分布在长白山国家级自然保护区海拔1 500～

2 500 m的高山苔原带及岳桦林下。因其播种、扦插

等常规繁殖成活率极低，开发及利用受到很大的限

制。因此，在保护现有野生资源的同时，应对这一野

生珍贵稀有植物进行离体快繁。愈伤组织再分化芽

苗途径具有增殖系数高等优点，但存在外植体诱导

愈伤组织周期较长、获得不定芽速度较慢、愈伤组织

长期连续增殖极易发生退化和变异等缺点。相对于

愈伤组织再分化芽苗过程，腋芽增殖并同时生根途

径不仅成苗速度快、繁殖系数高，而且遗传稳定性

强，大大提高了种苗生产效率。应用均匀设计对高

山笃斯越桔嫩茎的腋芽伸长生长和茎段生根条件进

行筛选，以期确定最佳培养条件。
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1 材料与方法

I．I外植体处理

2005年2月初，于长白山管委会科学院植物园

采集高山笃斯越桔休眠枝条，在实验室内水培促使

腋芽萌发。待腋芽萌发并长至3．0 cm时剪下，用

70％酒精涮洗60 S，再用饱和次氯酸钠溶液浸泡8

min，无菌水冲洗10次，用无菌滤纸吸干表面水分，

切除被杀菌消毒剂损伤部分后，切割成一叶一段，作

为外植体备用。

1．2外植体茎段腋芽萌发生长培养基的筛选

以DR为基本培养基[11，添加蔗糖15 g·L．1，琼

脂粉8．5 g·L-1，pH 5．6，温度24±2℃，光照强度

1 100 Ix，光周期10 h·d～。将经过处理的外植体接

种到附加不同浓度的ZT、h诅和G氏中，浓度分别
为2．50～3．00 mg·L～、0．10～1．00 rng·L-1和

1．50～2．00 mg·L～。采用均匀设计法[21，每个处

理接种外植体30个。选用Ul。(108)均匀表(表1)，同

时考察了ZT、IAA和诋的浓度交叉配比对外植体
嫩茎段腋芽萌发率的影响，筛选最适宜外植体嫩茎段

的腋芽萌发生长培养基。
’

