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　　摘要：以连香树（Ｃｅｒｃｉｄｉｐｈｙｌｌｕｍｊａｐｏｎｉｃｕｍ）下胚轴为外植体进行离体培养，以 ＭＳ、１／２ＭＳ和 Ｂ５为基本培养基，附
加不同浓度的细胞分裂素（ＣＰＰＵ、６－ＢＡ）及生长素（２，４－Ｄ）诱导下胚轴直接再生不定芽。结果表明，不定芽未经过
愈伤组织而直接产生于下胚轴的表皮或近表皮等表层细胞；不同激素浓度和组合、不同培养基对不定芽的分化有影

响；下胚轴的不同部位不定芽的分化能力差异显著。适宜不定芽分化的最佳培养体系为１／２ＭＳ＋ＡｇＮＯ３３．５ｍｇ／Ｌ＋
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达８９．３％，最高的平均每个外植体再生芽数达到１８．０７；生根培养基选用１／４ＭＳ＋蔗糖４．５％ ＋琼脂０．５％ ＋活性炭
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　　连香树（ＣｅｒｃｉｄｉｐｈｙｌｌｕｍｊａｐｏｎｉｃｕｍＳｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．）为连香
树科连香树属原始木本植物［１］。上白垩纪和第三纪曾广泛

分布北半球，第四纪冰川期后分布区急剧缩小，现星散分布于

皖、浙、赣、鄂、川、陕、甘、豫及晋东南地区，数量不多，已成为

东亚著名孑遗植物之一，对于研究第三纪植物区系起源以及

中国与日本植物区系关系等具有很高的科研价值，被定为国

家二级重点保护植物［２－３］。连香树除在用材、食品、医药和化

工等领域具有较高利用价值外，还作为彩叶树种被世界各国

广泛引种栽培，具有较高的经济价值和观赏价值［１，４］。连香

树雌雄异株，天然更新能力较差，现多为单株分布，结实量少，

种子极小，出苗纤细，难以成苗［５－６］，通过植物组培快繁技术，

可在短期内获得基因型一致的优质连香树苗木，大大加快连

香树育苗进程，为珍稀濒危树种连香树种质资源的保存开辟

了一条新途径。组织培养繁殖连香树，仅见麦苗苗［６］等以带

腋芽茎段的离体快繁初步研究，但不定芽分化率和生根率偏

低，目前国内外尚未见到以连香树离体下胚轴为外植体而建

立的高效再生体系。

１　材料与方法

１．１　材料
供试连香树种子由河南省内乡宝天曼自然保护区提供。

１．２　方法
１．２．１　连香树下胚轴外植体的获得　在无菌条件下取连香
树种子（子叶期），７５％乙醇表面消毒３５ｓ，无菌水冲洗３～５
次，然后２％次氯酸钠灭菌１５ｍｉｎ，无菌水冲洗４～６次；最后
接种到不含激素的ＭＳ培养基上，当下胚轴长至３～４ｃｍ时，
将下胚轴切成３～５ｍｍ长的小段作为外植体，用于不定芽的
诱导。

１．２．２　连香树下胚轴不定芽分化　将下胚轴切成３～５ｍｍ长
的小段，接种到含不同植物激素浓度及组合的 ＭＳ培养基上
（激素配比见表１），根据相关报道［７－８］与预试验，确定所有培

养基中均附加３．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３，３．５％蔗糖、０．５％琼脂粉，ｐＨ
值５．６。培养条件：２５℃ ±２℃、光强为 ２６μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、
光－暗周期为１５ｈ－９ｈ。每个处理最少接种８０个外植体，３
次重复。以培养５周后的不定芽分化率和外植体平均再生芽
数为考察指标。
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１．２．３　不同培养基对不定芽分化的影响　以 ＭＳ、１／２ＭＳ、
Ｂ５为基本培养基，附加成分及培养条件同“１．２”节，所加激
素为“１．２”节试验中筛选出的最佳浓度及组合。接种５周后
统计分化率和外植体平均再生芽数。

