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　　摘要：对２种观赏柳旱柳（Ｓａｌｉｘｍａｔｓｕｄａｎａ）、龙爪柳（Ｓａｌｉｘｍａｔｓｕｄａｎａ）进行愈伤组织诱导培养研究。结果表明：利
用茎尖诱导培养愈伤组织的诱导效果明显优于叶片；选用乙醇与 ＨｇＣｌ２溶液组合作为消毒剂，灭菌效果较好；３个因

素对旱柳、龙爪柳愈伤组织诱导影响由大到小依次为ＮＡＡ浓度、６－ＢＡ浓度、２，４－Ｄ浓度，对２种柳树而言，最优组
合均为６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．４ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ０．３ｍｇ／Ｌ。
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　　柳树为杨柳科（Ｓａｌｉｃａｃｅａｅ）柳属（Ｓａｌｉｘ）落叶乔木、灌木或
亚灌木，分布广泛，品种丰富，适应性强。由于其具有速生、抗

盐碱、耐瘠薄、抗风沙等优良特性，越来越受到育种工作者的

青睐［１］。很多学者在柳树综合开发及遗传改良方面作了大

量工作［２］。受传统方法的限制，柳树育种研究存在技术瓶

颈，如传统的人工杂交方法耗时耗力、育种周期长［３］。转基

因技术虽然在柳树新品种选育方面已得到应用，但是因为其

转导效率低且成本高等问题，效果并不显著［４］。利用ＥＭＳ化
学诱变技术，可以有效解决诱变率低、成本高、育种周期长等

问题，目前该技术已经在农作物及果树中得到广泛应用［５］。

旱柳（Ｓａｌｉｘｍａｔｓｕｄａｎａ）枝条柔软，树冠丰满，是我国北方常用
的行道树。龙爪柳（Ｓａｌｉｘｍａｔｓｕｄａｎａ）小枝绿色且呈不规则扭
曲，在我国各地多作为庭院绿化树种。这２种柳树都具有很
高的观赏价值，深受人们的喜爱，但是其耐盐碱性均不强。笔

者以旱柳、龙爪柳为研究对象，建立愈伤组织培养体系，旨在

为柳树新品系的诱变选育提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料为旱柳与龙爪柳幼嫩的茎段与叶片，均采自江

苏沿江地区农业科学研究所柳树种质资源圃。采集２种柳树
当年生木质化茎段，截成长约１０～１５ｃｍ的小段，扦插在装有
基质的育苗容器中，恒温光照培养箱培养，光照时间为

１６ｈ／ｄ，控制温度为（２５±１）℃。
１．２　方法
１．２．１　适宜外植体的筛选　外植体有２种。（１）幼嫩茎段：
每个茎段留１～２个腋芽，每个茎段长１．５～２．０ｃｍ；（２）幼嫩
叶片：用解剖刀将叶片切成１ｃｍ×１ｃｍ的小块。培养基为：
ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ。
１．２．２　消毒灭菌　将合适的外植体置于洗洁精溶液中浸泡

３０ｍｉｎ，再用流动的自来水冲洗１．５～２ｈ，置于超净台上。先
用７５％乙醇浸泡外植体３０ｓ，然后用无菌水冲洗３～４次，再
用０．１％ＨｇＣｌ２溶液浸泡１０～２０ｍｉｎ，其间不断搅动使外植体
与溶液充分接触，之后用无菌水冲洗６～７次，用无菌滤纸吸
干水分进行接种。

１．２．３　激素种类与浓度的确定　选用６－ＢＡ、ＮＡＡ、２，４－Ｄ
３种激素，设计正交试验（表１），以ＭＳ为基本培养基，蔗糖浓
度为３０ｇ／Ｌ，琼脂７ｇ／Ｌ，调节ｐＨ值为５．８，每瓶培养基接种２
个外植体。

表１　柳树愈伤组织诱导的激素正交试验因素水平

水平
因素

　Ａ：６－ＢＡ（ｍｇ／Ｌ） Ｂ：ＮＡＡ（ｍｇ／Ｌ） Ｃ：２，４－Ｄ（ｍｇ／Ｌ）
１ ０．２ ０．２ ０．１
２ ０．２ ０．４ ０．３
３ ０．２ ０．８ ０．５
４ ０．６ ０．２ ０．３
５ ０．６ ０．４ ０．５
６ ０．６ ０．８ ０．１
７ １．０ ０．２ ０．５
８ １．０ ０．４ ０．１
９ １．０ ０．８ ０．３

