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奥地利黑松不定芽增殖与伸长研究
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摘要 :通过影响奥地利黑松不定芽增殖和伸长因素的研究发现 ,接种到添加 0. 8 mg/L 6 -苄氨基嘌呤 (6 - BA)

和 0. 01 mg/L α -萘乙酸 (NAA)的 GD培养基上的不定芽增殖率最高可达 1100%。不定芽伸长的适宜基本培

养基为 MS,添加 0. 02 mg/L NAA伸长生长效果显著。继代培养中 ,用 50 g/L食用白糖代替 30 g/L分析纯蔗

糖 ,可以降低试验成本。活性炭 (AC)有利于促进奥地利黑松不定芽的伸长 ,而赤霉素 ( GA3 )则抑制伸长。
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　　Abstract: The purpose of this study was to analyze to p ropagation and elongation factors of P inus n igra

var. austriaca adventitious buds. The study found that GD + 0. 8 mg/L 6 - BA + 0. 01 mg/L NAA was the

best medium combination for p ropagation. The rate of p ropagation was about 1100 per cent. Then the adventi2
tious buds were transferred onto the medium ofMS + 0. 02 mg/L NAA +AC 1. 0 g/L , the growth of elongation

was obvious. In this study, in order to reduce cost, 50 g/L white sugar could substitute 30 g/L sucrose. Acti2
vated carbon (AC) could conducive, while GA3 went against the growth of elongation of adventitious buds.
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奥地利黑松 ( P inus n ig ra var. austriaca)为欧洲黑松 ( P inus n igra)的一个变种 ,生长迅速、根系发达、

抗逆性强、适生范围广、育苗及造林成活率高 ,是荒山绿化及营造水土保持林、防风林的优良树种。利用

组织培养法对奥地利黑松优良种源进行繁殖 ,比常规的繁殖具有更多的优点和潜力。从 20世纪 40年

代起 ,组织培养技术在松属树种上的应用已经很多 ,有关奥地利黑松不定芽的诱导和生根研究也有报

道 [ 1 - 2 ]
,然而有关奥地利黑松不定芽增殖和伸长研究在国内还处于空白。不定芽增殖是工厂化生产的

关键环节 ,不定芽伸长效果直接影响生根质量 ,而工厂化生产又是进行组织培养的最终目的 ,这个问题

看似简单 ,解决起来却非常棘手。因此 ,需要进行更多、更细致和更深入的研究。本文旨在研究奥地利

黑松快繁体系建立过程中影响不定芽增殖与伸长的因素 ,以期掌握奥地利黑松快速繁殖的关键技术。
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图 1　基本培养基对增殖的影响

Fig. 1　 Influence of basal medium on the rate of p ropagation

1　材料与方法

1. 1　材料

选择奥地利黑松离体胚培养诱导产生的生长状态一致的不定芽作为繁殖材料。

1. 2　方法

1. 2. 1　奥地利黑松不定芽的增殖诱导 　 (1)研究 4种培养基 1 /2GD、1. 0GD、1 /2W PM和 1W PM对增殖

的影响 (1 /2 GD和 1 /2 W PM分别为大量元素和 Ca元素减半的 GD和 W PM培养基 )。

(2)在所选的适宜培养基上 ,分别添加 0. 2, 0. 5, 0. 8, 1. 0, 1. 5, 2. 0, 3. 0, 4. 0 mg/L的细胞分裂素 6

- BA ,分析其对不定芽增殖的影响。

(3)讨论生长素 NAA不同质量浓度 (0, 0. 01, 0. 05, 0. 1, 0. 2 mg/L)对增殖的影响。

(4)研究碳源种类 (食用白糖和分析纯蔗糖 ,以下分别简称为白糖和蔗糖 )及其不同质量浓度 (0, 5,

10, 15, 20, 30, 40, 50, 80, 100 g/L)对不定芽增殖的影响。

1. 2. 2　奥地利黑松不定芽的伸长 　待不定芽在增殖培养中长至 1～2 cm,切下转移到伸长培养基上培

养 ,为生根培养奠定基础。本试验采用 MS基本培养基 ,分别加入生长素 NAA (0. 02, 0. 05, 0. 08, 0. 10 mg/L) ,

以获得不定芽伸长的适宜生长素质量浓度。并研究 GA3 (0, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0, 3. 0 mg/L)和 AC (0, 0. 2,