１．２．４　不同部位下胚轴的分化能力　为了研究下胚轴不同
部位的再生能力，将下胚轴切成３部分，靠上部（近子叶端）、
中部及下部（靠近胚根端），分别接种在相同条件及成分培养

基上，附加成分及培养条件同“１．２”节，所加激素为“１．２”节
试验中筛选出的最佳浓度及组合。接种５周后统计分化率和
外植体平均再生芽数。

１．２．５　再生苗增殖及生根移栽　当不定芽２～３ｃｍ时，切下
长１．５ｃｍ以上的独立不定芽接种在１／４ＭＳ生根培养基上附
加胺鲜酯（ＤＡ－６）／昨硝酚钠（ＣＳＮ）（激素配比见表４），蔗糖
４．５％、琼脂粉０．５％、活性炭２．５％。每个生根处理包含６０
个外植体。３５ｄ后统计生根情况，记录每个外植体的生根

数，计算生根率。将生根的健壮苗经炼苗后进行移栽。

２　结果与分析

２．１　不同激素浓度配比对下胚轴不定芽再生的影响
不同激素组合对连香树下胚轴不定芽的诱导效果有差异

（表１）。与６－ＢＡ相比，ＣＰＰＵ对诱导连香树的下胚轴不定
芽再生更有效，在含有ＣＰＰＵ的培养基上，７～９ｄ即可出现绿
色可见芽点，以后逐渐增多，而在６－ＢＡ的培养基上，不定芽
出现较晚，在１３ｄ左右才开始出现芽点。下胚轴接种３．５周后
在供试培养基上均有不定芽的分化，不同培养基上下胚轴分化

频率和外植体平均再生不定芽数不同。含 ＣＰＰＵ的培养基不
定芽分化频率高，分化芽数多，其中在 ＣＰＰＵ１．５ｍｇ／Ｌ和
２，４－Ｄ０．４ｍｇ／Ｌ相配合的培养基上，下胚轴不定芽再生频率
高达８５．６，下胚轴平均再生不定芽数也达到１２．８个／植，不定
芽诱导效果最佳。

表１　不同浓度配比的ＣＰＰＵ、６－ＢＡ与２，４－Ｄ组合对连香树下胚轴不定芽再生的影响

２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

ＣＰＰＵ
（ｍｇ／Ｌ）

不定芽再生率

（％）
外植体平均再生芽数

（个／株）
２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

不定芽再生率

（％）
外植体平均再生芽数

（个／株）

０．２ １．０ ４８．１ｆ ５．６ｃｄ ０．１ １．５ １５．８ｆ ３．３ｅ
０．２ １．５ ５６．８ｅ ５．３ｃｄ ０．３ ２．０ ４５．８ｂ ３．６ｅ
０．２ ２．０ ５１．２ｆ ４．２ｅ ０．５ ２．５ ４１．３ｂｃ ２．８ｆ
０．４ １．０ ７２．３ｃ ５．１ｄ ０．１ １．５ ２１．２ｄ ３．４ｅ
０．４ １．５ ８５．６ａ １２．８ａ ０．３ ２．０ ５２．８ａ ５．７ｂ
０．４ ２．０ ８４．６ａ ５．３ｄ ０．５ ２．５ ４１．２ｂｃ ４．３ｃ
０．６ １．０ ６９．０ｃ １０．６ｂ ０．１ １．５ ２２．３ｄ ４．１ｄ
０．６ １．５ ７９．２ｂ １２．０ａ ０．３ ２．０ ５２．６ａ ６．３ａ
０．６ ２．０ ６２．３ｄ ６．３ｃ ０．５ ２．５ ３９．２ｃ ４．６ｃ