寰1 U。．(103)因素及水平设计

Table 1 U10f】03)[actors and levels design

1．3腋芽生长及茎段生根培养基的筛选

以改良MS(1／4大量元素、1／3微量元素、1／3铁

盐和t／3有机成分)为基本培养基，附加蔗糖20 g·

L-1，琼脂粉8．5 g·L-1，pH 5．7，温度24士2"C·光照

强度1 100 Ix，光周期10 h·d～。待外植体嫩茎段的

腋芽萌发后长至2．0 cl'n时将其切下，并切割成一叶

一段，转接到附加不同浓度的IAA、IBA、NAA和

G氏(LAA和GA3采取过滤灭菌方式加入到培养基

中)的改良MS培养基中，进行腋芽伸长生长及生根

培养，由预试验可知浓度范围分别为IAA0．10～0．40

mg·L-1、IBA 0．10～0．30 mg·L-l、NAA0．07～

0．12 nag·L-1和G～1．10--．1．80 mg·L-1，低于控

制范围的植物生长调节物质不能促使高山笃斯越桔

生根和腋芽伸长生长}过高的植物生长调节物质导致

幼苗基部膨胀或产生愈伤瘤而抑制腋芽萌发生长，继

续培养，根从膨胀部或愈伤瘤上发出，这样的小苗在

移栽时，根随愈伤瘤从苗基部脱落，移栽成活率几乎

为零。为了提高高山笃斯越桔植株再生的速度和再

生率，选用UI。(108)均匀表(表2)，每个处理接种茎

段数为30，同时研究了L蛆、IBA、NAA和GA3浓度
交叉配比对高山笃斯越桔腋芽伸长生长及生根的影

啊，考察再生率，同时以腋芽伸长生长和茎段生根为

标准，筛选最适宜的培养基。

裹2 U。(10‘)因素及水平设计

Table 2 Ulo(10‘)factors and levels design

IA数据分析

采用均匀设计软件进行数据分析。我国数学家

方开泰将数论和多元统计相结合，在正交设计的基础

上，创造出一种适用于多因素、多水平试验设计的新

方法。他指出正交设计为了照顾“整齐可比”性(使分

析结果方便)，对任意两因素，它必须是全面试验，每

个因素的各水平必须有重复，这样试验点在其试验范

围内，并不能做到充分地“均匀分散”(使被挑选的点

具有代表性)；为了达到“整齐可比”，试验点应足够

多。若舍弃“整齐可比”性，且在其试验范围内充分地

“均匀分散”，这样，每个试验点即具有更好的代表性；

试验点的数目较正交设计大幅度地减少。

2 结果与分析

2．1生长调节物质浓度对高山笃斯越桔外植体茎

段腋芽萌发生长的影响

试验结果(表3)经均匀设计软件分析处理后

(表4)可知，回归方程显著。对各方程项进行显著

性检验表明，各方程项对y影响均显著。根据回归

方程求出y的最优组合为：Xl=3．oo，X2=0．10，

X。=1．50，在此组合基础上求得最优解：y=99．9，

按公式Yfy+ua·s计算出优化值区间估计为y=

万方数据



第3期 顾地周等采用均匀设计法优化高山笃斯越桔微体繁殖体系 87

100士3．08，即96．92～103．08。用试验得到的优化

值ZT3．00 mg·L叫+IAA0．10 mg·L-1+GA3

1．50 mg·L叫进行验证，将外植体茎段接种到附加

ZT3．00 mg·L～、IAA0．10 mg·L1和GA。1．50

mg·L．1的DR培养基上进行外植体茎段的腋芽荫

发生长培养，外植体茎段腋芽在此组合的培养基上

培养20 d后腋芽开始萌动，继续培养30 d后，腋芽

生长为茎叶体(图la)，40 d后苗高可达2．0 crn以

上，萌发率为98％以上，在估计区间范围内，且y值

最大。因此，高山笃斯越桔外植体嫩茎段腋芽萌发

生长的培养基为：DR十ZT3．00 mg·L_1+IAA

0．10 mg·L一1+GA3 1．50 mg·L～。

表3 U-．(103)均匀设计及结果

Table 3 U10(103)uniform design test plan and result

衰4高山笃斯越桔微体繁殖不同阶段的回归分析结果o

Table 4 Regression analysis result of regeneration shoots directly form young leaves and rooting in stages of V．uliginosum vat．alpinum

①显著性水平口=0．01·样本容量N210tF’(O．01，3，6)=9．780．

2．2植物生长调节物质交叉配比对高山笃斯越桔

腋芽生长及茎段生根的影响

试验结果(表5)经均匀设计软件分析处理后

(表4)可知，回归方程显著。对各方程项进行显著

性检验表明，各方程项对Y影响均显著。

表5 U，．(104)均匀设计实验安排及结果

Table 5 U10(10‘)unifom design test plan and result

根据回归方程求出y的最优组合为：X。=

0．10，X2----0．30，X．一1．10，在此组合基础上求得最

优解：y=100，此解为方程解析解，按公式y=j，±抛

·5计算出优化值区间估计为Y=100士2．oo，即

98．0％～102．o oA。以最优组合做验证试验，将高山

笃斯越桔嫩茎段接种到附加IAA0．10 mg·L_1+

IBA0．30 mg·Lq+GA31．10 mg·L-1的改良MS

培养基中，培养18 d后，嫩茎基部开始出现根锥；25

d后腋芽开始萌动生长；继续培养至40 d，嫩茎基部

直接发出3～5条不定根(图Ib)；50 d后苗高可达

4．0 cm以上，有的产生了侧根，根和苗的形态、发育

均正常，再生率达99％以上，在估计区间范围内，且

Y值最大。可见，高山笃斯越桔嫩茎段生根和腋芽

伸长生长的最佳培养基为：MS(改良)+IAAO．10

mg·L．1+IBA0．30 mg·L-1+GA31．10 mg·

L～。

山外植体茎段的腋芽萌发 b．腋芽生长及生根C．茎节增殖培养d．移栽

圈1高山笃斯越桔微繁殖各阶段的培养物形态

Fig．1 Form of mlcropropagation in various stage of玑uliginosum Varo alpinum

以再生植株茎节为材料进行快繁，结果表明，在 2．3炼苗和移栽

45 d的培养周期内，每段增殖倍数平均达6以上(图 待苗根长至2．0 cIn以上时，从培养瓶中取出试

lc)，每瓶年增殖倍数可达50以上。 (下转第94页)
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3 小结与讨论

适宜的氮、磷、钾配比能促进小苍兰植株的高生

长，然而，氮的过量施人影响小苍兰的高生长。当

氮、磷、钾浓度分别为100、100、100 mg·L-1时，植

株高生长量达到最大值。

花芽分化及发育期施用氮、磷、钾浓度别为

100、100、100 mg·L叫时，最有利于小苍兰花枝的

伸长，花枝的伸长有利于切花生产；氮、磷、钾的浓度

分别为100、200、100 mg·L-1时，小苍兰的总花朵

数最多，因此，有效地施用磷肥可促进小苍兰花朵的

发育，有利于小花朵数的增多；不同氮、磷、钾配比对

小苍兰花期的影响不大，但施肥能促进小苍兰的营

养生长，使花期推迟。

花芽分化及发育期施用不同氮、磷、钾配比肥料

都可促进小苍兰的新球球径和球重的增加，氮、磷、

钾的浓度分别为200、50、100 mg·L-1时，新球球重

最大。氮、磷、钾的浓度分别为i00、50、100 mg·

L-1时，新球球径最大。

小苍兰具有易倒伏性，氮、磷、钾配比施用引起

的植株过高易引起小苍兰倒伏，降低小苍兰的观赏

价值，影响了小苍兰的切花生产效益。因此，在施肥

过程中要注意控制小苍兰的株高生长，可以考虑在

今后的试验中，把水分、温度等外界环境因素与施肥

结合起来，进一步研究适合小苍兰生长的最佳条件，

以克服小苍兰的倒伏。
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管苗，在含有3．0 mg·L-1杀毒矾溶液中洗去苗上 生率达99％，高于其他越桔的再生率睁61，可能是越

残留琼脂，然后植入经20倍杀毒矾消毒过的腐烂松 桔的种不同所致。此方法可一步成苗，缩短了增殖

针、泥炭土和细河砂(2 t l s 1)混合的基质中，用透 周期，提高了增殖倍数，方法简捷，经济实用，可操作

光的塑料薄膜覆盖以保湿保温，空气湿度保持在 性强，达到了高效快繁的目的。应用均匀设计法处
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