0. 5, 0. 8, 1. 0, 1. 5, 2. 0, 3. 0 g/L)在伸长生长过程中的作用。

以上各培养基均添加琼脂 4. 5 g/L , pH为 5. 8, 121 ℃高温灭菌 20 m in。每个试验处理重复 3次 ,

一定时间后 ,剔除污染材料 ,统计增殖率。增殖率 = (芽总数 -接种芽数 ) /接种芽数 ×100%。

1. 2. 3　培养条件 　培养温度 (25 ±2) ℃,光照强度 2 000～3 000 lx,每日光照 14 h。

2　结果与分析

2. 1　影响奥地利黑松不定芽增殖的因素

2. 1. 1　基本培养基对增殖的影响 　图 1显示 ,不定芽的增殖率在供试培养基上变化很大。GD和 W PM

培养基诱导不定芽增殖的效果显著高于 1 /

2GD和 1 /2W PM ,且基本培养基 1GD的诱导

效果最好 ,增殖率高达 800% ,芽生长健壮。

这可能是其他 3种培养基无机盐离子浓度太

低 ,培养基中的大量元素不能满足增殖后大

量不定芽生长的需要 ,从而导致增殖率下降 ,

不定芽生长瘦弱。

2. 1. 2　细胞分裂素 6 - BA对增殖的影响 　

6 - BA在不定芽增殖培养过程中的作用比较

突出 (图 2)。当 6 - BA质量浓度 < 1. 0 mg/

L时 ,增殖率 ≥700% ,且以 6 - BA质量浓度

为 0. 8 mg/L时为最高 ,增殖率达 900% ,芽

生长健壮 ;当 6 - BA质量浓度 ≥1. 0 mg/L时 ,增殖率迅速下降 ,愈伤化程度加重 ,且当 6 - BA质量浓度

为 4. 0 mg/L时 ,增殖率仅为 41%。多次重复试验结果表明 ,奥地利黑松不定芽增殖的 6 - BA质量浓度

以 0. 8 mg/L最为适宜。同时 ,试验还发现不定芽连续培养在含细胞分裂素的增殖培养基上 ,不定芽有

玻璃化的趋势 ,简单的避免方法就是在不含激素的培养基和含细胞分裂素的培养基上交叉培养。

2. 1. 3　生长素 NAA对增殖的影响 　一般认为细胞分裂素与生长素的协同作用有利于外植体的茁壮生

长 ,为了确定 NAA除了能改变对外植体的生长状况外 ,是否还会影响不定芽的增殖 ,进行了如下试验 ,

结果 (图 3)表明 :接种在附加不同质量浓度 NAA培养基上的不定芽 ,增殖率在供试范围内的变化是

500% ～1100%。由此可见 , NAA对增殖率的影响是毋庸置疑的。当不添加 NAA时 ,增殖率为 900% ,

而加入 0. 01 mg/L的 NAA将使得增殖率提高了 200% ;当 NAA质量浓度继续升高时 ,不定芽增殖率不

断下降 ,外植体基部愈伤化程度不断增加。因此 ,微量质量浓度的 NAA对不定芽的增殖具有促进作用。
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图 2　6 - BA质量浓度对增殖的影响

Fig. 2　 Influence of 6 - BA on the rate of p ropagation

图 3　NAA质量浓度对增殖的影响

Fig. 3　 Influence of NAA on the rate of p ropagations

图 4　白糖浓度对不定芽增殖的影响

Fig. 4　 Influence of concentration of white sugar on the rate of p ropagation

2. 1. 4　碳源种类及浓度对增殖的影响 　目前的组织培养中 ,常用的碳源是蔗糖 ,且用量很大 [ 3 ]。但蔗

糖市售价格要比白糖高出 10多倍 ,为此有必要研究白糖和蔗糖对奥地利黑松不定芽增殖的影响 ,以期

降低试验成本。研究发现 (表 1) ,白糖和蔗糖对奥地利黑松不定芽的增殖虽然有影响 ,但差异不明显。

因此 ,使用白糖是可行的。
表 1　碳源种类对增殖的影响

Tab. 1　 Influence of k ind of carbonous on the ra te of propaga tion

碳源

Kinds of carbon

接种个数 /个

No. of exp lants

分化芽数 /个

No. of p ropagation buds

增殖率 /%

Rate of p ropagation

食用白糖 W hite sugar 89 834 837

分析纯蔗糖 G R sucrose 73 722 889

　　糖类物质是外植体获得碳源的主要来源 ,其质量浓度的变化也会影响外植体的生长状况 ,进而影响

不定芽的增殖率。从图 4可以

看出 ,白糖用量明显大于蔗糖

在组织培养中的用量 ,但与价

格成本相比较 ,使用白糖还是

比蔗糖经济、实惠 ,且适宜的白

糖质量浓度是 50 g/L。

对图 4的数据 ,采用 DPS

统计分析软件 ,根据坐标散点

图趋势进行不定芽增殖率 ( y)