　　注：同列中数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。表２～表４同。

２．２　培养基种类对下胚轴不定芽形成的影响
在ＭＳ、１／２ＭＳ、Ｂ５培养基（植物生长调节激素为０．４ｍｇ／Ｌ

２，４－Ｄ＋１．５ｍｇ／ＬＣＰＰＵ）上接种外植体的试验结果（表２），
连香树下胚轴在ＭＳ和１／２ＭＳ培养基上不定芽分化率没有明
显差异，但是其外植体平均不定芽数差异显著。结果说明，在

相同的激素种类和激素浓度条件下，培养基的成分及其含量

不仅影响不定芽形成率而且影响外植体再生不定芽数。最高

的平均每个外植体再生芽 １７．６３个，发生在 １／２ＭＳ培养基
上，表明１／２ＭＳ为连香树下胚轴不定芽诱导的较适培养基。

不定 芽 再 生 频 率 以 １／２ＭＳ效 果 最 佳，可 能 与
ＮＨ４

＋／ＮＯ３
－ 盐 浓 度 有 关。Ｆａｓｏｌｏ等 研 究 表 明，降 低

ＮＨ４
＋／ＮＯ３

－ 的浓度有利于提高木本植物的不定芽再生频

率，１／２ＭＳ的 ＮＨ４
＋／ＮＯ３

－浓度为 ＭＳ的 ５０％，其他条件
不变［９］。

表２　不同培养基对连香树下胚轴不定芽分化的影响

培养基种类
分化数

（个）

外植体平均不定芽数

（个）

Ｂ５ ３３．５ｂ ８．７５ｃ
ＭＳ ８５．３ａ １２．３ｂ
１／２ＭＳ ８８．５ａ １７．６３ａ

２．３　下胚轴不同部位的分化能力
接种不同部位的下胚轴均有不定芽产生（表３），但分化

不定芽能力有所不同，下胚轴形态学上部切段再生能力较强，

每外植体分化不定芽数较多，其次为中部切段，下部切段再生

能力较差。靠近子叶端的下胚轴（上部）分化率最高，为

８９３％，平均外植体分化不定芽数目为１８．０７个，与其他两部
位比较，差异达显著水平，与 Ｎａｇｏｒｉ等在番荔枝（Ａｎｎｏｎａ
ｓｑｕａｍｏｓａ）下胚轴再生过程中的研究结果一致［１０］。下胚轴外

植体不同部位分化能力的差异可能是下胚轴极性生长造成。

表３　外植体取材部位对连香树下胚轴不定芽再生的影响

下胚轴部位
分化数

（个）

外植体平均不定芽数

（个）

上部 ８９．３ａ １８．０７ａ
中部 ８０．５ｂ １２．９１ｂ
下部 ５３．５ｃ ７．７５ｃ

２．４　ＤＡ－６和ＣＳＮ对连香树再生不定芽生根的影响
当不定芽２～３ｃｍ时，切下长１．５ｃｍ以上的独立不定芽

接种在１／４ＭＳ生根培养基上附加 ＤＡ－６／ＣＳＮ（激素配比见
表４），蔗糖４．５％、琼脂粉０．５％、活性炭２．５％。从表４可以
看出，ＤＡ－６和ＣＳＮ对连香树再生不定芽的生根有很大的促
进作用，尤其是在ＤＡ－６和 ＣＳＮ联用时，连香树的生根率大
大提高。最佳组合为ＤＡ－６３．５ｍｇ／Ｌ＋ＣＳＮ２ｍｇ／Ｌ，最大生
根率为８３．６％，平均根数８．２条，而且ＤＡ－６／ＣＳＮ诱导形成
的不定根是直接从不定芽基部的形成层长出。
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表４　不同浓度配比的ＤＡ－６和ＣＳＮ组合对
连香树再生不定芽生根的影响