１．２．４　培养条件　培养温度为（２５±１）℃，每处理重复 ３
次，黑暗培养３０ｄ后统计结果。

２　结果与分析

２．１　不同类型外植体对愈伤组织诱导的影响
由表２可知，不同外植体对愈伤组织诱导效果差异显著。

茎尖的诱导效果较好，一般７ｄ内便开始启动，诱导出的愈伤
组织质地紧密，呈颗粒状，诱导率较高（图１至图４）。以嫩叶
为外植体时，旱柳叶片在第１５天开始启动，３０ｄ愈伤组织诱
导率仅达１６．６％，只在叶脉处出现少量愈伤。龙爪柳叶片的
诱导效果较差，前期观察到叶片卷曲，后期叶片逐渐褐化枯

死，无愈伤组织（图５）。
２．２　不同消毒方式对愈伤组织诱导的影响

以茎尖为外植体，选用乙醇与ＨｇＣｌ２组合作为消毒剂，在
ＨｇＣｌ２中分别浸泡１０、１５、２０ｍｉｎ。由表３可知，灭菌时间越
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表２　不同柳树不同类型外植体愈伤组织诱导效果

柳树 外植体类型
接种数

（个）

启动时长

（ｄ）
愈伤

组织量

愈伤组织

诱导率（％） 愈伤组织颜色与状态

旱柳 茎尖 ３０ ７ ＋＋＋ ８３．３ 绿、淡黄、褐色、致密、颗粒状

旱柳 嫩叶 ３０ １５ ＋ １６．６ 淡黄、疏松、颗粒状

茎尖 ３０ ５ ＋＋ ７３．３ 绿、淡黄、致密、颗粒状

龙爪柳 嫩叶 ３０ ０ 前期叶片卷曲，后期叶片逐渐褐化枯死，无愈伤组织

　　注：“＋”“＋＋”“＋＋＋”分别表示愈伤组织量较少、一般、较多。下表同。

长，植物褐化率越高。在０．１％ ＨｇＣｌ２中浸泡１０ｍｉｎ，２种柳
树外植体的污染数均为最高；在ＨｇＣｌ２中浸泡１５ｍｉｎ，２种柳
树外植体的污染数最低，诱导率能达到６０％以上，且愈伤组
织生长较快、长势较好。因此，采用０．１％ＨｇＣｌ２消毒外植体
１５ｍｉｎ，可以快速获得大量无菌材料。
２．３　不同激素对愈伤组织诱导增殖效果影响

从表４可见，不同激素种类及配比对愈伤组织诱导的效
果差异较大。通常７ｄ左右开始启动，最早４ｄ后便出现愈伤
组织。当ＮＡＡ浓度为０．２～０．４ｍｇ／Ｌ时，２种柳树的愈伤诱
导效果较好，均超过５０％，且愈伤质地紧密，长势良好（图６、
图７）。当２，４－Ｄ浓度较高时，诱导龙爪柳茎尖所产生的愈
伤组织边缘开始出现玻璃化现象（图８）。由表５、表６可知，３
个因素对旱柳、龙爪柳愈伤组织诱导影响由大到小依次为

表３　不同柳树消毒灭菌条件比较

柳树
浸泡时间

（ｍｉｎ）
接种数

（个）

成活数

（个）

褐化数

（个）

污染数

（个）

诱导率

（％）

旱柳 １０ ３０ １６ ２ １２ ４０．０
旱柳 １５ ３０ ２４ ３ ３ ６６．７
旱柳 ２０ ３０ １８ ８ ４ ４６．６
龙爪柳 １０ ３０ １６ ５ ９ ３３．３
龙爪柳 ２０ ３０ ２０ ４ ６ ６０．０
龙爪柳 ３０ ３０ １５ ９ ６ ３３．３

ＮＡＡ浓度、６－ＢＡ浓度、２，４－Ｄ浓度，对２种柳树的最优组
合都为 ６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．４ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ
０．３ｍｇ／Ｌ。　

３　结论与讨论

植物表面携带大量的微生物，尤其是内生菌较多的外植

体，在接种前要进行彻底的消毒处理，但是消毒过度也会造成

植物褐化及细胞死亡。本研究选用乙醇与ＨｇＣｌ２溶液组合作
为消毒剂，灭菌效果较好。选取外植体时，生长活跃的器官一

般能获得较好的诱导效果［６］。本研究表明，利用茎尖诱导培

养愈伤组织的诱导效果明显优于叶片。植物生长调节物的配

比及浓度可以极大地影响愈伤组织的诱导效率、质地、生长量

等［７］。本研究表明，３个因素对旱柳、龙爪柳愈伤组织诱导影
响由大到小依次为ＮＡＡ浓度、６－ＢＡ浓度、２，４－Ｄ浓度，对２种
柳树而言，最优组合都为６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．４ｍｇ／Ｌ＋
２，４－Ｄ０．３ｍｇ／Ｌ。中浓度的ＮＡＡ与６－ＢＡ配合使用，可以
显著促进愈伤组织的发生与生长；高浓度的２，４－Ｄ不利于
龙爪柳愈伤组织的生长，培养后期会出现玻璃化现象，这可能