与白糖浓度 ( x)回归模型拟合

分析。由表 2可知 ,回归分析

得到的拟合模型中 ,最适合的

拟合模型为二次曲线函数模

型 ,因为该模型 R
2

= 0. 913 7, R = 0. 955 9在拟和模型中均最大 ,表明拟合度最高。F = 42. 369 8在拟和

模型中最大 ,表明显著水平最高 ,显著水平 0. 000 1最小 ,拟合效果最显著。从专业意义分析 ,二次曲线

动态消长趋势 ,体现不定芽增殖率在初始加入白糖阶段上升较快 ,等浓度添加到了一定范围后 ,缓慢降

低。所以无论从模型检验结果还是从专业意义来说二次曲线函数模型 y = - 149. 184 5 + 30. 362 0x -

0. 282 895x
2 是奥地利黑松不定芽增殖率与白糖浓度变量的最佳拟合模型 ,其拟合曲线如图 5。
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图 5　白糖质量浓度对增殖的影响

Fig. 5　 Influence of concentration of white sugar on the rate of p ropagation

图 6　GA3 对不定芽伸长的影响

Fig. 5　 Influence of GA3 on elongation of adventitious buds

表 2　不定芽增殖动态回归模型拟合分析

Tab. 2　The ana lysis on eva lua tion m odel of the ra te of propaga tion of adven titious buds

模型类型

Type of model

回归方程

Evaluation equation
R2 F

显著水平

Significant level
R

逻辑斯蒂函数

Logistic function

y = 520. 172 8 /

[ 1 + exp (4. 815 6 - 0. 28175 1x) ]
0. 592 6 5. 819 3 0. 027 5 0. 769 8

幂函数

Power function
y = 135. 451 9x

0. 298 872 0. 228 1 2. 659 3 0. 137 4 0. 477 6

负指数函数

Negative exponential function
y = 599. 707 5exp ( - 10. 918 9 /x) 0. 430 9 6. 815 2 0. 028 2 0. 656 5

韦布尔函数

W eibull function

y =872. 372 4 ×{1 - exp [ - (x - 5. 000 0)

/100. 121 9 ]0. 332 381 }
0. 356 7 1. 293 6 0. 349 3 0. 597 2

S曲线函数

S - function
y =1 / [0. 002 004 +12 320. 760 8exp ( - x) ] 0. 545 3 10. 793 6 0. 009 4 0. 739 8

双曲线函数

Hyperbolic function
y = 538. 788 0 - 3 035. 212 4 /x 0. 446 5 7. 260 5 0. 024 6 0. 668 2

二次曲线函

Conic function
y = - 149. 184 5 +30. 362 0x - 0. 282 895x

2 0. 913 7 42. 369 8 0. 000 1 0. 955 9

2. 2　影响奥地利黑松不定芽伸

长的因素

2. 2. 1　基本培养基对不定芽伸

长的影响 　经增殖培养的不定芽

继代到不含任何激素的 MS、GD

和 W PM培养基上进行伸长生长。

5周以后观察分析表明 ,在各培养

基上 ,不定芽能平均伸长 5. 3 cm

以上。但继代在 MS培养基上的不

定芽可伸长 6. 5 cm以上 ,明显优

于生长在 GD (伸长 4. 5 cm )和

W PM (伸长 5 cm )培养基上的不

定芽。这可能与 MS培养基可以

提供充足的大量元素供不定芽伸

长生长有关。

2. 2. 2　不同质量浓度 NAA对不

定芽伸长的影响　试验结果表明 ,

加入微量生长素 NAA可以促进奥

地利黑松不定芽的伸长。且以添

加 0. 02 mg/LNAA的 MS培养基为

最佳培养基 ,不定芽可伸长 7. 2 cm

以上。超过 0. 02 mg/L 的量容

易引起不定芽基部愈伤化 ,愈伤化

的程度与 NAA的使用质量浓度成

正相关 ,而且超过 0. 08 mg/L以上
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就会导致部分不定芽玻璃化。因此适当质量浓度 NAA的加入 ,不但可以促进奥地利黑松不定芽的伸长