ＤＡ－６
（ｍｇ／Ｌ）

ＣＳＮ
（ｍｇ／Ｌ）

生根率

（％）
平均根数

（条）

１．５ ０ ２１．０ｅ ３．２ｅ
２．５ ０ ６１．７ｃ ３．７ｅ
３．５ ０ ７０．３ｂｃ ７．２ｂ
４．５ ０ ５７．１ｃｄ ６．１ｃ
５．５ ０ ５５．６ｃｄ ５．３ｄ
３．５ １ ７０．２ｂｃ ６．９ｂ
３．５ ２ ８３．６ａ ８．２ａ
３．５ ３ ７５．８ｂ ５．８ｃ
３．５ ４ ３９．５ｄ ４．９ｄ

３　讨论

以连香树下胚轴为试材，采用６－ＢＡ与２，４－Ｄ、ＣＰＰＵ
与２，４－Ｄ２种不同类型植物生长调节剂组合，研究连香树下
胚轴不定芽发生情况，建立高效的连香树下胚轴离体培养再

生体系。ＣＰＰＵ是苯基脲类细胞分裂素，是新型植物生长调
节剂，具有嘌呤型细胞分裂素更强的细胞分裂活性，并具有良

好的促进花芽分化、保花、保果、使果实膨大和诱导单性结实

及延缓衰老等方面的作用［１１］，应用于香树科连香树属植物的

组培中还未见相关报道。本试验采用６－ＢＡ和ＣＰＰＵ分别于
２，４－Ｄ组合，比较了２种细胞分裂素对连香树下胚轴再生作
用上的差异，试验结果，ＣＰＰＵ的作用效果要比６－ＢＡ好，其
中在ＣＰＰＵ１．５ｍｇ／Ｌ和２，４－Ｄ０．４ｍｇ／Ｌ配合的培养基上，
以靠近子叶端的下胚轴部分为外植体，分化率最高达

８９３％，最高的平均每个外植体再生芽数达到１８．０７个，不定
芽诱导效果最佳，明显高于麦苗苗等带腋芽茎段的离体快繁

初步研究［６］。２，４－Ｄ等生长素在组织培养中主要被用于诱
导刺激细胞的分裂和根的分化［１２－１５］，对培养物的形态建成起

着重要作用，细胞分裂素和生长素的比值大可促进不定芽的

形成［１６］。

在连香树下胚轴不定芽再生中，极性现象普遍存在。造

成极性现象的原因之一是植物组织中某些化学物质的存在表

现出梯度［１７］。连香树下胚轴在进行不定芽分化时，表现出明

显的极性现象。下胚轴的上部切段不定芽再生能力强，而中

部和下部切段再生能力弱。植物生长点集聚着大量的内源激

素，有利于细胞的生长和分化。连香树下胚轴上部切段由于

靠近茎尖生长点，能获得较多的有利于分化的物质，分化能力

强；中部和下部切段由于缺少分化物质，不定芽再生受到

抑制。

在预备试验中，发现ＩＢＡ处理幼苗基部形成大量的愈伤
组织，在愈伤组织表面分化形成一些不定根，生根率很低，从

愈伤组织长出的根与组培苗的主茎维管束联系不紧密且易脱

落；ＮＡＡ处理的幼苗在基部形成大量的愈伤组织，无不定根
的分化。而ＤＡ－６和ＣＳＮ是２种新型植物生长调节物质，两

者对连香树下胚轴离体不定芽生根有很强的促进作用，

ＤＡ－６／ＣＳＮ诱导形成的根是直接从嫩枝的基部长出来。
ＤＡ－６可以调节植物体内的生长素、赤霉素、脱落酸、乙烯等
活性和合理配比平衡；ＣＳＮ可以赋予细胞活性，与植物接触
后能迅速渗透到植物体内，增强植株活力，加快植物生根速

度，对植物营养生长和生殖生长有促进作用，具有促使植物体

生根作用。本试验把这 ２种植物生长调节物质 ＤＡ－６和
ＣＳＮ应用到香树科连香树属组织培养，取得了较好的效果。
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