与激素配比不当有关。
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表４　不同激素组合对柳树愈伤组织诱导的影响

柳树 组别
接种数

（个）

启动时长

（ｄ）
愈伤

组织量

愈伤诱导率

（％） 愈伤组织颜色与状态

旱柳 １ ３０ ６ ＋＋＋ ７６．６ 绿色或轻微褐色，颗粒状或部分水浸状

２ ３０ ５ ＋＋＋ １００．０ 黄绿色，颗粒状

３ ３０ ８ ＋＋ ４３．３ 透明，玻璃化，松散

４ ３０ ７ ＋＋＋ ７６．７ 淡黄色，轻微褐色，颗粒状

５ ３０ ７ ＋＋＋ ７６．６ 绿色，淡黄色，轻微褐色，颗粒状，水浸状

６ ３０ ７ ＋＋＋ ５３．３ 褐色，少绿色，水浸状

７ ３０ ５ ＋＋＋ ９０．０ 透明或者淡黄色，颗粒状或水浸状

８ ３０ ６ ＋＋＋ ７０．０ 黄绿色，褐色，颗粒状

９ ３０ ９ ＋＋ ３３．３ 灰色，透明，水浸状

龙爪柳 １ ３０ ６ ＋＋＋ ７３．３ 绿色，淡黄色，褐色，颗粒状

２ ３０ ４ ＋＋＋ ９３．３ 绿色，淡黄色，颗粒状

３ ３０ ８ ＋＋ ４３．３ 淡黄色，透明，部分玻璃化，松散

４ ３０ ５ ＋＋＋ ７６．７ 绿色，颗粒状

５ ３０ ５ ＋＋ ８６．７ 淡黄色，水浸状，松散

６ ３０ ７ ＋＋ ４３．３ 淡黄色，褐色，颗粒状

７ ３０ ６ ＋＋ ５０．０ 透明，玻璃化，松散

８ ３０ ６ ＋＋＋ ６６．７ 绿色，淡黄色，褐色，松散，水浸状

９ ３０ ８ ＋ ４０．０ 淡黄色，褐色，透明较多，松散

表５　旱柳愈伤组织诱导正交试验结果与极差分析

序号
因素水平

Ａ：６－ＢＡ Ｂ：ＮＡＡ Ｃ：２，４－Ｄ
诱导率

（％）

１ １ １ １ ０．７６６
２ １ ２ ２ １．０００
３ １ ３ ３ ０．４３３
４ ２ １ ２ ０．７６７
５ ２ ２ ３ ０．７６６
６ ２ ３ １ ０．５３３
７ ３ １ ３ ０．９００
８ ３ ２ １ ０．７００
９ ３ ３ ２ ０．３３３
ｋ１ ０．７３３ ０．８１１ ０．６６６
ｋ２ ０．６８９ ０．８２２ ０．７００
ｋ３ ０．６４４ ０．４３３ ０．６９９
Ｒ ０．０８９ ０．３８９ ０．０３４

［２］刘　巍，
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胜军．柳树遗传改良研究进展［Ｊ］．辽宁林业科技，
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学通报，２００８，２５（２）：２４０－２４７．

表６　龙爪柳愈伤组织诱导正交试验结果与极差分析

序号
因素水平

Ａ：６－ＢＡ Ｂ：ＮＡＡ Ｃ：２，４－Ｄ
诱导率

（％）

１ １ １ １ ０．７３３
２ １ ２ ２ ０．９３３
３ １ ３ ３ ０．４３３
４ ２ １ ２ ０．７６７
５ ２ ２ ３ ０．８６７
６ ２ ３ １ ０．４３３
７ ３ １ ３ ０．５００
８ ３ ２ １ ０．６６７
９ ３ ３ ２ ０．４００
ｋ１ ０．７００ ０．６６７ ０．６１１
ｋ２ ０．６８９ ０．８２２ ０．７００
ｋ３ ０．５２２ ０．４２２ ０．６００
Ｒ ０．１７８ ０．４００ ０．１００

［５］吴伟刚，刘桂茹，杨学举．诱变与组织培养相结合在植物育种中
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立［Ｊ］．农业生物技术学报，２００３，１１（３）：３２１－３２２．
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