生长 ,而且还可以促进不定芽茁壮生长。

2. 2. 3　赤霉素 ( GA3 )对不定芽伸长的影响 　赤霉素 ( GA3 )是其同系物中应用最广的植物生长激素之

一。有报道 [ 4 - 5 ]显示 , GA3 对福建山樱桃的不定芽伸长有明显效果 ,但通常不利于松属树种不定芽的伸

长生长。本研究发现 ,奥地利黑松不定芽接种到加有 GA3 的培养基上培养 30 d后 ,黄化率和枯死率显

著提高 (图 6)。因此 , GA3 不但对奥地利黑松不定芽的伸长没有促进作用 ,反而具有毒害作用。

2. 2. 4　活性炭 (AC)对不定芽伸长的影响 　表 3显示 , AC的确能促进奥地利黑松不定芽的伸长生长 ,

这与大量研究结果表明 , AC对不定芽的伸长具有促进作用的结论一致。随着 AC质量浓度的增加 ,继

代后大于 3 cm的不定芽所占的比例从 6. 67%开始增加 ;当 AC质量浓度等于 1. 0 mg/L时 ,大于 3 cm

的不定芽比率达到 21. 05% ;当 AC质量浓度继续上升时 ,继代后大于 3 cm的不定芽比率则迅速下降。

为此 ,在奥地利黑松组培苗继代培养中为了使不定芽能伸长到 3 cm以上 ,添加适当的 AC是非常必要的。
表 3　AC对不定芽伸长的影响

Tab. 3　 Influence of AC on elonga tion of adven titious buds

活性炭 /

(mg·L - 1 ) AC

接种个数 /个

No. of exp lants

继代后 > 3 cm的芽数 /个

No. of p ropagation buds

> 3 cm after elongation culture

继代后 > 3 cm的百分率 /%

Percentage of p ropagation buds

> 3 cm after elongation culture

0 15 1 6. 67

0. 2 19 2 10. 53

0. 5 14 2 14. 29

0. 8 16 3 18. 75

1. 0 18 4 21. 05

1. 5 13 2 15. 38

2. 0 18 1 5. 56

3. 0 19 1 5. 26

　　表 3数据 ,根据坐标散点图趋势可确定 , AC对不定芽伸长的影响符合抛物线的形式 ,应为二次曲线

函数模型。用每升培养基中 AC的含量作自变量 x,继代后大于 3 cm的不定芽百分率作因变量 y,拟合

的回归方程为 y
2

= - 13. 532 7x
2

+ 26. 916 3x + 5. 918 5, R = 0. 983 4, R
2

= 0. 967 1, F = 58. 773 3。

3　结论与讨论

Berlyn和 Beck发现 ,在大果松胚分化中 ,使用 1. 5倍基本培养基能产生更多的芽。Ellis和 Beck在

美国黄松茎芽发生中 ,发现 1 /2 SH比 1. 0 SH更好 [5 ]。本研究发现 ,供试的 GD、1 /2GD、WPM和 1 /2WPM 4

种培养基中 , GD培养基对奥地利黑松不定芽增殖率的影响最大。培养在 GD + 0. 01 mg/LNAA + 0. 8 mg/L 6

- BA培养基上的不定芽增殖率最高可达 1100% (图 7)。

碳水化合物是植物组织培养的主要能源 ,且通常以蔗糖为主。蔗糖能支持绝大多数植物离体培养

物的旺盛生长 ,一直被作为植物组织培养的标准碳源而广泛应用。有研究表明 ,白糖在某些植物组织培

养中完全可以代替蔗糖 ,以便降低试验成本 [ 3 ]。为此 ,我们进行了白糖和蔗糖影响奥地利黑松不定芽

增殖的对比试验 ,结果表明 ,白糖完全可以代替蔗糖。且在不定芽增殖过程中 ,为了避免培养基水势过

高 ,不定芽大量吸水而影响生长 ,培养基必需加糖 ,以添加质量浓度为 50 g/L白糖的效果较好。

松属树种器官发生的不同阶段对培养基及其附加成分会有不同要求。一般而言 ,为使诱导产生的

不定芽进一步生长并伸长 ,要将芽连同原组织转移到无激素 [ 6 ]或含低浓度激素、降低矿物质、维生素及

蔗糖 [ 7 ]或添加活性炭 [ 8 - 9 ]的培养基上 [ 10 - 13 ]。GA3 通常不利于松属树种不定芽的伸长生长 [ 4 ]
,且具有毒

害作用。AC的加入 ,在一定程度上能促进松属树种的器官分化 ,尤其对不定芽的伸长生长具有明显的

效果 [ 14 ] ,但对于诱导不定芽的数量上影响不大 ,一般尚有下降趋势。Thorpe等 [ 15 ]的研究表明 , AC有利
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图 7　奥地利黑松增殖芽

Fig. 7　Propagation buds of Pinus nigra var. austriaca

图 8　奥地利黑松伸长芽

Fig. 8　Elongation buds of Pinus n igra var. austriaca

于不定芽的伸长。本研究得出 ,在 MS培养基中附加 0. 02 mg/L的 NAA和 1. 0 g/L的 AC能显著促进

奥地利黑松不定芽的伸长 (图 8)。
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